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ETIiK BEYANI

Yiksek Lisans tezi olarak sundugum “Doku serbest radikal diizeyininin 6l¢timii igin
kullanilan 2', 7' - diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) probunun doku igermeyen in
vitro bir ortamda kullanilabilirliginin arastiriimasi” adli ¢alismanin, proje sathasindan
sonu¢lanmasma kadar gegen biitiin silireglerde bilimsel etik kurallarna uygun bir
sekilde hazirlandigin1  ve yararlandigim eserlerin  kaynaklar  boélimiinde

gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.
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TURKCE OZET

Serbest radikallerin kararsiz, kisa 6miirlii ve reaktif yapilar1 nedeniyle biyolojik
ve biyolojik olmayan ortamlarda tespit edilmeleri gok zordur. Floresan problari yiiksek
duyarlilig1, hiicre zarindan gegebilmeleri ve veri eldesindeki kolayliklar1 nedeniyle
reaktif tirlerin tespitine yonelik en ¢ok tercih edilen yontemlerden biridir.

Daha 6nce anabilim dalimizda sigan kortikal dilimleri kullanilarak yapilan bir
calismada 2', 7'- diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) floresan bilesigi kullanilarak
inkiibasyon ortaminda reaktif oksijen tiirleri (ROT) duzeyi Olcultrken beklenmedik
bir sekilde bu probun doku igermeyen in vitro fizyolojik ortamda da floresan
yogunlugunda 6nemli artisa neden oldugu goézlemlenmisti. Bu sonuctan hareketle
yaptigimiz ¢aligmada floresan siddetindeki artisin olasi mekanizmasi ve ortam
kosullarma (konsantrasyon, pH, sicaklik, siire vb.) bagliligi test edildi. Daha sonra baz1
antioksidan bilesiklerin floresan yogunlugundaki artig Uzerine etkisine bakilarak
yontemin in vitro kullanilabilirligi test edildi.

Hidrojen peroksit konsantrasyonuna bagl floresan siddetindeki artisin yeniden
g0zlenmesi sonrasi; ortam pH’ smin, oksijenin, sicakligin, inkibasyon slresinin ve
inkiibasyon ortamindaki maddelerin floresan siddetini nasil etkiledigi test edildi.
Ortam pH’ sinin baziklige kaymasi yaninda, inkbasyon slresinin, oksijen varhiginin
floresans siddetini arttirdig1 gozlenirken, fizyolojik Krebs kompozisyonunda bulunan
sodyum bikarbonatin gozlenen etkiden sorumlu oldugu saptandi. Diger taraftan,
inkiibasyon ortamina eklenen bazi antioksidan bilesiklerin floresan siddeti (izerine
etkisi arastirilarak, yontemin doku igermeyen in vitro kosullarda uygulanabilirligi test
edildi.

Sonug olarak, calismamizdan elde ettigimiz bulgular a) esas itibari ile
intraselliiler ortamdaki reaktif oksijen tilirlerinin saptanmasi amaci ile kullanilan
DCFH-DA’ nin doku icermeyen bir ortamda da kullanilabilecegini, b) ancak bunun
inkiibasyon kosullar1 ile yakindan etkilendigi, c¢) dolayisiyla deneysel kosullarmin
standardize edilmesinin 6nemli oldugunu isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Serbest radikal, antioksidan, floresan, 2', 7'- diklorofloresin
diasetat
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INGILIiZCE OZET

Investigation of the usability of the 2 ', 7'- dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA) probe used for the measurement of tissue free radical level in a tissue-free in
vitro environment.

Free radicals are very difficult to detect in biological and non-biological
environments due to their unstable, short-lived and reactive nature. Fluorescent probes
are one of the most preferred methods for the detection of reactive species due to their
high sensitivity, ability to pass through the cell membrane and ease of data acquisition.

In a previous study in our department using rat cortical slices, 2', 7'-
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) fluorescent compound was used to measure
the level of reactive oxygen species (ROT) in the incubation medium, but
unexpectedly, this probe also showed fluorescence in the tissue-free in vitro
physiological environment. A significant increase in density was observed. Based on
this result, the possible mechanism of the increase in fluorescence intensity and its
dependence on ambient conditions (concentration, pH, temperature, time, etc.) were
tested. Then, the in vitro usability of the method was tested by looking at the effect of
some antioxidant compounds on the increase in fluorescence intensity.

After re-observing the increase in fluorescence intensity depending on the
hydrogen peroxide concentration; It was tested how the ambient pH, oxygen,
temperature, incubation time and the fluorescence intensity of the substances in the
incubation medium affected. While it was observed that the pH of the environment
shifted to basicity, the incubation time and the presence of oxygen increased the
fluorescence intensity, it was determined that sodium bicarbonate in the physiological
Krebs composition was responsible for the observed effect. On the other hand, the
effect of some antioxidant compounds added to the incubation medium on the
fluorescence intensity was investigated, and the applicability of the method in tissue-
free in vitro conditions was tested.

In conclusion, the findings of our study a) DCFH-DA, which is mainly used
for the detection of reactive oxygen species in the intracellular environment, can also
be used in a tissue-free environment, b) but it is closely affected by the incubation
conditions, c¢) therefore, the experimental conditions indicates the importance of
standardization.

Key words: Free radical, antioxidant, fluorescent, 2', 7'- dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA)
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1. GIRIS

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis
elektron bulunduran; bu yiizden oldukga reaktif, kisa dmiirlii, kararsiz atom veya
molekiillerdir (Phaniendra, Jestadi, & Periyasamy, 2015). Reaktif oksijen tiirleri ve
reaktif nitrojen tiirleri olmak tizere ikiye ayrilan serbest radikaller viicudumuzda
cesitli fizyolojik ve patolojik stlireglerde Onemli rol oynarlar. Diisiik
konsantrasyonlarda serbest radikallerin yararli etkilerinden bahsedilirken, viicutta
antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldig1 yiiksek konsantrasyonlara
ulastiklarinda oksidatif ve nitrozasif stres durumuna neden olarak biyomolekiillerde
hasar olustururlar. Bunun sonucunda da normal hiicre dongiisiinii bozarak hiicre
Olimiine neden olabilirler. Yapilan ¢ok sayida calismada serbest radikallerin
degisen konsantrasyonlarda farkli roller iistlenebildigi hatta radikallerin tiir(ne,
uretim yerine, bozunma ve diflizyon gibi 6zelliklerine bagh olarak hiicrelerde farkl
sekilde davranabildigi bildirilmistir (Zhang, Dai, & Yuan, 2018). Dolayisiyla
serbest radikallerin etkilerini anlayabilmek igin bunlarm dogru konumlarmin tespit
edilmesi ve konsantrasyonlarininin giivenilir bir sekilde dlgtilmesi cok dnemlidir.
Reaktif tiirlerin kisa Omiirlii olmasi, birbirleriyle etkilesmesi ve biyolojik
sistemlerde endojen antioksidanlarmn varhigi1 géz oniinde bulunduruldugunda bu
hedeflere ulasmak kolay degildir. Giinlimiizde bir¢ok hastaligin patogenezinde rol
oynadig1 diisiiniilen serbest radikallere olan ilgi giderek arttigindan hem in vitro
hem de in vivo sistemlerde reaktif tiirlerin 6lgiimii ve lokalizasyonu igin farkli
yontemler uygulanmakta ve halen gelistirilmektedir. Oksidasyona duyarl floresan
problarinin kullanildig1 floresansa dayali yontemler bunlardan biridir. Yiksek
hassasiyeti ve veri eldesindeki kolayligi bu yontemi 0stin kilmaktadir. Sik
kullanilan floresan problarindan birisi 2, 7'- diklorofloresin diasetat (DCFH-DA)’
dir. Floresan olmayan bu prob hiicresel esterazlar varliginda yine floresan olmayan
DCFH (2, 7'- diklorofloresin) ara iiriiniine doniisiir. DCFH ortamdaki reaktif
tiirlerle reaksiyona girerek floresan bir bilesik olan DCF (2', 7'- diklorofloresein)’
ye doniigiir ve bunun sonucunda agiga ¢ikan floresan siddeti spektroflorometrik

olarak o6lctlebilir. Bu probun biyolojik olmayan ortamda esterazlar olmadan diisiik



seviyelerde de olsa kendiliginden floresans olusturabilidigine dair ¢alismalar
mevcuttur (Kalinich, Ramakrishnan, & Mcclain, 1997).

Anabilim dalimizda daha once sican kortikal dilimleri kullanilarak yapilan
calismalar sirasinda DCFH-DA kullanilarak inkiibasyon ortaminda reaktif oksijen
turleri dizeyi 6lgtlurken, beklenmedik bir sekilde DCFH-DA' nin dilimsiz fizyolojik
ortamda da hidrojen peroksit varliginda floresan yogunlugunda 6nemli artisa neden
oldugu gozlenmistir (Demircan, Gil, & Blyukuysal, 2014). Yaptigimiz ¢alisma bu
sonuctan hareketle s6z konusu inkiibasyon ortaminda esteraz bulunmamasina ragmen
krebste gozlenen ve hidrojen peroksit ile indiiklenen floresan siddetindeki artigin
mekanizmasinin aydinlatilmasini, ortam kosullarinin (Konsantrasyon, pH, sicaklik,
sire vb.) bu artis {izerine etkisini gormeyi amaglamaktadir. Ote yandan bazi
antioksidan bilesiklerin bu artig {izerine etkisine bakilip; yontemin antioksidan
kapasite 6lciim yontemi olarak DPPH radikal stipiirme kapasitesi yontemine kiyasla in

vitro kullanilabilirliginin test edilmesi ¢alismanin amaglar1 arasinda yer almaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller
2.1.1. Tanim ve Tarihcesi

Serbest radikaller, dis yoriingesinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis
(eslenmemis) elektron igeren ylksek enerjili atom veya molekiller olarak
tanimlanmaktadir. Eslenmemis elektron serbest radikali kararsiz, kisa 6mirli ve
oldukga reaktif kilmaktadir. Serbest radikaller yuksek reaktiviteleri nedeniyle
stabiliteye ulasmak i¢in diger bilesiklerden elektronlar1 ayirarak yine bir serbest
radikal olusumuna neden olurlar ve sonucta canh hiicrelere zarar veren zincir bir
reaksiyonu baslatirlar (Phaniendra ve ark., 2015).

Serbest radikal kimyasimnin tarihi yaklasik yiiz yil 6ncesine dayanmaktadir.
Bir Ingiliz kimyager olan Fenton’ un 1894 yilinda demir silfat ve hidrojen
peroksitin tartarik asidin oksidasyonuna neden olduguna dair kesfi bu yolda atilan
ilk adimdir. Bu reaksiyon su anda canli hiicrelerdeki en zararli endojen serbest
radikal olarak bilinen hidroksil radikallerinin meydana geldigi Fenton
reaksiyonunun temelini olusturmaktadir (Fenton, 1876).

Michigan Universitesi’ nde Kimya Profesorii Moses Gomberg 1900 yilinda
ilk kez canli sistemde organik bir serbest radikal olan trifenil metil radikalinin
varhigin1 kesfetmistir (Gomberg, 1900). Daha sonra 1954 yilinda Gershman,
oksijen toksisitesinin serbest radikal olusturma kabiliyetine bagli oldugu oksijen
toksisitesinin serbest radikal teorisini ortaya atmis (Gerschman, Gilbert, Nye,
Dwyer, & Fenn, 1954); aymi yil, Commoner tarafindan elektron paramanyetik
rezonans (EPR) ¢aligmalari ile biyolojik materyallerde serbest radikallerin varligini
ortaya koyan ilk kanitlar elde edilmistir (Commoner, Townsend, & Pake, 1954).

1956 yilinda Denham Harman, serbest radikallerin yaslanma siirecinde
merkezi bir rol oynadigmi belirten yaslanmanin serbest radikal teorisini ortaya
koymustur (Harman, 1956). 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich stperoksit
anyonuna kars1 enzimatik bir savunma sistemi olan siiperoksit dismutaz (SOD)
enzimini kesfetmistir (McCord, & Fridovich, 1969). 1971 yilinda Loschen reaktif



oksijen turlerinin hiicresel metabolik solunumda {iretildigini kesfetmistir (Loschen,
& Flohe, 1971). 1977 yilinda, hidroksil radikalinin, guanilat siklaz enzimini aktive
ederek ikinci haberci olan siklik guanozin monofosfat (cGMP) olusumunu
indiikledigi bildirilmistir (Mittal, & Murad, 1977). Daha sonra 1989 yilinda
Hallliwell ve Gutteridge, reaktif oksijen tirlerinin (ROT) hem serbest radikal hem
de radikal olmayan oksijen tiirevlerini igerdigini bildirmistir (Halliwell, &
Gutteridge, 1989).

2.1.2. Serbest Radikal Olusum Mekanizmalari
Serbest radikaller, hem in vivo hem de in vitro olarak baslica 3 (iig)
mekanizma ile olusmaktadir (Kumar, & Salam, 2018).

1- Homolitik ayrilma ile radikal olusumu: Normal bir molekilin kovalent
bagmin molekilin her bir pargasinda bir ortaklanmamis elektron kalacak
sekilde homolitik bolinmesidir. Yiiksek sicaklik ve elektromanyetik
dalgalar homolitik ayrilma ile radikal olusturabilir.

XY —» X'+Y

2- Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybiyla radikal olusumu
X —» X' +¢

3- Normal bir molekiile bir elektron eklenmesiyle radikal olusumu

X+e —» X©

2.1.3. Serbest Radikal Cesitleri

Serbest radikaller, oksijenden tlreyen reaktif oksijen turleri (ROT)
(Tablo-1) ve nitrojenden tireyen reaktif nitrojen turleri (RNT) (Tablo-2) olmak
Uzere iki gruba ayrilirlar (Phaniendra ve ark., 2015). Her iki grupta gercek radikaller
ile birlikte kendisi radikal olmayan ancak radikal olusumuna yol agan tUrleri
icermektedir (L6pez-Jaén, Codofier-Franch, & Valls-Bellés, 2013).

Biyolojik sistemlerde metabolik reaksiyonlar sirasinda iiretilen en 6nemli
radikaller serbest oksijen radikalleridir. Yasam i¢in vazgegilmez bir element olan
oksijenin kendisi de tagimis oldugu ortaklanmamus iki elektrondan dolay1 biradikal

(diradikal) olarak degerlendirilmektedir.



Tablo 1. Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Radikaller Non-radikaller
Superoksit, O, - Hidrojen Peroksit, H,0,
Hidroksil, OH- Singlet Oksijen, O,
Alkoksil, RO Ozon, O3

Peroksil, ROOr Hipokloréz asit, HOCI

Hipobroméz asit, HOBr

Tablo 2. Reaktif Nitrojen Turleri (RNT)

Radikaller Nonradikaller
Nitrik Oksit, NO Peroksinitrit, ONOO-
Nitrojen dioksit, NO, Nitrosil katyon, NO*

Nitroksil anyon, NO-
Dinitrojen trioksit, N,O3
Dinitrojen tetraoksit, N,O4
Nitroz asit, HNO,
Peroksinitroz asit, ONOOH
Nitril klorid, NO,ClI

2.2. Baz Serbest Radikallerin Ozellikleri
2.2.1. Superoksit Radikali (O27)
Superoksit radikali 3(ii¢) farkli yolla meydana gelebilir.
1) Ksantin oksidaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz ve NADPH bagimli
oksidaz (Enzimatik),
2) Otooksidasyon
Ox+Fe™? _ Fe™+ 0y
3) Molekuler oksijene bir elektron ilavesiyle (Non-enzimatik),
O2+te —» Oy
Stiperoksit radikali in vivo olarak ¢ogunlukla hiicrenin mitokondrisinde
ATP {iretimi sirasinda elektron transport zincirinde (ETZ) meydana gelir.
Biyomolekiillerle reaktivitesi diigiiktiir. SUperoksit (O27) ve disik pH’ da
hidroperoksil (HO2) olmak (zere iki formda bulunur. Fizyolojik pH’ da en ¢ok
bulunan formu stiperoksit radikalidir. Hidroperoksil formu siiperoksit’ e kiyasla
hiicre  zarmmdaki  ¢ift  fosfolipit  tabakaya daha  kolay  girebilir

(Phaniendra ve ark., 2015). Indirgeyici ve oksitleyici ajan olarak davranabilir.




Stiperoksit radikali baska bir siiperoksit radikaliyle reaksiyona girdiginde; birinin
oksijene oksitlendigi digerinin ise hidrojen peroksite indirgendigi bir dismutasyon
reaksiyonu meydana gelir (Halliwell, & Gutteridge, 2006).

SOD
202"+ 2H" —» H02 +O2 (Dismutasyon)

2.2.2. Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali, hidroksit iyonunun notr formu olup; yarilanma émrii
(10° ms ) en kisa ve en reaktif serbest radikaldir. (Liochev, & Fridovich, 1994;
Ldpez-Jaén ve ark., 2013) Yiksek reaktivitesi nedeniyle DNA, protein, lipit ve
karbonhidratlar dahil olmak Gzere hem organik hem de inorganik molekdller ile
reaksiyona girebilir ve hiicrelere diger reaktif oksijen tiirlerinden daha siddetli zarar
verebilir (Halliwell, 1987). Hidroksil radikali; Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss
reaksiyonu olmak (zere iki biyokimyasal reaksiyon sonucunda olusabilir
(Fenton, 1876; Haber, & Weiss, 1934). Hidrojen peroksit; ferritin, seruloplazmin
gibi proteinlerle kompleks olusturan metal iyonlar1 (Fe*?, Cu*) ile reaksiyona
girerek Fenton Reaksiyonu sonucunda hidroksil radikalini olusturur. Ayrica stres
kosullar1 altinda asir1 siiperoksit radikali ferritinden demiri salar ve serbest kalan
demir hidroksil radikali olusturmak i¢in Fenton reaksiyonuna Kkatilir
(Lobo, Patil, Phatak, & Chandra, 2010). Stperoksit radikali ile hidrojen peroksit

arasindaki Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda da hidroksil radikali olusur.

Fe*2+ H,0, — Fe™+ OH + OH" (Fenton Reaksiyonu)
02"+ H202, — O+ OH' + OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu)

2.2.3. Peroksil Radikali (ROO)

Genellikle hidroperoksil radikali veya perhidroksil radikali olarak
adlandirilan peroksil radikalleri cogu hidrokarbonun oksidasyonu sirasinda olusan
reaktif ara Urunlerdir. Stperoksitin protonlanmasi ile olusan perhidroksil (HOO)
radikali en basit formudur (Fittschen, 2019; Liebert, 2002).

RH + OH —» R+ H,0
R+0, —» RO,



2.2.4. Hidrojen Peroksit (H205)

Kimyasal agidan zayif bir reaktif olan hidrojen peroksit; kendisi bir serbest
radikal olmay1p, biyolojik membranlara kolayca nifuz ederek hidroksil radikalinin
olusmasinda araci1 bir rol oynayan reaktif oksijen tiiridiir. Ayrica tek basina yuksek
seviyelerde (50 uM tzerinde) sitotoksik etki gdsterebilir (Halliwell, Clement, &
Long, 2000). Siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalize edilen bir dismutasyon
reaksiyonu sonucunda (Cheeseman, & Slater, 1993) veya bir oksijen molekalinin
iki elektron tarafindan dogrudan indirgenmesi gibi ¢esitli yollardan olusabilir.
Ayrica bazi enzim reaksiyonlarmin ve kimyasal otooksidasyon reaksiyonlarinin bir
urtini olarakta meydana gelebilir. Hucre icinde genellikle peroksizomlarda
olusurlar (Ifeanyi, 2018; Lopez-Jaén ve ark., 2013).

20, + 2H* — H»0, + O,
0+ 2e +2HY —» H,0,

2.2.5. Singlet Oksijen (*O2)

Ortaklanmamis elektronu bulunmayan, yani radikal olmayan bir reaktif
oksijen tiradir. Paralel spin durumlu ortaklanmamis (eslenmemis) iki elektron
iceren  molekiler oksijenin  elektronik olarak  uyarilmasi  sonucunda
elektronlarindan birinin kendi spininin tersi yoniinde orbitalle yer degistirmesi
sonucunda meydana gelir. Delta ve sigma olmak tzere iki formda bulunur. DNA
hasarma ve doku hasarmna neden olabilen oldukc¢a giiclii bir oksitleyici ajandir
(Kanovasky, 1989; Sies, & Menck, 1992). 5 (bes) farkli yolla meydana gelebilir.

1) Isiga bagiml reaksiyonlarda fotosensitizasyon sonucu,

2) Notrofillerin ve eozinofillerin aktivasyonu,

3) Lipooksijenaz, Dioksijenaz ve Laktoperoksidaz gibi enzimlerin
aktivitesi sonucu,

4) Hidrojen peroksitin; Hipokloréz asit, Peroksinitrit, Nitrik oksit ile
oksidasyonu sonucu, (HOCI+ H20, — 5 1O+ H,0 + CI")

5) Endoperoksitlerin  (NDPOz) termal dekompozisyonu sonucunda
olusabilir (Agnez-Lima ve ark., 2012; Phaniendra ve ark., 2015).



2.2.6. Ozon (0»)

Serbest radikal olmamasina ragmen biyolojik etkisini, biyomolekillerin
oksidasyonu veya peroksidasyonu yoluyla direkt veya serbest radikal olusumu ile
gosterir (Kelly, Mudway, Krishna, & Holgate, 1995). Lipit peroksidasyonuna
neden olabilir. Proteinlerde ve nikleik asitlerde bulunan amin, alkol, aldehit ve
stlfidril gibi farkli fonksiyonel gruplar1 oksitleyebilir. Ayrica Kromozomal
sapmalara neden olabilir (Fetner, 1962).

2.2.7. Hipokloroz Asit (HOCI)

Notrofillerin granullerinde bulunan myeloperoksidaz enzimi tarafindan
katalizlenen bir reaksiyon sonucu hidrojen peroksit ve kloriirden meydana gelen
giiclii bir oksidandir (Winterbourn, & Kettle, 2000). Hipokloréz asit, hem
oksidasyon hem de klorlama reaksiyonlarina katilan oldukga reaktif bir tiirdiir.
Tiyol, tiyoeter, askorbat, Urat, piridin niikleotidleri ve triptofan gibi bilesikleri
oksitleyebilir. En 6nemli klorlama reaksiyonunu kloramin olusumu ile sonuglanan
amin gruplar1 ile gergeklestirir. Ayrica klorohidrin olusumu icin kolesterol ve
doymamus lipitleri klorlayabilir (Pritz, 1996; Winterbourn, Berg, Roitman, &
Kuypers, 1992).

myeloperoksidaz
H202 + CI' —— HOCI + OH"

2.2.8. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit, hiicre i¢i ve hiicreler aras1 biyolojik haberci olarak iglev goren,
kisa yarilanma omiiriine sahip kiguk bir gaz molekilidir. Hem lipofilik hem de
suda ¢Ozinebilen Nitrik oksit molekull plazma membranina ve sitoplazmaya
kolayca diflize olur. NADPH ve oksijene bagimli reaksiyon sonucunda, L-
argininin L- sitriline oksidasyonunu katalize eden Nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan bircok hlicrede yan rtin olarak meydan gelir (Andrew, & Mayer, 1999;
Budani, & Tiboni, 2021). Yuksek konsantrasyonlarda oksijen ve slperoksit
radikaliyle reaksiyona girebilir ve peroksinitril gibi gucli bir oksidan ajan
olusturarak hiicre hasarina neden olabilir (Beckman, & Koppenol, 1996).

NOS
L-Arginine + O2 + NADPH —— L-Citrulline +NO- + NADP *



Nitrik oksit radikalinin olusumunda 3(li¢) tip Nitrik oksit sentaz izoformu
yer alir;
1) Noronal NOS (nNOS),
2) Endotelyal NOS (eNOS)
3) Indiiklenebilir NOS (iNOS)

Nitrik oksit; ngrotransmisyon, gen transkripsiyonu ve mRNA translasyonu,
ikincil mesajci olarak guanilat siklaz ve protein kinazi uyararak vaskdler tonusun
diizenlenmesi, immiin regulasyon, hucresel redoks regulasyonu gibi birgok
biyolojik fonksiyona sahiptir (FOrstermann, & Sessa, 2012). Ayrica Nitrik oksit
vaskdler sistemde endotel kaynakli gevseme faktorii (EDRF) olarak tanimlanmis
(Ignarro, Buga, Wood, Byrns, & Chandhuri, 1987) ve bu molekiil 1992 yilinda yilin
molekiilii olarak kabul edilmistir (Koshland, 1992).

2.2.9. Peroksinitrit (OONO)

Nitrik oksitin siiperoksit anyon ile reaksiyonu sonucunda olusan, toksisitesi
yuksek, kisa 6murld, gicli oksidan bir radikaldir (Beckman, & Koppenol, 1996;
Radi, 2018). Peroksinitritin karbondioksit ile reaksiyonu sonucu da nitrozo perokso
karboksilat (ONOOCOy) veya peroksinitroz asit reaktifleri olusur. Ayrica
Peroksinitritin dekompozisyonu sonucunda da nitrojen dioksit ve hidroksil radikali
olusur. Peroksinitritin biyolojik hedefleri arasinda membranin yani sira sitozolik ve
nikleer reseptdrler bulunur. Lipitleri, proteinlerdeki metiyonin ve tirozini, DNA' y1
oksitleyebilir (Szabd, Ischiropoulos, & Radi, 2007).

027+ NOO — OONO"
2.3. Serbest Radikal Kaynaklari

Vicudun normal metabolizmasi sirasinda hiicrelerde ve ¢evremizde strekli

olusan serbest radikaller endojen veya eksojen kaynaklardan meydana gelebilir.



2.3.1 Endojen Kaynaklar

-Mitokondri; Hicre iginde meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin ¢ogu
mitokondride ATP iiretimi sirasinda elektron transport zinciri (ETZ) kaynakhidir
(Inoue ve ark., 2003). Ayrica Monoamino oksidaz, alfa-ketoglutarat dehidrojenaz,
gliserolfosfat dehidrojenaz ve ShcA protein ailesinin bir Gyesi olan p66shc proteini
de reaktif oksijen tdrlerinin olusumuna katki saglayan diger mitokondriyal
bilesenlerdir (Starkov, 2008).

- Endoplazmik retikulum’ da yer alan sitokrom p-450, sitokrom b5, diamin oksidaz
ve tiol oksidaz enzimleri de serbest radikal olusumuna neden olabilir.

- Prostaglandin sentezi; Arasidonik asit metabolizmasi da reaktif oksijen
metabolitlerinin 6nemli bir kaynagidir.

- Otooksidasyon; Baz1 biyolojik molekiillerin otooksidasyonu (adrenalin, fagositik
hicreler, redukte riboflavib, FMNH2, FADH,, Sitokrom P-450) sirasinda serbest
radikaller olusabilir.

- Immun hiicrelerin aktivasyonu, inflamasyon, mental stres, yogun egzersiz,
enfeksiyon, kanser, yaslanma, iskemi (Phaniendra ve ark., 2015).

- Peroksizom; Peroksizomlarda yer alan enzimler (Tablo-3) katalitik reaksiyonlar1
sirasinda serbest radikal olusumuna neden olabilir (Antonenkov, Grunau,
Ohlmeier, & Hiltunen, 2010; Fransen, Nordgren, Wang, & Apanasets, 2012;
Schrader, & Fahimi, 2006).

Tablo 3. Peroksizomlarda Radikal Olusumuna Neden Olan Enzimler

Enzim Substrat ROS
Asetil CoA-oksidazlar Yag asitleri H,0,

D — amino asit oksidaz D-prolin H,0,
L-alfa-hidroksiasit oksidaz Glikolat H,0,
Urat oksidaz Urik asit H.0,
D-aspartat oksidaz D-aspartat H,0,
Ksantin oksidaz Ksantin H,0,, O,~
Poliamin oksidaz N-asetil spermidine H,0,
Nitrik oksit sentaz (NOS2) L-arjinin NO
(Indiiklenebilir form)

2.3.2. Eksojen Kaynaklar
Serbest radikal olusumuna neden olan eksojen kaynaklardan bazilari; Hava

ve su kirliligi, sigara dumani, alkol, gecis metalleri (Cd, Hg, Pb, As), agir metaller
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(Fe, Cu, Co, Cr), endustriyel c¢ozlculer, pestisitler, yiyecekler, yiiksek sicaklik,
iyonize ve iyonize olmayan radyasyon (UV, gama), bazi ilaglar (Halotan,
Parasetamol, Bleomisin, Doksorubisin, Metronidazol, Etanol gibi), karbon
tetraklorir (CCls)’ diir (Kohen, & Nyska, 2002; Pham-Huy, Hua He, Pham-Huy,
2008).

2.4. Serbest Radikallerin Molekuler Hedefleri

Organizmada serbest radikal olusumundaki artisa veya viicudun antioksidan
savunma sistemindeki yetersizlige bagl olarak oksidatif stres ve nitrozatif stres
durumu meydana gelebilir. Bu da bazi hiicresel bilesenlerde (lipit, protein,
karbonhidrat, DNA) hasara neden olarak bir¢ok hiicresel fonksiyonu bozabilir
(Valko ve ark., 2006).

2.4.1. Lipitler

Membran lipitleri, 6zellikle fosfolipitlerin ¢coklu doymamis yag asitleri
serbest radikal hasarina karsi olduk¢a duyarlidir. Genellikle lipit peroksidasyonu
olarak adlandirilan lipitlere verilen hasar 3 (U¢) asamada gergeklesir
(Ayala, Mufioz, & Arglelles, 2014).

1) Baslatma

[k asama, lipitdeki (LH) bir metilen grubundan (CH.) bir hidrojen atomunu
ayrrabilen bir serbest radikal saldirisi ile baslar. Metilen grubuna bitisik bir ¢ift
bagin varligi, hidrojen ve karbon atomlari arasindaki bagi zayiflatir, bdylece
hidrojen atomu molekilden kolayca ayrilarak karbon merkezli bir lipit radikali (L)

meydana gelir.
LH+SR —» L
2) ilerleme (yayilma)
Dayaniksiz bir bilesik olan Lipit radikali (L) molekiler oksijen ile

reaksiyona girerek lipit peroksil (LOO') radikallerini olusturur. Lipit peroksil
radikalleri de diger ¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek tekrardan lipit
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radikallerini olustururlar ve bu sirada agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak
kendileri de lipit peroksitlerine (LOOH) déniisiirler. Bu olay kendi kendini
katalizleyen (otokatalitik) zincir reaksiyonlar seklinde devam eder.

L+0;, —» LOO
LOO+LH — 31 OOH + L

3) Sonlanma

Lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan lipit peroksitleri de
malondialdehit (MDA), 4- hidroksinonenal (4-HNE), propanal ve heksanal gibi
aldehitlere doniigiir. MDA, lipit peroksidasyonunun en mutajenik Griini iken
4-HNE en toksik driindlr (Ayala ve ark., 2014).

Lipit peroksidasyonu; membran akigkanliginin azalmasi, membrana bagl
enzimlerin ve reseptorlerin inaktivasyonu, membran gegirgenliginin bozulmasi gibi

fonksiyon kayiplarina neden olabilir (Catala, 2006).

2.4.2. Proteinler

Serbest radikaller proteinlerde bulunan amino asitleri oksitleyerek capraz
bag olusumuna neden olurlar. Bu durum da proteinlerde denatiirasyona ve
fonksiyon kaybmna, enzim aktivitesinin kaybina, reseptorlerde ve tasiyici
proteinlerde islev kaybma neden olabilir. Proteinlerde serbest radikal hasar1
aminoasit kompozisyonuna baghidir. Metiyonin ve sistein gibi doymamis bag ve
kikdrt iceren amino asitler reaktif oksijen tirleri tarafindan oksidasyona daha
duyarli olup; disulfidlere ve metiyonin siilfoksite doniistiiriilebilir. Ancak biyolojik
sistemlerde, bu iki oksitlenmis protein formu, sirasiyla disiilfiir rediiktazlar ve
metiyonin siilfoksit rediiktazlar olmak tizere iki farkli enzim tarafindan dogal
formlarma geri donistiiriilebilir. Ayrica silfidril (SH) gruplarmm kaybi,
glikozilleme reaksiyonlari, karbonil olusumu, disiilfit ¢apraz bag olusumu,
nitrotirozin olusumu gibi reaktif tiirler tarafindan indiklenen gesitli protein
modifikasyonlar1 mevcuttur  (Butterfield ve ark., 1998). Proteinlerin serbest
radikaller tarafindan oksidatif modifikasyonu; ateroskleroz, alzheimer, amyotrofik
lateral skleroz (ALS), kronik bdbrek yetmezligi, kistik fibrozis, parkinson, diyabet,

romatoid artrit, birgok kanser turd, iskemi-reperfiizyon hasari gibi bazi hastaliklarin
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patogenezinde rol oynamaktadir (Dalle-Donne, Giustarini, Milzani, Colombo,
Rossi, & Milzani, 2003).

2.4.3. Karbonhidratlar

Serbest radikaller karbonhidratlar ile reaksiyona girerek ve karbon
atomlarmin birinden rastgele bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal
olusturabilirler. Olusan bu radikal hyaluronik asit gibi nemli yapisal molekullerde
zincir kirtlmalarina ve fonksiyon kaybina yol acabilir (Hollan, 1995).

Monosakkaritler ve disakkaritler reaktif oksijen tdrlerinin etkisine
polisakkaritlere kiyasla daha direnglidir. Karbonhidratlarda meydana gelen
oksidatif hasar 6zellikle yapisal fonksiyonlara sahip polissakkaritler i¢in 6nem arz
etmektedir (Duan, & Kasper, 2011).

2.4.4. NUKleik Asitler
Serbest radikaller nikleik asitlere (DNA ve RNA) zarar vererek yapisal

bozukluklara neden olabilirler.

2.4.4.1. DNA

DNA’ da meydana gelebilecek oksidatif hasar, hiicre dongusin etkileyerek
mutasyona ve kansere yol acabilir (Hollan, 1995). Serbest radikallerin saldirisina
kars1 Mitokondriyal DNA, niikleer DNA' dan daha duyarhidir. Hidroksil radikali;
purin ve pirimidin bazlari, deoksiriboz seker omurgasi gibi DNA bilesenleri ile
dogrudan reaksiyona girebilir ve DNA' da tek ve ¢ift sarmalli kirilmalar dahil baz
modifikasyonuna ve protein-DNA ¢apraz baglarmin olusumu gibi bir dizi degisime
neden olabilir.

Hidroksil serbest radikalinin pirimidin bazlarina saldirist ile timin glikol,
urasil glikol, 5-hidroksideoksi Gridin, 5-hidroksi deoksisitidin, hidantoin; purin
bazlarma saldiris1 ile 8-hidroksideoksi guanozin; 8-hidroksi deoksi adenozin; 2, 6-
diamino- 4- hidroksi-5- formamido gibi modifiye bazlar meydana gelebilir.
5- formil urasil, sitozin glikol, 5,6- dihidrotironin, 5- hidroksi-6- hidro sitozin,
5-hidroksi-6- hidro urasil, urasil glikol ve alloksan da DNA bazlarinin diger serbest

radikal kaynakli modifiye bazlaridir (Dizdaroglu, Jaruga, Birincioglu, &
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Rodriguez, 2002). Guanin bazmnin hidroksil radikali ile oksidasyonu sonucunda
olusan 8- hidroksi-2- deoksiguanozine (8-OHdG), DNA replikasyonu sirasinda
GC-TA transversiyonlarma yol agar. 8- hidroksi deoksiguanozin, oksidatif DNA
hasarmin biyobelirteci olarak kabul edilir ve mutagenez, karsinojenez ve
yaslanmada 6nemli rol oynar. 8- OHdG seviyeleri mitokondriyal DNA' da niikleer
DNA' dan daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Ayrica reaktif nitrojen turlerinden
peroksinitritte  guanin  ile  reaksiyona  girerek  8-nitroguanin  ve
8-oksodeoksiguanozin gibi DNA lezyonlar1 olusturabilir (Floyd, 1990; Barja,
2000).

2.4.4.2. RNA

RNA,; tek sarmalli yapida olmasi, oksitlenmis RNA i¢in aktif bir onarim
mekanizmasinin olmamasi, proteinler tarafindan DNA’ ya kiyasla daha az
korunmas1 ve 6zellikle sitoplazmik RNA’ larin mitokondriye daha yakin olmasi
nedeniyle DNA’ ya kiyasla oksidatif hasara daha duyarlidir. Azheimer, parkinson,
ateroskleroz gibi gesitli patalojik durumlarda artan 7,8- dihidro-8- okso- guanosin
(8-0x0G) en ¢ok bilinen RNA hasar trnudur (Phaniendra ve ark., 2015).

2.5. Serbest Radikallerin Patolojik ve Fizyolojik Etkileri

Serbest radikallerin  birgok diyabet tiirli, norodejeneratif hastaliklar
(alzheimer, parkinson, multipl skleroz, ALS), kardiyovaskiler hastaliklar
(ateroskleroz, hipertansiyon), kanser (kolorektal, prostat, meme, akciger, mesane
kanserleri), katarakt, solunum rahatsizliklar1 (astim), romatoid artrit, inflamasyon,
yanik, iskemi, yaslanma gibi bir¢cok patolojik durumlarda ve siireclerde rol oynadigi
bilinmektedir (Barber, & Harris, 1994).

Serbest radikallerin zararli etkilerinin yani sira viicutta bazi fizyolojik
stireglerde de rol oynamaktadir. Bunlardan bazilari;

- Oksidatif fosforilasyon,

- Sitokrom P450 ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu,

- Hasarl hiicrelerin apoptozu,

- Mikroorganizmalarin ve kanser hiicrelerinin makrofajlar ve sitotoksik

lenfositler tarafindan dldartlmesi,

14



NO inflamasyonun 6nemli etkilerine katilir,

inflamasyon ve immunolojik fonksiyonlarda rol oynayan IL-2 TNF-alfa
ve MHC Smuf-1 genleri gibi sitokin genlerinin kontrol transkripsiyonu,

Fibroblast {izerinden yara iyilesmesi,

Aktive fagositler ile mikrobiyal 61im,

Mukus sekresyonu,

Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, hiicre biiyiimesi, gelismesi ve
farklilagmasi,

Peroksinitrit ile zararl hiicrelerde (timor hicresi, parazit, mantarlar,
protozoa, helmintler ve mikobakteri) oksidatif hasar olusumudur
(Hollan, 1995).

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri (Antioksidanlar)

Antioksidan terimi, oksidatif hasara kars1 hedef molekilii koruyan herhangi

bir maddedir (Rahman, 2007). Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu ve

bunlarin neden oldugu hasar1 6nlemek igin 4 (dort) farkli sekilde etki ederler;

1-

2-

3-

4-

Toplayici etki; reaktif tiirleri tutma veya onlar1 daha az reaktif yeni bir
molekdile cevirme (6rn. antioksidan enzimler)

Bastiric1 etki; reaktif tirlerle reaksiyona girerek ve onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya onlar1 inaktif hale doniistiirme (6rn.
vitaminler)

Zincir Kirict etki; Reaktif tlirlerin neden oldugu zincir reaksiyonlarini
kirp fonksiyonlarmi engelleme (6rn. albumin)

Onarici etki; Reaktif tiirlerin meydana getirdigi hasarin onarilmast

Organizmada serbest radikallerin olusumu ve detoksifikasyonu arasindaki

dengesizligin neden oldugu oksidatif ve nitrozasif hasara kars1 ¢esitli antioksidan

savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bu mekanizmalardan bazilari;

Ortamdaki oksijen varligmin azaltilmasi

Metal baglama ve selatlama

Onemli bir serbest radikal kaynagi olan Mitokondrinin biitiinliigiiniin

korunmasi
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Serbest radikal Gretiminden sorumlu enzimlerin aktivitelerinin azaltilmasi
(ksantin oksidaz, NADPH oksidaz)

Serbest radikallerin temizlenmesi (6rnegin, E vitamini, C vitamini, GSH,
koenzim Q) ve serbest radikallerin ve radikal olmayan toksik Griinlerin
detoksifikasyonu / ayristirilmasi (SOD, GPx, katalaz, vb.),

Peroksitlerin bozulmasy/detoksifikasyonu,

E vitamininin aktif bir bigimde tutulmasina yardimci olan E vitamini geri
doniigiim sistemi (askorbik asit, tioredoksin rediiktaz (TrxR), B1 ve B2
vitaminleri),

Hasarli molekiillerin tamiri (1s1 sok proteinleri, DNA onarim enzimleri)
veya kaldirilmas: (fosfolipazlar),

Apoptozis,

Redox sinyali, transkripisyon faktér (Nrf2) indiksiyonu,

Vitajen aktivasyonu, antioksidan ve detoksifikasyon aktivitelerine sahip
koruyucu molekillerin sentezidir (Surai, Kochish, & Fisinin, 2017).

Antioksidanlar endojen veya eksojen kaynakli olabilirler.

2.6.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakl1 antioksidanlar, enzimatik (Tablo 4) ve enzimatik olmayan

(Tablo 5) antioksidanlar olmak Gzere iki alt gruba ayrilirlar.

Tablo 4. Enzimatik Antioksidanlar ve Temel Fonksiyonlari

Enzimatik Antioksidanlar

Superoksit Dismutaz (SOD)

Superoksit radikallerinin molekdler oksijen ve hidrojen

peroksite doniigiimii

Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksitin su ve oksijene doniisiimii

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Hidrojenperoksit, organik hidroperoksitler ve lipit

peroksitlerin detoksifikasyonu

Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

Glutatyon ile konjugasyon yoluyla ksenobiyotiklerin ve

elektrofillerin detoksifikasyonu

Glutatyon Reduktaz (GR)

Okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona
(GSH) dontigiimit

Glutamat Sistein Ligaz (GCL)

Glutatyon sentezi

Tiyoredoksin Reduktaz (TrxR)

Antioksidan savunma ve redoks dengesini korumak

Peroksiredoksinler (PRDX)

Hidrojen peroksit ve alkil hidroperoksitlerin azaltilmasi

Glikoz 6-fosfat dehidrojenaz; 6 fosfoglukonat
dehidrojenaz(G6PD6PGDH)

Antioksidan reaksiyonu besleyen kritik kofaktor olan
NADPH' nin tretimi
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Tablo 5. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar ve Temel Fonksiyonlari

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon 02", OH' ve H,0;, ile direkt reaksiyona girerek antioksidan etki gosterir.
Melatonin OH, H,0,, 10,, NO, ONOO- ve ONOOH tiirleri tizerine stipurtict etki gdsterir.
Urik asit OH, 10,, 0,7, ONOO ve ONOOH etkisizlestirir ve gegis metallerini selatlar.
Bilirubin ROO: Radikalleri tizerine zincir kiric1 etki gosterir.

Albumin HOCI, OH- lizerine suipurtici etki gosterir.

Koenzim Q10 027, H,0 iizerine siipiiriicii etki gosterir, lipit peroksidasyonunu baskilar.

Alfa lipoik asit OH-, HOCI, ONOO- ve 105 lizerine siipuriicli etki gosterir.

2.6.2. Eksojen Antioksidanlar

Vicutta dretilmeyen ancak besin ya da takviye yoluyla alinan eksojen

antioksidanlar oksidatif strese kars1 endojen antioksidanlara destek olurlar. Eksojen

antioksidanlar fizyolojik dozlarda yararli etkilere yol agarken, yiiksek dozlarda

prooksidan gibi davranarak zararl etkilere neden olurlar (Bouayed, & Bohn, 2010).

Tablo 6. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen Antioksidanlar

Vitaminler

Vit C, VitE

Mineraller

Cinko, Selenyum

Karotenoidler

B- karoten, likopen

Fenolik asitler

Klorojenik asitler, kafeik asit, gallik asit

Flavanoller Katesin
Flavonoller Quercetin
Antosiyanidinler Siyanidin
izoflavonoidler Genistein
Flavanonlar Apigenin
Alkaloidler Kafein
Fitoaleksinler Resveratrol

2.7. Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesinde Kullanilan Analitik Yontemler

Antioksidan

kapasitenin  degerlendirilmesine  yonelik  yontemler;

spektrometrik (Tablo 7), elektrokimyasal (Tablo 8) ve kromatografik (Tablo 9)

olmak uzere 3 (ug) farkli kategoriye ayrilir.
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Tablo 7. Spektrometrik Yontemler

Antioksidan Kapasite Yontemin Prensibi Son Uriin
Testi Belirleme
ORAC 2, 2' azobis- 2- amidino propan (AAPH) ile indiiklenen, Floresan kayb1
antioksidanin peroksil radikalleri ile reaksiyonu
HORAC Cob (IT) bazli Fenton benzeri sistem tarafindan tiretilen OH Floresan kaybi
radikallerini gidermek icin gereken antioksidan kapasite
TRAP AAPH ayrismasindan iiretilen luminol tiirevli radikalleri Kemiliiminesans
temizlemek icin gereken antioksidan kapasite sondirme
CUPRAC Antioksidanlar tarafindan Cu (II)'nin Cu (I)'ye indirgenmesi Kolorimetri
FRAP Fe(111) kompleksi ile antioksidan reaksiyonu Kolorimetri
PFRAP Antioksidanlar tarafindan potasyum ferrisiyaniiriin indirgenmesi ve Kolorimetri
ardindan potasyum ferrosiyaniiriin Fe*® ile reaksiyonu
ABTS Organik katyon radikali ile antioksidan reaksiyonu Kolorimetri
DPPH Organik bir radikal ile antioksidan reaksiyonu Kolorimetri
Florimetrik Analiz Farkli bir dalga boyundaki 15181 veya diger elektromanyetik Floresan
radyasyonu emen bir bilesik tarafindan 1s1k emisyonu uyarma/emisyon
spektrumlarinin
kaydi

Tablo 8. Elektrokimyasal Ydntemler

Antioksidan Kapasite

Ydntemin Prensibi

Son Uriin Belirleme

Testi
Voltametri Bir caligma elektrotunun yiizeyindeki bir Katodik/anodik tepe akiminin 6l¢iimii
bilesigin uygulanan potansiyelde indirgenmesi
veya oksidasyonu, elektrot yiizeyine yeni
malzemenin taginmasi ve bir akim tiretilmesi ile
sonuglanir.
Amperometri Caligma elektrotunun potansiyeli, referans Elektroaktif bir antioksidanin

elektrota gore sabit bir degere ayarlanir.

oksidasyonu/reduksiyonu ile tretilen
akimin dl¢iimii

Biamperometri

Antioksidanin tersinir bir redoks ¢iftinin
oksitlenmis formuyla reaksiyonu

Kuguk bir potansiyel farki ile iki 6zdes
calisma elektrotu arasinda akan akimin
Olcilmesi ve analiz edilen numune ve
bir tersinir redoks gifti iceren bir
¢ozeltiye daldirilmasi

Tablo 9. Kromatografik Yontemler

Antioksidan Kapasite Testi

Ydntemin Prensibi

Son Uriin Belirleme

Gaz kromatografisi

Bir karisimdaki bilesiklerin ayrilmasi,
bir s1v1 sabit faz ile bir gaz mobil faz
arasindaki yeniden boliimlemeye
dayanmaktadir.

Alev iyonizasyonu veya termal
iletkenlik tespiti

Yiiksek performansh

kromatografisi (HPLC)

S1v1

Bir karigimdaki bilesiklerin ayrilmast,
bir kat1 sabit faz ile mobil fazin yiiksek
akis hizinda ve basincinda farkl
polaritelere sahip bir sivi mobil faz
arasindaki yeniden boliimlemeye
dayanur.

UV-Vis (6rn. diyot dizisi) algilama,
florimetrik algilama, kiitle
spektrometrisi veya elektrokimyasal
algilama

2.8. Antioksidan Aktiviteyi Belirleyen Kimyasal Testler
Reaksiyon mekanizmalarina gore; hidrojen atomu transferi (HAT) ve tek
elektron transferi (SET) reaksiyonuna dayali analiz yontemleri olmak tzere 2 (iki)’

ye ayrilir.
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2.8.1. Hidrojen Atomunun Transferine Dayah Testler (HAT)
HAT temelli yontemler; bir antioksidanin, hidrojen bagisi ile serbest
radikalleri sondiirme konusundaki yetenegini dlger.
X'+AH 5, XH+A
Baslica HAT ‘e dayali analiz yontemleri;
1) Oksijen Radikal Absorpsiyon Kapasitesi (ORAC) Yodntemi
2) Hidroksil Radikal Antioksidan Kapasitesi (HORAC) Y dntemi
3) Toplam Peroksil Radikal Yakalama Antioksidan Parametresi (TRAP) Testi
4) Toplam Oksiradikal Supurme Kapasitesi (TOSC) Y odntemi

2.8.2. Tek Elektron Transferine Dayah Testler (SET)

SET temelli yontemler; potansiyel bir antioksidanin, metaller, karboniller ve
radikaller dahil olmak tizere herhangi bir bilesigi indirgemek i¢in bir elektron
transfer etme yetenegini Olger.

Baslica SET analiz yontemleri;

1) Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi
2) Ferrik iyonu (Fe*®) indirgeme antioksidan giicii (FRAP) dlgiimii
3) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi

2.8.3. Karma Testler
Genellikle, sabit bir kromoforun (2, 20-azinobis-3-etilbenzthyazolin-6-

stlfonik asit) (ABTS) ve 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) gibi) ortadan
kaldirilmas: esasina dayanrr. Burada HAT, ET ve proton-bagl eclektron transfer
(PCET) mekanizmalar1 reaksiyon kosullarma (pH ve solvent gibi) bagl olarak c¢esitli
oranlarda farkli roller oynayabilir.
Baslica Karma yontemler;
1) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (ABTS/TEAC) 6lgtim,
2) 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal sliplirme kapasitesi

yontemidir.

2.8.3.1. DPPH Radikal Suplrme Kapasitesi Yontemi
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), kararli organik azot radikallerinden
(DPPH) olusan ve ticari olarak elde edilebilen koyu menekse renkli kristal bir

tozdur. Bu bilesik 517 nm' de maksimum absorbans olusturmaktadir (Amax = 517
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nm) (Bondet, Brand-Williams, & Berset, 1997). DPPH- ’in absorbansi reaksiyon
kosullar1 (151k, hava oksijeni, rutubet ve pH) ' na olduk¢a duyarhidir. Radikal, farkl
organik ¢ozucdler iginde ¢ozlnur, ancak suda ¢oziilmez. Genellikle metanol, etanol
veya bunlarin sulu karigimlarinda ¢oziiniir. Radikali daha kolay ¢ozinur hale
getirmek ve koagulasyonuna engel olmak igin ¢Ozucinin su igerigi %60' 1
gecmemelidir (Stasko, Brezova, Biskupic, & Misik, 2007).

Yontem; antioksidanlarin DPPH' ' ye kars1 indirgeme yeteneginin elektron
spin rezonansi (ESR) veya radikalin absorbansinin azalmasi &lglimiine
dayanmaktadir. DPPH- radikali bir hidrojen donori (antioksidan) ile reaksiyona
girdiginde, menekse renginin sar1 renge dogru donerek kaybolmasiyla birlikte
indirgenmis form meydana gelir ve renk bozulmas: antioksidan aktivitenin bir
gostergesidir (Sekil 1). Yontem ilk kez Blois tarafindan 1958 yilinda antioksidan
icerigin nicellestirilmesi i¢in Onerilmis (Blois, 1958); sonrasinda fenol reaktifi
olarak kullanilmistir (Papariello, & Janish, 1966). Daha sonra 1995 yilinda Brand-
Williams ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilerek ve birgok arastirmaci tarafindan
referans almarak kullanilmustir (Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, 1995).

Bu yontem kullanilarak antioksidanlar i¢in bildirilen antioksidan aktivite
genellikle 1C50 olarak belirtilir ve bu, baslangic DPPH konsantrasyonunu %350
azaltmak i¢in gerekli antioksidanin etkin konsantrasyonu olarak tanimlanir.
Reaksiyon kosullari, DPPH' derisimi, inklbasyon siresi, reaksiyon c¢ozlcusi
antioksidanlarm IC50 degerleri lizerine etki etmektedir.

DPPH yonteminin avantajlar1 (Munteanu, & Apetrei, 2021);

- Oda sicakliginda uygulanabilmesi, boylece test edilen bilesiklerin

termal bozunma riski ortadan kalkar
- Diisiik maliyetli olmas,
- Deney gergeklestirme kolayligi,
- Kolay tekrarlanabilir olmasi,

Y ontemin dezavantajlar1 (Munteanu, & Apetrei, 2021);

- DPPH suda ¢6ziinmez. Bu nedenle test bileseninin organik ¢dziictilerde

cOzunmesi gerekir. Ayrica organik ¢ozlcliniin su igerigi de ¢ok

onemlidir. Bu da suda c¢oziinebilen antioksidanlarmn antioksidan

kapasitelerinin degerlendirilmesinde 6nemli bir siirlamadir.
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- DPPH: ’in absorbansi 151k, hava oksijeni, rutubet ve pH' ya oldukca
duyarhdur.

- Yiiksek absorbsiyona sahip test bilesikleri (6rn. karotenoidler) DPPH'
nin maksimum absorpsiyonuna miidahale edebilir.

- Kuguk molekiiller DPPH ile polimerlerden daha kolay reaksiyona girer.
Bu ylizden antioksidan bilesigin molekiil yapisi ve molekiil boyutu test

sonucunu ve reaksiyon siiresini degistirebilir.

W |
el
s o o

DPPH-H
(INDIRGENMIS FORM)

2

Sekil 1: DPPH' radikalinin yapis1 ve antioksidan ile verdigi reaksiyon

2.9. Biyolojik Sistemlerde Serbest Radikallerin Tespit Yontemleri

Serbest radikallerin farkli konsantrasyonlarda biyolojik sistemlerde farkli
roller istlendigi g6z oniinde bulunduruldugunda bunlarmn tespiti ve seviyelerinin
giivenilir bir sekilde 6l¢iilmesi son derece 6nemlidir. Kararsiz ve kisa omiirli
olmalari, yiliksek reaktivite sahip olmalar1 ve endojen antioksidanlarin varlig
nedeniyle de 6zellikle biyolojik sistemde serbest radikallerin tespiti zordur. Hem
biyolojik hem de biyolojik olmayan ortamlarda serbest radikallerin ve bunlarin
reaktif ara drunlerinin 6lcimi ve lokalizasyonun tespiti igin farkli yontemler
uygulanmaktadir (Prasad, Pospisil, & Tada, 2019).

2.9.1. Kemiliiminesans Turevi Yontemler

Kemiliminesans analizi radikallere duyarli kemiliminesans problar
kullanilarak genellikle siiperoksit radikalinin saptanmasinda kullanilir. Reaktif
turlerle kemiliminesans probun reaksiyonu sonucunda gézlenen foton olusumunun

izlenmesi esasina dayanir. Uyarici bir 151k kaynagi gerekmeden kemiliiminesans
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prob reaktif tur ile reaksiyona girerek fotometre veya sinilasyon sayaci tarafindan
yakalanan bir foton olusturabilir. En yaygin kullanilan kemilliminesans problar;
lucigenin, luminol ve L-012° dir. (Minzel, Afanas'ev, Kleschyov, & Harrison,
2002; Zhang ve ark., 2018)

2.9.2. Kromotografik Yoéntemler

Reaktif tiirlerin ve bunlarin reaksiyon iriinlerinin ayrigtirilmasi ve
tanimlanmasinda kromatografi yontemleri kullanilir. Yontem; reaktif tdrdn,
kromatografi deneyleriyle (sivi kromatografisi ve bunun kiitle spektrometrisi ile
kombinasyonu) saptanabilen kararli bilesikler olusturmak Uzere belirli reaktiflerle
reaksiyona girmesi esasina daynir. Serbest radikallerin stabilizasyonu igin
genellikle kullanilan reaktifler benzoik asit, salisilik asit ve DMSO'dur
(Zhang ve ark., 2018). Bircok reaksiyon sisteminde ve dokularda 6zellikle hidroksil
radikallerinin tespiti veya antioksidan aktivitenin 6l¢timii ig¢in HPLC’ ye dayali
yontemler kullanilmaktadir (Piszcz, Zurawski, & Glod, 2014).

2.9.3. Spektrofotometri Yontemleri

Spektrofotometri metotlar1 reaktif turleri tespit etmek igin uzun siredir
kullanilan geleneksel yontemlerden biridir. Reaktif tlrlerin spekroskopik problar
ile reaksiyonu sonucunda olusan absorbans degisikligi esasina dayanir. Substrat ve
irtin arasindaki farkli dalga boylarindaki absorbans farki serbest radikallerin
nicellestirilmesini miimkiin kilmaktadr. (Prasad ve ark., 2019; Zhang ve ark.,
2018).

Tablo 10. Spektrofotometrik Problar ve Tespit Ettikleri Reaktif Turler

Sitokrom ¢ (o7

Nitroblue tetrazolium (o7

Akotinaz inaktivasyonu (o7
5-(3-Karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetoksiltiazolil)-3- (o7
(4-sulfofenil) tetrazolium (MTS)

4-Kloro-7-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol (NBD-CI) (o7
Boronatlar H>0,, OONO-
Diaminobenzidin (DAB) H,0,
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2.9.4. Elektrokimyasal Biyosensorler

Slperoksit radikalinin hassas, segici ve kararli bir sekilde miktarmin
belirlenmesinde kullanilir. Altin bir tel tizerinde degisen sitokrom c ve poli (anilin
(sulfonik asit)) katmanlar1 tarafindan olusan elektrokimyasal biyosensorler
kullanilir. (Sekil 2) Stperoksit radikali belirli proteinleri azaltirken, bu proteinler
elektrot tarafindan uygun bir potansiyelde yeniden oksitlenir; bu igslem sirasinda da
sensor tarafindan yakalanabilen bir elektrik akimi sinyali iretilir ve sinyal glcl
stiperoksit konsantrasyonu ile orantilidir. Bu yontemin dezavantaji, elektrotlarin
ylzeyine kaplanabilen sinirli protein tiirlerinin olmasidir (Ganesana, Erlichman, &
Andreescu, 2012)

Electrode

o:

o

Sekil 2: Superoksit anyonu icgin bir elektrokimyasal sensdriin semasi.

2.9.5. Elektron Spin Rezonans (ESR)

Eslesmemis elektrona sahip olmalar1 nedeniyle, serbest radikaller manyetik
Ozellik gosterirler. Bu yiizden elektron paramanyetik rezonans (EPR) olarak da
bilinen elektron spin rezonans1 (ESR), segicilik ve yilksek duyarlilik 6zellikleri
nedeniyle serbest radikallerin dogrudan tanimlanmasma ve bunlarm katildig:
tepkimelerin dinamik olarak incelenmesini miimkiin kilan bir analizdir. Bu
yontemin en Onemli dezavantaji sulu ortam kosullarinda diisiik duyarhilik
gostermesidir. Ancak bu sorun da reaktif tlrlerin daha ylksek stabiliteye sahip
radikallere doniigtimiinii saglayan spin-tuzagi kullanilarak giderilmistir. 2-metil-2-
nitrosopropan (MNP), 5,5-dimetil-1-pirolin N-oksid (DMPO), N-tert-butil-a-
fenilnitron (PBN) gibi nitron ve nitrozo bilesikleri spin-tuzagi maddeleridir ve bu
bilesiklerin reaktif tiirlerle reaksiyonu sonucunda nitroksil radikalleri meydana
gelmektedir. ESR tekniginin dezavantaji; bu yiintemde 6zel ve pahali ekipmanlara

ihtiya¢ duyulmasidir (Bartosz, 2006).
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2.9.6. Floresan Protein Bazh Yontemler

Floresan protein bazli problar (0GFP, rxYFPs, HyPer, cpYFP ve rxRFP);
floresan proteinler ve redoksa duyarli proteinlerin kombinasyonu ile
tasarlanmiglardir. Bu rekombinant proteinler hiicre igine gegis saglayarak ve hiicre
alt1 organelleri hedef alarak belirli bdlgelerin redoks durumlarinin gergek zamanli
ve dinamik tespitini saglayabilir ve hedef organele gore tasarlanabilir. Ayrica bu
problar hiicrelerde kalabilir ve hucresel radikallerin uzun sureli tespitini
saglayabilir (Dooley, Dore, Hanson, Jackson, Remington, Tsien, & Diego, 2004).

2.9.7. Florimetrik Yontemler (Floresan Problar)

Oksidasyona duyarli olan floresan probalar1 reaktif turler tarafindan
oksitlenmeden 6nce floresan Ozellik gostermezler. Reaktif tiirlerle reaksiyonlari
sonucunda floresan {irlinlerin olusumuna neden olurlar. Bunlardan hiicre gegirgen
olanlar, hucresel bélimlerin oksidatif durumunu yansitmaya yardimei olur ve uyari
altinda radikal Uretimi hakkinda bilgi verirler. Floresan problar1 ve tespit ettikleri

reaktif Tlrler Tablo 11’ de gosterilmistir.
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Tablo 11. Floresan Problar1 ve Tespit Ettikleri Reaktif Tiirler

PROB ROT
Dihidroethidium, HE 0,
1,3-Difenilizobenzofuran (DPBF) 0,7, 10,
2- (2-Piridil) benzotiyazolin (7%
2,7-Diklorodihidrofloresein (DCFH) H,0,, ROO, OH
Skopoletin H,0,
N-Asetil-3,7-dihidroksifenoksazin H,0,
(Ampleks kirmizist)
Homovanillik asit (HVA) H,0,
Dihidrorhodamin 123 (DHR) H,0,
9,10-Dimetilantrasen (DMA) 10,
9- [2- (3-Karboksi-9, 10-difenil) antril] -6-hidroksi-3H-ksanten-3-olanlar (DPAX'ler) 10,
9- [2- (3-Karboksi-9, 10-dimetil) antril] -6-hidroksi-3H-ksanten-3-on (DMAX) 10,
4- (9-Antriloksi) -2, 2, 6, 6-tetrametilpiperidin-1-oksil OH:
1,3-Siklohekzanedion (CHD) OH:
Sodyum tereftalat OH:

Kumarin, kumarin-3-karboksilik asit (3-CCA) ve kumarin-3-karboksilik asidin (SECCA) N- OH:
stiksinimidil esteri

2- [6- (4'-Hidroksi) fenoksi-3H-ksanten-3-on-9-il] benzoik asit (HPF) ve 2- [6- (4'-amino) OH
fenoksi-3H-ksanten-3-on- 9-il] benzoik asit (APF)
Fluorescein (FL) OH
Cis-Parinaric asit (cis-PnA, (18: 14): 9, 11, 13, 15-cis-trans-trans-cis-oktadekaenoik asit) ROO
4,4-Difloro-5- (4-fenil-1,3-butadienil) -4-bora-3a, 4a-diaza-s-indasen-3-undekanoik asit ROO , RO ,
(C11-BODIPY?S81/591)
OH
Lipofilik floresein tiirevleri ROO
Dipiridamol OH , O, ,
ROO
Difenil-1-pirenilfosfin (DPPP) ROO
2', 7'- diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) ROO
f3 -Phycoerythrin / Fluorescein / 6-Karboksifloresein ROO

Yukarida bahsedilen reaktif tiirlere ait tespit yontemlerinin avantajlar1 ve

dezavantajlar1 Tablo 12° de 6zetlenmistir.
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Tablo 12. Serbest Radikal Tespit Yontemlerininin Ozellikleri

Prob Molekdl Avantaj Dezavantaj

Kemiltiminesans Problar 0Oy, OH Hucre gecirgen Disiik  segicilik  ve
hassasiyet

Kromotografik Y 6ntemler OH: Hizli, hassas Urtinler komplek

Spektrofotometri 0,7, H,0, Hizli, hassas ve tek tiriin Diisiik 6zgullik

Yoéntemleri

Elektrokimyasal (o7 Hizli, hassas Hazirlanmas: karisik

Biyosensorler

Elektron Spin Rezonans ROS, RNS Ozel, hassas Pahali

Floresan Protein H,0, Dinamik, hiicre dostu Reaksiyon yavas,
hassas degil

Floresansa Bagimli 0,7, H,0, Hiicre gegirgen Uriinler kompleks,

Yontemler Diisiik 6zgiilliik

2.9.7.1 DCFH-DA (2', 7*- diklorofloresin diasetat)

[Ik olarak Keston ve Brandt tarafindan peroksidaz varhginda hidrojen
peroksitin florometrik bir analiz yontemi olarak tanimlanmistir (Keston, & Brandt,
1965). Baslangigta hidrojen peroksite 6zgii bir indikator oldugu bilinse de sonradan
RO, ROO , NO, ONOO gibi diger ROT ve RNT’ nin tespiti i¢in de
kullanilabildigi anlagilmistir. Hiicre membran1 boyunca yayillma kabiliyeti
nedeniyle hiicresel ¢aligmalarda kullanilabilen bu prob oksidasyona bagl olarak
genellikle hiicre i¢i redoks durumlarmin dogrudan oOl¢iimi icin kullanilir.
DCFH-DA hiicre membranindan kolayca difiize olarak hiicre igine gecer ve
hicresel esterazlar floresan olmayan DCFH-DA' y1 yine floresan olmayan bir
bilesik olan DCFH' ye enzimatik olarak hidrolize eder (Deasetilasyon).
Membrandan gegemedigi igin hiicre iginde kalan bu ara triin daha sonra ortamdaki
reaktif tiirler tarafindan oksitlenir ve floresan bilesik olan 2', 7'- diklorofloresein
(DCF)’ e dontisiir (Sekil 3) (Gomes, Fernandes, & Lima, 2005). Daha 6nce yapilan
calismalarda DCF' nin neden oldugu floresan yogunlugunun hiicrelerdeki oksidatif
stres seviyeleri ile iligkili oldugunu kanitlanmistir. Ancak bu probun kullaniminda
bazi smirlamalar vardir;

- DCFH, floresan iiriin DCF' yi olusturmak i¢in hidrojen peroksit ile
dogrudan reaksiyona girmez. Bu nedenle, DCF floresansi dogrudan
bir hidrojen peroksit 6l¢iisii olarak kullanilamaz.

- Spesifik olmayan reaktif tirler DCFH' yi DCF' ye oksitleyebilir.

Bunlar; hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitin peroksidaz veya
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Hem ile reaksiyonu ile olusan bilesikler, Miyeloperoksidaz / H2O2 /
NO;y" sistemden olusan NO2', hipoklordz asit (HOCI), peroksinitrit
(ONOO" / ONOOH) ayrigmasmdan olusan reaktif tiirlerdir.

- -DCFH' nin oksidasyonu ile olusan ara radikal, DCF™ , hizla
stiperoksit anyonu olusturmak iizere oksijen ile reaksiyona girer.
Meydana gelen stiperoksit dismutasyon reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksit olusturdugundan yapay bir floresan artigina neden olabilir.

- Hicrenin apoptozu sirasinda mitokondriden sitozole salinan bir hem
proteini olan Sitokrom ¢, DCFH' yi dogrudan veya dolayli olarak
peroksidaz tipi bir mekanizma yoluyla oksitleyerek DCF
olusturabilir. DCFH-DA ile yiiklenen hiicrelerin apoptozu sirasinda
meydana gelen DCF floresanindaki artig, siklikla artmis oksidan
iretimi ile iligkilendirilmistir.

- -Redoks-aktif metaller (6rnegin Fe*?), oksijen veya hidrojen peroksit
varliginda DCFH oksidasyonunu artirir (Kobilka, 2012).

HO [ O . OH
Cl Cl

H Oksidasyon
I COOH —_—
DCFH DCE
(Floresan (Floresan)
olmayan)

Esteraz
HO

DCFH-DA
(Floresan
olmayan)

Sekil 3: 2', 7'- diklorofloresin diasetat (DCFH-DA)’ mn 2', 7'- diklorofloresin
(DCFH)’ e deesterifikasyonu ve 2', 7'- diklorofloresein (DCF)’ e oksidasyon
mekanizmasi
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2.10. Anabilim Dalimizda Yapilan Calismalar

Daha 6nce si¢an kortikal dilimleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar sirasinda
2', 7'- diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) kullanilarak inkiibasyon ortaminda
reaktif oksijen turleri diizeyi 6l¢iiliirken, beklenmedik bir sekilde DCFH-DA' nin
dilimsiz fizyolojik ortamda da hidrojen peroksit ile indiklenen floresan

yogunlugunda 6nemli artisa neden oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4).

100

Fluorescence Intencity
(52
[—]
T

400 500 600
Wavelength (nm)

Sekil 4: Dilimsiz inkiibasyon ortaminda DCFH-DA'dan tiretilen floresan
yogunlugunda H20, kaynakl artiglar (Demircan ve ark., 2014).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlamslar

Calismada inkiibasyon ortami olarak ilk olarak fizyolojik krebs ¢Ozeltisi
kullanildi. Kullanilan krebs ¢ozeltisinin kompozisyonu soéyledir (mmol/L; NaCl
120; CaCl, 1,3; MgSO0s 1,2; KCI 3,5; NaH2PO4 1,2; NaHCOs 25 ve glukoz 10).
Hazirlanan krebs % 95 Oz ve % 5 CO; tlpu ile gazlandirilarak pH’ s1 7,4 “ e
ayarlanmigtir. Oksijenlendirilmemis krebs kullanildiginda, bunun pH’ s1 HCI
(0,1 M) ile 7,4’e ayarlanmustir. Calismada ayrica 0.1M NaH2PO4 ve 0.1M Na;HPO4
karisimidan hazirlanan fosfat tamponu (pH 7,4) kullanilmistir.

Ortamdaki reaktif tdrlerin tespiti icin bir floresan bilesik olan 2',7'-
diklorofloresin diasetat (DCFH-DA) (Sigma, St. Louise, MO, USA) kullanilmustir.
2', 7'- diklorofloresin diasetat bilesigi dimetil stlfoksit (DMSO) iginde
cozindirulerek 1ml> lik 0,1 M' lik bir ana stok ¢Ozelti hazirlanmis ve stok
cozeltiden 50 pl alinarak eppendorflarda karanlikta -20 °C'de saklanmistir. Daha
sonra 50 pl’ lik stok tizerinden 102 M’ lik ve 1 ml’ lik stok tiipler hazirlanarak yine
karanlikta -20 °C' de saklanmustir. Her deney igin stok DCFH-DA tipu distile suda
¢oziindiiriilerek sadece o ginkii c¢alisma i¢in kullanilmis ve yeniden
dondurulmamistir. DCFH-DA' nin ve antioksidanlarin isiktan etkilenmesini en aza
indirmek i¢in, tim deneysel prosedurler karanlikta gerceklestirilmistir.

Her ¢alismada %30 (a/h)’ luk hidrojen peroksit stok ¢ozeltisi izerinden
farkli konsantrasyonlarda hidrojen peroksit (H202) ¢ozeltisi taze olarak gunlik
hazirlanmistir.  TUm  antioksidanlar  (Sigma, St. Louise, MO, USA),
coziiniirliklerine gore muhtelif ¢oziiciiler kullanilarak degisen konsantrasyonlarda

kullanimdan hemen 6nce hazirlanmstir.

3.2. Deney Prosedurt

Tipik bir inkiibasyon ortami 2 ml i¢cinde 20 pl degisen konsantrasyonlarda
(5, 10 ve 15 mM) hidrojen peroksit, 20 ul 103 M’ ik DCFH-DA c¢ozeltisi (final
konsantrasyon 10 uM) icermektedir. Inkiibasyon tiipleri su banyosunda 37 °C’ de

ve karanlikta bir saat inkibasyona birakilmistir. Her bir deney bes kez
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tekrarlanmistir  (n=5). Inkiibasyon sonunda floresan siddeti Jasco FP-750
spektroflorometre (eksitasyon ve emisyon dalga boyu 488 ve 525 nm, sirasiyla) ile
olctilmistiir. inkiibasyon ortammnda yapilan herhangi bir ekleme/cikarma veya
reaksiyon kosullarinda yapilan degisiklikler bulgular kisminda yer alan sekil
aciklamalarinda belirtilmistir.

Ortam kosullarina bagli g6zlemlenen bulgulardan sonra tipik inkiibasyon
ortamma 20 pl antioksidan eklenerek DCFH-DA' nmn hidrojen peroksit ile
inkiibasyonu tekrarlanmis; hidrojen peroksit ile indiiklenen floresan siddeti tizerine
baz1 antioksidanlarin etkisine bakilmigtir. DCFH-DA' nin DCFH' ye
deasetilasyonunun hafif alkali (pH 7,4) fizyolojik ortamda gergeklesebilecegi
bilindiginden antioksidanlarin ilavesi sonrasinda ortam pH’ sinda herhangi bir
degisim olup olmadig1 yuksek hacimlerde hazirlanan krebs ¢ozeltileri kullanilarak
kontrol edilmis, ancak antioksidan ilavelerinden sonra inkiibasyon ortami pH’ sinda

anlaml bir degisiklik olmadig1 saptanmastir.

3.3. Istatistiksel Analizler

Calismamizda istatistiksel hesaplamalar GraphPad Prism 9 yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde tek yonli veya iki yonli
ANOVA kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Ortam Kosullarina Bagh Deneysel Bulgular
4.1.1. Konsantrasyonun Etkisi

DCFH-DA floresan bilesigi kullanilarak ortamdaki serbest radikal diizeyi
Olctlurken, krebs icinde daha 6nce beklenmedik bir sekilde gézlemlenen H.O: ile
indlklenen floresan yogunlugundaki artisin gozlenmesine benzer bir g¢alisma
yeniden tekrarlanmigtir (Demircan ve ark., 2014). 20 ul DCFH-DA (10 uM) ile 20
ul H20z ¢ nin artan konsantrasyonlar1 (5, 10 ve 15 mM)’ ndan olusan reaksiyon
karigimlar1 2 ml” lik fizyolojik Krebs ortaminda (pH 7,4) 37 °C’ de su banyosunda
karanlikta 1 saat siireyle inkiibe edilerek inkiibasyon sonunda floresan yogunlugu
0lglilmiis, daha 6nceden saptandigi gibi H2O2 konsantrasyonuna (5 mM, 10 mM ve
15 mM) bagli olarak floresans siddetinin arttigi g6zlemlenmistir ~ (Sekil 4).

200- ab
= *kk
S 150
g *a**
g
> 100
c
g dedek
g 50
e I——1
Kontrol 5 10 15
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Sekil 5: H,0- ile indiklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunlugunun H,O, konsantrasyonu ile
iligkisi. DCFH-DA (10 uM) ile H.0;  nin artan konsantrasyonlarindan (5, 10 ve 15 mM) olusan
reaksiyon karigimlar1 2 ml fizyolojik ortamda 37 °C’ de su banyosunda ve karanlikta 1 (bir) saat
siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda 6rneklerin emisyon spektrumlar: 488 nm eksitasyon
dalga boyunda alind1. (Sekil 5; *** p<0,001, kontrol grubuna; 2 p<0,001, 5 mm grubuna; ® p<0,001,
10 mm grubuna gore anlamli derecede farklr).

4.1.2. Inkiibasyon Ortaminin Etkisi

Caligmanin bu kismi; ortam pH’ sin1 ve oksijenlendirilmesini sabit tutarak,
kompozisyonu farkli bir inkiibasyon ortaminda DCFH-DA’ nin H20: ile fizyolojik
Krebs i¢inde gozledigimiz reaksiyonu ne dlciide gerceklestirebilecegini saptamak
amaciyla yapilmistir. Bunun i¢in, Krebs ile ayn1 pH degerine sahip ve Krebs gibi
oksijenlendirilmis fosfat tamponu (0,1 M; pH 7,4) kullanildi. Sekil 6° da goriildiigii
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gibi, oksijenlenmis ve pH’ s1 Krebs ile ayni olan fosfat tamponu iginde herhangi bir
reaksiyonun gergeklesmedigi saptandi [two- way ANOVA, Fortam(1,4) = 2213,
p <0.0001; Fr2o2 (1,4) = 4633, p < 0.0001; Fortam*H202 (1,4) = 1392, p < 0.0001].
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Sekil 6: H.O; ile induklenen DCFH-DA kaynakl: floresan yogunlugunun inkiibasyon ortami ile
iligkisi. 20 ul DCFH-DA (10 pM) ile 20 pl H0; (10 mM)’ den olusan reaksiyon karigimlari 2 ml
fizyolojik ortam (oksijenlenmis; pH: 7,4) ve fosfat tamponu (oksijenlenmis; pH: 7,4) kullanilarak
37 °C’ de su banyosunda karanhkta 1 (bir) saat siireyle inkibe edildi. inkiibasyonun sonunda
bunlarm emisyon spektrumlar1 488 nm eksitasyon dalga boyunda alindi. (Sekil 6;  p<0,001, krebs
kontrol grubuna; ® p<0,001, fosfat H,O, grubuna grubuna gére anlaml1 derecede farkli)
4.1.3. Krebs I¢eriginde Bulunan Maddelerin EtKisi

Sekil 6’ da gosterilen bulgu, yukarida belirtildigi gibi ortam pH’s1 ve
oksijenlendirilmesi benzer bile olsa fosfat tamponu icinde H.O; ile DCFH-DA
arasinda bir reaksiyonun ger¢eklesemedigini ifade etmektedir. Bu sonug, Krebs
yapist i¢inde bulunan hangi madde veya maddelerin bu etkilesme i¢in gerekli
oldugu sorusunu giindeme getirmistir. Bu amagla 6nce CaCl,, MgSO4, KCI ve
NaH:PO4 icermeyen, ancak bunlarin yerine ekivalan miktarda NaCl eklenerek
hazirlanan oksijenlendirilmis krebs (pH 7,4) hazirlandi. Bu kompozisyondaki bir
cozelti icinde hazirlanan reaksiyon karisimlari ile normal Krebs i¢cinde hazirlanan
reaksiyon karigimlarinda gézlenen ve H>O> ile induklenen floresan yogunlugunda
anlaml bir farklilik gozlenmedi (Sekil 7). Benzer sekilde, Krebs icinden glukozun

cikartilmasi da H20: ile indiiklenen floresan yogunlugunda anlamli bir degisiklige

neden olmadi (Sekil 7).
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Sekil 7: H,0O; ile indiiklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunluguna krebs kompozisyonunda
bulunan maddelerin etkisi. 20 pl DCFH-DA (10 pM) ile 20 pl H>0 (10 mM)’ den olusan reaksiyon
karigimlar1 2 ml fizyolojik ortam (oksijenlenmis; pH: 7,4), eksik Krebs (CaCl,, MgSOs, KCI ve
NaH,PO4 icermeyen; oksijenlenmis; pH: 7,4) ve glukoz igermeyen krebs (oksijenlenmis; pH: 7,4)
kullanilarak 37 °C’ de su banyosunda karanlikta 1 (bir) saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda bunlarmn emisyon spektrumlart 488 nm eksitasyon dalga boyunda alindi. (Sekil 7;
8 p<0,001, kendi kontrol grubuna gére anlamli derecede farkli)

Son olarak gozlenen etkinin Krebs kompozisyonunda bulunan NaHCO3’ dan
kaynaklanabilecegi diisiliniilerek, 25mM’ lik NaHCO3 (oksijenlenmis; pH 7,4)
kullanilarak reaksiyon karisimlari hazirlandi. Inkiibasyon tiiplerinin 37 °C’ de
karanlikta 1 (bir) saatlik inkiibasyonu sonrasi Krebs i¢inde goriilen etkiye benzer,
hatta daha siddetli H20; ile indiklenen floresan yogunlugu saptandi [two- way
ANOVA, Fortam(1,4) = 93,94, p < 0.0001; Fr202 (1,4) = 1170, p <0.0001; Fortam*H202
(1,4) = 46,95, p < 0.0001] (Sekil 8).

100
b,c [ Kontrol

80 mm H,0,
60—

40—

20

Floresan Yogunlugu

0
Krebs NaHCO;

Sekil 8: H,0O; ile indiiklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunluguna krebs kompozisyonunda
bulunan NaHCOs* m etkisi. 20 ul DCFH-DA (10 pM) ile 20 pl H20; (5 mM)’ den olusan reaksiyon
karisimlar1 2 ml krebs (oksijenlenmis; pH: 7,4) ve 25 mM’ lik NaHCOs (oksijenlenmis; pH: 7,4)
kullanilarak 37 °C’ de su banyosunda karanlikta 1 (bir) saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun
sonunda bunlarin emisyon spektrumlar1 488 nm eksitasyon dalga boyunda alindi. (Sekil 8; 2 p<0,01,
krebs kontrol grubuna; ® p<0,001, NaHCO3 kontrol grubuna; ©p<0,01 krebs H,O, grubuna grubuna
gore anlaml derecede farkli)
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4.1.4. NaHCO3 Konsantrasyonunun Etkisi

Yukaridaki bulgu (Sekil 8), DCFH-DA ve H>0. arasindan gozlenen
reaksiyon i¢in ortamda bikarbonat iyonlarinin gerekli oldugunu gostermektedir.
Acaba gozlenen floresans yogunlugu, ortamdaki bikarbonat konsantrasyonu ile ne
kadar yakindan iliskilidir? Bu sorunun yanit1 artan konsantrasyonlarda NaHCO3
kullanilarak test edildi. Sekil 9 da gosterildigi gibi dlgiilen floresans yogunlugunun
NaHCOs konsantrasyonuna bagli olarak artig gosterdigi saptandi [two- way
ANOVA, Fkonsantrasyon (3,32) = 381,4, p < 0.0001; Fr202 (3,32) = 584,1, p < 0.0001;
Fronsantrasyon*H202 (1,32) = 1769, p < 0.0001] (Sekil 9).
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Sekil 9: H,O, ile indiklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunlugu (zerine NaHCOs
konsantrasyonunun etkisi (Seki 9A) ve yiizde degisimi (Sekil 9B). 20 ul DCFH-DA (10 pM) ile 20
ul H202(5mM)’ den olusan reaksiyon karigimlar: 10mM, 15mM, 25mM ve 40mM’ lik 2ml NaHCO3
(oksijenlenmis; pH: 7,4) ¢ozeltisi kullanilarak 37 °C’ de su banyosunda karanlikta 1 (bir) saat
sureyle inkibe edildi. inkiibasyonun sonunda bunlarm emisyon spektrumlar1 488 nm eksitasyon
dalga boyunda alind1. (Sekil 9B; 2p<0,001, 10 mM NaHCOj3 grubuna; ® p<0,001, 15 mM NaHCOs;
grubuna; ¢ p<0,001 25 mM NaHCOs grubuna gore anlamli derecede farkli)
4.1.5. Bikarbonat Etkisi

Sekil 8 ve Sekil 9, DCFH-DA ve H20; arasindaki reaksiyon icin ortamda
NaHCO3s bulunmasi gerektigini ac¢ik bir sekilde ortaya koymaktadir. Bu bulguyu
bir adim daha desteklemek adina benzer calisma KHCO3 ve NaHCO3 kullanilarak
tekrar edildi. Sekil 10° da goriilecegi gibi, 25 mM’ lik NaHCOz3 ¢oOzeltisi ile
gozlenen benzer bir etki, 25 mM’ Iik KHCOg ile de gozlendi [two- way ANOVA,
Fortam(1,16) = 2,7, p=0.12; Fr202 (1,16) = 23,64, p < 0.0001; Fortam*+202 (1,16) =

2,72, p=0.12].

34



100
b = Nch03

mm KHCO,

-|m

=]
o
1

[=2]
o
1

IS
')
1

Floresan Yogunlugu
N
o
1

-

Kor;trol H2'02

o

Sekil 10: H;O; ile indiklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunlugu (zerine bikarbonat
(HCO3) etkisi. 20 ul DCFH-DA (10 uM) ile 20 pl H,O;2 (5 mM)’ den olusan reaksiyon karisimlari
2 ml 25 mM’ ik NaHCOs (oksijenlenmis; pH: 7,4) ve 25 mM’ lik KHCOs3 kullanilarak 37 °C’ de
su banyosunda karanlikta 1 (bir) saat siireyle inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda bunlarin emisyon
spektrumlar1 488 nm eksitasyon dalga boyunda alindi. (Sekil 10; 2p<0,001, NaHCOs3 kontrol
grubuna; ® p<0,001, KHCOs kontrol grubuna gére anlamli derecede farkl)

4.1.6. inkiibasyon Ortamindaki Oksijenin EtKisi

DCFH-DA’ nmn ve beyin dilimlerinin kullanildigi ayrica bu g¢alismanin
planlanmasma neden olan daha oOnceki bulgular (Demircan ve ark., 2014),
oksijenlenmis (% 95 Oz ve % 5 CO») Krebste gézlenmisti. Bu nedenle ¢alismanin
bu kisminda H2O; ile indlklenen floresan yogunlugu tizerine ortamdaki oksijenin
bir etkisinin olup olmadigina bakildi. Bunun i¢in oksijenlendirilmis Krebs (pH 7,4)
ve degaze edilerek azotlandilmis (% 95 N2 ve % 5 COz) Krebs hazirlandi (pH 7,4).
Sekil 11° de goriildiigii gibi, oksijen iceremeyen inkiibasyon ortaminda H2O2’ nin
neden oldugu floresans siddetinin oksijenlenmis ortamdan anlamli olarak diisiik
oldugu saptandi [two- way ANOVA, Fga,(1,4) = 16746, p < 0.0001; Froo2 (1,4) =
13076, p < 0.0001; FgazH202 (1,4) = 2607, p < 0.0001].
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Sekil 11: H.O- ile indiklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunlugu Uizerine oksijenin etkisi. 20
ul DCFH-DA (10 uM) ile 20 ul H202 (15Mm)’ den olusan reaksiyon karigimlar1 2 ml fizyolojik
ortamda (oksijenlendirilmis krebs ve degaze edilerek azotlandirilmig krebs) 37 °C’ de su
banyosunda karanlikta 1 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda bunlarin emisyon
spektrumlar1 488 nm eksitasyon dalga boyunda alind1. (Sekil 11; 2 p<0,001, N, kontrol grubuna; °
p<0,001, O3 kontrol grubuna; € p<0,001, N2-H,0; gore anlamli derecede farkli)

4.1.7. pH Etkisi

DCFH-DA kullanilarak fizyolojik ortamda (pH 7,4) gézlemlenen ve H20;
ile indiklenen floresan yogunlugu Uzerine inkiibasyon ortami pH’ s etkisine
bakildi. Bu amacla pH’ lar1 farkli (7,8; 7,6; 7,45 ve 7,30) olacak sekilde Krebs
cozeltileri hazirlandi. Kullanilan Krebsin pH’s1 NaOH (0,1M) veya HCI (0.1M)
kullanilarak istenen degerlere getirildi. Sekil 12° de goriildiigi gibi, ortam pH’
sindaki artisa bagl olarak floresan siddetindeki artisin paralellik gosterdigi saptand1
[two- way ANOVA, Fun(3,12) = 156, p < 0.0001; Fr202 (1,4) = 1705, p < 0.0001;
For#H202 (3,12) = 141, p < 0.0001].
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Sekil 12: HyO; ile indiiklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunlugu {izerine ortam pH’ sinin
etkisi (Sekil 12A) ve yiizde degisimi (Sekil 12B). 20 ul DCFH-DA (10 uM) ile 20 pl H,O; (5 mM):
den olusan reaksiyon karigimlar farkli pH degerlerine sahip 2 ml’ lik fizyolojik ortamda 37 °C’ de
su banyosunda karanlikta 1 (bir) saat siireyle inkiibe edildi. inkiibasyonun sonunda bunlarin emisyon
spektrumlar1 488 nm eksitasyon dalga boyunda alindi. a, b, c, ve d spektrumlari sirasiyla 7,8; 7,6;
7,45 ve 7,30 pH krebs iceren érneklere aittir (Sekil 12B; 3p<0,001, 7,3 grubuna; ® p<0,001, 7,4
grubuna; ¢ p<0,001, 7,6 © ya gore anlaml derecede farkli).

4.1.8. Inkiibasyon Siiresinin EtKisi

DCFH-DA kullanilarak fizyolojik ortamda (pH 7,4) 1 (bir) saatlik
inkuibasyon sonucunda gozlemlenen ve H2O: ile indiklenen floresan yogunlugu
uzerine inklibasyon suresinin etkisine bakilmistir. Bunun i¢in hazirlanan reaksiyon
karisimlarmin 1, 2 ve 3 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki floresans yogunluklari
Olcllda. Sekil 13” te goriildigii gibi 6lglilen floresans yogunlugunun zamana bagli
olarak arttig1 saptandi [two- way ANOVA, Fsire(2,24) = 602,2 p < 0.0001; Fr202
(2,24) = 667,1 p < 0.0001; FsireH202 (2,24) = 3453, p < 0.0001].
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Sekil 13: H,O; ile indilklenen DCFH-DA kaynakli floresan yogunlugu tizerine inkiibasyon siiresinin
etkisi (Sekil 13A) ve yiizde degisimi (Sekil 13B). 20 ul DCFH-DA (10 uM) ile 20 pl H202 (10 mM)’
den olusan reaksiyon karisimlar1 2 ml fizyolojik ortamda (oksijenlenmis) 37 °C’ de su banyosunda
karanlikta 1, 2 ve 3 saat stireyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda bunlarmn emisyon spektrumlari
488 nm eksitasyon dalga boyunda alind1. (Sekil 13B;  p<0,001, 1 saat grubuna; ® p<0,001, 2 saat
grubuna gore anlamli derecede farklr)
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4.1.9. Sicakhgin Etkisi

Caligmanin bu bolimiimde inkiibasyon ortami sicakliginin etkisi test edildi.
Hazirlanan reaksiyon karisimlar1 farkli sicakliklarda (27, 30, 33 ve 37 °C)’ de 1
(bir) saat sureyle inkiibe edildi. Sekil 14’ de goriildigi gibi sicakliga bagl olarak
floresan siddetinin de arttig1 saptandi [two- way ANOVA, Fcakik(3,32) = 76,33, p
< 0.0001; Fr202 (3,32) = 223,4, p < 0.0001; Fycakik*H202 (1,32) = 905,6, p < 0.0001].

A B
80 -0- Kontrol 2307
b b
2 - H0; 200 a
i:’ 60 £
4 & 1507
0 o
> 40-
£ S o]
§ B3
s M O_"O’__Q/o 50-
W
0 T T T T 0-
27 30 33 37 op 27 30 33 37 og

Sekil 14: H,O; ile indiklenen DCFH-DA kaynakl: floresan yogunlugu (zerine sicakligm etkisi
(Seki 14A) ve yiizde degisimi (Sekil 14B). 20 ul DCFH-DA (10 pM) ile 20 pl H20; (5 mM)’ den
olusan reaksiyon karigimlar1 2 ml fizyolojik ortamda (oksijenlenmis) 27, 30, 33 ve 37 °C’ de su
banyosunda karanlikta 1 (bir) saat sireyle inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda bunlarin emisyon
spektrumlar1 488 nm eksitasyon dalga boyunda alindi. (Sekil 14B; 2p<0,05, 27 °C grubuna;
b p<0,001, 27 °C grubuna grubuna gore anlamli derecede farklr)
4.2. Baz1 Antioksidanlarin Floresans Siddeti Uzerine Etkisine iliskin Deneysel
Bulgular
4.2.1. Baz1 Antioksidanlarin Krebste Goriilen Floresans Siddeti Uzerine Etkisi
DCFH-DA floresan bilesigi kullanilarak krebste gozlemlenen H20-
(10 mM) kaynakl floresan yogunlugu zerinde bazi antioksidanlarin etkinlikleri
test edildi. Bunun igin tipik reaksiyon karisimina 20 pl antioksidan ¢ozeltisi eklendi
ve standart inkiibasyon uygulandi.
Glutatyon, etil pirivat, kafein ve kafeik asit doza bagiml bir sekilde H20>
kaynakli floresan yogunlugunu 6nemli 6lgiide azalttr (Sekil 15). Albumin belirli
konsantrasyonlarda H-O, kaynakl floresan yogunlugunu azaltirken, 10° ve Uzeri

konsantrasyonlarda floresan siddetini artirdigi goriildii. (Sekil 15E).
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Sekil 15. Krebste H,O- ile indiiklenen DCFH-DA kaynakli floresan siddeti Uzerine antioksidanlarin
etkisi. 20 ul DCFH-DA (10 puM) ile 20 pl H20, (10mM)’ den olusan tipik reaksiyon karigimlarina
inklibasyon baslangicinda degisen konsantrasyonlarda 20 pl glutatyon (A), etil pirtivat (B), kafein
(C), kafeik asit (D), alblimin (E) ilave edildi ve 37 °C’ de su banyosunda karanlikta 1 (bir) saat
siireyle inkiibasyon uygulandi. Inkiibasyonun sonunda bunlarin emisyon spektrumlar1 488 nm
eksitasyon dalga boyunda alind1.
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4.2.2. Baz1 Antioksidanlarin NaHCO3 C0zeltisinde Goriilen Floresan Siddeti
Uzerine EtKisi

DCFH-DA floresan bilesigi kullanilarak NaHCO3 ¢0zeltisinde gozlemlenen
H20; (10 mM) kaynakli floresan yogunlugu Uzerinde baz1 antioksidanlarin etkileri
test edildi. Bunun igin 15 mM, 25 mM’ ve 40 mM’ Iik NaHCOs ¢ozeltileri ile
hazirlanan reaksiyon karigimlarina 20 pl antioksidan (glutatyon ve kafein) ¢ozeltisi
eklendi ve standart inkiibasyon uygulandu.

Krebste gozlenen etkiye benzer sekilde glutatyon ve kafein H.O> kaynakli

floresan yogunlugunu doza bagimli olarak 6nemli dlgiide azaltt1 (Sekil 16).
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Sekil 16. NaHCO; c¢ozeltisinde H,O- ile indliklenen DCFH-DA kaynakli floresan siddeti iizerine
baz1 antioksidan bilesiklerin inhibisyonu gézlemlendi. 20 ul DCFH-DA (10 uM) ile 20 pl H,O;
(10mM)’ NaHCOsden olusan tipik reaksiyon karisimlarina inkiibasyon baslangicinda degisen
konsantrasyonlarda glutatyon (A) ve kafein (B) ilave edildi ve 37 °C’ de su banyosunda karanlikta
1 (bir) saat siireyle inkiibasyon uygulandi. Inkiibasyonun sonunda bunlarin emisyon spektrumlari
488 nm eksitasyon dalga boyunda alindi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Biyolojik sistemlerde bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireclerde rol oynayan
serbest radikaller dual etkileri olan molekiillerdir. Fizyolojik ortamlarda diisiik
konsantrasyonlarda yararli etkiler gosterirken (6rn. Hiicrelerde mitoz ve
profilerasyonun uyarilmasi gibi) (Zhang ve ark., 2018); yiiksek konsantrasyonlarda
ve Ozellikle de antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda
oksidatif ve nitrozasif stres durumuna neden olarak hiicre hasar1 ve 6liimiine neden
olan patolojik olaylar1 indiiklerler ve biyomolekiillerde hasar olustururlar
(Phaniendra ve ark., 2015). Yapilan c¢alismalar ile farkli yapidaki serbest
radikallerin konsantrasyonlarina bagli olarak farkli roller istlenebildigi, hatta
radikallerin tiiriine, liretim yerine, bozunma ve diflizyon gibi ozelliklerine bagh
olarak hiicrelerde farkli sekilde davranabildigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2018).
Bu nedenle serbest radikallerin kalitatif ve kantitaif analizlerinin dogru bir sekilde
yapilmasi, fizyolojik ve patolojik olaylardaki rollerinin dogru bir sekilde ortaya
konmas1 ve patolojik etkilerine karsi etkin terapotik stratejilerin gelistirilmesi
acisindan son derece Onemlidir. Ancak s6z konusu radikallerin kisa omirli
olmalar1 (6rn. Hidroksil radikali (OH') yarilanma émrii: 10° ms) (Lopez-Jaén ve
ark., 2013), birbirleri ile kolayca etkilesebilmeleri ve biyolojik sistemlerde iginde
endojen antioksidanlar ile birlikte bulunmalar1 6lgimlerini olumsuz etkileyen
baslica faktorlerdir (Gomes ve ark., 2005)

Bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen serbest radikallere
olan ilginin giderek artmis olmasi, yerlesimlerinin, tiirlerinin ve miktarlarinin dogru
bir sekilde saptanmasi amaci ile in vitro ve in vivo yontemlerin gelistirilmesinin
onilinii agmistir. Oksidasyona duyarli floresan problarmin kullanildig: floresansa
dayali yontemler bu amagla siklikla kullanilan yOntemlerden biridir.
Duyarhiliklarinin yiiksek ve uygulanabilirliklerinin kolay olmasi ve kisa siirede
fazla sayida veri elde edilmesine olanak saglamalar1 s0z konusu floresans

molekiillerinin kullanimin1 arttiran baslica faktorlerdir.
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Bu c¢alismaya konu olan DCFH-DA, biyolojik sistemlerde aciga ¢ikan
reaktif oksijen tiirlerin miktarlarini saptamak amaci ile yaygin bir sekilde kullanilan
bir molekiildiir. Kendisi floresan 6zellik gostermez. Hiicre i¢ine kolayca gecerek
burada esterazlar tarafindan hidtolize edilerek DCFH’ ya doniisiir. Hiicre disina
cikamayan bu parcalanma liriinii de floresans yayma ozelliginde degildir. Ancak
DCFH, hiicre i¢inde reaktif oksijen tiirleri tarafindan oksitlenerek floreans yayma
ozelligine sahip DCF’ ye doniisiir. Reaktif oksijen radikallerinin miktar1 ile yakin
paralellik gosteren DCF' nin yaydigi floresans yogunlugu farkli yontemlerle
(spektroflorometre gibi) dlgiilerek, reaktif oksijen tiirlerinin miktarlar1 saptanabilir.

Floresens yayma 6zelligine sahip olmayan DCFH-DA, hiicre/doku iceren
biyolojik sistemlerde reaktif oksijen radikallerinin saptanmasi amaci ile kullanilan
bir molekiildiir. Yukarida ifade edildigi gibi floresans 6zellik kazanmasi i¢in hiicre
ici esterazlara gereksinim gosterir. Anabilim dalimizda sigan kortikal beyin
dilimlerinde reaktif oksijen radikallerinin miktarlarmin DCFH-DA kullanilarak
Olgtildiigh bir ¢alismada, beklenmedik bir sekilde DCFH-DA' nin doku icermeyen
fizyolojik ortamda hidrojen peroksit ile inkiibe edildiginde, 6lgllen floreans
yogunlugunda bir artis meydana geldigi ve bu artisin hidrojen peroksit
konsantrasyonu ile paralellik gosterdigi gozlenmisti (Demircan ve ark., 2014).
Dolayisiyla bu ¢alisma gozlenen bu etkiyi karakterize etmek, DCHF-DA ’nin doku
icermeyen bir ortamda serbest oksijen radikallerinin saptanmasi amaci ile
kullanilabilirligini test etmek ve doku i¢eren fizyolojik bir ortamda kullanildiginda
nelere dikkat edilmesini ortaya koymak amaci ile planlanmustir.

Sekil 5” te verilen floresans spektrumlari, Demircan ve arkadaslarinin
(2014) gozledigi bulgularin tekrarlanabilir nitelikte oldugunu isaret etmektedir.
Doku icermeyen fizyolojik ortamdaki hangi faktor/faktorler hidrojen peroksitin
neden oldugu bu etkide rol oynamaktadir? Calismanin sonraki bdliimlerinde bu
sorunun yanitlarin ortaya konmasi amaglanmstur.

Demircan ve arkadaslarmin (2014) ¢alismalarinda kullandiklar1 fizyolojik
ortam oksijenlendirilmis Krebs ¢ozeltisi (pH 7,4) oldugu igin, bu ¢aligmada da
ayni fizyolojik ¢ozelti inkiibasyon ortami olarak kullanildi. Materyal-metod
kismida belirtildigi gibi kullanilan Krebs, iyonik kompozisyonu ve pH’si

ekstrasellliler ortama benzeyen bir ¢ozeltidir. Sekil 6° da pH’ s1 Krebs ile ayni
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olan ve oksijenlendirilmis fosfat tamponu kullanilarak elde edilen bulgular
verilmigtir. Gorlildiigii gibi bu 6zellikteki fosfat tamponu iginde DCHF-DA’ nin
hidrojen peroksit ile inkiibasyonu floresans siddetinde bir artisa neden olmadi. Bu
bulgu Krebs kompozisyonunda bulunan bir madde veya maddelerin gézlenen etki
icin gerekli oldugunu isaret etmektedir.

Bulgular kisminda belirtildigi gibi Krebs iginde bulunan MgSOs, KCI,
CaCl,, NaH2PO4 ve/veya glukozun c¢ikartilmasi ve bunlarin yerine ekivalan
miktarda sodyum klorir ilavesi ile hazirlanan inkiibasyon ortami kullanildiginda
(oksyjenlendirilmis ve pH’s1 7,4), hidrojen peroksidin indiikledigi floresans
siddetinin degismedigi saptandi (Sekil 7). Aksine NaHCOs icermeyen
oksijenlendirimis ve pH’s1 7,4’e NaOH ile ayarlanmis inkiibasyon ortami i¢ginde
hidrojen perokside bagli floresans siddetinde bir artis saptanamamasi, etkinin
NaHCOs’e bagli oldugunu ortaya koymustur (Sekil 8). Ayn1 zamanda sekil 9” da
gorildiigii gibi etki ortamdaki NaHCO3 konsantrasyonu ile yakindan iliskilir;
konsantrasyon artik¢a (ancak pH sabit ve 7,4), hidrojen peroksidin indiikledigi
floresans yogunlugu da artmaktadir. NaHCO3 yerine ayni konsantrasyonda
KHCO3 kullanildiginda floresans siddetindeki artisin degismemesi (Sekil 10),
go6zlenen etki igcin ortamda HCO3" iyonlar1 bulunmasi gerektigini agik bir sekilde
gostermektedir.

Hidrojen peroksidin doku icermeyen fizyolojik bir ortamda DCFH-DA ile
inkiibe edilmesi sonucu meydana gelen floresans yogunlugundaki artisin HCO3
iyonlarma bagli oldugu gosterildikten sonra, Krebs ¢ozeltisi kullanilarak, etkiyi
degistirebilecek faktorlerin saptanmasi amaglandi.

Demircan ve arkadaslarinin (2014) gézledigi ve bu ¢alismada da benzer
sekilde elde edilen bulgular (Sekil 5), oksijenlendirilerek pH’ s1 7,4° e
tamponlanmig Krebs i¢inde gozlenmisti. Dolayisiyla 6nce bu iki parametrenin
olas1 etkisine bakildi. Oksijen igermeyen Krebs kullanildiginda (degaze edilmis
su ile hazirland1 ve %95 N2 + %5 O: karisimui ile gazlandirilarak pH’s1 7,4’ e
tamponlandi), hidrokjen peroksidin indiikledigi floresans siddetinin 6nemli
Olglide azaltig1 saptand1 (Sekil 11). Diger taraftan etkinin pH’ ya bagl oldugu,
ozellikle pH’ nin 7,4’ {in iizerinde oldugu inkiibasyon kosullarinda 0Olgtlen

floresans yogunlugunun da arttigi gozlendi (Sekil 12). Inkiibasyon siiresi
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uzatildiginda veya inkiibasyonun oda sicakliindan daha yiiksek kosullarda
yapilmast durumunda da Olgiilen floresans siddetlerinin arttig1 saptandi
(Sekil 13 ve Sekil 14).

Sonug olarak;

1) Doku icermeyen bir inkiibasyon ortaminda hidrojen peroksidin DCFH-
DA ile reaksiyona girerek floresans artigina neden olabilmesi i¢in inkiibasyon
ortaminda mutlaka HCO3 iyonlarmin ve Oz’ nin bulunmasi gereklidir.

2) Inkiibasyon siiresinin uzatilmasi, pH’nmin 7,4’{in {izerinde olmas1 ve
ortamin sicakligr gozlenen etkilerin biiytikligiini etkileyen diger deneysel
parametrelerdir.

Konu ile ilgili yayinlara bakildiginda, DCFH-DA’ nin, ortamda esterazlar
olmasa bile, 6zellikle bazik pH’ da spontan olarak DCFH’ ye doniisebildigi rapor
edilmistir (Kalinich ve ark., 1997)

Diger taraftan bikarbonat iyonlarinm, SOD1/H>02 /DCFH sisteminde,
meydana gelen DCFH’ nin DCF’ye oksidasyonunu da arttirdigi gosterilmistir
(Zhang, Joseph, Gurney, Becker, & Kalyanaraman, 2002).

Gozlenen etki agisindan fizyolojik Krebs icinde ¢oziinmiis halde bulunan
oksijenin rolu nedir? Oksijenin ara serbest radikal DCF™ ile reaksiyona girerek
DCF ve O radikalini meydana getirmesi olasidir (Zhang ve ark., 2018).
DCF’nin floresans yaymasi yaninda, O2"~ ‘nin ortamdaki hidrojen iyonlariyla
dismutasyon reaksiyonuna girmesi sonucu hidrojen peroksit diizeyinde yapay bir
artisa neden olmasi da olasidir. Diger taraftan, DCFH’ nin hidrojen peroksit ile
direkt reaksiyona girmedigi bilinmektedir (Kobilka, 2012). Dolayis1 ile DCFH’
nin DCF’ ye oksidasyonunun, hidrojen peroksitin ortamdaki siiperoksit
radikalleriyle vermis oldugu Haber-Weiss Reaksiyonu ile olusan hidroksil
radikallerine baglh olarak gergeklesebilir (Sekil 15). Bu yontemde olusan DCF’
nin kendisinin floresan siddetine yol a¢masi disinda DCFH’ nin DCF’ ye
doniisiimiinii indiikleyen ve zincir reaksiyonu baglatan bir molekiil gibi davrandigi

da bildirilmistir (Yu ve ark., 2021).
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Fizyolojik pH (Krebs)
DCFH-DA —» DCFH

HCOs
H.0,

DCF <« DCF~
o))

0Oy-

202"+ 2H" — H02 +0O2 (Dismutasyon)

02"+ H20, — O+ OH + OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu)
DCF™+ 02 - DCF+ 02"

DCFH + DCF *—, 2DCF

Sekil 15: Krebste ve bikarbonat ¢ozeltisinde H,O; ile induklenen DCFH-DA kaynakli floresan
artisinin olast mekanizmasi. DCFH-DA’ nin DCF’ ye doéniisiimiinde H,O, ve HCOj3™ ¢ n roliiniin
sematik gosterimi. Mekanizmaya iliskin detaylar metin iginde verilmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglarin 6nemi nedir? Yontem in vitro
kosullarda serbest radikallerin kalitatif ve kantitatif analizi i¢in kullanilabilir mi?
Belki de en 6nemlisi, DCFH-DA’nmn biyolojik sistemlerde kullanilabilirligi ne
kadar dogrudur veya yonetimin optimize edilmesi agisindan nelere dikkat edilmesi
gerekir?

Bulgular kisminda da goriilecegi gibi bu calismada, hidrojen peroksit ile
indlklenen DCFH-DA kaynakli floresan siddeti {izerine bazi antioksidan
maddelerin etkileri hem fizyolojik Krebs, hem de NaHCOj3 ¢ozeltisi i¢inde bakildi.
Glutatyon, kafein, albimin, kafeik asit ve etil piruvat gibi antioksidan 6zellik
gosteren maddelerin belirli konsantrasyonlarda hidrojen peroksit ile indiklenen
DCFH-DA kaynakli floresan siddetini azalttiklar1 gozlendi (Sekil 15). Bunlardan
albliminin ilging bir sekilde, belirli bir doza kadar floresan siddetini azalttig1, ancak

yuksek dozlarda floresan siddetini daha da artirmasi gozlenlendi. Bu bulgu bazi
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antioksidanlarin, 6zellikle ylksek konsantrasyonlarda prooksidan gibi
davranabilecekleri gergegini akla getirmistir (Wratten, Sereni, & Tetta, 2001)

Deney sonuglarimiz ve daha Once yapilan g¢aligmalar 1s18inda DCF
olusumuna bagl floresan artiginin tek bir yolakla gergeklesmedigi; bu yilizden
yontemin spesifik olarak ortamdaki hidrojen peroksit ya da diger reaktif
radikallerin kantitatif analizleri a¢isindan gilivenilir bir yontem olmadigi, ancak
ortamin oksidatif stres durumu hakkinda genel bir bilgi verebilecegini
disiindiirmektedir. Diger taraftan bu yOntemin, antioksidan kapasite Ol¢tim
yontemlerinden DPPH radikal siipiirme kapasitesi yontemi ile karsilastirildiginda;
ozellikle suda coziinebilen antioksidan bilesiklerin test edilmesinde iistiinliik
saglayabilir ve bunun bu anlamda arastirilmas1 gerekir.

Daha 0Once de belirtildigi gibi DCFH-DA, hiicre ve doku gibi biyolojik
sistemlerde meydana gelen serbest oksijen radikallerinin kantitatif olarak
saptanmas1 amaci ile siklikla kullanilan bir probdur. Ancak bu caligmadan elde
edilen bulgular basta oksijenin varligi ve ortam pH’s1 olmak tizere birgok faktorin
Olciilen floresans yogunlugunu etkileyebilecegini gostermektedir. Bu nedenle
biyolojik sistemlerin kullanildigi ¢alismalarda deneysel kosullarin optimize
edilmesi elde edilen sonuglarin tutarlilig1 agisindan 6nemlidir.

Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen bulgular, DCFH-DA kullanilarak
serbest radikallerin olusma hizlarinin veya ilaglarin etkinliklerinin arastirilmasi
amaci ile deney tasarlanirken;

1) DCFH-DA’ nin deneysel kosullardan spontan olarak etkilenebilecegi,
2) DCFH-DA’ nin reaktif oksijen radikaleri ile etkilesmesi hidrojen peroksit
ile smirli olmadigi i¢in kalitatif degerlendirmeler agisindan uygun olmadigi,
3) DCFH-DA kaynakli floresans siddetinin ortam kosullar1 yaninda hiicre
icinde antioksidan 6zellik gosteren sistemler ile de etkilenebilecegi géz Oniinde

bulundurulmalidir.
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7. SIMGELER VE KISATMALAR

DCF: 2', 7'- diklorofloresein
DCFH: 2', 7'- diklorofloresin
DCFH-DA: 2', 7'- diklorofloresin diasetat
DMSO: Dimetil stlfoksit

DPPH: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
H20.: Hidrojen peroksit

HCOs: Bikarbonat anyonu

mM: Milimolar

Ms: Milisaniye

NaHCOz: Sodyum bikarbonat
O: Superoksit radikali

O2: Oksijen molekli

OH- : Hidroksil radikali

RNT: Reaktif nitrojen tirleri
ROT: Reaktif oksijen tirleri
SOD: Superoksit dismutaz

uM: Mikromolar
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AYDIN’ a, kiymetli zamanin1 bana aywrarak tez c¢aligmamin istatistiksel
hesaplamalarinda yardimci1 olan Dr. Ogr. Uyesi Ziilfiye GUL’ e, desteklerini
esirgemeyen anabilim dalindaki diger tiim arastirma gorevlileri, doktora ve yiiksek
lisans Ogrencilerine, tanidigim ilk giinden beri giler yizini ve samimiyetini
benden esirgemeyen Anabilim dali sekreteri Ozlem KAYGISIZ’a, bu zorlu egitim
stiresince bana destek olan Bursa Sosyal Guvenlik Kurumu Saglik Sosyal Giivenlik
Merkez Miidiirii Ecz. Selman PINAR’ a ve degerli mesai arkadaslarima, uzakta da
olsalar varliklarini her daim yanimda hissettigim ve bu giinlere gelmemi saglayan
aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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9. 0OZGECMIS

2015 yilinda Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’ nden mezun olmustur.
2015-2017 yillar1 arasinda Trabzon Kanuni Egitim ve Arastirma Hastanesi’ nde
calismustir. 2017 yilinda Bursa Uludag Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Farmakoloji Yiiksek Lisans Programina kabuliiniin ardindan 1(bir) yil siireyle kaydini
dondurmustur.

2018 yilinda Bursa iline tayini sonrasinda Bursa Sosyal Giivenlik Il
Midiirliigii Saglik Sosyal Giivenlik Merkezi’ nde ¢alismaya baglayarak ayn1 zamanda
yiiksek lisans egitimine devam etmektedir.
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