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ÖZET 

(Yüksek Lisans Tezi) 

 

ÇİNKO OKSİT NANOPARTİKÜLLERİNİN RAT KALP DOKUSUNDAKİ SIRT3 

PROTEİN EXPRESYONU ÜZERİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

 

Nursu DENĠZ ÇEVĠK 

 

Kafkas Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Özkan ÖZDEN 

 

Yapılan bu araĢtırmada çinko oksit nanopartikülleri (ZnO-Np) verilmiĢ olan albino ırkı 

ratlarda SIRT3 ve piruvat dehidrogenaz (PDH) enzimlerinin düzeyleri 

immünohistokimyasal olarak araĢtırılması hedeflendi. ÇalıĢmada, Wistar albino ırkında 

erkek ratlar kullanıldı. Her grupta sekiz rat bulunacak Ģekilde dört grup oluĢturuldu ve 

14 gün boyunca ratlara ZnO-Np verildi. Bunlar; öncelikle ilk grup kontrol grubu olarak 

seçildi ve doz uygulaması yapılmadı, II. gruptaki ratlara 100 mg/kg ZnO-Np oral 

gavinaj ile uygulandı, III. gruptaki ratlara 300 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile uygulandı, 

IV. gruptaki ratlara ise 600 mg/kg ZnO-Np uygulandı. Yapılan bu doz uygulaması 

ardından hayvanlardan kalp dokuları alındı ve SIRT3 ve PDH enziminin hücre içi 

yerleĢimleri immünoboyama tekniğiyle belirlendi. 

 

Yapılan çalıĢmada ZnO-Np‟in konsantrasyon miktarının değiĢtirilmesiyle SIRT3 ve 

PDH enzimi miktarlarında artıĢ veya azalmalar olduğu, buna ilaveten 600 mg/kg verilen 

ratlardaki SIRT3 proteinlerinin çekirdekten sitoplazmaya doğru hareket ettiği 

saptanmıĢtır.   

Anahtar Kelimeler; Çinko oksit, Sirtuin, SIRT3, Pirüvat dehidrojenaz enzimi, 

Kardiyovasküler sistem. 

2019, 74 Sayfa 
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ABSTRACT 

 

(M. Sc. Thesis) 

 

THE EFFECT OF ZINC OXIDE NANOPARTICULES (ZnO-Np) ON THE 

PROTEIN EXPRESSION OF SIRT3 IN THE RAT HEART TISSUE 

 

 

Nursu DENĠZ ÇEVĠK 

 

Kafkas University 

Graduate School of Applied and Natural Sciences 

Department of Bioengineering 

 

Supervisor: Doç. Dr. Özkan ÖZDEN 

 

In this study, it was aimed to investigate the levels of SIRT3 and pyruvate 

dehydrogenase (PDH) enzymes in albino rats with zinc oxide nanoparticles (ZnO-Np) 

by the immunohistochemistry method. Male Wistar albino rats were used in the study. 

Four groups were formed with eight rats in each group and ZnO-Np was given to the 

rats for 14 days. These; first group was selected as the control group and no dose was 

applied, rats in group II were administered with 100 mg/kg ZnO-Np oral gavinage, rats 

in group III were administered with 300 mg/kg ZnO-Np via oral gavage, and in rats in 

group IV, 600 mg/kg ZnO-Np was applied. Following this dose application, heart 

tissues were taken from the animals and intracellular localizations of SIRT3 and PDH 

enzymes were determined by the immunostaining technique. 

In this study, it was found that by changing the concentration of ZnO-Np, SIRT3 

proteins in the rats given 600 mg/kg moved from the nucleus to the cytoplasm, and in 

addition, there is an increase or decrease in the levels of SIRT3 and PDH enzymes. 

Keywords; Zinc oxide, Sirtuin, SIRT3, Pyruvate dehidrogenase enzyme, Cardiovascular 

System. 

2019, 74 pages 
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1.GENEL BİLGİLER 

 

1.1.Giriş 

 

Günümüz dünyasında tıp ve kimya alanlarında çeĢitli çalıĢmalar kanser, kalp-damar 

hastalıkları, diyabet gibi tedavisi zor ve uzun süreçler gerektiren hastalıklar üzerine 

yoğunlaĢmıĢtır. Hastalıkların tedavisinde son yıllarda biyoteknolojik yollarla üretilen 

modifiye edilmiĢ enzim ve proteinler ciddi rol oynamaktadır [1]. 

 

Metabolizma üzerinde etkinliği tartıĢılmaz olan hücre içi organellerden olan mitokondri, 

hücrelerin yaĢamsal fonksiyonları etkilemesinde belirleyici bir role sahiptir. 

Metabolizma ve enerji üretiminde rol oynayan mitokondrilerde bulunan sirtüin (SIRT) 

proteinlerinin bu organelde bulunan diğer birçok enzimin fonksiyonların 

düzenlenmesinde önemli iĢlevleri olduğu rapor edilmiĢtir. SIRT protein ailesinin bir 

üyesi olan SIRT3, piruvat dehidrogenazın (PDH) bilinen bir aktivatörüdür ve piruvatın 

TCA döngüsüne katılmasını sağlar. SIRT3'ün tümör oluĢumunu engelleyici bir 

fonksiyona sahip olduğu gösterilmiĢtir ve piruvat dehidrogenaz aktivitesini artırarak 

Warburg etkisini azalttığı ve hücre bölünmesini yavaĢlattığı gösterilmiĢtir [2]. SIRT3, 

ağırlıklı olarak mitokondride lokalizedir, ancak aynı zamanda, etoposide ve UV 

kaynaklı DNA hasarına bağlı olarak nükleer bir NAD
+
 bağımlı histon diasetilaz olduğu 

da bildirilmiĢtir [3]. SIRT3 ayrıca, mtDNA onarımını kolaylaĢtırır [4]. Mitokondriyal 

zar bütünlüğünü korur [5,6,10] ve çevresel strese karĢı hücre direncinin arttırılmasını 

sağlar [7-10].  

 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, çeĢitli nanopartiküllerin mitokondri de bulunan 

enzimleri aktive/inaktive etme potansiyeli olabileceğini ve hastalıkların tedavisinde 

kullanılabileceğini göstermiĢtir [11]. Yapılan bu çalıĢmada, ZnO-Np‟in SIRT3 ve PDH 

enzim düzeyleri üzerine etkileri araĢtırılmıĢ, çalıĢma yöntemi olarak immünohistokimya 

kullanılmıĢtır. Elde edilen verilere göre, ZnO-Np‟lerin uygun dozlarda kullanılmasıyla, 

SIRT3 ve PDH enzim miktarlarının değiĢmesinin yanısıra,  hücre içi yerleĢimlerinde de 

değiĢimlere sebep olduğu belirlenmiĢtir. 
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1.2. ZnO ve Özellikleri 

 

ZnO doğada iki farklı halde bulunan çinko (Zn) ve oksijenin (O) bir araya gelmesi ile 

oluĢan yarı iletken malzemedir. Wurtize veya kaya tuzu kristali Ģeklinde iki farklı 

yapıda bulunabilen ZnO, doğada genellikle altıgen wurtize özelliği taĢıyan hali ile elde 

edilmektedir. Nano özellik taĢıyan ZnO, fotonik, elektronik, spintronik ve optik 

alanlarında yüksek verimlilik sağlaması yönü dolayısıyla belirginleĢmektedir. Manyetik 

özellik taĢıyan geçiĢ metal (TM) iyonlarının az miktarda ZnO‟ya katıldığı hallerde ise 

eldeki yapının seyreltik özellikteki manyetik yarı iletken (DMS) türe doğru revize 

olduğu anlaĢılmıĢtır. ZnO kimyasal cetvelde bulunan birçok grup ile çalıĢabilme özelliği 

taĢımaktadır [11]. 

 

Geride bırakılan geliĢme dönemi içinde kullanım sıklığı yükselen ZnO‟in farklı 

metotlarla eldesi mümkündür. Bu metotların baĢlıcaları Ģunlardır; 

 Hidrotermal,  

 Kimyasal çöktürme, 

 Termal ayrıĢma 

 Kimyasal buhar biriktirme 

 Elektrokimyasal çöktürme, 

 Pechini, 

 Sol-jel Ģeklinde sıralanabilir [12,]. 

GeçiĢ metalleri arasında yer alan ve 2B grubu olarak bilinen D bloğundaki Zn ile 

ametaller grubundaki (6A grubu) O‟nun birleĢimi olarak ortaya çıkan ZnO taĢıdığı 

birçok farklı özellik ile tanınmaktadır. ZnO nanoparçacık arayüzlerinin bileĢimindeki ve 

yapısındaki değiĢiklikler, malzemelerin optoelektronik özellikleri üzerinde önemli bir 

etkiye sahiptir. [12,1]  

 

ZnO, tipik sp3 hibritleĢmesi oluĢturan kovalent tetrahedral bağlar sayesinde polar-

simetrik bir yapı özelliği gösterir. Bunun yanı sıra IVA grubu elementlerinin birbirine 

benzeyen bir bağlantı Ģekliyle tümüyle kovalent bağlanma özelliği taĢımalarına rağmen 

bileĢik halindeki bağ yapılarında tamamen kovalent bağ durumu göstermezler. Yarı 

iletkenler grubunda yer alan ZnO, yapısında iyonik bağ bulundurur [13]. 
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Şekil 1.1: ZnO ve hegzagonal würtzit yapı [13,12]. 

ZnO, Ģekil 1.1‟de görüleceği üzere hegzagonal würtzit yapıda taĢımaktadır ve kübik 

kaya tuzu ile çinko blend biçimi kristalizasyona uğramaktadır. Bir baĢka deyiĢle 2B ve 

6A grubu bileĢikleri genel anlamda üç farklı yapıda ortaya çıkar. Bu yapılardan ilki Zn 

blend, diğeri kübik ve sonuncusu da hegzagonal würtzit yapı Ģeklinde bilinmektedir. 

ġekil 1.1‟de resmedilmiĢ ve ZnO bileĢiğinin gösterildiği hegzagonal würtzit yapı için 

durum analizi yapılırsa; toplamda 6 farklı bölümde yerleĢmiĢ siyah küreler, O ve dört 

farklı bölümde yerleĢen gri renkli küreler Zn‟ye ait atomların temsilidir. Yüksek 

kararlılıkta olan ve doğada hegzagonal birim hücresi özelliği taĢıyan bu yapıya ek 

olarak a ve c Ģeklinde iki örgü parametresi de bulunmaktadır [13]. 

 

Yarı iletken olarak tanınan ZnO, ancak bileĢiğin ortaya çıkıĢı sırasında herhangi bir hata 

olmadan oluĢturulma ihtimali gerçekleĢirse (dislokasyon, tane sınırları, vb.) yalıtkan 

özellik taĢıyabilecektir. Mevcut oluĢumunda n-tipi yarı iletken olarak özellik 

göstermektedir. Bunun sebebi ise yapısında taĢıdığı stokiyometrik bozukluk olarak 

özetlenebilir. Kusursuz üretimin hayata geçirilmesine gösterge olarak her bir metreküpte 

dört elektron taĢıması gösterilebilir ki bu durumda ZnO yalıtkan özellik taĢıyacaktır. 

Buna karĢın birleĢim sırasında, ZnO‟nun yapısındaki O boĢlukları veya ara yer 

konumundaki Zn iyonları ZnO yapısında bozulmaya neden olup (stokiyometri) mevcut 

haline eriĢmesine yardımcı olmaktadır [14]. 
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ZnO iĢlemden geçirildiği esnada, renksiz altıgen kristal yapıda veya beyaz renkte bir toz 

oluĢturmaktadır. Isıtıldığı sırada ve ardından soğuduktan sonra tekrar tekrar beyaza 

dönüĢerek son olarak limon sarısı rengi alır. ZnO, 5,61 g/cm³ yoğunluktadır. 1300 °C'de 

ve üzerinde buharlaĢır ve 1800 °C‟lik bir sıcaklığa ulaĢtığı durumda yüceltilir. Bu 

nedenle de hiçbir sıvı eriyik bulundurmaz ancak katıdan gaz haline doğrudan geçiĢ 

durumu oluĢabilmektedir [14,1]. 

 

ZnO maddesi, imalatında alternatifsiz bir yer tuttuğu piezo-elektrik dönüĢtürücü, Ģeffaf 

iletken oksitler, sensörler, ıĢık diyotları ve optoelektronik veya spintronik bileĢenler gibi 

birçok farklı ürün günümüz yaĢantısında yer alan ürünlerin ana bileĢenini 

oluĢturmaktadır. Ayrıca ZnO bazlı yarı iletkenler, mavi ıĢık yayan diyotların, sıvı kristal 

ekranların, varistörlerin ve ince film güneĢ pillerinin içinde bulunan Ģeffaf iletken 

tabakaların imalatında da yer alırlar. Nanopartiküler ZnO, ıĢık spektrumunun görünür 

aralığında saydamdır ve güneĢin UV-B ve özellikle UV-A ıĢınlarına karĢı fiziksel bir 

filtre görevi görür. Ultraviyole ıĢınlarının absorbe edildiği ve küçük aynalar gibi 

yansıtıldığı gerçeği, güneĢ kremlerinde fiziksel bir UV filtresi olarak çinko oksidin 

kullanılmasını ilginç hale getirmektedir. Fiziksel UV filtreleri, güneĢ koruyucularda 

ağırlıklı olarak güneĢ koruma faktörleri ile 25'in üzerinde kullanılabilmektedir. Alerjiyi 

tetikleyen kimyasal UV filtrelerin aksine, fiziksel filtreler çocukların ve alerjiklerin 

hassas ciltlerine uygulama için uygundur. Kimyasal UV filtreleri, UV radyasyonu emer 

ve ısıya dönüĢtürmektedir [15]. 

  

Nanometre boyutundaki tozlar Ģeklinde iken kendiliğinden tutuĢmayacakları bilinen 

ZnO‟lerin bir ateĢ ya da tahrik kaynağının da etkimesi ile ZnO ve hava (toz) karıĢımı 

yanıcı bir noktaya gelmeyecektir, dolayısıyla toz patlaması olasılığı bulunmamaktadır 

[15]. 

  

1.2.1. ZnO’in Oluşum ve Üretimi 

 

ZnO doğada iri taneli mineraller Ģeklinde bulunmaktadır. Teknik anlamda, Zn veya Zn 

buharının atmosferik oksijenle (çinko beyazı) oksidasyonu sonrasında veya çinko 
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hidroksit, çinko karbonat veya çinko nitrat gibi farklı bileĢenler ile kalsinasyonu 

sonucunda elde edilebilmektedir. Teknik ZnO‟ler genellikle kurĢun içermektedirler 

[16]. 

 

 

 

Şekil 1.2: ZnO kristal yapıların gösterimi: a) Kübik kayatuzu, b) Kübik çinko sülfit, c) 

Hegzagonal würtzit (Gri küreler Zn, siyah küreler ise O atomlarını ifade etmektedir) 

[17]. 

 

ZnO, 2A grubu metalik Zn‟in bir oksidi olarak tanımlanır. Piezoelektrik olma, yarı 

iletkenlik ve optik olma özelliklerini (morötesi absorplama, düĢük kırınım indisi gibi) 

bir arada gösterebilmesi ile bilinen nadir malzemeler arasındadır. Tablo 1.2‟de ZnO‟in 

temel fiziksel özellikleri gösterilmiĢtir [17]. II ve VI grubu ikili bileĢik yarı iletkenlerin, 

würtzit yapıda kristalize olduğu bilinmektedir. Bu yapı kovalent bağlı sp3‟tür ancak bu 

malzemeler diğer yandan güçlü iyonik karakter göstermektedirler. ZnO‟nun iyonikliği, 

aralarında kimyasal bağlar bulunan yarıiletkenler içinde II-VI grubu bileĢiği yarı 

iletkenidir. ZnO‟nun kristal yapısı ġekil 1.2‟de gösterildiği gibi würtzit (a), çinkosülfit 

(zincblende) (b) ve kayatuzu (c)‟dur. ZnO çevre Ģartlarında termodinamik olarak kararlı 

hali olan würtzit fazındadır. ZnO‟in 300 Kelvin de latis parametreleri aĢağıdaki Ģekilde 

belirtildiği gibi a = 0.32495 nanometre ve c = 0.52069 nanometredir. Bu yapı 

incelendiğinde ZnO‟in 1.602 oranla ideal sıkı paket hekzagonal yapısındadır [16,17]. 
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Tablo 1.2: ZnO‟in temel fiziksel özellikleri [17,18]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ZnO eldesi sırasında kullanılan yöntemlerden birinde fırınlarda çinko buharının oksidize 

edilmesi öne çıkmaktadır. Çinko buharının konsantrasyonu ve havanın akıĢ hızı 

fırınlarda üretilen ZnO‟in partikül boyutunlarında ve Ģeklinde belirleyici rol alır. Bu 

haliyle genel olarak iki farklı metot kullanılmaktadır: 

1) Amerikan Prosesi 

2) Fransız Prosesi 

Fransız Prosesi‟ne bakıldığında, çinko metali geniĢ konteynerlerde ısıtılarak 

buharlaĢtırılmakta ve buhar özel yanma odalarına yönlendirilmekte olduğu, odalarda 

yakılarak ZnO üretildiği görülmektedir. Amerikan Prosesi incelendiğinde ise, oksidize 

edilmiĢ sülfit cevhernin antrasit kömürü aracılığyla karıĢtırılarak Wetherill tipi büyük 

 

FĠZĠKSEL ÖZELLĠKLER 

Latis sabitleri (T=300 K) 

a0 

 

0,32469 nm 

c0 0,52069 nm 

Yoğunluk 5,606 g/cm
3
 

Ergime noktası 2248 K 

Dielektrik sabiti 8,66 

Enerji boĢluğu 3,37 eV 

TaĢıyıcı konsatrasyonu <10
6
 cm

-3
 

Uyarım(aktivasyon) enerjisi 60 meV 

Etkin elektron kütlesi  0,24 

Elektron hareketliliği (T=300 K) 200 cm
2
/V. s 

BoĢluk hareketliliği (T=300 K) 5-50 cm
2
/V. s 
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ocaklarda yakıldığı görülmektedir. Partikül boyutu reaksiyon koĢullarına, örneğin 

sıcaklığa bağlıdır. Bunun yanında havanın ve çinko buharının akıĢ hızı, tozun parçacık 

boyutu dağılımını etkiler. Kömür ve kısmi yanma ürünleri, özellikle karbon monoksit, 

metalik çinkoyu indirgeyerek, buharlaĢmayı sağlamaktadır. Buhar ve kömürden çıkan 

gazlar kontrollü Ģartlar altında yakılmakta ve ZnO oluĢturulmaktadır. Bu proseslere ek 

olarak kullanımı az olmakla birlikte ıslak kimyasal proses ve hurda metallerden ZnO 

üretimi bulunmaktadır [19]. 

 

Amerikan Prosesi ile üretilmiĢ ZnO‟ler sülfürlü bileĢikler içerebilir ve bunların 

giderilmesi süreci oldukça zor süreçlerdir. Çinko cevherinin direkt olarak 

oksitlendirilmesi yöntemi ile ZnO üretiminin sağlandığı Amerikan Prosesi, 1851 yılında 

geliĢtirilmiĢtir. Amerikan Prosesi ile üretilen ZnO, direkt proses olarak da bilinmektedir. 

Çinko cevherinden, kömürün ve kısmi yanma ürünlerinin varlığında indirgenmesi 

sonucunda elde edilen çinko buharının oksitlendirilmesiyle sonuca ulaĢılır. Amerikan 

Prosesi ile ZnO üretiminin yapıldığı ilk yıllarda oksitlenmiĢ çinko cevherleri (kalamin) 

veya kavrulmuĢ sülfit konsantreleri kullanılmaktaydı. GeliĢen teknikler ve teknoloji ile 

birlikte rafine edilmiĢ oksitlerden, çinko karbonat ve diğer çinko hammaddelerinden, 

yakılmıĢ lastik kalıntılarından ZnO üretilmektedir.  Amerikan Prosesi üretim 

aĢamasında ZnO hammaddeleri kömürle karıĢtırılmakta ve döner fırında, ısıtılmıĢ gaz 

içerisinde eritilip oksitlendirilmektedir. OluĢan ZnO tozları ve katı atıkları barındıran bir 

toz tutucuya gönderilmektedir ve temizlenmiĢ halde depolanmaktadır [19,13]. 

 

ZnO‟in üretim sahasında laboratuvar ölçekli çalıĢmaların yoğunluğu oldukça yüksektir. 

Farklı boyut ve morfoloji de elde edilebilen ZnO‟in çok fazla uygulama alanı 

bulunmaktadır. Bu sebeple de birçok üretim metodu geliĢtirilmiĢtir. Sol-jel yöntemi, 

çöktürme yöntemi, hidrotermal yöntem, solokimyasal, sonokimyasal ve 

mekanokimyasal yöntem ZnO üretim yöntemlerinin baĢta gelenleri olarak bilinmektedir 

[19,18]. 
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1.2.2. Piezoelektrik Özellikler 

 

ZnO yapısında bulunan en önemli özelliklerin baĢında piezoelektrik etki sayılmaktadır 

ki bunun basınç hissetme, akustik dalga, bazı modülatörlerin oluĢumu gibi değiĢkenlik 

gösteren çalıĢma segmentlerinde geniĢ bir Ģekilde incelenme altındadır ve hala bu 

alanda uygulama örnekleri görülebilmektedir [19]. 

 

ZnO‟in yapısında yer alan piezoelektrik davranıĢ incelendiğinde, davranıĢın çinko ve 

oksijen atomları arasında tetrahedral yapıda bağlanma oluĢtuğu ve bu durumun ortaya 

koyduğu kristal yapının belirtilen etkiyi yarattığı anlaĢılmaktadır. Bu ve buna benzer 

merkezi simetri özelliği göstermeyen kristal yapılarda (+) ve (-) yük merkezleri, dıĢında 

basınç kaynaklı latis deformasyonları sonucunda değiĢtirilebilmektedir. Burada oluĢan 

hasar kutupların farklı bölgelerde yoğunlaĢması sonucunu verirken, makroskopik dipol 

momentler oluĢur. Farklı ZnO yapılarının piezoelektrik yapılarının incelenmesi 

gelecekte geliĢtirilmesi potansiyel nano-elektromekanik sistemlerin oluĢumu 

bakımından önem arz eder [20]. 

 

Yapılan bir çalıĢmada ZnO nano-kemerin üzerinde piezoelektrik davranıĢı AFM ile 

incelenmiĢ, sonuçları incelendiğinde ZnO nano-kemer yapısının etkin piezoelektrik 

sabitinin hacimsel (bulk) ZnO‟dan çok daha fazla olması sonucuna ulaĢılmıĢtır. 

Hacimsel ZnO‟in piezoelektrik sabiti 9.93 pm/V olarak ölçülmekteyken, benzer frekans 

değerlerinde yer alan ZnO nano-kemerin piezoelektrik sabiti 14.3-26.7 pm/V olarak 

farklılık göstermektedir [20]. 

 

ZnO yapılarında görülen elektriksel özellikler, gelecek dönemde nanoelektronik 

alanında yaĢanacak uygulamalar için büyük önem taĢımaktadır. Elektriksel geçirgenlik 

ZnO‟in fiziksel yapısına bağlı olarak, örneğin nanotel, nano çubuk olması durumuna 

bağlı halde değiĢkenlikler gösterebilir. Yani ZnO elektriksel anlamda yalıtkanlıktan 

iletkenliğe kadar çok farklı özellikler ortaya koyabilecek nitelikte bir malzemedir [21]. 

 

ZnO‟nun doğrusal olmayan akım-voltaj (I-V) özelliğinin keĢfi ilk defa Matsuoka 

tarafından 1968 yılında yapılmıĢtır. Bu durumfarklılık gösteren voltaj değerlerine 
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rağmen oluĢan akım değerindeki malzemenin direncindeki değiĢimle ilgilidir. Varistör 

etkisi olarak isimlendirilen bu özellik bulunduğundan beri yaygın olarak kullanılan 

elektronik devreler, voltaj değiĢimleri durumuna karĢı ZnO varistörlerin etkisiyle 

korumaya alınabilmektedir. Kristalin elektriksel direnci iyonik bağlı a-yönünde 3 cm 

olarak bulunurken, kovalent bağlı c-yönünde 8.1cm olarak ölçülmüĢtür [20,21]. 

 

1.2.3. ZnO’un Optik Özellikleri 

 

ZnO, 3.37 eV‟ luk bir bant aralığına ve 60 meV gibi GaN (25 meV) ile karĢı karĢıya 

getirildiğinde çok daha fazla bir aktivasyon enerjisi taĢımaktadırlar. Bu sebeple ZnO, 

küçük miktarda enerji harcaması sonrası güçlü bir emisyon değeri oluĢturması 

nedeniyle mavi–morötesi ıĢık düzeyinde kullanılan fotonik malzemeler içerisinde 

önemli bir yeri vardır. Ayrıca geniĢ band aralığı özelliği nedeniyle güneĢten gelen 

morötesi ıĢınlarını absorbe etmek için de çok uygun bir malzemedir. ZnO yüksek 

kırınım indisine sahiptir. Elmas malzemesinden sonra gelen bu kırınım indisi değeri 

sebebiyle beyazlaĢtıran pigmentler ve kozmetik uygulamalarda morötesi koruyucular 

içerisinde önemli bir kullanım alanına sahiptir [22]. 

 

1.2.4. ZnO’in Endüstriyel Uygulamaları 

 

ZnO, teknik ürünler, kozmetik ürünler ve farmasötik kullanımlar gibi birçok alanda 

oldukça geniĢ ve çok yönlü kullanım alanına sahiptir. Günümüzde ZnO‟in en yoğun 

kullanıldığı alanların baĢında kauçuk endüstrisi gelmektedir. Katkı maddesi olarak 

kullanıldığı durumda, lastik üretiminde kullanılan kauçukta vulkanizasyon sürecini 

teĢvik etmektedir. Bunun yanı sıra yüksek iletkenlik özelliği, lastikler çalkalandığı 

esnada oluĢan ısının giderilmesinde rol alır. Çimento malzemesine eklendiği hallerde 

ise, ZnO su direncinin artırılmasında görev alır ve iĢlem süresinin uzamasına neden 

olur. Çinko tozu ve “çinko beyazı” da yüzey aktif maddeler ve düzgünleĢen çimentolar 

gibi ürünlerde gözenek dolgu maddesi olarak ve gri, beyaz duvarlarda veya sanatçı 

boyaları olarak kullanılmakta ve kulanım alanını her geçen gün geniĢletmektedir [23]. 

 

ZnO nano tanecikleri, UV-A ve UV-B koruma özellikleri ile daha önce açıklanan 

Ģeffaflık, antibakteriyel ve fungistatik etkileriyle karakterize edildiklerinden, aynı 
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zamanda tekstil ürünlerinde, ahĢap ürünlerde, mobilyalar sektörü için Ģeffaf verniklerin 

eldesinde ve Ģeffaf plastiklerin imalatında da kullanılırlar. Ayrıca görünür spektral 

aralığında yüksek bir Ģeffaflık (>%90 iletim) ve 360 nm‟nin altındaki dalga boyları için 

UV geçirgenliği (<%10 transmisyon) ile karakterize edilir [24]. 

 

Tüm bu özelliklerinin yanında kimya endüstrisinde katalizör görevinde kullanılabilen 

ZnO, kozmetik ürünlerin imalatında kilit unsur olarak görev almaktadır. ZnO, demir 

bazlı malzemeler ile birlikte antiseptik ve büzücü çinko tuzlarına dönüĢmektedirler. Bu 

özelliği nedeniyle ilaç endüstrisi tarafından çinko merhemleri, çinko macunları, 

yapıĢkan bantlar ile cilt ve yara tedavisi için üretilen bandajların imalatı için yoğun bir 

kullanım sahasına sahiptir [25,23]. 

 

GüneĢ kremlerinin imalatında kullanılmakta olan ZnO partikülleri boyut olarak 20 ila 

60 nm arasındadır. Eklenmeden önce, silisyum ya da alüminyum oksit ile bu küçük 

ZnO-Np kaplanır. Daha sonra 200-500 nm büyüklüğündeki agregalar halinde birleĢirler. 

Endüstride yürütülen çalıĢmaların ve AB Nano Derm projesinin kapsamı dahilinde 

yürütülmüĢ olan bağımsız çalıĢmalarda, güneĢ koruyucu ürünler içinde bulunan bu tür 

partiküllerin cilt sağlığına yönelik olumsuz bir etki göstermediğini, dolayısıyla 

tüketicilerin sağlığına zararı olmadığı belirlenmiĢtir [25]. 

  

1.3. ZnO’nun Sağlık Üzerindeki Etkileri 

 

1.3.1. ZnO’in Antibakteriyel Etkisi 

 

ZnO ile ilgili yapılan ilk bilimsel çalıĢmalar antibakteriyel etkiler üzerine 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ZnO‟in E. coli üzerinde yarattığı bu bakteriyel özellik etkisi ve 

H2O2‟in bu antibakteriyel etki mekanizmasında yer alan özelliklerini irdelemiĢlerdir. 

ÇalıĢmaya göre ZnO ve H2O2 maddelerinin uygulanıĢı farklı konsantrasyonlarda, farklı 

sürelerde yapılması öngörülmüĢ olup H2O2 konsantrasyonundaki artıĢa bağlı olarak 

öldürme etkisinin de yükseliĢe geçtiği, deney sonucunda ZnO ve H2O2‟in benzer etkiler 

oluĢturduğu bildirilmiĢtir. ZnO‟in sahip olduğu antibakteriyel etkinin H2O2 üretme 

mekanizması kaynaklı olduğu düĢüncesini doğrulamaktadır. ZnO‟un bakteri hücre 

membranına nüfuz ettiği anda H2O2 üretiminin baĢladığı belirlenmiĢtir [26]. 

https://www.nanopartikel.info/en/glossary/268-nanometer
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Zhang ve arkadaĢları, ZnO-Np‟in ZnCl2 ve H2O2 eĢliğinde yarattığı antibakteriyel etki 

üzerinde durmuĢlardır. 1,25×10
-3

 M konsantrasyonda olan ZnO süspansiyonu bakteri 

koloni sayısında bir azalmaya neden olurken ZnCl2 antibakteriyel etki yaratmadığı ve 

H2O2 ise bakteri sayısında %100 azalmaya neden olduğunu bildirmiĢlerdir. [27]. 

 

Yamamoto, farklı büyüklükteki ZnO-Np‟in E. coli ve S. aureus bakterilerindeki 

etkilerini araĢtırmıĢtır. Sonuç olarak partikül büyüklüğü azaldıkça antibakteriyel 

aktivitenin arttığını bildirmiĢlerdir. Bunun nedeni de partikül büyüklüğü düĢtükçe 

mikroorganizmalarla temas halinde bulunan ZnO yüzey alanının artması olarak açıklığa 

kavuĢturulmuĢtur. Aynı Ģekilde ZnO yüzeyi kullanılarak oluĢturulan H2O2 miktarının da 

doğru orantılı olarak çoğalmasıyla açıklanmıĢtır. ZnO partikül büyüklüğünün etkisinin 

S. aureus üzerinde daha küçük miktarda olduğu saptanmıĢtır. Bunun sebebi de iki 

bakteri türü hücre yüzeyindeki kimyasal kompozisyonun ve yapıların farklı olmasına 

bağlanmıĢtır. E. coli bakterisi hücresinde lipid A, lipopolisakkarit ve peptidoglukandan 

oluĢan üçkatman bulunurken S. aureus hücre yüzeyinde sadece peptido glukan tabakası 

yer almaktadır [28]. 

 

Bir baĢka araĢtırma da 700 ºC‟de bir saat boyunca Fransız Prosesi ile oluĢturulmuĢ 800 

nm boyutundaki ZnO-Np‟in E. coli bakterisine karĢın antibakteriyel etki faktörü 

incelemiĢlerdir. ZnO konsantrasyonu artıĢına bağlı olarak bakteri inhibisyonunun da 

arttığı belirlenmiĢtir [29]. 

 

Alan emisyon taramalı elektron mikroskobu olan FESEM de ZnO-Np‟in hücre içerisine 

iĢlemediği ancak bakteriyel büyümenin inhibe olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. Reaktif 

Oksijen Türleri (ROS) üretimi ile ZnO‟in antibakteriyel etkisinin doğrudan bağlantılı 

olduğu belirlenmiĢtir. ZnO-Np‟in gösterdiği toksik etkinin sadece mikroorganizmalar 

ile sınırlı olduğu, gıda güvenliği çerçevesinde de kullanılabilir durumda olduğu 

görülmüĢtür [30]. 

 

Dutta ve arkadaĢları, Gram-negatif türü bir bakteri olan E. coli bakterisine ıslak 

kimyasal yöntemle elde edilmiĢ tiyogliserol (TG) eklenmiĢ ZnO‟in antibakteriyel etki 
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faktörünü araĢtırmıĢlardır. ZnO ve TG katkısı yapılmıĢ ZnO 8-55 mg/100 mL olacak 

Ģekilde uygulama yapılmıĢtır. Histidin antioksidanı eĢliğinde üretilen ZnO-Np‟in 

antibakteriyel etkisi incelenerek bu etkinin ROS‟la iliĢkisi araĢtırılmıĢtır. Histidin, 

hidroksilin radikalleri ve serbest oksijen temizleyicisi olması ve antibakteriyel etki 

göstermesi bilinen özelliklerdendir. Yapılan çalıĢmalar neticesinde histidin miktarının 

azalıĢına bağlı olarak antibakteriyel etkinin de artıĢ gösterdiği bildirilmiĢtir [30]. 

 

1.3.2. ZnO Partikül Özelliklerinin Antibakteriyel Aktiviteye Etkisi 

Yapılan çalıĢmalarda 1400 °C‟de 3 saat süre ile ezilen ZnO materyalinin farklı partikül 

büyüklüklerinin E. coli ve S. aureus üzerindeki antibakteriyel etkisi irdelenmiĢtir. 

Partikül büyüklüğü azalmasına bağlı olarak antibakteriyel aktivitenin arttığı sonucuna 

ulaĢılmıĢtır [31,28]. 

 

Jalal ve arkadaĢları gliserol içerisine disperse edilerek hazırlanmıĢ ZnO nano 

akıĢkanının E. coli üzerindeki antibakteriyel etkisini incelemiĢlerdir. Konsantrasyon ve 

uygulama süresi arttıkça kullanılan ZnO‟in çok iyi bir antibakteriyel ajan olduğu 

amonyum sitrat da antibakteriyel etkiyi destekleyici özelliğe sahip olduğu bildirilmiĢtir 

[31,29]. 

 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada, ZnO‟in partikül büyüklüğü ve konsantrasyonunun ZnO‟in 

sahip olduğu antibakteriyel aktivitesinin üzerindeki etkisini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmada 

hedef mikroorganizma olarak E. coli seçilmiĢ, yapılan deneyler ZnO partikül 

konsantrasyonu arttıkça antibakteriyel aktivitenin arttığını, partikül büyüklüğü arttıkça 

antibakteriyel aktivitenin azaldığını göstermiĢ en fazla partikül büyüklüğüne sahip ZnO 

(2417 nm) kullanıldığında antibakteriyel aktivitenin yok denecek kadar az olduğu 

bildirilmiĢtir [32,27]. 

 

1.3.3. Antibakteriyel Uygulamalar 

 

Selvam ve Sundrarajan, Poly-N-vinyl-2-pyrrolidone (PVP) ve ZnO ile kaplanmıĢ 

pamuklu kumaĢlarda bu maddelerin antibakteriyel etkisi üzerinde çalıĢmıĢlardır. Bu 

çalıĢma da için elde edilen ZnO, kimyasal çöktürme metodu ile üretilmiĢtir. Bu ZnO, 

pamuklu kumaĢlara pad-dry-cure yöntemi ile kaplanmıĢtır. Pad-dry-cure yöntemi, 
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emdirme-kurutma-kondenzasyon sırasıyla yapılan bir kumaĢ yöntemidir. Antibakteriyel 

aktivite testi PVP ve ZnO ile modifiye edilmiĢ PVP için ayrı ayrı uygulanmıĢtır. ZnO 

konsantrasyonu 5, 10, 15 ve 20 mg/L olacak Ģekilde kullanılmıĢtır. ZnO ile modifiye 

edilmiĢ PVP‟nin çok daha iyi antibakteriyel aktivite gösterdiği; 20 mg/L 

konsantrasyonda ZnO kullanıldığında %100 bakteriyel azalma sağlandığı gözlenmiĢtir 

[32]. 

 

Selvam ve arkadaĢları pamuklu kumaĢlar üzerine uygulanmıĢ ZnO, TiO2 ve AgO 

nanopartiküllerinin antibakteriyel etkilerini incelemiĢlerdir. Deneyler S. aureus ve E. 

coli ile yapılmıĢtır. Yapılan çalıĢmalar en güçlü antibakteriyel etkiyi (%100 azalma ile) 

ZnO‟in gösterdiğini ortaya koymuĢtur. TiO2 ve AgO ise bakteri sayısında %90 ve %85 

azaldığı sonucuna ulaĢmıĢlardır [32]. 

 

Rajendra ve arkadaĢları, ıslak kimyasal metodla elde edilmiĢ olan ZnO‟i pamuklu 

dokuma kumaĢ üzerine uygulayarak E. coli ve S. aureus üzerindeki antibakteriyel 

etkisini incelemiĢlerdir. ZnO uygulanmamıĢ kumaĢlarda yapılan deneylerde bakteri 

sayısında hiçbir azalma görülmezken ZnO ile kaplanmıĢ kumaĢların kullanıldığı 

deneylerde %94,16 düzeyinde azalma görülmüĢtür. Bu kumaĢlar on kez yıkandığında 

bile ZnO‟in bu etkisinin devam ettiği fakat on yıkamadan daha fazlasında bakteri 

sayısındaki azalma miktarının düĢtüğü gözlenmiĢtir [33]. 

 

Adams ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada TiO2, SiO2 ve ZnO‟in E. coli ve B. subtilis 

üzerindeki antibakteriyel etkisi incelenmiĢtir. Antibakteriyel aktivite ölçümü her bir 

metal oksitin 10, 50, 100, 500, 1000, 2000 ve 5000 ppm konsantrasyonu için 

yapılmıĢtır. Yapılan deneyler sonucunda en güçlü antibakteriyel etkiyi ZnO‟in 

gösterdiği, en az etkiyi ise SiO2‟in gösterdiği saptanmıĢtır [34]. 

 

Vasanthi ve arkadaĢları, sprey piroliz yöntemiyle üretilmiĢ Sn katkılı ZnO‟in E. coli 

üzerindeki antibakteriyel aktivitesini incelemiĢlerdir. Deneyler farklı oranlarda (%0-10) 

Sn içeren her bir örnek için 600 nm‟de ki optik yoğunluk ölçülerek yapılmıĢtır. Sonuçta 

Sn oranı arttıkça antibakteriyel etkinin de arttığı gözlemlenmiĢtir [35]. 
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Li ve arkadaĢları, Kitosan (CS), Ag
+
 ve ZnO karıĢımdan olan filmleri hazırlamıĢlar ve 

çeĢitli organizmalar olan, E. coli bakterisi, B. Subtilis, S. aureus, Penicillium, 

Aspergillus, Rhizopus organizmaları üzerindeki antibakteriyel etkileri incelemiĢlerdir. 

Yapılan çalıĢmalar, CS/Ag
+
/ZnO karıĢımının CS/Ag

+
 ve CS/ZnO karıĢımına göre çok 

daha güçlü bir antibakteriyel etkiye sahip olduğunu göstermiĢtir. Bu karıĢım medikal 

uygulamalarda ve gıda ambalajlama sanayinde kullanılabilir [36]. 

 

Tayel ve arkadaĢları, ZnO‟in antibakteriyel etkisini gıda kaynaklı patojenler olan 

Salmonella typhimurium ve S. aureus bakterileri için disk difüzyon yöntemi ile 

araĢtırmıĢlardır. Yapılan deneyler ZnO partikül büyüklüğü küçüldükçe ve ZnO 

konsantrasyonu arttıkça bakteri etrafında oluĢan inhibisyonzon çapının arttığını; 

antibakteriyel aktivitenin arttığını göstermiĢtir [37]. 

 

Yapılan bir çalıĢmada oral enfeksiyonlara sebep olan altı patojen bakteri 

(Streptococcusmutans, S. mutans, Actinomycesviscosus, Lactobacilluscasei, 

Staphylococcusaureus ve Camdidaalbicans) üzerinde etkili olan antibakteriyel ajanlar 

üzerinde çalıĢmıĢlardır. Antibakteriyel ajan olarak iki farklı ZnO kompleksi, 

magnezyum hipoklorit ve üç farklı Ag
+
 içeren bileĢik kullanmıĢlardır. Antibakteriyel 

aktiviteyi belirlemek için dilüsyon yöntemi seçilmiĢtir. Yapılan deneyler kullanılan 

bütün inorganik materyallerin antibakteriyel etki gösterdiğini fakat Ag
+
 ve Zn

+2
 içeren 

komplekslerin çok daha güçlü bir etkiye sahip olduğunu ispatlamıĢtır [38]. 

 

Uygulamada birçok alanda ve birden çok amaçla kullanılan ZnO çağın hastalığı olan 

kanser üzerindeki etkisi de merak konusu olmuĢtur. Bir baĢka çalıĢmada, ZnO HepG2 

(karaciğer kanseri) ve MCF-7 (göğüs kanseri) kanser hücreleri üzerindeki etkisini 

araĢtırmıĢlardır. Kullanılan ZnO konsatrasyonu 2,5-5 μg/mL seviyesinde iken hücreler 

üzerinde herhangi bir etki görülmezken, konsantrasyon 10–25 μg/mL seviyesine 

çıktığında kanser hücrelerinin hasara uğradığı ve büyümelerinin durduğu 

gözlemlenmiĢtir. Bu çalıĢma ile ZnO‟in kanser tedavisinde kullanılacak ilaçlarda yer 

alabilecek daha ucuz bir inorganik materyal olduğunu göstermiĢtir [38]. 
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Queiroz ve arkadaĢları diĢ kanal tedavisinde kullanılacak dolgu maddesi olarak ZnO ve 

diğer üç maddeyi antibakteriyel etkinlik açısından incelemiĢlerdir. Hedef 

mikroorganizma olarak Kocuriarhizophila, Enterococcusfaecalis, Streptococcusmutans, 

E. coli ve S. aureus bakterileri seçilmiĢ ve disk difüzyon yöntemi kullanılmıĢtır. Yapılan 

çalıĢmalar en güçlü antibakteriyel etkiyi ZnO ve öjenol dolgu maddesinin K. 

Rhizopila‟ya (32,67 mm) karĢı gösterdiğini ortaya koymuĢtur [39]. 

 

1.4. ZnO’nun Kardiyovasküler Sisteme Etkileri 

 

Sağlıklı bir yaĢam sürdürebilmenin en temel yolu doğru ve dengeli beslenmeden geçer. 

Vücuda alınan her gıda organlara etkilerde bulunmaktadır. Özellikle kalp damar 

hastalıklarının ortaya çıkıĢ nedenleri, iĢlenmiĢ ve besin değeri açısından zayıf 

gıdalardan beslenmedir. Vücuda aldığımız besinlerde birtakım mineraller, vitaminler ve 

proteinler gibi moleküller vardır. Burada adı geçen minerallerden bazıları çinko, 

selenyum, magnezyum ve bakırdır. Özellikle bu mineraller kalbi etkileyen oksidatif 

stres ile doğrudan iliĢkilidir. Diğer bir değiĢle, bu mineraller antioksidan enzimlerle 

etkileĢimli olarak görev yapmaktadırlar. Antioksidanlar, vücutta gerçekleĢen oksidatif 

reaksiyonlarda oksijeni alıkoyarak reaksiyonun baĢlamasına engel olurlar. Bir diğer 

Ģekilde de baĢlamıĢ olan reaksiyonun ilerlemesi durabilir. Bu oksidasyon reaksiyonları 

sonucunda serbest radikaller açığa çıkar. Serbest radikaller hücre ve doku hasarına 

neden olduğu için kalp damar rahatsızlıkları baĢta olmak üzere çeĢitli hastalıklar ortaya 

çıkar. Ġnsan vücudunda hastalıklarla mücadele etmek için çeĢitli proteinler, enzimler ve 

farklı mekanizmalar bulunur. SIRT proteinlerinin görevi burada devreye girmektedir. 

Oksidatif stresi azaltarak kalp hastalıklarının oluĢumuna engel olur [40]. ZnO-Np ise 

bazı SIRT protenlerin miktarını belli oranlarda artırarak kalp sağlığının korunmasına 

fayda sağlayabilir. 

 

 

1.5. SIRT Proteinleri 

 

SIRT‟ler hücrelerde yaĢlanma kaynaklı fonksiyonlarda azalma konusunda hücreleri 

korumaya almada önemli görev üstlenen protein sınıfları arasındadır. SIRT‟lerin NAD
+
 

faktörüyle iliĢkili olan diasetilaz ve ADP-riboziltransferaz aktivitesi gösteren protein 
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sınıfları arasında yer aldığı belirlenmiĢtir. Memelilerde yedi SIRT proteini karakterize 

edilmiĢtir [41]. 

 

SIRT proteinleri arasında aktivasyon bazında bir sınıflandırma yapılmak istenirse, 

SIRT1, SIRT2, SIRT3 ve SIRT5 proteinlerinin NAD
+
-bağlı diasetilaz, SIRT4 ve SIRT6 

proteinlerinin ise ADP-riboziltransferaz etkileĢimine sahip oldukları Ģekilde basit bir 

sınıflandırma yapılabilir. SIRT7 proteini için tanımlanan henüz bir enzimatik aktivite 

bulunmamaktadır. SIRT proteinin aracı görevinde olduğu diasetilasyon 

reaksiyonlarında, lizinde asetilasyonunu NAD+ hidrolizi ile birleĢtirme görevini yerine 

getirmektedir. Hidroliz iĢlemi sonrası SIRT aktivitesi inhibitörü olan nikotinamid 

ürününün ortaya çıkıĢı sağlanmaktadır [41,42]. 

 

SIR2 geni üzerinde yürütülen araĢtırmalarda bu genin genom instabilitesi unsurunu 

bastırdığı ve yaĢam süresinin uzamasına yol açtığı birkaç model organizmada 

belirlenmiĢtir. SIR2 geninin ilk olarak tanımlanmıĢ olduğu ökaryot modelinin 

Saccharomyces cerevisiae ile Caenorhabditis elegans gibi pek çok basit model 

organizmanın yaĢam döngüsüne etki ettiği bilinmekte ve NAD
+
-bağlı histon 

diasetilazlar olduğu anlaĢılmaktadır. SIR2 benzeri genler memeli canlılarda SIRT olarak 

bilinmektedir ve bu proteinler bakterilerden itibaren birçok organizmada yer almaktadır 

[43,8,9]. 

 

Bakteriler baĢta olmak üzere memelilere kadar uzanan cinslerin çoğunda ve değiĢen 

sayılarda bulunmasının yanında, memelilerde SIRT ailesinin yedi farklı türü yer 

almaktadır. Her bir SIRT proteininde, 273 aminoasit içeren, türler arasında korunmuĢ 

katalitik bir bölge bulunmaktadır ve bu temel alanı çevreleyen N-terminal ve C-terminal 

zincirlerinin boyları değiĢen SIRT‟ler birbirlerinden hücre içi lokasyonları ve 

substratlarinda farklılık gösterebilmektedir. SIRT‟ler farklı dokularda, değiĢken 

miktarlarda ifade edilmektedir. SIRT1, 2, 6 ve 7 çoğunlukla çekirdekte, SIRT2 büyük 

ölçüde sitoplazma kısmında, SIRT 3, 4 ve 5 ise mitokondri içinde yer almaktadır (ġekil 

1.3) [44,8,9,10]. 
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Şekil 1.3: Hücrede sirtuinlerin lokasyonları [44]. 

 

SIRT6 ve SIRT7 ise nükleer SIRT‟ler olarak bilinirler. SIRT‟lerin yer aldığı organeller 

ve fonksiyonları için özet bilgi verilecek olursa; çekirdekte bulunan SIRT1 çoğunlukla 

metabolizmada, SIRT2 proteini sitoplazma içerisinde bulunarak hücre döngüsünde rol 

oynar. SIRT3 mitokondrilerde bulunarak termogenezis ve ATP üretiminde, SIRT4 

mitokondrilerde bulunarak insülin salınımında, SIRT5 yine mitokondrilerde üre 

döngüsünde, SIRT6 çekirdekte bulunarak DNA onarımında ve metabolizmanın 

düzenlenmesinde, SIRT7 ise çekirdekçik RNA transkripsiyonu ve memeli SIRT‟lerinin 

DNA onarımında, metabolizmanın düzenlenmesinde, yaĢlanma ile ilgili hastalıklarda ve 

diğer pek çok alanda rollere sahiptirler [44,45,41,10]. 

 

SIRT3 mitokondriyal matrikste yer alır. SIRT3, tübülin ile histon peptidleri gibi pek çok 

subsuratın deasetilasyonundan sorumlu durumdadır. SIRT3‟ün mitokondriyal 

fonksiyonlarda düzenleyici rol oynadığı belirlenmiĢtir [44,41,10]. 
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1.5.1. Memeli Sirtuinleri ve İşlevleri 

 

ÇeĢitlilik açısından incelendiğinde SIRT ailesinde yedi adet varyant bulunduğu 

görülmektedir (SIRT1-7) ve NAD
+
 bağımlı katalitik temel alanı bulundurmaktadırlar. 

Katalizör alan unsurunu çevreleyen N-terminal ve C-terminal gruplarına ait zincirler, 

değiĢen SIRT tipine göre farklı boylarda olmaktadırlar. Memeli SIRT‟i olarak bilinen 

yedi SIRT‟inin alt-hücresel lokalizasyonlarının kendi aralarında değiĢken durumları 

görülmektedir; ağırlığı çekirdeksel olan SIRT1, SIRT6 ve SIRT7, sitoplazmik olan 

SIRT2, mitokondriyal olan SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 bunların arasında sayılabilir 

[45,41]. 

 

Çekirdeğin iç alanı incelendiğinde, SIRT1 unsurunun geniĢ bir parçasının ökromatin ile 

bağlantılı olduğu görülürken, SIRT6 proteininin heterokromatin ile bağlantıda olduğu, 

SIRT7 proteinin ise çekirdek içinde bulunduğu anlaĢılmaktadır. SIRTler arasında en 

dayanıklı deasetilaz faaliyetini (SIRT1-SIRT7 arasında) SIRT1 göstermektedir. Zayıf 

deasetilaz faaliyeti SIRT5 tarafından gösterilmekteyken SIRT2 ve SIRT3 mono-ADP 

ribosiltransferaz faaliyeti sonrası deasetilaza sahip duruma geçmektedirler. SIRT4 ve 6 

proteinlerinde mono-ADP ribosil transferinin az olduğu gözlemlenmiĢtir. SIRT7 

proteininin moleküler iĢlevi hakkında literatürde fazla bilgi yer almamaktadır. Ġnsan 

metabolizması üzerinde yaĢlanma etkileri, kanser ve hücre yaĢamı gibi oldukça önemli 

konuları da kapsamak üzere memeli SIRT‟leri birçok hücresel iĢlevde etkin bir madde 

olarak öne çıkmaktadır [46]. 

 

SIRT proteinlerinin ana iĢlevleri arasında ilk olarak gen ifadesinin düzenlenmesi 

konusuna değinilmesi gerekmektedir. Histonların diasetilasyonu sonrası kromatinin 

yoğunlaĢmasına (heterokromatin) ve ardından da gen ifadesinin baskılanmasına neden 

olmaktadırlar. Mekanizmanın harekete geçmesiyle histonların amino bağlantılarındaki 

lizin amino asitleri ile histon etkisi bulunmayan proteinlerin asetil gruplarının, HDAC 

tarafından çıkartılması sonrası meydana gelebilmektedir. Histon deasetilazın üç sınıfı 

bulunmaktadır. Bunlar arasında III. sınıf diasetilazlar NAD
+
 bağımlı SIRT enzim 

ailesine dahil olmakta bununla birlikte maya SIR2 proteiniyle homoloji 

göstermektedirler [46,44,43]. 

 



19 

 

SIRT1, yedi türde bulunan memeli SIRT‟i arasında, bir düzineden fazla bilinen ara 

ürünleri sayesinde geniĢ çaplı hücresel süreçlerde en yaygın olarak çalıĢtığı bilinen 

SIRT türüdür. Moleküler olarak en önemlilerinden biri olarak histon proteinlerinin 

diasetilize edilmesi bulunmaktadır. Transkripsiyon faktörlerinin hedeflenmesi ile gen de 

önemli bir görev alan SIRT1, histon olmayan çoğu hedefe de sahiptir [46]. 

 

Buna gösterilebilecek en iyi örnekler arasında TAFI68 (TBP (TATA-kutu bağlayıcı 

protein) bağlantılı faktör I 68) yer alır. SIRT1; TAFI68‟i deasetilize etmekte, DNA 

bağlayıcı faaliyetini azaltarak RNA Pol-I aracılığıyla transkripsiyonunun 

baskılanmasında aktif görev üstlenmektedir. SIRT1, p300‟ü engelleme yolu ile 

bağlamakta ve deasetilize etmektedir. p300 transkripsiyon faktörü hücre 

farklılaĢmasında ve metabolizmasının düzenlenmesinde önemli roller oynamaktadır 

[47]. 

 

Yine SIRT proteinlerinin büyük bir görev alarak iĢlev yürüttüğü alanlar arasında 

SIRT‟lerin kanser hücrelerindeki rolleri yer almaktadır [48,49]. SIRT proteinlerinin 

iĢlevleri arasında programlı hücre ölümü (apoptosis) yer alir. SIRT ailesinin etkilettiği 

en önemli mekanizmalardan biri olarak apoptosis ve hücre sağ kalımı, SIRT1 proteini 

birtakım tümöre neden olan proteinleri hedef alarak gerçekleĢtirdiği programlı hücre 

ölümleri ile öne çıkmaktadır. SIRT1 maddesi tümör proteini lizin aminoasid 

kalıntılarından arındırarak (diasetilize ederek) transkripsiyon etkinliğinde azalmaya yol 

açar. Böylelikle oksidatif strese ve DNA zararları sonucu hücre ölümünü baskılamıĢ 

olur. Vücudun tümündeki hücre sayısı değerinin sabitlenmesi, programlı hücre ölümü 

büyük bir gereksinim olarak ortaya çıkar. Bir immün bir reaksiyonu sonucu 

incelendiğinde etkin edilmiĢ lenfositlerin beraberinde apoptoz aracılığıyla kendi 

antijenlerini rol dıĢı bıraktığı anlaĢılmaktadır. Buna göre apoptotik hücre miktarındaki 

yükselme sonrası dengenin negatif etkilenmesi birtakım dejeneratif hastalıklar baĢta 

olmak üzere birçok immünolojik rahatsızlıkların ortaya çıkması gözlemlenebilecektir 

[50,49]. 

 

SIRT1 diğer taraftan hücre döngüsünde düzenleyici görevi yapan bir gen grubunu 

inhibe ederek, gendeki apoptoz iĢlevinin durdurulmasını sağlar. Bunun yanı sıra SIRT1, 
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DNA‟nın repkilasyonu mekanizmasında replikasyon baloncuğunun oluĢturulması 

görevini yerine getiren transkriptozomların bileĢenlerini düzenler ve bu yolla hücre 

yaĢamında önemli bir yer edinir. Apoptoza neden olan stres unsurunu düĢüren SIRT1, 

bu yolla DNA onarımını düzenler ve nöronlar ile fibroblastları etkiler. SIRT1 proteini 

vücuttaki diğer enzim ve proteinlerle beraber etki ederek yalnızca kanser hücrelerinde 

apoptozisi indükleyici özellikteki proteazkaspazı-3 ve 7‟yi baskılar [50]. 

 

SIRT‟lerin ana iĢlevleri arasında yaĢlanma mekanizmasındaki fonksiyonları 

gösterilebilir. YaĢlanma mekanizmasında da etkili olan SIRTler, hücresel yaĢlılığın dıĢ 

görünüĢteki değiĢimleri ile tanımlandığı kalıcı hücre döngüleri içinde önemli görevler 

üstlenir. SIRT1‟in tümör proteinini inhibe etmesiyle ilk rat embriyonik fibroblastlarını, 

PML‟nin bağ kurduğu prematür hücresel yaĢlılık durumundan alıkoyduğu 

düĢünülmektedir [51,50]. 

 

SIRT proteinlerinin sağlık dünyasının üzerinde büyük araĢtırmalar yürüttüğü DNA 

onarımı üzerinde de etkisi ve iĢlevi olduğu düĢünülmektedir. Bu gruplar arasında ilk 

sırayı memeli SIRTleri almaktadır. SIRT 6 geni susturulmuĢ ratlarla yapılan deneylerde 

baz kesip çıkarma iĢleminde (BER) bozulma gözlemlenmiĢtir. Yapılan bu araĢtırmalar 

SIRT1‟in pek çok metabolik aktivitesinde DNA onarım mekanizması faaliyetinin 

devrede olduğu gözlemlenmiĢtir. Radyasyona uğraması sonrasında SIRT1'in DNA 

onarım kapasitesinde ve onarım proteinde görev verdiği Ku70‟in deasetilasyonunu 

geliĢtirdiği belirlenmiĢtir [51]. 

 

NF-KB, tüm hücre türleride bulunan bir tür transkripsiyon faktörü, faaliyetinin 

baskılanması durumunun SIRT1'in çoklu mekanizmaları ile gerçekleĢtiği 

düĢünülmektedir. Kalori azaltımı yapılan kemirgenlerde SIRT1 miktarı yüksek 

seviyelerde bulunurken ek olarak iltihabi yanıtlarda da azalma belirlenmiĢtir. Yapılan 

son çalıĢmalarda yüksek çıktılı tarama HTS metoduyla IRT1 faal bileĢiklerinin, 

proinflamatuar sitokinlerin etkilerinin azaltılmasında TNF-α (tümör necrosis factor) gibi 

iltihap attırıcı (anti-enflamatuar) özellikleri taĢıdığı belirlenmiĢtir [52,50]. SIRT1 

genlerinin silinmesi sonrası ratlarda yüksek düzeyde spermlerde anormallik ve kısırlığa 
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sebebiyet verdiği görülmüĢtür. Bu sebeple SIRT1‟in hayvanlarda üreme kapasiteleri 

konusunda da etkin olduğu düĢünülmektedir [52]. 

 

Metabolik etkisi incelendiğinde SIRT1‟in ilk rolünü iĢaret eden bulgu; SIRT1‟in 

beyinde, iç yağda, böbrekte, kasta ve karaciğerde perhizden etkilenen organlarda 

baĢladığı bilgisine dayanmaktadır [53]. 

 

SIRT‟ler epitelyal mezenkimal geçiĢ (EMT) sinyalinin artırılmasının yanı sıra 

baskılanmasında da kompleks bir yer tutmaktadır. EMT süreci içinde SIRT‟lerin 

rolünün henüz tartıĢılmasının yanında fonksiyonel özelliklerinin önemli mertebede 

hücresel içerik, kanser geliĢim aĢaması, doku türü ve mikro çevre yapısı gibi unsurlara 

bağlı olduğu düĢünülmektedir. Kanser hücrelerindeki EMT gidiĢi, SIRT‟ler tarafından 

etkileĢimi baĢlatılmıĢ olan sinyal yolu ġekil 1.4 ve ġekil 1.5‟de özetlenmiĢtir [54]. 

 

SIRT1 ve SIRT2 tümör genlerinde süreç içinde hem pozitif hem de negatif yönlü 

düzenleyici olarak görev almaktadır. SIRT3‟ün, oksidatif yanıtla, enerji dengesiyle ve 

metabolik regülasyonla alakalı mekanizmasından dolayı tümör baskılayıcı özellik 

taĢıdığı düĢünülmektedir. Düzeyi düĢen SIRT3 aktivitesi, artan ROT üretimi ve SOD 

(mitokondrial izositrat dehidrojenaz) gibi ilgili antioksidan enzimlerin daha düĢük 

aktivitesi ile iliĢkili olduğu belirlenmiĢtir [54]. 

 

SIRT1, TGF-β ve Smad4 „ü deasetilleyerek inhibe edebilme özelliği taĢır. Böylece E-

kaderinin yıkımında düĢüĢe yol açan matriks metallopeptidaz 7 transkripsiyonunda ve 

ekspresyonununda azalmaya neden olur. Benzer Ģekilde SIRT2, E-kaderin 

ekspresyonununda artıĢa neden olurken β-kateninin ekspresyonunu azaltmaktadır. 

SIRT4 proteinin mitokondriyal glutamin metabolizmasını inhibe etkisi yaparak E-

kaderini baskılamayı sağlar [54]. 
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Şekil 1.4: EMT‟in SIRT proteinleri aracılığıyla pozitif düzenlenmesi [54]. 

 

 

Şekil 1.5: EMT‟in SIRT proteinleri aracılığıyla negatif düzenlenmesi [54]. 

 

1.6. Kalp ve SIRT Proteinlerinin İlişkisi  

Kalp, kabaca kapalı bir yumruk büyüklüğünde kaslı bir organdır. Göğüsün biraz 

solunda bulunur. Kalp kasıldıkça, vücudun etrafına kan pompalar. Oksijenli kanı, 

oksijenle yüklendiği ve metabolizmanın atık ürünü olan karbondioksiti boĢalttığı 

akciğerlere taĢır. Kombine kalp, kan ve kan damarlarına dolaĢım sistemi denir. 

Ortalama bir insanın vücudunda sürekli olarak pompalanan yaklaĢık 5 litre kan vardır. 

Kalp dört odadan oluĢur: 
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 Atria: Ġki üst oda (kan alırlar). 

 Ventriküller: Ġki alt oda (kan akıtır). 

Sol atriyum ve sol ventrikül septum adı verilen kas duvarı ile sağ atriyumdan ve sağ 

ventrikülden ayrılır [55]. 

 

Kalp birçok faktöre bağlı olarak farklı oranlarda daralır. Dinlenme halinde, dakikada 60 

kez yenebilir, ancak bir dakika veya daha fazla 100 atıĢ yapabilir. Egzersiz, duygular, 

ateĢ, hastalıklar ve bazı ilaçlar kalp atıĢ hızını etkileyebilir.  Kalbin sol ve sağ tarafı 

birlikte çalıĢır. Kalbin sağ tarafı deoksijenlenmiĢ kan alır ve akciğerlere gönderir. 

Kalbin sol tarafı akciğerlerden kan alır ve vücudun geri kalanına pompalar. Sağ atriyum, 

üst ve alt vena kava (vücuttaki en büyük damarlar) olarak adlandırılan damarlar yoluyla 

vücuttan deoksijenlenmiĢ kan alır. Sağ atriyum büzülür ve kan sağ ventriküle geçer. Sağ 

ventrikül dolduğunda, kanı pulmoner arter yoluyla akciğerlere akıtır ve pompalar, 

burada oksijeni alır ve karbondioksiti boĢaltır. Yeni oksijenli kan, pulmoner ven yoluyla 

sol atriyuma geri döner. Sol atriyum daralır ve kanı sol ventriküle iter [56,55].  

 

 

Şekil 1.6: Kalbin genel yapısı [55] 

 

Kalp kapakçıklarının amacı kalp içinde kan akıĢının sadece tek yönde ilerleyiĢinin 

sağlanması ve kanın geri dönüĢünün engellenmesi için kalpte dört adet kapakçık 

bulunmaktadır [56,55]. 
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SIRT1, memeli hücrelerinde yaygın olarak eksprese edilir. Her ne kadar SIRT1 

baĢlangıçta çekirdekte bulunan bir protein olarak tanımlanmıĢ olsa da son zamanlarda, 

hücre ici lokalizasyonunun hücre tipine bağlı olduğu gösterilmiĢtir. Embriyonik rat 

kalplerinde, SIRT1 çekirdeğinde yüksek oranda eksprese edilir, ancak daha fazla 

organogenez ile azalır. SIRT1'in eriĢkin kalplerdeki ekspresyon düzeyi, embriyonik 

kalplerdeki oranın yaklaĢık %20‟sidir [57,43].  

 

SIRTl‟in deasetilaz aktivitesi, NAD+‟ın mevcudiyeti ile düzenlenir. Nikotinamid 

fosforibosiltransferaz (Nampt), bir fosforibosil pirofosfatın NAM‟ye transferini katalize 

ederek NAM mononükleotidi üreterek, memeli NAD
+
 kurtarma yolunda hız sınırlayıcı 

bir enzim görevi görür. Son araĢtırmalar Nampt‟ın BMAL1 ve PER2 dahil olmak üzere 

genler tarafından sirkadiyen ritmine göre düzenlendiğini, sırasıyla NIH3T3 

hücrelerinde, rat embriyonik fibroblastlarda (MEF'ler) ve hepatositlerde SIRT1 

aktivitesini pozitif olarak düzenleyen SAL1 aracılı deasetilasyon yoluyla düzenlendiğini 

göstermiĢtir [33]. AĢırı basınç, besleyici açlık, egzersiz ve akut IPC kalpte SIRT1'i 

yükseltir [57].  

 

Nukleopilozmatik hareketlenme, SIRT'in fonksiyonunu da düzenleyebilir, çünkü 

SIRT1, hücrelerde fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) tarafından fosforilasyonla 

düzenlenen hem nükleer lokalizasyona hem de nükleer ihracat sinyallerine sahiptir. 

SIRT1'in hem sitoplazmada hem de çekirdekte bazal yerleĢebileceği ve kalpteki strese 

cevaben çekirdeğe taĢındığı düĢünülmektedir. Kalp, yüksek enerji talebiyle 

karakterizedir, çünkü ana iĢlevi tansiyona karĢı kan pompalamaktır. Kardiyomiyositler, 

kalbin kasılmasında merkezi bir rol oynar ve enerji üretimine aracılık eden önemli 

miktarda mitokondri içerir. Mitokondri, kalpte enerji metabolizmasında kritik rol 

oynayan ATP üreten organellerdir. SIRT familyası proteinleri arasında, SIRT1, nükleer 

proteinleri deasetile ederek mitokondriyal fonksiyonu düzenlerken, SIRT3 bunu 

mitokondriyal proteinleri deaktive ederek yapar [57,41]. 

 

Kalp, ağırlıklı olarak fizyolojik koĢullar altında adenozin trifosfat (ATP) üretimi için 

substrat olarak serbest yağ asidini kullanır. Genel olarak, kalp hipertrofisi, kalbin basınç 

veya hacim aĢırı yüklenmesi gibi hemodinamik aĢırı yüke birincil tepkisidir ve artmıĢ 
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kardiyomiyosit boyutuna yol açan geliĢmiĢ protein sentezi ve sarkomerik yeniden 

yapılanma ile karakterize edilir. Hipertrofik büyüme baĢlangıçta duvar stresini azaltır, 

kardiyak fonksiyonu korur ve hipertrofik uyaranlara karĢı telafi edici bir cevap görevi 

görür, ancak sonunda kardiyak remodeling ve kalp yetmezliği geliĢimini baĢlatır 

[58,56,45]. Patolojik hipertrofi, kalp yetersizliğinde güçlü ve bağımsız bir faktördür. 

Proteinlerin asetilleme durumunun histon asetiltransferazlar ve HDAC‟ler tarafından 

tersine çevrilebilir modifikasyonu, kalp hipertrofisine aracılık eden sinyal 

moleküllerinin aktivitesini kritik bir Ģekilde düzenler. SIRT‟lerin kalp hipertrofisine 

karıĢtığı görülmüĢtür, bunun etkileri deneysel koĢullara bağlı olarak değiĢmektedir. 

Resveratrol, kardiyomiyositlerde ve basınç aĢırı yüklenmesinin neden olduğu kardiyak 

hipertrofide fenilefrin kaynaklı hipertrofik yanıtı hafifletir [58]. SIRT‟in farmakolojik 

inhibisyonu (NAM veya sirtinol ile) kardiyomiyositlerin boyutunu azalırken, SIRT‟in 

aĢırı ekspresyonu kardiyomiyositlerin boyutunu artırır. 

 

SIRT3‟ün ayrıca kardiyak hipertrofiye direnç verdiği gösterilmiĢtir. SIRT3 hafif 

kardiyak hipertrofi sırasında artmıĢ, ağır kalp hipertrofisinde ise azalmıĢtır. SIRT3'ün 

aĢırı ekspresyonu, agonistin neden olduğu kardiyak hipertrofinin baskılanmasına neden 

olur. Tersine, SIRT3 nakavt ratlar, hipertrofik tepkinin alevlendiğini gösterir. Ekzojen 

NAD
+
 tedavisi, SIRT 3'ün aktivasyonu ile birlikte SIRT1'in aktivitesine eĢlik eden, 

ancak SIRT1‟in aktif olmadığına eĢlik eden antihipertrofik karaciğer kinaz B1-AMPK 

sinyalini bloke eder ve SIRT1'in kardiyak hipertrofide kritik rol oynadığını ve fazlalığın 

SIRT1 hedeflerinde olduğunu gösterir [59,47,41]. 

 

SIRT3‟in mitokondriyal düzende artmasi hücre içindeki ATP değerlerinde artıĢ 

sağladığı görülmektedir. Mekanizma incelendiğinde damar ve kan hücrelerinde elektron 

transferi hızının da bu ATP değerlerinin artıĢı ile hız kazandığı görülmüĢtür. Kalori 

restriksiyonu denilen parametreler zinciri içinde değerlendirmesi yapıldığında kalp ve 

karaciğer hücrelerinde asit oksidasyonuna bağlı olarak hücre yaĢlanmasında hızlanmalar 

olduğu gözlemlenmiĢtir. Bu asit oksidasyonunun getirilerini dengeleyen SIRT3 proteini 

hücre yaĢlanmasında hızı azaltır ve hücre kaybının kalp ve karaciğer organlarına olacak 

etkisinde yavaĢlama sağlar [60,10]. 
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SIRT3 proteinlerinin duyu kaybının azalmasını da engellediği kaloriyal restriksiyon 

koĢulları altında yapılan deneyler yoluyla belirlenmiĢtir. Bu tespite ise SIRT3 

proteinleri memelilerde protein ve lipid hücrelerde metabolik bozunma hızını düĢürmesi 

ile açıklık getirilmiĢtir. Hücre direncinin artırılması sonrası bozunma hızının düĢtüğü ve 

duyu kaybına neden olan hücre kayıplarının azalması sonrası kayıp miktarında azaltılma 

olduğu ya da tamamen engellendiği anlaĢılmıĢtır [60]. 

 

SIRT3 proteini hücre duvarında yer alan hücrelerde yenilenmeyi kolaylaĢtırması sonrası 

kalp damar hastalıklarında ve beyin hücrelerinin ölümünde yavaĢlama ya da durdurma 

etkisi göstermektedir. Hücrelerde zar geçirgenliği üzerinde etkili olan bu protein türü 

geçirgenliğin zamanla azalmasında bariyer görevi gören pıhtılaĢma ve iskemi gibi 

olayların oluĢumunu engellemektedir [61]. 

 

SIRT proteinleri arasında özellikle kalp ve karaciğer hücreleri mitokontrilerine 

yerleĢmiĢ durumda olan SIRT3, organelin enerji üretiminde ve benzeri görevlerinde 

gösterdiği düzenleyici özelliği neticesinde birçok hastalık ve kanser türüne karĢı hücre 

ve organları koruduğu tespit edilmiĢtir. SIRT3 bu özelliğiyle düzenleyici proteinler 

arasında kalp kapakçıklarında yaĢanan sorunların, kalp damar hastalıklarının ve 

dolayısıyla kalp krizinin önlenmesi noktasında öne çıkmaktadır [61,14]. 

 

Bu çalıĢma da ZnO-Np‟in oksidatif stresle ve hücre içi metabolizma ile iliĢkileri 

bulunan SIRT3 ve PDH proteinlerinin miktarı ve hücre içi yerleĢimlerini değiĢtirerek 

kalbe yararının olup olmadığının araĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

2. MATERYAL VE METOT 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

 

Derin dondurucu (Beko,3400 CF) 

Mikrotom (Leica RM 2135) 

Mikrodalga Fırın (Beko, MD 1610) 

Filtre kağıtları (Biorad, USA) 

PAP Pen (Elite, CA) 

Best Scope Görüntülü Mikroskop (Bestscope, CHINA) 

Hasas Terazi (Precisa, 205A SCS) 

 

2.1.2. Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ile Sarf Malzemeler 

 

DAB Peroksidazsubstrat kit (Vector Labs, USA) 

Rabbit Vectastainabc kiti (Vector Labs, USA) 

DietlilEter (Sigma) 

ZnO-Np (Nanoparticles) 

SIRT3 (Cell Signaling, USA) 

Pirüvat Dehidrogenaz Enzim (CAS No.: 252017-04-2, AZD7545) 

Ksilen (Sigma) 

Kloroform (Sigma) 

Ġzopropanol (Sigma) 

Etanol (Sigma) 

0,5-2,5µl, 2-20µl, 100-1000 µl pipetler (Eppendorf) 

Lam (Isolab, 24x50 mm) 

Lamel (Isolab, 24x30 mm) 

Hidrojen Peroksit (64271 Darmstadt, Germany) 

DistileSu (GFL, WaterStills 2004, Germany) 

Tris-tamponlu yıkama solüsyonu (TBS) 

Hemotoksilen (Merck, 517-28-2, Darmstadt, Germany) 

Entellan (Merck, KGaA, 64271 Darmstadt, Germany) 
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2.2. Metot 

 

2.2.1. Deney Hayvanları 

 

Yapılan bu çalıĢma da yaklaĢık olarak 210 ile 250 gr arasında ağırlığı değiĢen 4 aylık 32 

adet Wistar albino türünde erkek rat kullanıldı. Öncelikle çalıĢmalara baĢlamak için 

Kafkas Üniversitesine ait deney hayvanlarının kullanılabilmesi için kurulmuĢ bir birim 

olan Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulundan izin alındı (2018/83). ÇalıĢma da 

kullanılan hayvanlar iĢlemlere baĢlamadan önce ve deney sırasında uygun sıcaklık yani 

25 ± 2˚C‟de ve %60 oranında nemli ortamda, 12 saat gündüz ve 12 saat gece olacak 

Ģekilde ad libitum olarak beslendi. 

 

2.2.2. Deneysel Dizayn 

 

Deney hayvanları her grupta 8 tane rat olmak üzere 4 grup oluĢturuldu. 

 

I. gruptaki ratlara (kontrol grubu) oral gavaj ile 0.2 ml miktarında serum 

fizyolojik verildi.  

II.gruptaki ratlara 14 gün boyunca 100 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile 

uygulandı.     

III.gruptaki ratlara 14 gün boyunca 300 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile 

uygulandı.     

           IV. gruptaki ratlara 14 gün boyunca 600 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile 

uygulandı (ġekil 2.1). 
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Şekil 2.1: Deney hayvanlarına oral gavaj uygulanması 

 

ZnO-Np deney hayvanlarına 14 gün boyunca verilmesinin ardından dokuların 

alınabilmesi için deney hayvanları fiziksel ötenazi yöntemi ile öldürülerek kalp dokuları 

alındı, soğuk PBS ile hızlıca durulanmasının hemen ardından %10‟luk formalinde 48 

saat boyunca fikse edildi. Doku içindeki suyun uzaklaĢtırılması için dokular sırasıyla 

%50 %70 %90 %95 %100 ve tekrar %100‟lük alkollerden geçirildi. Bunu takiben 

dokular bir parafin çözücüsü olan ksilenden iki kez her biri 30 dakika maruz 

bırakılmasının ardından parafin bloklara gömüldü. Bu parafin bloklar laboratuvar 

analizlerinin yapılacağı güne kadar 4 °C‟de saklandı. Parafine gömme (bloklama), doku 

takibi bitmiĢ olan dokuları, daha sonra katılaĢacak olan sıvı ve kaplayıcı bir madde 

içerisine (parafin) alma iĢlemidir.  Parafin bir süre sonra katılaĢır ve gerçek dokuya 
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zarar vermeden, mikrotom cihazı ile kesilmeye olanak sağlar.  Doku örnekleri sırasıyla 

belirli yüzdeler de hazırlanmıĢ olan dereceli alkol ve ksilen adımlarından geçirildikten 

sonra parafinle doyurma iĢlemi yapılır. Dokular, alkol ve parafin ile karıĢabilme 

özelliğindeki baĢka bir ortama geçirilerek alkolden ayrıĢtırılırlar.  Bu adım ksilen gibi 

saydamlaĢtırıcı maddeler ile yapılabilir. Sonrasında doku parafin ile beslenir uygun 

kesitlerin olması için gömme iĢlemi ile kalıp Ģeklinde oluĢturulur. Bu iĢlem dokuda 

Ģekil bozukluğu oluĢturmadan çok ince kesitler halinde olmalıdır. ĠĢlem boyama 

kalitesinin iyi olması ve mikroskobik çalıĢmalar da ciddi önem arz etmektedir. 

 

Parafine gömme iĢlemi adımları; 

1- Kasetler gömme merkezine alınmalıdır. 

2- Kaset kapakları açılarak dokular gözden geçirilir. 

3- Seçilen kalıp dokunun özelliğine göre olmalıdır. 

4- Kalıbın içerisine sıcak parafin eklenir. 

5- Pens yardımı ile dokular kalıp içine alınır. 

6- Kalıptaki parafinin tabanının biraz soğuması ve donması beklenir ve tüm 

dokular pens yardımıyla uygun olarak konulur.  Parça tabanının tam oturması 

sağlanır. Daha sonra kalıp soğutulur ve soğutulan kalıplardan dokular mikrotom 

bıçağı ile kesilerek kalıptan çıkarılır. 

7- Kalıptan çıkarılan bloklar kenarlarındaki fazla parafin temizlendikten sonra kesit 

iĢlemi için hazır hale gelir. 

 

 

 

Şekil 2.2: Mikrotom cihazı [62]. 
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2.2.3. Immünohistokimya Metodu 

Ġmmünohistokimya metodu, protein ekspresyonu analizi ile ilgilenilen proteinin hücre 

içi lokasyonunu belirleyen bir tekniktir.  

 

Bu yöntem de bilinen antijen kullanıldığında örnek materyal içerisinde özgül antikor 

veya tam tersi durum söz konusu olabilir. Buna ek olarak, örnek materyal içindeki özgül 

antijen veya antikor miktarlar niceliksel testler sayesinde belirlenebilir. 

 

AĢağıda immünokimya metodunun adımları verilmiĢtir.  

 

Immunohistokimya adımları 

 Doku kesitleri 

 Antijen alımı 

 Endojen enzimlerin bloklanması 

 Primer Antikor 

 Sekonder Antikor 

 Substrat eklenerek renk olusumu 

 Çekirdek Boyaması (hemotoksilen boyaması) 

 Lam üzerine lamel kaplanması 

 Mikroskopik fotoğraf çekimi ve analizleri 

 

Antijen-antikor birleĢmesinin özellikleri:  

Antikor etkileĢimleri, çapraz bağlanabilir hidrojeller olarak keĢfedilmiĢtir. Bir antikor 

çoklu kovalent olmayan bağlardan yüksek antijen ile bağlanır. Bu spesifik antijeni 

tanımlamak için kullanılabilir. Antijen Anti mikrobiyal polimerik zincirler modifiye 

edilmiĢ monomer, çapraz bağlı bir antijen ve antikor etkileĢimleri varlığında polimerize 

edilir. Anti bakteriyel antikor, antikor ve antikor bağlanması farklı bir biyolojik tepki 

sistemi olarak tanımlanmaktadır. Pozitif antijen kontrolleri, gösterilen antijeni içerdiği 

bilinen doku bölümleridir. Bu nedenle olumlu bir sonuç beklenir. Bu tür doku parçaları, 

genellikle bilinen spesifikliğe sahip bir antikorun (tipik olarak iyi kurulmuĢ bir 

monoklonal) kullanılması ve söz konusu antijenin mikroskobik boyama modeline aĢina 

biri tarafından geçmiĢte doğrulanmıĢ belirli antijenin gösterilmesini sağlamıĢtır. Pozitif 
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kontroller, boyama metodolojisinin ve tespit reaktiflerinin kalitesinin sağlam olduğu 

güvencesini verir. Pozitif kontrol bölümlerinin, değiĢtirilmiĢ metodolojiden herhangi bir 

sonuç değiĢimini ortadan kaldırmak için test dokuları ile aynı Ģekilde muamele edilmesi 

zorunludur. Pozitif kontroller, tüm dokulardaki o antijen için bilinen özgüllüklü bir 

antikor kullanılarak, belirli bir antijen için bilinmeyen pozitif doku örnekleri test 

edilirken faydalıdır. Bunlar ayrıca, tüm antikorları test etmek için aynı pozitif kontrol 

dokusunu kullanarak, belirli bir antijene karĢı bilinmeyen özgüllüklü antikorları 

karakterize etmek için de değerlidir [63]. Negatif kontrolde ise birincil antikor 

kullanılmadığından, eğer bağlanmalar spesifikse, herhangi bir lekelenme görülmemesi 

beklenir.  

 

Antikor-Antijen Reaksiyonu: 

Antijen-antikor etkileĢimi veya antijen-antikor reaksiyonu, beyaz kan hücrelerinin B 

hücreleri (humoral bağıĢıklık yanıtında büyük bir rol oynayan lenfositler) tarafından 

üretilen antikorlar ve immün reaksiyon sırasında antijenler arasında spesifik bir 

kimyasal etkileĢimdir. Vücutta, vücudun patojenler ve bunların kimyasal toksinleri gibi 

karmaĢık yabancı moleküllerden korunduğu temel reaksiyondur. Kanda, antijenler 

spesifik olarak ve bir antijen-antikor kompleksi oluĢturmak üzere antikorlarla bağlanmıĢ 

yüksek afinitelidir. Ġmmün kompleks daha sonra tahrip edilebileceği veya devre dıĢı 

bırakılabileceği hücresel sistemlere taĢınır. Antijen-antikor reaksiyonunun ilki 

"Goldberg'in teorisi" (antijen-antikor reaksiyonu) olarak bilinmeye baĢlandı [64]. Birkaç 

tipte antikor ve antijen vardır ve her bir antikor sadece belirli bir antijene bağlanabilir. 

Bağlamanın spesifikliği, her antikorun spesifik kimyasal yapısından kaynaklanmaktadır. 

Antijenik determinant veya epitop, polipeptit zincirinin değiĢken bölgesinde bulunan 

antikorun paratopu ile tanınır [64]. DeğiĢken bölge, her antikorda benzersiz amino asit 

dizileri olan hiper değiĢken bölgelere sahiptir. Antijenler, elektrostatik etkileĢimler, 

hidrojen bağları, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkileĢimler gibi zayıf ve 

kovalent olmayan etkileĢimler yoluyla antikorlara bağlanır. 

Antikor-antijen reaksiyonun da sıcaklık arttıkça, bağlanma artar. Tampon solüsyonun 

pH ve iyon konsantrasyon değerleri de aminoasit değiĢimine yol açar. Antijen antikor 

eĢleĢmesine ait bir görsel ġekil 2.3‟te verilmiĢtir. 
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Şekil 2.3: Antijen antikor eĢleĢmesi [65]. 

 

 

Şekil 2.4: Ratlara (intradermal veya subkutan) saf antijen verilmesi antikor üretilmesi 

[65]. 

 

 

2.2.3. İmmünolojik Teknikler 

 

Ġmmünokimya da kullanılan birçok yöntem vardır Bunlar; 

 Direkt Yöntem 

 Ġki-Basamaklı Indirekt Yöntem 

 Üç-Basamaklı Indirekt Yöntem 

 Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) Yöntem 

 Alkaline-AntialkalinePhosphatase (APAAP) Yöntem 

 Avidin-Biotin Kompleks (ABC) Yöntemi 
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 ĠĢaretlenmiĢ Streptavidin-Biotin (LSAB) Yöntemi 

 

Bu çalıĢmada kullanılan yöntem Avidin-Biotin Kompleks (ABC) yöntemidir [66]. 

 

2.2.4. ABC Yöntemi ile İmmüno-boyama 

 

ABC metodu immunohistokimyada çok sık kullanılan boyama metotlarından biridir. Bu 

yöntemin kullanılma sebebi boyama metodu olduğu için antijen antikor uyumu açıkça 

görülebilmektedir. Protein üretimi ile alakalı olan iĢlemler de avidin-biyotin kompleks 

yönteminin kullanılması daha uygundur. Avidin peroksidazla iĢaretlenir sonrasında 

biyotine yüksek etki gösterir. ABC immünokimya üç aĢamadan oluĢur. Ġlk aĢama 

iĢaretlenmemiĢ primer antikor iken ikinci aĢama biyotinlenmiĢ sekonder antikor ile 

muamele edilmesidir. Üçüncü aĢamada avidin-biyotin peroksidaz kompleksi olarak 

adlandırılır. Daha sonra peroksidaz, DAB ve diğer substratlarla reaksiyon meydana 

getirir. Ardından renk belirteci (kahverengi) oluĢur. Bu yöntem üç adımda gerçekleĢir 

bunlar; 

1. Birincil antikor (SIRT3 veya PDH) eklenmesi, 

2. BiotinlenmiĢ ikincil antikor eklenmesi, 

3. Avidin-biotin peroksidaz kompleksi eklenmesi. 

 

Peroksidaz DAB veya farklı substratlar tarafından farklı son ürünler ile kahverengi 

lekeleri görünür hale getirilir [66]. 

 

Yapılan deneyde daha önceden mikrotom ile kesilen rat kalbi dokularından ksilen 

kullanılarak parafini uzaklaĢtırma iĢlemi yapıldı. Deneyde dört grup rat kullanıldı. 

ĠĢlemlerde negatif kontrol de kullanıldı ve bu gruba birincil antikor konulmadı. Bunun 

amacı ikincil antikor veya diğer moleküllerin spesifik olmayan boyamalar oluĢturup 

oluĢturmadığını test etmektir. Dokularda antijen madde SIRT3 veya PDH proteinidir. 

Parafin bölümleri dokulardan ayırmak için, ksilen ve derecelendirilmiĢ alkol serileri 

kullanıldı. Ġki ayrı ksilen kullanılır. Her ksilende ayrı ayrı 5 dakika bekletilir.  Dokulara 

su kazandırılması için dokular gittikçe azalan yüzde bileĢimlerinde hazırlanmıĢ alkol 

çözeltilerine daldırılır. Ġçsel peroksidaz aktivitesinin söndürülmesi için, dokular %3‟luk 

H2O2 içinde 30 dakika boyunca bekletilir. Bunun amacı dokunun doğal yapısından 
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kaynaklanan peroksidaz aktivitesinin düĢürülmesidir. Su ve alkolden ayrılan dokular 

kurumadan lam üzerine Pap pen kullanılarak bariyer oluĢturulur. TBS ile seyreltilmiĢ 

normal bloklama serumu kit için önerilen Ģekilde hazirlanip, 30 dakika inkübe edilir. 

1/100 oranında hazırlanan birincil antikor (SIRT3 veya PDH) inkubasyonu için ise bir 

gece boyunca (16 saat 4 °C‟de) bekletildi (ġekil 2.5). 

 

 

Şekil 2.5: Primer antikor damlatılmıĢ doku örnekleri 

 

Daha sonra, bir gece boyunca bekleyen dokulardan bağlanamayan antikorların 

uzaklaĢması için 5 dakika boyunca TBS çözeltisiyle yıkanır. Yıkama iĢleminden sonra 

biyotinli sekonder antikor ile 45 dakika inkübe edilir (ġekil 2.6). Ġkincil antikorda da 

anahtar kilit eĢleĢmesinin meydana gelmediği kısımların temizlenmesi üç kere her biri 5 

dakika olarak TBS ile yıkama iĢlemi yapılır.  

 

 

Şekil 2.6: Ticari vectastain ABC kiti (Vector labs) 
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ABC reaktifi ile 30 dakika inkübe edilerek sinyalin çoğaltılması sağlandı. Daha sonra, 

tampon TBS çözeltisinde 5 dakika yıkama yapılarak kesitler durulandı. Son olarak, 3,3' 

diaminobenzidin (DAB) ile birlikte substrat H2O2 çözeltisi hazırlanarak dokular inkübe 

edildi. Boyama iĢleminde iki kimyasal rol oynar. Bunlardan birinci H2O2, diğeri ise 

DAB çözeltisidir. H2O2 bağlanan ikincil antikor üzerine konulduğunda tepkime verir ve 

DAB‟i parçalar. DAB oksitlenince renksiz halden renkli hale geçer ve SIRT3 veya PDH 

proteinlerin yoğun olarak bulunduğu yerlerde kahverengi rengini alır. Enzim ve substrat 

iliĢkisinin tespitinde bu yöntemin kullanılmasının sebebi ekonomik olması ve diğer 

tespit sistemlerine göre avantajlı olmasıdır. Bu reaksiyonun gerçekleĢmesi sırasında 

bazı istenmeyen durumlar olabilir. Bunlar ıĢığa maruz kaldığında lekelerin solması ve 

spesifik olmayan renk çökelmesidir. Çökelti, leke üzerinde biriktiğinde, renkli bir sinyal 

oluĢur ve kolayca leke üzerindeki gözle görülebilir. Ġstenilen arka plan üzerinde sinyale 

ulaĢıldığında enzimatik reaksiyon izlenebilir ve durdurulabilir (ġekil 2.7 ve reaksiyon 

için ġekil 2.8). 

 

 

Şekil 2.7: Enzim kompleks antikoru damlatıldıktan sonra kahverengi lekeler oluĢumu 
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Şekil 2.8: DAB ve H2O2 reaksiyonu [67]. 

 

DAB çözeltisi hazırlanırken 2,5 ml saf su, ABC kitte yer alan bir damla buffer çözeltisi, 

iki damla DAB ve bir damla H2O2 kullanıldı. Daha sonra dokuların bulunduğu lamlar 

yıkama aĢaması için ksilene kadar getirilir ve ardından dokuların üzerindeki su, dereceli 

olarak artan alkol serileri kullanılarak çekilir. Hücrelerin çekirdeklerinin daha 

görülebilmesi için hemotoksilen karĢıt boyası damlatılır (ġekil 2.9). Her bir doku 

üzerine mikroskobik görüntü alınabilmesi için lamel kapatılır. Bir gece oda sıcaklığında 

bekletilen dokular ıĢık mikroskobu (Best Scope Kameralı Mikroskop) ile incelenir. 
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Şekil 2.9: Hemotoksilen çözeltisi damlatıldıktan sonra dokular 

 

2.2.5. Mikroskop ile Görüntü Alınması 

 

Kameralı ıĢık mikroskobu dokularda meydana gelen immunoaktivite sonucu olusan 

kahverengi lekelerin çekirdek veya sitoplazma da birikmelerini göstermek için 

kullanıldı. Fotoğraflama yapıldı ve detaylı inceleme ve analizler yapıldı (ġekil 2.10). 

 

                            

Şekil 2.10: Kameralı ıĢık mikroskobu 
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3. BULGULAR 

SIRT3 proteinlerini de oksidatif stresi azaltıcı yönde etki gösteren antioksidatif 

proteindir. Bu çalıĢma da ZnO-Np‟nin kalp sağlığı için önemli proteinlerden olan 

SIRT3 ve PDH proteinlerinin düzeyleri ve hücre içi yerleĢimindeki değiĢikliklerin 

belirlenmiĢtir. 

 

3.1. SIRT3 Proteininin Kontrol Grubu Kalp Dokusundaki Ekspresyonu 

 

Bu çalıĢmada mevcut dört rat grubundan birisine ZnO verilmemiĢ ve geliĢimlerinin 

normal düzey de kalması sağlanmıĢtır. Alınan doku kesitine ABC boyama prosedürüne 

göre boyama iĢlemleri yapılmıĢ ve görüntülü mikroskopta yapılan inceleme sonucunda 

kontrol grubunda SIRT3 proteini immün-reaksiyonu daha çok sitoplazma içinde çok az 

miktarlarda çekirdek bölgesinde belirlenmiĢtir.  

 

 Kalp dokularında kalbi koruyan ve kalpte oksidatif stresin azalmasına sebep olan 

SIRT3 proteinlerinin içsel (endojen) olarak bulunduğu anlamına gelmektedir. Görüntülü 

mikroskop ile kontrol grubu için görüntü alınmıĢ olup bunların içerisinden renkli 

lekelenmenin net olarak göründüğü kısımlar incelenerek seçilmiĢtir. ġekil 3.1‟de 

kontrol grubunda kahverengi lekelenmelerin genellikle sitoplazma ve az miktarda 

çekirdek bölgesinde olduğu görülmektedir. 

 

Şekil 3.1: Kontrol grubu rat kalp dokularında hücre içi SIRT3 yerleĢimi. Oklar SIRT3 

immün-boyama gözlenen yerleri göstermektedir. 200x büyütme kullanılmıĢtır 
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3.2. SIRT3 Proteininin 100 mg/kg ZnO-Np Uygulanan Ratlarda Hücre Içi 

Yerleşimi 

 

100 mg ZnO-Np verilmiĢ olan ratlardan alınan doku kesitleri immünokimya boyama 

yöntemiyle boyandı. Boyama iĢleminden sonra alınan mikroskobik görüntüde SIRT3 

protein immün boyaması sonucu kahverengi lekelerin hem çekirdek hem de sitoplazma 

da oldukça arttığı görüldü. ġekil 3.2‟de 100 mg/kg ZnO verilmiĢ olan ratların kalp 

dokuları içindeki yerleĢimleri verilmiĢtir. 

 

 

Şekil 3.2: 100 mg/kg ZnO verilen rat kalp dokularında hücre içi SIRT3 yerleĢimi. Oklar 

SIRT3 immün-boyama gözlenen yerleri göstermektedir. 200x büyütme kullanılmıĢtır  

 

3.4. SIRT3 Proteininin 300 mg/kg ZnO Uygulanan Ratlarda Hücre İçi Yerleşimi 

 

300 mg/kg ZnO uygulanan ratlardan bir grup negatif kontrol grubu olarak seçilmiĢtir. 

Daha sonra görüntüleme mikroskobu ile SIRT3 immün boyaması büyük miktarda 

çekirdekte ve çok az miktarda sitoplazmikte görüntülenmiĢtir (ġekil 3.3). 300 mg/kg 
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ZnO uygulanmıĢ olan ratlardan alınan görüntülerde SIRT3 proteinlerinin birikmiĢ 

olduğu kahverengi alanlar ġekil 3.3‟de verilmiĢtir.  

 

 

Şekil 3.3: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularında hücre içi SIRT3 yerleĢimi. 

Oklar SIRT3 immün-boyama gözlenen yerleri göstermektedir. 200x büyütme 

kullanılmıĢtır 

 

ZnO-Np uygulanan ratlardan her grup için bir grup negatif kontrol grubu olarak 

seçilmiĢtir. Bu gruba birincil antikor damlatılmamıĢtır. Birincil antikor anahtar kilit 

uyumunda temel zinciri oluĢturduğundan negatif kontrol grubunda ilk basamakta 

herhangi bir bağlanma olmayacaktır. Bunun üzerine ABC kitte yer alan ikincil ve 

üçüncül antikorlar uygulanmıĢtır. Negatif kontrol grubu için alınan mikroskobik 

görüntü ġekil 3.4‟dedir. 
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Şekil 3.4: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularında negatif kontrol. 200x 

büyütme kullanılmıĢtır 

 

3.4. SIRT3 Proteininin 600 mg/kg ZnO Uygulanan Ratların Kalp Dokularında 

Hücre Içi Yerleşimi 

600 mg ZnO-Np verilmiĢ olan ratlardan alınan kalp doku kesitleri ABC kit yöntemiyle 

boyandı. Boyama iĢleminden sonra alınan mikroskobik görüntüde, ġekil 3.5‟de 

görüldüğü gibi SIRT3 immün boyamasının 300 mg ZnO-Np verilmiĢ dokularda olduğu 

gibi çekirdekte yoğunlaĢtığı ve sitoplazmadan büyük ölçüde kaybolduğu gözlenmiĢtir. 

 

 

Şekil 3.5: 600 mg/kg ZnO verilen rat kalp dokularında hücre içi SIRT3 yerleĢimi. Oklar 

SIRT3 immün-boyama gözlenen yerleri göstermektedir. 200x büyütme kullanılmıĢtır.   
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3.5 ZnO-Np Pirüvat Dehidrojenaz Enzimi (PDH) Üzerine Etkisi 

 

PDH, glikolizi TCA (Krebs döngüsü veya sitrik asit döngüsü) döngüsüne bağlar. Bu 

enzim kompleksi beĢ kofaktör ve üç enzimden oluĢur. PDH asetil-coA üretmek için 

piruvatı okside eder.  Piruvatın oksidasyonu, hücrenin mitokondrisinde meydana gelir. 

PDH kompleksi üç enzim kullanır: 

E1 (PDH): Protetik grubu olarak tiaminpirofosfat (TPP) kullanan PDH. 

E2: Protez grupları olarak lipoamid ve koenzim A'yı (ayrıca koASH olarak da bilinir) 

kullanan DihidrolipoiliĢlemolesi. 

E3: Kovafaktörler olarak flavinadenindinükleotidi (FAD) ve NAD kullanılan dihidrol 

ipoil dehidrojenaz. AĢağıda pirivatın asetilcoA ve CO2'ye dönüĢtürülmesinin net 

reaksiyonu verilmiĢtir. 

 

2 Piruvat + 2NAD
+
 + 2CoA→ 2 Asetil CoA + 2NADH + 2CO2 [68]. 

 

PDH, glikozun mitokondride yıkılıp oksidatif fosforilasyonda kullanılmasında rol alan 

bir enzimdir. Mitokondride bulunur. Pirüvatın asetil koenzim A‟ya dönüĢtürülmesinde 

rol alır. Ayrıca PDH‟in fosforilasyonu piruvat dehidrojenaz kinaz 4‟ü (PDK4) inhibe 

eder. Bu kinaz enzimi kanser tedavisi için önemli bir proteindir [68].  

 

Tüm dokulardan biri negatif kontrol grubu olarak seçilse de, en iyi görüntünün 300 

mg/kg ZnO-Np uygulanan ratlardan alınması nedeniyle 300 mg/kg ZnO-Np uygulanan 

ratların doku görüntüsü konulmuĢtur (ġekil 3.6). Yapılan çalıĢmaya göre, PDH enzimi 

miktarı, ZnO-Np artmasıyla birlikte artmıĢtır. ġekil 3.7‟da görüldüğü üzere dokuda 

oluĢan kahverengi lekelerin sitoplazmada ağırlıkta olduğu görülmüĢtür. 
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Şekil 3.6: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularında negatif kontrol. 200x 

büyütme kullanılmıĢtır 

 

 

 

Şekil 3.7: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularında hücre içi PDH yerleĢimi. 

Oklar SIRT3 immün-boyama gözlenen yerleri göstermektedir. 200x büyütme 

kullanılmıĢtır  
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4.TARTIŞMA VE SONUÇ 

Son zamanlarda sağlık üzerine yapılan araĢtırmaların çoğu, hastalıkların kolay ve en 

kısa sürede tedavi edilebilmesi yönündedir. Bu sebeple birtakım nanopartiküller, 

enzimler veya proteinlerin etkilerini araĢtıran ilgi çekici çalıĢmalar mevcuttur. ZnO-

Np‟ler de bu çalıĢmalarda ciddi ilgi çekmektedir. ZnO-Np sadece sağlık sektöründe 

değil, kozmetik, plastik, elektronik ve kimyasal süreçlerde de karĢımıza çıkmaktadır. 

ZnO-Np kanser ve tümör üzerine etkilerinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada kurkumin yüklü 

ZnO-Np (ZnO-PBA-Curcumin), MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinde oksidatif 

stres ve mitokondriyal hasara neden olarak apoptotik hücre ölümüne neden olmuĢtur 

[69]. Buna göre, ZnO-PBA-Curcumin, meme kanseri tedavisi için potansiyel bir tedavi 

yöntemini temsil edebilir sonucuna ulaĢıldı [69]. Kumar J ve arkadaĢlarının yapmıĢ 

olduğu baĢka bir çalıĢmada ise bir bitki türü olan Withaniasomnifera (WS) ekstratı ve 

Withaferin A (WA) takviyesinin deney ratlarında, ZnO-Np üzerindeki 

immünomodülatör ve koruyucu etkilerini araĢtırmıĢtır. ÇalıĢmada, hayvanlar 28 gün 

boyunca WS ve WA ile birlikte ZnO-Np'lere maruz bırakılmıĢ ve vücut ağırlığı, organ 

katsayısı, sitotoksisite, nitrik oksit (NO), toplam serum proteini, fagositoz ve TLR6 ve 

ARG genlerinin gen ekspresyon seviyeleri gibi çeĢitli parametreler kontrol edilmiĢtir. 

ÇalıĢma, fagositozda doza bağımlı azalmanın, TLR6'nın yukarı regülasyonu ile birlikte 

NO üretim seviyelerinde bir artıĢ olduğunu, ZnO-Np‟leri verildiğinde arginaz geninin 

anlamlı olduğunu göstermiĢtir. Bu sonuçlara göre ZnO-Np‟lerin verilen dozlara göre 

bitkilerin etkilerini artırdığı ancak dozun artırılmasıyla toksik etkiye neden olduğu 

saptanmıĢtır [70].  

 

ZnO-Np‟in rat bağırsaklarındaki mikrobiyota kısa yağ asitlerininin üretimi ve oksidatif 

stres üzerine etkilerinin araĢtırıldığı bir baĢka çalıĢma da 14 gün boyunca ratlara HAHp 

(3.0) / ZnO-Np uygulandı. DıĢkı numunelerinin yüksek verimli 16S ribozomal RNA 

gen sekanslaması, HAHp (3.0) / ZnO-Np‟lerin diĢi ratlarda Firmicute'leri arttırdığını ve 

Bacteriodetes bolluğunu azalttığını ortaya koydu. Bu sonuçlar, HAHp (3.0) / ZnO-

Np‟lerin bağırsak mikrobiyosunun güvenli bir düzenleyicisi olarak potansiyel 

uygulamalara sahip olabileceğini veya gıda ürünlerinde kullanılan bir antioksidan olarak 

kullanılabileceğini göstermiĢtir [71]. 
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Yapılan bir baĢka çalıĢma da Wistar albino türündeki ratlara 600 mg/kg ve 1 g/kg vücut 

ağırlığı olmak üzere günde iki kez ZnO-Np verildi. Burada amaç ZnO-Np‟in 

nefrotoksiteye karĢı koruyucu etkilerini tespit etmekti. Böbrek dokusu için 

histopatolojik inceleme yapıldı. Serum üre ve kreatinin düzeyleri de kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında ZnO-Np verilen ratlarda anlamlı olarak artmıĢtır. Ek olarak, böbrek 

dokularında enzimatik olmayan antioksidan indirgenmiĢ Glutatyon (GSH) belirgin bir 

azalma görülmüĢ ve serum glikoz seviyeleri artmıĢtır. Bu biyokimyasal bulgular, 

yüksek dozda ZnO-Np alan hayvanlarda çok sayıda böbrek glomerülünün atrofi ve 

parçalanma geçirdiğini gösteren, böbrek dokularının histopatolojik incelemesiyle 

desteklenmiĢtir. Bu etkilerin doza bağlı olduğu anlaĢıldı ayrıca ZnO-Np‟ler, oksidatif 

strese ve buna bağlı vasküler komplikasyonlara karĢı faydalı olduğunu da 

göstermektedir. Çünkü ZnO böbrekteki nefrotoksiteyi belirgin düzey de azaltmıĢtır [72].  

 

ZnO-Np‟in insan bedeninde enzimler, proteinler, DNA, kromozomlar, nükleotit ve 

diğer pek çok yapıyla etkileĢimi mevcuttur. SIRT proteinleri, enerji metabolizması ve 

yaĢlanmanın düzenlenmesinde önemli rol oynayan NAD
+
 bağımlı histon diasetilaz 

ailesidir. SIRT'lerin aktivasyonunun, lipit metabolizması ve antioksidanlar üzerinde 

yararlı etkileri olduğu ve bu proteinlerin aterogenezdeki rollerinin araĢtırılmasına yol 

açtığı görülmektedir. Her ne kadar klinik veriler sınırlı olsa da metformin ve resveratrol 

gibi SIRT aktivatörlerinin mevcudiyeti, SIRT'lerin insan aterosklerozunu önlemedeki 

rolünü daha iyi anlamak için araĢtırma yapmak için mükemmel bir fırsat sağladığı 

belirtilmiĢtir [73]. 

 

Muller ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmaya göre mitokondride yer alan SIRT3 

proteini, solunumla iliĢkili reaksiyonları etkiler. Mitokondriden SIRT3‟ün 

uzaklaĢtırılmasıyla mitokondriyal kompleks 3 inhibitörü asetilasyonu yüksek seviyelere 

ulaĢmıĢtır. Kompleks 3 reaktif oksijen türlerinin üretimini artırdığını bildirmiĢlerdir 

[74]. SIRT3 yine mitokondride bulunan diğer bir enzim olan PDH‟i diasetile ederek 

onun enzimatik aktivitesini arttırarak, piruvatın TCA döngüsüne katılmasını sağlar 

[2,4]. ÇalıĢmamızda immuno-boyama sonucu aldığımız sonuçlar ZnO-Np‟in PDH 

düzeylerinde bir miktar artmaya sebep olduğunu göstermiĢtir. Bu sonuçlar ZnO-Np‟in 
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kardiyomiyosit hücrelerde enerji üretimi üzerine yararlı etkilerinin olabileceğini 

önermektedir. 

 

Kim ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢma ise kanser ve SIRT3 proteinleri arasındaki iliĢki 

incelenmiĢtir. Normal (wild tip) SIRT3
+/+

 ve SIRT3 geni silinen ratlarda ve SIRT3
-/-

 

embriyonik fibroblast hücreleri (MEF) izole edilmiĢ ve hücre bölünme oranları 

karĢılaĢtırılmıĢtır. SIRT3 geninin silindiği ratlarda kanser hücrelerinde artıĢ olduğu 

görüldü [75]. 

 

Oksidatif stres üzerine bir araĢtırma yapan Santos ve arkadaĢları, SIRT1 proteinlerinin 

mevcut olduğu yapıya Zn verilmesi üzerine burada oluĢan bir anahtar kilit uyumu 

gördüler. Çinkonun SIRT1 proteinine bağlandığı yerler sarı renge dönüĢtü. Geri kalan 

kısımlar ise tortu olarak ayrıldı. Yapılan reaksiyon da çinkonun katalitik reaksiyonlara 

fayda sağladığı ancak yüksek konsantrasyonlarda kayıplara neden olduğunu tespit 

edilmiĢtir [76]. Tüm bu bilimsel araĢtırmalar SIRT ile ZnO arasında doğrudan bir iliĢki 

olabileceğini ortaya koymaktadır. 

 

Cu/Zn süperoksit dismutaz (SOD) enziminin bir kofaktörü olup, süperoksit radikalinin 

daha az zararlı O2 ve H2O2'ye ayrıĢmasını katalize eder, ardından katalaz (CAT) ve 

glutatyon peroksidaz (GPx) ile detoksifiye edilir. Aynı zamanda, NADPH oksidazları 

inhibe eder ve azalmıĢ ROS üretimine neden olur. Ayrıca, çinko, yüksek sistein içeriği 

nedeniyle mükemmel ROS temizleyicileri olan MTS'nin üretimini tetiklemektedir.  

Protein sülfhidrillerin çinko tarafından oksidasyona karĢı stabilizasyonu, çinkonun 

oksidatif iĢlemleri engellediği baĢka bir mekanizmadır. Çinko, doğrudan tiyol grubuna 

bağlanır, protein içindeki sülfhidril grubuna yakın bağlanarak sterik engel oluĢturur ve 

protein içerisinde konformasyonel değiĢikliklere yol açan diğer bölgelere bağlanır. 

Bütün bunlar sülfidrilin aktivitesinin azalmasına neden olur. Ayrıca, çinko, öncelikle 

Fenton reaksiyonları yoluyla serbest radikallerin oluĢumunu katalize eden bakır ve 

demir gibi redoks aktif geçiĢ metallerini antagonize eder. Bu geçiĢ metalleri, demir ve 

karbonhidratlar, DNA ve bakır için enzimler gibi nükleotidler, glikoz ve sitratlar gibi 

hücresel bileĢenlerle kompleksler oluĢturur [77]. Metal kompleksleĢtiğinde, tuzağa 

düĢüp H2O2 ile reaksiyona girer ve reaktif hidroksil radikali (HO) oluĢturur. Bu, lipid 
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peroksidasyonuna, DNA ve protein hasarına ve ardından ciddi doku hasarına yol açar. 

Çinko, bakır ve demirin yerini alabilir ve lokalize oksidatif hasarı azaltabilir. Sağlıklı 

insan süjelerin çinko desteği, plazmadaki oksidatif stres ile iliĢkili yan ürünler 

malondialdehit (MDA), 4-hidroksialkilenler (HAE) ve 8-hidroksideoksiguanini 

azaltmıĢtır. Bu etki, genç insanlara göre genellikle daha düĢük plazma çinko 

konsantrasyonuna sahip yaĢlı bireylerde de görülmüĢtür [77]. 

 

Yapılan bu çalıĢmada, kalp dokusu içerisinde yer alan SIRT3 ile farklı dozlardaki ZnO-

Np‟in etkileĢimi incelenmiĢtir. Mitokondride bulunan SIRT3 proteinleri, oksidatif 

stresin önüne geçerek antioksidan etki yaratma özelliğine sahiptirler. Mitokondri 

hücrede enerji olaylarının meydana geldiği yerdir. SIRT3 proteini birçok antioksidan 

genin aktivasyonunu artırarak oksidatif strese karĢı koruma meydana getirebildiği 

bildirilmiĢidir [8]. Mitokondri heterojendir ve temel olarak hücresel fonksiyonlara ve 

doku homeostazisine katkıda bulunur. Mitokondriyal fonksiyon bozukluğu genel hücre 

iĢlevini, doku hasarını ve hastalıkları tehlikeye atar. Mitokondri dinamikleri, 

biyoenerjetiği ve redoks homeostazı kardiyometabolik hastalıklardaki fonksiyonlarını 

anlamamıza yardımcı olur. Mitokondrinin iĢlevleri esasen matrislerindeki enzimlere 

dayanır. Kardiyovasküler hastalıklar son zamanlarda görülen ölümler arasında ilk 

sıralarda yer alır. Mitokondriyal olarak oluĢan bozuklukların çoğu kardiyovasküler 

sistemde sorunlara neden olur. Yapılan son çalıĢmalar, mitokondriyal NAD
+ 

bağımlı 

diasetilaz etkisi olan SIRT3 proteinlerinin mitokondriyal fonksiyonlar ve glukoz ve yağ 

asidi bozuklukları ile oksidatif stres üzerinde etkilerinin olduğunu ortaya koymuĢtur. 

[78,4]. Wu ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada, SIRT3 proteini kalp dokusunu 

koruduğuna ve glukoz ve lipid metabolizmasını düzenlediğine dair bulgular elde 

etmiĢlerdir. Ayrıca SIRT3 proteinlerinin kalbi metabolik bozukluklardan koruyan 

miyokard ATP seviyelerini de koruduğu sonucuna ulaĢtılar [78]. Son raporlar, SIRT3'ün 

çeĢitli kalp hastalıklarının korunmasında rol oynadığını göstermektedir. Bir baĢka 

çalıĢmada diyabet ile kalp hastalıkları arasındaki iliĢki araĢtırılmıĢtır. Diyabetik 

kardiyomiyopati diyabete bağlı bir kalp hastalığıdır ve mitokondriyal fonksiyonlarla 

iliĢkilidir [79]. Yapılan çalıĢmaya göre, erkek ratlara diyabete neden olan streptozotosin 

maddesi 50 mg/kg kullanılarak ratlar uyarıldı. Kan Ģekeri değerleri 200 mg/dL olan 

ratlar rastgele iki gruba ayrıldı. Ratlara insülin düĢürücü etken maddeler (resveratrol) 
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verildi ve oksidatif stres ve mitokondriyal parametreler değerlendirildi. Sekiz hafta 

sonunda diyabetik rat kalbi, kardiyak hücre  boyutunun azaldığını, oksidatif stresin 

arttığını ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda yer alan enzimlerin aktivitelerinin 

azaldığını gösterdi. Diyabetik kalpte SIRT3 ve mitokondriyal transkripsiyon faktörü 

(TFAM) ekspresyonu ve aktivitesi azaldı. Resveratrolün SIRT3‟ü aktive ettiğini, 

SIRT3‟ün diyabetik rat kalbinde hücresel büyüklüğü ile birlikte mitokondriyal 

fonksiyonu koruduğunu göstermektedir [79].   

 

Oksidatif stresin azaltılabilmesi için antioksidan savunma sisteminin desteklenmesi 

gerekmektedir. SIRT3 proteini antioksidan savunma sistemini destekleyen bir 

yapıdadır. Mitokondriyal SIRT‟ler, mitokondriyal enerji ve redoks metabolizmasını da 

düzenler ve kardiyovasküler homeostazda rol oynarlar. SIRT3'ün, normal mitokondriyal 

biyolojik fonksiyonun geri dönüĢümlü protein lizin diasetilasyonu yoluyla 

korunmasında kritik bir rol oynadığı gösterilmiĢtir. SIRT3, enerji metabolizması, reaktif 

oksijen türlerinin üretimi, elektron taĢıma zinciri akısı, mitokondriyal zar potansiyel 

bakımı ve mitokondriyal dinamiği gibi mitokondriyal biyolojik iĢlemlerde yer alan 

çeĢitli substratlara sahiptir. SIRT3‟ün baskılanmasıyla, mitokondrinin iĢlevsel 

eksiklikleri nedeniyle çeĢitli kardiyovasküler bozuklukların geliĢmesine katkıda 

bulunabilir. SIRT3‟ün aktivasyonu, mitokondriyal fonksiyonun iyileĢtirilmesi ve ilgili 

kardiyovasküler hastalıkların tedavisi için umut verici bir terapötik stratejiyi temsil 

edebilir. Elde edilen bu bilgilerden Ģu sonuca varılıyor ki SIRT3 oksidatif stres 

oluĢumuna karĢı mitokondrinin fizyolojik fonksiyonunu korumada çok önemli bir 

etkiye sahiptir [80,4] 

 

Tüm bu araĢtırmalar SIRT proteinlerinin kalp sağlığıyla iliĢkili olduğunu ve diğer 

organlarda mitokondriyal fonksiyonların etkinliğinde önemli rol oynadığını gösterir. 

Yapılan bu çalıĢmada elde edilen verilere göre, kontrol grubunda, hem çekirdek hem de 

sitoplazmada SIRT3 immun-reaktivitesi mevcut olduğu görülmüĢtür. 100 mg/kg ZnO 

verilen ratların doku incelenmesi yapıldığında, SIRT3 protein ifadesini gösteren 

kahverengi boyama bölgelerinin kontrol grubuna oranla arttığı ve boyamanın hem 

çekirdekte hem de sitoplazma da mevcut olduğu görülmüĢtür. 300 mg/kg ZnO verilen 

ratların doku incelemesinde ise kahverengi bölgelerin yine hem çekirdekte hem de 
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sitoplazma da mevcut olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. Ancak doz artırımıyla birlikte 600 

mg/kg ZnO verilen ratlardan alınan doku örneklerinin mikroskobik incelemesinde 

kahverengi lekelenmelerin sitoplazma da mevcut olmadığı ve SIRT3 proteinlerinin 

çekirdek bölgesine doğru hareket ettiği ve az da olsa çekirdekte birikmeler olduğu 

saptanmıĢtır. Burada SIRT3 proteinlerinin hücresel stresten kaynaklı olarak mitokondri 

içinden çekirdeğe doğru gittiği düĢünülmektedir. SIRT3‟ün çekirdekte bulunması, onun 

asetile bazı histon proteinleri diasetile etme özelliği gösterdiği düĢünülmektedir [81,72]. 

SIRT3„ün çekirdekteki rolünün hücresel stresle iliĢkili olabileceği ve nükleer kodlanmıĢ 

bazı mitokondriyal genlerin ifadelerinin düzenlemesi ile açıklanmıĢtır [81,72]. SIRT3 

ifadesini gösteren kahverengi renklerin kontrol gruplarda dozlara göre farklılık 

göstermesi sebebiyle ZnO-Np 300 mg/kg dozajında kullanıldığında SIRT3 

proteinlerinin miktarını artırarak kalp dokusunu koruyucu bir etkiye sahip olabileceğini 

düĢünmekteyiz. Ancak, 600 mg/kg‟dan daha yüksek dozlar verildiğinde, çekirdek ve 

sitoplazmada kahverengi lekelerin azalması, ZnO-Np‟ın kardiyomiyosit hücrelerinde bir 

toksik etki yaratmıĢ olabileceğini düĢündürmektedir.  

 

Sonuç olarak, ZnO dozunun uygun olarak kullanılması ile SIRT3 proteinlerinde görülen 

artıĢla birlikle kalp sağlığının korunabileceği, yine uygun dozlardaki ZnO-Np‟lerin 

PDH‟ı da etkileyerek kalp hastalıkları gibi durumların tedavisinde etkili bir rol 

oynayabileceği kanısındayız.  
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