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1. GIRIS

1.1. Serbest radikaller ve oksidatif stres

Genel tanim olarak serbest radikaller, bir elektronunu kaybetmis bir oksijen atomu
iceren molekdllerdir. Bu durum bu molekiillerin kararsiz ve reaktif olmalarina
neden olur. Yani, bu molekiiller etraflarindaki diger molekiillerin elektronlarina
yiksek ilginlik (affinity) gosterirler. Ornegin, bu molekiiller DNA ile etkileserek
fonksiyon bozuklugu, mutasyon ve kansere yol acabilmektedirler (Yerer ve
Aydogan, 2000). Ayrica, serbest radikaller enzimler ve proteinlerle de etkileserek,
normal hiicresel faaliyetleri bozabilmektedirler. Ornegin, kan damarlarinda bulunan
endotel hiicrelerin zarlarinda meydana gelen bu tiir bir olusum, atardamarlarin
sertlesmesine, kalinlasmasina ve sonucunda kalp krizi ve inmeye yol
acabilmektedir (Halliwell ve ark., 1993).  Serbest radikallerin kollejendeki
proteinlerle etkilesmesi ise, protein molekiilleri arasinda ¢apraz baglar olusmasina
ve dokularda sertlesmeye neden olabilmektedir (Ferrari, 1991). Hiicreler karmasik
bir yapiya, isleve ve bir dizi metebolik siirece sahiptir. Bunlarin her birisi farkli
radikaller iiretebilir. Bu nedenle, tek bir hiicre bile ¢ok cesitli serbest radikaller

Uretebilir.

Oksidatif stres olarak tanimlanan durum, canli organizmalarda normalde olusan ve
belirli bir dozun iizerinde artmasi ile tehlikeli olabilen patolojik bir srectir. Bu
patlolojiye neden serbest radikal denilen molekillerdir. Bir baska acgiklama yolu ise,
serbest radikallerin artmasi ve hiicrelerde antioksidan seviyenin azalmasi veya her
ikisi birden olustudugunda ortaya ¢ikan ve hicreler icin zararli bir durum olan
oksidatif stres (Akkus,i., 1995; Youngl.S., 2001; Halliwell,B., 1994), kisaca
fizyolojik siireclerin fizyopatolojik siireclere doniisiimesi ile gozlenen bir

durumdur. Oksidatif stres boylece, reaktif oksijen turlerinin Uretilmesiyle biyolojik



bir sistemin reaktif ara Grtinleri kolayca detoksifiye etme (zehirsiz hale getirme) ya
da olusan hasari onarma yetenegi arasindaki bir dengesizligi belirtir. Dokularin
normal redoks (yikseltgenme-indirgenme) sathasindaki bozukluklar, peroksitlerin

ve serbest radikallerin retilmesiyle toksik etkilere neden olabilir (Nawar 1996).

Serbest radikallere ek olarak, hucrelerde meydana gelen reaktif oksijen turleri
(ROS) de DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik acidan onemli
molekiillere zarar verebilmektedir (Diplock 1998; Sabuncuoglu ve Ozgiines, 2011).
Serbest radikaller viicut disindan gelebilecegi gibi insan metabolizmasinin dogal bir
sonucu olarak da olusabilmektedir. Serbest radikallerin endojen olarak iiretimi
farkli yollarla gergeklesmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003). Buna karsilik, canli
organizmalar serbest radikallerin potansiyel yikici etkilerine karsi kendilerini
korumak igin gesitli mekanizmalara sahiptir. Insanlarda oksidatif stres, akut veya
kronik olmak (zere, bircok hastalikla iliskilidir. Ornegin, orak hiicre
anemisi, aterosklerosis (damar sertligi), Parkinson hastaligi, kalp yetmezligi,
miyokard enfarktisi, Alzheimer hastaligi, sizofreni, bipolar bozukluk, kirilgan X
sendromu, kronik yorgunluk sendromu bunlar arasinda yer almaktadir (Ozdemir, G.
1993; Reilly ve ark.,1996; Vigue ve ark.,1993; Ferrari, R., 1991; Steinberg, D.
1991; Erenel ve ark., 1992). Fizyolojik sartlarda gerceklesen pek cok hiicresel
aktivite oksidan olusumuna yol a¢gmaktadir. Mitokondride gerceklesmekte olan
O2’1i solunum sirasinda elektron transfer sistemi (ETS)’de, katabolik ve anabolik
reaksiyonlar sirasinda, endoplazmik retikulumda sitokrom P450 sisteminde
meydana gelen elektron kayiplari sonucu oksidanlar olusmaktadir (Cochrone, G.G.,

1991; Bast, A. ve ark. 1991).

Serbest radikaller, pozitif yuklu, negatif ylkli ya da notr olabilmektedirler. Serbest
radikallerin olusumlar1 biyolojik sistemlerde en ¢ok elektron transferi ile
gerceklesmektedir (Akkus, 1995). Oksijen radikalleri veya reaktif oksijen tiirleri
baslica; (a) elektron transfer reaksiyonlari, (b) enerji transfer reaksiyonlar vasitasi

ile gergeklesebilmektedir. Her iki tip reaksiyon da biyolojik ¢evre i¢in ¢ok onemli



olmakla birlikte farkli tipteki hiicre hasarlar1 ve toksisitenin bir pargasi olarak
bilinmektedir (Cadenas, 1989).

Superoksit anyon radikali, ¢ok reaktif bir tir olmamakla birlikte, kimyasal aktivitesi
de hiicrenin hangi kisminda bulunduguna baglidir, daha gii¢lii bir oksidan
olabilmesi protonlanip perihidroksil radikali olusturmasi ile miimkiindiir (Cadenas,

1989). Reaksiyon baslica asagidaki basamaklarla gergeklesmektedir:
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Sekil 1.1. Elektron transfer reaksiyonlari ile olusturulan oksidanlarin formasyonlar1 sekilde
(I) verilmistir. (II) Siiperoksit anyon radikali olusum mekanizmasi, (III) molekiler
oksijenden iki elektron azalmasi ve (IV) slperoksit anyon radikalinden bir elektron
azalmasi sonucu H20; olusum mekanizmasi, (V) molekiler oksijen, sliperoksit anyonu ve
hidrojen peroksit arasindaki iliski verilmektedir (Cadenas, 1987).



1.2.  Serbest radikal olusturan bashca mekanizmalar

Serbest radikal olusumu baslica 3 mekanizma ile ger¢eklesmekte olup bunlardan
ilki olan otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizledigi tipik bir serbest radikal
zincir reaksiyonudur (Nawar, 1996). Serbest radikallerin oksijenle reaksiyonu
oldukca hizli gergeklesmektedir ve bu reaksiyonlarin baslangici i¢in birgok
mekanizma tammlanmistir. Ozellikle coklu doymamis yag asitleri (PUFA) ve
fosfolipidler otooksidasyona egilim gostermektedir. Otooksidasyonda ilk olusan
ana drdnlerin hidroksiperoksit (ROOH) friinleri oldugu gosterilmistir (Porter,
1985). Hidroksiperoksitlerin bir zincir reaksiyonunu baslatabilmesi igin ii¢ temel

mekanizma Onerilmistir (Foote, 1985);

(A) Hidroksiperoksit zincir reaksiyona katilabilecek bir peroksi radikalini (ROO")
olusturmak tizere bazi kaynaklardan gelen baslatici bir radikal (X') ile reaksiyona

girebilmektedir. Bu reaksiyon baslica asagidaki sekilde ger¢eklesmektedir.

ROOH + X = ROO + XH (1)
(hidroksiperoksit)  (baslatici radikal) (peroksi radikali)

(B) Hidroksiperoksit bir metal iyonu veya farkli bir indirgenle alkoksi (RO’)
radikalini (veya daha az olasilikla hidroksi (‘OH) radikalini) olusturmak iizere

indirgenebilmektedir:

ROOH > 4 RO + OH" (veya RO + OH) (2)
(hidroksiperoksit) (alkoksi radikali)

(C) Diger mekanizmalara goére daha az Onemli olmakla birlikte, yiiksek
sicakliklardan daha ziyada oda sicakliklarinda hidroksiperoksitteki O-O bagi

parcalanarak alkoksi ve hidroksi radikallerine doniisebilmektedir :



ROOH & RO + -OH (3)

Serbest radikal olusumunu gergeklestiren 6nemli mekanizmalardan bir digeri olan
lipid oksidasyonu, asagidaki semada belirtildigi lizere baslangig, ilerleme ve sonug

asamalarindan olusmaktadir (Porter, 1985):

X +LH= XH+L (4)

Baslangic asamasinda baslatici bir radikal (X') ile yag asiti (LH) substratinin

reaksiyonu sonucu H atomu transferi yoluyla bir lipid radikali (L") olusmaktadir.

L+0O?=» LOO

LOO+L’H»LOOH + L (5)

flerleme asamasinda, olusan L- radikaline oksijen eklenmesi ile birlikte peroksi
radikali (LOO’) meydana gelmekte ve bu peroksi radikali diger bir yag asidi
molekiiliinden ayrilan bir hidrojen atomu ile birleserek tekrar hipdroksiperoksitlere

ve yeni lipid radikallerine doniismektedir.

L+L=>
L+LOO = Radikal olmayan kararli iiriinler (6)
LOO + LOO >

Sonu¢ asamasinda, olusan radikaller birbirleriyle reaksiyona girerek radikal
olmayan ester, eter, aldehit, keton ve alkol gibi kararli bozunma iiriinlerine

dontismektedir (Porter, 1985).



1.3.  Oksijen radikalinin reaktifligi

Cesitli reaktif tiirlerin kimyasal reaktivitesi, serbest radikal karakterinde olup
olmamast durumlarina bakilmaksizin biiylik Olclide degisiklik gostermekte ve
lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlardan olugan tiim hiicre
bilesenleri igerisinde yer alip; oksijen, nitrojen, karbon ve siilfiir merkezli reaktif
tarleri ile hasara neden olabilmektedir. Serbest radikal olusumunun artmasi durumu
oksidatif stresi tetiklemektedir (Berk ve ark. 2008). Bu durumda oksidatif stres,
biyolojik sistemlerde pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin pro-

oksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.

Hicreler fizyolojik kosullarda, antioksidan savunma sistemi araciligi ile hafif
oksidatif stresi tolere edebilmektedir. Yani, tiim biyolojik hiicreler, normal kosullar
altinda tolere edilebilir seviyede oksidatif stres altindadir. Ancak, hiicre ici
savunma sistemlerinin yeterli olmadigr durumlarda, oksidatif stresin taniminda da
belirtildigi lizere reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidanlar arasindaki dengenin
bozulmasina ve bdylece hucrelerde makromolekiiller zarar goérmektedir.
(Gutteridge,1994; Zadak ve ark., 2009; Berger, 2005; Halliwell ve Whiteman,
2004; Halliwell ve Gutteridge, 1989; Wildburger ve ark., 2009; Sabuncuoglu ve
ark., 2011)

Bilindigi gibi, hidrojen peroksit molekult bir serbest radikal olmamasina karsin,
oksidan olarak davranabilmektedir. Bunun nedeni, hidrojen peroksidin reaktivitesi
biyolojik sistemlerde membranlar1 gecerek uzun mesafe ilerleyebilme kabiliyetine
ve oldukcga yiksek reaktiviteye sahip olan hidroksil radikaline (HO) doniisiip
homolitik klavaj yolu ile gecis metalleriyle reaksiyona girme 6zelligine baglidir.

En gucli oksidan olarak kabul edilen hidroksil radikali (HO"), tim biyolojik
bilesenler ile reaksiyona girebilmekte ve bu 6zelliginden dolay1 radikal bulundugu

bolgeyi direk etkilemektedir. Hidroksil radikalinin hiicre icerisinde bir kere



olugmasi durumunda hiicrede karsilastigi ilk molekiile biiylik zarar vermesine sebep
olmaktadir.

Hidroksil radikali (HO") yiiksek reaktivitesinden dolayr hidrojen ¢ikarma
reaksiyonu ile poliansatiire yag asitleri, DNA, glutatyon ve kararli aminoasitler gibi
pek cok molekiilde hasar meydana getirmektedir. Ayrica reaktif oksijen tiirleri bir
cok reaksiyon vasitasiyla DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar tiirlerinin
olusmasina yol agmaktadir (Dizdaroglu, 1998). Hidroksil radikali (HO") ile ilgili en
onemli ek reaksiyonlardan biri olan 8-hidroksi-desoksiguanozin (8-OHdG)
olusumu, yukarida belirtilen oksidatif baz hasar iiriinlerine 6rnek olarak verilebilir.
Bu baz, olduk¢a duyarli olup en sik karsilasilan oksidatif DNA hasarinda
molekdller Gizerindeki serbest radikal atagi i¢in parmak izi olarak belirtilmistir (De
Martinis ve De Lourdes Pires Bianchi,2002). Guanin, DNA bilesenleri igerisinde en
diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve oksidasyona en yatkin olan baz

olarak bilinmektedir (Mc Dorman ve ark. 2005).

Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, reaktif oksijen tdrlerinin
DNA’da yaptig1 20’den fazla oksidatif baz hasar iiriiniinden biri olup guaninin 8.Ci
karbon atomuna hidroksil radikali ataklari sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin
duyarl bir gostergesidir. ROS un DNA’da yaptig1 bu baz hasar iiriinlerinden en sik
karsilagilan ve mutasyon yapma yetisi en iyi bilinen 8-OHdG’dir. Bu Urln, normal
oksidatif metabolizma sirasinda iiretilen endojen ROS veya ekzojen kaynakli ROS
tarafindan DNA’da sekillenen bir mutajendir. OH radikali, guaninin 4., 5. ve 8.ci
pozisyonlarindaki karbon atomlar: ile reaksiyona girer ve DNA iiriin radikallerini
olusturur. OH- radikalinin C-8’¢ katilmasi ile olusan katilma {irlinii radikali (C8-
OH) bir elektron ve proton kaybederek 8-OHGua’e okside olmaktadir (De Martinis
ve De Lourdes Pires Bianchi,2002; Yokus ve Cakir, 2002).

DNA replikasyonu sirasinda G-C’den (guanin-sitozin), A-T (adenin-timin)’ye

doniisiime neden olarak mutasyona egilimi artirir (Mc Dorman ve ark. 2005).
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Sekil 1.2. Hidroksil radikal saldirisinin DNA’da gergeklestirdigi reaksiyonlar, (I) Cu+
kataliozrliiglinde DNA’dan hidrojen ¢ikarma reaksiyonlar1 sonucu DNA bag kiriklarinin
olusmasi; (II) Deoksi-guanozine hidrojen eklenmesi donucu 8-hidroksi-deoksiguanozin
olusumu; (IIT) Hidroksil radikal saldirisinin sonuglari (Cadenas, 2013).

DNA tzerindeki hidroksil radikal (HO) saldirisinin Sekil 1.3’te gosterildigi tizere
DNA baglarim1 kirmaya yonelik hidrojen ¢ikarma reaksiyonlar1 ve temel
oksidasyonda 8-hidroksidezoksiguanozin birikimine yol acmakta olan ek

reaksiyonlar olmak tizere iki sekilde olabilmektedir (Cadenas, 2013).

Mitokondri, sistem homeostazisi esnasinda reaktif oksijen tiirlerinin en Gnemli

kaynagi olarak bilinmektedir. Sahip oldugu biyokimyasal 6zelliklerden dolay:



kalict ROS iireten organel mitokondridir. Mitokondriyal tek-elektron tasiyicilarinin
yan1 sira, tekli elektronlar1 dioksijene transfer eden g¢esitli oksidazlar da
bulunmaktadir. Bu oksidazlar hiicre membranlarinin, sitozoliin ve organellerin

tamamlayici birimleridir (Nohl ve ark. 2005).

elektron serbest
sizintisi radikaller

Sekil 1.3. Mitokondrideki biyokimyasal reaksiyon sonucu serbest radikal olusumu gemasi.
(Cadenas, 2013)

In vivo elde edilen hidroksil radikallerinin ¢ogu, iyonlastirici radyasyona bagh
kaldig1 siire¢ haricinde, hidrojen peroksidin (H202) Fenton reaksiyonu vasitasiyla
bozunmasi yoluyla ortaya c¢ikmaktadir. Fenton reaksiyonu hidrojen peroksidin
hidroksil radikaline metal bagimli azalma reaksiyonunu gerektirmektedir. Bakir
(Cu), demir (Fe) ve kobalt (Co) gibi geg¢is metallerinin azalmasi Fenton tip

reaksiyonlar1 katalizlemektedir.

a  Fe"+I,0, — Fe'* + HO +HO'

Fe™ +0,- = Fe™+0,
b Fe** + H,0, — Fe"™ + HO + HO’

0,”+ H,0, — 0, + HO + HOX

Sekil 1.4. Hidroksil radikallerin olusum reaksiyonlar1 (a) Fenton tip reaksiyon semasi, (b)
H202’nin oksidasyonu sonucu hidroksil radikal olusum semasi. (Cadenas, 2013).
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Superoksit anyonunun (O27) demir azalmasini igeren ve hidrojen peroksidin (H202)
oksidasyounu iceren tiim reaksiyona bakildiginda sekil 1.5.b’deki asamalar
goriilmektedir. Bagintida (7) son satirda belirtilen Haber-Weiss reaksiyonu olarak
bilinmektedir. Bu reaksiyon, olduk¢a yavas hizda seyretmektedir.  Fenton
reaksiyonu, biyolojik cevrede hakim olan hidrojen peroksidin metal katalizli
azalmasidir. Reaktif oksijen tiirlerinin gergek kaynaklari igerisinde siiperoksit
anyonu (O27)  ve hidrojen peroksit (H202) , ayrica muhtemel olarak da tek

elektronlu oksijen oldugu belirtilmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin ger¢ek kaynaklari igerisinde siiperoksit anyonu (O27) ve
hidrojen peroksit (H20>), ayrica muhtemel olarak da tek elektronlu oksijen oldugu
belirtilmektedir. Hidrojen radikali olusumu, hiicresel kararli durumda stiperoksit
anyonu (O27) ve hidrojen peroksitin (H202), her ikisinin de seviyesine bagl
oldugu gibi, fenton reaksiyonu kaynakli hidroksil radikalini (HO") gerektirmektedir
(Cadenas, 1989).

1.4. Oksidanlarin hiicresel hasara etki mekanizmalari

Oksidanlar araciligi hiicresel hasarlarla ilgili literatiirde ¢ok sayida bilgi olup,
bunlarin altinda yatan nedenler de ¢ok genis bir spektrumda degismektedir.
Suiperoksit anyonu (O27) ve hidrojen peroksidin (H202), hidroksil radikali (HO")
ve singlet oksijenden (*O2) daha az reaktif oldugu agik¢a bildirilmistir. Buna
ragmen, uygun bir biyolojik ortamda ilk iki tiiriin gesitli biyomolekiillerin hasarina
yol acan 6nemli kimyasal aktivitelerinin oldugu bilinmektedir (Stadtman, 2004).
Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerdeki oksidasyon mekanizmalari aminoasitler
tizerinde yapilan c¢aligmalar ile aydmnlatilmistir; Ornegin,  basit peptidler ve
proteinler iyonize radyasyona maruz birakilmis ve hidroksil radikali veya
hidroksil/stiperoksit radikal karisim formlari elde edilmistir.(Stadtman, 2004)
Yapilan bu caligmalar gostermistir ki, dioksijenden peroksil radikaline

doniisebilecegi aerobik kosullarda hidroksil radikalleri ile reaksiyona giren
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proteinden bir hidrojen ¢ikarilmasi durumunda protein polipeptid omurgasindan
karbon merkezli radikale donlismesine sebep olmaktadir. (Stadtman, 1992)
Aminoasitlerin serbest oksijen gruplarina duyarliliklart farklilik gostermekle
beraber, sistein, sistin, metiyonin, histidin, triptofan ve tirozin serbest radikallere
kars1 daha fazla duyarlilik gostermektedir. Siiperoksit grubunun bu aminoasitler
tizerine etkisinin daha sinirlt oldugu bildirilmekle birlikte, bu grup sistein, histidin,
tirozin ve triptofan ile yavas bir sekilde reaksiyona girerken, diger gruplar ile
gergeklesen tepkime daha hizli olmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin etkisi
sonucunda proteinlerde cesitli yapisal bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (Aricioglu,
1994; Kaneko, 1980) . Karbonhidratlarda olusabilecek hasarlara bakildiginda, bag
dokunun dayanikliliginin saglanmasinda etkin rol oynayan hiyaluronik asitin
Ozellikle siiperoksit grubundan etkilenerek bag dokuda bozulmalara ve bag doku
stvisinin akigkanliginin kaybolmasina neden oldugu bildirilmistir (Kaneko, 1980).
Serbest oksijen gruplart DNA iizerinde etki gostererek niikleik asitlerin yapisal
degisikliklerine neden olmakta ve sonucunda kromozomlarda meydana getirdigi
degisikliklerle beraber mutasyonlara neden olmaktadirlar. Bu olayla birlikte DNA
hasarlar1 ve mutasyonlar meydana gelmektedir (Aricioglu, 1994; Kaneko, 1980;
Comporti, 1993) .

Serbest oksijen gruplarinin biyolojik sistemler iizerindeki en 6nemli etkileri lipidler
tizerinde gosterilmistir. Bu olay poliansatiire yag asit rezidiilerini igeren ve
oksidasyona oldukg¢a duyarli olan fosfolipidler iizerindeki oksidatif hasar lipid
peroksidasyonu olarak bilinmektedir (Esterbauer ve ark., 1991; Marnett, 1999).

Lipid peroksidasyonu kisaca zar hiicrelerdeki zar fosfolipidlerinin yiikseltgenerek
peroksit tilirevlerine doniismesi olayr seklinde tanimlanmaktadir (Aricioglu, 1994;

Comporti, 1993; Draper, 1990).

Hiicre zarlar1 gibi mitokondriyal ve mikrozomal zarlarin fosfolipidlerinde
doymamis yag asitlerinin fazla miktarda bulunmasi sonucunda lipid
peroksidasyonuna daha duyarli olduklarini bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu

zarm yapt ve gorevlerinde bozukluklara neden olmaktadir. Ayrica lipid
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peroksidasyonunun sonucunda ortaya ¢ikan iiriinlerden bazilarinin mutajenik etki

gOstermekte oldugu bildirilmistir (Comporti, 1993; Draper, 1990; Wills, 1987).

Hidroksil radikali (HO') igin 6zellikle biyolojik makromolekiillerle etkilesimini
kapsayan ¢ok 6nemli 6zellikler tanimlanmistir. Ornegin, yiksek elektrofiliklik ve
yiiksek termokimyasal aktivitenin kombinasyonu ve iirlinlin sekli DNA yakininda
(b6lgeye 6zel mekanizma) meydana gelebilmektedir ve DNA molekulinin tim
komponentleri ile reaksiyona girdigi bilinmektedir. Purin ve pirimidin bazlar
birlikte deoksiriboz iskeletine de hasar vermektedir (Dizdaroglu ve ark. 2002).
Genetik materyalin ¢esitli modifikasyonlar1 bahsedilen oksidatif hasar, beraberinde
mutagenez, karsinogenez ve yaslanmayi getirmektedir ve buna dayanilarak cesitli
kanser dokularinin serbest radikal kaynakli DNA hasarindan meydana geldigi
belirtilmistir (Valko ve ark. 2006). ROS-kaynakli DNA hasart tek veya ¢ift zincirli
DNA hasarlarina, purin, pirimidin veya deoksiriboz modifikasyonlarina ve DNA
cross-linklerine neden olmaktadir (Valko ve ark. 2006). Ayrica DNA hasari
karsinogenez ile alakali olan transkripsiyonun durmasi veya uyarilmasi, sinyal
transdiiksiyon yolaklarinin indiiklenmesi, replikasyon hatalar1 ve genomik
kararsizlik ile sonuglanabilmektedir (Dizdaroglu ve ark. 2002; Marnett, 2000).
DNA’da guanin gibi bazlara hidroksil radikali (HO") eklenmesi olay1 ¢ok hizli bir
sekilde ilerlemekte ve niikleobaz oksidatif hasar i¢in parmak izi olarak kullanilan 8-
hidroksi-dezoksiguanozinin olusumuna yol agmaktadir (Halliwell ve Gutteridge,
1999) (Bkz.Sekil 1.3).

Reaktif oksijen tiirleri DNA’y1 farkli seviyelerde hasara ugratabilmektedir:
(Cadenas, 2013) hidroksil radikali katilma reaksiyonlari yoluyla tek iplikli bazlarin
zarar gormesine neden olabilmektedir. (6rnegin. 8- hidroksidezoksiguanozinin
formasyonu) ve H ¢ikarilmasi ile tek iplikli DNA’da ¢entik olusturabilmektedir
(ssDNA nick) veya ¢ift iplikli DNA baglarin1 kirabilmektedir (dsDNA break).
Replikasyondan sonra ssDNA ¢entigi dsDNA kirigina dontisebilmektedir (Cadenas,
2013). Serbest bir radikalin DNA’y1 okside etmesi mutajenite ve karsinojenite

acisindan onem teskil etmektedir. Buna karsin DNA baz modifikasyonlarini tamir
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edebilecek temel spesifik mekanizmalar mevcuttur (Evans ve ark., 2004; Kasai,
2002).

1.5.  Oksidatif stres ve kalp fonksiyonlari ile iliskisi

Kronik ve geri doniistirilemeyen hastaliklar igerisinde yer alan kardiyovaskiiler
sistem hastaliklar1 her gecen giin diinya ¢apinda yayilmaya devam etmektedir
(Hoffman ve ark., 2004) . Miyokardiyal enfarktlisii de dahil olmak (zere akut
koroner sendromlari, birincil ve ikincil tedavi yontemleri gelistirilmeye devam
ederken, gucli redoks-duyarli bilesikler ile bati iilkelerindeki oliimlerin ¢oguna
sebep olan en tipik patolojik olaylar olarak bilinmektedir. Akut miyokardiyal
enfarktlisii (AME) tedavisinde tek etken yol iskemik dokuya kan akisinin hizli bir
sekilde gerceklestirilmesi olarak belirtilmistir. Ancak, reperflizyonun asir1
yaralanma ile iligkili oldugu ve iskemi-reperflizyon siiresinin uzunlugunun bu
hasarin Olgilistiniin 6nemli bir belirleyicisi oldugu bildirilmistir (Ferdinandy ve
Schulz, 2003; Hoffman ve ark.,2004). Reperflizyon baslangicindan saatler sonra
bile devam edebilen ROS/RNS {iretimi, reperfiizyon hasarmin (Bolli ve ark., 1989)
ve inflamatuar hiicrelerin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Simoons ve ark.,

1986).

Koroner arter hastaliginda, inflamatuar streg, oksidatif stresi de iceren, diyastolik
ve sistolik fonksiyon bozukluklar ile birlikte kardiyak hasara yol acan zararh
olaylarin kisir dongii olarak gerceklesmektedir (Toyokuni, 1999). Bu nedenle,
kardiyak hasarin ve fonksiyon bozuklugunda iskemik hasarla birlikte
reperfiizyonun da etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica, iskemi/reperfiizyon hasarinin
cesitli yolaklar aracilif ile hiicre uyarilabilirligini ve iletim sisteminde olusturdugu
degisiklikler ile artimilere sebebiyet verebilmektedir (Majidi ve ark., 2009; Lopes
ve ark., 2012).

Ozellikle yaslanma ve geri déniistiiriilemeyen akut olaylar sonucunda redoks
dengesi saglikli (sinyal) durumdan hastalik (stres) durumuna dogru kayma meydana

getirmektedir. Normal kardiyovaskiler performans, redoks dengesi de dahil olmak
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tizere, bir ¢ok karmasik fizyolojik ve biyokimyasal olayin denge halinde olmasin

gerektirmektedir (Pagliaro ve Penna, 2014).

Oksidatif/ nitrosatif/ nitratif stres adlar1 verilen hiicre i¢i oksidasyon-rediiksiyon
dengesizligi, arterosklerozis, kronik iskemik kalp hastaligi, kardiyomiyopati,
konjesif kalp yetmezligi, ritim bozuklugu gibi rahatsizliklarin yani sira,
kardiyovaskiiler sistemin iskemi/reperfiizyona karsi daha duyarli hale gelmesi ve
bir ¢ok dejeneratif hastaligin olugsmasi ve gelismesine katkida bulunmaktadirlar
(Lopes ve ark., 2012; Tullio ve ark., 2013). Artan ROS/RNS formasyonlari
reperfiizyon/kaynakli hasarin en dnemli sebeplerinden birisi olarak gosterilmis ve
reperfiizyon sirasinda, artan O iiriinlerinin diger ROS/RNS iiriinleri ile birlikte
miyokardiyal fibrilleri okside edip hiicre Oliimlerine sebep verdigi belirtilmistir
(Zhao, 2004).

Izole edilmis kalplerde yapilmis olan ¢alismalarda, oksijen radikali olusumuna yol
acan her olayin yiiksek enerjili fosfatlarda azalmaya, kontraktil fonksiyon kaybina
ve yapisal anormalliklere neden oldugu gosterilmistir. Katekolaminerjik stresin
indiikledigi kalp rahatsizliklarinin arastirmalarinda yapilan in vitro ¢aligmalarda
katekolaminlerin otooksidasyonunun serbest radikal iiretimini baglatarak kardiyak
disfonksiyonuna yol agtigina dair bulgular elde edilmistir (Singal et al. 1983).
Bunun yaninda, miyokard infraktlisii sirasinda iskemi-reperfiizyon hasarinda
serbest radikallerin rolii ortaya konmus ve bunun sarkoplazmik retikulumdaki Ca?*
transportunda azalmayla olustugu gosterilmistir (Hess et al. 1983). Kalp
hastaliklarinin patogenezinin aydinlatilmasi agisindan yapilan in vitro ve in vivo bu
tip ¢aligmalarda serbest radikallerin artmasinin 6nemi ortaya konmustur.

Endotel tabakasi, vaskiiler tonus, trombosit adhezyonu, inflamasyon, fibrinoliz ve
vaskiiler proliferasyonu diizenleyen medyatorleri saglayarak homeostazi
korumaktadir. Endotel fonksiyonunun bozulmasi bu olaylar serisini olumsuz
etkileyerek kardiyovaskiiler risk olusturmaktadir (Nedeljkovic et al. 2003). Bu
alandaki geligsmeler, oksidatif stresin vaskiiler disfonksiyon mekanizmalarini

kolaylastirdigini diistindiirmektedir.
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Ateroskleroz igin risk faktorleri olan hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon ve
yaslanma gibi etkenler, endotel vaskiiler diiz kas hiicresi ve adventisyal hucrelerden
reaktif tiirlerin salinimina yol agmaktadir (Harrison, D., 2003). Bu reaktif oksijen
tiirleri de aterogenez siirecinde rol alan bir ¢cok 6nemli olay1 baslatmaktadir. Bunlar
arasinda, adhezyon molekiilii ekspresyonu, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu
ve migrasyonu, endotelde apoptoz, lipidlerin oksidasyonu (okside LDL), proteolitik
matriks metalloproteinazlarin (MMP) aktivasyonu ve vazomotor aktivitede
degisiklikler yer almaktadir. Bu sliregte ksantin oksidaz, (NAD(P)H oksidaz, nitrik
oksit sentetaz (NOS) ve mitokondriyal enzimler rol oynamaktadir (Houston ve ark.
1999; Griendling ve ark.2000). Erken donemde endotel disfonksiyonu ile baslayan
siire¢, oksidan uyarinin devami ve antioksidan enzim aktivitesindeki yetersizlik
devam edecek olursa, hizla aterosklerotik plaktan koroner arter hastaligina dek
ilerleyebilmektedir (Luft, 2005; Heinecke, 2003). insan koroner arterlerinden elde
edilen 6rneklerde SOD gibi antioksidan enzim aktivitesinde azalmanin gdsterilmis
olmasi, oksidatif stres ve ateroskleroz iliskisinin gii¢lii bir kanitidir (West ve ark.

2001).

Dolasimdaki homeostaz kontrolii, vaskiiler endotelin kimyasal, hormonal ve
hemodinamik degisikliklere olan yanitina baglidir. Hipertansiyonda, endotelle
iliskili vazodilator sistemlerdeki bozukluklar endotel disfonksiyonuna neden
olmaktadir (Rathaus ve Bernheim, 2002).

Oksidatif stresin etkiledigi en 6nemli rahatsizliklardan biri kalp yetersizligidir. Kalp
yetersizligi gelisen hastalarda SOD, CAT, GSH-Px ve E vitamini gibi miyokardiyal
antioksidanlar azalirken, serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin arttig1
gosterilmistir (Hill ve Signal, 1996). Bununla birlikte in vitro ¢alismalar ve hayvan
modellerinde iskemi/reperfiizyon, miyokard infarktiisii ve kronik basing yiikselmesi
(hipertansiyon) gibi durumlarin oksidatif stres olusturarak apoptoz yoluyla miyosit

kaybina neden oldugu da gosterilmistir (Benjamin ve Schneider, 2005; Giordano,
2005; Kaul ve ark., 1993).
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Serbest oksijen radikallerinin dogrudan gosterildigi kardiyak sorunlarin basinda
reperflizyon hasari gelmektedir. Reperfiizyon hasari, tikanmig koroner arterin
acilmasindan sonra iskemik olan alana oksijenli kanin gelmesinin yarattigi olaylar
zincirini takiben miyokard hiicre hasarmin artmasidir. Bu olay kalpte geri
doniisebilir (miyokardiyal stunning) olabilecegi gibi, geri doniilmez (miyokard
infarktiisii) olaylarin baslangici da olabilmektedir. Hasar olusumunda hiicresel
mekanizma olarak, koroner endotel hiicreleri, dolasimdaki kan hiicreleri ve
kardiyak miyositlerden artmis serbest oksijen radikali olusumu sorumlu
tutulmaktadir (Lucchesi,1990). Bunu destekleyen birinci bulgu, post-iskemik
miyokarda serbest oksijen radikallerinin artmis oldugunun gdstergesi olmasidir.
Diger bir kanit, disaridan serbest oksijen radikali verilmesinin iskemi/reperflizyon
hasarima benzer bir hasar meydana getirdigi tespit edilmis olmasidir. Disaridan
H20> perflizyonunun, reperfiizyon hasarmin ozellikleri olan hiicresel K* kaybi,
yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin azalmasi, intraseliiler Ca*? artig1, miyosit
kasilma giicliniin zayiflayip gevsemenin giderek azalmasi, metabolik fonksiyonun
yavaslamasi ve aritmiler gibi bozukluklara neden oldugu gosterilmistir (Bolli, 1990;
Weiss ve ark. 1993; Tarr ve Valenzeno, 1993). One siriilen mekanizma, serbest
oksijen radikallerinin mitokondri, sarkoplazmik retikulumdaki iyon transport
proteinleri ve enzimleri inaktive etmesi, lipid peroksidasyonuyla bu yapilar1 hasara

ugratarak Ca®* homeostazini bozmast olarak belirtilmistir.

Kalp hastaliklarina karst miyokardiyal savunma a¢idan birkag¢ asama
gostermektedir. Birincil savunma hiicre i¢i antioksidanlardan (SOD, CAT, GSH-Px,
GSH-rediiktaz vb.) olusmaktadir. Ikincil savunma lipolitik ve proteolitik enzimleri
(proteaz, fosfolipaz vb.) icermektedir. Uclincill savunma ise, oksidatif stres
sonucunda artan reaktif oksijen turleri ile basa ¢ikabilme amaciyla, kalpteki gen ve
proteinlerden (redoks duyarli transkripsiyon faktorii olan) niikleer faktor kB (NF-
kB) ve aktivator protein (AP-I) ile Bcl-2 geni sayesinde hiicre i¢i antioksidanlarin

uretiminin arttirilmasidir (Aral ve Tiirkmen, 2002).
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1.6. Oksidatif stres ve diyabet ile iliskisi

Diyabet, gliniimiiz insaninin yasam sartlarindan dolay1 tiim diinyada hizla yayilan,
yiiksek mortalite ve morbidite tehlikesi tasiyan bir hastaliktir. Yapilan ¢aligmalarda
deneysel olarak diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid
peroksidasyonunun 6nemli derecede arttigi ve oksidatif stresin diyabet
etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen ve ark. 1992).
Bunlar ek olarak, uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede gorulen
degisikliklerin, diyabetin kronik komplikasyonlarmin ortaya cikis1 ile de iliskili
olabilecegi arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (Van Dam ve ark., 1995;

Bukan ve ark., 2003).

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan ligkisini
gosteren ¢aligmalarda, enzimatik olmayan glikasyon, enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve
iskemi-reperflizyon sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal tiretimini arttirdigi
(Baynes ve Thorpe, 1999) ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi
vurgulanmaktadir (Altan ve ark, 1994 ab; Saxena ve ark., 1993; Elmali ve ark.,
2004; Kilig ve ark., 1998).

Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu bilinen beta hiicrelerinde
gozlenen  hasarm,  hipergliseminin  toksik  etkilerinden  kaynaklandig:

duistiniilmektedir (Robertson ve ark. 2004).

Hidrojen peroksitin, yuksek aktiviteye sahip bir ROS urinu olan OH radikaline
doniismesi sonrasi insiilin reseptdr sinyal sistemi {izerinde etkili oldugu ve insiilin
tarafindan reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar
bir yol oynayabilecegi goriisii arastirmacilarin savlari arasinda bulunmaktadir
(Houslay, 1991; Donalth ve ark. 1999). Glikasyon aracili serbest radikal iiretiminin
insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigin1 ve beta hiicre apoptozuna yol agtiginm
gosteren caligmalarin bulgular1 bu goriisii destekler niteliktedir (Houslay, 1991;
Donalth ve ark., 1999).
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Diyabet olusturulan sigan deney modellerinde oksidatif stres belirteci olarak

degerlendirilen 8-OHdG diizeylerinde de artis gdzlenmistir (Ihara ve ark., 1999).

Calismamizda, metabolik sendromlu hayvanlari tercih etme sebebimiz, metabolik
sendrom kontrol altina alinmadigi durumlarda kronik diyabet olusumu ve daha
sonrasinda olusabilecek sistemik bozukluklarin temeli olarak bilinmektedir.

Metabolik sendrom, insiilin direnci ile baslayan abdominal obezite, glukoz
intolerans1 veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter
hastaligt (KAH) gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi 6liimciil bir
endokrinopati olarak tanimlanmistir (Metabolik sendrom kilavuzu, 2009).
Metabolik sendromun patofizyolojisinde sempatik noéral faktorlerin rol oynadigi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Meaney ve ark. 2008; Dalle-Donne ve ark.
2006). Son yillarda yapilan calismalar metabolik sendromun gelisiminde oksidatif
stresin rol oynadigi hipotezi {izerinde yogunlasmistir. Bu hastaligin 6nemli
komponentlerinden hiperglisemi ve inflamasyonda reaksif oksijen tdrlerinin
olusumu ve NADPH oksidazin asir1 aktivasyonu sonucunda oksidatif stresin arttigi

gosterilmistir (Demircan ve ark. 2008).

Viicut kitle indeksi, kan basinci ve trigliseritemi ile NO diizeyleri arasindaki negatif
korelasyon ve metabolik rahatsizliklar1 olan hastalarda diisik NO (Sun ve ark.
2006) diizeyleri, bu prosese nitrit oksit biyoyararlanimindaki azalmanin eslik ettigi
bulgusunu (Barbato ve ark., 2005) desteklemektedir. Bunun yani sira, metabolik
sendromda oksidatif ve nitrozatif stresin belirte¢lerinden olan okside olmus plazma
proteinlerinin (Maeney ve ark., 2008) ve peroksitlerin diizeylerinin (Demirbag ve
ark., 2006) arttig1 ve total antioksidan aktivitenin azaldigi (Demircan ve ark,2008;

Demirbag ve ark., 2006; Ford ve ark., 2003) gosterilmistir.
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1.7. Redoks sistemleri ve antioksidan enzimler

Oksidan olusturulmasina ek olarak, hiicresel redoks durumu indirgeyiciler veya
antioksidan molekiiller ve enzimler tarafindan yakindan kontrol altinda
tutulmaktadir. Bu nedenle, hiicre icerisinde ROS asir1 {iretiminin Onlenmesi ve
hiicrenin bu sebepten meydana gelecek oksidatif stres kaynakli hasarlardan
korunabilmesi amaciyla bir ¢cok onemli biyolojik redoks sistemi ve antioksidan
enzimler bulunmaktadir. Antioksidanlar, hiicrenin redoks dizenlenmesinde rol
oynayan, oksidatif stresi notralize eden ve hiicreleri oksidatif stres kaynakli

hasarlara kars1 koruyan araglardir (Turan, 2010).

Organizmalar, sistemlerini ve mekanizmalarini serbest radikallerin ve reaktif
metabolitlerin  toksik etkilerine karsi korumak ig¢in koruyucu sistemler
gelistirmiglerdir (Durackova, 1998). Koruma ii¢ asamali olarak organize edilmistir:
(@) serbest radikal formasyonu katalize eden enzimleri inhibe eden sistemlerin
olusumu; allopurinol tarafindan inhibe edilebilen veya demir ya da gecis metalleri
tarafindan yakalanan ve serbest radikal olusumu siirecinde katalitik aktivitesini
elimine etmesine neden olan siiperoksitlerin olusumunu gerceklestiren ksantin
oksidaz bu kategoriye dahildir, (b) birincil koruma sistemi etkili olmadig1 ve serbest
radikaller ile reaktif molekiillerin buna ragmen olustugu durumlarda, temizleyici ve
tuzakcilar harekete gecerek serbest radikallerin yiiksek reaktivitesini radikal
olmayan ve toksik olmayan metabolitlere doniistiirmektedirler. Bu tip bilesikler
antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir ve biyolojik 6neme sahip molekiillerin
serbest radikaller ile reaktif metabolitlerin oksidasyonlarina karsi korumakla
gorevlidirler. (c) Organizmanin korunma gorevi bu seviyeye kadar halen
gerceklestirilememis ise tamir sistemleri proteinazin oksidatif modifiye proteinlere,
lipazlarin oksidatif hasarli lipidlere veya DNA tamir sistemlerinin modifiye DNA

bazlarina doniismesi gibi olaylar1 organize ederek tamirini saglamaktadir

(Durackova, 1998).
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Antioksidanlar, antioksidatif molekiillerinin biiyiikliikklerine bagli olarak cesitlilk
gostermektedir ve ylksek-molekiler-agirlikli  ile  disiik-molekuler-agirlikli
bilesikler olarak siniflandirilmaktadirlar. Endojen ve yiiksek molekiiler agirlikli
antioksidanlar arasinda superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz,
albumin, transferin ve metallotionein 6rnek verilebilirken, diisiik molekiiler agirlikli
antioksidanlar ise Urik asit, askorbik asit, lipoik asit, glutatyon, tokofenol (vitamin
E), ubikuinol (CoQ) ve flavonoidler/polifenoller 6rnek verilebilir. Ayrica
organizmanin disaridan 6zellikler polifenik bilesikleri sentezleyen ve flavonoidlerin
icerisinde bulundugu bitkisel besin ile aldigi, vitamin C ve vitamin E de

antioksidanlar arasinda yer almaktadir. (Williams ve ark. 2004; Durackova, 2008)

Bir bilesigin in vivo etkili bir antioksidan olarak tanimlanabilmesi i¢in (1) biyolojik
olarak efektif reaktif metabolitlerle reaksiyona girebilmelidir; (2) reaksiyon sonrasi
olusan prooksidan+antioksidan iiriinii organizma igin prooksidan formundan daha
fazla toksik olmamalidir; (3) antioksidan organizmada etkili konsantrasyonda
mevcut olmalidir; (4) antioksidanin yarilanma Omrii oksidan ile reaksiyona

girebilecek kadar uzun olmalidir (Halliwell ve Whiteman, 2004).

Glutatyon sistemi (GSH), birgok biyokimyasal yolak i¢in indirgeyici esdegerler
saglayarak cesitli hiicre tiplerinde redoks durumunu diizenlemekte dnemli goreve
sahip olan glutatyonu icermektedir. Glutatyon, glutatyon S-transferaz halinde bir
stlfidril tamponu gibi davranarak bilesiklerin toksisitesini ortadan kaldimaktadir
(Nordberg ve Arner, 2001; van Bladeren, 2000). Glutatyon peroksidaz (GSHPx)
H202 ve lipid peroksitlerini etkili bir sekilde azaltarak su ve lipid alkollerine
doniistiirmektedir. GSHPx/GSH sisteminin, diisiikk oksidatif stres seviyeleri i¢in

temel savunma yolu oldugu diisiiniilmektedir (Wassmann ve ark., 2004).

Protein oksidatif kaynakli hasarlaina kars1 hiicresel korumayi, fizyolojik kosullar
altinda proteinlerin  indirgenmesini saglayan Tiyoredoksin (Trx) sistemi
gergeklestirmektedir. Trx sistemi, protein disiilfitlerinin azalmasini katalizleyen ve

poksidasyona kars1 duyarli proteinlerin fizyolojik fonksiyonlarmin diizenlenmesini
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saglayan tiyoredoksin, tiyoredoksin rediiktaz ve NADPH igeren bir tiyol-disilfit
oksiredUktaz sistemidir (Turan, 2010).

1.8.  Serbest radikal tespit ve 6lgme yontemleri

Redoks biyokimyasini anlayabilmek i¢in, ¢esitli modifikasyonlara karsi hedef olan
biyomolekiillerin saglam ve hastalikli durumlarda tanimlanabilmesi gerekmektedir.
Modifikasyonlar gibi spesifik radikallerin nerede ilk olusturuldugunu, metabolik
aktif sistemlerde biyomolekil merkezli serbest radikallerin seliiler ve subseluler
yerlesim yerlerinin ve bunlarin canlinin tiimiinde lokalize oldugu yerin

tanimlanmasini igermektedir (Gomez-Mejiba ve ark. 2009).

Protein ve DNA gibi oksidatif kaynakli biyomolekiillerin hasar1 sonucu protein ve
DNA merkezli radikallerin olusumu genellikle ilk elektronun veya hidrojen
atomunun ¢ikarilmasi yoluyla olusmaktadir (Hawkins ve Davies, 2001; Cadet ve
ark. 2003). Bu biyomolekiil merkezli radikaller genellikle hizla pargalanabilen;
oksijenle  reaksiyona girerek  fragmantasyona veya  post-translasyonal
modidikasyonlara neden olan ya da biyomolekdller veya antioksidanlarla birlikte
yigilmaya ve atilmaya neden olmaktadirlar (Hall ve ark. 1996; Stadtman, 1995;
Halliwell ve Whiteman, 2004).

Bir atom, iyon veya molekiil olabilen bir serbest radikal dis orbitalinde sahip
oldugu yalnizca bir adet ciflenmemis elektrondan dolay1 genelde ¢ok reaktif ve
kararsizdir, bu karakteri paramagnetik 6zelligi ile acgiklanabilmektedir. Bakir gibi
baz1 paramagnetik gecis metalleri istisnalar arasinda sayilabilmektedir.
Ciftlenmemis elektron bu tiirlere, bahsedilen paramagnetik 6zellikleri saglayarak,
serbest radikallerin tespitini saglamak i¢in kullanilan ve “altin standart” olarak
nitelendirilen elektron spin rezonans (ESR) (veya EPR:Elektron paramagnetik
rezonans) spektrofotometri yontemi igin gerekli olan kararliligi saglamaktadir
(Mason,2000).
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Protein ve DNA merkezli radikaller yiiksek reaktivite 6zelliklerinden dolay1, her ne
kadar riboniikleotid rediiktazin tirozil radikali gibi bir alternatif mevcut olsa da,
radikallerin bozunup diyamagnetik tdrlerin (ESR-silent) olusturulmasi igin
genellikle yalnizca mikrosaniyeler ile saniyeler arasinda degisen kararliliga

sahiptirler (Graslund ve ark., 1985).

ESR’1n serbest radikal tespit yontemleri arasinda 6nemli derecede avantajli oldugu
bilinmektedir (Davies ve Slater, 1988). Bununla birlikte ESR’in hiicrelerde ve
dokulardaki fizyolojik kosullar altinda serbest radikallerin kararli-durum (steady-
state) konsantrasyonlarindaki iligkisindeki zayif hassasiyet gostermesi ve bazen de
strese sebep olmasi ¢alismalardaki en 6nemli limitleyici 6zelligi olarak belirtilmistir

(Gomez-Mejiba ve ark. 2014).

Spin yakalama, kimya ve biyolojide elektron paramanyetik rezonans (EPR=ESR)
teknigi kullanimu ile kisa siireli serbest radikallerin saptanmasini ve tanimlanmasini
saglayan bir analiz teknigidir. ESR spektroskopisi, serbest radikallerdeki
ciftlenmemis elektronlar gibi paramanyetik turleri tespit etmektedir. Ancak,
radikallerin yarilanma Omiirlerinin ESR ile tespit edilebileceginden daha kisa
olmasi, spin yakalayicilar adi verilen, radikal iirtinleri ile daha kararh bilesikler
olusturabilen ve ESR spektrofotometrisi ile tespit edilebilecek paramanyetik
rezonans Ozelligine sahip olan iirlinleri gelistirmeye yonlendirmistir. Kisa omiirlii
radikallerin radikal-ekleme reaksiyonlari ile tespit etme yontemi ilk olarak 1965
yilinda E.G. Janzen tarafindan uygulamistir. ESR Uzerindeki sinirlandirmalar
1960’11 yillarda serbest radikalin karbon ucuna nitron fonksiyonunda olan bir spin
trap (spin-yakalayici) eklenmesi ile spin trapping tekniginin gelistirilmesine yol
acmistir (Janzen, 1984). Bu reaksiyon sonrasinda ESR spektroskopi ile gorilebilen
daha kararli bir serbest radikal, nitroksit radikal bilesigi veya radikal bilesigi
olusturulmaktadir (Janzen, 1984).
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Serbest radikal ¢aligmalarinda spin trapping kullanilmasinin sagladigi en biiylik
avantaj serbest radikallerin artan kararliliklar1 ile radikal bilesiklerin
konsantrasyonlarinin artmasi olarak belirtilmistir (Mason, 2000).

Bu bulus biyolojik sistemlerdeki oksidatif proses c¢alismalarinda ESR-spin
yakalama rénesansina yol agmistir (Davies ve Hawkins, 2004; Augusto ve Muntz
Vaz, 2007). Ustelik serbest radikal metabolitleri, proteinler ve niikleik asitler ESR-
spin trapping tarafindan hem in vitro hem de in vivo olarak tespit edilmektedir

(Mason, 2000).

Nitroso ve nitron bilesikleri gibi bir c¢ok spin yakalayict (trap), biyolojik
sistemlerdeki serbest radikal ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Davies ve Hawkins,
2004; Augusto ve ark., 2007; Davies ve ark. 1991). Nitron spin yakalayicilari,
fizikokimyasal 6zellikleri, membran permeabilitesi, (Davies ve ark., 1991; Janzen
ve ark., 1996), serbest radikalleri yakalayabilme efektifligi (Davies ve ark., 1991)
ve diisiik toksisitesinden (Jenzen ve ark., 1995) dolayr hem ESR spektroskopisinde
radikalleri tespit etmek amaciyla (Davies ve Hawkins, 2004; Davies ve ark., 1991)
hem de oksidatif-stres aracili hasarlara karsi farmakolojik ajanlar olarak
kullanilmaktadir (Villamena ve ark. 2012; Floyd ve ark. 2008).

Kullanilmakta olan spin yakalayicilar i¢erisinde en popiiler olanlar1 5,5-dimetil-1-
pirolin N-oksit (DMPO) (Janzen ve ark. 1989) ve alfa-fenil N-tertiari-batil nitron
(PBN) (Ramirez ve Mason, 2005) gosterilmektedir. Daha az kullanilan spin
yakalayicilar arasinda, 3,5-Dibromo-4-nitrozobenzensiilfonik asit (DBNBS) gibi
C-nitroso spin yakalayicilari da kullanilmaktadir. Bir diger spin yakalayici olan 5-di
izo-propoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksit (DIPPMO), mitokondr blinyesindeki
stiperoksit tiriinlerinin 6l¢limil i¢in kullanilmaktadir (Ramirez ve Mason, 2005).

Radikal bilesiginin daha yiiksek kararliliga sahip olmasi, serbest radikal
olusumunun belirli bir oranda daha yiiksek konsantrasyonda radikal bilesigi
olusumunu saglamaktadir (Davies ve Hawkins, 2004). ESR-spin trapping
deneylerinde basar1 saglanabilmesi i¢in en Onemli faktoriin genellikle radikal

bilesiginin yarilanma omrii oldugu belirtilmistir (Mason, 2000).
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Buna ek olarak, direk ESR’dan farkli olarak, spin trapping metodunun spin-
trapping reaksiyonunun mutlak kararliligma bagli oldugu bilinmektedir
(Ranguelova ve Mason, 2011). Onemli olarak, nitron spin yakalayicilarmin,
elektrofilik ve niikleofilik ekleme reaksiyonlari yolu ile serbest radikaller ve radikal
olmayan bilesiklerle reaksiyona girdigi bilinmektedir (Nash ve ark. 2012).

Radikal bilesiklerin artifaklarinin DMPO ile reaksiyonu ters-spin trapping (spin
yakalayicinin  bir-elektron oksidasyonu) ve Forrester-Hepburn (spin trapin
niikleofilik eklemesi) olarak iki alternatif mekanizma ile gosterilmis ve tartigilmistir
(Ranguelova ve Mason, 2011; Leinisch ve ark. 2011).

Bir niikleofilin spin yakalayiciya niikleofilik eklenmesi ile tanimlanan Forrester-
Hepburn mekanizmasi biyolojik sistemlerde olasi yapay DMPO-molekiil bilesikleri
olusturulmasinin temel mekanizmasi olarak tanimlanmistir (Ranguelova ve Mason,

2011; Leinisch ve ark. 2011).

Nitron spin yakalayicilarinin serbest radikaller ile gerceklestirdigi reaksiyonlar,
hicreler, dokular ve hayvanlar gibi biyokimyasal sistemlerde, spin trapping
teknigini ESR tespiti yontemi bir arada kullanilmasinin en 6zel ve spesifik arag
olarak kullanilabiliyor olmasi bilinen bir gercektir (Hawkins ve ark. 2009).

Burada gozden kagirilmamasi gereken ESR-spin yakalama tekniginin in vivo
ortamda 1) materyallerin edinilme zorlugu, 2) dokularda radikal bilesiklerin
kararsiz olmasindan otiirii tekrarlanabilir olmayisi,  3) dialektik Orneginin
kaybolmamas: ve 4) diisiik radikal bilesik konsantrasyonundan &tiirii DMPO ile
yarigabilecek antioksidanlarin varligt gibi smirlandirilmalara sahip oldugu

gergegidir.

Biyokimyasal olarak bakildiginda, bahsedilen teknik serbest radikallerin biyolojik
olaylardaki kimyasal etkilesimlerin anlasilmasini saglayacak ve oksidasyonu stresin
seviyelerinde belirleyebilmek igin protein hedeflerin olusturulmasina olanak
saglayacak bir yontem olarak gosterilmistir (Gomez-Mejiba ve ark. 2014) .

Spin-yakalayict bilesiklere bakildiginda, hucreler, parazitler ve hayvanlar gibi

biyolojik sistemler i¢in en az toksik ve farmakokinetik olarak (alinimi, dagilima,
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metabolizmas1 ve atilimi) en uygun olanin nitron spin yakalayict DMPO oldugu

tespit edilmistir (Anzai ve ark. 2003) .

DMPO, in situ ve ger¢cek zamanli olarak protein ve DNA-merkezli radikaller
herhangi bir hiicresel bilesikte nerede ve ne zaman olusturulursa olusturulsun
ulagabilen ve yakalayabilen, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilmektedir. Bu
sekilde olusturulan DMPO-biyomolekil bilesigi ekstraksiyon be immunoanaliz
sirasinda stabil olarak bagli kalip, DMPO’nun en az kendisi kadar kararlilik
gostermektedir (Ramirez ve ark. 2007; Ramirez ve Mason, 2005; Mason, 2004).

DMPO, yalnizca -1,68V gibi ¢ok diisiik ptansiyellerde hidroksilamine indirgenen,
normal hidrojen elektrodun aksine yalnizca 1,87V gibi ¢ok yiiksek potansiyellerde
okside olabilen, oldukca kararli ve yaklasik redoks olarak etkisiz bir bilesik olarak
tanimlanmistir. Bir defa olusturulan DMPO protein bilesigi (1) nitroksit radikal
bilesigi, (2) hidroksilamin formuna denk gelen ve bir elektron indirgenmesi ile
olusturulan radikal bilesigi, (3) nitron formuna denk gelen ve bir elektron
oksidasyonu ile olusturulan radikal bilesigi olarak {ii¢ ayr1 redox formunu

icermektedir (Mason, 2004).

Bu kisma dek bahsedilen tiim temel kavramlar DMPO motifinin protein-DMPO
nitron bilesikleri ve DNA -bilesikleri icerisinde bir immuno deney gelistirilmesini
ve immunolojik tekniklere giic kazandirirken tipta serbest radikal biyokimyasinin
blylyen alanina kazandirilmasimi saglamistir (Gomez-Mejiba ve ark. 2009). Bu
teknige immuno-spin trapping (IST) teknigi ad1 verilmistir (Ramirez ve ark. 2002).
Immuno-spin yakalama tekniginde olusturulan bir nitron bilesiginin tespiti i¢in
radikale 0Ozel bir belirtec ve immunohistokimya, yiiksek performansh likid
kromatografi (HPLC), mass spektrofotometri (MS), MS/MS (tandem-MS), NMR,
ve magnetik rezonans gorintileme (MRI) gibi herhangi bir analitik metod
kullanilabilmektedir (Gomez-Mejiba ve ark. 2009; Zhang ve ark. 2010).
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Sekil 1.5. Radikal ve nitron bilesiklerinin tespit edilmesinde kullanilan yontemler (Gomez-
Mejiba ve ark., 2013).

Etkileyici duyarliligi, gii¢c ve immunolojik tekniklerde tespitin kolayligi bakimidan
DMPO 0zel bir radikal prob olarak kendisini tantyabilen antikorlarin iiretimine yol
acmistir.  Nitron-spin yakalayict DMPO’ya karsi poliklonal ve monoklonal
antikorlar tretilmistir (Detweiler ve ark. 2002).

Immuno-spin yakalama teknigi, DMPO-protein veya DMPO-DNA radikal bagimli
nitron bilesiklerinde antijen-antikor etkilesimi ve spin yakalamanin 6zgiinligiinii
birlestirmektedir. Protein ve DNA radikalleri, DMPO ve radikal bilesik formlari
tarafindan in situ ve gercek zamanl olarak tespit edilmektedir. Radikal bilesigi,
anti-DMPO antiserumu tarafindan bir nitron bilesigi olusturmak {izere tespit edilip,
oksidasyon tarafindan g¢iiriitiilmektedir. Anti-DMPO antiserumu DMPO’nun bagl
bulundugu molekiilleri degil, DMPO’nun kendisini taniyabilmektedir. DMPO’nun
nitron bolgesi, DMPQO’ya oldukga antijenik karakter kazandirmaktadir (Mejiba ve
ark. 2013).
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DMPO, pirolin N-oksit halkasindaki C2 pozisyonununda bir oktanoik asit (OA)
zincirine konjugedir. Hapten yapinin (DMPO-OA) bir sonucu olarak radikalin
DMPO tarafindan yakalanmasimi stimiile etmektedir. DMPO-OA kompleksi
ovalbumin (OVA) ile immunojen (DMPO-OA-OVA) olusturmak iizere konjuge
olusturmaktadir. Bahsedilen antiserum immuno-spin yakalamayi gergeklestirmek
ve gelistirmek iizere kullanilmaktadir ve hapten yap1 serbest DMPO, protein ya da
DNA-DMPO nitron bilesiklerini tespit etmektedir (Ramirez ve ark. 2003).
Anti-DMPO antiserumunun DMPO’yu tanimasi, DMPO biyomolekiil nitron
bilesiklerinin, biyomolekiil merkezli radikallerden serbest DMPO’ya kadar ve
DMPO-kiigiik molekul-merkezli radikallere kadar (DMPO-ditiyoterirol nitron
bilesikleri gibi) heterojen 6zellik gostermesine sebep olmaktadir (Guo ve ark.
2004).

Immuno-spin yakalama teknigi, i) Kararli nitron bilesiklerinden in situ ve gercek
zamanli olarak makromolekiil-merkezli radikallerin yakalanmasi; 1ii) nitron
bilesiklerinin ayrilmasi ve/veya ¢ikarilmasi; iii) nitron bilesiklerinin yerlesim
yerlerinin immuno- tespiti olmak lzere ¢ ana basamak icermektedir (Ramirez ve
ark. 2007; Ramirez ve Mason, 2005; Gomez-Mejiba ve ark. 2009).

1.9.  Cinkonun biyolojik molekdller ile iliskisi

Genel bilgilerimiz icinde, ¢inko iyonunun (Zn?*) biyolojik sistemlerde fizyolojik
O6neme sahip, tek hicre dizeyinde O6nemli bir htcre ici (intracellular) iyondur.
Boylece, Zn** biyolojik sistemlerde, yapisal/ regiilator metallo-proteinlere bagl
veya histokimyasal olarak reaktif olmak iizere iki farkli durumda bulunur.
Fizyolojik kosullarda hiicre i¢i serbest Zn?" seviyesi ([Zn?*]i) siki kontrol altinda
regiile edilmekte olup, buna karsin dinamik olarak diizensiz bir sekilde hiicre i¢inde
degisebildigi ileri strilmektedir (Tuncay ve ark.,2011; Hershfinkel ve Moran ile
ark., 2011; Maret, 2009; Palmer ve Vogt ile ark., 2006; Spahl ve Berendji-Grin ile
ark., 2003; Vallee ve Falchuk, 1993).
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Literatiirde bulunan c¢alismalar igerisinde insan genomunda yapilan biyoinformatik

calismalarinda  Zn?"’

nun sitozolde bulunan tim proteinlerin %10’una baglh
bulundugu gosterilmistir (Valle ve Falchuk, 1993). Transkripsiyon faktorleri ve
enzimler gibi birgok proteinin yapisinda bulunan Zn?* yapisal ve fonksiyonel
kofaktor olarak gorev almaktadir. Kardiyomiyositlerde serbest Zn?* seviyesi
1 nM’dan daha diisiik degerlerde (Turan ve ark., 1997; Ayaz ve Turan, 2006)
bulunmasina karsin, bu iyonun ¢ok biiyiik oranlar1 proteinlere bagh kofaktor olarak

gorev yapmaktadir.

Hiicre ici cesitli proteinlerden Zn?" salmarak, ¢esitli sinyal yolaklarim
mitokondriyal metabolizmay1 ve hiicrenin redoks durumunu etkileyebilmektedir.
Cesitli konsantrasyonlarda Zn?* antioksidan kapasiteyi arttirmakta veya toksaik
reaktif oksijen tiirlerinin salinmasina neden olabilmektedir (Little ve ark., 2010;
Tuncay ve ark., 2010). Zn®parmak (finger) proteinleri olarak bilinen hiicre ici
proteinler Zn?** ya ¢ok biiyiik bir afinite ile baglanirlar. Bu nedenle hiicre i¢i Zn?*
miktar1 ¢ok diisiik degerlerde kalir.

Hucre proliferasyonu, bagisiklik fonksiyonu ve serbest radikallere karsi hiicresel
savunma mejanizmalart gibi ¢esitli biyolojik siireclerde, Zn2+’nun etkin olarak
gorev yaptigr gosterilmistir (Dreosti, 2001; Ho, 2004; Falcchuk, 1998; Bray ve
Bettger, 1990; Powell, 2000; Cousins ve ark., 2003). Ayrica, Zn2+’nun farkli hiicre
tiplerinde normal fizyolojik ve hiicresel fonksiyonunun korunmasinda gorevli olan
onemli bir eser element oldugu ve hiicre igerisinde metalloproteinler ile baglanarak
bircok enzimin aktiflestirilmesinde kofaktoér olarak 6nemli bir role sahip oldugu

belirtilmistir (Maret, 2009; Vallee ve Falchuk, 1993).

Hiicrelerde Zn?’nu, hiicrenin redoks denge mekanizmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Ozellikle Zn?* kendisi redoks inert bir iyon olmasina ragmen, hiicre
icinde redoks durumun degisiminden ¢ok cabuk etkilenebilmektedir. Hiicrede bir
sekilde oksidatif stresin artmasi Zn?"’nun baglh oldugu proteinlerden ayrilmasina
veya depolardan salinmasina neden olabilmektedir. Artan oksidatif stres glisemi

kontrolliniin ~ dustiigli  kronik diyabet hastalarinda goriilen bir bulgudur.
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Kardiyomiyositlerde, oksidanlar hiicre iginde serbest Zn?* seviyesinde 30-kat artisa
neden olurken, sadece 2-kat serbest Ca?* artisa neden oldugu gosterilmistir (Turan
ve ark., 1997). Herhangi bir hastalik durumunda o6zellikle diyabette, oksidatif
stresin artmasi beklenen bir durumdur. Diyabette kardiyomiyositlerde serbest Zn?*
seviyesinin arttigt gosterilmistir (Turan ve ark., 1997; Ayaz ve Turan, 2006).
Metalloproteinler metal baglayiciligi yaninda, oksiradikal tutucu o6zelliginden
dolay1, hidroksil radikallerini nétralize ederler. Bu nedenle, reaktif oksijen
tirlerinin birikimine kars1 metalloproteinler koruyucu protein olarak gorev yaparlar
(Foster ve Samman, 2010). Ayni zamanda, Zn?>* mitokondriyi inhibe ederek ve
NADPH oksidaz1 aktive ederek reaktif oksijen tiirlerinin olusmasma katkida

bulunmaktadir (Alvarez-Collazo ve ark., 2012)

Nitrik oksit (NO) bir¢ok dokuda c¢esitli fizyolojik ve patolojik yanitlara neden olan
onemli biyolojik bir mesajcidir. Bugiline kadar yapilan ¢alismalarda NO’nun
fonksiyonu hakkinda net bir bilgi elde edilememistir. Vaskiiler sistemde ¢ok iyi bir
gevsetici ajan oldugu bilinmektedir. Kalpte ise celiskili bircok veri bulunmaktadir.
Kasilmayr arttirdigini, azalttigini veya degistirmedigini gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir (Derici ve ark.,2012). NO’nun bir¢ok patolojik durumda arttig1 da
gosterilmistir (Calo ve ark.,1996; Ayaz ve Turan, 2006).

Zn?"’nun insiilin kristalinin bir pargasi oldugu 1934 yilindan beri bilinmektedir. Bu
nedenle, Zn?** ve diyabet arasindaki iliski her zaman 6nemli bir konu olmustur
(Jansen ve ark., 2009). Diyabetik kardiyomiyopati hem tip 1 hem de tip 2 diyabetli
hastalarda goriilen sol ventrikiil yetmezligi gelistiginde klinik tedavi gerektiren
o6nemli ve kompleks bir metabolik hastaliktir. Bu siireglerin molekiiler ve hiicresel
mekanizmalar1 tam olarak bilinmemesine karsmn, hiicre ici Ca** ve Zn%*
mekanizmasinin ve bu mekanizmada rol alan oyuncularin bozulmus oldugu en
onemli bulgular arasindadir (Ayaz ve ark., 2004; Ayaz ve Turan, 2006).
Giliniimlizde artan oksidatif stresin diyabetik kardiyomiyopatinin gelismesinde
onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Oksidant stresin proteinlerin tiyol baglanma
bélgelerinden Zn?*’ nin serbestlesmesini tetikledigi ve oksidant stres ile Zn?* salan

onemli bir hiicresel molekiilin PKC oldugu ve diyabette PKC’nin aktive oldugu
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(Korichneva ve ark. 2002) gosterilmistir.

Zn?"'nun oksidatif stresle olan iliskisi yaninda, artan oksidatif stres ve buna bagl
hiicresel hasarlarda Zn?* eksikliginin de katkida bulundugu belirtilmistir. Zn®*,
birden fazla diizeyde oksidan savunma sisteminin bir kurucusu olarak gosterilmistir
(Uriu-Adams ve Keen, 2010). Zn?*, hidrojen peroksit icerisinde stperoksit
anyonundan bakir-¢inko siiperoksit dismutaz olusumunun bir bilegseni ve metal-
baglayict protein bileseni olmasindan dolayr da, bagil olarak antioksidan
potansiyelinin  diizenlenmesinde 6nem rol oynamaktadir. Zn®"’nu, Zn?'-
transkripsiyon faktorleri de dahil olmak {izere yapisinda bulundugu ¢ok sayida
protein sayesinde redoks-duyarli sistein ve siilfidril gruplarinin oksidasyonunu
onlemektedir (Uriu-Adams ve Keen, 2010). Zn?*’nu ayrica, demir ve bakir gibi
redoks aktif metallerin Fenton-tip reaksiyonlar ile membranlara ve intraseliiler
alanlara baglanmasini inhibe ederek serbest radikal olusumunu azaltabilmektedir.
Zn?*’nu  eksikligi kosullarinda, hiicrelerde ve dokulardaki demir birikmesi
nedeniyle proteinlerdeki demir taginmasi, biriktirilmesi ve diizenlenmesinde artma
durumu ile karakterize edilmektedir (Niles ve ark. 2008; Rogers ve ark. 1987). Zn?
eksikligi kosullarinda ¢esitli hicre tiplerinde, reaktif oksijen ve nitrojen
kaynaklarinin artmasi ile indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS)’in sentezinin
artmast ve NADPH oksidazin aktive edilmesine neden oldugu tespit edilmistir

(Aimo ve ark., 2010; Cui ve ark. 1999).

Zn?’nu eksikliginin olusmas1 sonucu oksidatif stresin olusmasina ve bununla
birlikte lipid, protein ve DNA’da oksidatif hasarin olugmasi ve apopotozun artisi
gibi her hangi bir olumsuz durumun gergeklesmesini tetikleyebilmektedir.
Teratogenezin altinda yatan, tibbi ilaglarin kullanimu ile tetiklenen, artan oksidatif
stres bu savi kanitlamaktadir (van Gelder ve ark. 2010 ve Wells ve ark. 2009).
Hiicre ve dokulardaki ¢inko eksikligi durumunda lipidler ve proteinlerde oksidatif
stres Carter (2002) ve Oteiza ve arkadaglart (1995) tarafindan not edilmistir.
DNA’daki oksidatif stresin temelinde Zn*’nu etkisine bakildiginda da, Zn*’nu

yetersizligi bulunan hiicre ve dokularda ayni sekilde ¢inkoyu sinirli alan insanlarda
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da DNA tekli bag kirilmalarina rastlandigi gosterilmistir (Olin ve ark. 1993; Oteiza
ve ark. 1995; Song ve ark. 2009a,b).

Zn?*’nu hakkinda bahsedilen tiim yararli etkilerine ragmen bazi polimorfizmlerde
genetik ge¢mislere bagh olarak, bulundugu yerde ¢ok fazla miktarda ise temel
olarak bakir eksikliginden dolayr toksik etki gosterebilmektedir. Zn?"’nun
gosterdigi bu toksisitenin yan etkileri olarak da bakir bagimli enzimlerde (SOD),
seruloplazmin, sitokrom C oksidaz, immunolojik parametreler, kolesterol ve
lipoprotein dagiliminda degisimler olusmaktadir (Maret, 2006). Ayrica insan
akciger hiicrelerinde yapilmis olan in vivo bir ¢alismada da artmis Zn?*"’nu
konsantrasyonunun kromozomal kararsizlik ve DNA c¢ift zincir kiriklarina neden

oldugu gosterilmistir (Xie et al. 2009).

1.10. Selenyumun biyolojik sistemlerdeki 6nemi

Selenyum (Se), selenometionin ve yiyeceklerden alinan diger organik bilesiklerden
biri olarak viicuda alindiginda, 6n absorbsiyon katabolizma sonucunda, ya selenit
oksianyonu (SeOsz*) ya da selenat oksianyonu (SeOs*) olarak salmir. Buna ek
olarak, selenyumun disaridan alindig1 durumlarda kullanilan bilesigi sodyum selenit
(Na2SeOz) veya sodium selenat (Na2SeO4) oldugu i¢in, 6zellikle disardan uygulama
ile yapilan selenyum metabolizmasi caligmalari, esas olarak selenit veya selenat
metabolizmasi iizerinde yogunlasmistir. Ornegin, selenitin, glutatyon (GSH) gibi
cesitli thiollerle (SH) non-enzimatik olarak indirgenmesi sonucu, organizmada
selenotristlfidler meydana gelir (Bjornstedt ve ark., 1995; Combs ve ark., 1984;
Frenkel ve ark., 1991; Tsen ve Tappel, 1958).

Selenotrisiilfidlerden olusan hidrojen selenit (H2Se), ayn1 zamanda non-enzimatik
reaksiyonla, thiollerle de meydana gelir. Selenitin, H>Se' e indirgenmesi hiicre
icinde gergeklesirken, HoSe'nin metilasyonu, hem sitozolde, hem de mikrozomal
boliimlerde gerceklesir. Olusan H2Se, bu sekli ile proteinlere baglanabilir veya

metilasyon reaksiyonuna girer. HaSe, selenyum bilesikleri arasindaki en toksik



32

bilesenlerden biri oldugu i¢in, metilasyon reaksiyonu, detoksifikasyonunda biyuk

Oonem tasir.

Selenyumun  biyolojik  6nemi, GSH-Px'nin  bir ko-faktorii olmasindan
kaynaklanmaktadir (Rotruck ve ark., 1973; Schwarz ve Foltz, 1957). Her alt
tinitesinde, selenosistein seklinde bir adet selenyum atomu igeren GSH-Px enzimi,
hicre iginde hidrojen peroksitin (H202) suya indirgenmesinde Onemli rol
oynamaktadir. GSH-Px'in fonksiyonu, vitamin E'nin fonksiyonunu tamamlayici
niteliktedir. Iyi bir serbest radikal temizleyicisi olan vitamin E, lipofilik bir vitamin
olup, biyolojik zarlarin i¢inde yerlesmistir (Severcan ve ark., 1990).
Lipidperoksitler, kalp hiicresi zarmi hasara ugratip, Ca®* tasmim mekanizmasini
bozarak, hiicrede kontrolsiiz Ca?* birikimine neden olabilmektedirler, bu ise kalp
kas1 hiicrelerinin fonksiyonunu bozmaktadir (Bryant ve ark., 1980; Guidi ve
ark.,1984; Oster ve Prellwitz, 1990). Selenyum antioksidan sistemde oynadigi
o6nemli rol  nedeni ile kalpteki patolojilerin yol ac¢tigi oksidan etkileri
Onleyebilmektedir (Grupp ve ark., 1983; Van Vleet, 1987; Nakano ve ark., 1989).

Keshan hastaligi olarak bilinen (Chen ve ark., 1980) bir tip endemik fatal
kardiyomiyopatinin disardan selenyum uygulamasina cevap verdigi gosterilmistir.
Ayrica, Keshan hastaliginin bulundugu boélgelerdeki gocuklarin  sodyum selenitle
beslenmesi halinde, hastalik insidansinin bariz bir sekilde azaldigir goriilmiistiir

(Chen ve ark., 1980).

Kisaca selenyum, ozellikle siiperoksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen
trtinleri olan hidrojen peroksiti ve lipid peroksidazi katalizleyen, glutatyon
peroksidaz enziminin bir parcasidir. Hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin
temizlenmesi, zincirleme oksidasyon reaksiyonunu durdurur. Bu durum, iskemik
kosullarda ksantin oksidaz tarafindan tiretilen siiperoksit artiginin yol acabilecegi ek

oksijen tiiketimi ve artan lipid peroksidasyonu agisindan énemlidir.

Streptozotocin ile yapilan deneysel diyabet modellerinde selenyumun diyabetik
hayvanlarin kan sekerini diistirdigli, sivi1 tiiketimlerini, agirlik artiglarini ve bazi

biyokimyasal parametrelerini normale getirebildigi bildirilmistir (Tashima ve ark.,
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1989; McNeill ve ark., 1991; Ghosh ve ark., 1994). Diger taraftan, diyabette
oksidan stresin 6nemli rol oynadigi, oksidan stresin ya diyabetin bir sonucu olarak
ortaya ¢iktig1 ya da oksidan stres sonucu diyabetin ortaya ¢iktigi iki ayr1 goriistiir.
Selenyumun anti-oksidan sistemdeki bilinen belirgin roli nedeni ile diyabette
gbzlenen patolojileri diizeltebilmesi olasidir. Ayrica hiicrel kiiltiirleri {izerinde
yapilan ¢aligmalarda selenyumun bir biiylime faktorii gibi davrandigr bildirilmistir.
Selenyumun bu etkisinden insiilin resptoriiniin substrati olan bazi1 proteinlerin
fosforilasyonuna neden olmasinin sorumlu oldugu iddia edilmistir ancak bu
durumda insulin reseptorinin kendisinin kinaz aktivitesi artmamaktadir (Ezaki,
1990). Boylece selenyum hiicre igi sinyal iletimi yolaklarinda, insiilinin
yoklugunda da insiiline benzeyen degisiklikler yapmakta ya da instilinin reseptorii
lizerinden yaptig1 etkiyi arttirmaktadir. Bu aktivator etkinin nedeni bilinmemekle
beraber, selenyumun oksidan etkisinin bundan sorumlu olabilecegi sdylenmektedir

(Ezaki, 1990).

In vitro ortamda, selenit, selenyum dioksit ve diselenitler, glutatyon gibi tiyollerle
reaksiyona girerek siiperoksit ve diger reaktif oksijen tiirlerini olusturmaktadir.
Hem bitkiler hem de hayvanlarda selenyumun metilasyonu olusturulan
metilselenitler selenyum detoksifikasyonu igin hizmet etmektedir (Turan ve
Vassort, 2010).

Selenyumun saglik ile olan iligkisinde, selenyum viicutta 6nemli antioksidan
enzimler olan selenoproteinleri olusturmak iizere proteinler ile birlesir.
Selenoproteinler antioksidan 6zellikleri sayesinde serbest radikallerin hicresel
hasara karsi korunmasinda gorevlidirler. Genel olarak, antioksidanlar serbest
radikal hasarindan korunmak amaci ile bu serbest radikalleri su ve zararli olmayan
molekiillere ¢evirmektedir (Turan ve Vassort, 2010). Selenit, DNA hasarinda (tekli
bag kiriklar1) selenometiyoninden daha biliyilik hasar olusturma kapasitesine
sahipken, kanser korumasinda selenometiyoninden daha etkili oldugu belirtilmistir
(Clement, 1998). Selenitin anti kanser 6zelliginin hiicre dongiisiinii durdurma ve
apoptozise tesvik etme ile ilgili olan sitotoksik kapasitesi ile alakali oldugunu

diistindiirmiistiir (Zhong ve Oberley, 2001).
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Diger selenoproteinler, tiroit fonksiyonunu diizenlemeye yardimcr olurken,
bagisiklik sisteminde ©nemi role sahiptir (Turan ve Vassort, 2010). Ozetle,
selenyum antioksidan koruma, DNA tamiri, tiroit hormon aktivasyonu, bagisikl
sistemi gelistirilmesi, prostoglandinlerin liretimi, kas fonksiyonu ve kansere karsi

korumada gorevli oldugu bildirilmistir (Comb, 2001).

Kalpteki iskemi-reperfiizyon (I/R) bagimli hasarina kars1 glutatyon peroksidazin bir
bileseni olan selenyumun koruma gorevi iistlenmis olan 6nemli bir iz element
oldugu bilinmesine karsin bu korunma mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamastir.
Bu nedenle Turan ve arkadaslarinin (2005) gerceklestirmis oldugu deneylerde,
sodyum selenitin  farkli  konsantrasyonlarinin  (25-1000 nM)  kalpteki
iskemi/reperfiizyon bagimli hasara yonelik vermis oldugu yanitlar incelenmistir. Bu
incelemelerde, ancak ¢ok dar bir aralikte selenitin antioksidan etkisi, diger yiiksek

seviyelerde bir pro-oksidan gibi davrandigi gézlenmistir.

1.11. Hiicrelerde hiperglisemi altinda oto-oksidasyon ve stperoksit Gretimi

Oto-oksidasyon yoluyla hiicrelerin yiiksek glukoz altinda (hiperglisemi) fazla
miktarlarda siiper oksit iiretimine yol actig1 bildirilmistir (Abdo,1994). Ornegin, bir
gecis elementi varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve siiperoksit anyonuna
cevrilmektedir. Reaksiyonlar zinciri, siperoksit radikalinin hidrojen peroksit
tizerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali olusturmasi ile
sonug¢lanmaktadir. Hiicre i¢i glukoz oksidasyonu NADH’nin a¢iga ¢ikmasina yol
acar. NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP Uretimi igin
gerekli enerjiyi saglamak tizere kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyon
sirasinda da, siiperoksit radikali aciga ¢ikmaktadir. Yiiksek glukoz varliginda bu
yolla siiperoksit radikal iiretimi artmaktadir. Ornegin mitokondri solunum zinciri,

baslica hiicre i¢i serbest oksijen tiirevlerinin (ROS) iiretim kaynagidir (Abdo,1994).

Normal solunum zinciri olaylar1 sirasinda siirekli olarak siiperoksit radikali
olustugu diistiniilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, diyabetteki patolojilerin

birgogunun artmis mitokondriyal ROS {iretimi ile ilintili oldugunu gdstermektedir
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(Brownlee, 2001; Green ve ark., 2004; Altan ve ark.,1997). Ayrica, hiperglisemi
aracili ROS iiretimi, glukoz indiiklii oto-oksidasyon ve siiperoksit iiretimi yaninda,
proteinlerin glikasyonu ve ileri glikasyon son tiriinleri (AGE) olusumu ve polyol

yolagindaki siireglerle de agiklanmaktadir (Bonnefont-Rousselot, 2002).

1.12. Calismanin amaci

Immiino- spin-yakalama (immuno-spin-trapping) teknigi adi verilen ve sonra da
gelistirilen bu teknikte, ¢ok kisa zaman i¢inde daha kararl1 bir serbest radikal (yani
bir radikal adduksiyonu) yapmak i¢in gelistirilmistir. Burada serbest radikale bir
diamagnetik spin ¢ift bagi takilarak inceleme yapilmaktadir. Boylece elektron spin
rezonans (ESR) yontemi kullanilarak daha iyi inceleme yapilabilmektedir. ESR
yontemi, biyolojik sistemlerde olusan serbest radikalleri (¢ok kisa siireli olusumlar)
gbzlemek i¢in tek teknik olarak kabul gormiistiir (Ramirez ve ark., 2005; Hanna ve
Mason, 1992; Hanna ve ark. 1992). Buna karsin, protein veya DNA radikallerinin
nitron adduksiyonlarin1 gézlemek i¢in, bir immunoassay tekniginin gelistirilmesi
immunolojik tekniklerin serbest radikal biyolojisinde ¢ok 6nemli bir gic
kazanmasina yol agmistir. Bu teknik sayesinde protein veya DNA diizeyinde ¢ok
kisa siireli serbest radikal olusumu ¢ok hassas olarak Slgiilebilmektedir (Ramirez
ve ark., 2006; 2007; Summers ve ark., 2012). Canlilik islevleri ve biyolojik
gelismeler ile fonksiyonlar igin gerekli olan genetik direktifleri tasiyan niikleik asit
olan DNA (izerinde meydana gelebilecek bir hasar, sentezlenecek proteine de etki
edecektir ve bu zincirleme sonrasinda DNA’daki bir radikalden 6tiirii kalict hasarlar

ve sonrasinda kronik hastaliklar meydana gelmektedir.

Hiicre bazinda artan serbest radikal olusumu ve oksidatif stres hasarini zayiflatmak
veya tamamen ortadan kaldirabilmek amaciyla hiicrelerde, antioksidan savunma
sisteminin kuvvetlendirilmesi genel olarak secilen yollar arasinda yer alir. Bu
sistemin kuvvetlenmesinde disaridan sisteme c¢esitli iz elementlerin verilmesi ise
yine genel yollardan birisidir. Biyolojik sistemlerde fizyolojik kosullarda eser
miktarlarda bulunan ¢inko ve selenyum bu iz elementler arasinda 6nemli bir

gruptur. Diger yandan, in vivo ve in vitro ¢alismalarda, bu elementlerin antioksidan
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etkileri yaninda hem eksiklikleri hem de fazla olmalar1 yani toksik etkileri de
bulundugu, pro-oksidant gibi davranabildikleri baska gruplar tarafindan (Frustaci
ve ark., 2012; Lin ve ark., 2011; Miriam ve ark., 2009; Mukarami ve Hireano,
2008; Yamasaki ve ark., 2007; Chung ve ark., 2006; Frazzini ve ark., 2006;
Frederickson ve ark.,, 2005; Nakatani ve ark., 2000) ve bizim onceki
calismalarimizda gosterilmistir (Turan ve ark., 1996; 1997; Ugur ve ark., 2002;
Ayaz ve ark., 2005; Turan ve ark., 2005; Turan, 2003; Tuncay ve ark., 2011).

Bu tez c¢alismasinin temel amaci, DMPO adi verilen kimyasal madde aracilig ile,
daha onceden kullanilmakta olan ESR yonteminden daha fonksiyonel ve ayni
zamanda DNA’nin yapisina zarar vermeden serbest radika olusumunu 6lgmeye
yarayan“immin-spin-yakalama” yoéntemi ile, DNA dizeyinde serbest radikal
olusumunun tespitinin yapilmasidir. Ayrica, bu teknik kullanilarak in vitro
kosullarda DNA iizerinde, selenyum ve ¢inko iyonlariin antioksidan/pro-oksidan
konsantrasyonlar1 tespit edilecektir. Bunlara ek olarak, normal ve metabolik
sendromlu sican kardiyomiyositlerinde izole edilen proteinlerde bu yontem
kullanilarak serbest radikal olusum seviyeleri 6l¢iilerek karsilastirilacaktir. Boylece
s6z konusu yontemin, biyolojik orneklerdeki oksidan/antioksidan hususlarinin

incelenmesinde kullanilma durumu tartisilacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. DNA-nitron bilesiklerinin in vitro olusturulmasi

Calismanin DNA-nitron bilesiklerinin in vitro olusturulmasi ile ilgili boélumde,
buzagr timiisiinden elde edilmis deoksi-ribonikleik asit kullanilmigtir
(deoxyribonucleic acid sodium salt from calf thymus-Type | fibers, Sigma D1501).
Steril DNA (1 mg/mL), DNAse icermeyen 5 mM fosfat tamponu (pH=7.4) ile
+4°C’de en az 1 gece bekletilerek seyreltilmistir. Seyreltilen DNA’nin serbest
radikallerinin olusturulmasi1 asamasinda Tablo 1’de belirtilen konsantrasyon ve
hacimler ile DMPO’nun bulunmadigi kontrol ve bulundugu deney gruplar
hazirlanarak CuCl, katalizorliiginde H20. ile 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
37°C’de 1 saat inkiibasyon sonrasinda, reaksiyonun durdurulmasi i¢in DNA
karisimlari tizerine 100 mM DTPA sollisyonu eklenmistir. DNA, ELISA kuyularina
(White Maxi Sorp High Binding plate) baglanma asamasindan 6nce ¢oktiiriilmiis ve
konsantrasyonu kuvarz kuyularda spektrofotometre ile ol¢iilmiistiir. Her bir kuyu
basina 0,5 pg DNA oOrnegi icerecek sekilde yapilan hesaplamalar sonrasinda,
ELISA kuyularina pipetlenen DNA’lar iizerine seyreltilmemis Reacti-Bind DNA
coating solusyonu (Pierce) eklenerek karanlikta, oda sicakligina 1 gece galkalamali
ortamda inkiibe edilmistir. Ertesi sabah solusyonlar dokdilerek kuyular steril 1XPBS
ile yikanmis ve iizerine spesifik olmayan (non-spesific) baglanmalar1 bloklamak
amaci ile %1 kazein iceren PBS (ph=7.4) eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmis
ve 1 saat inkiibasyon sonrasi kuyular 1XPBS ile yikanmistir. Her bir kuyuda 5
pug/ml bulunacak sekilde kuyulara anti-DMPO antikoru eklenerek 37°C’de
calkalamali ortamda inkiibe edilen kuyular, 1 saat sonra 3 defa 1XPBS ile
yikanmistir. Kuyulara 1/500 oraninda Goat Anti-mouse ikincil antikoru eklenerek
37°C’de inkiibe edilmis ve 1 saat inkiibasyon sonrasi plate 5 defa 1X PBS ile
yikanmistir. Kuyulara LumiGLO chemiluminescent substrat eklenerek 5 dakika oda
sicakligi ve karanlikta inkiibe edilen plate, meydana gelmis olan luminesens

miktarlar fluorosan okuyucuda okutulmustur.
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2.2.  Cinko varhgmda in vitro ortamda DNA - nitron bilesiklerinin

olusturulmasi ve gbzlemlenmesi

Kontrol deneylerinde gergeklestirilmis olan DNA serbest radikallerinin olusturulma
asamasinda kullanilmis olan 200 pM H20, oksidan olarak kullanilmis ve ¢inko
bilesigi olarak Zn3(POa4)2 kullanilarak, bu bilesikten 50 uM, 100 uM, 200 pM, 400
uM konsantrasyonlarisegilerek DMPO’nun bulunmadigi kontrol ve bulundugu
deney gruplar1 Tablo 2’deki konsantrasyonlar ve hacimler kullanilarak Ornekler
hazirlanmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. 37°C’de 1 saat inkiibasyon
sonrasinda, reaksiyonun durdurulmasi i¢cin DNA karigimlari iizerine 100 mM
DTPA solisyonu eklenmistir. DNA, ELISA plate’e (White Maxi Sorp High
Binding plate) baglanma asamasindan evvel presipite edilmis ve konsantrasyonu
kuvarz plate’de spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. Her bir kuyu basina 0,5 ug DNA
ornegi icerecek sekilde yapilan hesaplamalar sonrasinda, ELISA plate kuyularina
pipetlenen DNA’lar lzerine dilue edilmemis Reacti-Bind DNA coating solusyonu
(Pierce) eklenerek karanlikta, oda sicakligina 1 gece calkalamali ortamda inkiibe
edilmistir. Ertesi sabah solusyonlar dokilerek kuyular steril 1XPBS ile yikanmis ve
tizerine spesifik olmayan baglanmalar1 bloklamak amaci ile 1% kazein iceren PBS
(pH=7,4) eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edilmis ve 1 saat inkiibasyon sonrasi
plate 1XPBS ile yikanmistir. Her bir kuyuda 5 pg/mL bulunacak sekilde kuyulara
anti-DMPO antikoru eklenerek 37°C’de ¢alkalamali ortamda inkiibe edilen plate, 1
saat sonra 3 defa 1X PBS ile yikanmistir. Kuyulara 1/500 oraninda Goat Anti-
mouse ikincil antikor eklenerek 37°C’de inkiibe edilmis ve 1 saat inkiibasyon
sonrasi plate 5 defa 1X PBS ile yikanmistir. Kuyulara LumiGLO chemiluminescent
substrat eklenerek 5 dakika oda sicaklig1 ve karanlikta inkiibe edilen plate, meydana

gelmis olan luminesens miktarlar fluorosan okuyucuda okutulmustur.

Yine DNA serbest radikallerinin olusturulma asamasinda kullanilmis olan 200 pM
H20:2 oksidan olarak kullanilmis ve selenyumun NaxSeOs tuzundan 50 nM, 100 nM,
200 nM ve 400 nM konsantrasyonlar1 kullanilarak (Tablo.3) bir 6nceki asamada

aciklanan deneyler gergeklestirilmistir.



Tablo 1. DNA-nitron bilesikleri olusumu esnasinda hazirlanan 6rnekler.

10X DNA 1 mM[{ImM| 1 M|ddH20

PBS 1 mg/m| Cu?* H202 | DMPO
1 |20l |25yl - - - 70 pl
2 |20l |25 pl 10 pl - - 60 pl
3 (20l (25l 10 pl 10 ul | - 50 pl
4 (20l (25 pl 10 pl 20 ul | - 40 pl
5 (20l (25 pl 10 pl 40 ul | - 20 pl
6 (20l |25l - - 20l |50 pl
7 |20l |25 pl 10 pl - 20 pl (40 pul
8 (20l (25 ul 10 pl 10l {20l |30 pl
9 (20l |25yl 10 pl 20l |20 pl |20 pl
10 ({20 pul |25 pl 10 pul A0 pl (20 pl | Ol
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Tablo 2: Cinko varliginda DNA-nitron bilesikleri olusturmak amaglt hazirlanan 6rnekler.

10x DNA ImM|ImM|[1ImM| 1 M|ddH20

PBS |1 mg/ml|Cu®*" [Zzn2+|H202{DMPO
1 (20l |25pl - - - - 150 pl
2 |20l |25l 10l |- 40 ul | - 100 pl
3 (20l (25 pl 10l (10 pl {40 pl | - 90 ul
4 (20l (25 pl 10l (20 pl {40 pl | - 80 ul
5 (20l (25 pl 10 ul (40 pl {40 pl | - 60 ul
6 |20l |25l 10 pl (80 pl {40 pl |- 20 ul
7 120l |25l - - - 20l 230
8 (20l [25pl 10l |- 40 pl {20 pl (80 pl
9 |20l |25l 10l (20 pl {40l {20 ul (70 pl
10 {20 ul |25 10l (20 pl {40 pul {20 ul (60 pl
11 |20 ul |25l 10l (40 pl {40 pl {20 ul (40 pl
12 |20 pl |25l 10l |80l [40 I (20 ul |0
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Tablo 3: Selenyum varliginda DNA-nitron bilesikleri olusturmak amagli hazirlanan
ornekler.

10X DNA ImM [ 1nM ImM | 1M ddH;0
PBS 11 mg/ml Cu* | Na,Se0; |H20: |DMPO

1 120l |25 pl - - - - 150 pl
2 (20l |25 pl 10l |- 40 pl | - 100 pl
3 (20l |25 ul 10 pl |20 pl 40 pl | - 90 ul
4 120l (25l 10 pl |20 pl 40 pl | - 80 ul
5 120l |25l 10 pl {40 pul 40u |- 60 pl
6 (20 ul |25l 10 pl {80 pl 40 ul |- 20 pl
7 (20l |25 pl - - - 20 pul {230 pl
8 [20ul |25l 10 ul |- 40 pul {20 ul |80 pl
9 (20l |25 pl 10 pl |20 pl 40 pul {20 ul |70

10{20 I |25l 10 pl {20 pl 40 ul (20 ul |60 pl
11{20 I |25l 10 pl {40 pul 40 ul (20 b {40
12(20 I |25l 10 pl {80 pl 40 ul [20ul |0

2.3. Sicanlarda metabolik sendrom olusturulmasi

Deneyler i¢in, agirliklar1 200-250 g arasinda degisen, yaklasik 3 aylik, Wistar tiiri
erkek siganlar kullanilmistir. Calismada, mevcut hayvanlar ikiye ayrilarak, birinci
gruba (kontrol) standart rat yemi ve ¢esme suyu verilirken, diger gruba ise yiiksek
karbonhidrat igerikli diyet (standart rat yemi ve % 32 siikroz igeren ¢esme suyu)
verilmistir. 16 hafta boyunca her hafta deney grubunun kan glikoz diizeyleri
Ol¢iilmiis ve kan ornekleri insulin tayini yapmak i¢in toplanmistir. Gruplarin kan
glikoz diizeyleri incelendiginde, 12 hafta sonunda kontrol grubunun aglik kan
glukoz seviyesi ortalama 91.41 ortalamanin standart sapmasi 8.03 iken deney
grubunda bu deger 104.9 ile 5.8 olarak bulunmustur (p<0,05 t-testi sonucuna gore).

Deney sonunda si¢anlarin, viicut agirliklarini ve insulin diizeylerinin (Cayman EIA
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Rat Insulin Assay Kit) degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yiiksek

sukrozla beslenen siganlarda metabolik sendrom gelistigini gostermistir.

2.4.  Kalp dokusundan protein elde edilmesi

Laboratuvarimizda yetistirdigimiz kontrol ve metabolik sendromlu sican kalp
dokularindan 100 mg tartilip {izerine Camiolo buffer (0,3689 KAc+0,8765g NaCl+
1 ml 05M EDTA+125 pl TritonX-100+0,871g L-Arginine) eklenmis ve
homojenizatér yardimi ile buz iizerinde hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir.
+4°C’de 20.000g’de 20 dakika santriftj edilip, stpernatantlar temiz ependorf
tiptine alindiktan sonra Bradford yontemi ile elde edilmis olan protein

konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir.

2.5.  Kontrol ve metabolik sendromlu sicanlardan elde edilen Kkalp
proteinlerinde oksidatif hasar olusturulmasi

Kontrol ve metabolik sendromlu sican kalplerinden elde edilen proteinlerden 30ug
alinip H202 “in 50puM, 100 uM, 200 uM konsantrasyonlari ile asagidaki Tablo 4’te
belirtilen konsantrasyonlar ve hacimler kullanilarak hazirlanan reaksiyon
karisimlari ile protein-nitron bilesikleri olusturulmustur.

Izleyen deney serilerinde, Cinko (Zn3(PO4)2 )’nun Tablo 5’te belirtilen
konsantrasyonlara ve hacimlere gore ve Sodyum selenitin (Na2SeOs )’un Tablo
6’da belirtilen konsantrasyonlar ve hacimler ile hazirlanan 6rnekler hazirlanan
reaksiyon karisimlar1 hafif ¢alkalamali ortamda 1 saat 37°C’de inkiibe edilmis ve
reaksiyonun durdurulmasi amaciyla her bir tiip i¢erisine 100 mM DTPA soliisyonu
eklenmis ve ornekler Western Blotlama ile goriintiileme yapilmak tizere Bolim

2.7°de belirtilen islem basamaklar1 i¢in buz iizerinde bekletilmistir.
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Tablo 4. Kontrol grubu protein-nitron bilesiklerini olusturmak amacgl hazirlanan

bilesiklere ait konsantrasyon ve hacim tablosu.

10uM protein | ImM H.O, | 1M DMPO 10mM PB
1 30 ul - - 270 pl
2 30 ul 10 pl - 260 pl
3 30 pl 20 pl - 250 pl
4 30 pl 40 ul - 230 pul
5 30 ul - 30 pl 240 pl
6 30 ul 10 pl 30 ul 230 pl
7 30 ul 20 ul 30 ul 220 pl
8 30 ul 40 pl 30 ul 200 pl

Tablo 5. Cinko grubu protein-nitron bilesiklerini olusturmak amagli hazirlanan bilesiklere
ait konsantrasyon ve hacim tablosu

10uM imM [ 1mM IMDMPO [ 10mM PB
protein Zn3(POa)2 H.0>

30 pl - 40 ul - 230 pul

30 ul 10 pl 40 pl - 220 pl

30 ul 20 pl 40 pl - 210 pl

30 pl 40 ul 40 ul - 190 pl

30 ul - 40 pl 30 ul 200 pl

30 pl 10 pl 40 ul 30 pl 190 pl

30 ul 20 ul 40 pl 30 ul 180

30 pl 40 ul 40 ul 30 pl 160 pl




43

Tablo 6. Selenyum grubu  protein-nitron bilesiklerini olusturmak amagl hazirlanan
bilesiklere ait konsantrasyon ve hacim tablosu.

10uM 1nM Na2SeOz | ImM 1M DMPO 10mM PB
protein H20-

30 pl - 40 ul - 230 ul

30 ul 10 pl 40 pl - 220 pl

30 ul 20 pl 40 pl - 210 pl

30 pl 40 ul 40 ul - 190 pl

30 ul - 40 pl 30 ul 200 pl

30 ul 10 pul 40 pl 30 ul 190 pl

30 pl 20 pl 40 pl 30 ul 180 pl

30 pl 40 ul 40 ul 30 pl 160 pl

2.6. Hasar olusturulmus kalp proteinlerinin protein-nitron bilesiklerinin
Western blotlama yontemi ile gérintilenmesi

H20; varliginda protein-nitron bilesiklerinin olusturuldugu protein karisimlarindan
30uL alinarak, iizerine 11 pL 2X Laemmli sample buffer (1M Tris-
HCI+%10SDS+%20Gliserol+%0,02 BFB)+ 0,5 mM DTT ile eklenmis, 5 saniye
donduriildiikten sonra, ardindan 1sitici blokta 80°C’de 8 dakika denatiire edildikten
sonra 2 dakika kadar oda sicakliginda bekletilmistir. %8’lik SDS-PAGE jel her bir
kuyuya 12 pL ylklenen protein 6rnekleri 200 voltta 1,5 saat dikey elektroforez
sisteminde yiriitilmustir. 1,5 saat sonra tank icerisindeki ydruticl tampon
(250mM Trizma + 1,92M Glisin + %20SDS, pH: 8.3) dokulerek yerine distile su
eklenmis ve jelin tampondan arindirilmast saglanmistir. Jel, plastik aparatlar
icerisinden ¢ikarilarak, daha evvel jel boyutuna goére kesilip metanolde bekletilmis
olan PVDF membran ile birlikte kaset ve siingerler ve Whatman kagitlar1 arasina
hava kabarciklar1 kalmamasina dikkat edilerek kasetler kapatilmig ve soguk transfer
tamponu (250mM Trizma , 1,92M Glisin, %20 Metanol, pH: 8.3) ile +4°C’de 1,5

saat sureyle 50 Volt’da proteinlerin jelden PVDF membrana transferi saglanmistir.
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Proteinlerin  membrana transferi sonrasi spesifik olmayan (non-spesific)
baglanmalar1 6nlemek amaciyla, membranin {izerini tamamen kapatacak sekilde
hazirlanmis olan Coating soliisyonu (1,599 Na>COs , 2,93g Na,HCOs3, 0,29 NaNs,
pH 9.6) icerisindeki %2,5 Casein+%2,5 BSA iceren bloklama tamponu icerisinde
oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edilmis ve 10 dakika yikama tamponu (10 mM
Tris, %5 Tween, %0,25 BSA, %0,25 Kazein, pH: 7,4) igerisinde yikanmistir.
Membran bir gece +4°C’de hafif ¢alkalamali ortamda yikama soliisyonu igerisinde
seyreltilmis  ve DMPQO’ya 6zgii olan Anti-DMPO primer antikoru ile inkibe
edilmistir. Bu iglemin ardindan yikama tamponu ile 3 defa 10’ar dakika yikanip
primer antikordan arindirilan membran iizerine Goat-anti Mouse primer antikoru
eklenip oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edilmistir.

Sekonder antikor inkiibasyonunun ardindan 3 defa 10’ar dakika yikanan
membranlar son yikamanin ardindan 1XTBS (pH=9,6) eklenerek membran
goriintliileme yapilmak {izere hazirlanmistir. Membran {izerine luminol eklenerek
karanlik ortamda goriintii luminesans filme aktarilmistir. Bilgisayara aktarilan film
gorlntiileri lizerinden Iluminesans miktar1 uygun bir program yardimiyla

belirlenmistir.

2.7.  lIstatiksel analizler
Biitiin deneylerde istatiksel analiz, Prism 6.0 GraphPad program kullanilarak
Student t-test ile es olmayan gruplara arasindaki farkin anlamlilik testi kullanilarak

yapilmustir. P deger, 0,05 ten kiiciik ise bulgu anlamli olarak degerlendirilmistir.

2.8.  Kullanilan kimyasallar

Fosfat tamponu (PB) hazirlamak icin NaH,PO4 ve NaHPO4 kullanildi; fosfat
tampon tuzu (PBS) hazirlamak i¢cin KH2PO4, Na2HPO4, KCI ve NaCl kullanild;
sodium asetat tampon (NaAc) hazirlamak i¢in Asetik asit ve NaOH kullanildi;
EtOH, Tris-EDTA soliisyonu, CuCl; DTPA; Zn3(POs)2; Na:SeOs; KAc, NaCl
EDTA, Triton-X ve L-arginine Camiolo buffer hazirlamak i¢in kullanildi. Trizma

base, SDS western blotlamada SDS jellerini hazirlamak ve yiiriitme-transfer
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tamponlarint hazirlamak amaciyla kullanildi. Tris-HCI,Gliserol, BFB ve DTT
Laemmli 6rnek tamponu hazirlamak amaciyla kullanildi. Trizma base,NaCl, KCI
TBS hazirlamak i¢in, Na,COsz, NaoHCOs, NaNsz kimyasallar1 Coating buffer

hazirlamak i¢in kullanildi.
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3.BULGULAR

3.1. Hidrojen peroksit varhginda DNA-nitron bilesigi olusumunun

Immuno-spin yakalama teknigi ile gosterilmesi

Bu tez calismasinda ana amaclarimizin ilki immuno-spin yakalama teknigini
laboratuarimizda ¢aligmakti. Bu nedenle, tezin ik bulgular1 olarak bu teknik
kullanilarak hidrojen peroksit (H202) varliginda DN A-nitron bilesiklerinin olugmasi
gosterilmistir. Satin alman DNA (1 mg/mL) ile ELISA élcimleri Cu?* (100 puM)
varliginda ve farkli H2O, konsantrasyonlarinda (0-, 50-, 100-, 200- ve 400- uM)
reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

Her bir grup icin 0 uM H20O: luminesens sonucuna gore yapilan oranlara gore Sekil
3.1. (A-D) grafikleri elde edilmistir.

Deneylerde iki ana seri olusturulmus, bu serilerden ilkine DNA-nitron bilesigini
tantyan DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) eklenmemis, ikinci seri ise
DMPO eklenerek reaksiyonlar gergeklestirilmistir. DMPO’nun bulunmadig1 birinci
seriden elde edilen sinyal ile DMPO’lu ikinci seriden elde edilen sinyal
karsilatirildiginda, birinci grupta luminesens degisimi olarak farkli H202
konsantrasyonlarinda farkli yanitlar elde edilmemistir (Sekil 3.1. siyah renkli
egriler). DMPO bulunan ikinci seriden elde edilen sinyallerde ise tim Ol¢cimlerde
farkli H2O> konsantrasyonlarda artan ve sonra satiire olan luminesens degerleri
Olclilmiistiir (Sekil 3.1. kirmizi renkli egriler). Burada 4 bagimsiz o6l¢iimiin

sonuglari 6rnek olarak verilmektedir (Sekil A-D).
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Sekil 3.1. ELISA teknigi kullanilarak immuno-spin yakalama teknigi ile Cu?*
katalizorliiglinde farkli hidrojen peroksit (H2.O2) konsantrasyonlarinda (50, 100, 200 ve 400
uM) gergeklestirilen DNA — nitron bilesigi sonug¢larinin luminesens siddet degisimi olarak
gosterilmesi (dort bagimsiz o¢liim sonuglar1 A-D ‘de 6rnek olarak verilmistir). Burada
kirmiz1 grafikler DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) varliginda, siyah egriler ise
DMPO yoklugunda yapilan dlgtimleri gostermektedir.

Birbirinden bagimsiz olarak gerceklestirilen 8 farkli deney serisinin ortalama
sonuglart alindigt zaman elde edilen sonugta DMPO bulunmayan orneklerin
sinyalleri farkli H2O2 konsantrasyonlar1 i¢in farkli bulunmamistir. Fakat DMPO
bulunan ikinci serilere ait 6rneklerin ortalama degerleri grafikte HoO2 50 uM, 100
uM ve 200 uM eklendiginde elde edilen sinyalde ( Sekil 3.2, kirmizi renkli egriler)
lineer olmayan bir artig goriilmistiir. DMPO’1u serilerin 400 uM H2O> bulunan son
orneklerinden alinan sinyallerin 200 pM’da maksimum degere eristigi ve bu

degerden sonra artig veya azalma gostermeyerek sabitlendigi goriilmiustiir.
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Sekil 3.2. ELISA teknigi kullamlarak immuno-spin yakalama teknigi ile Cu?*
katalizorliiginde farkli hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonlarinda ( 50, 100, 200 ve
400 uM) gergeklestirilen DNA — nitron bilesigi sonuglarinin ortalama (+SEM) degisim
grafigi. Kirmuzi grafikler DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) varliginda, siyah
egriler ise DMPO yoklugunda yapilan l¢timleri gostermektedir. Ortalama degerler 8 farkli
Ol¢timden elde edilmistir.

3.2.  Cinko varhginda olusturulan DNA-nitron bilesiklerine ait luminesens

yanitlarinin karsilastirilmasi

Bir dnceki bolimde elde edilen verilere gore elde edilen en yiiksek oksaidan etkisi
olan H202’nin 200 UM degeri goz Oniine alinarak, bu grup incelemelerimizde
cinkonun [cinko sulfat, Zn3(POas)2] DNA-nitron bilesigi olusumundaki etkileri
konsantrasyon bagimli olarak incelenmistir. Bu incelemede degismeyen tek bir
H202 (200 uM) varliginda reaksiyon gergeklestirilmis olup bu reaksiyonlarda ¢inko
farkli konsantrasyonlarda kullanmilmistir (0-, 50-, 100-, ve 200-uM). Elde edilen
liiminesans degisimleri (DMPO varliginda; yesil egriler ve DMPO yoklugunda;
siyah egriler) Sekil 3.3. de verilmistir. Yine bu sekilde 4 farkli deney sonuglari

Ornek olarak sunulmustur.
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DMPO yoklugunda ve 200 pM H20O2 varliginda DNA-nitron bilesigi olusumu igin
farkli Zn3(POa)2 konsantrasyonlarinda degismeyen liiminesans degerleri 6l¢iiliirken,
DMPO ve 200 pM H20O. varhiginda yine benzer bilesik olusumu yine farkh
Zn3(POs4)2 eklenen konsantrasyonlar1 altinda  gergeklestirildiginde, farkli
liimiinesans yanitlar1 gézlenmistir. Yine 4 farkli 6l¢iim icin elde edilen liimiinesans
degisim egrileri Sekil 3.3’te sunulmustur. Elde edilen ortalama yanit egrileri
incelendiginde (Sekil 3.4.), 6rnegin, 50 UM Zn3(POa)2 varliginda g6zlenen sinyal
artisinin, 100 uM Zn3z(PO4). varliginda hemen hemen ortadan kalktigi, buna karsin
artan Zn3(PO4)2 konsantrasyonlarinda (200- ve 400-uM gibi) sinyalin artmaya

devam ettigi gézlenmistir.
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Sekil 3.3 Immuno-spin yakalama teknigi kullanmilarak ginko siilfatin [Zn3(PO4)2] Cu?*
katalizorliigiinde 200 pM hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bilesigi lizerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) gosterilmesi. Burada, yesil
renkli grafik DMPO varliginda, siyah renkli grafik ise DMPO yoklugunda yapilan 6l¢iim
sonuglarim1 gostermektedir. Burada dort farkli deney sonuglart 6rnek olarak (A-D)
verilmistir
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Bu elde edilen bulgular bize, 200 uM H20. varliginda elde edilen DNA-nitron
olusumunun 100 pM Zn3(POs)2 varliginda durdugunu, buna karsilik artan
konsantrasyonlarda daha da hizlanarak devam ettigini gostermektedir. Burada, 100
UM Zn3(POs4): ile elde edilen egrinin bize bu degerin bir antioksidan tiirden etki

olabilecegini, diger konsantrasyonlarin ise pro-oksidan gibi etki gosterdigini

distindlirmstiir.
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Sekil 3.4. Immuno-spin yakalama teknigi kullamlarak ¢inko siilfatin [Zns(PO4),] Cu?*
katalizorliigiinde 200 pM hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bilesigi (zerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) ortalama (£SEM)
liiminesens degisimi olarak gosterilmesi. Burada, yesil renkli grafik DMPO varliginda,
siyah renkli grafik ise DMPO yoklugunda yapilan Sl¢iim sonuglarini gostermektedir.
Ortalama degerler 6 farkli 6l¢ciimden elde edilmistir.
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3.3.  Selenyum varhginda olusturulan DNA-nitron bilesiklerine ait

luminesens yanitlarinin karsilastirilmasi

Bolim 3.2°’de agiklanan sekilde tiim olgiimler bu grup incelemelerimizde ise bir
baska antiokisan olarak bilinen element olan selenyum etkisi incelenmistir.
Selenyum bilesigi olarak sodyum selenit [Na:SeOzs] secilmistir. Sodyum selenit i¢in
yine farkli konsantrasyonlar denemistir (0-, 50-, 100-, ve 200-nM). Yine 4 farkli
Ol¢ciim icin elde edilen liimiinesans degisim egrileri Sekil 3.5’te sunulmustur. Elde
edilen ortalama yanit egrileri incelendiginde (Sekil 3.6.), 6rnegin, 50 nM NaSeOs3
varliginda gozlenen sinyalin hemen hemen ortadan kalktigini, buna karsin artan
Na>SeOs konsantrasyonlarinda (100-, 200- ve 400-puM gibi) sinyalin artmaya

devam ettigi gézlenmistir.
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Sekil 3.5. Immuno-spin yakalama teknigi kullanilarak sodyum selenitin [Na;SeOs] Cu?*
katalizorliigiinde 200 pM hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bilesigi iizerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) gosterilmesi. Burada, mavi
renkli grafik DMPO varliginda, siyah renkli grafik ise DMPO yoklugunda yapilan 6l¢iim
sonuglarim gostermektedir. Burada dort farkli deney sonuglart 6rnek olarak (A-D)
verilmistir,
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Sekil 3.6. Immuno-spin yakalama teknigi kullanilarak sodyum selenitin[Na,SeOs] Cu?*
katalizorliigiinde 200 pM hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bilesigi tlizerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) ortalama (£SEM)
liiminesens degisimi olarak gosterilmesi. Burada, mavi renkli grafik DMPO varliginda,
siyah renkli grafik ise DMPO yoklugunda yapilan Olglim sonuglarini gostermektedir.
Ortalama degerler 6 farkli 6l¢liimden elde edilmistir.

Bu elde edilen bulgular bize, 200 uM H20. varliginda elde edilen DNA-nitron
olusumunun 50 nM NazSeOsz varliginda durdugunu, buna karsilik artan
konsantrasyonlarda daha da hizlanarak devam ettigini gostermektedir. Burada, 50
NM NaxSeOs ile elde edilen egrinin bize bu degerin bir antioksidan tlirden etki
olabilecegini, diger konsantrasyonlarin ise pro-oksidan gibi etki gosterdigini

distindlirmustiir.

3.4. Protein-nitron bilesikleri ile gerceklestirilen Western blotlama bulgular:

Bolim 3.1, 3.2 ve 3.3’te DNA (zerindeki immuno-spin-yakalama teknigi ile elde
edilen protein-nitron bilesiklerinin tespitinde bir temel basamak olmasi amaciyla
yapilmistir. Daha Onceki boliimlerde yapilan incelemelerle elde edilen sonuglarla,
immuno-spin-yakalama  tekniginin  DNA-nitron  bilesiklerinin  tespitinde
kullanilabilecegi, ¢inko ve selenyum gibi elementlerin oksidan/antioksidan etkileri

tespit edilmis ve gosterilmistir.
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Incelemelerimizin bu asamasinda, immuno-spin-yakalama tekniginin, protein-
nitron olusumunda kullamlip kullanilamayacagi incelenmistir. Incelememizde
kullanilan proteinler, Anabilim Dalimizda mevcut olan normal ve besleme yoluyla
metabolik sendrom olusturulmus si¢anlarin kalp dokularindan izole edilmistir. Bu
yolla, bu teknigin metabolik sendrom indiiklii kalp dokusu proteinlerinde hasar olup

olmadigini inceleme olanagi elde edilmistir.

3.4.1. Sican kardiyomiyositlerinden izole edilen toplam proteinlerde protein-

nitron olusumunun Western blotlama ile gosterilmesi

Deneylerde kontrol ve metabolik sendromlu si¢an sol ventrikiiliinden izole edilmis
kardiyomiyositlerden elde edilen protein 6rnekleri kullanilarak, bunlardan protein-
nitron bilesikleri olusturulmustur. Degismeyen miktarlarda protein iceren 6rnekler
0-, 50-, 100-, ve 200-uM konsantrasyonlarda H20: ile muamele edilmistir. Western
blotlama yontemi ile bilesenlerine ayrilan protein Ornekleri, PVDF membrana
aktarilmis ve X-Ray film ile goriintilenmistir. Sekil 3.7. A’da kontrol grubu
siganlar i¢in olusturulmus olan protein-nitron bilesiklerinin anti-DMPO antikoru ve
[-aktin ile inkiibasyonlarina ait Western blot ile elde edilen orijinal bant gérintileri

verilmistir.

Anti-DMPO antikorunun baglandig1 proteine yaklasik 11 kDa’luk bir agirlik
kazandirdigi bilinmektedir (Gomez-Mejiba, 2009). Elde edilen bant goruntuleri
filmde protein belirtecinin yaklasik 20 kDa diizeyinde goriildiigii i¢in DMPO-
protein nitron bilesiginin agirligi 20 kDa olarak gosterilmistir. Sekil 3.7.A’da
metabolik sendromlu sicanlara ait proteinler ile olusturulmus protein-nitron
bilesiklerinin anti-DMPO antikoru ve f -aktin antikoru ile inkiibasyonu sonucu elde

edilen orijinal bant goriintiileri verilmistir.

Her bir deney grubu 6nce ayr1 ayr1 kendi igerisinde degerlendirmeye alinmis olup,
her bir grubun H20; uygulamasi i¢in konsantrasyon bagimli protein-nitron
bilesiklerinin artisinda 6nemli bir etken olup olmadigi incelenmistir. Hem kontrol

grubunda hem de metabolik sendrom proteini gruplari icin DMPO varliginda sinyal
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goriilebildigi, bu sinyalin ortamda DMPO olmadig1 durumlarda goriilmedigi tespit
edilmigtir. Artan H2O, konsantrasyonu varliginda hem DMPO ve hem de
DMPO’suz olarak kontrol grubu si¢an kardiyomiyosit proteinlerinde nitron
olusumu incelendiginde, tiim konsantrasyonlardaki 50, 100, 200 uM H20O2’nin her
biri ortamdaki H20. bulunmayan kontrol grubu proteinleri ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmiistiir. Benzer sekilde, = metabolik
sendromlu sigan gruplarina iliskin proteinlerinden DMPO varliginda elde edilen
protein-nitron bilesiklerinin her bir H2O2 konsantrasyonunda gozlenen liiminesans
sinyalinin  H2O2’suz olan metabolik sendrom grubu ile karsilagtirildiginda

istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmistiir (P<0,05).

Bu durumdan ¢ikarilabilecek sonu¢ metabolik sendromlu grubun proteinlerinde
meydana gelen oksidatif hasar, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, meydana gelen

oksidatif hasara gore daha yiiksek seviyelerde oldugunu diistindiirmiistiir.
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Sekil 3.7. Kontrol ve metabolik sendromlu sigan kalplerinden elde edilen
proteinlerinde H,O;’nin 50, 100, 200 uM konsantrasyonlari ile olusturulan protein-
nitron bilesiklerinin immuno-spin-yakalama yodntemi ile tespit edilmesi. Kontrol
grubuna ait Western blotlama bant goriintiileri (A) a-DMPO antikoru ile inkibasyon
ve ayn1 orneklerin B-aktin antikoru ile inkiibasyonuna ait bant gorinttleri; metabolik
sendrom grubuna ait Western blotlama bant gérintileri (B) n=3 6rnek sayisina gore
ortalama % degisim grafigi. *P<0,05 Kontrol grubunda 0 pM H>O,’ye gdre, #P<0,05
Metabolik sendrom grubunda 0 pM H;O:’ye gore, TP<0,05 Her bir konsantrasyon
icin metabolik sendrom grubunun kontrol grubuna gore istatiksel anlamlilik farkini
belirtmektedir.
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3.4.2. Zn3(POas)2 varhgmmda olusturulan protein-nitron bilesiklerine ait

Western blotlama sonug¢larinin degerlendirilmesi

Ayn1 miktarlarda protein igeren 6rnekler , 200 UM H2O: varliginda ve degisen (0-,
50-, 100-, ve 200-uM) Zn3(POs)2 miktarlarina maruz birakilarak, protein-nitron
bilesikleri olusturulmus ve olusturulan protein-nitron bilesiklerinin diizeyi ve farkli
Zn3(PO4). konsantrasyonlarina verdigi yanitlar belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu grup
Olcimler icin elde edilen Western blot bantlara ait gorseller Sekil 3.8. A’da ve tim
olcimler icin elde edilen band-siddet degerlerinin ortalamalar1 (+SEM) bar-
grafikleri olarak B’de wverilmistir. Bu grup Ol¢limlerin tiimii yine DMPO
yoklugunda ve varliginda yapilmis olup, nitron olusumu icin 200 pM H20:
konsantrasyonu se¢ilmistir. Bant goriintiilerinden de anlasilabilecegi iizere ortamda
DMPO’nun bulunmadigi, gerek kontrol proteini gerekse metabolik sendrom
proteini gruplarinda bant goriilmez iken, ortama eklenen DMPO sayesinde bant
gortntiileri elde edilebilmistir (Sekil 3.8.A). Farkli zamanlarda gergeklestirilmis
olan ii¢ farkli deney sonucu ortalamalarinin % degisim grafiginde de gortldigi
gibi, kontrol grubu sigan kardiyomiyositlerinden izole edilmis olan proteinlerde, bu
oksidan ajan varliginda (200 uM H203) olusan protein-nitron bilesigi, DNA-nitron
bilesigi olusumundakine benzer sekilde, 100 UM Znz(PO4). varliginda minimum
degerdedir. Benzer sekilde, metabolik sendromlu si¢an kalp dokusu proteinlerinde
de 200 pM H202 varliginda DMPO’suz ve DMPO’lu nitron olusumu
karsilastirildiginda, DMPO ve yine 100 uM Zn3(POa)2 varliginda diger yanitlarla
karsilastirildiginda yine bu yanit minimum degerdedir.  Kontrol grubunda
gerceklestirilen istatistiksel hesaplamalar sonucunda 100 pM Zn3(PO4)2 ve 200 uM
Zn3(PO4)2, Zn3(PO4)2 igermeyen Ornek ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

farkli bulunmustur.

Metabolik sendrom grubundaki istatistiksel hesaplamalar sonucunda elde edilen
verilere gore Zn3(POa4)2 ‘in tiim konsantrasyonlari, Zn3(POa)2 bulunmayan 6rneklere
gore istatistiksel olarak farklt bulunmustur. Kontrol ve metabolik sendrom

proteinleri arasindaki gergeklestirilen istatistiksel hesaplamalara gore 50 uM ve 200
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MM Zn3(PO4)2 bulunan metabolik sendrom proteinli 6érnekler kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak fark gosterdigi gozlemlenmistir (P<0,05).

3.4.3. Na2SeOs varh@inda olusturulan protein-nitron bilesiklerine ait Western

blotlama sonuclarimin degerlendirilmesi

Daima ayni miktarda protein miktar1 i¢eren 6rnekler 200 UM H20: ile izerine 0-,
50-, 100-, ve 200-nM Na»SeOs kullanilarak protein-nitron bilesikleri olusturulmus
ve olusturulan protein-nitron Dbilesiklerinin  duzeyi ve farkli NaxSeOs
konsantrasyonlarina verdigi yanitlar belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu grup 6lgtimler
icin elde edilen Western blot bantlara ait gorseller Sekil 3.9. A’da ve tim o6l¢imler
icin elde edilen band-siddet degerlerinin ortalamalar1 (=SEM) bar-grafikleri olarak
B’de verilmistir. Burada, kontrol grubu protein bandlari ve metabolik sendrom
grubu protein bandlart (A)’da verilmistir. Bu grup ol¢limlerin timd yine DMPO
yoklugunda ve varliginda yapilmis olup nitron olusumu icin 200 pM H20:
konsantrasyonu se¢ilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi, hem kontrol hem de
metabolik sendromlu sigan kardiyomiyositlerinden izole edilmis olan proteinlerde,
200 M H20:> olusan protein-nitron bilesigi, DNA-nitron bilesigi olusumundakine
benzer sekilde, 50 NM NaxSeOgz varliginda minimum degerdedir. Kontrol grubu icin
Na>SeOs bulunmayan gruba gore istatistiksel hesaplamalar sonucunda gruplar
arasinda fark goriilmemis iken, metabolik sendrom grubunda 50 nM NaSeOs3
sinyalinin Na2SeOs bulunmayan 6rnege gore istatistiksel olarak farkli oldugu tespit
edilmistir. Buna karsin, metabolik sendromlu sigan kardiyomiyosit proteinlerinde
200 UM H20; varliginda DMPO’lu nitron olusumu, kontrol proteinlerinde olusan
nitron bilesiklerine gore 50, 100, 200 nM degerlerinin hepsi i¢in istatistiksel olarak

fark gdstermistir.
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Sekil 3.8. Kontrol ve metabolik sendromlu sican kalplerinden elde edilen
proteinlerinde 200 UM H;0; ile olusturulan protein-nitron bilesiklerinin Zna(PO4)3
bilesiginin 50,100, 200 puM konsantrasyonlar1 uygulandiginda verdigi cevabin
immuno-spin-akalama yontemi ile tespit edilmesi. Kontrol grubuna ait Western
blotlama bant (A) a-DMPO antikoru ile inkiibasyon ve aymi Orneklerin B-aktin
antikoru ile inkibasyonuna ait bant goéruntileri; metabolik sendrom grubuna ait
Western blotlama bant goriintiileri (B) n=3 6rnek sayisina gore ortalama % degisim
grafigi. ¥*P<0,05 Kontrol grubunda 0 uM Zn3(POs). ’ye gore, #P<0,05 Metabolik
sendrom grubunda 0 pM Zn3(PO.).’ye gore, TP<0,05 Her bir konsantrasyon igin
metabolik sendrom grubunun kontrol grubuna gore istatiksel anlamlilik farkini
belirtmektedir.
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Sekil 3.9. Kontrol ve metabolik sendromlu si¢an kalplerinden elde edilen
proteinlerinde 200 uM H;O: ile olusturulan protein-nitron bilesiklerinin Na>SeOs
bilesiginin 50,100, 200 uM konsantrasyonlar1 uygulandiginda verdigi cevabin
immuno-spin-yakalama yontemi ile tespit edilmesi. Kontrol grubuna ait Western
blotlama bant (A) a-DMPO antikoru ile inkiibasyon ve ayni orneklerin B-aktin
antikoru ile inkubasyonuna ait bant goéruntileri; metabolik sendrom grubuna ait
Western blotlama bant goriintiileri (B) n=3 6rnek sayisina gore ortalama % degisim
grafigi. *P<0,05 Kontrol grubunda 0 nM Na,SeOs’e gore, #P<0,05 Metabolik
sendrom grubunda 0 nM Na,SeOs’e gore, tP<0,05 Her bir konsantrasyon igin
metabolik sendrom grubunun kontrol grubuna gore istatiksel anlamlilik farkini
belirtmektedir.
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4. TARTISMA

Biyolojik sistemlerde (doku, hiicre, protein, DNA gibi) ¢ok kisa omiirlii serbest
radikallerin olusumunu gozlemek amaciyla genel olarak kullanilan elektron spin
rezonans (ESR) teknigine ek olarak gelistirilen immiin-spin-yakalama teknigi bu
tez caligmast kapsaminda laboratuvarimizda kurulmus ve sican kalp dokusundan
izole edilen proteinlerde akut oksidan etkisinde serbest radikal olusumu normal ve
metabolik sendromlu sican Orneklerinden elde edilen veriler karsilastirilarak
gbzlenmistir. Ayrica bu tez ¢caligmasinda, bu teknik kullanilarak, selenyum ve ¢inko
gibi hem antioksidan hem de pro-oksidan 6zellikleri tasiyan iz elementlerin hangi
konsantrasyonlarda bu oOzellikleri gosterdikleri yine bu teknik kullanilarak

gosterilmistir.

Biyolojik sistemlerde (doku, hticre, protein, DNA gibi) serbest radikallerin varligi
son drdn analizleri ile veya antioksidant enzimlerin etki c¢alismalarindan genel
olarak elektron spin rezonans (ESR) teknigi kullanilarak anlasilabilmistir. Farkli ve
¢ok sayida in vitro ve in vivo c¢alismalar ESR kullanilarak serbest radikal
metabolitleri gozlenebilmislerdir (Janzen ve Haire, 1990). Daha sonraki gelismeler
ile biyolojik sistemlerdeki kisa omiirlii radikaller i¢in bu teknigin yeterli olmadig:
gosterilerek ve cesitli calismalarla dogrulanan bir teknik daha gelistirilmistir
(Ramirez ve ark., 2006). Spin-trapping teknigi daha kararl bir serbest radikal, yani
bir radikal addiksiyonu yapmak icin serbest bir radikalin bir diamagnetik spin
trapin ¢ift bagina takmak i¢in kullanilan bir tekniktir (Mason, 2004). Bu nedenle
ESR ile daha iyi inceleme yapilabilmesine ve serbest radikal olusumunu biyolojik
sistemlerde gézlemek i¢in uzun yillar tek bir teknik olarak kabul gérmiis olmasina
karsin her biyolojik 6rnek icin uygulnabilirliginin gl¢ olmasi ve oldukg¢a pahali bir
sistem olmas1 nedenleriyle her laboratuvara katilmasit miimkiin olamamistir. Buna
karsin protein veya DNA radikallerinin nitron addiiksiyonlarin1 gozlemek igin bir
immunoassay tekniginin gelistirilmesi immunolojik tekniklerin serbest radikal

biyolojisinde ¢cok énemli bir gii¢ kazanmasina yol agmistir (Gomez-Mejiba ve ark.,
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2009). Bu teknik sayesinde protein veya DNA duzeyinde ¢ok hizli radikal olusumu
cok hassas olarak 6l¢ilebilmektedir (Ramirez ve ark., 2005).

Mason ve arkadaslarinin (2004) ESR teknigini modifiye ederek, DMPO ad1 verilen
bilesik vasitasi ile gerceklestirdikleri Olglim yollart bu tez c¢alismasinda
gerceklestirilmistir. DNA’da olusturulan nitron bilesigi protokolii literatiirde
belirtildigi gibi uygulanmistir (Gomez-Mejiba ve ark.,2009). Deney sonuglarimiz
literatiirde elde edilmis sonug ile benzerlik gostermis olup, DNA’nin H>O»
varliginda Cu?*  Kkatalizorliigiinde inkiibasyonu ile olusturulan DNA-nitron
bilesikleri ortamda DMPO bilesiginin bulunmadigi durumlarda ELISA
deneylerinde sinyal olusturmaz iken, ortama DMPO eklendigi zaman H>O>’nin
artan konsantrasyonu ile sinyalin da arttig1 sonuglar elde edilmistir. Serbest bir
radikal olmamasina ragmen Cu?" iyonunun katalizorliigii ile Fenton-tip reaksiyona
benzerlik gosteren tepkimeler ile H2O2’yi etkili bir oksidan olarak gérmemize
neden olmustur. H2O2’nin DNA’da olusturdugu DNA-nitron bilesiklerinin miktari,
etkili olarak tespit edilebilmesi icin DNA-nitron bilesigi ile kararli bir bilesik
olusturan ve yarilanma Omrii DNA-nitron bilesiginin tespit edilmesi sathasinda
yeteri kadar uzun olmasindan dolayt DMPO’nun kullanilmasi biiyiik avantaj

saglamigtir.

Calismamizda kullanmis oldugumuz immiino-spin-yakalama yodntemi, DNA ve
protein-bilesikleri icin biyolojik orneklerde serbest radikal biyokimyasi
calismalarinda etkili olarak, ayrica hiicreler, hayvanlar gibi biyolojik sistemler
acisindan en az toksik ve en etkili yontem olarak kullanilmaya uygun bir yontem
oldugu bizim calisma sonuglar ile de teyit edilmistir. Ayrica bu c¢alisma
kapsaminda, yine bu yontem kullanilarak, Zn ve Se gibi iz elementlerinin in vitro
kosullarda hangi konstanrasyonlarda bir antioksidan veya pro-okisidan gibi
davranabildikleri  kardiyomiyositlerden izole edilen toplam proteinlerde
gosterilmistir. Redoks biyokimyasi arastirmalarinda yapilmis olan son calisma
raporlarinda antioksidanlarin diyet ile alinim1 ve oksidatif stres hasari arasinda ters
bir iligski oldugunu gostermektedir (Gokalp ve ark., 2003; Sulak ve ark., 2005).

Buna gore, antioksidan takviyesinin oksidatif hasar1 smirlandirmak i¢in yeterli
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olabilecegi belirtilmistir (Barkat ve ark., 2014). Bu nedenlerle tim biyolojik
sistemlerde eser element olan Se ve Zn bilesiklerinin kombinasyonu besin
takviyeleri {iretimi yapilmaktadir. Sonug¢ olarak, Se ve Zn bir organizmanin
fonksiyonlarin1 diizenleyebilecek Onemli iz elementler olarak kabul edilmistir.
Ayrica Zn elementi SOD enziminin ko-faktér tamamlayicisi olarak 200°den fazla
enzim ve transkripsiyon faktoriiniin tamamlayici bileseni olarak da biyolojik

sistemlerde gorev yapmaktadir (Barkat ve ark., 2014).

Zn, biyokimyasal olaylarin genis bir alaninda temel rol oynayan ve memeli merkezi
sinir sisteminde duzenleyici 6neme sahip olan ¢esitli protein, hormon ve hormon
reseptorlerinin yapisal bileseni olarak tanimlanmistir (Nowak, 2000). Buna ek
olarak, Zn bir antioksidan olan SOD enziminin bileseni oldugu gibi
metalotiyoninlerin de fizyolojik islevlerini diizenleyen bir iyondur. Ayrica Zn,
serbest radikallerin artisin1 gerceklestiren tiyoller ve Fe arasindaki reaksiyonlari
engelleyen ve niikleik asit onarici enzimler ve membran kararliligini saglayici

faktorlerin 6nemli bir bilesenidir (Barkat ve ark.)

Cinko iyonunun (Zn?") biyoloji sistemlerde sinyal yolaklar;, mitokondri
metabolizmasin1  ve hicrenin  redoks durumunu etkileyebilen bir molekdl
olmasindan (Tuncay ve ark., 2010) ve hiicre proliferasyonu, bagisiklik fonksiyonu
ve serbest radikallere karsi hiicresel savunma mekanizmalarinda etkin sekilde gorev
yaptyor olmasindan (Dreosti, 2001; Ho, 2004; Falcchuk, 1998; Bray ve Bettger,
1990; Powell, 2000; Cousins ve ark., 2003) oturl, bu ¢alismada pro-oksidan ve
antioksidan 6zellikleri agisindan degerlendirilmeye alinmis olup, ELISA deneyi ile
DNA-nitron bilesikleri tizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen verilere gore
Zn?"*nun pro-oksidan ve antioksidan ozelliklerinin bu iyonun konsantrasyonuna
bagimlhi olarak farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore,
Zn?**nun mikro molar seviyesinde konsantrasyonlarmin genel olarak DNA iizerinde
H>O:> ile birlikte bir pro-oksidan etki gosterdigi, ancak 100 pM Zn,(PO.);, DNA-
nitron bilesiklerinden elde edilen ELISA sinyalinde belirgin azalmalar goriilmistiir
(Sekil 3.2). Bu sonu¢ bize DNA-nitron bilesiginde 100 uM Zn,(POs)s bilesiginin
antioksidan etki gosterebilecegini gostermektedir.
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Se, GSH-Px enziminin bir ko-faktorii olmasindan otiirii (Rotruck ve ark., 1973;
Schwarz ve Foltz, 1957) biyolojik olarak 6neme sahiptir ve her alt (nitesinde
selenosistein seklinde bir adet Se iceren GSH-Px enzimi, hiicre icinde hidrojen
peroksidin suya indirgenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Kralj ve Gorup,2004).
Ayrica Keshan hastaligi gibi endemik fatal kardiyomiyopati bulunan bdlgede
sodyum selenit uygulamasindan sonra hastalik insidanzinin azalmasi bu elemenin
(Chen ve ark., 1980) biyolojik dnemine dikkat cekmektedir. Selenyum takviyesi
kronik dejeneratif hastaliklarin onleyebilmekte ve bir ¢ok intraseliiler sistemin
antioksidan kapasitesini arttirarak oksidatif stres yanitinin diizenleyici bir

modiilatorii olarak gosterilmistir (Rayman, 2002).

Selenyumun, &zellikle hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin temizlenmesi,
zincirleme oksidasyonlarini durdurmasi ve viicutta olusturdugu selenoproteinlerin
antioksidan  ozellige sahip olmasi gibi biyolojik islevlerinden  Otiird,
deneylerimizdeki bir diger pro-oksidan ve antioksidan iligkisi incelemek Uzere

kullandigimiz iyondur.

ELISA deneyi ile gerceklestirilen HoO2 varligi ve Cu?* katalizorliiginde DNA-
nitron bilesiklerinin olusturulmast deneylerinde, selenyum iyonunun nanomolar
konsantrasyonlardaki pro-oksidan ve antiksidan etkileri gozlemlenmistir. Elde
edilmis olan verilere gore, ortama 50 nM sodyum selenit eklendigi zaman olusan
DNA-nitron bilesiklerinin azalma gostermis oldugu, ancak daha yliksek
konsantrasyonlardaki sodyum selenitin  DNA-nitron bilesiklerinin olusumunu

arttirdig1, tipki bir pro-oksidan gibi hareket ettigini gdstermistir (Sekil 3.3).

Yapilan ELISA deneylerinde elde edilen sonuglar referans alinarak metabolik
sendromun proteinlerdeki nitron olusumu aydinlatilmaya calisilmistir. Metabolik
sendrom etiyopatogenezi tam olarak bilinmeyen diyabet ve kardiyovaskdler sistem
hastaliklar i¢in risk olusturan faktdrler toplulugudur. Metabolik sendrom, insiilin
direnci ile baslayan abdominal obezite, glikoz intolerans1 veya diabettes mellitus,
hiperglisemi, koroner arter hastalig1 gibi sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi
Olimciil bir zinciri temsil etmektedir. Metabolik sendrom {izerinde yapilan

deneylerin genel olarak amaci bahsedilen patolojik olaylar zincirinde temel sorun
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tizerinde tespit ve tedavi yontemleri i¢in olanak saglamaktir. Dolayist ile elde edilen
sonuglar metabolik sendromdan yola g¢ikilarak, kardiyovaskiiler hastaliklar,
hiperglisemi ve diabettes mellitus gibi ¢agimizin yaygin hastaliklarinda oksidatif

stresin etkisi i¢in 151k tutmamizi saglayacak bilgiler elde etmemize yarayacaktir.

Bu amagla metabolik sendromlu ve saglikli sigan kalplerinden elde edilen proteinler
tizerine DNA’dakine benzer sekilde uygulanan H2O: bilesigi ile protein-nitron
bilesik olusumu gozlemlenmis olmasina ragmen DNA-nitron bilesiklerini
gozlemlerken elde edilmis olan belirgin sonuglar, protein-nitron bilesiklerini
gozlemlerken yeterli olamamistir. Bunun nedeni kardiyomiyositlerde elde edilmis
olan toplam protein {izerinde bu teknigin kullanilmasinin bu sartlar altinda uygun

ve guvenilir olamayacagini diistindiirmiistiir.

Buna karsin elde edilmis olan sonuclar, H2O> konsantrasyonu artisinda elde edilen
protein-nitron bilesikleri her iki grup igin artis gostermis olmakla birlikte metabolik
sendrom proteinlerinin H202’in 200 uM konsantrasyonundan saglikli proteinlere
gore ¢ok daha fazla etkilendigi gosterilmistir (Sekil 3.7). Bu durum, metabolik
sendromun kardiyomiyosit proteinlerini serbest radikaller ve reaktif oksijen
tiirlerine kars1 oksidatif strese daha yatkin hale getirdigini diisiindiirmektedir. Bu
da literatirde daha onceden gergeklestirilmis olan diyabet ile serbest radikaller
(Pitkanen ve ark., 1992; Van Dam ve ark., 1995; Bukan ve ark., 2003) ve kalp
fonksiyonlar1 ile serbest radikaller (Bolli ve ark., 1989; Toyokuni, 1999, Lopes ve
ark., 2012; Tullio ve ark., 2013) arasindaki iligskiye yonelik deney sonuglarini
destekler niteliktedir.

Zn?*, redoks inert bir iyon olmasina ragmen hiicre igerisindeki redoks degisiminden
¢ok cabuk etkilenebilmekte; hiicre icerisinde bir sekilde oksidatif stresin artmasi
Zn?*’nun bagh bulundugu proteinlerden ayrilmasi veya depolardan salinmasina
neden olmaktadir. Ayrica ¢inko iyonunun insiilinin 6nemli bir parcasi oldugu
bilinen bir gergektir. Hiicre ici Ca?* ve Zn?* mekanizmalarmmn diyabetik
kardiyomiyopatide bozulmus oldugu literatirde bulunan en énemli bulgulardandir
(Ayaz ve ark., 2004; Ayaz ve Turan, 2006). Bununla birlikte artan oksidatif stres ve

buna bagl hiicresel hasarda Zn?* eksikliginin katkisi; Zn?*‘nun Fe®* ve Cu?* gibi
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redoks aktif metallerin membranlara ve intraseliiler alanlara baglanmasini inhibe
etme yetenegine sahip olmasi gibi, biyokimyasal olaylar Zn?* antioksidan
Ozelliklerinin bulundugunu kanitlar niteliktedir. Buna karsin bazi polimorfizmlerde
Zn?*, bulundugu yerde ¢ok fazla miktarda ise temel olarak bakir eksikliginden 6tiirii
toksik etki gostermektedir, sonugta kolesterol ve lipoprotein dagilimi, sitokrom

oksidaz C, immiinolojik parametrelerde degisimler meydana getirebilmektedir.

Kardiyomiyositlerde yapilan iskemi-reperfiizyon caligmalarina dayanarak yapilan
caligmalar sonucunda mitokondrinin fonksiyonunu kaybetmesi ve ROS tarafindan
hasara ugratilmast sonucu antioksidan savunmanin tilkenmis oldugu sdylenmistir
(Aon, ve Cortassa, S., 2010; Tuncay ve ark., 2010) bu nedenle kardiyomiyositler
Uzerindeki oksidatif kaynakli hasarin ve ¢inko elementinin antioksidan kabiliyetinin
islev mekanizmasinin arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica bir bagka calisma
sonuclarmna gére (Tuncay ve ark. ,2010), kisa siireli okside edici kosullarda Ca®*
indukli Zn?* uygulanmasinin da kardiyomiyositler tzerinde antioksidan etkiye

sahip oldugu gosterilmistir.

Deneylerde metabolik sendrom ve saglikli kalp proteinlerinde olusturulan protein-
nitron bilesikleri ¢inkonun farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve elde
edilen verilere gore c¢inkonun 100 pM konsantrasyonunun olusan protein-nitron
bilesiklerinin vermis oldugu liiminesens sinyalinin diger konsantrasyonlara karsin
azalmis oldugu goriilmiistiir. Kontrol ve metabolik sendrom kalp proteinlerinde her
iki grup i¢in H2O2’nin oksidan etkisi benzer sonuglar dogurmussa da ortama
eklenen 100 pM c¢inko fosfat sinyalin diismesine, yani bir diger deyimle
antioksidan etkiye neden olmustur (Sekil 3.8). Cinkonun konsantrasyonu arttirildigi
zaman ise antioksidan etkinin giderek pro-oksidan etkiye dontistiigii ve ortamdaki
protein-nitron bilesiklerinin artig gdstermesine bagli olarak liiminesens degerlerinin

de artig gosterdigi gosterilmistir.

Turan ve ark. (2005)’te yapmis olduklar1 ¢alismanin 1s18inda, izole sican kalpleri
tizerinde olusturulan iskemi-reperfiizyon hasari sonrasinda sodyum selenit
uygulaniminin kardiyak perfomansi baskiladigi gosterilmistir. Selenyumun iskemi-

reperfiizyon bagimli degisiklikler iizerindeki bu belirtilen yararh etkisi, doz bagimli
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sekilde nanomolar konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Bu amagla sodyum
selenitin 25-1000 nM araliginda degisen konsantrasyonlari, perfiizyonu 10 dakika
takiben kullanilmistir. Elde edilen verilere goére de selenyumun kardiyak
performans1 {izerinde doza bagimh iyilesme saglamakta oldugu ve okside
glutatyon, glutatyon oraninda azalma sagladigi, ayrica iskemi/reperfiizyona ugramis
olan kalpte malondialdehit seviyesinde artisa sebep oldugu gosterilmistir (Turan ve
ark., 2005). Daha Once yapilmis olan ¢alismalarda da iskemi-reperfiizyona
ugratilmadan hemen 6nceki selenyum tedavisinin reperfiizyon siirecinde ventrikuler
kasilmanin diizenlenmesi (Poltronieri ve ark., 1992) ve miyokard enfarktiisl
azalttigt (Tanguy, 2004) gosterilmistir. Ayrica iskemi-reperfiizyon aracili kalp
fonksiyonlar1 degisimlerinin oksidatif stres ve intraseliller Ca®* artisma bagh
oldugu rapor edilmistir. Bu duruma istinaden kalbin iskemi-reperfiizyon hasarina
kars1 hem oksidatif stres hem de hiicre i¢i Ca®" artisina karsi selenyum sayesinde
korunmakta olabilecegi kanisina varilmistir. Bu amag ile in vitro ortamda kontrol,
iskemi-reperflizyon, selenyum uygulanmis (75 nM) deney gruplart kullanilmistir
(Turan ve ark., 2005). Bu verilere dayanilarak kardiyak fonksiyonlar1 {izerinde,
iskemi-reperfiizyona ugramig olan kalpte selenyumun antioksidan o&zelligi

gorilmektedir denilebilir.

Benzer sekilde selenyumun protein-nitron bilesikleri iizerindeki etkisi kontrol
edildiginde 50 nM konsantrasyonda hem kontrol hem de metabolik sendromlu kalp
proteinlerindeki sinyallerde azalma goriilmiis, selenyum konsantrasyonu
arttirlldikca protein-nitron bilesiklerinin olusumuna paralel olarak elde edilen
liminesens degerinde de artis oldugu DMPO sayesinde gosterilmistir. Kontrol
grubu igin NaxSeOs bulunmayan gruba gore istatistiksel hesaplamalar sonucunda
gruplar arasinda fark goriilmemisken, buna karsin elde edilen veriler metabolik
sendromda olugan nitron olusumunun selenyumun deneyde kullanilan tim
konsantrasyonlar1 i¢in (50, 100, 200 nM) kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
farkli oldugu gézlemlenmistir. (Sekil 3.9). Bu duruma gore selenyumun 50 nM
konsantrasyon icin antioksidan karaktere sahip olmasi, metabolik sendrom

proteinleri i¢in, 50 nM konsantrasyonda ortamda Na>SeOs bulunmayan 6rnege gore



67

istatistiksel olarak fark gosterdigi verisinden yola ¢ikilarak, oksidatif strese karsi

kullanilabilecek bir antioksidan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Biyolojik sistemlerde canlilik islevlerinin fonksiyonlar1 belirli bir diizen igerisinde
ilerlemektedir. Bu sistemler tzerinde meydana gelebilecek her hangi bir eksiklik
veya hata oOzellikle niikleik asitler iizerinde olusmus ise, sentezlenecek olan
proteinler ve buradan da sistemin islevi i¢in 6nemli olan biyokimyasal olaylarin
gidisatinda ve olusacak {iriinlerde hatalar meydana gelmesine sebep olacaktir. Bu
nedenle bu c¢alismada gergeklestirilmis olan deneylerin temeli DNA ve
proteinlerdeki oksidatif hasarlar {izerine dayanmaktadir. Hiicre seviyesinde artan
radikal olusumu ve oksidatif strese dayali hasarlar1 tamir etmek amaciyla hiicreler
antioksidan maddeler sayesinde kendi savunma sistemlerine sahip olsalar da bu
sistemin disaridan cesitli eser elementler ile desteklenmesine ihtiya¢ duyulmak
gerekebilir. Bahsedilen eser elementler igerisinde ¢inko ve selenyum onem teskil
etmektedir. Cinko ve selenyumun pro-oksidan ve antioksidan 6zellikleri literattrde
in vivo ve in vitro caligmalarda gosterilmistir. Redoks biyokimyasinin tarihi gz
oniinde bulunduruldugunda biyolojik sistemlerde ¢ok hizli reaksiyonlar ile olusan
serbest radikallerin varligi, son iiriin analizleri ile yeni antioksidan enzimlerin,
cesitli eser elementlerin etkilerinin incelenmesi amaciyla elektron spin rezonans
(ESR, EPR) tekniginin kullaniminin yaygin oldugu goriilebilir. ESR teknigi
kullanilarak ¢ok sayida ve farkli alanda yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda,
protein veya DNA diizeyinde olusan serbest radikal metabolitleri g6zlenebilmistir.
Daha sonraki gelismeler ile, biyolojik sistemlerdeki kisa Omiirlii radikal
metabolitleri igin bu tekniklerin yeterli olmadig: gosterilerek, ¢esitli ¢alismalar ile

dogrulanan yeni bir teknik gelistirilmistir.

Immiino-spin-yakalama teknigi denen bu yeni teknikte daha kararli bir serbest
radikal olusturabilmek i¢in bir serbest radikalin bir diamagnetik spin ¢ift bagina
takmak i¢in kullanilmaktadir. Bu sayede, ESR ile daha iyi inceleme yapilabilmis ve
ESR serbest radikal olusumu biyolojik sistemlerde gbézlemek agisindan yeni ve
etkili bir teknik olarak kabul goérmiistiir. Bu bilgilerin 1s18indan DMPO denen

kimyasal madde vasitasiyla ESR tekniginin kombinasyonu saglanarak biyolojik
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DNA ve proteinlerdeki serbest radikaller bu ¢aligmada da tespit edilmeye
calistlmigtir. Immiino-spin-yakalama teknigi sayesinde DNA iizerinde olusturulan
DNA-nitron bilesiklerinin tespiti ve hidrojen peroksit konsantrasyonuna bagimli
olarak sinyal degisimi tespit edilmis, ardindan Zn?>* ve SeOs? gibi iyonlarin farkli
konsantrasyonlarinin DNA-nitron bilesiklerinin olugsumundaki rolleri ELISA ile

gosterilmistir.

DNA-nitron bilesikleri ile yapilan deney sonuglarinin 1s1ginda, metabolik
sendromlu ve normal kalp dokusu proteinlerinde olusturulan protein-nitron
bilesikleri tizerindeki hidrojen peroksit etkisi ¢alisilmistir. Yapilan calismada kalp
dokusundan izole edilmis olan total proteinler {izerindeki olusan protein-nitron
bilesikleri tespit edilmeye ve karsilastirllmaya calisilmistir.  Ayrica, metabolik
sendrom ve normal kalp dokusu proteinlerinden olusturulan protein-nitron
bilesikleri lizerindeki ¢inko ve selenyum elementlerinin pro-oksidan ve antioksidan
etki gosterdikleri konsantrasyon degerleri immiino-spin yakalama teknigi sonrasi
Western blotlama yontemi ile gosterilmeye ¢alisilmistir. Elde edilen veriler
metabolik sendromlu kalp dokusundan elde edilen proteinlerdeki nitron
olusumunun, normal kalp dokusundan elde edilen proteinlerde meydana gelen
nitron bilesiklerine oranla daha fazla oldugunu gostermis olsa da bu teknigin
toplam proteinler iizerinde yapilan protein-nitron bilesiklerini tespit edebilme

etkinligi ag¢isindan ¢ok uygun bir teknik olmadigini gérmemize olanak saglamistir.

Yapilan ¢aligmalarin literatiir verilerini desteklemis olmasi immiino-spin-yakalama
tekniginin hiicre veya canli hayvan igerisinde olusan protein ve DNA radikallerinin
fonksiyonlarin1 ve olusum yerlerinin tespit edilebilecegi tek yontemdir. immiino-
spin yakalama tekniginin protein ve DNA merkezli radikallerin tespitinde ESR ve
ESR-spin yakalama teknikleri ile karsilastirildiginda i) bu teknoloji klinik veya
akademik laboratuar ¢alismalardaki herhangi bir arastirmada ESR i¢in gerekli olan
karmasik ekipmanlara veya fiziki kimya ve kuantum mekanik uzmanina gereksinim
duymamasi, ii) yeni sistemleri kesfetmek icin genellikle kritik olan gerekli
numunenin kiigiik miktarlarda (mikrogram) kullaniminin yeterli olmasi, iii) en

onemlisi de biyomolekil merkezli radikallerin bir cok sistem igerisinde
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(biyokimyasal, hiicre, doku ve tim hayvan) tespitinin, karakterizasyonunun,
tanimlanmas1  ve yerlesiminin mimkiin olmasi gibi Onemli avantajlar

bulunmaktadir.

Tim bu bilgiler kapsaminda yapilan ve bu kapsamda yapilmasi planlanan
calismalar hiicreler, dokular ve protein merkezli radikallerin olusturdugu hastaliklar
ve maruz kalma modellemeleri yapilabilecek ve bunlara karsin daha az toksik
tedaviler iiretilebilecektir. Immiino-spin-yakalama yontemi, hiicre ve dokulardaki
oksidatif stres patogenezi olusturan serbest radikallerin belirlenmesi amaciyla
karmagik hiicresel yanit rollerini tanimlamaya belirleyici bir rol olarak

kullanilabilecektir.
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OZET

Cinko ve Selenyumun Antioksidan Ozelliklerinin Oksidatif Stres Indiiklii

DNA Radikallerinin immiin-spin-yakalama Ydntemi Kullamlarak incelenmesi

Bir elektronunu kaybetmis bir oksijen atomu iceren serbest radikaller, kararsiz ve
reaktif molekuller olarak, 0zellikle DNA ve proteinler etrafinda bulunan
elektronlara afinite gostermelerine neden olmakta, bu durum da DNA ve proteinler
ile etkilesim sonras1 fonksiyon bozuklugu, mutasyon ve hicre 6limlerine neden
olabilmektedir. Serbest radikallerin biyomolekuller Gzerinde géstermis oldugu bu
etkiye oksidatif stres adi verilir. Oksidatif stres canlilarda belirli bir seviyenin
ustinde ise ve/veya antioksidan aktivitenin yetersiz kaldigi durumlarda cesitli
patolojik durumlar olusturmaktadir. Serbest radikallerin yaninda hicrelerde
meydana gelen reaktif oksijen Urtnleri (ROS) de DNA, protein, karbonhidrat ve

lipidler gibi biyolojik agidan 6neme sahip molekiillere zarar verebilmektedir.

Diyabet ile ilgili yapilan c¢alismalarda, diyabetli hastalarda ROS’lerinin
peroksidasyonunun artmis oldugu ve olusan oksidatif stresin diyabetin
ilerlemesinde etkili oldugu gosterilmistir. Redoks biyokimyasinda ¢esitli
modifikasyonlarin belirlenebilmesi ve sonrasinda radikallerin nerede olusup
lokalize oldugunun tespit edilmesi gerekmektedir. Elektron spin rezonans (ESR)
biyolojik radikallerin genis bir boliminin tespit edilmesi asamasindaki in vitro
calismalarda kullanilmasina karsin, DNA ve protein radikallerinin hiicre icerisinde
tespit edilmesi asamasinda yeterli olamamis ve bu nedenle immiino-spin-yakalama
adim verdikleri yeni bir teknik gelistirilerek, DNA ve protein merkezli radikallerin

yuksek verimlilik ile tespit edilebilmesini saglamistir.

Bu c¢alismada immiino-spin yakalama teknigi kullanilarak, DNA ve protein
duzeyinde serbest radikal olusumunun tespiti amaglanmistir. Ayrica immuno-spin-

yakalama teknigi kullanilarak in vitro kosullarda DNA Uzerinde, selenyum ve
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cinkonun pro-oksidan/antioksidan etki gosterdigi konsantrasyonlar1 belirlenmeye
caligtlmigtir.  Ek  olarak  normal ve  metabolik  sendromlu  sigan
kardiyomiyositlerinden izole edilen proteinlerde bu teknik kullanilarak olusan
protein radikallerinin olusum seviyeleri karsilastirilmistir.  Ayrica, yine protein-
oksidan etkilesmesinde ¢inko ve selenium elementlerinin hangi konsantrasyonda
oksidan ve angi konsantrasyonda pro-oksidan etki gosterdikleri Western-blot
teknigi ile de dogrulanmistir. Boylece, bu ¢alisma sonuglari, bu teknigin DNA ve
protein gibi molekullerle serbest radikal etkilesimleri oldukga yetkin bir sekilde

kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar Sozcukler: Anti-DMPO, antioksidan, bakir katalizli reaksiyon, ¢inko,
DMPO (5,5-Dimetil-1-pirolin-N-oksit), DNA-nitron bilesigi, hidrojen peroksit, ,
immuno-spin yakalama, oksidatif stres, protein-nitron bilesigi, selenyum, serbest
radikaller.
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SUMMARY

Investigation of antioxidant properties of zinc and selenium on oxidative

stress-induced DNA radicals by immuno-spin-trapping technique

Free radicals are non-stabile and reactive molecules that contain an oxygen
molecule, occur ing through initial abstraction of an electron, in particular, having
affinity or the electrons around DNA and proteins. Due to the fact that, free radicals
that interact with DNA and proteins have been implicated in cellular dysfunction,
mutation, cell death and cancer diseases. These effects on biomolecules via free
radicals are called oxidative stress. Oxidative stress consists of various pathological
conditions when it rises above certain level in cells and/or antioxidants level is
insufficient. At the same time, reactive oxygen species (ROS) that occur in the
cells can damage the important biological molecules like DNA, protein,
carbohydrates and lipids. In studies related to diabetes it has been shown that, the
reactive oxygen species have increased together with the oxidative stress effects in
the progression of diabetes.

Understanding the role redox biochemistry has in health and disease, requires the
identification of a biomolecule that targets such modifications, specific residue
where the radical was first generated and their localization in the whole animal.
Electron spin resonance (ESR) technique has been used in in vitro studies of a wide
range of biological radicals but lacks the sensitivity to detect DNA and protein
radicals in intact cells. Therefore, a new technique, immuno-spin-trapping, has been
developed. It is a very useful technique to detect DNA and protein centered radicals

with high efficiency.

In this study, we aimed to detect DNA and protein centered radicals by using

immuno-spin-trapping technique. Moreover, by using immuno-spin-trapping
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technique as in vitro, we aimed to determine selenium and zinc’s pro-oxidant and
antioxidant effects on DNA. In addition, this technique has been used to compare
levels of protein centered radicals on isolated proteins in cardiomyocytes from
normal and metabolic syndrome rats. Moreover, it is also confirmed by Western-
blotting technique that zinc and selenium have a pro-oxidant as well as antioxidant
effects on the interaction between protein and oxidant depending on their
concentrations. Thus, our results showed that this technique can be used in a highly
competent manner on the interactions between free radicals and molecules like
DNA and protein.

Key words: Anti-DMPO, antioxidant, copper catalyzed reaction, DMPO (5,5-
Dimethy-1-pyroline-N-oxide), DNA-nitron radicals, free radicals, hydrogen
peroxide, immuno-spin trapping, oxidative stress, protein-nitron radicals, selenium,

zinc.
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