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OZET

OKSIDATIF STRES UYGULANMIS Schizosaccharomyces pombe’DE PROTEIN
OKSIDASYONUNA KARSI DOGAL ANTIOKSIDANLARIN KORUYUCU
ETKISi

Bu calismada E vitamini tiirevi Trolox’un Schizosaccharomyces pombe maya tiiriinde
normal hiicre metabolizmasi sirasinda ve hiicrelerin 30 dakika 1 mM hidrojen peroksitle
isleme sokulmasi sonucunda indiiklenen oksidatif hasarlara karsi koruyucu etkisi
arastirildi.

Hiicre i¢i oksidasyon diizeyi, fluoresans indikatorii 2,7-diklorofluoresein ile
spektrofluorometrik olarak belirlendi. Protein karbonilleri 2,4-dinitrofenilhidrazin ile
tirevlendirildi ve spektrofotometrik olarak ol¢iildii; ayrica tek boyutlu elektroforezi
takiben gergeklestirilen Western emdirimi ile immiinolojik olarak saptandi. Katalaz
aktivitesi H,O, yikimmin olgiilmesiyle ortaya konuldu. 20S proteazom aktivitesi
fluorogenik peptid Suc-LLVY-AMC kullanilarak belirlendi. Hiicre i¢i protein yikimi
spektrofluorometrik yontemle izlendi.

Maya hiicrelerinin 1 mM Trolox ile 6n isleme sokulmasi1 bagil hiicre canliligini artird,
hiicre i¢i oksidasyon diizeyini diisiirdii, katalaz aktivitesini indiikledi ve protein
karbonillerini baskiladi. Proteazom aktivitesi Trolox ile islem gérmiis hiicrelerde, islem
gormemis kontrole gore daha diisiiktii. Bu durum protein karbonil diizeyindeki diisiisiin
proteazom aktivitesine bagli olmadigini ortaya koydu.

Trolox aracili korumanin H,O, tasinmasindaki degisim, in vitro siipiiriicti aktivite veya
antioksidan savunma sistemlerinin indiiksiyonundan ¢ok artan hiicre ici stipiiriicii
etkiden kaynaklandig1 bulundu.

Bu calisma Trolox uygulamasinin maya hiicrelerini hidrojen peroksitle indiiklenen

oksidatif hasarlardan, oOzellikle de protein oksidasyonundan korudugunu ortaya
koymaktadir.

viii



SUMMARY
PROTECTIVE EFFECT OF NATURAL ANTIOXIDANTS AGAINST PROTEIN
OXIDATION IN OXIDATIVELY STRESSED Schizosaccharomyces pombe

The protective effect of vitamin E derivative, Trolox against oxidative damages induced
during the normal cell metabolism as well as by treating the cells with 1mM hydrogen
peroxide for 30 minutes in the fission yeast Schizosaccharomyces pombe was examined in
this study.

Intracellular oxidation level was spectrofluorometrically determined by the fluorescence
indicator 2,7-dichlorofluorescein. Protein carbonyls were derived with 2,4-
dinitrophenylhydrazine and measured by spectrophotometric method as well as they were
detected by one-dimensional electrophoresis followed by Western blot immunoassay.
Catalase activity was evaluated by measuring the H,O, decomposition. The 20S
proteasome activity was determined using the fluorogenic peptide suc-LLVY-AMC.
Intracellular protein degradation was monitored by the spectrofluorometric technique.

Pretreatment of the yeast cells with 1mM Trolox enhanced the relative cell viability,
decreased intracellular oxidation level, induced catalase activity and suppressed the protein
carbonyls. Proteasome activity was lower in Trolox-pretreated groups than untreated
control. This indicated that decrease in protein carbonyl level was not due to activation of
the proteasome.

Trolox-mediated protection was found to be due to increased intracellular scavenging effect
rather than alteration in H,O; transport, in vitro scavenging activity or induction of
antioxidant defense system.

This study suggests that Trolox treatment protects yeast cells from oxidative damages,
especially from protein oxidation induced by hydrogen peroxide.
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1. GIRIS

Biyolojik sistemlerde meydana gelen oksidatif stres, hiicrelerde bircok molekiilii hasara
ugratir. Bunlar arasinda proteinlerin gorecegi zarar normal hiicresel islevleri biiyiik Olciide
engellediginden olduk¢a 6nemlidir. Proteinlerde meydana gelen oksidatif hasar, enzimlerin,
reseptorlerin, tastyict proteinlerin ve sinyal iletim yollarinda is goren proteinlerin iglevlerini
dogrudan etkileyebilecegi gibi, diger molekiillere de zarar verebilir. Ornegin, DNA onarim
enzimlerinin zarar gormesi DNA’da oksidatif hasara ve mutasyon oraninin artmasina neden
olabilir; ya da ornegin, insanda oksitlenmis proteinler bagisiklik sistemi tarafindan yabanci
olarak algilanabilir ve otoimmiin hastaliklara yol agabilir. Proteinlerdeki hasar ya dogrudan
reaktif oksijen veya azot tiirlerinin saldirist sonucunda, ya da dolayli olarak lipit
peroksidasyonuyla olusan malondialdehit (MDA), 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ve
indirgeyici sekerler ile bunlarin oksidasyonu sonucu olusan ketaminler, ketoaldehitler ve
deoksiozonlar araciliglyla meydana gelir. Bu zararli partikiiller niikleik asitlerin,
proteinlerin, lipitlerin ve karbohidratlarin oksitlenmesine, hiicre zarmin zarar gérmesine ve
hiicre i¢inde bazi 6nemli islevlerin bozulmasina yol acar (Bekman ve Ames, 1998; Shacter,

2000; Halliwell ve Gutteridge, 2003).

Zarlarda yer alan lipidler reaktif oksijen tiirlerine karsi ¢ok duyarhidir. Lipit
peroksidasyonunun zar iizerindeki hasar1 dogrudan zarin islevini degistirmek, dolayl olarak
da protein ve DNA gibi diger molekiillere zarar veren reaktif yan iiriinlerin aciga ¢ikmasina

yol agmaktir (Sastre ve ark., 2003).

Hiicrelerde oksidatif stresi onlemek ve verdigi zararlari ortadan kaldirmak i¢in calisan
molekiiler mekanizmalar da vardir. Bunlar arasinda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimler, albumin, transferrin, ferritin gibi proteinler, E ve C
vitamini, P-karoten, iirik asit, bilirubin gibi metabolitler, DNA onarim enzimleri ve
metiyonin siilfoksit rediiktaz gibi enzimler sayilabilir. Hiicre ici bu onlemlere ek olarak
disaridan alinan cesitli katkilarin (dogal ve sentetik antioksidanlarin) bu sistemlere yardimci

oldugu iyi bilinmektedir. Ornegin, elektron transfer zincirinin dogal bir elemani olan
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koenzim Q;o’nun insanlar tarafindan belli bir oranda disaridan alindiginda antioksidan
aktivite gosterdigi ve ozellikle dolasim bozukluklarina bagh kalp hastaliklarindan korudugu

ileri siiriilmektedir (Pepe ve ark., 2007).

Reaktif oksijen tiirlerinin proteinler iizerindeki etkileri 3 baslikta toplanabilir (Berlett ve
Stadtman, 1997):

1) amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu,
i1) protein-protein ¢apraz baglanmalari

1i1) proteinlerin pargalara ayrilmasi (fragmentasyon).

Baz1 protein modifikasyonlar1 canli hiicreler tarafindan in vivo onarilabilir. Ornegin,
glutatyon ve tiyoredoksin, proteinlerdeki okside olmus sisteini, metiyonin siilfoksit
rediiktaz enzimi ise metiyonin siilfoksidi indirger. Ancak metiyoninin siilfonil ve karbonil
tiirevleri proteinleri geri doniistimsiiz sekilde inaktif hale getirir. Dolayisiyla bu tip yapisal
bozulmalar onarilamaz ve s6z konusu proteinler yikilmak iizere proteazom kompleksleri
seklinde biraraya getirilir ve proteolitik yollara yonlendirilir. Proteolitik yikim, hayvan
hiicrelerinde lizozomlarda, bitki ve maya hiicrelerinde ise vakuollerde gerceklesir. Bazi
okside olmus proteinler ise ortadan kaldirilamaz ve bu yiizden bunlarin hiicrelerde (6rnegin

yaslanma sirasinda ya da bazi hastaliklarda) biriktigi gozlenir.

Protein oksidasyonu cesitli yontemlerle saptanabilir. Ornegin, protein karbonil gruplarinin
belirlenmesinde spektrofotometrik-DNPH yontemi (Levine ve ark., 1994), ELISA (Buss ve
ark., 1997) ya da Western emdirimi (“blotting”) (Robinson ve ark., 1999) kullanilir. Protein
peroksitleri FOX yontemiyle (Gay ve ark., 1999), ditirozin bakiyeleri HPLC ile (Giulivi ve
Davies, 1994), arginin/prolin oksidasyonu HPLC veya GC-MS ile (Ayala ve Cutler, 1996),
fenilalanin oksidasyonu GC-MS (Blount ve Duncan, 1997) ile belirlenmistir.

Bu calismanin yiiriitilecegi maya tiiri olan Schizosaccharomyces pombe molekiiler
diizeyde yiiksek organizasyonlu canlilara biiyiik benzerlik gosterir. Uretme kosullar1 ve

diger bircok metabolik 6zellikleri de oldukga iyi bilinen bu organizma 6zellikle memeliler



12

icin model organizma olarak kabul edilmektedir (Yanagida, 2002).

S. pombe’de oksidatif stres ile ilgili caligmalarin sayist sinirhdir. Artan derisimlerde H>O,
uygulamasi ile oksidatif strese ugratilan S. pombe’de katalaz aktivitesinin arttigi
belirlenmistir (Park ve ark., 2003). Bu tip hiicrelerde, katalaz aktivitesine kosut olarak lipid
peroksidasyon diizeyinin arttifi, indirgenmis glutatyon diizeyinin ise belirgin sekilde
azaldigi, Pekmez (2004) tarafindan ortaya konulmustur. S. pombe’de protein oksidasyonu
ve antioksidanlarin koruyucu etkisi ilk kez bu calismada incelenmistir. Oysa S. pombe’nin
akrabasi olan S. cerevisiae’de konuya iliskin metabolik ve genetik c¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin, yapilan bir ¢aliymada bazi anahtar metabolik enzimlerin H,O,
tarafindan karbonilasyona tesvik edildigi bulunmus ve oksidatif stres cevabinin
olusturulmasinda diizenleyici gorevleri olan Yapl ve Skn7 transkripsiyon faktorlerinin
rolleri aragtirtlmistir (Costa ve ark., 2002). Para-nonilfenol ile oksidatif stres uygulanmis S.
cerevisiae’de bir E vitamini tiirevi olan Trolox ve [B-karotenin koruyucu etkisi, sadece

hiicrelerin canlilik oranlar1 diizeyinde gosterilmistir (Okai ve ark., 2000).

Bu calismanin ana hedefi, gelismis Okaryotlarda oksidatif stres metabolizmasina iliskin
temel olaylardan biri olan protein oksidasyonu ve sonuclarinin aydinlatilmasma katkida
bulunmaktadir. Normal metabolizma veya oksidatif stres sirasinda S. pombe hiicrelerinin
dogal antioksidan savunma mekanizmalar1 ve disaridan uygulanacak bir antioksidanin (E
vitamininin suda ¢dziinen tiirevi Trolox’un) protein oksidasyonuna karsi koruyucu etkileri

degerlendirilecektir.

Trolox (6-hidroksi-2, 5, 7, 8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit), lipit peroksidasyonu
reaksiyonlarini (hidroperoksitlerin olusumunu ve bunlarin par¢alanmasini) o-tokoferol (E
vitamini)’e gére daha etkin bir sekilde inhibe etmektedir (Huang ve ark., 1996). izole kalp
(si¢can) sisteminde iskemi/reperfiizyon hasarina karsi in vitro ve ex vivo koruyucu etkisinin

de E vitamininden yiiksek oldugu bulunmustur (Sagach ve ark., 2002).

Ayrica bu maddenin lenfotik 16semi hiicrelerinde (MOLT-4 hiicreleri) iyonize radyasyonun

yol actig1 apoptozu engelledigi bildirilmektedir (McClein ve ark., 1995).
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Calismanin ilk asamasinda, oksidatif strese sokulmayan (I. Grup) ve H,O, ile oksidatif
strese sokulan (II. Grup) S. pombe Kiiltiirlerinde canli hiicre sayilar1 belirlendi. Besi
ortamina eklenen H,O, nin hiicreler tarafindan ne derece alindigi, eklemenin yapildig: ilk
anda ve deney sonunda besi ortaminda kalan H,O, derisimlerinin Olciilmesiyle ortaya
konuldu. Ayrica hiicre i¢i oksidasyon diizeyleri karsilastirildi. Antioksidan savunma
enzimlerinden katalaz aktivitesindeki degisim izlendi. Protein oksidasyonu sonucu olusan
protein karbonilleri, proteazom aktivitesi ve hiicre ic¢i protein yikimi Olciildii. Kiiltiir
ortamina farkli zamanlarda eklenen ve farkli siirelerde tutulan Trolox’un koruyucu etkisi ve

antioksidan savunmaya katkis1 bu parametreler 151g1inda degerlendirildi.
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2. GENEL KISIMLAR

2.1. REAKTIF OKSIiJEN TURLERIi

Bir veya birden fazla eslesmemis elektron ciftine sahip ve bagimsiz olarak varligim
stirdiirebilen atom ve molekiiller serbest radikal olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres
sonucu olusan cesitli serbest radikaller ve singlet oksijen ile hidrojen peroksit gibi radikal
olmayan ara iiriinlere genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) denir (Halliwell ve
Gutteridge, 2003) (Tablo 2.1). Siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit
gibi reaktif oksijen tiirleri, aerobik metabolizmanin normal birer yan iiriinii olarak veya
radyasyon, ksenobiyotikler ve agir metaller gibi dis faktorlerin etkisiyle {iretilirler
(Cadenas,1989). Hiicre icinde ROT'lara ek olarak reaktif azot tiirleri (RAT) de benzer
sekilde meydana gelir. ROT ve RAT derisiminin, DNA, proteinler ve lipitleri iceren
biyomolekiiller i¢in toksik diizeye gelmesi sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir.
Oksidatif stres, hiicre yapitaslarindaki oksidatif hasar artisina Onciilik eden, normal
“ROT/RAT homeostazisinin bozulmas1” olarak da tamimlanmaktadir (Costa ve Moradas-
Ferreira, 2001). Saglikli bir hiicrede, gereksinim fazlasi ROT ve RAT, koruyucu
antioksidan mekanizmalar (6rnegin; katalaz, siiperoksit dismutaz ve peroksidaz gibi
antioksidan enzimler ve glutatyon, tiyoredoksin gibi molekiiler siipiiriiciiler tarafindan
ayristirilir (Halliwell ve Gutteridge, 2003). Oksidatif stres sonucunda meydana gelen
molekiiler hasarin, yaslanma, Parkinson ve Alzheimer gibi yaslanma ile iliskili
hastaliklarda ve mutagenezde Onemli bir faktor oldugu saptanmistir. Kanser,
kardiovaskiiler hastaliklar, Friedrich ataksia, romatoid artrit, otoimmiin hastaliklar ve AIDS

gibi ¢esitli insan hastaliklari, oksidatif stres ile iliskilidir(Halliwell, 1997).
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Tablo 2.1 : Reaktif oksijen tiirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit anyonu, O~ Hidrojen peroksit, H,O,
Hidroksil radikali, OH Hipoklorik asit, HOCI"
Peroksil radikali, RO, Ozon, O;
Alkoksil radikali, RO’ Singlet oksijen,
Hidroperoksil radikali HO, Peroksinitrit, ONOO™"

reaktif klor tiirii olarak da adlandirilir.
ek
reaktif azot tiirii olarak da adlandirilir.

2.2. REAKTIF OKSIiJEN TURLERININ OLUSUMU VE YAPISI

2.2.1. Oksidatif Fosforilasyon

Aerobik organizmalar oksidatif fosforilasyon sayesinde, anaerobik organizmalara kiyasla
daha fazla enerji iiretebilme yetenegindedirler. Aerobik metabolizmanin en Onemli

olumsuzlugu hiicre i¢cinde ROT olusumu i¢in siirekli bir ortam yaratmasidir.

Peter Mitchell, solunum zincirindeki ATP sentezinin esas olarak mitokondri i¢ zari
boyunca olusan proton gradienti ile iligkili oldugunu ilk oneren kisi olmus ve one siirdiigii
kemiozmotik teori ile daha sonra Nobel 6diilii kazanmistir (Mitchell, 1961). Bu teoriye
gore, solunum zincirinde yer alan kompleks I, III ve IV, mitokondriyal matriks digina H*
iyonlarin1 pompalayan proton pompalar1 olarak gorev yaparlar (Sekil 2.1). Proton
pompalanmasi i¢in gerekli enerji, 0zel elektron tasiyicilarinin yardimiyla, daha pozitif
redoks potansiyeline sahip olandan daha negatif redoks potansiyeline sahip olana dogru
elektron transferi ile saglanir. En son elektron alicis1 olan O, belli bir siire sonunda
sitokrom oksidazdan tek bir elektron alir. Protonlarin matrikse geri akisi, ATP sentaz (ayni
zamanda Fy-F; kompleksi veya kompleks V olarak isimlendirilir) ile saglanirken, ATP
sentazin F; alt biriminde ATP sentezi gerceklesir. Ozellikle kompleks I (NADH
dehidrogenaz) ve III (ubisemikinon) O;’nin belli bir kismint siiperoksit anyonuna (O;")
doniistiiriir (Jezek ve Hlavat, 2005). Dolayisiyla mitokondride gerceklesen bu olay, hiicre

ici ROT olusturan 6nemli bir kaynaktir.
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Sekil 2.1 : Mitokondrideki temel ROT kaynaklar1 ve akislari

(pembe oklar mitokondri matriksine ve zarlar arast alana Oy, kagisini, kirmizi oklar sitoplazmaya giden yolu, mavi ve
sari oklar ise protonlarin izledigi yollar: gostermektedir)

2.2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyokimyasi ve Ozellikleri

2.2.2.1. Siiperoksit Anyonu (02._)
Oksidatif stres sonucu en ¢ok olusan ROT, siiperoksit (02'_) anyonudur. 02'_ molekiiler
oksijenin tek elektron indirgenmesiyle meydana gelir. O, hem fizyolojik hem de

patofizyolojik kosullarda ¢esitli kaynaklardan olusmaktadir. Mitokondri, hiicre igi 0, icin
temel kaynaktir. Solunum zincirindeki tastyicilardan siirekli elektron kagisi olmakta ve

elektronlar dogrudan molekiiler oksijene gecerek onu 02'_’ye doniistiirmektedir. Normal
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hiicrelerde toplam oksijenin yaklasik %1-5’1 02'_’ye doniistiiriiliic (Turrens,1997). 0,

olusumunda diger icsel kaynaklar, peroksizomal enzim ksantin oksidaz (Kooij, 1994) ve

makrofaj zarina bagli NADPH oksidazdir (Babior, 2000). Sigara dumani ve iyonize
radyasyon ise 0, olusumuna yol acan en 6nemli dis etkenlerdir (Halliwell ve Gutteridge,

2003). Siiperoksit anyonu tek basina reaktif bir ara iirlin olarak kabul edilmez (Halliwell,
1996), ciinkii zarlardan hizli bir sekilde gecemez ve fizyolojik pH’da dismutasyona ugrar
(reaksiyon 1):

. + SOD
20, +2H » H,0,+ 0, (reaksiyon 1)

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenen bu notralizasyon reaksiyonu
sonucunda hidrojen peroksit (H,O,) ve ardisik olarak da hidroksil radikali (OH') gibi daha

kuvvetli reaktif oksijen tiirleri agiga ¢ikmaktadir (bkz. reaksiyon 2) (Fridovich, 1995).

2.2.2.2. Hidrojen Peroksit (H>0;)
0, iireten herhangi bir sistem aymi zamanda H,O; agiga cikarir (Rosen ve ark., 1995).

H,0, genellikle, goreceli olarak zayif bir ROT olarak gériiliir. H,O,, Fe* veya Cu*'gibi
kismen indirgenmis metaller ile Fenton reaksiyonu adi verilen bir reaksiyona girme

egilimindedir (Wardman ve Candeias, 1996). Bu reaksiyon sonucunda olusan hidroksil

radikali (OH ) en reaktif ROT’tur ve hidrojen peroksidin toksisitesinden sorumlu radikaldir.

+

2 +1 +3 +2 . -
Fe (Cu )+H;0, — " Fe (Cu )+OH +OH (reaksiyon 2)

H,O,’nin suya doniisiimii katalaz (CAT) tarafindan (reaksiyon 3) veya glutatyon

peroksidaz (GSH-Px) tarafindan (reaksiyon 4) gerceklestirilir.
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CAT
2 H,0, » 2H,0 + O2 (reaksiyon 3)

GSH-Px
H,0, + 2GSH » GSSG + H,O (reaksiyon 4)

2.2.2.3. Hipoklorik Asit (HOCI)

Bir hemoprotein olan miyeloperoksidaz, fagositlerde en ¢ok bulunan proteinlerden biridir.
Miyeloperoksidazin, notrofil proteinlerinin %35’ini ve monosit proteinlerinin %1’ini temsil
ettigi bilinmektedir (Tsuruta ve ark.,1999). Notrofiller aktive oldugunda, miyeloperoksidaz
hiicre disina salgilanir (King ve ark., 1997) ve H,O,’yi potansiyel oksitleyici hipoklorik
aside (HOCI) doniistiiriir (reaksiyon 5).

Miyeloperoksidaz
H,0;, + CI' — OCI + H,0 (reaksiyon 5)

Hiicre i¢cinde ¢ok sayida biyokimyasal hedefi bulunan HOCI nin 0, veya H,O,’den

yaklasik olarak 100-1000 kat daha toksik oldugu tahmin edilmektedir (Schraufstatter ve
ark., 1990). Ornegin, plazma zarindaki tiyol gruplarim1 (SH) oksitleyebilir (Carr ve
Winterbourn, 1997), belirli proteinlerin fonksiyonlarimi etkileyebilir ve bazi hiicre dist
matriks yapitaslarinin baglanma 6zelliklerini azaltabilir (Zavodnik ve ark., 2001). Bunlara
ek olarak, HOCI’nin, hiicresel Zn** iyonlarinin hareketi araciligiyla endoteliyal iletkenligi
artirdigi  gozlenmigstir (Tatsumi ve Fliss, 1994). HOCIl'yi nétralize eden bir enzim
bilinmemektedir. Bu molekiil albumin ve askorbik asit ile reaksiyona girerek hiicreden

uzaklastirilmaktadir (Yan ve ark., 1996).
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2.2.2.4. Hidroksil Radikali (OH )

Bilinen en reaktif ROT hidroksil radikali (OH')’dir (Halliwell ve Gutteridge, 2003). En
Oonemli mitokondri enzimi olan piruvat dehidrogenazi inaktive eder (Tabatabaie ve ark.,
1996). Ayrica dogrudan DNA hasar yaratir (Halliwell, 1999). OH', temelde Fenton
reaksiyonu (Halliwell ve Gutteridge, 2003) (bkz. reaksiyon 2) ile H,O,’den veya metal

(6rnegin, demir) katalizli Haber-Weiss reaksiyonu (reaksiyon 6) ile 0, den olusmaktadir

(Kehrer, 2000).

oksitlenmis metal + 02.- > indirgenmis metal + O,
indirgenmis metal + H,0, > OH + OH-
. metal ) .
Net: H,O0,+ O, - > OH + OH + O, ( reaksiyon 6)
katalizor

OH ’nin inflamasyonla iligkili yollarla da olusabilecegi gosterilmistir. Bu yollar HOCI ve

02'_ arasindaki etkilesimler (reaksiyon 7) (Candeias ve ark., 1993), HOCI ve indirgenmis

demir iyonlart arasindaki etkilesimler (reaksiyon 8) (Candeias ve ark., 1994), H,O, ve
nitrik oksit (NO) arasindaki etkilesimler (reaksiyon 9) (Nappi ve Vass, 1998) olarak 6ne
stirilmektedir. Cu-Zn SOD’un H,O, tarafindan inhibisyonu sirasinda da OH artisi
olmaktadir (Yim ve ark.,1990).

HOCI + O, » 0,+CI'+ OH (reaksiyon 7)
HOCI + Fe*? » Fe+OH +OH (reaksiyon 8)
H,0, + NO > NO,+ H + OH (reaksiyon 9)
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Bugiinkii  bilgiler 1s18inda OH ’nin detoksifikasyonundan sorumlu bir enzim

bulunmamaktadir. OH tarafindan indiiklenen doku hasart, gecis grubu metal iyonlarinin,

albumin, seruloplazmin, ferritin, transferrin ve metallotiyonein gibi proteinler tarafindan

baglanmasi ile dnlenmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2003).

2.3. ANTIOKSIiDANLAR

Oksitlenebilir substrata oranla daha diisiik derisimde bulunan ve substratin oksidasyonunu
onemli ol¢iide geciktiren veya Onleyen bilesikler “antioksidan” olarak tanimlanmaktadir.
Oksitlenebilir substrat lipit, DNA, protein veya in vivo herhangi bir molekiil olabilir.

Antioksidanlar ii¢c temel grupta ele alinabilir (Halliwell ve Gutteridge, 2003):

1) Antioksidan enzimler: Serbest radikal tiirlerinin yikimini katalizleyen
sliperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit rediiktaz (SOR), katalaz (CAT),
peroksiredoksin (Prx) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimlerdir.

ii) Zincir kiran antioksidanlar: Bir elektron alinmasi veya verilmesi ile
zincirleme radikal reaksiyonlarint bozan glutatyon, C ve E vitaminleri,
karotenoidler ve ubikinol gibi molekiillerdir.

i) Metal baglayan proteinler: Metal iyonlarinin serbest radikal olusturmalarini
engelleyen, metal baglayan, transferrin, laktoferrin ve seruloplazmin gibi

proteinlerdir.

Ayrica oksidatif hasar goren molekiillerin onariminda gorev alan enzimleri (6rnegin, DNA
onarim enzimlerini, proteinlerdeki metionin disiilfit baglarin1 indirgeyen metionin disiilfit
rediiktaz1) antioksidan molekiil olarak kabul eden kaynaklar da vardir (Levine ve ark.,
1996). Tek basina etki gosteren in vivo bir antioksidan yoktur. Antioksidanlar, etki edilecek
serbest radikalin tipine ve bulunduklar hiicresel ortama gore degisik etkilesimlerle birlikte

ig goriirler.
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2.3.1. Antioksidan Enzimler

2.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Siiperoksit dismutaz (SOD), ROT metabolize ettigi kesfedilmis ilk enzimdir (McCord ve

Fridovich, 1969). Okaryotik hiicrelerdeki 02'_ radikali, metal iceren iki SOD izoenzimi

(mitokondride bulunan, 80 kDa’luk tetramerik Mn-SOD ve sitozolik 32 kDa’luk dimerik
Cu/Zn-SOD) ile metabolize edilir (Halliwell ve Gutteridge, 2003). Bakterilerde ise genelde
Mn-SOD ve Fe-SOD bulunur (Yost ve Fridovich, 1973); ayn1 zamanda Cu/Zn-SOD
icerenleri de vardir (Fridovich, 1997). SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon ile iki
stiperoksit molekiiliinden, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijen agiga cikar. Dolayisiyla

bu reaksiyon hiicresel bir hidrojen peroksit kaynagi olarak siirekli isler (bkz. reaksiyon 1I).

Sitozolik Cu/Zn-SOD, Mn-SOD’a gore daha az 6nem tasir ve bu enzim bakimindan eksik
transgenik hayvanlar normal genotipe sahip olacak sekilde adaptasyon gosterebilirler
(Ohlemiller ve ark., 1999). Insanda sitozolik SOD’un mutasyonu sonucunda peroksidaz
aktivitesinde artis meydana gelir ve Oldiiriicii bir nérodejeneratif hastalik olan amiyotropik
lateral skleroz (ALS) gelisir. Hiicre disinda, sitozolik formuna gore daha biiyiik ve farkli bir

Cu/Zn-SOD bulunmaktadir (Rosen ve ark., 1993).

2.3.1.2. Siiperoksit Rediiktaz (SOR)

Siiperoksitin dogrudan indirgenmesini katalizleyen siiperoksit rediiktaz (SOR) enzimlerinin
kesfi olduk¢a yenidir. Demir iceren bu enzimler, siiperoksit radikalinin tek elektron alarak
H,0,’ye indirgenmesini katalizler (reaksiyon 10) ve simdiye kadar sadece anaerobik siilfat
indirgeyen bakterilerde (desiilforedoksin), anaerobik arke Pyrococcus furiosus’da veya
sifilis (bel soguklugu) etmeni olan mikroaerofilik bakteri Treponema pallidum’da
bulunmustur. 7. pallidum, SOD tasimaz ve siiperoksit eliminasyonunu tamamen SOR ile
gerceklestirir. Simdiye kadar hicbir memelide SOR’a rastlanmamistir (Adams ve ark.,

2002).

o +
20, +1e +2H SOR _, y,0, (reaksiyon 10)
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2.3.1.3. Katalaz (CAT)

Temelde hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene dismutasyonunu (bkz. reaksiyon 3)
katalizleyen katalaz enzimi hem grubu iceren tetramerik bir enzimdir (Aebi, 1974). Memeli

hiicrelerinde en ¢ok peroksizomlarda bulunur.

Katalazin ayn1 zamanda, fenoller ve alkoller gibi farkli substratlar1 detoksifiye etme islevi
de vardir. Bu reaksiyon, hidrojen peroksidin indirgenmesi esliginde gerceklesir (reaksiyon

11):

CAT
H,O0,+RH, — > R+2H,0 (reaksiyon 11)
(R=CHOH veya CH;CHO)

H,0;’yi bu sekilde tiiketen katalaz, Cu*!' ve Fe™ iyonlar1 tarafindan katalizlenen Fenton
reaksiyonu ile H,O,’den hidroksil radikali olugsma riskini azaltarak da dolayli bir
antioksidan etkiye sahiptir (Halliwell,1999). Katalaz, enzimi inaktivasyondan koruyan ve
etkinligini artiran NADPH’a baglanarak is goriir (Kirkman ve Gaetani, 1984). Glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz eksikliginde, olgun kirmizi kan hiicrelerinde NADPH diizeyi diisiik
olacagindan, glutatyon rediiktaz/GSH-Px enzim aktiviteleri oranindaki azalma nedeniyle
ortaya c¢iktifi disiiniilen hemolizin katalaz aktivitesindeki diisiisten kaynaklandigi

anlasilmistir (Kirkman ve ark., 1999).

2.3.1.4. Peroksiredoksin (Prx)

Peroksiredoksinler (Prx; tiyoredoksin peroksidazlar), hidrojen peroksit ve farkli alkil
hidroperoksitler gibi peroksitlerin dogrudan indirgenmesini (reaksiyon 12) saglayan
enzimlerdir (Chae ve ark., 1999). Bugiine kadar, en az 13 memeli peroksiredoksini

tammmlanmustir (Butterfield ve ark., 1999).

Prx
2R'-SH + ROOH—R'-S-S-R' + H;O + ROH (reaksiyon 12)
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2.3.1.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyonu substrat olarak kullanarak, H,O;’nin
indirgenmesini katalizler (reaksiyon 13). Bu enzimler aynm1 zamanda, diger peroksitlerin
(6rnegin, hiicre zarindaki lipit peroksitlerin ve alkil hidroperoksitlerin) de alkollere
indirgenmesini saglayabilirler (Forstrom ve ark.,1979) (reaksiyon 14). Memelilerde, her
biri selenosistein iceren, en az dort farkl tipte GSH-Px (GSH-Px 1-4) bulunmaktadir. GSH-
Px1 ve GSH-Px4 (veya fosfolipit hidroperoksit), bircok dokuda sikca rastlanan sitozolik

enzimlerdir (Ursini ve ark., 1995).

GSH-Px izoenzimlerinin antioksidan savunmadaki islevleri tam olarak bilinmemekle
birlikte kinetik ozellikleri ve cok farkli dagilimlari, GSH-Px’lerin oksidatif hasara karsi
savunmada esas yapitaslart olarak bulunduklarimi gostermektedir (Jones ve ark., 1981).
Buna karsin GSH-Px1’den yoksun, “knock-out” farenin hem normal gelisimine devam

edebildigi, hem de oksidatif strese dayanabildigi gozlenmistir (Ho ve ark., 1997).

GSH-Px

v

H,0; + 2GSH GSSG + H,O (reaksiyon 13)

GSH-Px
ROOH + 2GSH

v

GSSG + ROH + H,0 (reaksiyon 14)

2.3.2. Zincir Kiran Antioksidanlar
2.3.2.1. Glutatyon

Glutatyon hiicrede ¢ok sayida 6nemli islevi bulunan ve tripeptit (L-y-glutamil-L-sisteinil
glisin) yapisinda olan bir tiyol bilesigidir (Sekil 2.2). Hiicre i¢indeki derisimi milimolar
diizeyinde olan glutatyonun, reaktif oksijen tiirlerinin ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonundaki rolleri ¢ok iyi bilinmektedir (Therond ve ark., 2000). Ayrica
oksidatif strese kars1 onemli koruyucu etkiye sahip olan glutatyon peroksidaz gibi cesitli

enzimlerin de koenzimi olarak gorev yapar (Forstrom ve ark.,1979).
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v-glutamil sisteinil glisin
I Y4 Y A\
SH
1 it
N N
HO™ ™ H/\H’ OH
NH, 0

Sekil 2.2 : Glutatyonun kimyasal yapisi

2.3.2.2. C Vitamini

C vitamini (askorbik asit) suda ¢oziinen, gii¢lii bir zincir kiran antioksidandir (Sekil 2.3).
Siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipoklorik asit, peroksil radikalleri, singlet
oksijen gibi bir¢cok suda ¢oziinen radikal ve oksidana elektron aktarma yetenegine sahiptir.
Askorbik asit ayrica, sivi-lipit ara ylizeyinde a-tokoferoliin rejenerasyonunu saglar

(Halliwell ve Gutteridge, 2003).

HO oH

Sekil 2.3 : C vitamininin kimyasal yapisi

2.3.2.3. E Vitamini

E vitamininin 8 formu bulunmaktadir: a, B, vy, d-tokoferollar ve a, B, vy, o- tokotrienoller.
Tiim formlar, antioksidan isleve sahiptir, ancak a-tokoferol (Sekil 2.4), hiicre zarlarinda ve
lipoproteinlerdeki en kuvvetli yagda ¢oziinen zincir kiran antioksidan olarak bilinmektedir

(Halliwell ve Gutteridge, 2003).
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CH
HO

H.C @,
ZH

Sekil 2.4 : a-Tokoferoliin kimyasal yapisi

2.3.2.4. Karotenoidler

Bitkilerdeki farkli renkli pigmentleri iceren bu biiyiik grup, a-karoten, B-karoten, likopen,
lutein gibi karotenoidleri kapsar (Sekil 2.5). Bugiine kadar, 600’den fazla karotenoid
tanimlanmistir. Yagda ¢oziinen bu antioksidanlar, singlet oksijenin ve sadece diisiik oksijen
basincinda peroksil radikalinin etkili radikal siipiiriiciileridir (Halliwell ve Gutteridge,

2003).
likopen

Iutein
CH
H:
Sekil 2.5 : Bazi1 karotenoidlerin a-karoten
kimyasal yapilar £

C[Lﬁw’liﬁv’]iv’“ e '“"%l/ o "%r’“&v J

f-karoten
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2.3.2.5. Ubikinol

Ubikinonlar (koenzim Q10), mitokondrideki elektron tasima zincirinin Onemli
yapitaglaridir. Lipit peroksidasyonunun baglamasini ve ilerlemesini inhibe ettikleri
bulunmustur (Frei ve ark., 1990). Antioksidan form, ubikinonun indirgenme {iriinii olan
ubikinol (CoQ10H,) diir (Sekil 2.6) (Mohr ve ark., 1992). Dogrudan antioksidan etkilerine
ek olarak, a-tokoferol gibi yagda c¢oziinen diger antioksidanlarin da rejenerasyonunda is

gormektedirler (Ernster ve ark., 1992).

0 OH
HaCO CHs HyCO CHs
+ H + 28 =—=
HsCO T :L ] HyGO . :1= £-10
Q OH
Ubikinon Uhikinel

Sekil 2.6 : Ubikinonun ubikinole indirgenmesi

2.3.3. Metal Baglayan Proteinler

Bu grup, demir baglayan proteinler olan transferrin ve laktoferrin ile bakir baglayan protein
seruloplazmini icermektedir (Sekil 2.7). Bunlar serbest halde bulunan gec¢is grubu metal
iyonlarin1 baglayarak bu metal iyonlarmin serbest radikal olusumuna katilmalarii

engellerler (Halliwell ve Gutteridge, 2003).

4
Seruloplazmin T

Transferrin

Sekil 2.7 : Metal baglayan proteinlerin ii¢ boyutlu yapilari
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2.4. OKSIDATIF HASARA UGRAYAN HUCRESEL YAPITASLARI

2.4.1. Zar Lipitleri

ROT’larin saldirisina ugrayan en onemli hedef molekiiller, hiicre zarindaki lipit ¢ift

tabakasinda yerlesmis bulunan ¢oklu doymamis yag asitleridir (Halliwell ve Gutteridge,
2003). Bu coklu doymamis yag asitleri (“poly unsaturated fatty acids”, PUFA), OH

radikali tarafindan etkin bir sekilde hasara ugratilir ve boylece lipit peroksidasyon siireci
baslamis olur. Lipit peroksidasyon siireci basladiktan sonra, lipit hidroperoksitlerin ve
aldehitlerin olusumuna yol acan bir zincir reaksiyonu seklinde ve bircok lipit molekiiliinii
etkileyen tek bir oksidatif olay gibi devam eder (Sekil 2.8). Hiicre zarindaki
hidroperoksitlerin artisi, zarin akigkanligini, transmembran (zar gegisli) enzimlerin
aktivitesini, tastyicilarin, reseptorlerin ve diger zar proteinlerinin islevini belirgin sekilde
etkiler (Wagner ve ark., 1994). Sonucta hiicre zarinin iletkenligi ve seciciligi degisir, hiicre
hacmi homeostazisinde ve hiicresel metabolizmada aksamalar meydana gelir (Chen ve ark.,
1995). Ayrica, hidroperoksitler ve aldehitler, hiicre ve organeller iizerinde dogrudan toksik

etki gosterebilir (Aw, 1998) ve sitokin iiretimini diizenleyebilirler (Jayatilleke ve Shaw,
1998). Hiicresel detoksifikasyon sistemlerinin, OH ve o6zellikle H,0, onciillerini ortadan

kaldirmada yetersiz kaldigr durumlarda lipit peroksidasyonunda biiyiik artis gozlenmektedir

(Halliwell ve Gutteridge, 2003).

- ~ SARA -

malondialdehit endoperoksit hidroperoksit
ROOH

H H

Sekil 2.8 : Lipit peroksidasyonunun mekanizmasi
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2.4.2. DNA

Hem niikleer, hem de mitokondriyel DNA, ¢esitli DNA modifikasyonlar1 ile sonuglanan
ROT saldirilarina hedef olmaktadir (Henle ve Linn, 1997). En ¢ok karsilasilan hasarlar,
adenozin trifosfat eksikligine ve gen mutasyonlarina neden olan baz hidroksilasyonlar1 ve
zincir kiriklaridir. Ayrica cesitli tipte baz ve seker hasarlari, DNA-protein ¢apraz baglari ve
bazsiz bolgelerin olusmasi gibi modifikasyonlara ugrar (Sekil 2.9). Bu olaylar bazen hiicre

oliimii ile sonuglanir (Yakes ve van Houten, 1997).

cift zincir \ T—-_p{‘_[

kindgn ——

o-G-
¢ kimyasal capraz baglanma
pirimidin dimeri ~ __A__V
K
-—C
~COH haz dejisimi

G
[} hidrasyon iiriinleri

apirimidinik hilge

DNA-DNA capraz apiirinik bilge

baglan

tek zincir kindgi

)
Nf

B DNA-protein
capraz
&0\_‘_ Greeeens haglanmasi
seker (deoksiriboz) E\U\_‘T\ﬁ

@ fosfat
€ R-alkil grubu

Sekil 2.9 : DNA’da meydana gelen oksidatif hasarlar

DNA modifikasyonlarinin  6nemli  bir  kismuni, OH' radikalinin  olusturdugu

diistiniilmektedir (Takeuchi ve ark., 1996 ). H,O, sitozoldeki notralize edici enzimlerin
etkisiyle yok edilmezse, nukleusa ulasir, kromatine bagli demir (veya oksidatif hasara

ugramis Cu/Zn-SOD’tan acgiga cikan bakir) ile reaksiyona girerek, yakinindaki DNA
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molekiiliine saldiracak olan OH. radikalini olusuturur (Park ve Floyd, 1997). OH.

tarafindan meydana getirilen DNA hasarina karsi en Onemli koruyucu etkiyi, tiyol

bakimindan zengin bir protein olan metallotiyonein saglamaktadir. Metallotiyonein, sadece
giiclii bir OH. radikali siipiiriiciisii olmayip, hiicre ¢evriminin belli asamalarinda baska

islevlere de sahiptir ve bu asamalarda nukleustaki miktar1 artmaktadir (Chubatsu ve

Meneghini, 1993).

2.4.3. Proteinler

Protein oksidasyonunun yaslanma, oksidatif stres ve bircok hastalik ile iliskili oldugu 1yi

bilinmektedir (Linton ve ark., 2001).

Protein oksidasyonu, bir proteinin dogrudan reaktif oksijen tiirleri tarafindan veya dolayh
olarak oksidatif stresin ikincil yan iriinleri tarafindan kovalent modifikasyona ugratilmasi
olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerdeki bu yapisal degisiklikler, baglanma ve enzim
aktivitelerinin inhibisyonu, agregasyon ve proteolize karsit asir1 duyarlilik, hiicre icine
cesitli maddelerin artan ya da azalan alimlari, hiicre immiinogenetiginin degismesi gibi ¢cok
cesitli islevsel sonuglar dogurabilir (Shacter, 2000). Protein oksidasyonuna yol acan ajanlar
H,0, (Garrison ve ark., 1962) ve hipoklorit (HOCl) (Handelman ve ark., 1998) gibi
reaktifleri, parakuat (Korbashi ve ark., 1986), CCly (Hartley ve ark., 1997) ve asetaminofen
(Tirmenstein ve Nelson, 1990) gibi ksenobiyotikleri, sigara dumanim1 (Eiserich ve ark.,
1995), Fe** (Berlett ve Stadtman, 1997) ve Cu*' (Yan ve ark., 1997a) gibi indirgenmis
gecis grubu metallerini, O, varliginda y radyasyonunu (Davies ve Delsignore, 1987), aktive
olmus notrofilleri (Oliver, 1987), ultraviyole 15181 (Hu ve Tappel, 1992), ozonu (Berlett ve
ark., 1996), oksidorediiktaz enzimlerini (Fucci ve ark., 1983) ve lipit peroksidasyonu yan
iriinlerini (Berlett ve Stadtman, 1997) icermektedir.
ROT’lar,

i) amino asitlerin yan zincirlerinde oksidasyona,

ii) protein-protein ¢capraz baglantilarinin olusumuna,

ii1) protein fragmentasyonu ile sonuglanan protein omurgas: oksidasyonlarina

neden olmaktadir (Berlett ve Stadtman, 1997; Stadtman, 2006).
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2.4.3.1. Amino Asit Yan Zincirlerinin Oksidasyonu

Proteinlerdeki amino asitlerin yan zincirleri oksidasyona cok aciktir. Oksitlenerek degisen

amino asit yan zincirleri Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2: Amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu ile olusan iiriinler

Amino asit  Uriinler
Arginin Glutamik semialdehit*
Sistein CyS-SCy; CyS-SG; CySOH; CySOOH; CyO,H

Glutamik asit

Oksalik asit; piruvat katilma iriinii

Histidin 2-Oksohistidin; 4-OH-glutamat

Losin 3-OH-Losin; 4-OH-16sin; 5-OH-16sin

Lizin o-Aminoadipiksemialdehit; Nc-(karboksimetil)lizin*

Metionin Metionin siilfoksit; metionin siilfon

Fenilalanin 2-, 3- ve 4-Hidroksifenilalanin; 2,3-dihidroksifenilalanin

Prolin Glutamilsemialdehit; 2-pirrolidon; 4- ve 5-OH-prolin*

Treonin 2-Amino-3-keto-butirik asit*

Triptofan 2-, 4-, 5-, 6- ve 7-OH-triptofan; formilkinurenin; 3-OH-kinurenin; nitrotriptofan

Tirozin 3,4-Dihidroksifenilalanin; tyr-tyr capraz baglari; 3-nitrotirozin; 3-klorotirozin; 3,5-

diklorotiroksin

* protein karbonilleri

Sistein ve metionin gibi kiikiirt iceren amino asitler hemen tiim ROT’larin oksidatif

saldirisina kars1 daha duyarlidir. Ilimh kosullar altinda bile, sistein yan zincirleri disiilfitlere

doniistiiriilirken, metioninler metionin siilfoksitlere (MeSOX) cevrilir (Vogt, 1995) (Sekil

2.10). Bircok biyolojik sistem, sistein ve metioninin oksitlenmis formlarini, normal

formlarina doniistiiren disiilfit rediiktazlara ve MeSOX rediiktazlara sahiptir. Proteinlerde

onarilabilecek oksidatif modifikasyonlar sadece bunlardir. Levine ve ark., (1996) E.coli’de

bazi metionin yan zincirlerinde gozlenen oksidasyon ve rediiksiyon olaylarinin, glutamin

sentetaz enzimini daha ileri modifikasyonlardan koruyan bir mekanizma olusturdugunu 6ne

surmektedir.
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(A)
CH, CH, CH,
? ? =0 Ozil‘, =0
B -~ — & = &
CH, CH, CH,
-NH-éH-CO- -NH-(JJH-CO- -NH-(L!'H-CO-
rmetionin metionin sdlfoksit metionin silfon
R R
Basit gosterilisi: SIH Owon SI | °|‘Sidﬂ°“ |_
= | S — 8=0
S|H rediiksiyon SI éHsredUksiyon (|)H3
R R
Sistein Metionin

Sekil 2.10 : Sistein (A) ve metionin (B) yan zincirlerinde meydana gelen oksidasyon ve

rediiksiyonlar
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Buna ek olarak, Tablo 2.2’de goriildiigii gibi, lizin, arginin, prolin ve treonin yan
zincirlerinin dogrudan metal katalizli oksidasyona (MCO) ugramalari, karbonil tiirevlerinin
olusumuna yol agmaktadir (Nystrom, 2005). Ayrica, lipit peroksidasyon siireci (bkz. Sekil
2.8) iiriinlerinden 4-hidroksi-2-nonenal ve malondialdehit gibi aldehitlerin veya indirgeyici
sekerler ve bunlarin oksidasyon iiriinlerinin proteinlerdeki lizinle reaksiyonu (glikasyon ve
glioksidasyon) (Sekil 2.11) sonucu olusan reaktif karbonil tiirevlerinin (ketoaminler,
ketoaldehitler, deoksizonlar) proteinlerle reaksiyona girmesi de proteinlerin

karbonillenmesine yol acar (Dalle-Donne ve ark., 2003).

CHo0H
0 asit veya haz CHs»-0 CH-NHR
OH NHR — HO 2
Schiff bazi
HO aracthijiyla HOQ OH
OH OH
Alternatif olarak
CH=NProtein H>C-NHProtein
Amadori
—* HO —* HO
(CHDH}2 (CHDH}2 (CHDH}Q
CHZDH CH20H CH20H

COQH ﬁ
/ \ HzM CHo-0 CHzNHProtein
asit _HCD<
COCH;NH(CH5)4

0 oH

Furosin
(M- 2-furcilmetil)-L-lizin )

Sekil 2.11 : Protein glikasyonu ve Amadori diizenlenmesi
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Amadori diizenlenmesi (Trost, 1991), amino asitler, peptidler ve proteinlerin, 6zellikle
sekerlerle 1s1tildiginda meydana gelen kompleks karamelizasyon reaksiyonunda 6nemli bir

asamadir (Martins ve van Boekel, 2003).

Karbonillenme reaksiyonlar1 ig¢inde en Onemlisi argininin glutamik semialdehide
donitistimidiir (Sekil 2. 12). Arginil kalintisinin glutamik semialdehite doniisiimii metal
katalizli oksidasyon (MCO) sonucunda meydana gelir. Karbonil grubunun saptanmasi igin
glutamik semialdehit, 2,4-dinitrofenil hidrazin ile tiirevlendirilir. Sonucta olusan proteinin
2,4-dinitrofenil hidrazon tiirevi spesifik antikorlarla saptanabilir (Levine, 2002).
Proteinlerdeki karbonil gruplari, ROT kaynakli protein oksidasyonunun en giivenilir

gostergelerinden biri olarak kabul edilir.
arginil N13-2=HH
M
L]
%—mﬂ—é I

h M
- M

glut amik: smmialdahit =0 karbonil grubu

%J—WNH

| Oy
tl.ir:lul:ln dirma :ﬁ.;l..ﬂ

2 4- dll‘lltl‘DfEl‘lll hidrazin
= N—

GDNH_ZGQHH =
_93 2, 4-dinitrofenil hidrazon

Sekil 2. 12 : Arginil yan zincirinin karbonillenerek glutamik semialdehite doniisiimii ve bu tiirevin
saptanmasinda kullanilan reaksiyonun temeli
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2.4.3.2. Protein-Protein Capraz Baglarinin Olusmasi

Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden malondialdehit (MDA, propandial) gibi
aldehitler, proteinlerdeki lizinlerle kovalent bag olusturarak molekiil i¢i ¢apraz baglarin

kurulmasina da yol acabilirler (reaksiyon 15) (Berlett ve Stadtman, 1997; Stadtman, 2006).

. ) (reaksiyon 15)
+ 2lizin-NHp; —  [izin-NH-CH=CH-CH=NH-lizin
H H
malondialdehit molekll ici capraz badlanmis protein

2.4.3.3. Protein Omurgasinin Oksidasyonu ve Protein Fragmentasyonu
Polipeptit omurgasina yapilan oksidatif saldiri, bir amino asit kalintisindan bir hidrojen

atomunun OH bagl olarak ¢ikartilmasiyla baslar (Sekil 2.13c) ve karbon merkezli bir alkil

radikali olusur. Bu reaksiyon icin gerekli olan OH., suyun radyolizi (Sekil 2.13a) veya

H,O;’nin metal katalizli ayristirilmasi (Sekil 2.13b) ile saglanir. Bu sekilde olusan karbon
merkezli radikal, hizl1 bir sekilde O, ile reaksiyona girerek (Sekil 2.13d) bir alkilperoksil
radikal ara iirlin olusturur. Bu iiriin de alkilperoksit olusumuna Onciiliik eder (Sekil 2.14f).

Bunu alkoksil radikali olusumu takip eder (Sekil 2.13h); bu radikal de proteinin hidroksil
tiirevine donistiiriilebilir (Sekil 2.13j). Bu yol iizerinde, OH. ile etkilesim sonucu olusan

bircok adim, aym zamanda Fe** tarafindan da katalizlenebilir (Sekil 2.13e, g ve i). Bu
yoldaki, alkil, alkil peroksil ve alkoksil radikali ara iiriinleri, reaksiyon 16’da belirtilen
reaksiyonlara benzer sekilde reaksiyona girme yeteneginde olan yeni karbon merkezli
radikalleri olusturacak sekilde, ayn1 veya farkli bir proteindeki diger amino asit kalintilari

ile reaksiyona girebilir.
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Protein-protein capraz baglantilar

R R o R

| | & .d !
—NH-CHCO— 7—? —NH-C—CO— —NH-C-CO—
| alkilperoksil radikali

¥, X—\|§|nlar| "OH HZO (ara urdin)

. Fe*3: OH o
a b Fet2
H0 H,0, HOj Fet2+ H
fle
3
(oF; Fe*
. R
||R P ; HO.Z lR Hgo + Oo H02 |
—NH-C-CO— 7 —NH-C-CO— NH-C—CO—
OH Fe*3 Fer2.Ht O  Fer®+OH Ferz Q
proteinin H
hidroksil tirevi alkoksil radikali alkilperoksit

Peptit bagi kesimi

Sekil 2.13 : Polipeptid omurgasinin oksidasyonu

R'C" veya R'OO" veya R'O° + R.CH —> R?C" + R'H veya R'OOH veya R'OH

alkil alkil peroksil  alkoksil
(reaksiyon 16)
Sekil 2.13’deki d reaksiyonu sadece oksijen varliginda gerceklesir. Oksijen yoklugunda,
karbon merkezli radikal, diger bir karbon merkezli radikal ile reaksiyona girerek protein-
protein ¢apraz bagli bir tiirev olusturur (reaksiyon 17).
R'C’ + R’C —> R'CCR?

(reaksiyon 17)
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Alkoksil radikallerinin olusumu (bkz. Sekil 2.13h, g), hem diamid hem de a-amidasyon
yollar ile peptit bagi kesimine onciiliik eder (Sekil 2.14). Diamid yolu ile kesim sirasinda
(Sekil 214a) proteinin N-ucundan tiirevlenen peptit parcasi, C-ucgta bir diamid yapiya
sahiptir. Buna karsin; proteinin C-ucundan tiirevlenen peptit, N-ucta izosiyanat yapisina
sahiptir. Bunun tersine, o-amidasyon ile kesim sirasinda (Sekil 2.14b), proteinin N-ucundan
tiirevlenen peptit parcast C-ugta bir amid grubuna sahipken, C-ugtan tiirevlenen parcanin
N-ucundaki amino asit bir o-ketoacil tiirevidir (Berlett ve Stadtman, 1997: Stadtman,

2006).

19 '
I
NH,-C-C-NH-C  + O=C=N-<|3 C—
| |
Ry Ra Rs
a
HO 00 HO
N L
NH,-C-C-NH-G-C-NH-0-C—
|
R, R, Ry
b HO 00 H O
N I
NHyC-C-NH, + Rp-C-C-NH-C-C—
R, Rg

Sekil 2.14 : Peptid baginin diamid veya a-amidasyon yollart ile kesilmesi
(a: diamid yoluyla, b: a-amidasyon yolu)
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2.5. PROTEIN MODIFiKASYONLARININ BIYOLOJIK SONUCLARI

Proteinlerin ¢ok farkli ve kendilerine 6zgii biyolojik islevlere sahip olmalari nedeniyle,
gecirdikleri oksidatif modifikasyonlar ¢ok ¢esitli islevsel kayiplara neden olabilir. Ornegin,
bazi enzimlerin oksidatif modifikasyon sonucunda, aktivitelerini tamamen kaybettigi
gosterilmistir (Stadtman, 1990). Aktif bolge veya yakininda bir metal tasiyan enzimler
metal katalizli oksidasyon tarafindan gerceklestirilen inhibisyona duyarlidir (Fucci ve ark.,
1983). Enzimlerin oksidatif modifikasyonu, degisime ugrayan molekiillerin yiizdesine ve
modifikasyonun siirekliligine bagh olarak metabolizma iizerinde 1limli veya ciddi etkilere
sahiptir. Belirli enzimlerin yaglanma sirasinda oksidatif degisime ugradig1 bir¢ok arastirici
tarafindan gosterilmistir (Oliver,1987). Yaslanma siirecinde, artan bir sekilde oksitlenen
enzimlerden bazilari glutamin sentetaz (Carney ve ark., 1991), mitokondriyal akonitaz
(Yan ve ark., 1997b), adenin niikleotid translokaz (Yan ve Sohal, 1998) ve karbonik
anhidrazdir (Cabiscol ve Levine, 1995).

Yapisal proteinlerdeki modifikasyonlara o©rnek olarak, plazma proteini fibrinojen
verilebilir. Fibrinojenin demir/askorbat radikal olusturucu sistem ile isleme sokuldugunda
veya iyonize radyasyona maruz birakildiginda, piht1 olusturma yetenegini kaybettigi in
vitro bir ¢calismada ortaya konulmustur. Pihtilagsmanin inhibisyon derecesi, proteinde olusan
karbonil igerigi ile iliskilidir (Shacter ve ark., 1995). Insanda sinoviyal sividaki
immunoglobulinlerin oksidasyonu, romatoid artrit etiyolojisine katkida bulunan agregasyon
olusumuna neden olmaktadir (Jasin, 1983; Lunec ve ark.,1985). Bir proteaz inhibitorii olan
a-1 antitripsin, akciger ve kikirdak dokusundaki proteoliz inhibisyonundan birincil
derecede sorumludur ve bu plazma proteininin kritik bir metionin kalintisinin oksidasyona
ugramasi, amfizemde doku hasarina ve islev kaybina neden olur (Carp ve ark., 1982).
Notrofiller tarafindan iiretilen HOCI’nin bu modifikasyondan sorumlu birincil oksidan
oldugu one siiriilmektedir (Matheson, 1979). Plazmadaki diisiik yogunluklu lipoproteinin
(LDL) bir¢ok farkli tipte oksidatif modifikasyona ugradigi one siiriilmektedir (Esterbauer
ve ark., 1989). Cu' iyonlar1 iceren ortamda LDL’nin protein kismi oksitlenerek
karbonillenir (Yang ve ark., 1997) ve agregasyona ugrar (Hazell ve ark., 1994). Oksidatif

degisime ugramis LDL aterosklerotik dokularda bulundugu bircok arastirici tarafindan
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gosterilmis, buna dayanarak da LDL oksidasyonunun ateroskleroz etiyolojisinde énemli bir
role sahip oldugu savunulmustur (Hazell ve ark., 1996). Benzer sekilde, gbz mercegindeki
kristallin proteinlerinin oksidasyonunun, katarakt olusumunda 6nemli bir rol oynadig ileri
stiriilmektedir (Fu ve ark., 1998). Diger hastalik kosullarinda da, okside olan proteinlerde
genel bir artis bulunmus, fakat bircok durumda spesifik proteinler tanimlanamamistir.
Tablo 2’de in vivo oksidatif protein modifikasyonlari, bunlarin saptandigi proteinler ve

iliskili olduklar1 hastaliklardan ornekler verilmistir.

Tablo 2.3 : Insanda gesitli dokularda saptanmus oksidatif protein modifikasyonlari ve iligkili

olduklar1 bazi hastaliklar

Modifikasyonlar ve Goriildiigii Proteinler = Hastalik/ Kosul

Karboniller
Glutamin sentetaz Alzheimer, iskemi / reperfiizyon, yaslanma
IeG Romatoid artrit
Bobrek proteinleri Kronik 6strojen yiiksekligi
Akciger proteinleri Hiperoksia
Beyin proteinleri Iskemi / reperfiizyon
Goz mercegi proteinleri Katarakt

Metiyonin siilfoksit

a-1 antitripsin inhibitorii Alzheimer, bronsit, anfizem (6zellikle sigara icenlerde)

Lipit peroksidasyon katilma iiriinleri

LDL Ateroskleroz

Glutatiyolasyon(SH oksidasyon)
Karbonik anhidraz I11 Yaslanma

3-Klorotirozin, ditirozin

LDL Ateroskleroz
Agregasyon
IgG Romatoid artrit
Nitrotirozin
Bilinmeyen proteinler Akut akciger inflamasyonu, ateroskleroz, romatoid artrit
Hidro(pero)ksilosin

Bilinmeyen proteinler Katarakt
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2.6. OKSITLENMIS PROTEINLERIN ORTADAN KALDIRILMASI:
PROTEAZOMLAR
Proteazomlar, tiim okaryot ve arkelerde, aym1 zamanda bazi bakterilerde bulunan biiyiik
protein  kompleksleridir. Okaryotlarda, nukleus ve sitoplazmada yerlesim gosteren

proteazomlarin, 20S ve 26S olmak iizere iki temel formu vardir (Sekil 2.15).

20S proteazom, silindire benzeyen, multimerik yapida proteolitik bir enzimdir; 26S
proteazom ise iki adet 19S diizenleyici kompleks ve bir 20S proteazom birimi igeren bir
komplekstir. 26S proteazom, ATP kullanimi ile ubikitinlenmis cesitli tiplerdeki atik
proteinlerin yikimim1 gergeklestirir. Bu proteazom, spesifik ubikitin temelli proteoliz

yoluyla hiicre ¢cevriminin diizenlenmesinde énemli rol oynar (Ciechanover, 1998).

Diizenleyici proteinlerin yikiminin yanisira, proteazomlarin diger bir islevi de, okside
olmus ve hatali (anormal) proteinlerin ortadan kaldirilmasidir (Davies, 2001). Yaslanma
sirasinda yiiksek oranda oksitlenen ve capraz baglantilar olusturan proteinlerde artig olur ve
bunlar hiicre i¢inde agregatlar olusturur. Agregat olusumu proteazom islevinde azalma

oldugunun bir gostergesidir (Stadtman, 2001).

Arning Diger = (
asitler e lar ”':.\,-

Peptidler

'+
+ ATP o altblrlmlerl
I. K atalitil
— (1 merkez
-". E2|

[ altb|r|mler| E (203)

0
Ubikitinlenmis [

protein Didzenleyici birim
substrat

Sekil 2.15 : Proteazomlar ve islevleri
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORGANIZMA

Bu c¢ahgmada I.U. Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Kkiiltiir
koleksiyonundan saglanan, mantarlarin Ascomycota smifina ait Schizosaccharomyces

pombe Linder liquifaciens maya tiirliniin yabani tipi (972h") kullanildz.

3.2. BESi ORTAMLARI

Oksidatif stres uygulanacak hiicreler % 0.5 (w/v) maya oziitii ve % 3.0 (w/v) glukoz iceren
stv1 besi ortaminda (YEL) iiretildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin canliliginin belirlenmesinde ise,
% 0.5 (w/v) maya oziitii, % 3.0 (w/v) glukoz ve % 2.0 (w/v) agar iceren kat1 besi ortami1
(YEA) kullanildi. Hazirlanan tiim besi ortamlar1 otoklavda 121°C’da (1 atmosfer basing
altinda) 20 dakika tutularak steril edildi.

3.3. ORGANIZMANIN URETiMi VE SAKLANMASI

Calismada kullanilan S. pombe 972h" ki Gutz ve ark. (1974)’nin 6nerdikleri standart
yontemlerle iiretildi ve saklandi. 4 °C’da, silika jel icinde saklanan stoklardan alinan
hiicreler YEA besi ortaminda 30 °C’da 3 giin iiretildi. Buradan 6ze ile alinan 6rnekler
YEA’ ya tek koloni diisiirme yontemiyle ekildi. Tek diisen kolonilerden rasgele segilen
birka¢ koloni egri YEA besi ortamlarina aktarilarak 30 °C’ da yaklasik 3 giin tutularak saf
kiiltiirleri elde edildi. Saf kiiltiirler 4°C’* da sakland1 ve ¢alisma boyunca 6 ayda bir saflik
kontrolleri yapildi.

Her deney bu tip taze hiicrelerden hazirlanan sivi kiiltiirlerle baslatildi. Bunun icin, egri
YEA’ daki hiicreler 5 ml steril saf su eklendikten sonra tiip karistiricida karistirilarak
slispansiyon haline getirildi. Bu siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi, uygun
sulandirirmlardan sonra, gelistirilmis Neubauer lam1 kullanilarak ve asagidaki formiilden

yararlanilarak hesaplandi.
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hiicre/ml = hiicre sayis1 x 10* x sulandirim oram

Bu siispansiyondan YEL besi ortamina baslangi¢ hiicre sayisi 10° hiicre/ml olacak sekilde
aktarilan hiicrelerin 30 °C’da, 180 devir/dakika hizda calkalamali etiivde iiremeleri

saglandi.

3.4. S. pombe HUCRELERINDE ZAMANA BAGLI UREMENIN iZLENMESI

Oksidatif stres uygulamasinin yapilacagi logaritmik evrenin belirlenmesi i¢in, S. pombe
hiicrelerinin YEL besi ortamindaki {iremesi, belirli zaman araliklarinda (2 saatte bir) alinan
orneklerin bulaniklik 6l¢iimleri ile izlendi. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyundaki
151k kullanilarak belirlenen optik yogunluk (OD) degerlerini hiicre/ml cinsine ¢evirmek
icin, ayni hiicreye ait kiiltiirtin, mililitresindeki hiicre sayis1 bilinen ¢esitli sulandirimlarinin
595 nm’de olgiilen OD degerlerine gore cizilen standart grafikten yararlanildi. Ug kez
tekrarlanan ol¢iimlerde ortalama OD degerleri ile zaman arasinda ¢izilen grafik yardimiyla

lag, log ve duragan evreler belirlendi.

3.5. ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Calismada olusturulan deney serileri Tablo 3.1’de verildi. I. Grup hiicreler, normal hiicre
metabolizmast sonucunda olusan oksidatif hasarlari ve Trolox’un koruyucu etkisini
arastirmak i¢in, II. Grup hiicreler ise H,O, varliginda olusan oksidatif hasarlar1 ve

Trolox’un koruyucu etkisini arastirmak i¢in kullanildi.

Antioksidan (Trolox) uygulamasi, besi ortamindaki son derisimi 1 mM olacak sekilde,
kiiltiirtin 12. saatinden itibaren 2 saat siireyle (K2 ve D2) veya Kkiiltiiriin baslangicindan
itibaren 14 saat siireyle yapildi. Oksidatif stres (H,O,) uygulamasi, besi ortamindaki son
derisimi 1 mM olacak sekilde, kiiltiiriin 14. saatin sonundan itibaren 30 dakika siireyle
yapildi. Bu uygulamalar Sekil 3.1°de sematik olarak gosterildi. Her bir deney icin her bir

gruptan en az 3 seri hazirland1 ve biyokimyasal 6l¢iimlerde kullanildi.



(Trolox uygulamasinin yapildig1 saat ve siireler parantez igcinde verildi)
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Tablo 3.1 : Caligmada kullanilan deney gruplari ve icerikleri

Deney serileri  Icerik

K1 Hiicreler — Trolox - H,0,
I. Grup: Oksidatif —

K2 Hiicreler + 1 mM Trolox (12. saatte, 2 saat) H,0,
strese sokulmayan
(-H,0,) hiicreler K3 Hiicreler + 1 mM Trolox (0. saatte, 14 saat) H,0,

D1 Hiicreler — Trolox + H,0,
I Grup: Oksidatif D2 Hiicreler + 1 mM Trolox (12. saatte, 2 saat) 1 mM H,0,
strese sokulan
(+H,0,) hiicreler D3 Hiicreler + 1 mM Trolox (0. saatte, 14 saat) 1 mM H,0,




43

Kll

Kiiltiiriin baslatilmasi

—
= 30'sonra
v 1
0. saat 12. saat 14. saat
v

Biyokimyasal islemler
icin hiicrelerin

ayrilmasi
0. saat 12. saat 14. saat
Kiiltiiriin baslatilmasi 1 mM Trolox
uygulamasi
Biyokimyasal islemler
icin hiicrelerin
ayrilmasi
0. saat 12. saat 14. saat
Kiiltiiriin baslatilmasi
ve
1 mM Trolox uygulamasi
\ 4
Biyokimyasal islemler
icin hiicrelerin
ayrilmasi
—
30" sonra

Dll

0. saat
Kiiltiiriin baslatilmasi

Voo

12. saat 14. saat
sonunda

1 mM HzOz

uygulamasi

Biyokimyasal islemler
icin hiicrelerin
ayrilmasi

D21

0. saat
Kiiltiiriin baslatilmasi

b

12. saat 14. saat
1 mM Trolox sonunda
uygulamas1 1 mM H,O,

uygulamasi
Biyokimyasal islemler
icin hiicrelerin
ayrilmasi

0. saat 12. saat 14. saat
Kiiltiiriin baslatilmasi sonunda

ve 1 mM H,0,

1 mM Trolox . . o uygulamasi

uygulamasi Sekil 3.1 : Deney gruplarinin sematik gosterimi

Biyokimyasal islemler
icin hiicrelerin
ayrilmasi
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3.6. DENEY KOSULLARINDA HUCRE CANLILIGININ BELIRLENMESI

Calisma kosullarinda canli hiicre sayisini belirlemek amaciyla koloni sayimlari yapildi
(Walker, 1988). 10™ sulandirima getirilen her bir drnekten 100 pl almarak, YEA iceren
petrilere yayma yontemiyle ekildi. 30 °C’da 72 saat liremeleri saglandi ve olusan koloniler

sayilarak c.f.u (“colony forming unit”’)/ml birimiyle ifade edildi.

3.7. BESi ORTAMINDAKI H,0, DERISIMININ BELIRLENMESI

Oksidatif strese sokulan (+H,O,) deney gruplarina 30 dakika siireyle uygulanan 1 mM
H,O;’nin, deney sonunda besi ortaminda ne kadar kaldigin1 belirlemek icin fenol-kirmizisi
yontemi kullanmild1 (Pick ve Keisari, 1980). Bu amagla hiicre siispansiyonundan 500 ul
alind1 ve iizerine 1 ml fenol-kirmizis1 ¢ozeltisi [40 mM NaCl, 10 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.0), 0.1 g/ fenol- kirmizisi, 8.5 iinite/ml yabanturpu peroksidazi] eklendi. Bu
karisgtm 37 °C’da, 5 dakika bekletildikten sonra, 10 ul 1 N NaOH eklendi ve olusan mor
renkli kompleksin 550 nm dalga boyundaki absorbansi belirlendi. Besi ortamindaki H,O,
derisimi, 1, 10, 100 ve 200 uM derisimdeki H,O, ¢o6zeltilerinin absorbans degerleriyle

olusturulan standart grafikten yararlanarak belirlendi.

3.8. HUCRE iCi OKSIDASYON DUZEYIiNiN BELIRLENMESI

Hiicre i¢i oksidasyon diizeyi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) Ool¢iilmesine dayanan
yontemle belirlendi (Okai ve ark., 2000). Bu yontemde reaktif olarak, hiicre i¢ine alindiktan
sonra esterazlar tarafindan kesime ugratilarak diklorofloresein (DCFH) formuna
doniistiiriilen, diklorofluoresein diasetat (DCFH-DA) kullanildi. Hiicre i¢inde kalan DCFH,
DCF’ye oksitlendikten sonra yaydigi fluoresans ile belirlendi. Fluoresans,
spektrofluorometrede eksitasyon ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 480 ve 530 nm olacak
sekilde ol¢iildii. Hiicreler deneyin sonunda santrifiijleme (1000xg, 4°C, 5 dakika) ile
cOktiirilerek toplandi ve steril saf su ile yikandiktan sonra 40 uM DCFH-DA iceren YEL
besi ortaminda, hiicre sayis1 107 hiicre/ml olacak sekilde yeniden siispanse edildi. DCFH-

DA’nin absorpsiyonu i¢in 30°C’da 1 saat siireyle inkiibasyona birakilan hiicreler,
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santrifiijleme ile ayrildi ve 100 ul PBS (“phosphate buffered saline”) icinde yeniden
siispanse edildi. Hiicre siispansiyonunun fluoresans yogunlugu, eksitasyon ve emisyon
dalga boylari, sirasiyla 480 nm ve 530 nm’ye ayarlanmis, mikrokuyucuklu Bio-Tek FL 800
fluoresans okuyucu ile lciildii. Bagil fluoresans yogunlugu, au (“arbitrary unit”)/10” hiicre

olarak ifade edildi.

3.9. HAM PROTEIN OZUTUNUN HAZIRLANMASI

Calismanin ¢esitli asamalarinda (protein karbonillerinin belirlenmesi, katalaz aktivitesinin
Olciilmesi ve proteazomal aktivitenin saptanmasi), kontrol ve deney grubu hiicrelerden ham
protein Oziitleri hazirlandi. Sekil 3.1°deki diizene gore iiretilen hiicreler santrifiijlemeyle
(1000xg, 4°C, 5 dakika) ¢oktiiriildii, iki kez steril saf suyla yikand1 ve 20 mM pargalama
tamponunda [S0 mM Tris.Cl (pH 7.5), 150 mM NaCl, % 0.5 Nonidet, 5 mM EDTA ve 1
mM proteaz inhibitorleri] siispanse edilip esit hacimde cam boncuk eklenerek vorteks
yardimiyla parcalandi. Parcalanmis hiicre kalintilari, par¢alanmamis hiicreler ve cam
boncuklar santrifiijlemeyle (27 000xg, 4°C, 15 dakika) c¢oktiiriildiikten sonra hiicre
iceriginin yer aldigi iist siv1 ayrildi (Forsburg ve Rhind, 2006). Elde edilen ham oziitler,

ileri asamalarda kullanilmak iizere -70°C’da saklandi.

3.10. HAM OZUTTEKI PROTEIN DERiSIMINiN BELIRLENMESI

Ham o6ziitlerdeki protein derisimi Waterborg (2002)’a gore oOl¢iildii. Bu yodntemde

kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.2’de verildi.

Tablo 3.2: Protein derisiminin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Icerik

Baz ¢ozeltisi 2 N NaOH

A % 2 (W/v) Na,CO,

B % 1 (wiv) CuSO,.5H,0

C % 2 (wIv) NayC4H,06. 2H,0
Kompleks olusturma reaktifi 100 ml A: 1 ml B: 1ml C

Folin belirteci 1 N Folin-Ciocalteau
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Yontemin duyarlilik smirlarma (100-4000 pg/ml) uygun olarak hazirlanmis sigir serum
albumin (BSA) standartlar1 (250, 500, 1000, 2000, 4000 pg/ml), steril saf suda hazirlanmig
ve 2 kez sulandirilmis ham oziitler veya kor 6rnekten (20 mM parcalama tamponu) alinan
0.1 ml iizerine 0.1 ml baz ¢ozeltisi eklendi. 10 dakika kaynar su banyosunda bekletilen
karigimlar oda sicakligina gelene kadar sogutuldu, her birine 1’er ml kompleks olusturma
reaktifi eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Bu siire sonunda her bir 6rnek
izerine, tiip karistiricida, hizla 100’er pl Folin belirteci eklenerek oda sicakliginda 30
dakika bekletildi. Orneklerin 550 nm dalga boyundaki absorbans degerleri okundu ve
standartlarin absorbans degerlerine gore olusturulan grafikten yararlanilarak protein

derigimleri belirlendi.

3.11. KATALAZ AKTIiVITESININ BELIRLENMESIi

Antioksidan savunma enzimlerinden biri olan katalazin aktivitesi, hidrojen peroksidin
yikiminin, spektrofotometrik olarak, 240 nm’de izlenmesi temeline dayanan yoOntemle
belirlendi (Cho ve ark., 2000). 680 ul potasyum fosfat tamponundan (50 mM; pH 7.2) ve
480 pl H,O, (40 mM) iceren reaksiyon karistmi 30°C’de 2.5 dakika inkiibe edildi.
Enzimatik reaksiyon 40 pl hiicre 6ziitiiniin eklenmesi ile baglatildi. 240 nm’deki absorbans

diististi 2 dakika izlendi ve katalaz aktivitesi AA,40/dak/mg protein seklinde ifade edildi.
3.12. PROTEIN KARBONILLERININ OLCUMU

S. pombe hiicrelerindeki proteinlerin oksidasyonu sonucu yan zincirlerde olusan karboniller
iki farkli yontemle belirlendi.

3.12.1. Spektrofotometrik Belirleme

Bu yontem, yan zincirlerdeki karbonil gruplari ile dinitrofenil hidrazin arasindaki reaksiyon
sonucunda olusan dinitrofenil hidrazon’un Ol¢iilmesine dayanmaktadir. Dinitrofenil
hidrazon, 370 nm’de UV 15181 absorplar ve molar ekstinksiyon katsayis1 22000 M'cm ™" dir.

Uygulamada once protein oOziitii, icerigindeki niikleik asitlerin coktiiriilmesi i¢in, son
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konsantrasyonu %1 (w/v) olan streptomisin siilfat ile oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.
Bu siire sonunda 6000xg’de, 4°C’da 10 dakika santrifiijlemeyle elde edilen iist s1v1 protein
karbonillerinin dl¢iimiinde kullanildi. Ust sividaki proteinler 10 hacim HCl-aseton [(3:100),
(v/v)] ile ¢oktiiriildiikten sonra santrifiijlemeyle ayrildi ve protein izolasyonunda kullanilan
tamponda (400 ul) yeniden siispanse edildi. Bu siispansiyondan alinan 200’er pl 6rnek, iki
adet mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Bunlardan birine 2.5 M HCI i¢inde hazirlanmis 10 mM
dinitrofenilhidrazin (DNPH)’den 800 ul eklenirken, digerine sadece 800 ul 2.5 M HCI
eklendi. Her iki tiip de 1 saat siireyle karanlikta inkiibasyona birakilirken, 15 dakikada bir
tiip karistiricida etkin bir sekilde karistirildi. Inkiibasyon siiresi sonunda her iki 6rnege de
500’er ul % 30 (w/v) TCA eklenerek, buz iizerinde 5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
santrifiij edilen (10, 000xg, 4°C, 10 dakika) orneklerden iist siv1 uzaklastirild1 ve cokelti 1
ml %10’luk TCA icinde yeniden siispanse edildi. Buz iizerinde 10 dakika inkiibasyonun
ardindan yeniden santrifiijlendi. Son santrifiij islemi sonunda elde edilen ¢okeltiler, fazla
DNPH’nin uzaklastirrlmast amaciyla, 1 ml etanol-etil asetat [(1:1), (v/v)] ile iki kez
yikandi. Santrifiijleme sonunda ele gecen protein cokeltileri 1 ml 6 M guanidin-HCI (20
mM  potasyum fosfat icinde hazirlanmis) icinde yeniden siispanse edildi.
Spektrofotometrede, 360, 370, 380 ve 390 nm dalga boylarinda 6lgiilen absorbans
degerlerinin ortalamas1 alindi ve Orneklerin karbonil icerikleri DNPH’ nin bu dalga
boylarindaki yaklasik absorpsiyon Kkatsayisi (e=22.000 M'cm™) dikkate alinarak
hesapland1 (Fagan ve ark., 1999). Elde edilen sonuglar uM/mg protein birimiyle ifade
edildi.

3.12.2. immiinolojik Belirleme

Protein oksidasyonu sonucunda olusan protein karbonillerinin saptanmasi i¢in, proteine
baglanan dinitrofenilhidrazonlarin immiinolojik olarak belirlenmesi temeline dayanan
yontem kullanildi (Levine ve ark., 1990). Bu yontemde, 2,4 dinitrofenilhidrazin ile
reaksiyona giren karbonil gruplari, poliakrilamid jel elektroforezinin ardindan Western blot

teknigi ile isaretlenmektedir.
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Elektroforez uygulamasi oncesinde her bir 6rnekten 5 pg alinarak 2,4-dinitrofenilhidrazin
(2,4-DNPH) ile isleme sokuldu. Dinitrofenil (DNP)-protein kompleksi %10 poliakrilamid
iceren SDS-PAGE (Walker, 2002) ile ayrildiktan sonra proteinler, elektroemdirim ile
nitroselliiloz membrana aktarildi. Immiinolojik belirleme, OxyBlot kiti (Chemica)
kullanilarak gerceklestirildi. Bu amagla Once siit tozu uygulamasi ile bloke edilen
membran, primer antikor (anti-DNP antikoru) ile inkiibasyona birakildi ve ardindan
sekonder antikor (yaban turpu peroksidazi ile isaretli konjuge antikor) uygulamasi
gerceklestirildi. Karbonillenmis proteinler “ECL Plus Western Blotting Detection Systems

(Amersham)” kullanilarak rontgen filmi (Hyperfilm) iizerinde goriintiilendi.

3.13. PROTEAZOM AKTIiVITESININ BELIRLENMESI

S. pombe hiicrelerindeki 20S proteazom aktivitesi Flood ve ark. (2005) tarafindan 6nerilen
yontemle belirlendi. Bu yontem, isaretli substrat siiksinoil-Leu-Leu-Val-Tyr-amino-4-
metilkumarin (Suc-LLVY-AMC)’in, proteazom tarafindan kesilmesi sonucunda serbest
kalan ve fluoresan 6zellige sahip amino-4-metilkumarin (AMC)’in belirlenmesi temeline
dayanmaktadir. Serbest kalan AMC, spektrofluorometrik olarak eksitasyon ve emisyon

dalga boylar sirasiyla 390 nm ve 470 nm olacak sekilde saptanmaktadir.

Proteazom aktivitesinin belirlenmesi i¢in, 50 pg protein ile 0.4 mM proteazom substrati
Suc-LLVY-AMC, toplam hacmi 200 pl olan deney tamponunda (50 mM Tris, pH 7.8, 20
mM KCIl, 5 mM MgOAc, 0.5 mM DTT), 37°C’da 2 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Reaksiyon, 200 pul etanol ve 1.6 ml 0.1 M sodyum borat tamponu (pH 9.0) eklenerek
durduruldu. Proteazom aktivitesi sonucu olusan AMC diizeyi, fluoresansin eksitasyon ve
emisyon dalga boylar1 sirasiyla 380 nm ve 450 nm olacak sekilde ol¢iilmesi ile belirlendi.
AMC diizeyleri, 0.2, 0.4, 0.8, 3.0 ve 8.0 nM AMC c¢ozeltileriyle hazirlanan standart grafik
yardimiyla belirlendi ve nM AMC/dak/mg protein birimi ile ifade edildi.
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3.14. HUCRE iCi PROTEIN YIKIMININ BELIRLENMESI

Hiicre i¢i protein yikiminin in vitro kantitatif analizi, fluorescaminin serbest a-amino
gruplan ile reaksiyona girerek yiiksek floresan o6zellik gosteren bir iiriin olusturmasi

temeline dayanan yontemle gerceklestirildi (Reinheckel ve ark., 2000).

Hiicreler asitte yitkanmig cam boncuklar kullanilarak 0.25 M sukroz, 25 mM HEPES (pH
7.8), 10 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM DTT ve 1 mM PMSF iceren tamponda
parcalandi. Hiicre lizatlar1 santrifiij edildikten (27 000xg, 4 °C, 30 dakika) sonra, protein
derisimi ayni tamponla 8 mg/ml’ye ayarlandi. 50 pl protein oziitiine 450 pl soguk TCA
(10%) eklendi ve proteinlerin ¢okmesi icin 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Ornekler,
3000xg hizda, 4°C’da, 10 dakika santrifiijlendikten sonra, elde edilen iist stvinin 250 ul’si
tizerine 1.25 ml 1 M HEPES tamponu (pH 7.8) katildi. Her bir 6rnege, tiip karistiric
izerinde yavas bir sekilde, 0.5 ml fluorescamine ¢ozeltisi eklendi ve ornekler karanlikta
bekletildi. Eksitasyon dalga boyu 390 nm ve emisyon dalga boyu 475 nm’de fluoresans
Olctimii yapildi. Standart olarak 10, 5, 0.5 ve 0.25 mM derisimlerde hazirlanan glisin

¢oOzeltisi kullanild1 ve sonuclar mM glisin esdegeri /mg protein seklinde ifade edildi.

3.15. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Elde edilen sayisal data istatistiksel olarak degerlendirildi. Aritmetik ortalamalar (X) ve
standart sapmalar (SD) bulundu. Gruplar arasindaki farklarin anlamli olup olmadigini
belirlemek icin ANOVA (tek yonlii varyans analizi; one-way ANOVA) testi ve ikili
gruplarin kendi aralarinda karsilagtirllmasi i¢in Dunnett testi yapildi. Anlamlilik sinir
olarak P<0.05 kabul edildi. Bu istatistiksel islemler GraphPad paket programi ile
gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. S. pombe HUCRELERINDE ZAMANA BAGLI UREME

S. pombe hiicrelerinin YEL besi ortamindaki iireme durumu, Bolim 3.4’te agiklanan
yontemle izlendi. Kiiltiirdeki hiicre sayisinin zamana bagli degisimini ifade eden ODsos
degerleri Tablo 4.1°de, bu verilere dayanarak c¢izilen tireme egrisi Sekil 4.1°de verildi.
Buna gore 12. saatte kiiltiiriin logaritmik fazin ortalarina yaklastigi ve bu evrede hiicre

sayisinin yaklasik 2x10""ye ulastigi gozlendi.

Tablo 4.1: S. pombe yabani irkinda zamana bagli iiremenin izlenmesi

zaman (saat) ODsos hiicre/ml
0 0.041 3.0x10°
2 0.041 3.0x10°
4 0.044 3.7x10°
6 0.058 4.9x10°
8 0.080 6.7x10°
10 0.105 8.8x10°
12 0.242 2.0x10’
14 0.458 3.9x10’
16 0.607 5.1x10’
18 0.673 5.7x10
20 0.704 5.9x107
22 0.742 6.2x107
24 0.751 6.3x107
36 0.750 6.3x107

38 0.725 6.1x107
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Sekil 4.1 : S.pombe (972h") yabani irkinin iireme egrisi

4.2. DENEY KOSULLARINDA HUCRE CANLILIGININ BELIRLENMESI

Kisa siireli (2 saat) ve uzun siireli (14 saat) Trolox uygulamast yapilmis S. pombe
kiiltiirlerinde, H,O, (oksidatif stres) yoklugunda veya varliginda belirlenen canli hiicre
sayilart (c.f.u./ml) Tablo 4.2’de verildi ve grafik iizerinde karsilastirild1 (Sekil 4.2). Buna

gore, oksidatif strese sokulmayan hiicrelerde 2 saatlik Trolox uygulamasi, canli hiicre

sayisinda kontrole gore fark yaratmadi (P > 0.05). Buna karsin 14 saatlik uygulama koloni

sayisinda yaklasik % 18’lik bir artisa yol act1 (P < 0.05).

Trolox icermeyen besi ortaminda iiretilen ve 30 dakika siireyle 1 mM H,O, etkisinde
birakilarak oksidatif strese sokulan kiiltiirdeki (D1) canli hiicre sayisi, strese sokulmayan

kiiltirdekinden (K1) yaklasitk %37 oraninda azaldi. Kisa ve uzun siireli Trolox

uygulamalari, bu grupta canlilik oranini belirgin diizeyde artird1 (Sekil 4.2) (P <0.01).
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Tablo 4.2 : S. pombe Kiiltiirlerinde canli hiicre sayilari
Canl hiicre sayisi

Deney serileri

(c.fu./ml x 10° ) + SD*
K1 [~ Trolox — H,O,] 119 +7.94
I. Grup K2 [+ Trolox (2 saat) — H,O,] 106 +7.02
K3 [+ Trolox (14 saat) — H,O,] 140 £ 10.00
D1 [~ Trolox + H,0,] 75+ 11.36
1L Grup D2 [+ Trolox (2 saat) + H,O,] 122 +13.11
D3 [+ Trolox (14 saat) + H,O,] 146 +7.64
* Bulgular en az 3 deneyin ortalamasidir. SD: Standart Sapma
*
* 1
140 -
*
|
120
g
= 100
£
"3 80 -
,,Ez: 60|
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< 404
20
0- T T T T
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Sekil 4.2 : S. pombe kiiltiirlerinde canli hiicre sayilarinin karsilagtirilmasi
Kolonlarwn iizerinde yer alan dikey ¢izgiler standart sapma (£SD) degerlerini gostermektedir. ** P > 0.05, *P < 0.01

4.3. BESi ORTAMINDAKI H,0, DERISIMI

Deney grubu hiicreleri (D1-D3) oksidatif strese sokmak amaciyla kiiltiiriin 14. saatinin
sonunda besi ortamina katilan H,O, (1 mM)’nin deney sonundaki derisim degerleri

spektrofotometrik yontemle saptandi (Tablo 4.3) ve grafik iizerinde karsilastirildi (Sekil
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4.3). Ortama katilan H,O’nin baslangi¢ derisimi (1000 uM), oldugu halde kullanilan
yontemle bu deger 850 uM olarak bulundu. Bu derisimin tiim gruplarda 30. dakikada
ortalama 14.83 puM’a diistiigii gbzlendi. Buna gore uygulanan H,O,’nin % 98.25’sinin 30
dakika sonunda hiicrelere girdigi ve Trolox uygulamalarinin ortamin H,O, derisimini

etkilemedigi kabul edildi.

Tablo 4.3 : Baslangigta ve uygulama siiresi (30 dakika) sonunda besi ortamindaki H,O, derisimi

Deney serileri Baslangi¢ H,0, derisimi (uM) £ SD*  30. dakika H,0, derisimi (uM) + SD*
D1 873.3 £25.17 17.67 £5.5

D2 826.7 £32.15 13.00 +£2.00

D3 850.0 £43.59 13.83 £3.25

* Bulgular en az 3 deneyin ortalamasidir. SD: Standart Sapma

900 - * & * *
ontrol (+)
-

800+ B2 +1mM Trolox (2 saat)
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£ 6004
=2
=
g

5001
2
=
=
& 400
=
[=]
x
S 3004
=

200 -

100 -

* * * %
0-
0. dak. 30. dak.

Sekil 4.3. Ureme ortamindaki H,O, derisimlerinin karsilastiriimasi
Kolonlarin iizerinde yer alan dikey ¢izgiler standart sapma (£SD) degerlerini gostermektedir. ** P > 0.05
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4.4. HUCRE iCi OKSIDASYON DUZEYi

Farkli ortam kosullarinda yetistirilen hiicrelerde, hiicre i¢i oksidasyon diizeyleri, ROT lara
ait bagil fluoresans yogunlugunun (au/10” hiicre) deney sonunda olciilmesi ile belirlendi ve
bulgular Tablo 4.4’te verildi. S. pombe’de normal metabolik faaliyetler sonucunda 10’
hiicre basia 703.5 + 6.36 au ROT olustugu gozlenirken, oksidatif stres kosulunda ROT
diizeyi yaklasik 2 kat artt1 (Tablo 4.4 ve Sekil 4.4). Calismada ele alinan her iki grup
(oksidatif strese sokulmus ve sokulmamis) hiicrede Trolox’un ROT olusumunu baskiladigi
belirlendi. Oksidatif strese sokulmamis hiicrelerde kisa siireli (2 saat) Trolox uygulamasi
anlaml bir etki olusturmazken, uzun siireli (14 saat) Trolox uygulamasi yaklasik % 37
oraninda bir baskilama yaratti. Stres altindaki hiicrelerdeki ROT iiretimi, her iki Trolox

uygulamasi ile de belirgin diizeyde (yaklasik % 50 oraninda) azaldi (P<0.01).

Tablo 4.4 : S. pombe hiicrelerinde ROT diizeyi

Deney serileri Bagil fluoresans (au/l()7 hiicre) £ SD*
K1 [- Trolox — H,0,] 703.5+£64
L Grup K2 [+ Trolox (2 saat) — H,O,] 643.6 £ 132.4
K3 [+ Trolox (14 saat) — H,O,] 441.5 £ 80.8
D1 [~ Trolox + H,0] 1408.0 + 45.0
IL Grup D2 [+ Trolox (2 saat) + H,0,] 675.3+10.3
D3 [+ Trolox (14 saat) + H,O,] 766.8 £40.5

* Bulgular en az 3 deneyin ortalamasidir. SD: Standart Sapma
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Sekil 4.4 : S. pombe hiicrelerinde hiicre ici oksidasyon (ROT) diizeylerinin karsilagtirilmasi
Kolonlarwn iizerinde yer alan dikey ¢izgiler standart sapma (£SD) degerlerini gostermektedir.
** P> 0.05 *P < 0.01

4.5. KATALAZ AKTIVITESI

Normal metabolizma sirasinda veya oksidatif stres kosulunda, antioksidan (Trolox)
varliginda veya yoklugunda S. pombe hiicrelerinde belirlenen katalaz aktiviteleri Tablo
4.5’te verildi. Oksidatif strese sokulmayan hiicrelerdeki (K1-3) katalaz aktivitesi, genel
olarak, oksidatif strese sokulan hiicrelerdekine (D1-3) gore daha diisiiktii. En diisiik aktivite
bu grupta yer alan ve Trolox uygulanmayan hiicrelerde (K1) belirlendi. AA/dak/mg protein
birimi ile ifade edilen katalaz aktivitesi 0.042+0.012 olan bu grup hiicrelerde, 2 ve 14

saatlik Trolox uygulamalar katalaz aktivitesinde anlamli bir degisiklige yol agmadi (P >

0.05) (Tablo 4.5 ve Sekil 4.5).

Oksidatif strese sokulan, ancak Trolox uygulanmayan hiicrelerdeki (D1) katalaz aktivitesi,
H,0; uygulanmamis kontrol grubuna (K1) gore yaklasik 1.5 kat yiiksek bulundu. Bu grup

hiicrelerin Trolox ile 2 saat isleme sokulmasi, katalaz aktivitesini ¢ok belirgin oranda

(yaklagik 3 kat) artirdi (P < 0.01); ancak uzun siireli (14 saat) uygulama aktivitede
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istatiksel olarak anlamli1 bir fark yaratmadi (P > 0.05) (Tablo 4.5 ve Sekil 4.5).

Tablo 4.5 : S. pombe hiicrelerinde katalaz aktivitesi

Katalaz aktivitesi

Deney serileri (AA40/dak/mg protein) + SD*

K1 [- Trolox — H,0,] 0.042 £ 0.0121

K2 [+ Trolox (2 saat) — H,O,] 0.056 £ 0.014
I. Grup

K3 [+ Trolox (14 saat) — H,O,] 0.044 £0.013

D1 [- Trolox + H,0,] 0.067 £ 0015
IL Grup D2 [+ Trolox (2 saat) + H,0,] 0.174 +0.035

D3 [+ Trolox (14 saat) + H,O,] 0.073 £0.015

* Bulgular en az 3 deneyin ortalamasidir. SD: Standart Sapma
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Sekil 4.5 : S. pombe hiicrelerinde katalaz aktivitelerinin karsilagtirilmasi
Kolonlarwn iizerinde yer alan dikey ¢izgiler standart sapma (£SD) degerlerini gostermektedir.
** P> 0.05 *P < 0.01.
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4.6. PROTEIN KARBONILLERI

4.6.1. Spektrofotometrik Yontemle Belirlenmis Protein Karbonilleri

Bu calismada olusturulan deney kosullarinda proteinlerin oksidasyon derecelerini
belirlemek amaciyla, S. pombe hiicrelerindeki protein karbonilleri ol¢iildii. Ham oziitlerde
gerceklestirilen spektrofotometrik analizler sonunda elde edilen veriler Tablo 4.6 ve Sekil
4.6’da verildi. Incelenen 6rnekler iginde en diisiik karbonil diizeyi (1.95 + 0.4613 uM/ mg
protein) oksidatif strese sokulmamis ve Trolox uygulamasi yapilmamis hiicrelere (K1) aitti.

Bu tip hiicrelerin Trolox ile 2 saat veya 14 saat sleme sokulmasi protein karbonil diizeyinde

anlamli bir degisiklige yol agmadi (P > 0.05) (Tablo 4.6 ve Sekil 4.6).

Oksidatif strese sokulan ancak Trolox uygulanmayan hiicrelerdeki (D1) protein karbonil
diizeyi, stres altinda olmayan normal hiicrelerdekinden (K1) belirgin oranda (yaklasik 1.6
kat) ytiksekti. 2 saat Trolox uygulamas: (D2) bu degeri, normal hiicrelerdeki diizeye
indirdi. 14 saat Trolox uygulamasi (D3) ise protein karbonil diizeyinde, 2 saatlik uygulama

kadar olmasa bile, anlamli bir diisiis sagladi (Tablo 4.6 ve Sekil 4.6).

Tablo 4.6 : S. pombe hiicrelerinde protein karbonil miktar1

Protein karbonilleri

Deney serileri (uM/ mg protein) + SD*

K1 [- Trolox — H,0,] 1.95+ 0.46

K2 [+ Trolox (2 saat) — H,O,] 2.05+ 0.68
I. Grup

K3 [+ Trolox (14 saat) — H,O,] 1.81+0.84

D1 [~ Trolox + H,0,] 3.25+0.56

IL Grup D2 [+ Trolox (2 saat) + H,0,] 2.02+0.28

D3 [+ Trolox (14 saat) + H,O,] 2.31+£0.16

* Bulgular en az 3 deneyin ortalamasidir. SD: Standart Sapma
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Sekil 4.6 : S. pombe hiicrelerinde protein karbonil miktarlarinin karsilagtirilmasi
Kolonlarn iizerinde yer alan dikey cizgiler standart sapma (£SD) degerlerini gostermektedir. ** P > 0.05, *P < 0.05

4.6.2. immunolojik Yontemle Belirlenmis Protein Karbonilleri

S. pombe hiicrelerindeki protein oksidasyonunun gostergesi olan protein karbonilleri, SDS-
PAGE ve “Western blotting” islemlerinin ardindan immunolojik olarak isaretlendi.
Incelenen tiim hiicrelerdeki (K1-3 ve D1-3) total suda ¢oziiniir proteinler, % 10 akrilamid
iceren SDS jellerde, giimiis nitrat ile boyanarak, oksidatif hasara ugramis (karbonillenmis)
proteinler ise nitroseliiloz membrana aktarildiktan sonra OxyBlot kiti kullanilarak film

izerinde saptandi (Sekil 4.7).

Deney ve kontrol hiicrelerinden izole edilen total suda c¢Oziiniir proteinler, uygulanan
elektroforez kosullarinda birbirine benzer dagilim gosterdi (Sekil 4.7A). Tiim 6rnekler i¢in

jelde saptanan proteinlerin molekiil agirliklarinin 11-170 kDa arasinda degistigi belirlendi.

Protein karbonillerinin dagiliminda ise nitel acidan belirgin farklar oldugu gozlendi (Sekil

4.7 B). 1.Grupta yer alan oksidatif strese sokulmamis S. pombe hiicrelerinin 2 saat veya 14
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saat Trolox ile isleme sokulmasi proteinlerin ugradig oksidatif hasar1 azaltmadi.

II. Grupta yer alan oksidatif stres altindaki hiicrelerde ise Trolox uygulamasi, protein
karbonil miktarim1 gozle goriiliir oranda azaltti. Protein karbonillerinin olusumunu
baskilama acisindan, 14 saatlik Trolox uygulamasi 2 saatlik uygulamaya gore daha etkindi.
(A)
M K1 K2 K3 DI D2 D3

(B)
KI K2 K3 DI D2 D3 M

Sekil 4.7 : S. pombe hiicrelerinde total suda ¢oziiniir protein profillerini gosteren jel (A) ve
oksitlenmis (karbonillenmis) proteinlerin saptandigi film (B) goriintiileri
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4.7. PROTEAZOM AKTIVITESI

Hasarl1 proteinlerin ortadan kaldirilmasinda is goren proteazom aygitinin isleyisi hakkinda
bilgi edinmek amaciyla S. pombe hiicrelerinde fluorometrik olarak saptanan bagil
proteazom aktiviteleri (nM/dak/mg protein)Tablo 4.7°de verildi ve bu degerler Sekil
4.7°deki grafik lizerinde karsilastirlldi. Oksidatif strese sokulmayan ve Trolox
uygulanmayan S. pombe hiicrelerinde (K1), 1.65 + 0.11 diizeyinde 20S proteozom
aktivitesi saptandi. Trolox uygulanmayan, ancak oksidatif strese sokulan hiicrelerdeki (D1)
proteozom aktivitesi de buna yakin bir degerde (1.756 + 0.05469) idi. Trolox uygulamalar1
gerek normal metabolizma siirecinde, gerekse oksidatif strese sokulmus hiicrelerde
proteazom aktivitesini belirgin diizeyde diisiirdii. Stres altindaki hiicrelerde 2 ve 14 saatlik
antioksidan uygulamasi proteazom aktivitesinde yaklasik %50’lik bir diisiise yol acarken,

normal metabolizmada 14 saatlik Trolox uygulamasi bu etkiyi gosterdi.

Tablo 4.7 : S. pombe hiicrelerinde 20S proteazom aktivitesi

Bagil proteazom aktivitesi
(nM AMC esdegeri/dak/mg protein) + SD*

Deney serileri

K1 [~ Trolox — H,0,] 1.65+0.11

K2 [+ Trolox (2 saat) — H,O,] 1.12+£0.18

I. Grup
K3 [+ Trolox (14 saat) — H,O,]  0.80 £0.25

D1 [~ Trolox + H,O,] 1.76 + 0.055

IL. Grup D2 [+ Trolox (2 saat) + H,O,] 0.91£0.11

D3 [+ Trolox (14 saat) + H,O,]  0.96 +£0.42

* Bulgular en az 3 deneyin ortalamasidir. SD: Standart Sapma
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Sekil 4.8 : S. pombe hiicrelerinde proteazom aktivitelerinin karsilagtirilmasi
Kolonlarin iizerinde yer alan dikey cizgiler standart sapma (£SD) degerlerini gostermektedir.*P < 0.05

4.8. HUCRE iCi PROTEIN YIKIMI

S. pombe hiicrelerinde yikima ugrayan proteinlerin diizeyini karsilastirmak amaciyla
uygulanan deneyler sonucunda elde edilen hiicre i¢i protein yikimi degerleri (mM/mg
protein) Tablo 4.8.’de verildi ve bu degerler Sekil 4.9.’deki grafik {izerinde karsilastirildi.
Test edilen tiim Orneklerde hiicre i¢i protein yikiminin birbirine cok yakin diizeyde
(ortalama 3.072 mM glisin esdegeri/mg protein) gerceklestigi belirlendi. Bu caligmada

secilen Trolox uygulamalari, hiicre i¢i protein yikimi iizerinde anlamli bir etki yaratmadi.
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Tablo 4.8 : S. pombe’de hiicre ici protein yikimi

hiicre ici protein yikimi

Deney serileri (mM glisin esdegeri/mg protein) + SD*

K1 [- Trolox — H,0,] 3.15+0.26

K2 [+ Trolox (2 saat) — H,O,] 3.00 £ 0.04
L.Grup

K3 [+ Trolox (14 saat) — H,O,] 2.93+0.14

D1 [- Trolox + H,0,] 328 +0.25
IL D2 [+ Trolox (2 saat) + H,0,] 3.08 + 0.02
Grup

D3 [+ Trolox (14 saat) + H,O,] 2.98 + 0.06

* Bulgular en az 3 deneyin ortalamasidir. SD: Standart Sapma
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Sekil 4.9 : S. pombe kiiltiirlerinde hiicre i¢i protein yikim degerlerinin karsilastirilmasi
Kolonlarin iizerinde yer alan dikey ¢izgiler standart sapma (£SD) degerlerini gostermektedir. ** P > 0.05.
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S.TARTISMA ve SONUC

Bu calisma, S. pombe’de normal metabolizma ve oksidatif stres kosullarinda proteinlerin
oksidasyon diizeyini belirlemek ve E vitamininin suda c¢oziinen tiirevi Trolox’un protein

oksidasyonuna karsi koruyucu etkilerini aragtirmak amaciyla gerceklestirildi.

Caligmalar iiger alt grup igeren iki biiyiikk grup iizerinde yiiriitiildii. Birinci grup hiicreler
sadece besi ortami ve degisik siirelerle (2 ve 14 saat) 1 mM Trolox iceren besi ortamlarinda
iiretildi. Tkinci grup hiicreler ise 30 dakika siireyle besi ortamina uygulanan 1 mM H,0, ile
oksidatif strese sokuldu. Bu grupta da 2 ve 14 saat Trolox uygulanan alt gruplar

olusturuldu.

Oksidatif stres etmeni H>O,’nin dozu, benzer calismalarda (Cabiscol ve ark., 2000; Costa
ve ark., 2002; Pekmez, 2004) onerilen farkli dozlar ve siireler denendikten sonra secildi.
Besi ortamina farkli siirelerle uygulanan 0.2-5.0 mM H,O, ile yapilan 6n denemelerden

sonra 30 dakika 1 mM H,0O, uygulamasinin ¢alisma i¢in elverisli olduguna karar verildi.

Pro-oksidan ve genotoksik ozellik tasimayan Trolox’un, hiicre i¢i ROT olusumuna karsi
terapotik bir ajan olarak kullanilabilecegi ©One siiriilmektedir (Raspor ark., 2005).
S. pombe’de antioksidan-koruyucu etkisi arastirilan Trolox’un hiicreler iizerinde toksik
olmayan dozunu belirlemek amaciyla, benzer calismalardan (Polsak ve ark., 2006) da
yararlanarak, 0.005-1 mM derisimdeki ¢ozeltilerle 6n denemeler yiiriitiildii. En uygun
Trolox derisiminin ImM oldugu belirlendikten sonra, kisa (2 saat) ve uzun (14 saat) olmak
tizere iki farkli uygulama siiresinin denenmesine karar verildi. Farkli uygulama siireleri,
hiicre canliligr tizerinde farkli etkiler yaratti. Hiicre dis1 oksidatif stres yokken (normal
metabolizma sirasinda) Trolox uygulamasi ancak uzun siireli (14 saat) yapildiginda canhi
hiicre sayisinda kiigiik (yaklasik %18’lik) bir artigsa yol acarken, stres kosulunda kisa siireli
(2 saatlik) uygulama yaklasik %63’lik, uzun siireli (14 saatlik) uygulama yaklasik % 95’ lik
bir artis sagladi.



64

Hiicre sayilarindaki bu farklilik, a) H,O, tasinmasindaki degisim, b) H,O, nin hiicre i¢ine
girmeden Trolox’un in vitro siipiiriicii aktivitesi ile veya bagska bir etkiyle bozunmasi, c)
katalaz indiiksiyonu ve/veya d) Trolox’un in vivo siipiiriicii etkisinden kaynaklanabilir. Bu

olasiliklardan ilk ikisini aragtirmak i¢in besi ortamindaki H,O, derisimleri olciildii.

Baglangicta besi ortamma 1 mM (1000 uM) derisimde eklenen H,O,’nin ne kadarinin
hiicreler tarafindan alindigini saptamak iizere, deney sonunda ayni ortamda H,O, derisimi
belirlendi. Teorik olarak 1000 uM olan baslangi¢ derisimi, besi ortamindaki bilesenlerle
etkilesim, bozunma ve yontemin duyarlilifi gibi faktorlerin etkisiyle pratikte 850 uM
olarak bulundu. Deney sonunda tiim hiicrelerde ortalama 14.83 puM’a diisen bu deger,
uygulama sirasinda H,O;’nin yaklasik % 98.25’sinin hiicreler tarafindan alindigini isaret
etti. Farkli siirelerde Trolox uygulanan hiicreler i¢cin de benzer sonuclarin elde edilmesi
Trolox’un H,O, alimi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigin1 gostermektedir. Bu ¢alismada
30 dakikalik uygulama canli hiicre sayisinin yaklasik % 36 oraninda diismesine yol acti. Bu
sonuglara gore, Trolox un koruyucu etkisinin H,O, tasinmasindaki degisimden ve/veya in

vitro siipiiriicti aktiviteden kaynaklanmadig: anlasildi.

Deney ve kontrol gruplarindaki canli hiicre sayilarinin degismesine yol agabilecek {iigiincii
olasilik, H,O,’nin ortadan kaldirilmasinda is goren katalaz enziminin Trolox tarafindan
indiiklemesidir. Bu olasilig1 test etmek i¢in tiim hiicre gruplarinda katalaz aktivitesi tayin

edildi.

Oksidatif strese sokulmayan (-H,O,) hiicrelerde katalaz aktivitesi olduk¢a diisiiktii. Trolox
uygulamalarn katalaz aktivitesinde anlamli bir fark yaratmadi. Bu grup hiicreler i¢in katalaz
aktivitesi ortalama 0.047 (AAj40/dak/mg protein) idi. Glukoz igeren besi ortamlarinda SOD,
katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan enzim aktivitelerinin ¢ok diisiikk oldugu
bilinmektedir. Bunun nedeni glukozun s6z konusu enzimleri sifreleyen genler tizerindeki

baskilayici etkisidir (Costa ve Moradas-Ferreira, 2001).
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Oksidatif strese sokulmus (+H,O,) hiicrelerde ise katalaz aktivitesi % 59.5 artti. Bu grupta
Trolox, katalaz aktivitesini sasirtic1 bir sekilde etkiledi. 2 saatlik Trolox uygulamasi katalaz
aktivitesini yaklasik 2.5 kat artirirken, 14 saatlik uygulama hemen hi¢ bir degisiklige yol
acmadi. Benzer bir sonu¢ Susa ve ark. (1996)’nin sican hepatositlerinde yaptiklar
calismada da elde edilmistir. Bu ¢alismada Cr(V]) ile indiiklenen oksidatif stres kosulunda
20 saat siireyle uygulanan 0.5 mM E vitamininin siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidazi iceren antioksidan enzim aktiviteleri ve indirgenmis glutatyon diizeyi iizerinde
etkili olmadigini bulunmustur. Uzun siireli Trolox uygulamalari, katalaz gibi antioksidan

enzim aktivitelerinin normal diizeye inmesine yol aciyor olabilir.

E vitamininin hem biyosentezi lizerine diizenleyici etki gosterdigi ve katalaz enzimi ile E
vitamini diizeyi arasindaki iligki oldugu hayvan deneyleriyle ortaya konulmustur (Nair,
1972). Katalaz aktivitesinin diisiik olmasi, hiicre i¢i H,O, diizeyinin de diisiik oldugunu
gosterir. Bu calismada da, hiicrelere 2 saat Trolox ile islemden sonra H,O, uygulanmasi,
katalaz aktivitesinde ani bir yiikselise yol acti. 14 saat gibi uzun bir siire Trolox ile islemin
ardindan H,O, uygulanmas1 katalaz aktivitesinde anlamli bir artisa yol agmadi. Bunun
nedeni H,O, ve bozunma {iriinlerinin Trolox tarafindan in vivo siipiiriilmesi olabilir. Bunu
ortaya koymak icin hiicre i¢ci ROT diizeyleri karsilastirildi. In vivo ve ex vivo oksidatif
stresin en Onemli gOstergelerinden biri hiicre i¢i ROT diizeyinin yiikselmesidir. Bu
parametre antoksidan aktivite testlerinde de genis kullanim alan1 bulur (Okai ve ark., 2000),
clinkii antioksidan maddeler dogrudan ROT’lar1 ortadan kaldiracak bir etki gosterebilir. Bu
calismada da farkli oksidatif stres kosullarindaki S. pombe hiicrelerinde hiicre i¢i ROT

diizeyleri belirlenerek karsilastirildi ve Trolox’un ROT’lar {izerindeki etkisi degerlendirildi.

H,0, uygulamasi hiicrelerdeki ROT diizeyini yaklasik 2 kat artirdi. 2 saat Trolox
uygulamasi normal hiicre metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan ROT’lar1 baskilamazken,
14 saatlik uygulama, ROT diizeyinde % 37.2°lik bir diisiis sagladi. Oksidatif strese
sokulmus hiicrelerde bu etki cok daha belirgindi. Bu orneklerde kisa ve uzun siireli
uygulama % 49’luk bir azalma sagladi. Bu bulgu, Peus ve ark. (2001)’nin insan

keratinositleriyle yaptiklar1 bir calismada elde ettikleri sonuglarla uyumludur. Trolox hiicre
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ici ROT olusumunu doza bagh sekilde azaltmaktadir. Bu calismada ise, ayn1 doz (1 mM)
farkli siirelerde uygulandi. Stres kosulunda kisa siireli uygulamanin daha etkin oldugu

goriildii.

Normal metabolizma siirecinde ROT’larin olusumunu azaltan Trolox un biyomolekiillerin
ugrayacagl hasar1 da azaltmasi beklenir. Bu ¢alismada proteinlerin ugrayacagi hasarlarin
gostergesi olarak protein karbonilleri kullanildi. Protein karbonilleri c¢ok ¢esitli
mekanizmalar sonucunda ortaya cikar ve oksidatif hasar1 saptamada duyarli bir markir

olarak genis capta kullanilir (Dalle-Donne ve ark., 2003)

Normal metabolik faaliyetler sirasinda meydana gelen protein hasart Trolox uygulamasidan
etkilenmedi. Her ¢ alt grupta da (K1, K2 ve K3) protein karbonil diizeyi birbirine yakin
(ortalama 1.94 uM/mg protein) bulundu.

Oksidatif stres uygulamasi, protein karbonillenmesini % 66.6 oraninda artirdi. 2 ve 14
saatlik Trolox uygulamalari, H,O, ile indiiklenen protein hasarlarin1 benzer oranda

(yaklasik % 33) azaltt.

Cabiscol ve ark. (2000), S. cerevisiae’de oksidatif stresin spesifik olarak protein hasarina
(protein karbonilleri) neden oldugunu gostermislerdir. HO, veya menadion uygulamasi ile
oksidatif strese sokulan S. cerevisiae’de karbonillenen esas hedef proteinler mitokondriyel
piruvat dehidrogenaz ile gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz, fosfogliserat mutaz, trioz
fosfat izomeraz ve piruvat dehidrogenaz gibi sitozolik proteinlerdir. Bu proteinlerin
yaklasik teorik molekiil agirliklarn piruvat dehidrogenaz i¢in 32.116, gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz icin 31.954, trioz fosfat izomeraz i¢in 23.175, fosfogliserat mutaz i¢in 25.969
kDA’dir (Sanchez ve ark., 1996). Bu calismada SDS-PAGE’yi takiben Western emdirimi
yontemiyle saptanan protein karbonillerinin molekiil agirliklarinin 17-33 kDa arasinda
oldugu belirlendi. Molekiil agirliklar1 17 ve 24 olanlarda karbonillenme 14 saat Trolox

uygulamasi ile belirgin sekilde azaldi.
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S. cerevisiae’de oksidatif hasara ugramis (karbonillenmis) proteinlerin yikiminda esas
olarak 20S proteazom’un gorevli oldugu bilinmektedir (Inai ve Nishikimi, 2002). S.
pombe’de bu konu ile ilgili bir calismaya rastlanmadi. S. pombe hiicrelerine uygulanan
oksidatif stresin proteazomal aktiviteyi nasil etkiledigi ve bu aktivitenin Trolox ile nasil
degistigi ilk kez bu ¢calismada incelendi. Protein karbonil diizeyinin nispeten diisiik (1.95 +
0.46 uM/mg protein) oldugu, H,O, uygulanmamis hiicrelerdeki (K1) proteazomal
aktivitenin, karbonil diizeyinin yiiksek (3.25 + 0.56 uM/mg protein) oldugu, H,O, ile
oksidatif strese sokulmus, fakat Trolox uygulanmamis grup (D1) ile hemen hemen ayni
cikmasi, sadece hiicre ici stresin s6z konusu oldugu durumlarda (6rnegin, buradaki Kl
hiicrelerinde) proteazomun ortadan kaldirdigi hasarli proteinlerin karbonillenme disinda
modifikasyonlar tasiyabilecegini diisiindiirdii. Proteazomal aktivitenin saglikli bir sekilde
irdelenebilmesi i¢in karbonillenme disindaki protein hasarlarinin da incelenmesi gerektigi
sonucuna varildi. Trolox uygulanmis Orneklerde hem protein karbonilleri hem de
proteazom aktiviteleri diisiik ¢cikti. Bu durum protein karbonillerinin proteazomal aktivite

ile ortadan kaldirilmadigimi gostermektedir.

Bu calismada segilen yontemle Trolox’un hiicre i¢i protein yikimu ile iliskisi ortaya
konulamadi. Trolox’un proteazom indiiksiyonundan c¢ok hiicre ic¢i radikal siipiiriicii

aktivitesiyle etkili oldugu sonucuna varildi.
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Sonug olarak

Trolox, hiicre i¢ci ROT diizeyini diisiiriirek, enzimatik antioksidanlardan katalazin
aktivitesini artirarak ve protein karbonillerini ortadan kaldirarak, S. pombe
hiicrelerini H,0O, tarafindan indiiklenen oksidatif hasara karsi etkin bir sekilde
korumaktadir. Protein karbonil diizeyindeki diisiis, 20S proteazom aktivasyonu ile

iliskili gozikkmemektedir.

Normal metabolizma sirasinda Trolox tarafindan olusturulan koruyucu etki, H,O,
tasinmasindaki degisim, in vitro stipiiriicii aktivite veya katalaz etkisinden ¢ok artan

hiicre i¢i siipiiriicii aktiviteden kaynaklanmaktadir.

Bu calisma, memeli hiicreleri i¢in iyi bir model sistem olan S. pombe’de Trolox un,
ex vivo HyO, etkisiyle olusturulan oksidatif protein hasarlarina karsi etkin bir
siipiiriicii ve koruyucu olarak is gordiigiinii ortaya koymustur. Elde edilen veriler,
insanlar tarafindan antioksidan olarak kullanilan E vitamininin suda ¢6ziinen tiirevi

Trolox’un etki mekanizmalarinin aydinlatilmasina katkida bulunacaktir.
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