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1. GİRİŞ 
 

 

 

1.1. Serbest radikaller ve oksidatif stres 
 

Genel tanım olarak serbest radikaller, bir elektronunu kaybetmiş bir oksijen atomu 

içeren moleküllerdir. Bu durum bu moleküllerin kararsız ve reaktif olmalarına 

neden olur. Yani, bu moleküller etraflarındaki diğer moleküllerin elektronlarına 

yüksek ilginlik (affinity) gösterirler. Örneğin, bu moleküller DNA ile etkileşerek 

fonksiyon bozukluğu, mutasyon ve kansere yol açabilmektedirler (Yerer ve 

Aydoğan, 2000). Ayrıca, serbest radikaller enzimler ve proteinlerle de etkileşerek, 

normal hücresel faaliyetleri bozabilmektedirler. Örneğin, kan damarlarında bulunan 

endotel hücrelerin zarlarında meydana gelen bu tür bir oluşum, atardamarların 

sertleşmesine, kalınlaşmasına ve sonucunda kalp krizi ve inmeye yol 

açabilmektedir (Halliwell ve ark., 1993).  Serbest radikallerin kollejendeki 

proteinlerle etkileşmesi ise, protein molekülleri arasında çapraz bağlar oluşmasına 

ve dokularda sertleşmeye neden olabilmektedir (Ferrari, 1991). Hücreler karmaşık 

bir yapıya, işleve ve bir dizi metebolik sürece sahiptir. Bunların her birisi farklı 

radikaller üretebilir. Bu nedenle, tek bir hücre bile çok çeşitli serbest radikaller 

üretebilir. 

Oksidatif stres olarak tanımlanan durum, canlı organizmalarda normalde oluşan ve 

belirli bir dozun üzerinde artması ile tehlikeli olabilen patolojik bir süreçtir. Bu 

patlolojiye neden serbest radikal denilen moleküllerdir. Bir başka açıklama yolu ise, 

serbest radikallerin artması ve hücrelerde antioksidan seviyenin azalması veya her 

ikisi birden oluştuduğunda ortaya çıkan ve hücreler için zararlı bir durum olan 

oksidatif stres (Akkuş,İ., 1995; Young,I.S., 2001; Halliwell,B., 1994), kısaca 

fizyolojik süreçlerin fizyopatolojik süreçlere dönüşümesi ile gözlenen bir 

durumdur. Oksidatif stres böylece, reaktif oksijen türlerinin üretilmesiyle biyolojik 
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bir sistemin reaktif ara ürünleri kolayca detoksifiye etme (zehirsiz hale getirme) ya 

da oluşan hasarı onarma yeteneği arasındaki bir dengesizliği belirtir. Dokuların 

normal redoks (yükseltgenme-indirgenme) safhasındaki bozukluklar, peroksitlerin 

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

Serbest radikallere ek olarak, hücrelerde meydana gelen reaktif oksijen türleri 

(ROS) de DNA, protein, karbonhidrat ve lipidler gibi biyolojik açıdan önemli 

moleküllere zarar verebilmektedir (Diplock 1998; Sabuncuoğlu ve Özgüneş, 2011). 

Serbest radikaller vücut dışından gelebileceği gibi insan metabolizmasının doğal bir 

sonucu olarak da oluşabilmektedir. Serbest radikallerin endojen olarak üretimi 

farklı yollarla gerçekleşmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003). Buna karşılık, canlı 

organizmalar serbest radikallerin potansiyel yıkıcı etkilerine karşı kendilerini 

korumak için çeşitli mekanizmalara sahiptir. İnsanlarda oksidatif stres, akut veya 

kronik olmak üzere, birçok hastalıkla ilişkilidir. Örneğin, orak hücre 

anemisi, aterosklerosis (damar sertliği), Parkinson hastalığı, kalp yetmezliği, 

miyokard enfarktüsü, Alzheimer hastalığı, şizofreni, bipolar bozukluk, kırılgan X 

sendromu, kronik yorgunluk sendromu bunlar arasında yer almaktadır (Özdemir, G. 

1993; Reilly ve ark.,1996; Vigue ve ark.,1993; Ferrari, R., 1991; Steinberg, D. 

1991; Erenel ve ark., 1992). Fizyolojik şartlarda gerçekleşen pek çok hücresel 

aktivite oksidan oluşumuna yol açmaktadır. Mitokondride gerçekleşmekte olan 

O2’li solunum sırasında elektron transfer sistemi (ETS)’de, katabolik ve anabolik 

reaksiyonlar sırasında, endoplazmik retikulumda sitokrom P450 sisteminde 

meydana gelen elektron kayıpları sonucu oksidanlar oluşmaktadır (Cochrone, G.G., 

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

Serbest radikaller, pozitif yüklü, negatif yüklü ya da nötr olabilmektedirler. Serbest 

radikallerin oluşumları biyolojik sistemlerde en çok elektron transferi ile 

gerçekleşmektedir  (Akkuş, 1995). Oksijen radikalleri veya reaktif oksijen türleri 

başlıca; (a) elektron transfer reaksiyonları, (b) enerji transfer reaksiyonlar vasıtası 

ile gerçekleşebilmektedir. Her iki tip reaksiyon da biyolojik çevre için çok önemli 
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olmakla birlikte farklı tipteki hücre hasarları ve toksisitenin bir parçası olarak 

bilinmektedir (Cadenas, 1989). 

Süperoksit anyon radikali, çok reaktif bir tür olmamakla birlikte, kimyasal aktivitesi 

de hücrenin hangi kısmında bulunduğuna bağlıdır, daha güçlü bir oksidan 

olabilmesi protonlanıp perihidroksil radikali oluşturması ile mümkündür (Cadenas, 

1989). Reaksiyon başlıca aşağıdaki basamaklarla gerçekleşmektedir: 
 

 
Şekil 1.1. Elektron transfer reaksiyonları ile oluşturulan oksidanların formasyonları şekilde 
(I) verilmiştir. (II) Süperoksit anyon radikali oluşum mekanizması, (III) moleküler 
oksijenden iki elektron azalması ve (IV) süperoksit anyon radikalinden bir elektron 
azalması sonucu H2O2 oluşum mekanizması, (V) moleküler oksijen, süperoksit anyonu ve 
hidrojen peroksit arasındaki ilişki verilmektedir (Cadenas, 1987). 
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1.2. Serbest radikal oluşturan başlıca mekanizmalar 

 

Serbest radikal oluşumu başlıca 3 mekanizma ile gerçekleşmekte olup bunlardan 

ilki olan otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizlediği tipik bir serbest radikal 

zincir reaksiyonudur (Nawar, 1996). Serbest radikallerin oksijenle reaksiyonu 

oldukça hızlı gerçekleşmektedir ve bu reaksiyonların başlangıcı için birçok 

mekanizma tanımlanmıştır. Özellikle çoklu doymamış yağ asitleri (PUFA) ve 

fosfolipidler otooksidasyona eğilim göstermektedir. Otooksidasyonda ilk oluşan 

ana ürünlerin hidroksiperoksit (ROOH) ürünleri olduğu gösterilmiştir (Porter, 

1985). Hidroksiperoksitlerin bir zincir reaksiyonunu başlatabilmesi için üç temel 

mekanizma önerilmiştir (Foote, 1985); 

(A) Hidroksiperoksit zincir reaksiyona katılabilecek bir peroksi radikalini (ROO.) 

oluşturmak üzere bazı kaynaklardan gelen başlatıcı bir radikal (X.) ile reaksiyona 

girebilmektedir. Bu reaksiyon başlıca aşağıdaki şekilde gerçekleşmektedir. 

ROOH                  +      X.                                  ROO. + XH                     (1) 

(hidroksiperoksit)      (başlatıcı radikal)          (peroksi radikali) 
 
 

 

(B) Hidroksiperoksit bir metal iyonu veya farklı bir indirgenle alkoksi (RO.) 

radikalini (veya daha az olasılıkla hidroksi (.OH) radikalini) oluşturmak üzere 

indirgenebilmektedir: 

 
ROOH                        RO.            + OH-  (veya RO- + OH)           (2) 
(hidroksiperoksit)         (alkoksi radikali) 

 

(C)  Diğer mekanizmalara göre daha az önemli olmakla birlikte, yüksek 

sıcaklıklardan daha ziyada oda sıcaklıklarında hidroksiperoksitteki O-O bağı 

parçalanarak alkoksi ve hidroksi radikallerine dönüşebilmektedir : 
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ROOH  RO. + .OH                                                                          (3)                    
 

 
Serbest radikal oluşumunu gerçekleştiren önemli mekanizmalardan bir diğeri olan 

lipid oksidasyonu, aşağıdaki şemada belirtildiği üzere başlangıç, ilerleme ve sonuç 

aşamalarından oluşmaktadır (Porter, 1985): 

 

X. + LH  XH + L                                                                             (4) 
 
 

Başlangıç aşamasında başlatıcı bir radikal (X.) ile yağ asiti (LH) substratının 

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

 

L.+O2  LOO. 

 

LOO.+L’HLOOH + L.                                                                   (5)                           

 
 

 
İlerleme aşamasında, oluşan L. radikaline oksijen eklenmesi ile birlikte peroksi 

radikali (LOO.) meydana gelmekte ve bu peroksi radikali diğer bir yağ asidi 

molekülünden ayrılan bir hidrojen atomu ile birleşerek tekrar hipdroksiperoksitlere 

ve yeni lipid radikallerine dönüşmektedir.  

 
L+ L  

L + LOO.                       Radikal olmayan kararlı ürünler                              (6)  

LOO. + LOO.  

 
Sonuç aşamasında, oluşan radikaller birbirleriyle reaksiyona girerek radikal 

olmayan ester, eter, aldehit, keton ve alkol gibi kararlı bozunma ürünlerine 

dönüşmektedir (Porter, 1985).  
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1.3. Oksijen radikalinin reaktifliği 

 

Çeşitli reaktif türlerin kimyasal reaktivitesi, serbest radikal karakterinde olup 

olmaması durumlarına bakılmaksızın büyük ölçüde değişiklik göstermekte ve 

lipidler, nükleik asitler, proteinler ve karbonhidratlardan oluşan tüm hücre 

bileşenleri içerisinde yer alıp; oksijen, nitrojen, karbon ve sülfür merkezli reaktif 

türleri ile hasara neden olabilmektedir. Serbest radikal oluşumunun artması durumu 

oksidatif stresi tetiklemektedir (Berk ve ark. 2008). Bu durumda oksidatif stres, 

biyolojik sistemlerde pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki dengenin pro-

oksidanlar lehine bozulması olarak tanımlanmaktadır.   

 

Hücreler fizyolojik koşullarda, antioksidan savunma sistemi aracılığı ile hafif 

oksidatif stresi tolere edebilmektedir. Yani, tüm biyolojik hücreler, normal koşullar 

altında tolere edilebilir seviyede oksidatif stres altındadır.  Ancak, hücre içi 

savunma sistemlerinin yeterli olmadığı durumlarda, oksidatif stresin tanımında da 

belirtildiği üzere reaktif oksijen türleri (ROS) ile antioksidanlar arasındaki dengenin 

bozulmasına ve böylece hücrelerde makromoleküller zarar görmektedir. 

(Gutteridge,1994;  Zadak ve ark., 2009; Berger, 2005; Halliwell ve Whiteman, 

2004; Halliwell ve Gutteridge, 1989; Wildburger ve ark., 2009; Sabuncuoğlu ve 

ark., 2011) 

 

Bilindiği gibi, hidrojen peroksit molekülü bir serbest radikal olmamasına karşın, 

oksidan olarak davranabilmektedir. Bunun nedeni, hidrojen peroksidin reaktivitesi 

biyolojik sistemlerde membranları geçerek uzun mesafe ilerleyebilme kabiliyetine 

ve oldukça yüksek reaktiviteye sahip olan hidroksil radikaline (HO.) dönüşüp 

homolitik klavaj yolu ile geçiş metalleriyle reaksiyona girme özelliğine bağlıdır. 

En güçlü oksidan olarak kabul edilen hidroksil radikali (HO.), tüm biyolojik 

bileşenler ile reaksiyona girebilmekte ve bu özelliğinden dolayı radikal bulunduğu 

bölgeyi direk etkilemektedir. Hidroksil radikalinin hücre içerisinde bir kere 



 
 
 

7 
 

oluşması durumunda hücrede karşılaştığı ilk moleküle büyük zarar vermesine sebep 

olmaktadır. 

Hidroksil radikali (HO.) yüksek reaktivitesinden dolayı hidrojen çıkarma 

reaksiyonu ile poliansatüre yağ asitleri, DNA, glutatyon ve kararlı aminoasitler gibi 

pek çok molekülde hasar meydana getirmektedir. Ayrıca reaktif oksijen türleri bir 

çok reaksiyon vasıtasıyla DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar türlerinin 

oluşmasına yol açmaktadır (Dizdaroğlu, 1998). Hidroksil radikali (HO.)  ile ilgili en 

önemli ek reaksiyonlardan biri olan 8-hidroksi-desoksiguanozin (8-OHdG) 

oluşumu, yukarıda belirtilen oksidatif baz hasar ürünlerine örnek olarak verilebilir.  

Bu baz, oldukça duyarlı olup en sık karşılaşılan oksidatif DNA hasarında 

moleküller üzerindeki serbest radikal atağı için parmak izi olarak belirtilmiştir (De 

Martinis ve De Lourdes Pires Bianchi,2002). Guanin, DNA bileşenleri içerisinde en 

düşük iyonizasyon potansiyeline sahip olan ve oksidasyona en yatkın olan baz 

olarak bilinmektedir (Mc Dorman ve ark. 2005). 
 

Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, reaktif oksijen türlerinin  

DNA’da yaptığı 20’den fazla oksidatif baz hasar ürününden biri olup guaninin 8.ci 

karbon atomuna hidroksil radikali atakları sonucu oluşan, oksidatif DNA hasarının 

duyarlı bir göstergesidir. ROS’un DNA’da yaptığı bu baz hasar ürünlerinden en sık 

karşılaşılan ve mutasyon yapma yetisi en iyi bilinen 8-OHdG’dir. Bu ürün, normal 

oksidatif metabolizma sırasında üretilen endojen ROS veya ekzojen kaynaklı ROS 

tarafından DNA’da şekillenen bir mutajendir. OH radikali, guaninin 4., 5. ve 8.ci 

pozisyonlarındaki karbon atomları ile reaksiyona girer ve DNA ürün radikallerini 

oluşturur. OH- radikalinin C-8’e katılması ile oluşan katılma ürünü radikali (C8-

OH) bir elektron ve proton kaybederek 8-OHGua’e okside olmaktadır (De Martinis 

ve De Lourdes Pires Bianchi,2002; Yokuş ve Çakır, 2002). 

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

dönüşüme neden olarak mutasyona eğilimi artırır (Mc Dorman ve ark. 2005). 
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Şekil 1.2.  Hidroksil radikal saldırısının DNA’da gerçekleştirdiği reaksiyonlar, (I) Cu+ 
kataliözrlüğünde DNA’dan hidrojen çıkarma reaksiyonları sonucu DNA bağ kırıklarının 
oluşması; (II) Deoksi-guanozine hidrojen eklenmesi donucu 8-hidroksi-deoksiguanozin 
oluşumu; (III) Hidroksil radikal saldırısının sonuçları (Cadenas, 2013). 
 

 

DNA üzerindeki hidroksil radikal (HO.)  saldırısının Şekil 1.3’te gösterildiği üzere 

DNA bağlarını kırmaya yönelik hidrojen çıkarma reaksiyonları ve temel 

oksidasyonda 8-hidroksidezoksiguanozin birikimine yol açmakta olan ek 

reaksiyonlar olmak üzere iki şekilde olabilmektedir (Cadenas, 2013). 

Mitokondri, sistem homeostazisi esnasında reaktif oksijen türlerinin en önemli 

kaynağı olarak bilinmektedir. Sahip olduğu biyokimyasal özelliklerden dolayı 
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kalıcı ROS üreten organel mitokondridir. Mitokondriyal tek-elektron taşıyıcılarının 

yanı sıra, tekli elektronları dioksijene transfer eden çeşitli oksidazlar da 

bulunmaktadır. Bu oksidazlar hücre membranlarının, sitozolün ve organellerin 

tamamlayıcı birimleridir (Nohl ve ark. 2005). 
.  

   

Şekil 1.3. Mitokondrideki  biyokimyasal reaksiyon sonucu serbest radikal oluşumu şeması. 
(Cadenas, 2013) 

 

In vivo elde edilen hidroksil radikallerinin çoğu, iyonlaştırıcı radyasyona bağlı 

kaldığı süreç haricinde, hidrojen peroksidin (H2O2)  Fenton reaksiyonu vasıtasıyla 

bozunması yoluyla ortaya çıkmaktadır. Fenton reaksiyonu hidrojen peroksidin 

hidroksil radikaline metal bağımlı azalma reaksiyonunu gerektirmektedir. Bakır 

(Cu), demir (Fe) ve kobalt (Co) gibi geçiş metallerinin azalması Fenton tip 

reaksiyonları katalizlemektedir. 

 
Şekil 1.4. Hidroksil radikallerin oluşum reaksiyonları (a) Fenton tip reaksiyon şeması, (b) 
H2O2’nin oksidasyonu sonucu hidroksil radikal oluşum şeması. (Cadenas, 2013). 
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Süperoksit anyonunun (O2

.-)  demir azalmasını içeren ve hidrojen peroksidin (H2O2)  

oksidasyounu içeren tüm reaksiyona bakıldığında şekil 1.5.b’deki aşamalar 

görülmektedir.  Bağıntıda (7) son satırda belirtilen  Haber-Weiss reaksiyonu olarak 

bilinmektedir. Bu reaksiyon, oldukça yavaş hızda seyretmektedir.  Fenton 

reaksiyonu, biyolojik çevrede hakim olan hidrojen peroksidin metal katalizli 

azalmasıdır. Reaktif oksijen türlerinin gerçek kaynakları içerisinde süperoksit 

anyonu (O2
.-)   ve hidrojen peroksit (H2O2) , ayrıca muhtemel olarak da tek 

elektronlu oksijen olduğu belirtilmektedir.  

 

Reaktif oksijen türlerinin gerçek kaynakları içerisinde süperoksit anyonu (O2
.-)  ve 

hidrojen peroksit (H2O2), ayrıca muhtemel olarak da tek elektronlu oksijen olduğu 

belirtilmektedir. Hidrojen radikali oluşumu, hücresel kararlı durumda süperoksit 

anyonu (O2
.-)  ve hidrojen peroksitin (H2O2),  her ikisinin de seviyesine bağlı 

olduğu gibi, fenton reaksiyonu kaynaklı hidroksil radikalini (HO.) gerektirmektedir 

(Cadenas, 1989). 

 

 
1.4. Oksidanların hücresel hasara etki mekanizmaları 

 

Oksidanlar aracılığı hücresel hasarlarla ilgili literatürde çok sayıda bilgi olup, 

bunların altında yatan nedenler de çok geniş bir spektrumda değişmektedir. 

Süperoksit anyonu (O2
.-)  ve hidrojen peroksidin (H2O2),  hidroksil radikali (HO.) 

ve singlet oksijenden (1O2) daha az reaktif olduğu açıkça bildirilmiştir. Buna 

rağmen, uygun bir biyolojik ortamda ilk iki türün çeşitli biyomoleküllerin hasarına 

yol açan önemli kimyasal aktivitelerinin olduğu bilinmektedir (Stadtman, 2004).  

Reaktif oksijen türlerinin proteinlerdeki oksidasyon mekanizmaları aminoasitler 

üzerinde yapılan çalışmalar ile aydınlatılmıştır; örneğin,  basit peptidler ve 

proteinler iyonize radyasyona maruz bırakılmış ve hidroksil radikali veya 

hidroksil/süperoksit radikal karışım formları elde edilmiştir.(Stadtman, 2004)  

Yapılan bu çalışmalar göstermiştir ki, dioksijenden peroksil radikaline 

dönüşebileceği aerobik koşullarda hidroksil radikalleri ile reaksiyona giren 
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proteinden bir hidrojen çıkarılması durumunda protein polipeptid omurgasından 

karbon merkezli radikale dönüşmesine sebep olmaktadır. (Stadtman, 1992) 

Aminoasitlerin serbest oksijen gruplarına duyarlılıkları farklılık göstermekle 

beraber, sistein, sistin, metiyonin, histidin, triptofan ve tirozin serbest radikallere 

karşı daha fazla duyarlılık göstermektedir. Süperoksit grubunun bu aminoasitler 

üzerine etkisinin daha sınırlı olduğu bildirilmekle birlikte, bu grup sistein, histidin, 

tirozin ve triptofan ile yavaş bir şekilde reaksiyona girerken, diğer gruplar ile 

gerçekleşen tepkime daha hızlı olmaktadır. Serbest oksijen radikallerinin etkisi 

sonucunda proteinlerde çeşitli yapısal bozukluklar ortaya çıkmaktadır (Arıcıoğlu, 

1994; Kaneko, 1980) . Karbonhidratlarda oluşabilecek hasarlara bakıldığında, bağ 

dokunun dayanıklılığının sağlanmasında etkin rol oynayan hiyaluronik asitin 

özellikle süperoksit grubundan etkilenerek bağ dokuda bozulmalara ve bağ doku 

sıvısının akışkanlığının kaybolmasına neden olduğu bildirilmiştir (Kaneko, 1980).  

Serbest oksijen grupları DNA üzerinde etki göstererek nükleik asitlerin yapısal 

değişikliklerine neden olmakta ve sonucunda kromozomlarda meydana getirdiği 

değişikliklerle beraber mutasyonlara neden olmaktadırlar. Bu olayla birlikte DNA 

hasarları ve mutasyonlar meydana gelmektedir  (Arıcıoğlu, 1994; Kaneko, 1980; 

Comporti, 1993) . 

 

Serbest oksijen gruplarının biyolojik sistemler üzerindeki en önemli etkileri lipidler 

üzerinde gösterilmiştir. Bu olay poliansatüre yağ asit rezidülerini içeren ve 

oksidasyona oldukça duyarlı olan fosfolipidler üzerindeki oksidatif hasar lipid 

peroksidasyonu olarak bilinmektedir (Esterbauer ve ark., 1991; Marnett, 1999). 

Lipid peroksidasyonu kısaca zar hücrelerdeki zar fosfolipidlerinin yükseltgenerek 

peroksit türevlerine dönüşmesi olayı şeklinde tanımlanmaktadır (Arıcıoğlu, 1994; 

Comporti, 1993; Draper, 1990). 

 

Hücre zarları gibi mitokondriyal ve mikrozomal zarların fosfolipidlerinde 

doymamış yağ asitlerinin fazla miktarda bulunması sonucunda lipid 

peroksidasyonuna daha duyarlı olduklarını bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu 

zarın yapı ve görevlerinde bozukluklara neden olmaktadır. Ayrıca lipid 
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peroksidasyonunun sonucunda ortaya çıkan ürünlerden bazılarının mutajenik etki 

göstermekte olduğu bildirilmiştir (Comporti, 1993; Draper, 1990; Wills, 1987).  

 

Hidroksil radikali (HO.) için özellikle biyolojik makromoleküllerle etkileşimini 

kapsayan çok önemli özellikler tanımlanmıştır. Örneğin,  yüksek elektrofiliklik ve 

yüksek termokimyasal aktivitenin kombinasyonu ve ürünün şekli DNA yakınında 

(bölgeye özel mekanizma) meydana gelebilmektedir ve DNA molekülünün tüm 

komponentleri ile reaksiyona girdiği bilinmektedir. Purin ve pirimidin bazları 

birlikte deoksiriboz iskeletine de hasar vermektedir (Dizdaroğlu ve ark. 2002). 

Genetik materyalin çeşitli modifikasyonları bahsedilen oksidatif hasar, beraberinde 

mutagenez,  karsinogenez ve yaşlanmayı getirmektedir ve buna dayanılarak çeşitli 

kanser dokularının serbest radikal kaynaklı DNA hasarından meydana geldiği 

belirtilmiştir  (Valko ve ark. 2006).  ROS-kaynaklı DNA hasarı tek veya çift zincirli 

DNA hasarlarına, purin, pirimidin veya deoksiriboz modifikasyonlarına ve DNA 

cross-linklerine neden olmaktadır (Valko ve ark. 2006). Ayrıca DNA hasarı 

karsinogenez ile alakalı olan transkripsiyonun durması veya uyarılması, sinyal 

transdüksiyon yolaklarının indüklenmesi, replikasyon hataları ve genomik 

kararsızlık ile sonuçlanabilmektedir (Dizdaroğlu ve ark. 2002; Marnett, 2000). 

DNA’da guanin gibi bazlara hidroksil radikali (HO.) eklenmesi olayı çok hızlı bir 

şekilde ilerlemekte ve nükleobaz oksidatif hasar için parmak izi olarak kullanılan 8-

hidroksi-dezoksiguanozinin oluşumuna yol açmaktadır (Halliwell ve Gutteridge, 

1999) (Bkz.Şekil 1.3). 

 

Reaktif oksijen türleri DNA’yı farklı seviyelerde hasara uğratabilmektedir: 

(Cadenas, 2013) hidroksil radikali katılma reaksiyonları yoluyla tek iplikli bazların 

zarar görmesine neden olabilmektedir. (örneğin. 8- hidroksidezoksiguanozinin 

formasyonu) ve H çıkarılması ile tek iplikli DNA’da çentik oluşturabilmektedir 

(ssDNA nick) veya çift iplikli DNA bağlarını kırabilmektedir (dsDNA break). 

Replikasyondan sonra ssDNA çentiği dsDNA kırığına dönüşebilmektedir (Cadenas, 

2013). Serbest bir radikalin DNA’yı okside etmesi mutajenite ve karsinojenite 

açısından önem teşkil etmektedir. Buna karşın DNA baz modifikasyonlarını tamir 
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edebilecek temel spesifik mekanizmalar mevcuttur (Evans ve ark., 2004; Kasai, 

2002). 

 

1.5. Oksidatif stres ve kalp fonksiyonları ile ilişkisi 

 

Kronik ve geri dönüştürülemeyen hastalıklar içerisinde yer alan kardiyovasküler 

sistem hastalıkları her geçen gün dünya çapında yayılmaya devam etmektedir 

(Hoffman ve ark., 2004) . Miyokardiyal enfarktüsü de dahil olmak üzere akut 

koroner sendromları, birincil ve ikincil tedavi yöntemleri geliştirilmeye devam 

ederken, güçlü redoks-duyarlı bileşikler ile batı ülkelerindeki ölümlerin çoğuna 

sebep olan en tipik patolojik olaylar olarak bilinmektedir.  Akut miyokardiyal 

enfarktüsü (AME) tedavisinde tek etken yol iskemik dokuya kan akışının hızlı bir 

şekilde gerçekleştirilmesi olarak belirtilmiştir. Ancak, reperfüzyonun aşırı 

yaralanma ile ilişkili olduğu ve iskemi-reperfüzyon süresinin uzunluğunun bu 

hasarın ölçüsünün önemli bir belirleyicisi olduğu bildirilmiştir (Ferdinandy ve 

Schulz, 2003; Hoffman ve ark.,2004). Reperfüzyon başlangıcından saatler sonra 

bile devam edebilen ROS/RNS üretimi, reperfüzyon hasarının (Bolli ve ark., 1989)  

ve inflamatuar hücrelerin oluşumunda önemli rol oynamaktadır (Simoons ve ark., 

1986).   

 

Koroner arter hastalığında, inflamatuar süreç, oksidatif stresi de içeren, diyastolik 

ve sistolik fonksiyon bozuklukları ile birlikte kardiyak hasara yol açan zararlı 

olayların kısır döngü olarak gerçekleşmektedir (Toyokuni, 1999).  Bu nedenle, 

kardiyak hasarın ve fonksiyon bozukluğunda iskemik hasarla birlikte 

reperfüzyonun da etkili olduğu belirtilmiştir. Ayrıca, iskemi/reperfüzyon hasarının 

çeşitli yolaklar aracılığı ile hücre uyarılabilirliğini ve iletim sisteminde oluşturduğu 

değişiklikler ile artimilere sebebiyet verebilmektedir (Majidi ve ark., 2009; Lopes 

ve ark., 2012). 

 Özellikle yaşlanma ve geri dönüştürülemeyen akut olaylar sonucunda redoks 

dengesi sağlıklı (sinyal) durumdan hastalık (stres) durumuna doğru kayma meydana 

getirmektedir. Normal kardiyovasküler performans, redoks dengesi de dahil olmak 
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üzere, bir çok karmaşık fizyolojik ve biyokimyasal olayın denge halinde olmasını 

gerektirmektedir (Pagliaro ve Penna, 2014).  

 

Oksidatif/ nitrosatif/ nitratif stres adları verilen hücre içi oksidasyon-redüksiyon 

dengesizliği, arterosklerozis, kronik iskemik kalp hastalığı, kardiyomiyopati, 

konjesif kalp yetmezliği, ritim bozukluğu gibi rahatsızlıkların yanı sıra, 

kardiyovasküler sistemin iskemi/reperfüzyona karşı daha duyarlı hale gelmesi ve 

bir çok dejeneratif hastalığın oluşması ve gelişmesine katkıda bulunmaktadırlar  

(Lopes ve ark., 2012; Tullio ve ark., 2013). Artan ROS/RNS formasyonları 

reperfüzyon/kaynaklı hasarın en önemli sebeplerinden birisi olarak gösterilmiş ve 

reperfüzyon sırasında, artan O2- ürünlerinin diğer ROS/RNS ürünleri ile birlikte 

miyokardiyal fibrilleri okside edip hücre ölümlerine sebep verdiği belirtilmiştir 

(Zhao, 2004). 

 

İzole edilmiş kalplerde yapılmış olan çalışmalarda, oksijen radikali oluşumuna yol 

açan her olayın yüksek enerjili fosfatlarda azalmaya, kontraktil fonksiyon kaybına 

ve yapısal anormalliklere neden olduğu gösterilmiştir. Katekolaminerjik stresin 

indüklediği kalp rahatsızlıklarının araştırmalarında yapılan in vitro çalışmalarda 

katekolaminlerin otooksidasyonunun serbest radikal üretimini başlatarak kardiyak 

disfonksiyonuna yol açtığına dair bulgular elde edilmiştir (Singal et al. 1983). 

Bunun yanında, miyokard infraktüsü sırasında iskemi-reperfüzyon hasarında 

serbest radikallerin rolü ortaya konmuş ve bunun sarkoplazmik retikulumdaki Ca2+ 

transportunda azalmayla oluştuğu gösterilmiştir (Hess et al. 1983). Kalp 

hastalıklarının patogenezinin aydınlatılması açısından yapılan in vitro ve in vivo bu 

tip çalışmalarda serbest radikallerin artmasının önemi ortaya konmuştur. 

Endotel tabakası, vasküler tonus, trombosit adhezyonu, inflamasyon, fibrinoliz ve 

vasküler proliferasyonu düzenleyen medyatörleri sağlayarak homeostazı 

korumaktadır. Endotel fonksiyonunun bozulması bu olaylar serisini olumsuz 

etkileyerek kardiyovasküler risk oluşturmaktadır (Nedeljkovic et al. 2003). Bu 

alandaki gelişmeler, oksidatif stresin vasküler disfonksiyon mekanizmalarını 

kolaylaştırdığını düşündürmektedir. 
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Ateroskleroz için risk faktörleri olan hiperlipidemi, diyabet, hipertansiyon ve 

yaşlanma gibi etkenler, endotel vasküler düz kas hücresi ve adventisyal hücrelerden 

reaktif türlerin salınımına yol açmaktadır (Harrison, D., 2003).  Bu reaktif oksijen 

türleri de aterogenez sürecinde rol alan bir çok önemli olayı başlatmaktadır. Bunlar 

arasında, adhezyon molekülü ekspresyonu, vasküler düz kas hücre proliferasyonu 

ve migrasyonu, endotelde apoptoz, lipidlerin oksidasyonu (okside LDL), proteolitik 

matriks metalloproteinazların (MMP) aktivasyonu ve vazomotor aktivitede 

değişiklikler yer almaktadır. Bu süreçte ksantin oksidaz, (NAD(P)H oksidaz, nitrik 

oksit sentetaz (NOS) ve mitokondriyal enzimler rol oynamaktadır (Houston ve ark. 

1999; Griendling ve ark.2000). Erken dönemde endotel disfonksiyonu ile başlayan 

süreç, oksidan uyarının devamı ve antioksidan enzim aktivitesindeki yetersizlik 

devam edecek olursa, hızla aterosklerotik plaktan koroner arter hastalığına dek 

ilerleyebilmektedir (Luft, 2005; Heinecke, 2003). İnsan koroner arterlerinden elde 

edilen örneklerde SOD gibi antioksidan enzim aktivitesinde azalmanın gösterilmiş 

olması, oksidatif stres ve ateroskleroz ilişkisinin güçlü bir kanıtıdır (West ve ark. 

2001).  

 

Dolaşımdaki homeostaz kontrolü, vasküler endotelin kimyasal, hormonal ve 

hemodinamik değişikliklere olan yanıtına bağlıdır. Hipertansiyonda, endotelle 

ilişkili vazodilatör sistemlerdeki bozukluklar endotel disfonksiyonuna neden 

olmaktadır (Rathaus ve Bernheim, 2002). 

 

Oksidatif stresin etkilediği en önemli rahatsızlıklardan biri kalp yetersizliğidir. Kalp 

yetersizliği gelişen hastalarda SOD, CAT, GSH-Px ve E vitamini gibi miyokardiyal 

antioksidanlar azalırken, serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin arttığı 

gösterilmiştir (Hill ve Signal, 1996). Bununla birlikte in vitro çalışmalar ve hayvan 

modellerinde iskemi/reperfüzyon, miyokard infarktüsü ve kronik basınç yükselmesi 

(hipertansiyon) gibi durumların oksidatif stres oluşturarak apoptoz yoluyla miyosit 

kaybına neden olduğu da gösterilmiştir (Benjamin ve Schneider, 2005; Giordano, 

2005; Kaul ve ark., 1993).  
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Serbest oksijen radikallerinin doğrudan gösterildiği kardiyak sorunların başında 

reperfüzyon hasarı gelmektedir. Reperfüzyon hasarı, tıkanmış koroner arterin 

açılmasından sonra iskemik olan alana oksijenli kanın gelmesinin yarattığı olaylar 

zincirini takiben miyokard hücre hasarının artmasıdır. Bu olay kalpte geri 

dönüşebilir (miyokardiyal stunning) olabileceği gibi, geri dönülmez (miyokard 

infarktüsü) olayların başlangıcı da olabilmektedir. Hasar oluşumunda hücresel 

mekanizma olarak, koroner endotel hücreleri, dolaşımdaki kan hücreleri ve 

kardiyak miyositlerden artmış serbest oksijen radikali oluşumu sorumlu 

tutulmaktadır (Lucchesi,1990). Bunu destekleyen birinci bulgu, post-iskemik 

miyokarda serbest oksijen radikallerinin artmış olduğunun göstergesi olmasıdır. 

Diğer bir kanıt, dışarıdan serbest oksijen radikali verilmesinin iskemi/reperfüzyon 

hasarına benzer bir hasar meydana getirdiği tespit edilmiş olmasıdır. Dışarıdan 

H2O2 perfüzyonunun, reperfüzyon hasarının özellikleri olan hücresel K+ kaybı, 

yüksek enerjili fosfat bileşiklerinin azalması, intraselüler Ca+2 artışı, miyosit 

kasılma gücünün zayıflayıp gevşemenin giderek azalması, metabolik fonksiyonun 

yavaşlaması ve aritmiler gibi bozukluklara neden olduğu gösterilmiştir (Bolli, 1990; 

Weiss ve ark. 1993; Tarr ve Valenzeno, 1993). Öne sürülen mekanizma, serbest 

oksijen radikallerinin mitokondri, sarkoplazmik retikulumdaki iyon transport 

proteinleri ve enzimleri inaktive etmesi, lipid peroksidasyonuyla bu yapıları hasara 

uğratarak Ca2+ homeostazını bozması olarak belirtilmiştir.  

 

Kalp hastalıklarına karşı miyokardiyal savunma açıdan birkaç aşama 

göstermektedir. Birincil savunma hücre içi antioksidanlardan (SOD, CAT, GSH-Px, 

GSH-redüktaz vb.) oluşmaktadır. İkincil savunma lipolitik ve proteolitik enzimleri 

(proteaz, fosfolipaz vb.) içermektedir. Üçüncül savunma ise, oksidatif stres 

sonucunda artan reaktif oksijen türleri ile başa çıkabilme amacıyla, kalpteki gen ve 

proteinlerden (redoks duyarlı transkripsiyon faktörü olan) nükleer faktör kB (NF-

kB) ve aktivatör protein (AP-I) ile Bcl-2 geni sayesinde hücre içi antioksidanların 

üretiminin arttırılmasıdır (Aral ve Türkmen, 2002). 
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1.6. Oksidatif stres ve diyabet ile ilişkisi 

 

Diyabet, günümüz insanının yaşam şartlarından dolayı tüm dünyada hızla yayılan, 

yüksek mortalite ve morbidite tehlikesi taşıyan bir hastalıktır. Yapılan çalışmalarda 

deneysel olarak diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid 

peroksidasyonunun önemli derecede arttığı ve oksidatif stresin diyabet 

etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolü olduğu bildirilmiştir (Pitkanen ve ark. 1992). 

Bunlar ek olarak, uzamış oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede görülen 

değişikliklerin, diyabetin kronik komplikasyonlarının ortaya çıkışı ile de ilişkili 

olabileceği araştırmacılar tarafından vurgulanmaktadır (Van Dam ve ark., 1995; 

Bukan ve ark., 2003). 

 

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarının reaktif oksijen türleri ile olan lişkisini 

gösteren çalışmalarda, enzimatik olmayan glikasyon, enerji metabolizmasındaki 

değişikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve 

iskemi-reperfüzyon sonucu oluşan doku hasarının serbest radikal üretimini arttırdığı 

(Baynes ve Thorpe, 1999) ve antioksidan savunma sistemini değiştirdiği 

vurgulanmaktadır (Altan ve ark, 1994 a,b; Saxena ve ark., 1993; Elmalı ve ark., 

2004; Kılıç ve ark., 1998). 

Oksidatif strese en duyarlı yapılardan biri olduğu bilinen beta hücrelerinde 

gözlenen hasarın, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandığı 

düşünülmektedir (Robertson ve ark. 2004). 

 

Hidrojen peroksitin, yüksek aktiviteye sahip bir ROS ürünü olan OH radikaline 

dönüşmesi sonrası insülin reseptör sinyal sistemi üzerinde etkili olduğu ve insülin 

tarafından reseptör aracılığı ile düzenlenen sinyal transdüksiyon yollarında anahtar 

bir yol oynayabileceği görüşü araştırmacıların savları arasında bulunmaktadır 

(Houslay, 1991; Donalth ve ark. 1999). Glikasyon aracılı serbest radikal üretiminin 

insülinin gen transkripsiyonunu azalttığını ve beta hücre apoptozuna yol açtığını 

gösteren çalışmaların bulguları bu görüşü destekler niteliktedir (Houslay, 1991; 

Donalth ve ark., 1999). 
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Diyabet oluşturulan sıçan deney modellerinde oksidatif stres belirteci olarak 

değerlendirilen 8-OHdG düzeylerinde de artış gözlenmiştir (Ihara ve ark., 1999).  

 

Çalışmamızda, metabolik sendromlu hayvanları tercih etme sebebimiz, metabolik 

sendrom kontrol altına alınmadığı durumlarda kronik diyabet oluşumu ve daha 

sonrasında oluşabilecek sistemik bozuklukların temeli olarak bilinmektedir. 

Metabolik sendrom, insülin direnci ile başlayan abdominal obezite, glukoz 

intoleransı veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter 

hastalığı (KAH) gibi sistemik bozuklukların birbirine eklendiği ölümcül bir 

endokrinopati olarak tanımlanmıştır (Metabolik sendrom kılavuzu, 2009). 

Metabolik sendromun patofizyolojisinde sempatik nöral faktörlerin rol oynadığı 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (Meaney ve ark. 2008; Dalle-Donne ve ark. 

2006).  Son yıllarda yapılan çalışmalar metabolik sendromun gelişiminde oksidatif 

stresin rol oynadığı hipotezi üzerinde yoğunlaşmıştır. Bu hastalığın önemli 

komponentlerinden hiperglisemi ve inflamasyonda reaksif oksijen türlerinin 

oluşumu ve NADPH oksidazın aşırı aktivasyonu sonucunda oksidatif stresin arttığı 

gösterilmiştir (Demircan ve ark. 2008). 

 
Vücut kitle indeksi, kan basıncı ve trigliseritemi ile NO düzeyleri arasındaki negatif 

korelasyon ve metabolik rahatsızlıkları olan hastalarda düşük NO (Sun ve ark. 

2006) düzeyleri, bu prosese nitrit oksit biyoyararlanımındaki azalmanın eşlik ettiği 

bulgusunu (Barbato ve ark., 2005) desteklemektedir. Bunun yanı sıra, metabolik 

sendromda oksidatif ve nitrozatif stresin belirteçlerinden olan okside olmuş plazma 

proteinlerinin (Maeney ve ark., 2008)  ve peroksitlerin düzeylerinin (Demirbağ ve 

ark., 2006)  arttığı ve total antioksidan aktivitenin azaldığı (Demircan ve ark,2008; 

Demirbağ ve ark., 2006; Ford ve ark., 2003)  gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 



 
 
 

19 
 

1.7. Redoks sistemleri ve antioksidan enzimler 

Oksidan oluşturulmasına ek olarak, hücresel redoks durumu indirgeyiciler veya 

antioksidan moleküller ve enzimler tarafından yakından kontrol altında 

tutulmaktadır. Bu nedenle, hücre içerisinde ROS aşırı üretiminin önlenmesi ve 

hücrenin bu sebepten meydana gelecek oksidatif stres kaynaklı hasarlardan 

korunabilmesi amacıyla bir çok önemli biyolojik redoks sistemi ve antioksidan 

enzimler bulunmaktadır. Antioksidanlar, hücrenin redoks düzenlenmesinde rol 

oynayan, oksidatif stresi nötralize eden ve hücreleri oksidatif stres kaynaklı 

hasarlara karşı koruyan araçlardır (Turan, 2010).  

 

Organizmalar, sistemlerini ve mekanizmalarını serbest radikallerin ve reaktif 

metabolitlerin toksik etkilerine karşı korumak için koruyucu sistemler 

geliştirmişlerdir (Durackova, 1998). Koruma üç aşamalı olarak organize edilmiştir: 

(a) serbest radikal formasyonu katalize eden enzimleri inhibe eden sistemlerin 

oluşumu; allopurinol tarafından inhibe edilebilen veya demir ya da geçiş metalleri 

tarafından yakalanan ve serbest radikal oluşumu sürecinde katalitik aktivitesini 

elimine etmesine neden olan süperoksitlerin oluşumunu gerçekleştiren ksantin 

oksidaz bu kategoriye dahildir, (b) birincil koruma sistemi etkili olmadığı ve serbest 

radikaller ile reaktif moleküllerin buna rağmen oluştuğu durumlarda, temizleyici ve 

tuzakçılar harekete geçerek serbest radikallerin yüksek reaktivitesini radikal 

olmayan ve toksik olmayan metabolitlere dönüştürmektedirler. Bu tip bileşikler 

antioksidanlar olarak adlandırılmaktadır ve biyolojik öneme sahip moleküllerin 

serbest radikaller ile reaktif metabolitlerin oksidasyonlarına karşı korumakla 

görevlidirler. (c) Organizmanın korunma görevi bu seviyeye kadar halen 

gerçekleştirilememiş ise tamir sistemleri proteinazın oksidatif modifiye proteinlere, 

lipazların oksidatif hasarlı lipidlere veya DNA tamir sistemlerinin modifiye DNA 

bazlarına dönüşmesi gibi olayları organize ederek tamirini sağlamaktadır 

(Durackova, 1998). 
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Antioksidanlar, antioksidatif moleküllerinin büyüklüklerine bağlı olarak çeşitlilk 

göstermektedir ve yüksek-moleküler-ağırlıklı ile düşük-moleküler-ağırlıklı 

bileşikler olarak sınıflandırılmaktadırlar. Endojen ve yüksek moleküler ağırlıklı 

antioksidanlar arasında süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz, 

albumin, transferin ve metallotionein örnek verilebilirken, düşük moleküler ağırlıklı 

antioksidanlar ise ürik asit, askorbik asit, lipoik asit, glutatyon, tokofenol (vitamin 

E), ubikuinol (CoQ) ve flavonoidler/polifenoller örnek verilebilir. Ayrıca 

organizmanın dışarıdan özellikler polifenik bileşikleri sentezleyen ve flavonoidlerin 

içerisinde bulunduğu bitkisel besin ile aldığı, vitamin C ve vitamin E de 

antioksidanlar arasında yer almaktadır. (Williams ve ark. 2004; Durackova, 2008) 

Bir bileşiğin in vivo etkili bir antioksidan olarak tanımlanabilmesi için (1) biyolojik 

olarak efektif reaktif metabolitlerle reaksiyona girebilmelidir; (2) reaksiyon sonrası 

oluşan prooksidan+antioksidan ürünü organizma için prooksidan formundan daha 

fazla toksik olmamalıdır; (3) antioksidan organizmada etkili konsantrasyonda 

mevcut olmalıdır; (4) antioksidanın yarılanma ömrü oksidan ile reaksiyona 

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

 

Glutatyon sistemi (GSH), birçok biyokimyasal yolak için indirgeyici eşdeğerler 

sağlayarak çeşitli hücre tiplerinde redoks durumunu düzenlemekte önemli göreve 

sahip olan glutatyonu içermektedir. Glutatyon, glutatyon S-transferaz halinde bir 

sülfidril tamponu gibi davranarak bileşiklerin toksisitesini ortadan kaldımaktadır 

(Nordberg ve Arner, 2001; van Bladeren, 2000). Glutatyon peroksidaz (GSHPx) 

H2O2 ve lipid peroksitlerini etkili bir şekilde azaltarak su ve lipid alkollerine 

dönüştürmektedir. GSHPx/GSH sisteminin, düşük oksidatif stres seviyeleri için 

temel savunma yolu olduğu düşünülmektedir (Wassmann ve ark., 2004). 

 

Protein oksidatif kaynaklı hasarlaına karşı hücresel korumayı, fizyolojik koşullar 

altında proteinlerin indirgenmesini sağlayan Tiyoredoksin (Trx) sistemi 

gerçekleştirmektedir. Trx sistemi, protein disülfitlerinin azalmasını katalizleyen ve 

poksidasyona karşı duyarlı proteinlerin fizyolojik fonksiyonlarının düzenlenmesini 
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sağlayan tiyoredoksin, tiyoredoksin redüktaz ve NADPH içeren bir tiyol-disülfit 

oksiredüktaz sistemidir (Turan, 2010). 

 

1.8. Serbest radikal tespit ve ölçme yöntemleri 

 

Redoks biyokimyasını anlayabilmek için, çeşitli modifikasyonlara karşı hedef olan 

biyomoleküllerin sağlam ve hastalıklı durumlarda tanımlanabilmesi gerekmektedir. 

Modifikasyonlar gibi spesifik radikallerin nerede ilk oluşturulduğunu, metabolik 

aktif sistemlerde biyomolekül merkezli serbest radikallerin selüler ve subselüler 

yerleşim yerlerinin ve bunların canlının tümünde lokalize olduğu yerin 

tanımlanmasını içermektedir  (Gomez-Mejiba ve ark. 2009). 

 

Protein ve DNA gibi oksidatif kaynaklı biyomoleküllerin hasarı sonucu protein ve 

DNA merkezli radikallerin oluşumu genellikle ilk elektronun veya hidrojen 

atomunun çıkarılması yoluyla oluşmaktadır (Hawkins ve Davies, 2001; Cadet ve 

ark. 2003). Bu biyomolekül merkezli radikaller genellikle hızla parçalanabilen; 

oksijenle reaksiyona girerek fragmantasyona veya post-translasyonal 

modidikasyonlara neden olan ya da biyomoleküller veya antioksidanlarla birlikte 

yığılmaya ve atılmaya neden olmaktadırlar  (Hall ve ark. 1996; Stadtman, 1995; 

Halliwell ve Whiteman, 2004). 

 

Bir atom, iyon veya molekül olabilen bir serbest radikal dış orbitalinde sahip 

olduğu yalnızca bir adet çiflenmemiş elektrondan dolayı genelde çok reaktif ve 

kararsızdır, bu karakteri paramagnetik özelliği ile açıklanabilmektedir. Bakır gibi 

bazı paramagnetik geçiş metalleri istisnalar arasında sayılabilmektedir. 

Çiftlenmemiş elektron bu türlere, bahsedilen paramagnetik özellikleri sağlayarak, 

serbest radikallerin tespitini sağlamak için kullanılan ve “altın standart” olarak 

nitelendirilen elektron spin rezonans (ESR) (veya EPR:Elektron paramagnetik 

rezonans) spektrofotometri yöntemi için gerekli olan kararlılığı sağlamaktadır  

(Mason,2000). 
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Protein ve DNA merkezli radikaller yüksek reaktivite özelliklerinden dolayı, her ne 

kadar ribonükleotid redüktazın tirozil radikali gibi bir alternatif mevcut olsa da, 

radikallerin bozunup diyamagnetik türlerin (ESR-silent) oluşturulması için  

genellikle yalnızca mikrosaniyeler ile saniyeler arasında değişen kararlılığa 

sahiptirler  (Gräslund ve ark., 1985). 

 

ESR’ın serbest radikal tespit yöntemleri arasında önemli derecede avantajlı olduğu 

bilinmektedir (Davies ve Slater, 1988). Bununla birlikte ESR’ın hücrelerde ve 

dokulardaki fizyolojik koşullar altında serbest radikallerin kararlı-durum (steady-

state) konsantrasyonlarındaki ilişkisindeki zayıf hassasiyet göstermesi ve bazen de 

strese sebep olması çalışmalardaki en önemli limitleyici özelliği olarak belirtilmiştir 

(Gomez-Mejiba ve ark. 2014). 

 

Spin yakalama, kimya ve biyolojide elektron paramanyetik rezonans (EPR=ESR) 

tekniği kullanımı ile kısa süreli serbest radikallerin saptanmasını ve tanımlanmasını 

sağlayan bir analiz tekniğidir. ESR spektroskopisi, serbest radikallerdeki 

çiftlenmemiş elektronlar gibi paramanyetik türleri tespit etmektedir. Ancak, 

radikallerin yarılanma ömürlerinin ESR ile tespit edilebileceğinden daha kısa 

olması, spin yakalayıcılar adı verilen, radikal ürünleri ile daha kararlı bileşikler 

oluşturabilen ve ESR spektrofotometrisi ile tespit edilebilecek paramanyetik 

rezonans özelliğine sahip olan ürünleri geliştirmeye yönlendirmiştir. Kısa ömürlü 

radikallerin radikal-ekleme reaksiyonları ile tespit etme yöntemi ilk olarak 1965 

yılında E.G. Janzen tarafından uygulamıştır. ESR üzerindeki sınırlandırmalar 

1960’lı yıllarda serbest radikalin karbon ucuna nitron fonksiyonunda olan bir spin 

trap (spin-yakalayıcı) eklenmesi ile spin trapping tekniğinin geliştirilmesine yol 

açmıştır (Janzen, 1984). Bu reaksiyon sonrasında ESR spektroskopi ile görülebilen 

daha kararlı bir serbest radikal, nitroksit radikal bileşiği veya radikal bileşiği 

oluşturulmaktadır (Janzen, 1984). 
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Serbest radikal çalışmalarında spin trapping kullanılmasının sağladığı en büyük 

avantaj serbest radikallerin artan kararlılıkları ile radikal bileşiklerin 

konsantrasyonlarının artması olarak belirtilmiştir (Mason, 2000). 

Bu buluş biyolojik sistemlerdeki oksidatif proses çalışmalarında ESR-spin 

yakalama rönesansına yol açmıştır  (Davies ve Hawkins, 2004; Augusto ve Muntz 

Vaz, 2007). Üstelik serbest radikal metabolitleri, proteinler ve nükleik asitler ESR-

spin trapping tarafından hem in vitro hem de in vivo olarak tespit edilmektedir 

(Mason, 2000). 

 

Nitroso ve nitron bileşikleri gibi bir çok spin yakalayıcı (trap), biyolojik 

sistemlerdeki serbest radikal çalışmalarında kullanılmaktadır (Davies ve Hawkins, 

2004; Augusto ve ark., 2007; Davies ve ark. 1991). Nitron spin yakalayıcıları, 

fizikokimyasal özellikleri, membran permeabilitesi, (Davies ve ark., 1991; Janzen 

ve ark., 1996), serbest radikalleri yakalayabilme efektifliği  (Davies ve ark., 1991)  

ve düşük toksisitesinden (Jenzen ve ark., 1995) dolayı hem ESR spektroskopisinde 

radikalleri tespit etmek amacıyla (Davies ve Hawkins, 2004; Davies ve ark., 1991)  

hem de oksidatif-stres aracılı hasarlara karşı farmakolojik ajanlar olarak 

kullanılmaktadır  (Villamena ve ark. 2012; Floyd ve ark. 2008). 

 

Kullanılmakta olan spin yakalayıcılar içerisinde en popüler olanları  5,5-dimetil-1-

pirolin N-oksit (DMPO) (Janzen ve ark. 1989) ve alfa-fenil N-tertiari-bütil nitron 

(PBN) (Ramirez ve Mason, 2005) gösterilmektedir. Daha az kullanılan spin 

yakalayıcılar arasında, 3,5-Dibromo-4-nitrozobenzensülfonik asit (DBNBS) gibi  

C-nitroso spin yakalayıcıları da kullanılmaktadır. Bir diğer spin yakalayıcı olan 5-di 

izo-propoksifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oksit (DIPPMO), mitokondr bünyesindeki 

süperoksit ürünlerinin ölçümü için kullanılmaktadır (Ramirez ve Mason, 2005). 

Radikal bileşiğinin daha yüksek kararlılığa sahip olması, serbest radikal 

oluşumunun belirli bir oranda daha yüksek konsantrasyonda radikal bileşiği 

oluşumunu sağlamaktadır  (Davies ve Hawkins, 2004).  ESR-spin trapping 

deneylerinde başarı sağlanabilmesi için en önemli faktörün genellikle radikal 

bileşiğinin yarılanma ömrü olduğu belirtilmiştir (Mason, 2000).  
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Buna ek olarak, direk ESR’dan farklı olarak, spin trapping metodunun spin-

trapping reaksiyonunun mutlak kararlılığına bağlı olduğu bilinmektedir 

(Ranguelova ve Mason, 2011). Önemli olarak, nitron spin yakalayıcılarının, 

elektrofilik ve nükleofilik ekleme reaksiyonları yolu ile serbest radikaller ve radikal 

olmayan bileşiklerle reaksiyona girdiği bilinmektedir (Nash ve ark. 2012). 

Radikal bileşiklerin artifaklarının DMPO ile reaksiyonu ters-spin trapping (spin 

yakalayıcının bir-elektron oksidasyonu) ve Forrester-Hepburn (spin trapin 

nükleofilik eklemesi) olarak iki alternatif mekanizma ile gösterilmiş ve tartışılmıştır 

(Ranguelova ve Mason, 2011; Leinisch ve ark. 2011). 

Bir nükleofilin spin yakalayıcıya nükleofilik eklenmesi ile tanımlanan Forrester-

Hepburn mekanizması biyolojik sistemlerde olası yapay DMPO-molekül bileşikleri 

oluşturulmasının temel mekanizması olarak tanımlanmıştır  (Ranguelova ve Mason, 

2011; Leinisch ve ark. 2011). 

 

Nitron spin yakalayıcılarının serbest radikaller ile gerçekleştirdiği reaksiyonlar, 

hücreler, dokular ve hayvanlar gibi biyokimyasal sistemlerde, spin trapping 

tekniğini ESR tespiti yöntemi bir arada kullanılmasının en özel ve spesifik araç 

olarak kullanılabiliyor olması bilinen bir gerçektir (Hawkins ve ark. 2009). 

Burada gözden kaçırılmaması gereken ESR-spin yakalama tekniğinin in vivo 

ortamda 1) materyallerin edinilme zorluğu,  2) dokularda radikal bileşiklerin 

kararsız olmasından ötürü tekrarlanabilir olmayışı,  3) dialektik örneğinin 

kaybolmaması ve  4) düşük radikal bileşik konsantrasyonundan ötürü DMPO ile 

yarışabilecek antioksidanların varlığı gibi sınırlandırılmalara sahip olduğu 

gerçeğidir. 

 

Biyokimyasal olarak bakıldığında, bahsedilen teknik serbest radikallerin biyolojik 

olaylardaki kimyasal etkileşimlerin anlaşılmasını sağlayacak ve oksidasyonu stresin 

seviyelerinde belirleyebilmek için protein hedeflerin oluşturulmasına olanak 

sağlayacak bir yöntem olarak gösterilmiştir (Gomez-Mejiba ve ark. 2014) . 

Spin-yakalayıcı bileşiklere bakıldığında, hücreler, parazitler ve hayvanlar gibi 

biyolojik sistemler için en az toksik ve farmakokinetik olarak (alınımı, dağılımı, 
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metabolizması ve atılımı) en uygun olanın nitron spin yakalayıcı DMPO olduğu 

tespit edilmiştir (Anzai ve ark. 2003) . 

 

DMPO, in situ ve gerçek zamanlı olarak protein ve DNA-merkezli radikaller 

herhangi bir hücresel bileşikte nerede ve ne zaman oluşturulursa oluşturulsun 

ulaşabilen ve yakalayabilen, suda ve organik çözücülerde çözünebilmektedir. Bu 

şekilde oluşturulan DMPO-biyomolekül bileşiği ekstraksiyon be immunoanaliz 

sırasında stabil olarak bağlı kalıp,  DMPO’nun en az kendisi kadar kararlılık 

göstermektedir (Ramirez ve ark. 2007; Ramirez ve Mason, 2005; Mason, 2004).  

DMPO, yalnızca -1,68V gibi çok düşük ptansiyellerde hidroksilamine indirgenen, 

normal hidrojen elektrodun aksine yalnızca 1,87V gibi çok yüksek potansiyellerde 

okside olabilen, oldukça kararlı ve yaklaşık redoks olarak etkisiz bir bileşik olarak 

tanımlanmıştır. Bir defa oluşturulan DMPO protein bileşiği (1) nitroksit radikal 

bileşiği, (2) hidroksilamin formuna denk gelen ve bir elektron indirgenmesi ile 

oluşturulan radikal bileşiği, (3) nitron formuna denk gelen ve bir elektron 

oksidasyonu ile oluşturulan radikal bileşiği olarak üç ayrı redox formunu 

içermektedir (Mason, 2004). 

 

Bu kısma dek bahsedilen tüm temel kavramlar DMPO motifinin protein-DMPO 

nitron bileşikleri ve DNA -bileşikleri içerisinde bir immuno deney geliştirilmesini 

ve immunolojik tekniklere güç kazandırırken tıpta serbest radikal biyokimyasının 

büyüyen alanına kazandırılmasını sağlamıştır (Gomez-Mejiba ve ark. 2009). Bu 

tekniğe immuno-spin trapping (IST) tekniği adı verilmiştir (Ramirez ve ark. 2002). 

Immuno-spin yakalama tekniğinde oluşturulan bir nitron bileşiğinin tespiti için 

radikale özel bir belirteç ve immunohistokimya, yüksek performanslı likid 

kromatografi (HPLC), mass spektrofotometri (MS), MS/MS (tandem-MS), NMR, 

ve magnetik rezonans görüntüleme (MRI) gibi herhangi bir analitik metod 

kullanılabilmektedir  (Gomez-Mejiba ve ark. 2009; Zhang ve ark. 2010). 
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Şekil 1.5. Radikal ve nitron bileşiklerinin tespit edilmesinde kullanılan yöntemler (Gomez-
Mejiba ve ark., 2013). 
 

Etkileyici duyarlılığı, güç ve immunolojik tekniklerde tespitin kolaylığı bakımından 

DMPO özel bir radikal prob olarak kendisini tanıyabilen antikorların üretimine yol 

açmıştır.  Nitron-spin yakalayıcı DMPO’ya karşı poliklonal ve monoklonal 

antikorlar üretilmiştir (Detweiler ve ark. 2002). 

Immuno-spin yakalama tekniği, DMPO-protein veya DMPO-DNA radikal bağımlı 

nitron bileşiklerinde antijen-antikor etkileşimi ve spin yakalamanın özgünlüğünü 

birleştirmektedir. Protein ve DNA radikalleri, DMPO ve radikal bileşik formları 

tarafından in situ ve gerçek zamanlı olarak tespit edilmektedir. Radikal bileşiği, 

anti-DMPO antiserumu tarafından bir nitron bileşiği oluşturmak üzere tespit edilip,  

oksidasyon tarafından çürütülmektedir.  Anti-DMPO antiserumu DMPO’nun bağlı 

bulunduğu molekülleri değil, DMPO’nun kendisini tanıyabilmektedir. DMPO’nun 

nitron bölgesi, DMPO’ya oldukça antijenik karakter kazandırmaktadır (Mejiba ve 

ark. 2013). 
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DMPO, pirolin N-oksit halkasındaki C2 pozisyonununda bir oktanoik asit (OA) 

zincirine konjugedir. Hapten yapının (DMPO-OA)  bir sonucu olarak radikalin 

DMPO tarafından yakalanmasını stimüle etmektedir. DMPO-OA kompleksi 

ovalbumin (OVA) ile immunojen (DMPO-OA-OVA) oluşturmak üzere konjuge 

oluşturmaktadır. Bahsedilen antiserum immuno-spin yakalamayı gerçekleştirmek 

ve geliştirmek üzere kullanılmaktadır ve hapten yapı serbest DMPO, protein ya da 

DNA-DMPO nitron bileşiklerini tespit etmektedir (Ramirez ve ark. 2003). 

Anti-DMPO antiserumunun DMPO’yu tanıması, DMPO biyomolekül nitron 

bileşiklerinin, biyomolekül merkezli radikallerden serbest DMPO’ya kadar ve 

DMPO-küçük molekül-merkezli radikallere kadar (DMPO-ditiyoterirol nitron 

bileşikleri gibi)  heterojen özellik göstermesine sebep olmaktadır (Guo ve ark. 

2004). 

Immuno-spin yakalama tekniği, i) kararlı nitron bileşiklerinden in situ ve gerçek 

zamanlı olarak makromolekül-merkezli radikallerin yakalanması; ii) nitron 

bileşiklerinin ayrılması ve/veya çıkarılması; iii) nitron bileşiklerinin yerleşim 

yerlerinin immuno- tespiti olmak üzere üç ana basamak içermektedir (Ramirez ve 

ark. 2007; Ramirez ve Mason, 2005; Gomez-Mejiba ve ark. 2009). 

 

 

1.9. Çinkonun biyolojik moleküller ile ilişkisi 

 

Genel bilgilerimiz içinde, çinko iyonunun (Zn2+) biyolojik sistemlerde fizyolojik 

öneme sahip, tek hücre düzeyinde önemli bir hücre içi (intracellular) iyondur.  

Böylece, Zn2+ biyolojik sistemlerde, yapısal/ regülatör metallo-proteinlere bağlı 

veya histokimyasal olarak reaktif olmak üzere iki farklı durumda bulunur. 

Fizyolojik koşullarda hücre içi serbest Zn2+ seviyesi ([Zn2+]i) sıkı kontrol altında 

regüle edilmekte olup, buna karşın dinamik olarak düzensiz bir şekilde hücre içinde 

değişebildiği ileri sürülmektedir (Tuncay ve ark.,2011; Hershfinkel ve Moran ile 

ark., 2011; Maret, 2009; Palmer ve Vogt ile ark., 2006; Spahl ve Berendji-Grün ile 

ark., 2003; Vallee ve Falchuk, 1993). 
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Literatürde bulunan çalışmalar içerisinde insan genomunda yapılan biyoinformatik 

çalışmalarında Zn2+’nun sitozolde bulunan tüm proteinlerin %10’una bağlı 

bulunduğu gösterilmiştir (Valle ve Falchuk, 1993). Transkripsiyon faktörleri ve 

enzimler gibi birçok proteinin yapısında bulunan Zn2+ yapısal ve fonksiyonel 

kofaktör olarak görev almaktadır. Kardiyomiyositlerde serbest Zn2+ seviyesi           

1 nM’dan daha düşük değerlerde (Turan ve ark., 1997; Ayaz ve Turan, 2006) 

bulunmasına karşın, bu iyonun çok büyük oranları proteinlere bağlı kofaktör olarak 

görev yapmaktadır. 

Hücre içi çeşitli proteinlerden Zn2+ salınarak, çeşitli sinyal yolaklarını 

mitokondriyal metabolizmayı ve hücrenin redoks durumunu etkileyebilmektedir. 

Çeşitli konsantrasyonlarda Zn2+ antioksidan kapasiteyi arttırmakta veya toksaik 

reaktif oksijen türlerinin salınmasına neden olabilmektedir (Little ve ark., 2010; 

Tuncay ve ark., 2010). Zn2+-parmak (finger) proteinleri olarak bilinen hücre içi 

proteinler Zn2+’ ya çok büyük bir afinite ile bağlanırlar. Bu nedenle hücre içi Zn2+ 

miktarı çok düşük değerlerde kalır.  

Hücre proliferasyonu, bağışıklık fonksiyonu ve serbest radikallere karşı hücresel 

savunma mejanizmaları gibi çeşitli biyolojik süreçlerde, Zn2+’nun etkin olarak 

görev yaptığı gösterilmiştir (Dreosti, 2001; Ho, 2004; Falcchuk, 1998; Bray ve 

Bettger, 1990; Powell, 2000; Cousins ve ark., 2003). Ayrıca, Zn2+’nun farklı hücre 

tiplerinde normal fizyolojik ve hücresel fonksiyonunun korunmasında görevli olan 

önemli bir eser element olduğu ve hücre içerisinde metalloproteinler ile bağlanarak 

birçok enzimin aktifleştirilmesinde kofaktör olarak önemli bir role sahip olduğu 

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

Hücrelerde Zn2+’nu, hücrenin redoks denge mekanizmasında önemli rol 

oynamaktadır. Özellikle Zn2+ kendisi redoks inert bir iyon olmasına ragmen, hücre 

içinde redoks durumun değişiminden çok çabuk etkilenebilmektedir. Hücrede bir 

şekilde oksidatif stresin artması Zn2+’nun bağlı olduğu proteinlerden ayrılmasına 

veya depolardan salınmasına neden olabilmektedir. Artan oksidatif stres glisemi 

kontrolünün düştüğü kronik diyabet hastalarında görülen bir bulgudur. 
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Kardiyomiyositlerde, oksidanlar hücre içinde serbest Zn2+ seviyesinde 30-kat artışa 

neden olurken, sadece 2-kat  serbest Ca2+
 artışa neden olduğu gösterilmiştir (Turan 

ve ark., 1997). Herhangi bir hastalık durumunda özellikle diyabette, oksidatif 

stresin artması beklenen bir durumdur. Diyabette kardiyomiyositlerde serbest Zn2+
 

seviyesinin arttığı gösterilmiştir (Turan ve ark., 1997; Ayaz ve Turan, 2006). 

Metalloproteinler metal bağlayıcılığı yanında, oksiradikal tutucu özelliğinden 

dolayı, hidroksil radikallerini nötralize ederler. Bu nedenle, reaktif oksijen 

türlerinin birikimine karşı metalloproteinler koruyucu protein olarak görev yaparlar 

(Foster ve Samman, 2010).  Aynı zamanda, Zn2+ mitokondriyi inhibe ederek ve 

NADPH oksidazı aktive ederek reaktif oksijen türlerinin oluşmasına katkıda 

bulunmaktadır (Alvarez-Collazo ve ark., 2012)  

Nitrik oksit (NO) birçok dokuda çeşitli fizyolojik ve patolojik yanıtlara neden olan 

önemli biyolojik bir mesajcıdır. Bugüne kadar yapılan çalışmalarda NO’nun 

fonksiyonu hakkında net bir bilgi elde edilememiştir. Vasküler sistemde çok iyi bir 

gevşetici ajan olduğu bilinmektedir. Kalpte ise çelişkili birçok veri bulunmaktadır. 

Kasılmayı arttırdığını, azalttığını veya değiştirmediğini gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır (Derici ve ark.,2012). NO’nun birçok patolojik durumda arttığı da 

gösterilmiştir (Calo ve ark.,1996; Ayaz ve Turan, 2006).  

Zn2+’nun insülin kristalinin bir parçası olduğu 1934 yılından beri bilinmektedir. Bu 

nedenle, Zn2+ ve diyabet arasındaki ilişki her zaman önemli bir konu olmuştur 

(Jansen ve ark., 2009). Diyabetik kardiyomiyopati hem tip 1 hem de tip 2 diyabetli 

hastalarda görülen sol ventrikül yetmezliği geliştiğinde klinik tedavi gerektiren 

önemli ve kompleks bir metabolik hastalıktır. Bu süreçlerin moleküler ve hücresel 

mekanizmaları tam olarak bilinmemesine karşın, hücre içi Ca2+ ve Zn2+ 

mekanizmasının ve bu mekanizmada rol alan oyuncuların bozulmuş olduğu en 

önemli bulgular arasındadır (Ayaz ve ark., 2004; Ayaz ve Turan, 2006). 

Günümüzde artan oksidatif stresin diyabetik kardiyomiyopatinin gelişmesinde 

önemli rol oynadığı bilinmektedir. Oksidant stresin proteinlerin tiyol bağlanma 

bölgelerinden Zn2+’ nin serbestleşmesini tetiklediği ve oksidant stres ile Zn2+ salan 

önemli bir hücresel molekülün PKC olduğu ve diyabette PKC’nin aktive olduğu 
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(Korichneva ve ark. 2002) gösterilmiştir. 

Zn2+’nun oksidatif stresle olan ilişkisi yanında, artan oksidatif stres ve buna bağlı 

hücresel hasarlarda Zn2+ eksikliğinin de katkıda bulunduğu belirtilmiştir. Zn2+, 

birden fazla düzeyde oksidan savunma sisteminin bir kurucusu olarak gösterilmiştir 

(Uriu-Adams ve Keen, 2010). Zn2+, hidrojen peroksit içerisinde süperoksit 

anyonundan bakır-çinko süperoksit dismutaz oluşumunun bir bileşeni ve metal-

bağlayıcı protein bileşeni olmasından dolayı da, bağıl olarak antioksidan 

potansiyelinin düzenlenmesinde önem rol oynamaktadır. Zn2+’nu, Zn2+-

transkripsiyon faktörleri de dahil olmak üzere yapısında bulunduğu çok sayıda 

protein sayesinde redoks-duyarlı sistein ve sülfidril gruplarının oksidasyonunu 

önlemektedir (Uriu-Adams ve Keen, 2010). Zn2+’nu ayrıca, demir ve bakır gibi 

redoks aktif metallerin Fenton-tip reaksiyonlar ile membranlara ve intraselüler 

alanlara bağlanmasını inhibe ederek serbest radikal oluşumunu azaltabilmektedir. 

Zn2+’nu eksikliği koşullarında, hücrelerde ve dokulardaki demir birikmesi 

nedeniyle proteinlerdeki demir taşınması, biriktirilmesi ve düzenlenmesinde artma 

durumu ile karakterize edilmektedir (Niles ve ark. 2008; Rogers ve ark. 1987). Zn2+ 

eksikliği koşullarında çeşitli hücre tiplerinde, reaktif oksijen ve nitrojen 

kaynaklarının artması ile indüklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS)’ın sentezinin 

artması ve NADPH oksidazın aktive edilmesine neden olduğu tespit edilmiştir 

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

Zn2+’nu eksikliğinin oluşması sonucu oksidatif stresin oluşmasına ve bununla 

birlikte lipid, protein ve DNA’da oksidatif hasarın oluşması ve apopotozun artışı 

gibi her hangi bir olumsuz durumun gerçekleşmesini tetikleyebilmektedir. 

Teratogenezin altında yatan, tıbbi ilaçların kullanımı ile tetiklenen, artan oksidatif 

stres bu savı kanıtlamaktadır (van Gelder ve ark. 2010 ve Wells ve ark. 2009). 

Hücre ve dokulardaki çinko eksikliği durumunda lipidler ve proteinlerde oksidatif 

stres Carter (2002) ve Oteiza ve arkadaşları (1995) tarafından not edilmiştir. 

DNA’daki oksidatif stresin temelinde Zn2+’nu etkisine bakıldığında da, Zn2+’nu 

yetersizliği bulunan hücre ve dokularda aynı şekilde çinkoyu sınırlı alan insanlarda 
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da DNA tekli bağ kırılmalarına rastlandığı gösterilmiştir (Olin ve ark. 1993; Oteiza 

ve ark. 1995; Song ve ark. 2009a,b).  

Zn2+’nu hakkında bahsedilen tüm yararlı etkilerine rağmen bazı polimorfizmlerde 

genetik geçmişlere bağlı olarak, bulunduğu yerde çok fazla miktarda ise temel 

olarak bakır eksikliğinden dolayı toksik etki gösterebilmektedir. Zn2+’nun 

gösterdiği bu toksisitenin yan etkileri olarak da bakır bağımlı enzimlerde (SOD), 

seruloplazmin, sitokrom C oksidaz, immunolojik parametreler, kolesterol ve 

lipoprotein dağılımında değişimler oluşmaktadır (Maret, 2006). Ayrıca insan 

akciğer hücrelerinde yapılmış olan in vivo bir çalışmada da artmış Zn2+’nu 

konsantrasyonunun kromozomal kararsızlık ve DNA çift zincir kırıklarına neden 

olduğu gösterilmiştir (Xie et al. 2009). 

 

1.10. Selenyumun biyolojik sistemlerdeki önemi 

Selenyum (Se), selenometionin ve yiyeceklerden alınan diğer organik bileşiklerden 

biri olarak vücuda alındığında, ön absorbsiyon katabolizma sonucunda, ya selenit 

oksianyonu (SeO3
2-) ya da selenat oksianyonu (SeO4

3-) olarak salınır. Buna ek 

olarak, selenyumun dışarıdan alındığı durumlarda kullanılan bileşiği sodyum selenit 

(Na2SeO3) veya sodium selenat (Na2SeO4) olduğu için, özellikle dışardan uygulama 

ile yapılan selenyum metabolizması çalışmaları, esas olarak selenit veya selenat 

metabolizması üzerinde yoğunlaşmıştır. Örneğin, selenitin, glutatyon (GSH) gibi 

çeşitli thiollerle (SH) non-enzimatik olarak indirgenmesi sonucu, organizmada 

selenotrisülfidler meydana gelir (Bjornstedt ve ark., 1995; Combs ve ark., 1984; 

Frenkel ve ark., 1991; Tsen ve Tappel, 1958). 

Selenotrisülfidlerden oluşan hidrojen selenit (H2Se), aynı zamanda non-enzimatik 

reaksiyonla, thiollerle de meydana gelir. Selenitin, H2Se' e indirgenmesi hücre 

içinde gerçekleşirken, H2Se'nin metilasyonu, hem sitozolde, hem de mikrozomal 

bölümlerde gerçekleşir. Oluşan H2Se, bu şekli ile proteinlere bağlanabilir veya 

metilasyon reaksiyonuna girer. H2Se, selenyum bileşikleri arasındaki en toksik 
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bileşenlerden biri olduğu için, metilasyon reaksiyonu, detoksifikasyonunda büyük 

önem taşır.  

Selenyumun biyolojik önemi, GSH-Px'nin bir ko-faktörü olmasından 

kaynaklanmaktadır (Rotruck ve ark., 1973; Schwarz ve Foltz, 1957). Her alt 

ünitesinde, selenosistein şeklinde bir adet selenyum atomu içeren GSH-Px enzimi, 

hücre içinde hidrojen peroksitin (H202) suya indirgenmesinde önemli rol 

oynamaktadır. GSH-Px'ın fonksiyonu, vitamin E'nin fonksiyonunu tamamlayıcı 

niteliktedir. İyi bir serbest radikal temizleyicisi olan vitamin E, lipofilik bir vitamin 

olup, biyolojik zarların içinde yerleşmiştir (Severcan ve ark., 1990). 

Lipidperoksitler, kalp hücresi zarını hasara uğratıp, Ca2+ taşınım mekanizmasını 

bozarak, hücrede kontrolsüz Ca2+ birikimine neden olabilmektedirler, bu ise kalp 

kası hücrelerinin fonksiyonunu bozmaktadır (Bryant ve ark., 1980; Guidi ve 

ark.,1984; Oster ve Prellwitz, 1990). Selenyum antioksidan sistemde oynadığı 

önemli rol  nedeni ile kalpteki patolojilerin yol açtığı oksidan etkileri 

önleyebilmektedir (Grupp ve ark., 1983; Van Vleet, 1987;  Nakano ve ark., 1989). 

Keshan hastalığı olarak bilinen (Chen ve ark., 1980) bir tip endemik fatal 

kardiyomiyopatinin dışardan selenyum uygulamasına cevap verdiği gösterilmiştir. 

Ayrıca, Keshan hastalığının bulunduğu bölgelerdeki çocukların  sodyum selenitle 

beslenmesi halinde, hastalık insidansının bariz bir şekilde azaldığı görülmüştür 

(Chen ve ark., 1980). 

Kısaca selenyum, özellikle süperoksit ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen 

ürünleri olan hidrojen peroksiti ve lipid peroksidazı katalizleyen, glutatyon 

peroksidaz enziminin bir parçasıdır. Hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin 

temizlenmesi, zincirleme oksidasyon reaksiyonunu durdurur. Bu durum, iskemik 

koşullarda ksantin oksidaz tarafından üretilen süperoksit artışının yol açabileceği ek 

oksijen tüketimi ve artan lipid peroksidasyonu açısından önemlidir. 

Streptozotocin ile yapılan deneysel diyabet modellerinde selenyumun diyabetik 

hayvanların kan şekerini düşürdüğü, sıvı tüketimlerini, ağırlık artışlarını ve bazı 

biyokimyasal parametrelerini normale getirebildiği bildirilmiştir (Tashima  ve ark., 
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1989; McNeill ve ark., 1991; Ghosh ve ark., 1994). Diğer taraftan, diyabette 

oksidan stresin önemli rol oynadığı, oksidan stresin ya diyabetin bir sonucu olarak 

ortaya çıktığı ya da oksidan stres sonucu diyabetin ortaya çıktığı iki ayrı görüştür. 

Selenyumun anti-oksidan sistemdeki bilinen belirgin rolü nedeni ile diyabette 

gözlenen patolojileri düzeltebilmesi olasıdır. Ayrıca hücrel kültürleri üzerinde 

yapılan çalışmalarda selenyumun bir büyüme faktörü gibi davrandığı bildirilmiştir. 

Selenyumun bu etkisinden insülin resptörünün substratı olan bazı proteinlerin 

fosforilasyonuna neden olmasının sorumlu olduğu iddia edilmiştir ancak bu 

durumda insülin reseptörünün kendisinin kinaz aktivitesi artmamaktadır (Ezaki, 

1990). Böylece selenyum hücre içi sinyal iletimi yolaklarında, insülinin 

yokluğunda da insüline benzeyen değişiklikler yapmakta ya da insülinin reseptörü 

üzerinden yaptığı etkiyi arttırmaktadır. Bu aktivatör etkinin nedeni bilinmemekle 

beraber, selenyumun oksidan etkisinin bundan sorumlu olabileceği söylenmektedir 

(Ezaki, 1990).  

In vitro ortamda, selenit, selenyum dioksit ve diselenitler, glutatyon gibi tiyollerle 

reaksiyona girerek süperoksit ve diğer reaktif oksijen türlerini oluşturmaktadır. 

Hem bitkiler hem de hayvanlarda selenyumun metilasyonu oluşturulan  

metilselenitler selenyum detoksifikasyonu için hizmet etmektedir (Turan ve 

Vassort, 2010). 

Selenyumun sağlık ile olan ilişkisinde, selenyum vücutta önemli antioksidan 

enzimler olan selenoproteinleri oluşturmak üzere proteinler ile birleşir. 

Selenoproteinler antioksidan özellikleri sayesinde serbest radikallerin hücresel 

hasara karşı korunmasında görevlidirler. Genel olarak, antioksidanlar serbest 

radikal hasarından korunmak amacı ile bu serbest radikalleri su ve zararlı olmayan 

moleküllere çevirmektedir (Turan ve Vassort, 2010). Selenit, DNA hasarında (tekli 

bağ kırıkları) selenometiyoninden daha büyük hasar oluşturma kapasitesine 

sahipken, kanser korumasında selenometiyoninden daha etkili olduğu belirtilmiştir 

(Clement, 1998). Selenitin anti kanser özelliğinin hücre döngüsünü durdurma ve 

apoptozise teşvik etme ile ilgili olan sitotoksik kapasitesi ile alakalı olduğunu 

düşündürmüştür (Zhong ve Oberley, 2001). 
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Diğer selenoproteinler, tiroit fonksiyonunu düzenlemeye yardımcı olurken, 

bağışıklık sisteminde önemi role sahiptir (Turan ve Vassort, 2010). Özetle, 

selenyum antioksidan koruma, DNA tamiri, tiroit hormon aktivasyonu, bağışıklı 

sistemi geliştirilmesi, prostoglandinlerin üretimi, kas fonksiyonu ve kansere karşı 

korumada görevli olduğu bildirilmiştir (Comb, 2001). 

Kalpteki iskemi-reperfüzyon (I/R) bağımlı hasarına karşı glutatyon peroksidazın bir 

bileşeni olan selenyumun koruma görevi üstlenmiş olan önemli bir iz element 

olduğu bilinmesine karşın bu korunma mekanizması tam olarak aydınlatılmamıştır. 

Bu nedenle Turan ve arkadaşlarının (2005) gerçekleştirmiş olduğu deneylerde, 

sodyum selenitin farklı konsantrasyonlarının (25-1000 nM) kalpteki 

iskemi/reperfüzyon bağımlı hasara yönelik vermiş olduğu yanıtlar incelenmiştir. Bu 

incelemelerde, ancak çok dar bir aralıkte selenitin antioksidan etkisi, diğer yüksek 

seviyelerde bir pro-oksidan gibi davrandığı gözlenmiştir. 

 

1.11. Hücrelerde hiperglisemi altında oto-oksidasyon ve süperoksit üretimi 

Oto-oksidasyon yoluyla hücrelerin yüksek glukoz altında (hiperglisemi) fazla 

miktarlarda süper oksit üretimine yol açtığı bildirilmiştir (Abdo,1994). Örneğin, bir 

geçiş elementi varlığında glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve süperoksit anyonuna 

çevrilmektedir. Reaksiyonlar zinciri, süperoksit radikalinin hidrojen peroksit 

üzerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali oluşturması ile 

sonuçlanmaktadır. Hücre içi glukoz oksidasyonu NADH’nın açığa çıkmasına yol 

açar. NADH solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP üretimi için 

gerekli enerjiyi sağlamak üzere kullanılır. Solunum zincirindeki bu reaksiyon 

sırasında da, süperoksit radikali açığa çıkmaktadır. Yüksek glukoz varlığında bu 

yolla süperoksit radikal üretimi artmaktadır. Örneğin mitokondri solunum zinciri, 

başlıca hücre içi serbest oksijen türevlerinin (ROS) üretim kaynağıdır (Abdo,1994).  

Normal solunum zinciri olayları sırasında sürekli olarak süperoksit radikali 

oluştuğu düşünülmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar, diyabetteki patolojilerin 

birçoğunun artmış mitokondriyal ROS üretimi ile ilintili olduğunu göstermektedir 
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(Brownlee, 2001; Green ve ark., 2004; Altan ve ark.,1997).  Ayrıca, hiperglisemi 

aracılı ROS üretimi, glukoz indüklü oto-oksidasyon ve süperoksit üretimi yanında, 

proteinlerin glikasyonu ve ileri glikasyon son ürünleri (AGE) oluşumu ve polyol 

yolağındaki süreçlerle de açıklanmaktadır (Bonnefont-Rousselot, 2002). 

 

1.12. Çalışmanın amacı 

İmmüno- spin-yakalama (immuno-spin-trapping) tekniği adı verilen ve sonra da 

geliştirilen bu teknikte, çok kısa zaman içinde daha kararlı bir serbest radikal (yani 

bir radikal adduksiyonu) yapmak için geliştirilmiştir. Burada serbest radikale bir 

diamagnetik spin çift bağı takılarak inceleme yapılmaktadır. Böylece elektron spin 

rezonans (ESR) yöntemi kullanılarak daha iyi inceleme yapılabilmektedir. ESR 

yöntemi, biyolojik sistemlerde oluşan serbest radikalleri (çok kısa süreli oluşumlar) 

gözlemek için tek teknik olarak kabul görmüştür (Ramirez ve ark., 2005; Hanna ve 

Mason, 1992; Hanna ve ark. 1992). Buna karşın, protein veya DNA radikallerinin 

nitron adduksiyonlarını gözlemek için, bir immunoassay tekniğinin geliştirilmesi 

immunolojik tekniklerin serbest radikal biyolojisinde çok önemli bir güç 

kazanmasına yol açmıştır. Bu teknik sayesinde protein veya DNA düzeyinde çok 

kısa süreli serbest  radikal oluşumu çok hassas olarak ölçülebilmektedir (Ramirez 

ve ark., 2006; 2007; Summers ve ark., 2012). Canlılık işlevleri ve biyolojik 

gelişmeler ile fonksiyonlar için gerekli olan genetik direktifleri taşıyan nükleik asit 

olan DNA üzerinde meydana gelebilecek bir hasar, sentezlenecek proteine de etki 

edecektir ve bu zincirleme sonrasında DNA’daki bir radikalden ötürü kalıcı hasarlar 

ve sonrasında kronik hastalıklar meydana gelmektedir.  

Hücre bazında artan serbest radikal oluşumu ve oksidatif stres hasarını zayıflatmak 

veya tamamen ortadan kaldırabilmek amacıyla hücrelerde, antioksidan savunma 

sisteminin kuvvetlendirilmesi genel olarak seçilen yollar arasında yer alır. Bu 

sistemin kuvvetlenmesinde dışarıdan sisteme çeşitli iz elementlerin verilmesi ise 

yine genel yollardan birisidir. Biyolojik sistemlerde fizyolojik koşullarda eser 

miktarlarda bulunan çinko ve selenyum bu iz elementler arasında önemli bir 

gruptur. Diğer yandan, in vivo ve in vitro çalışmalarda, bu elementlerin antioksidan 
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etkileri yanında hem eksiklikleri hem de fazla olmaları yani toksik etkileri de 

bulunduğu, pro-oksidant gibi davranabildikleri başka gruplar tarafından (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 önceki 

çalışmalarımızda gösterilmiştir (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 çalışmasının temel amacı, DMPO adı verilen kimyasal madde aracılığı ile, 

daha önceden kullanılmakta olan ESR yönteminden daha fonksiyonel ve aynı 

zamanda DNA’nın yapısına zarar vermeden serbest radika oluşumunu ölçmeye 

yarayan“immün-spin-yakalama” yöntemi ile, DNA düzeyinde serbest radikal 

oluşumunun tespitinin yapılmasıdır. Ayrıca, bu teknik kullanılarak in vitro 

koşullarda DNA üzerinde, selenyum ve çinko iyonlarının antioksidan/pro-oksidan 

konsantrasyonları tespit edilecektir. Bunlara ek olarak, normal ve metabolik 

sendromlu sıçan kardiyomiyositlerinde izole edilen proteinlerde bu yöntem 

kullanılarak serbest radikal oluşum seviyeleri ölçülerek karşılaştırılacaktır. Böylece 

söz konusu yöntemin, biyolojik örneklerdeki oksidan/antioksidan hususlarının 

incelenmesinde kullanılma durumu tartışılacaktır. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 
 

2.1.   DNA-nitron bileşiklerinin in vitro oluşturulması 

 

Çalışmanın DNA-nitron bileşiklerinin in vitro oluşturulması ile ilgili bölümde, 

buzağı timüsünden elde edilmiş deoksi-ribonükleik asit kullanılmıştır 

(deoxyribonucleic acid sodium salt from calf thymus-Type I fibers, Sigma D1501). 

Steril DNA (1 mg/mL), DNAse içermeyen 5 mM fosfat tamponu (pH=7.4) ile  

+4°C’de en az 1 gece bekletilerek seyreltilmiştir. Seyreltilen DNA’nın serbest 

radikallerinin oluşturulması aşamasında Tablo 1’de belirtilen konsantrasyon ve 

hacimler ile DMPO’nun bulunmadığı kontrol ve bulunduğu deney grupları 

hazırlanarak CuCl2 katalizörlüğünde H2O2 ile 37°C’de 1 saat inkübe edilmiştir.  

37°C’de 1 saat inkübasyon sonrasında, reaksiyonun durdurulması için DNA 

karışımları üzerine 100 mM DTPA solüsyonu eklenmiştir. DNA, ELISA kuyularına 

(White Maxi Sorp High Binding plate) bağlanma aşamasından önce çöktürülmüş ve 

konsantrasyonu kuvarz kuyularda spektrofotometre ile ölçülmüştür.  Her bir kuyu 

başına 0,5 µg DNA örneği içerecek şekilde yapılan hesaplamalar sonrasında, 

ELISA kuyularına pipetlenen DNA’lar üzerine seyreltilmemiş Reacti-Bind DNA 

coating solusyonu (Pierce) eklenerek karanlıkta, oda sıcaklığına 1 gece çalkalamalı 

ortamda inkübe edilmiştir. Ertesi sabah solusyonlar dökülerek kuyular steril 1XPBS 

ile yıkanmış ve üzerine spesifik olmayan (non-spesific) bağlanmaları bloklamak 

amacı ile %1 kazein içeren PBS (ph=7.4) eklenerek 1 saat 37°C’de inkübe edilmiş 

ve 1 saat inkübasyon sonrası kuyular 1XPBS ile yıkanmıştır. Her bir kuyuda 5 

µg/ml bulunacak şekilde kuyulara anti-DMPO antikoru eklenerek 37°C’de 

çalkalamalı ortamda inkübe edilen kuyular, 1 saat sonra 3 defa 1XPBS ile 

yıkanmıştır. Kuyulara 1/500 oranında Goat Anti-mouse ikincil antikoru eklenerek  

37°C’de inkübe edilmiş ve 1 saat inkübasyon sonrası plate 5 defa 1X PBS ile 

yıkanmıştır. Kuyulara LumiGLO chemiluminescent substrat eklenerek 5 dakika oda 

sıcaklığı ve karanlıkta inkübe edilen plate, meydana gelmiş olan luminesens 

miktarları fluorosan okuyucuda okutulmuştur.  
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2.2. Çinko varlığında in vitro ortamda DNA - nitron bileşiklerinin 

oluşturulması ve gözlemlenmesi 

 

Kontrol deneylerinde gerçekleştirilmiş olan DNA serbest radikallerinin oluşturulma 

aşamasında kullanılmış olan 200 µM  H2O2 oksidan olarak kullanılmış ve  çinko 

bileşiği olarak  Zn3(PO4)2 kullanılarak, bu bileşikten  50 µM, 100 µM,  200 µM, 400 

µM konsantrasyonlarıseçilerek DMPO’nun bulunmadığı kontrol ve bulunduğu 

deney grupları Tablo 2’deki konsantrasyonlar ve hacimler kullanılarak örnekler 

hazırlanmış ve 37°C’de 1 saat inkübe edilmiştir.  37°C’de 1 saat inkübasyon 

sonrasında, reaksiyonun durdurulması için DNA karışımları üzerine 100 mM  

DTPA solüsyonu eklenmiştir. DNA, ELISA plate’e (White Maxi Sorp High 

Binding plate) bağlanma aşamasından evvel presipite edilmiş ve konsantrasyonu 

kuvarz plate’de spektrofotometre ile ölçülmüştür.  Her bir kuyu başına 0,5 µg DNA 

örneği içerecek şekilde yapılan hesaplamalar sonrasında, ELISA plate kuyularına 

pipetlenen DNA’lar üzerine dilue edilmemiş Reacti-Bind DNA coating solüsyonu 

(Pierce) eklenerek karanlıkta, oda sıcaklığına 1 gece çalkalamalı ortamda inkübe 

edilmiştir. Ertesi sabah solusyonlar dökülerek kuyular steril 1XPBS ile yıkanmış ve 

üzerine spesifik olmayan bağlanmaları bloklamak amacı ile 1% kazein içeren PBS 

(pH=7,4) eklenerek 1 saat 37°C’de inkübe edilmiş ve 1 saat inkübasyon sonrası 

plate 1XPBS ile yıkanmıştır. Her bir kuyuda 5 µg/mL bulunacak şekilde kuyulara 

anti-DMPO antikoru eklenerek 37°C’de çalkalamalı ortamda inkübe edilen plate, 1 

saat sonra 3 defa 1X PBS ile yıkanmıştır. Kuyulara 1/500 oranında Goat Anti-

mouse ikincil antikor eklenerek 37°C’de inkübe edilmiş ve 1 saat inkübasyon 

sonrası plate 5 defa 1X PBS ile yıkanmıştır. Kuyulara LumiGLO chemiluminescent 

substrat eklenerek 5 dakika oda sıcaklığı ve karanlıkta inkübe edilen plate, meydana 

gelmiş olan luminesens miktarları fluorosan okuyucuda okutulmuştur.  

 

Yine DNA serbest radikallerinin oluşturulma aşamasında kullanılmış olan 200 µM 

H2O2 oksidan olarak kullanılmış ve selenyumun Na2SeO3 tuzundan 50 nM, 100 nM,  

200 nM ve 400 nM konsantrasyonları kullanılarak (Tablo.3) bir önceki aşamada 

açıklanan deneyler gerçekleştirilmiştir. 
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Tablo 1. DNA-nitron bileşikleri oluşumu esnasında hazırlanan örnekler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tablo 2: Çinko varlığında DNA-nitron bileşikleri oluşturmak amaçlı hazırlanan  örnekler. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  10X 
PBS  

DNA  1 mM 
Cu2+ 

1mM  
H2O2 

  1 M 
DMPO 

ddH2O 
1 mg/ml 

1 20 µl 25 µl   -   -  - 70 µl 
2 20 µl 25 µl 10 µl   -  - 60 µl 
3 20 µl 25 µl 10 µl 10 µl  - 50 µl 
4 20 µl 25 µl 10 µl 20 µl  - 40 µl 
5 20 µl 25 µl 10 µl 40 µl  - 20 µl 
6 20 µl 25 µl   -   - 20 µl 50 µl 
7 20 µl 25 µl 10 µl   - 20 µl 40 µl 
8 20 µl 25 µl 10 µl 10 µl 20 µl 30 µl 
9 20 µl 25 µl 10 µl 20 µl 20 µl 20 µl 
10 20 µl 25 µl 10 µl 40 µl 20 µl 0 µl 

  10x 
PBS  

DNA  1mM  
Cu2+ 

1mM  1mM 
H2O2 

  1 M 
DMPO 

ddH2O 
1 mg/ml Zn2+ 

1 20 µl 25 µl   - -   -  - 150 µl 
2 20 µl 25 µl 10 µl - 40 µl  - 100 µl 
3 20 µl 25 µl 10 µl 10 µl 40 µl  - 90 µl 
4 20 µl 25 µl 10 µl 20 µl 40 µl  - 80 µl 
5 20 µl 25 µl 10 µl 40 µl 40 µl  - 60 µl 
6 20 µl 25 µl 10 µl 80 µl 40 µl - 20 µl 
7 20 µl 25 µl   - -   - 20 µl 130 µl 
8 20 µl 25 µl 10 µl - 40 µl 20 µl 80 µl 
9 20 µl 25 µl 10 µl 10 µl 40 µl 20 µl 70 µl 
10 20 µl 25 µl 10 µl 20 µl 40 µl 20 µl 60 µl 
11 20 µl 25 µl 10 µl 40 µl 40 µl 20 µl 40 µl 
12 20 µl 25 µl 10 µl 80 µl 40 µl 20 µl 0 
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Tablo 3: Selenyum varlığında DNA-nitron bileşikleri oluşturmak amaçlı hazırlanan 
örnekler. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3. Sıçanlarda metabolik sendrom oluşturulması 

Deneyler için, ağırlıkları 200-250 g arasında değişen, yaklaşık 3 aylık, Wistar türü 

erkek sıçanlar kullanılmıştır. Çalışmada, mevcut hayvanlar ikiye ayrılarak, birinci 

gruba (kontrol) standart rat yemi ve çeşme suyu verilirken, diğer gruba ise yüksek 

karbonhidrat içerikli diyet (standart rat yemi ve % 32 sükroz içeren çeşme suyu) 

verilmiştir. 16 hafta boyunca her hafta deney grubunun kan glikoz düzeyleri 

ölçülmüş ve kan örnekleri insulin tayini yapmak için toplanmıştır. Grupların kan 

glikoz düzeyleri incelendiğinde, 12 hafta sonunda kontrol grubunun açlık kan 

glukoz seviyesi ortalama 91.41 ortalamanın standart sapması 8.03 iken deney 

grubunda bu değer 104.9 ile 5.8 olarak bulunmuştur (p<0,05 t-testi sonucuna göre). 

Deney sonunda sıçanların, vücut ağırlıklarını ve insulin düzeylerinin (Cayman EIA 

  10X 
PBS  

DNA  1mM 
Cu2+ 

1nM  1mM 
H2O2 

 1M 
DMPO 

ddH2O 
1 mg/ml Na2SeO3 

1 20 µl 25 µl   - -   -  - 150 µl 
2 20 µl 25 µl 10 µl - 40 µl  - 100 µl 
3 20 µl 25 µl 10 µl 10 µl 40 µl  - 90 µl 
4 20 µl 25 µl 10 µl 20 µl 40 µl  - 80 µl 
5 20 µl 25 µl 10 µl 40 µl 40 µl  - 60 µl 
6 20 µl 25 µl 10 µl 80 µl 40 µl - 20 µl 
7 20 µl 25 µl   - -   - 20 µl 130 µl 
8 20 µl 25 µl 10 µl - 40 µl 20 µl 80 µl 
9 20 µl 25 µl 10 µl 10 µl 40 µl 20 µl 70 µl 
10 20 µl 25 µl 10 µl 20 µl 40 µl 20 µl 60 µl 
11 20 µl 25 µl 10 µl 40 µl 40 µl 20 µl 40 µl 
12 20 µl 25 µl 10 µl 80 µl 40 µl 20 µl 0 
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Rat Insulin Assay Kit) değerleri kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, yüksek 

sukrozla beslenen sıçanlarda metabolik sendrom geliştiğini göstermiştir.  

 

2.4. Kalp dokusundan protein elde edilmesi 

Laboratuvarımızda yetiştirdiğimiz kontrol ve metabolik sendromlu sıçan kalp 

dokularından 100 mg tartılıp üzerine Camiolo buffer (0,368g KAc+0,8765g NaCl+ 

1 ml 0,5M EDTA+125 µl TritonX-100+0,871g L-Arginine) eklenmiş ve 

homojenizatör yardımı ile buz üzerinde hücrelerin parçalanması sağlanmıştır. 

+4°C’de 20.000g’de 20 dakika santrifüj edilip, süpernatantlar temiz ependorf 

tüpüne alındıktan sonra Bradford yöntemi ile elde edilmiş olan protein 

konsantrasyonları ölçülmüştür. 

 

 

2.5. Kontrol ve metabolik sendromlu sıçanlardan elde edilen kalp 

proteinlerinde oksidatif hasar oluşturulması 

Kontrol ve metabolik sendromlu sıçan kalplerinden elde edilen proteinlerden 30µg 

alınıp H2O2  ‘in 50µM, 100 µM, 200 µM  konsantrasyonları ile aşağıdaki Tablo 4’te 

belirtilen konsantrasyonlar ve hacimler kullanılarak hazırlanan reaksiyon 

karışımları ile protein-nitron bileşikleri oluşturulmuştur. 

İzleyen deney serilerinde, Çinko (Zn3(PO4)2 )’nun Tablo 5’te belirtilen 

konsantrasyonlara ve hacimlere göre ve Sodyum selenitin  (Na2SeO3 )’un Tablo 

6’da belirtilen konsantrasyonlar ve hacimler ile hazırlanan örnekler hazırlanan 

reaksiyon karışımları hafif çalkalamalı ortamda 1 saat 37°C’de inkübe edilmiş ve 

reaksiyonun durdurulması amacıyla her bir tüp içerisine 100 mM DTPA solüsyonu 

eklenmiş ve örnekler Western Blotlama ile görüntüleme yapılmak üzere Bölüm 

2.7’de belirtilen işlem basamakları için buz üzerinde bekletilmiştir. 
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Tablo 4. Kontrol grubu protein-nitron bileşiklerini oluşturmak amaçlı hazırlanan 

bileşiklere ait konsantrasyon ve hacim tablosu.          
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tablo 5. Çinko grubu  protein-nitron bileşiklerini oluşturmak amaçlı hazırlanan bileşiklere 
ait konsantrasyon ve hacim tablosu 
 

 

 

 

                                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 10µM protein 1mM H2O2 1M DMPO 10mM PB 

1 30 µl - - 270 µl 

2 30 µl 10 µl - 260 µl 

3 30 µl 20 µl - 250 µl 

4 30 µl 40 µl - 230 µl 

5 30 µl - 30 µl 240 µl 

6 30 µl 10 µl 30 µl 230 µl 

7 30 µl 20 µl 30 µl 220 µl 

8 30 µl 40 µl 30 µl 200 µl 

10µM 

protein 

             1mM 

Zn3(PO4)2 

1mM 

H2O2 

1M DMPO 10mM PB 

30 µl - 40 µl - 230 µl 

30 µl 10 µl 40 µl - 220 µl 

30 µl 20 µl 40 µl - 210 µl 

30 µl 40 µl 40 µl - 190 µl 

30 µl - 40 µl 30 µl 200 µl 

30 µl 10 µl 40 µl 30 µl 190 µl 

30 µl 20 µl 40 µl 30 µl 180 µl 

30 µl 40 µl 40 µl 30 µl 160 µl 
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Tablo 6. Selenyum grubu   protein-nitron bileşiklerini oluşturmak amaçlı hazırlanan 
bileşiklere ait konsantrasyon ve hacim tablosu. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6. Hasar oluşturulmuş kalp proteinlerinin protein-nitron bileşiklerinin 

Western blotlama yöntemi ile görüntülenmesi 

H2O2 varlığında protein-nitron bileşiklerinin oluşturulduğu protein karışımlarından 

30µL alınarak, üzerine 11 µL 2X Laemmli sample buffer  (1M Tris-

HCl+%10SDS+%20Gliserol+%0,02 BFB)+ 0,5 mM DTT ile eklenmiş, 5 saniye 

döndürüldükten sonra, ardından  ısıtıcı blokta 80°C’de 8 dakika denatüre edildikten 

sonra 2 dakika kadar oda sıcaklığında bekletilmiştir.  %8’lik SDS-PAGE jel her bir 

kuyuya 12 µL yüklenen protein örnekleri  200 voltta 1,5 saat dikey elektroforez 

sisteminde yürütülmüştür. 1,5 saat sonra tank içerisindeki yürütücü tampon 

(250mM Trizma + 1,92M Glisin + %20SDS, pH: 8.3)  dökülerek yerine distile su 

eklenmiş ve jelin tampondan arındırılması sağlanmıştır. Jel, plastik aparatlar 

içerisinden çıkarılarak, daha evvel jel boyutuna göre kesilip metanolde bekletilmiş 

olan PVDF membran ile birlikte kaset ve süngerler ve Whatman kağıtları arasına 

hava kabarcıkları kalmamasına dikkat edilerek kasetler kapatılmış ve soğuk transfer 

tamponu (250mM Trizma , 1,92M Glisin,   %20 Metanol,  pH: 8.3) ile +4°C’de 1,5 

saat süreyle 50 Volt’da proteinlerin jelden PVDF membrana transferi sağlanmıştır. 

10µM 

protein 

1nM Na2SeO3 1mM 

H2O2 

1M DMPO 10mM PB 

30 µl - 40 µl - 230 µl 

30 µl 10 µl 40 µl - 220 µl 

30 µl 20 µl 40 µl - 210 µl 

30 µl 40 µl 40 µl - 190 µl 

30 µl - 40 µl 30 µl 200 µl 

30 µl 10 µl 40 µl 30 µl 190 µl 

30 µl 20 µl 40 µl 30 µl 180 µl 

30 µl 40 µl 40 µl 30 µl 160 µl 



 
 
 

44 
 

Proteinlerin membrana transferi sonrası spesifik olmayan (non-spesific) 

bağlanmaları önlemek amacıyla,  membranın üzerini tamamen kapatacak şekilde 

hazırlanmış olan Coating solüsyonu (1,59g Na2CO3 , 2,93g  Na2HCO3, 0,2g NaN3,  

pH 9.6) içerisindeki %2,5 Casein+%2,5 BSA içeren bloklama tamponu içerisinde 

oda sıcaklığında 60 dakika inkübe edilmiş ve 10 dakika yıkama tamponu (10 mM 

Tris, %5 Tween, %0,25 BSA, %0,25 Kazein, pH: 7,4)  içerisinde yıkanmıştır. 

Membran bir gece +4°C’de hafif çalkalamalı ortamda yıkama solüsyonu içerisinde 

seyreltilmiş  ve DMPO’ya özgü olan Anti-DMPO primer antikoru ile inkübe 

edilmiştir. Bu işlemin ardından yıkama tamponu ile 3 defa 10’ar dakika yıkanıp  

primer antikordan arındırılan membran üzerine Goat-anti Mouse primer antikoru 

eklenip oda sıcaklığında 60 dakika inkübe edilmiştir. 

Sekonder antikor inkübasyonunun ardından 3 defa 10’ar dakika yıkanan 

membranlar son yıkamanın ardından 1XTBS (pH=9,6) eklenerek membran 

görüntüleme yapılmak üzere hazırlanmıştır.  Membran üzerine luminol eklenerek 

karanlık ortamda görüntü luminesans filme aktarılmıştır. Bilgisayara aktarılan film 

görüntüleri üzerinden luminesans miktarı uygun bir program yardımıyla 

belirlenmiştir.  

 

2.7. İstatiksel analizler 

Bütün deneylerde istatiksel analiz, Prism 6.0 GraphPad program kullanılarak 

Student t-test ile eş olmayan gruplara arasındaki farkın anlamlılık testi kullanılarak 

yapılmıştır. P değer, 0,05’ten küçük ise bulgu anlamlı olarak değerlendirilmiştir. 

 
  

2.8. Kullanılan kimyasallar 

Fosfat tamponu (PB) hazırlamak için NaH2PO4 ve  Na2HPO4 kullanıldı;  fosfat 

tampon tuzu (PBS) hazırlamak için KH2PO4, Na2HPO4, KCl ve NaCl kullanıldı; 

sodium asetat tampon (NaAc)  hazırlamak için Asetik asit ve NaOH kullanıldı; 

EtOH, Tris-EDTA solüsyonu, CuCl2;  DTPA; Zn3(PO4)2;  Na2SeO3; KAc, NaCl 

EDTA, Triton-X ve L-arginine Camiolo buffer hazırlamak için kullanıldı. Trizma 

base, SDS western blotlamada SDS jellerini hazırlamak ve yürütme-transfer 
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tamponlarını hazırlamak amacıyla kullanıldı. Tris-HCl,Gliserol, BFB ve  DTT 

Laemmli örnek tamponu hazırlamak amacıyla kullanıldı. Trizma base,NaCl, KCl 

TBS hazırlamak için,  Na2CO3, Na2HCO3, NaN3 kimyasalları Coating buffer 

hazırlamak için kullanıldı.   
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3. BULGULAR 

 

3.1. Hidrojen peroksit varlığında DNA-nitron bileşiği oluşumunun 

İmmuno-spin yakalama tekniği ile gösterilmesi 

 

Bu tez çalışmasında ana amaçlarımızın ilki immuno-spin yakalama tekniğini 

laboratuarımızda çalışmaktı. Bu nedenle, tezin ik bulguları olarak bu teknik 

kullanılarak hidrojen peroksit (H2O2) varlığında DNA-nitron bileşiklerinin oluşması 

gösterilmiştir. Satın alınan DNA (1 mg/mL)  ile ELISA ölçümleri Cu2+ (100 µM) 

varlığında ve farklı H2O2 konsantrasyonlarında (0-, 50-, 100-, 200- ve 400- µM)  

reaksiyonlar gerçekleştirilmiştir.  

Her bir grup için 0 µM  H2O2 luminesens sonucuna göre yapılan oranlara göre Şekil 

3.1. (A-D) grafikleri elde edilmiştir. 
 

Deneylerde iki ana seri oluşturulmuş, bu serilerden ilkine DNA-nitron bileşiğini 

tanıyan DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) eklenmemiş, ikinci seri ise 

DMPO eklenerek reaksiyonlar gerçekleştirilmiştir. DMPO’nun bulunmadığı birinci 

seriden elde edilen sinyal ile DMPO’lu ikinci seriden elde edilen sinyal 

karşılatırıldığında, birinci grupta luminesens değişimi olarak farklı H2O2 

konsantrasyonlarında farklı yanıtlar elde edilmemiştir  (Şekil 3.1. siyah renkli 

eğriler).  DMPO bulunan ikinci seriden elde edilen sinyallerde ise tüm ölçümlerde 

farklı H2O2 konsantrasyonlarda artan ve sonra satüre olan luminesens değerleri  

ölçülmüştür (Şekil 3.1. kırmızı renkli eğriler). Burada 4 bağımsız ölçümün 

sonuçları örnek olarak verilmektedir (Şekil A-D). 
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Şekil 3.1. ELISA tekniği kullanılarak immuno-spin yakalama tekniği ile Cu2+ 

katalizörlüğünde farklı hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonlarında (50, 100, 200 ve 400 
µM) gerçekleştirilen DNA – nitron bileşiği sonuçlarının luminesens şiddet değişimi olarak 
gösterilmesi (dört bağımsız öçlüm sonuçları A-D ‘de örnek olarak verilmiştir).  Burada 
kırmızı grafikler DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) varlığında, siyah eğriler ise 
DMPO yokluğunda yapılan ölçümleri göstermektedir. 

 

 

Birbirinden bağımsız olarak gerçekleştirilen 8 farklı deney serisinin ortalama 

sonuçları alındığı zaman elde edilen sonuçta DMPO bulunmayan örneklerin 

sinyalleri farklı H2O2 konsantrasyonları için farklı bulunmamıştır. Fakat DMPO 

bulunan ikinci serilere ait örneklerin ortalama değerleri grafikte H2O2 50 µM, 100 

µM ve 200 µM eklendiğinde elde edilen sinyalde ( Şekil 3.2,  kırmızı renkli eğriler) 

lineer olmayan bir artış görülmüştür. DMPO’lu serilerin 400 µM H2O2 bulunan son 

örneklerinden alınan sinyallerin 200 µM’da maksimum değere eriştiği ve bu 

değerden sonra artış veya azalma göstermeyerek sabitlendiği görülmüştür. 
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Şekil 3.2.  ELISA tekniği kullanılarak immuno-spin yakalama tekniği ile Cu2+ 

katalizörlüğünde  farklı hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonlarında ( 50, 100, 200 ve 
400 µM) gerçekleştirilen DNA – nitron bileşiği sonuçlarının ortalama (±SEM) değişim 
grafiği. Kırmızı grafikler DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline-N-oxide) varlığında, siyah 
eğriler ise DMPO yokluğunda yapılan ölçümleri göstermektedir. Ortalama değerler 8 farklı 
ölçümden elde edilmiştir. 

 

 

3.2.  Çinko varlığında oluşturulan DNA-nitron bileşiklerine ait luminesens 

yanıtlarının karşılaştırılması 

 

Bir önceki bölümde elde edilen verilere göre elde edilen en yüksek oksaidan etkisi 

olan H2O2’nin 200 µM değeri göz önüne alınarak, bu grup incelemelerimizde 

çinkonun [çinko sülfat, Zn3(PO4)2] DNA–nitron bileşiği oluşumundaki etkileri 

konsantrasyon bağımlı olarak incelenmiştir. Bu incelemede değişmeyen tek bir 

H2O2 (200 µM) varlığında reaksiyon gerçekleştirilmiş olup bu reaksiyonlarda çinko 

farklı konsantrasyonlarda kullanılmıştır (0-, 50-, 100-, ve 200-µM). Elde edilen 

lüminesans değişimleri (DMPO varlığında; yeşil eğriler ve DMPO yokluğunda; 

siyah eğriler) Şekil 3.3. de verilmiştir. Yine bu şekilde 4 farklı deney sonuçları 

örnek olarak sunulmuştur. 
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DMPO yokluğunda ve 200 µM H2O2 varlığında DNA-nitron bileşiği oluşumu için 

farklı Zn3(PO4)2 konsantrasyonlarında değişmeyen lüminesans değerleri ölçülürken, 

DMPO ve 200 µM H2O2 varlığında yine benzer bileşik oluşumu yine farklı 

Zn3(PO4)2 eklenen konsantrasyonları altında gerçekleştirildiğinde, farklı 

lümünesans yanıtları gözlenmiştir. Yine 4 farklı ölçüm için elde edilen lümünesans 

değişim eğrileri Şekil 3.3’te sunulmuştur. Elde edilen ortalama yanıt eğrileri 

incelendiğinde (Şekil 3.4.), örneğin, 50 µM Zn3(PO4)2 varlığında gözlenen sinyal 

artışının, 100 µM Zn3(PO4)2 varlığında hemen hemen ortadan kalktığı, buna karşın 

artan Zn3(PO4)2 konsantrasyonlarında (200- ve 400-µM  gibi) sinyalin artmaya 

devam ettiği gözlenmiştir.  

 

 

Şekil 3.3 Immuno-spin yakalama tekniği kullanılarak çinko sülfatın [Zn3(PO4)2] Cu2+ 

katalizörlüğünde 200 µM hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bileşiği üzerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) gösterilmesi. Burada, yeşil 
renkli grafik DMPO varlığında, siyah renkli grafik ise DMPO yokluğunda yapılan ölçüm 
sonuçlarını göstermektedir. Burada dört farklı deney sonuçları örnek olarak (A-D) 
verilmiştir 
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Bu elde edilen bulgular bize, 200 µM H2O2 varlığında elde edilen DNA-nitron 

oluşumunun 100 µM Zn3(PO4)2 varlığında durduğunu, buna karşılık artan 

konsantrasyonlarda daha da hızlanarak devam ettiğini göstermektedir. Burada, 100 

µM Zn3(PO4)2 ile elde edilen eğrinin bize bu değerin bir antioksidan türden etki 

olabileceğini, diğer konsantrasyonların ise pro-oksidan gibi etki gösterdiğini 

düşündürmüştür.  

 

 

 

Şekil 3.4. Immuno-spin yakalama  tekniği  kullanılarak çinko sülfatın [Zn3(PO4)2] Cu2+ 

katalizörlüğünde 200 µM hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bileşiği üzerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) ortalama (±SEM) 
lüminesens değişimi olarak gösterilmesi. Burada, yeşil renkli grafik DMPO varlığında, 
siyah renkli grafik ise DMPO yokluğunda yapılan ölçüm sonuçlarını göstermektedir. 
Ortalama değerler 6 farklı ölçümden elde edilmiştir. 
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3.3. Selenyum varlığında oluşturulan DNA-nitron bileşiklerine ait 

luminesens yanıtlarının karşılaştırılması 

Bölüm 3.2’de açıklanan şekilde tüm ölçümler bu grup incelemelerimizde ise bir 

başka antiokisan olarak bilinen element olan selenyum etkisi incelenmiştir. 

Selenyum bileşiği olarak sodyum selenit [Na2SeO3] seçilmiştir. Sodyum selenit için 

yine farklı konsantrasyonlar denemiştir (0-, 50-, 100-, ve 200-nM). Yine 4 farklı 

ölçüm için elde edilen lümünesans değişim eğrileri Şekil 3.5’te sunulmuştur. Elde 

edilen ortalama yanıt eğrileri incelendiğinde (Şekil 3.6.), örneğin, 50 nM Na2SeO3 

varlığında gözlenen sinyalin hemen hemen ortadan kalktığını, buna karşın artan 

Na2SeO3 konsantrasyonlarında (100-, 200- ve 400-µM  gibi) sinyalin artmaya 

devam ettiği gözlenmiştir.  

 

 

Şekil 3.5. Immuno-spin yakalama  tekniği  kullanılarak sodyum selenitin [Na2SeO3] Cu2+ 

katalizörlüğünde 200 µM hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bileşiği üzerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) gösterilmesi. Burada, mavi 
renkli grafik DMPO varlığında, siyah renkli grafik ise DMPO yokluğunda yapılan ölçüm 
sonuçlarını göstermektedir. Burada dört farklı deney sonuçları örnek olarak (A-D) 
verilmiştir. 
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Şekil 3.6. Immuno-spin yakalama  tekniği  kullanılarak sodyum selenitin[Na2SeO3] Cu2+ 

katalizörlüğünde 200 µM hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonunda elde edilen DNA-
nitron bileşiği üzerindeki etkilerinin (oksidant ve antioksidant) ortalama (±SEM) 
lüminesens değişimi olarak gösterilmesi. Burada, mavi renkli grafik DMPO varlığında, 
siyah renkli grafik ise DMPO yokluğunda yapılan ölçüm sonuçlarını göstermektedir. 
Ortalama değerler 6 farklı ölçümden elde edilmiştir.   

 

Bu elde edilen bulgular bize, 200 µM H2O2 varlığında elde edilen DNA-nitron 

oluşumunun 50 nM Na2SeO3 varlığında durduğunu, buna karşılık artan 

konsantrasyonlarda daha da hızlanarak devam ettiğini göstermektedir. Burada, 50 

nM Na2SeO3 ile elde edilen eğrinin bize bu değerin bir antioksidan türden etki 

olabileceğini, diğer konsantrasyonların ise pro-oksidan gibi etki gösterdiğini 

düşündürmüştür. 

 

3.4. Protein-nitron bileşikleri ile gerçekleştirilen Western blotlama bulguları 

Bölüm 3.1, 3.2 ve 3.3’te DNA üzerindeki immuno-spin-yakalama tekniği ile elde 

edilen protein-nitron bileşiklerinin tespitinde bir temel basamak olması amacıyla 

yapılmıştır. Daha önceki bölümlerde yapılan incelemelerle elde edilen sonuçlarla, 

immuno-spin-yakalama tekniğinin DNA-nitron bileşiklerinin tespitinde 

kullanılabileceği, çinko ve selenyum gibi elementlerin oksidan/antioksidan etkileri 

tespit edilmiş ve gösterilmiştir. 
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İncelemelerimizin bu aşamasında, immuno-spin-yakalama tekniğinin, protein-

nitron oluşumunda kullanılıp kullanılamayacağı incelenmiştir. İncelememizde 

kullanılan proteinler, Anabilim Dalımızda mevcut olan normal ve besleme yoluyla 

metabolik sendrom oluşturulmuş sıçanların kalp dokularından izole edilmiştir. Bu 

yolla, bu tekniğin metabolik sendrom indüklü kalp dokusu proteinlerinde hasar olup 

olmadığını inceleme olanağı elde edilmiştir.  

 

3.4.1. Sıçan kardiyomiyositlerinden izole edilen toplam proteinlerde protein-

nitron oluşumunun Western blotlama ile gösterilmesi 

Deneylerde kontrol ve metabolik sendromlu sıçan sol ventrikülünden izole edilmiş 

kardiyomiyositlerden elde edilen protein örnekleri kullanılarak, bunlardan protein-

nitron bileşikleri oluşturulmuştur. Değişmeyen miktarlarda protein içeren örnekler 

0-, 50-, 100-, ve 200-µM konsantrasyonlarda H2O2 ile muamele edilmiştir. Western 

blotlama yöntemi ile bileşenlerine ayrılan protein örnekleri, PVDF membrana 

aktarılmış ve X-Ray film ile görüntülenmiştir. Şekil 3.7. A’da kontrol grubu 

sıçanlar için oluşturulmuş olan protein-nitron bileşiklerinin anti-DMPO antikoru ve 

β-aktin ile inkübasyonlarına ait Western blot ile elde edilen orijinal bant görüntüleri 

verilmiştir. 

Anti-DMPO antikorunun bağlandığı proteine yaklaşık 11 kDa’luk bir ağırlık 

kazandırdığı bilinmektedir (Gomez-Mejiba, 2009). Elde edilen bant görüntüleri 

filmde protein belirtecinin yaklaşık 20 kDa düzeyinde görüldüğü için DMPO-

protein nitron bileşiğinin ağırlığı 20 kDa olarak gösterilmiştir. Şekil 3.7.A’da 

metabolik sendromlu sıçanlara ait proteinler ile oluşturulmuş protein-nitron 

bileşiklerinin anti-DMPO antikoru ve β -aktin antikoru ile inkübasyonu sonucu elde 

edilen orijinal bant görüntüleri verilmiştir. 

Her bir deney grubu önce ayrı ayrı kendi içerisinde değerlendirmeye alınmış olup, 

her bir grubun H2O2 uygulaması için konsantrasyon bağımlı protein-nitron 

bileşiklerinin artışında önemli bir etken olup olmadığı incelenmiştir. Hem kontrol 

grubunda hem de metabolik sendrom proteini grupları için DMPO varlığında sinyal 
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görülebildiği, bu sinyalin ortamda DMPO olmadığı durumlarda görülmediği tespit 

edilmiştir. Artan H2O2 konsantrasyonu varlığında hem DMPO ve hem de 

DMPO’suz olarak kontrol grubu sıçan kardiyomiyosit proteinlerinde nitron 

oluşumu incelendiğinde, tüm konsantrasyonlardaki 50, 100, 200 µM H2O2’nin her 

biri ortamdaki H2O2 bulunmayan kontrol grubu proteinleri ile karşılaştırıldığında, 

istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar görülmüştür. Benzer şekilde,   metabolik 

sendromlu sıçan gruplarına ilişkin proteinlerinden DMPO varlığında elde edilen 

protein-nitron bileşiklerinin her bir H2O2 konsantrasyonunda gözlenen lüminesans 

sinyalinin H2O2’suz olan metabolik sendrom grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak farklı olduğu görülmüştür (P<0,05). 

Bu durumdan çıkarılabilecek sonuç metabolik sendromlu grubun proteinlerinde 

meydana gelen oksidatif hasar, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, meydana gelen 

oksidatif hasara göre daha yüksek seviyelerde olduğunu düşündürmüştür. 

 



 
 
 

55 
 

 

Şekil 3.7. Kontrol ve metabolik sendromlu sıçan kalplerinden elde edilen 
proteinlerinde H2O2’nin 50, 100, 200 µM konsantrasyonları ile oluşturulan protein-
nitron bileşiklerinin immuno-spin-yakalama yöntemi ile tespit edilmesi. Kontrol 
grubuna ait Western blotlama bant görüntüleri (A) α-DMPO antikoru ile inkübasyon 
ve aynı örneklerin β-aktin antikoru ile inkübasyonuna ait bant görüntüleri; metabolik 
sendrom grubuna ait Western blotlama bant görüntüleri (B) n=3 örnek sayısına göre 
ortalama % değişim grafiği. *P<0,05 Kontrol grubunda 0 µM H2O2’ye göre, #P<0,05  
Metabolik sendrom grubunda 0 µM H2O2’ye göre, †P<0,05 Her bir konsantrasyon 
için metabolik sendrom grubunun kontrol grubuna göre  istatiksel anlamlılık farkını 
belirtmektedir. 
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3.4.2.  Zn3(PO4)2 varlığında oluşturulan protein-nitron bileşiklerine ait 

Western blotlama sonuçlarının değerlendirilmesi  

Aynı miktarlarda protein içeren örnekler , 200 µM H2O2 varlığında ve değişen (0-, 

50-, 100-, ve 200-µM) Zn3(PO4)2 miktarlarına maruz bırakılarak, protein-nitron 

bileşikleri oluşturulmuş ve oluşturulan protein-nitron bileşiklerinin düzeyi ve farklı 

Zn3(PO4)2 konsantrasyonlarına verdiği yanıtlar belirlenmeye çalışılmıştır. Bu grup 

ölçümler için elde edilen Western blot bantlara ait görseller Şekil 3.8. A’da ve tüm 

ölçümler için elde edilen band-şiddet değerlerinin ortalamaları (±SEM) bar-

grafikleri olarak B’de verilmiştir. Bu grup ölçümlerin tümü yine DMPO 

yokluğunda ve varlığında yapılmış olup, nitron oluşumu için 200 µM H2O2 

konsantrasyonu seçilmiştir. Bant görüntülerinden de anlaşılabileceği üzere ortamda 

DMPO’nun bulunmadığı, gerek kontrol proteini gerekse metabolik sendrom 

proteini gruplarında bant görülmez iken, ortama eklenen DMPO sayesinde bant 

görüntüleri elde edilebilmiştir (Şekil 3.8.A). Farklı zamanlarda gerçekleştirilmiş 

olan üç farklı deney sonucu ortalamalarının % değişim grafiğinde de görüldüğü 

gibi, kontrol grubu sıçan kardiyomiyositlerinden izole edilmiş olan proteinlerde, bu 

oksidan ajan varlığında (200 µM H2O2) oluşan protein-nitron bileşiği, DNA-nitron 

bileşiği oluşumundakine benzer şekilde, 100 µM Zn3(PO4)2 varlığında minimum 

değerdedir. Benzer şekilde, metabolik sendromlu sıçan kalp dokusu proteinlerinde 

de 200 µM H2O2 varlığında DMPO’suz ve DMPO’lu nitron oluşumu 

karşılaştırıldığında, DMPO ve yine 100 µM Zn3(PO4)2 varlığında diğer yanıtlarla 

karşılaştırıldığında yine bu yanıt minimum değerdedir.  Kontrol grubunda 

gerçekleştirilen istatistiksel hesaplamalar sonucunda 100 µM Zn3(PO4)2 ve 200 µM 

Zn3(PO4)2, Zn3(PO4)2 içermeyen örnek ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

farklı bulunmuştur. 

Metabolik sendrom grubundaki istatistiksel hesaplamalar sonucunda elde edilen 

verilere göre Zn3(PO4)2 ‘ın tüm konsantrasyonları, Zn3(PO4)2 bulunmayan örneklere 

göre istatistiksel olarak farklı bulunmuştur. Kontrol ve metabolik sendrom 

proteinleri arasındaki gerçekleştirilen istatistiksel hesaplamalara göre 50 µM ve 200 
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µM Zn3(PO4)2 bulunan metabolik sendrom proteinli örnekler kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak fark gösterdiği gözlemlenmiştir (P<0,05).  

3.4.3. Na2SeO3 varlığında oluşturulan protein-nitron bileşiklerine ait Western 

blotlama sonuçlarının değerlendirilmesi  

Daima aynı miktarda protein miktarı içeren örnekler  200 µM H2O2 ile üzerine 0-, 

50-, 100-, ve 200-nM Na2SeO3 kullanılarak protein-nitron bileşikleri oluşturulmuş 

ve oluşturulan protein-nitron bileşiklerinin düzeyi ve farklı Na2SeO3 

konsantrasyonlarına verdiği yanıtlar belirlenmeye çalışılmıştır. Bu grup ölçümler 

için elde edilen Western blot bantlara ait görseller Şekil 3.9. A’da ve tüm ölçümler 

için elde edilen band-şiddet değerlerinin ortalamaları (±SEM) bar-grafikleri olarak 

B’de verilmiştir. Burada, kontrol grubu protein bandları ve metabolik sendrom 

grubu protein bandları (A)’da verilmiştir. Bu grup ölçümlerin tümü yine DMPO 

yokluğunda ve varlığında yapılmış olup nitron oluşumu için 200 µM H2O2 

konsantrasyonu seçilmiştir. Şekilden de görüldüğü gibi, hem kontrol hem de 

metabolik sendromlu  sıçan kardiyomiyositlerinden izole edilmiş olan proteinlerde, 

200 µM H2O2 oluşan protein-nitron bileşiği, DNA-nitron bileşiği oluşumundakine 

benzer şekilde, 50 nM Na2SeO3 varlığında minimum değerdedir. Kontrol grubu için 

Na2SeO3 bulunmayan gruba göre istatistiksel hesaplamalar sonucunda gruplar 

arasında fark görülmemiş iken, metabolik sendrom grubunda 50 nM Na2SeO3 

sinyalinin Na2SeO3 bulunmayan örneğe göre istatistiksel olarak farklı olduğu tespit 

edilmiştir.  Buna karşın, metabolik sendromlu sıçan kardiyomiyosit proteinlerinde 

200 µM H2O2 varlığında DMPO’lu nitron oluşumu, kontrol proteinlerinde oluşan 

nitron bileşiklerine göre  50, 100, 200 nM değerlerinin hepsi için istatistiksel olarak 

fark göstermiştir.  
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Şekil 3.8. Kontrol ve metabolik sendromlu sıçan  kalplerinden elde edilen 
proteinlerinde 200 µM H2O2 ile oluşturulan protein-nitron bileşiklerinin Zn2(PO4)3 

bileşiğinin 50,100, 200 µM konsantrasyonları uygulandığında verdiği cevabın  
immuno-spin-akalama yöntemi ile tespit edilmesi. Kontrol grubuna ait Western 
blotlama bant (A) α-DMPO antikoru ile inkübasyon ve aynı örneklerin β-aktin 
antikoru ile inkübasyonuna ait bant görüntüleri; metabolik sendrom grubuna ait 
Western blotlama bant görüntüleri (B) n=3 örnek sayısına göre ortalama % değişim 
grafiği. *P<0,05 Kontrol grubunda 0 µM Zn3(PO4)2 ’ye göre, #P<0,05  Metabolik 
sendrom grubunda 0 µM Zn3(PO4)2’ye göre, †P<0,05 Her bir konsantrasyon için 
metabolik sendrom grubunun kontrol grubuna göre istatiksel anlamlılık farkını 
belirtmektedir. 
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Şekil 3.9. Kontrol ve metabolik sendromlu sıçan kalplerinden elde edilen 
proteinlerinde 200 µM H2O2 ile oluşturulan protein-nitron bileşiklerinin Na2SeO3 

bileşiğinin 50,100, 200 µM konsantrasyonları uygulandığında verdiği cevabın 
immuno-spin-yakalama yöntemi ile tespit edilmesi. Kontrol grubuna ait Western 
blotlama bant (A) α-DMPO antikoru ile inkübasyon ve aynı örneklerin β-aktin 
antikoru ile inkübasyonuna ait bant görüntüleri; metabolik sendrom grubuna ait 
Western blotlama bant görüntüleri (B) n=3 örnek sayısına göre ortalama % değişim 
grafiği.  *P<0,05 Kontrol grubunda 0 nM Na2SeO3’e göre, #P<0,05  Metabolik 
sendrom grubunda 0 nM Na2SeO3’e göre, †P<0,05 Her bir konsantrasyon için 
metabolik sendrom grubunun kontrol grubuna göre  istatiksel anlamlılık farkını 
belirtmektedir. 
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4. TARTIŞMA 

 

Biyolojik sistemlerde (doku, hücre, protein, DNA gibi) çok kısa ömürlü serbest 

radikallerin oluşumunu gözlemek amacıyla genel olarak kullanılan elektron spin 

rezonans (ESR) tekniğine ek olarak geliştirilen immün-spin-yakalama tekniği bu 

tez çalışması kapsamında laboratuvarımızda kurulmuş ve sıçan kalp dokusundan 

izole edilen proteinlerde akut oksidan etkisinde serbest radikal oluşumu normal ve 

metabolik sendromlu sıçan örneklerinden elde edilen veriler karşılaştırılarak 

gözlenmiştir. Ayrıca bu tez çalışmasında, bu teknik kullanılarak, selenyum ve çinko 

gibi hem antioksidan hem de pro-oksidan özellikleri taşıyan iz elementlerin hangi 

konsantrasyonlarda bu özellikleri gösterdikleri yine bu teknik kullanılarak 

gösterilmiştir. 

Biyolojik sistemlerde (doku, hücre, protein, DNA gibi) serbest radikallerin varlığı 

son ürün analizleri ile veya antioksidant enzimlerin etki çalısmalarından genel 

olarak elektron spin rezonans (ESR) tekniği kullanılarak anlaşılabilmiştir. Farklı ve 

çok sayıda in vitro ve in vivo çalışmalar ESR kullanılarak serbest radikal 

metabolitleri gözlenebilmişlerdir (Janzen ve Haire, 1990). Daha sonraki gelişmeler 

ile biyolojik sistemlerdeki kısa ömürlü radikaller için bu tekniğin yeterli olmadığı 

gösterilerek ve çeşitli çalışmalarla doğrulanan bir teknik daha geliştirilmiştir 

(Ramirez ve ark.,  2006). Spin-trapping tekniği daha kararlı bir serbest radikal, yani 

bir radikal addüksiyonu yapmak için serbest bir radikalin bir diamagnetik spin 

trapın çift bağına takmak için kullanılan bir tekniktir (Mason, 2004). Bu nedenle 

ESR ile daha iyi inceleme yapılabilmesine ve serbest radikal oluşumunu biyolojik 

sistemlerde gözlemek için uzun yıllar tek bir teknik olarak kabul görmüş olmasına 

karşın her biyolojik örnek için uygulnabilirliğinin güç olması ve oldukça pahalı bir 

sistem olması nedenleriyle her laboratuvara katılması mümkün olamamıştır. Buna 

karşın protein veya DNA radikallerinin nitron addüksiyonlarını gözlemek için bir 

immunoassay tekniğinin geliştirilmesi immunolojik tekniklerin serbest radikal 

biyolojisinde çok önemli bir güç kazanmasına yol açmıştır (Gomez-Mejiba ve ark., 
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2009). Bu teknik sayesinde protein veya DNA düzeyinde çok hızlı radikal oluşumu 

çok hassas olarak ölçülebilmektedir (Ramirez ve ark., 2005). 

Mason ve arkadaşlarının (2004) ESR tekniğini modifiye ederek, DMPO adı verilen 

bileşik vasıtası ile gerçekleştirdikleri ölçüm yolları bu tez çalışmasında 

gerçekleştirilmiştir. DNA’da oluşturulan nitron bileşiği protokolü literatürde 

belirtildiği gibi uygulanmıştır (Gomez-Mejiba ve ark.,2009). Deney sonuçlarımız 

literatürde elde edilmiş sonuç ile benzerlik göstermiş olup,  DNA’nın H2O2 

varlığında Cu2+ katalizörlüğünde inkübasyonu ile oluşturulan DNA-nitron 

bileşikleri ortamda DMPO bileşiğinin bulunmadığı durumlarda ELISA 

deneylerinde sinyal oluşturmaz iken, ortama DMPO eklendiği zaman H2O2’nin 

artan konsantrasyonu ile sinyalin da arttığı sonuçlar elde edilmiştir. Serbest bir 

radikal olmamasına rağmen Cu2+ iyonunun katalizörlüğü ile Fenton-tip reaksiyona 

benzerlik gösteren tepkimeler ile H2O2’yi etkili bir oksidan olarak görmemize 

neden olmuştur. H2O2’nin DNA’da oluşturduğu DNA-nitron bileşiklerinin miktarı, 

etkili olarak tespit edilebilmesi için DNA-nitron bileşiği ile kararlı bir bileşik 

oluşturan ve yarılanma ömrü DNA-nitron bileşiğinin tespit edilmesi safhasında 

yeteri kadar uzun olmasından dolayı DMPO’nun kullanılması büyük avantaj 

sağlamıştır.  

Çalışmamızda kullanmış olduğumuz immüno-spin-yakalama yöntemi, DNA ve 

protein-bileşikleri için biyolojik örneklerde serbest radikal biyokimyası 

çalışmalarında etkili olarak, ayrıca hücreler, hayvanlar gibi biyolojik sistemler 

açısından en az toksik ve en etkili yöntem olarak kullanılmaya uygun bir yöntem 

olduğu bizim çalışma sonuçları ile de teyit edilmiştir. Ayrıca bu çalışma 

kapsamında, yine bu yöntem kullanılarak, Zn ve Se gibi iz elementlerinin in vitro 

koşullarda hangi konstanrasyonlarda bir antioksidan veya pro-okisidan gibi 

davranabildikleri kardiyomiyositlerden izole edilen toplam proteinlerde 

gösterilmiştir. Redoks biyokimyası araştırmalarında yapılmış olan son çalışma 

raporlarında antioksidanların diyet ile alınımı ve oksidatif stres hasarı arasında ters 

bir ilişki olduğunu göstermektedir (Gökalp ve ark., 2003; Sulak ve ark., 2005). 

Buna göre, antioksidan takviyesinin oksidatif hasarı sınırlandırmak için yeterli 
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olabileceği belirtilmiştir (Barkat ve ark., 2014). Bu nedenlerle tüm biyolojik 

sistemlerde eser element olan Se ve Zn bileşiklerinin kombinasyonu besin 

takviyeleri üretimi yapılmaktadır. Sonuç olarak, Se ve Zn bir organizmanın 

fonksiyonlarını düzenleyebilecek önemli iz elementler olarak kabul edilmiştir. 

Ayrıca Zn elementi SOD enziminin ko-faktör tamamlayıcısı olarak 200’den fazla 

enzim ve transkripsiyon faktörünün tamamlayıcı bileşeni olarak da biyolojik 

sistemlerde görev yapmaktadır (Barkat ve ark., 2014).  

Zn, biyokimyasal olayların geniş bir alanında temel rol oynayan ve memeli merkezi 

sinir sisteminde düzenleyici öneme sahip olan çeşitli protein, hormon ve hormon 

reseptörlerinin yapısal bileşeni olarak tanımlanmıştır (Nowak, 2000). Buna ek 

olarak, Zn bir antioksidan olan SOD enziminin bileşeni olduğu gibi 

metalotiyoninlerin de fizyolojik işlevlerini düzenleyen bir iyondur. Ayrıca Zn, 

serbest radikallerin artışını gerçekleştiren tiyoller ve Fe arasındaki reaksiyonları 

engelleyen ve nükleik asit onarıcı enzimler ve membran kararlılığını sağlayıcı 

faktörlerin önemli bir bileşenidir (Barkat ve ark.) 

Çinko iyonunun (Zn2+) biyoloji sistemlerde sinyal yolakları, mitokondri 

metabolizmasını ve hücrenin redoks durumunu etkileyebilen bir molekül 

olmasından (Tuncay ve ark., 2010) ve hücre proliferasyonu, bağışıklık fonksiyonu 

ve serbest radikallere karşı hücresel savunma mekanizmalarında etkin şekilde görev 

yapıyor olmasından (Dreosti, 2001; Ho, 2004; Falcchuk, 1998; Bray ve Bettger, 

1990; Powell, 2000; Cousins ve ark., 2003) ötürü, bu çalışmada pro-oksidan ve 

antioksidan özellikleri açısından değerlendirilmeye alınmış olup, ELISA deneyi ile 

DNA-nitron bileşikleri üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Elde edilen verilere göre 

Zn2+‘nun pro-oksidan ve antioksidan özelliklerinin bu iyonun konsantrasyonuna 

bağımlı olarak farklılık gösterdiği tespit edilmiştir. Elde edilen verilere göre, 

Zn2+‘nun mikro molar seviyesinde konsantrasyonlarının genel olarak DNA üzerinde 

H2O2 ile birlikte bir pro-oksidan etki gösterdiği, ancak 100 µM Zn2(PO4)3, DNA-

nitron bileşiklerinden elde edilen ELISA sinyalinde belirgin azalmalar görülmüştür 

(Şekil 3.2). Bu sonuç bize DNA-nitron bileşiğinde 100 µM Zn2(PO4)3 bileşiğinin 

antioksidan etki gösterebileceğini göstermektedir. 
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 Se, GSH-Px enziminin bir ko-faktörü olmasından ötürü (Rotruck  ve ark., 1973; 

Schwarz ve Foltz, 1957) biyolojik olarak öneme sahiptir ve her alt ünitesinde 

selenosistein şeklinde bir adet Se içeren GSH-Px enzimi, hücre içinde hidrojen 

peroksidin suya indirgenmesinde önemli rol oynamaktadır (Kralj ve Gorup,2004). 

Ayrıca Keshan hastalığı gibi endemik fatal kardiyomiyopati bulunan bölgede 

sodyum selenit uygulamasından sonra hastalık insidanzının azalması bu elemenin 

(Chen ve ark., 1980) biyolojik önemine dikkat çekmektedir. Selenyum takviyesi 

kronik dejeneratif hastalıkların önleyebilmekte ve bir çok intraselüler sistemin 

antioksidan kapasitesini arttırarak oksidatif stres yanıtının düzenleyici bir 

modülatörü olarak gösterilmiştir (Rayman, 2002). 

Selenyumun, özellikle hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin temizlenmesi, 

zincirleme oksidasyonlarını durdurması ve vücutta oluşturduğu selenoproteinlerin 

antioksidan özelliğe sahip olması gibi biyolojik işlevlerinden ötürü, 

deneylerimizdeki bir diğer pro-oksidan ve antioksidan ilişkisi incelemek üzere 

kullandığımız iyondur.   

ELISA deneyi ile gerçekleştirilen H2O2 varlığı ve Cu2+ katalizörlüğünde DNA-

nitron bileşiklerinin oluşturulması deneylerinde, selenyum iyonunun nanomolar 

konsantrasyonlardaki pro-oksidan ve antiksidan etkileri gözlemlenmiştir. Elde 

edilmiş olan verilere göre, ortama 50 nM sodyum selenit eklendiği zaman oluşan 

DNA-nitron bileşiklerinin azalma göstermiş olduğu, ancak daha yüksek 

konsantrasyonlardaki sodyum selenitin DNA-nitron bileşiklerinin oluşumunu 

arttırdığı, tıpkı bir pro-oksidan gibi hareket ettiğini göstermiştir (Şekil 3.3).  

Yapılan ELISA deneylerinde elde edilen sonuçlar referans alınarak metabolik 

sendromun proteinlerdeki nitron oluşumu aydınlatılmaya çalışılmıştır. Metabolik 

sendrom etiyopatogenezi tam olarak bilinmeyen diyabet ve kardiyovasküler sistem 

hastalıklar için risk oluşturan faktörler topluluğudur. Metabolik sendrom, insülin 

direnci ile başlayan abdominal obezite, glikoz intoleransı veya diabettes mellitus, 

hiperglisemi, koroner arter hastalığı gibi sistemik bozuklukların birbirine eklendiği 

ölümcül bir zinciri temsil etmektedir. Metabolik sendrom üzerinde yapılan 

deneylerin genel olarak amacı bahsedilen patolojik olaylar zincirinde temel sorun 
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üzerinde tespit ve tedavi yöntemleri için olanak sağlamaktır. Dolayısı ile elde edilen 

sonuçlar metabolik sendromdan yola çıkılarak, kardiyovasküler hastalıklar, 

hiperglisemi ve diabettes mellitus gibi çağımızın yaygın hastalıklarında oksidatif 

stresin etkisi için ışık tutmamızı sağlayacak bilgiler elde etmemize yarayacaktır. 

Bu amaçla metabolik sendromlu ve sağlıklı sıçan kalplerinden elde edilen proteinler 

üzerine DNA’dakine benzer şekilde uygulanan H2O2 bileşiği ile protein-nitron 

bileşik oluşumu gözlemlenmiş olmasına rağmen DNA-nitron bileşiklerini 

gözlemlerken elde edilmiş olan belirgin sonuçlar, protein-nitron bileşiklerini 

gözlemlerken yeterli olamamıştır. Bunun nedeni kardiyomiyositlerde elde edilmiş 

olan toplam protein üzerinde bu tekniğin kullanılmasının bu şartlar altında uygun 

ve güvenilir olamayacağını düşündürmüştür. 

Buna karşın elde edilmiş olan sonuçlar, H2O2 konsantrasyonu artışında elde edilen 

protein-nitron bileşikleri her iki grup için artış göstermiş olmakla birlikte metabolik 

sendrom proteinlerinin H2O2’in 200 µM konsantrasyonundan sağlıklı proteinlere 

göre çok daha fazla etkilendiği gösterilmiştir (Şekil 3.7). Bu durum, metabolik 

sendromun kardiyomiyosit proteinlerini serbest radikaller ve reaktif oksijen 

türlerine karşı oksidatif strese daha yatkın hale getirdiğini düşündürmektedir.  Bu 

da literatürde daha önceden gerçekleştirilmiş olan diyabet ile serbest radikaller 

(Pitkanen ve ark., 1992; Van Dam ve ark., 1995; Bukan ve ark., 2003) ve kalp 

fonksiyonları ile serbest radikaller (Bolli ve ark., 1989; Toyokuni, 1999, Lopes ve 

ark., 2012; Tullio ve ark., 2013) arasındaki ilişkiye yönelik deney sonuçlarını 

destekler niteliktedir.    

Zn2+, redoks inert bir iyon olmasına rağmen hücre içerisindeki redoks değişiminden 

çok çabuk etkilenebilmekte; hücre içerisinde bir şekilde oksidatif stresin artması 

Zn2+‘nun bağlı bulunduğu proteinlerden ayrılması veya depolardan salınmasına 

neden olmaktadır. Ayrıca çinko iyonunun insülinin önemli bir parçası olduğu 

bilinen bir gerçektir. Hücre içi Ca2+ ve Zn2+ mekanizmalarının diyabetik 

kardiyomiyopatide bozulmuş olduğu literatürde bulunan en önemli bulgulardandır 

(Ayaz ve ark., 2004; Ayaz ve Turan, 2006). Bununla birlikte artan oksidatif stres ve 

buna bağlı hücresel hasarda Zn2+ eksikliğinin katkısı; Zn2+‘nun Fe3+  ve Cu2+ gibi 
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redoks aktif metallerin membranlara ve intraselüler alanlara bağlanmasını inhibe 

etme yeteneğine sahip olması gibi, biyokimyasal olaylar Zn2+ antioksidan 

özelliklerinin bulunduğunu kanıtlar niteliktedir. Buna karşın bazı polimorfizmlerde 

Zn2+, bulunduğu yerde çok fazla miktarda ise temel olarak bakır eksikliğinden ötürü 

toksik etki göstermektedir, sonuçta kolesterol ve lipoprotein dağılımı, sitokrom 

oksidaz C, immünolojik parametrelerde değişimler meydana getirebilmektedir.  

Kardiyomiyositlerde yapılan iskemi-reperfüzyon çalışmalarına dayanarak yapılan 

çalışmalar sonucunda mitokondrinin fonksiyonunu kaybetmesi ve ROS tarafından 

hasara uğratılması sonucu antioksidan savunmanın tükenmiş olduğu söylenmiştir 

(Aon, ve Cortassa, S., 2010; Tuncay ve ark., 2010) bu nedenle kardiyomiyositler 

üzerindeki oksidatif kaynaklı hasarın ve çinko elementinin antioksidan kabiliyetinin 

işlev mekanizmasının araştırılması gerekmektedir. Ayrıca bir başka çalışma 

sonuçlarına göre (Tuncay ve ark. ,2010),  kısa süreli okside edici koşullarda Ca2+ 

indüklü Zn2+ uygulanmasının da kardiyomiyositler üzerinde antioksidan etkiye 

sahip olduğu gösterilmiştir.  

Deneylerde metabolik sendrom ve sağlıklı kalp proteinlerinde oluşturulan protein-

nitron bileşikleri çinkonun farklı konsantrasyonlarına maruz bırakılmış ve elde 

edilen verilere göre çinkonun 100 µM konsantrasyonunun oluşan protein-nitron 

bileşiklerinin vermiş olduğu lüminesens sinyalinin diğer konsantrasyonlara karşın 

azalmış olduğu görülmüştür. Kontrol ve metabolik sendrom kalp proteinlerinde her 

iki grup için H2O2’nin oksidan etkisi benzer sonuçlar doğurmuşsa da ortama 

eklenen 100 µM çinko fosfat sinyalin düşmesine, yani bir diğer deyimle 

antioksidan etkiye neden olmuştur (Şekil 3.8). Çinkonun konsantrasyonu arttırıldığı 

zaman ise antioksidan etkinin giderek pro-oksidan etkiye dönüştüğü ve ortamdaki 

protein-nitron bileşiklerinin artış göstermesine bağlı olarak lüminesens değerlerinin 

de artış gösterdiği gösterilmiştir.  

Turan ve ark. (2005)’te yapmış oldukları çalışmanın ışığında, izole sıçan kalpleri 

üzerinde oluşturulan iskemi-reperfüzyon hasarı sonrasında sodyum selenit 

uygulanımının kardiyak perfomansı baskıladığı gösterilmiştir. Selenyumun iskemi-

reperfüzyon bağımlı değişiklikler üzerindeki bu belirtilen yararlı etkisi, doz bağımlı 
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şekilde nanomolar konsantrasyonlarda tespit edilmiştir. Bu amaçla sodyum 

selenitin 25-1000 nM aralığında değişen konsantrasyonları, perfüzyonu 10 dakika 

takiben kullanılmıştır. Elde edilen verilere göre de selenyumun kardiyak 

performansı üzerinde doza bağımlı iyileşme sağlamakta olduğu ve okside 

glutatyon, glutatyon oranında azalma sağladığı, ayrıca iskemi/reperfüzyona uğramış 

olan kalpte malondialdehit seviyesinde artışa sebep olduğu gösterilmiştir (Turan ve 

ark., 2005). Daha önce yapılmış olan çalışmalarda da iskemi-reperfüzyona 

uğratılmadan hemen önceki selenyum tedavisinin reperfüzyon sürecinde ventriküler 

kasılmanın düzenlenmesi (Poltronieri ve ark., 1992) ve miyokard enfarktüsü 

azalttığı (Tanguy, 2004) gösterilmiştir.  Ayrıca iskemi-reperfüzyon aracılı kalp 

fonksiyonları değişimlerinin oksidatif stres ve intraselüler Ca2+ artışına bağlı 

olduğu rapor edilmiştir. Bu duruma istinaden kalbin iskemi-reperfüzyon hasarına 

karşı hem oksidatif stres hem de hücre içi Ca2+ artışına karşı selenyum sayesinde 

korunmakta olabileceği kanısına varılmıştır. Bu amaç ile in vitro ortamda kontrol, 

iskemi-reperfüzyon, selenyum uygulanmış (75 nM) deney grupları kullanılmıştır  

(Turan ve ark., 2005).  Bu verilere dayanılarak kardiyak fonksiyonları üzerinde, 

iskemi-reperfüzyona uğramış olan kalpte selenyumun antioksidan özelliği 

görülmektedir denilebilir.  

Benzer şekilde selenyumun protein-nitron bileşikleri üzerindeki etkisi kontrol 

edildiğinde 50 nM konsantrasyonda hem kontrol hem de metabolik sendromlu kalp 

proteinlerindeki sinyallerde azalma görülmüş, selenyum konsantrasyonu 

arttırıldıkça protein-nitron bileşiklerinin oluşumuna paralel olarak elde edilen 

lüminesens değerinde de artış olduğu DMPO sayesinde gösterilmiştir. Kontrol 

grubu için Na2SeO3 bulunmayan gruba göre istatistiksel hesaplamalar sonucunda 

gruplar arasında fark görülmemişken, buna karşın elde edilen veriler metabolik 

sendromda oluşan nitron oluşumunun selenyumun deneyde kullanılan tüm 

konsantrasyonları için (50, 100, 200 nM) kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

farklı olduğu gözlemlenmiştir.  (Şekil 3.9). Bu duruma göre selenyumun 50 nM 

konsantrasyon için antioksidan karaktere sahip olması, metabolik sendrom 

proteinleri için, 50 nM konsantrasyonda ortamda Na2SeO3 bulunmayan örneğe göre 
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istatistiksel olarak fark gösterdiği verisinden yola çıkılarak, oksidatif strese karşı 

kullanılabilecek bir antioksidan olarak kullanılabileceği gösterilmiştir.  
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 
 

 

Biyolojik sistemlerde canlılık işlevlerinin fonksiyonları belirli bir düzen içerisinde 

ilerlemektedir. Bu sistemler üzerinde meydana gelebilecek her hangi bir eksiklik 

veya hata özellikle nükleik asitler üzerinde oluşmuş ise, sentezlenecek olan 

proteinler ve buradan da sistemin işlevi için önemli olan biyokimyasal olayların 

gidişatında ve oluşacak ürünlerde hatalar meydana gelmesine sebep olacaktır. Bu 

nedenle bu çalışmada gerçekleştirilmiş olan deneylerin temeli DNA ve 

proteinlerdeki oksidatif hasarlar üzerine dayanmaktadır. Hücre seviyesinde artan 

radikal oluşumu ve oksidatif strese dayalı hasarları tamir etmek amacıyla hücreler 

antioksidan maddeler sayesinde kendi savunma sistemlerine sahip olsalar da bu 

sistemin dışarıdan çeşitli eser elementler ile desteklenmesine ihtiyaç duyulmak 

gerekebilir. Bahsedilen eser elementler içerisinde çinko ve selenyum önem teşkil 

etmektedir. Çinko ve selenyumun pro-oksidan ve antioksidan özellikleri literatürde 

in vivo ve in vitro çalışmalarda gösterilmiştir. Redoks biyokimyasının tarihi göz 

önünde bulundurulduğunda biyolojik sistemlerde çok hızlı reaksiyonlar ile oluşan 

serbest radikallerin varlığı, son ürün analizleri ile yeni antioksidan enzimlerin, 

çeşitli eser elementlerin etkilerinin incelenmesi amacıyla elektron spin rezonans 

(ESR, EPR) tekniğinin kullanımının yaygın olduğu görülebilir. ESR tekniği 

kullanılarak çok sayıda ve farklı alanda yapılan in vitro ve in vivo çalışmalarda, 

protein veya DNA düzeyinde oluşan serbest radikal metabolitleri gözlenebilmiştir.  

Daha sonraki gelişmeler ile, biyolojik sistemlerdeki kısa ömürlü radikal 

metabolitleri için bu tekniklerin yeterli olmadığı gösterilerek, çeşitli çalışmalar ile 

doğrulanan yeni bir teknik geliştirilmiştir.  

İmmüno-spin-yakalama tekniği denen bu yeni teknikte daha kararlı bir serbest 

radikal oluşturabilmek için bir serbest radikalin bir diamagnetik spin çift bağına 

takmak için kullanılmaktadır. Bu sayede, ESR ile daha iyi inceleme yapılabilmiş ve 

ESR serbest radikal oluşumu biyolojik sistemlerde gözlemek açısından yeni ve 

etkili bir teknik olarak kabul görmüştür. Bu bilgilerin ışığından DMPO denen 

kimyasal madde vasıtasıyla ESR tekniğinin kombinasyonu sağlanarak biyolojik 
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DNA ve proteinlerdeki serbest radikaller bu çalışmada da tespit edilmeye 

çalışılmıştır. İmmüno-spin-yakalama tekniği sayesinde DNA üzerinde oluşturulan 

DNA-nitron bileşiklerinin tespiti ve hidrojen peroksit konsantrasyonuna bağımlı 

olarak sinyal değişimi tespit edilmiş, ardından Zn2+ ve SeO3
-2 gibi iyonların farklı 

konsantrasyonlarının DNA-nitron bileşiklerinin oluşumundaki rolleri ELISA ile 

gösterilmiştir.  

DNA-nitron bileşikleri ile yapılan deney sonuçlarının ışığında, metabolik 

sendromlu ve normal kalp dokusu proteinlerinde oluşturulan protein-nitron 

bileşikleri üzerindeki hidrojen peroksit etkisi çalışılmıştır. Yapılan çalışmada kalp 

dokusundan izole edilmiş olan total proteinler üzerindeki oluşan protein-nitron 

bileşikleri tespit edilmeye ve karşılaştırılmaya çalışılmıştır.  Ayrıca, metabolik 

sendrom ve normal kalp dokusu proteinlerinden oluşturulan protein-nitron 

bileşikleri üzerindeki çinko ve selenyum elementlerinin pro-oksidan ve antioksidan 

etki gösterdikleri konsantrasyon değerleri immüno-spin yakalama tekniği sonrası 

Western blotlama yöntemi ile gösterilmeye çalışılmıştır. Elde edilen veriler 

metabolik sendromlu kalp dokusundan elde edilen proteinlerdeki nitron 

oluşumunun, normal kalp dokusundan elde edilen proteinlerde meydana gelen 

nitron bileşiklerine oranla daha fazla olduğunu göstermiş olsa da bu tekniğin 

toplam proteinler üzerinde yapılan protein-nitron bileşiklerini tespit edebilme 

etkinliği açısından çok uygun bir teknik olmadığını görmemize olanak sağlamıştır.  

Yapılan çalışmaların literatür verilerini desteklemiş olması immüno-spin-yakalama 

tekniğinin hücre veya canlı hayvan içerisinde oluşan protein ve DNA radikallerinin 

fonksiyonlarını ve oluşum yerlerinin tespit edilebileceği tek yöntemdir. İmmüno-

spin yakalama tekniğinin protein ve DNA merkezli radikallerin tespitinde ESR ve 

ESR-spin yakalama teknikleri ile karşılaştırıldığında i) bu teknoloji klinik veya 

akademik laboratuar çalışmalardaki herhangi bir araştırmada ESR için gerekli olan 

karmaşık ekipmanlara veya fiziki kimya ve kuantum mekanik uzmanına gereksinim 

duymaması, ii) yeni sistemleri keşfetmek için genellikle kritik olan gerekli 

numunenin küçük miktarlarda (mikrogram) kullanımının yeterli olması, iii) en 

önemlisi de biyomolekül merkezli radikallerin bir çok sistem içerisinde 
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(biyokimyasal, hücre, doku ve tüm hayvan) tespitinin, karakterizasyonunun, 

tanımlanması ve yerleşiminin mümkün olması gibi önemli avantajları 

bulunmaktadır. 

Tüm bu bilgiler kapsamında yapılan ve bu kapsamda yapılması planlanan 

çalışmalar hücreler, dokular ve protein merkezli radikallerin oluşturduğu hastalıklar 

ve maruz kalma modellemeleri yapılabilecek ve bunlara karşın daha az toksik 

tedaviler üretilebilecektir. İmmüno-spin-yakalama yöntemi, hücre ve dokulardaki 

oksidatif stres patogenezi oluşturan serbest radikallerin belirlenmesi amacıyla 

karmaşık hücresel yanıt rollerini tanımlamaya belirleyici bir rol olarak 

kullanılabilecektir. 
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ÖZET 
 

 

 

Çinko ve Selenyumun Antioksidan Özelliklerinin Oksidatif Stres İndüklü 

DNA Radikallerinin İmmün-spin-yakalama Yöntemi Kullanılarak İncelenmesi 

 

Bir elektronunu kaybetmiş bir oksijen atomu içeren serbest radikaller, kararsız ve 

reaktif moleküller olarak, özellikle DNA ve proteinler etrafında bulunan 

elektronlara afinite göstermelerine neden olmakta, bu durum da DNA ve proteinler 

ile etkileşim sonrası fonksiyon bozukluğu, mutasyon ve hücre ölümlerine neden 

olabilmektedir. Serbest radikallerin biyomoleküller üzerinde göstermiş olduğu bu 

etkiye oksidatif stres adı verilir. Oksidatif stres canlılarda belirli bir seviyenin 

üstünde ise ve/veya antioksidan aktivitenin yetersiz kaldığı durumlarda çeşitli 

patolojik durumlar oluşturmaktadır. Serbest radikallerin yanında hücrelerde 

meydana gelen reaktif oksijen ürünleri (ROS) de DNA, protein, karbonhidrat ve 

lipidler gibi biyolojik açıdan öneme sahip moleküllere zarar verebilmektedir. 

Diyabet ile ilgili yapılan çalışmalarda, diyabetli hastalarda ROS’lerinin 

peroksidasyonunun artmış olduğu ve oluşan oksidatif stresin diyabetin 

ilerlemesinde etkili olduğu gösterilmiştir. Redoks biyokimyasında çeşitli 

modifikasyonların belirlenebilmesi ve sonrasında radikallerin nerede oluşup 

lokalize olduğunun tespit edilmesi gerekmektedir. Elektron spin rezonans (ESR) 

biyolojik radikallerin geniş bir bölümünün tespit edilmesi aşamasındaki in vitro 

çalışmalarda kullanılmasına karşın, DNA ve protein radikallerinin hücre içerisinde 

tespit edilmesi aşamasında yeterli olamamış ve bu nedenle immüno-spin-yakalama 

adını verdikleri yeni bir teknik geliştirilerek, DNA ve protein merkezli radikallerin 

yüksek verimlilik ile tespit edilebilmesini sağlamıştır. 

Bu çalışmada immüno-spin yakalama tekniği kullanılarak, DNA ve protein 

düzeyinde serbest radikal oluşumunun tespiti amaçlanmıştır. Ayrıca immüno-spin-

yakalama tekniği kullanılarak in vitro koşullarda DNA üzerinde, selenyum ve 
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çinkonun pro-oksidan/antioksidan  etki gösterdiği konsantrasyonları belirlenmeye 

çalışılmıştır. Ek olarak normal ve metabolik sendromlu sıçan  

kardiyomiyositlerinden izole edilen proteinlerde bu teknik kullanılarak oluşan 

protein radikallerinin oluşum seviyeleri karşılaştırılmıştır.  Ayrıca, yine protein-

oksidan etkileşmesinde çinko ve selenium elementlerinin hangi konsantrasyonda 

oksidan ve angi konsantrasyonda pro-oksidan etki gösterdikleri Western-blot 

tekniği ile de doğrulanmıştır. Böylece, bu çalışma sonuçları, bu tekniğin DNA ve 

protein gibi moleküllerle serbest radikal etkileşimleri oldukça yetkin bir şekilde 

kullanılabileceğini göstermiştir. 

 

Anahtar Sözcükler: Anti-DMPO, antioksidan, bakır katalizli reaksiyon, çinko, 

DMPO (5,5-Dimetil-1-pirolin-N-oksit), DNA-nitron bileşiği, hidrojen peroksit, , 

immüno-spin yakalama, oksidatif stres, protein-nitron bileşiği, 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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