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OZET
(Yiiksek Lisans Tezi)

CINKO OKSIT NANOPARTIKULLERININ RAT KALP DOKUSUNDAKI SIRT3
PROTEIN EXPRESYONU UZERINE ETKiSININ ARASTIRILMASI

Nursu DENiZ CEVIK

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Ozkan OZDEN

Yapilan bu arastirmada ¢inko oksit nanopartikiilleri (ZnO-Np) verilmis olan albino 1rki
ratlarda SIRT3 ve piruvat dehidrogenaz (PDH) enzimlerinin  diizeyleri
immiinohistokimyasal olarak arastirilmasi hedeflendi. Calismada, Wistar albino irkinda
erkek ratlar kullanildi. Her grupta sekiz rat bulunacak sekilde dort grup olusturuldu ve
14 giin boyunca ratlara ZnO-Np verildi. Bunlar; oncelikle ilk grup kontrol grubu olarak
se¢ildi ve doz uygulamasi yapilmadi, Il. gruptaki ratlara 100 mg/kg ZnO-Np oral
gavinaj ile uygulandi, III. gruptaki ratlara 300 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile uygulandi,
IV. gruptaki ratlara ise 600 mg/kg ZnO-Np uygulandi. Yapilan bu doz uygulamasi
ardindan hayvanlardan kalp dokular1 alindi ve SIRT3 ve PDH enziminin hiicre igi

yerlesimleri immiinoboyama teknigiyle belirlendi.

Yapilan calismada ZnO-Np’in konsantrasyon miktarinin degistirilmesiyle SIRT3 ve
PDH enzimi miktarlarinda artig veya azalmalar oldugu, buna ilaveten 600 mg/kg verilen
ratlardaki SIRT3 proteinlerinin ¢ekirdekten sitoplazmaya dogru hareket ettigi
saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler; Cinko oksit, Sirtuin, SIRT3, Piriivat dehidrojenaz enzimi,
Kardiyovaskiiler sistem.

2019, 74 Sayfa



ABSTRACT

(M. Sc. Thesis)

THE EFFECT OF ZINC OXIDE NANOPARTICULES (ZnO-Np) ON THE
PROTEIN EXPRESSION OF SIRT3 IN THE RAT HEART TISSUE

Nursu DENIZ CEVIK

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Bioengineering

Supervisor: Dog. Dr. Ozkan OZDEN

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 Il were administered with 100 mg/kg ZnO-Np oral gavinage, rats
in group 111 were administered with 300 mg/kg ZnO-Np via oral gavage, and in rats in
group 1V, 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.
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RNA : Ribo niileik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SIRT : Sirtuin proteini

TATA : Kutu baglayici protein

TEM : Trasmisyon elektron mikroskobu
TNF-o : Tumor nekroz faktorii

XRD : X 1smi Kirmim cihazi

ug : Mikrogram



1.GENEL BILGILER

1.1.Giris

Giliniimiiz diinyasinda tip ve kimya alanlarinda c¢esitli ¢aligmalar kanser, kalp-damar
hastaliklari, diyabet gibi tedavisi zor ve uzun siirecler gerektiren hastaliklar {izerine
yogunlasmistir. Hastaliklarin tedavisinde son yillarda biyoteknolojik yollarla {iretilen

modifiye edilmis enzim ve proteinler ciddi rol oynamaktadir [1].

Metabolizma iizerinde etkinligi tartisilmaz olan hiicre i¢i organellerden olan mitokondri,
hiicrelerin yasamsal fonksiyonlar1 etkilemesinde belirleyici bir role sahiptir.
Metabolizma ve enerji tliretiminde rol oynayan mitokondrilerde bulunan sirtiiin (SIRT)
proteinlerinin  bu organelde bulunan diger bircok enzimin fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli islevleri oldugu rapor edilmistir. SIRT protein ailesinin bir
iyesi olan SIRT3, piruvat dehidrogenazin (PDH) bilinen bir aktivatoriidiir ve piruvatin
TCA dongiisiine katilmasini saglar. SIRT3'in timor olusumunu engelleyici bir
fonksiyona sahip oldugu gosterilmistir ve piruvat dehidrogenaz aktivitesini artirarak
Warburg etkisini azalttigi ve hiicre boliinmesini yavaslattigi gosterilmistir [2]. SIRTS3,
agirlikli olarak mitokondride lokalizedir, ancak ayni zamanda, etoposide ve UV
kaynaklit DNA hasarima bagh olarak niikleer bir NAD" bagimli histon diasetilaz oldugu
da bildirilmistir [3]. SIRT3 ayrica, mtDNA onarimini kolaylastirir [4]. Mitokondriyal
zar bitiinliigiinii korur [5,6,10] ve gevresel strese karsi hiicre direncinin arttirilmasini

saglar [7-10].

Son yillarda yapilan calismalar, cesitli nanopartikiillerin mitokondri de bulunan
enzimleri aktive/inaktive etme potansiyeli olabilecegini ve hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegini gostermistir [11]. Yapilan bu ¢alismada, ZnO-Np’in SIRT3 ve PDH
enzim diizeyleri lizerine etkileri arastirilmig, ¢alisma yontemi olarak immiinohistokimya
kullanilmistir. Elde edilen verilere gore, ZnO-Np’lerin uygun dozlarda kullanilmasiyla,
SIRT3 ve PDH enzim miktarlarinin degismesinin yanisira, hiicre i¢i yerlesimlerinde de

degisimlere sebep oldugu belirlenmistir.



1.2. ZnO ve Ozellikleri

Zn0O dogada iki farkli halde bulunan ¢inko (Zn) ve oksijenin (O) bir araya gelmesi ile
olusan yari iletken malzemedir. Wurtize veya kaya tuzu kristali seklinde iki farkli
yapida bulunabilen ZnO, dogada genellikle altigen wurtize 6zelligi tasiyan hali ile elde
edilmektedir. Nano Ozellik tasityan ZnO, fotonik, elektronik, spintronik ve optik
alanlarinda yiiksek verimlilik saglamasi yonii dolayisiyla belirginlesmektedir. Manyetik
ozellik tasiyan gegis metal (TM) iyonlarinin az miktarda ZnO’ya katildig1 hallerde ise
eldeki yapmin seyreltik 6zellikteki manyetik yari iletken (DMS) tlire dogru revize
oldugu anlasilmistir. ZnO kimyasal cetvelde bulunan bir¢ok grup ile ¢alisabilme 6zelligi

tasimaktadir [11].

Geride birakilan gelisme donemi iginde kullanim sikligi yiikselen ZnO’in farkli
metotlarla eldesi miimkiindiir. Bu metotlarin baslicalar1 sunlardir;

e Hidrotermal,

e Kimyasal ¢oktiirme,

e Termal ayrigma

e Kimyasal buhar biriktirme

e Elektrokimyasal ¢oktiirme,

e Pechini,

e Sol-jel seklinde siralanabilir [12,].

Gecis metalleri arasinda yer alan ve 2B grubu olarak bilinen D blogundaki Zn ile
ametaller grubundaki (6A grubu) O’nun birlesimi olarak ortaya ¢ikan ZnO tasidigi
bir¢ok farkli 6zellik ile taninmaktadir. ZnO nanopargacik arayiizlerinin bilesimindeki ve
yapisindaki degisiklikler, malzemelerin optoelektronik ozellikleri iizerinde 6nemli bir

etkiye sahiptir. [12,1]

Zn0O, tipik sp3 hibritlesmesi olusturan kovalent tetrahedral baglar sayesinde polar-
simetrik bir yap1 ozelligi gosterir. Bunun yani sira IVA grubu elementlerinin birbirine
benzeyen bir baglant1 sekliyle tlimiiyle kovalent baglanma 6zelligi tasimalarina ragmen
bilesik halindeki bag yapilarinda tamamen kovalent bag durumu gostermezler. Yari

iletkenler grubunda yer alan ZnO, yapisinda iyonik bag bulundurur [13].



Sekil 1.1: ZnO ve hegzagonal wiirtzit yap1 [13,12].

Zn0, sekil 1.1°de goriilecegi lizere hegzagonal wiirtzit yapida tasimaktadir ve kiibik
kaya tuzu ile ¢inko blend big¢imi kristalizasyona ugramaktadir. Bir bagka deyisle 2B ve
6A grubu bilesikleri genel anlamda ii¢ farkli yapida ortaya c¢ikar. Bu yapilardan ilki Zn
blend, digeri kiibik ve sonuncusu da hegzagonal wiirtzit yap1 seklinde bilinmektedir.
Sekil 1.1°de resmedilmis ve ZnO bilesiginin gosterildigi hegzagonal wiirtzit yap1 i¢in
durum analizi yapilirsa; toplamda 6 farkli boliimde yerlesmis siyah kiireler, O ve dort
farkli bolimde yerlesen gri renkli kiireler Zn’ye ait atomlarin temsilidir. Yiiksek
kararlilikta olan ve dogada hegzagonal birim hiicresi 6zelligi tasiyan bu yapiya ek

olarak a ve ¢ seklinde iki 6rgii parametresi de bulunmaktadir [13].

Yar iletken olarak taninan ZnO, ancak bilesigin ortaya ¢ikisi sirasinda herhangi bir hata
olmadan olusturulma ihtimali gergeklesirse (dislokasyon, tane sinirlari, vb.) yalitkan
ozellik tastyabilecektir. Mevcut olusumunda n-tipi yar1 iletken olarak o6zellik
gostermektedir. Bunun sebebi ise yapisinda tasidigi stokiyometrik bozukluk olarak
Ozetlenebilir. Kusursuz tiretimin hayata gecirilmesine gosterge olarak her bir metrekiipte
dort elektron tasimasi gosterilebilir ki bu durumda ZnO yalitkan 6zellik tastyacaktir.
Buna karsin birlesim sirasinda, ZnO’nun yapisindaki O bosluklar1 veya ara yer
konumundaki Zn iyonlar1 ZnO yapisinda bozulmaya neden olup (stokiyometri) mevcut

haline erigsmesine yardimci olmaktadir [14].



Zn0 islemden gecirildigi esnada, renksiz altigen kristal yapida veya beyaz renkte bir toz
olusturmaktadir. Isitildig1 sirada ve ardindan soguduktan sonra tekrar tekrar beyaza
doniiserek son olarak limon sarisi rengi alir. ZnO, 5,61 g/cm? yogunluktadir. 1300 °C'de
ve lizerinde buharlasir ve 1800 °C’lik bir sicakliga ulastigi durumda yiiceltilir. Bu
nedenle de hicbir sivi eriyik bulundurmaz ancak katidan gaz haline dogrudan gegis

durumu olusabilmektedir [14,1].

ZnO maddesi, imalatinda alternatifsiz bir yer tuttugu piezo-elektrik doniistiiriicii, seffaf
iletken oksitler, sensorler, 151k diyotlar1 ve optoelektronik veya spintronik bilesenler gibi
bircok farkli {iriin giiniimiiz yasantisinda yer alan {iriinlerin ana bilesenini
olusturmaktadir. Ayrica ZnO bazl yar iletkenler, mavi 151k yayan diyotlarin, siv1 kristal
ekranlarin, varistorlerin ve ince film giines pillerinin i¢inde bulunan seffaf iletken
tabakalarin imalatinda da yer alirlar. Nanopartikiiler ZnO, 1s1k spektrumunun goriiniir
araliginda saydamdir ve giinesin UV-B ve ozellikle UV-A 1sinlarina karsi fiziksel bir
filtre gorevi goriir. Ultraviyole iginlarinin absorbe edildigi ve kiiciik aynalar gibi
yansitildigr gercegi, giines kremlerinde fiziksel bir UV filtresi olarak ¢inko oksidin
kullanilmasin ilging hale getirmektedir. Fiziksel UV filtreleri, giines koruyucularda
agirlikli olarak giines koruma faktorleri ile 25'in lizerinde kullanilabilmektedir. Alerjiyi
tetikleyen kimyasal UV filtrelerin aksine, fiziksel filtreler ¢ocuklarin ve alerjiklerin
hassas ciltlerine uygulama i¢in uygundur. Kimyasal UV filtreleri, UV radyasyonu emer

ve 1s1ya doniistirmektedir [15].

Nanometre boyutundaki tozlar seklinde iken kendiliginden tutusmayacaklari bilinen
ZnO’lerin bir ates ya da tahrik kaynaginin da etkimesi ile ZnO ve hava (toz) karisimi
yanict bir noktaya gelmeyecektir, dolayisiyla toz patlamasi olasiligi bulunmamaktadir

[15].

1.2.1. ZnO’in Olusum ve Uretimi

ZnO dogada iri taneli mineraller seklinde bulunmaktadir. Teknik anlamda, Zn veya Zn

buharinin atmosferik oksijenle (¢inko beyazi) oksidasyonu sonrasinda veya c¢inko



hidroksit, ¢inko karbonat veya c¢inko nitrat gibi farkli bilesenler ile kalsinasyonu
sonucunda elde edilebilmektedir. Teknik ZnO’ler genellikle kursun icermektedirler
[16].

Sekil 1.2: ZnO kristal yapilarin gosterimi: a) Kiibik kayatuzu, b) Kiibik ¢inko siilfit, c)
Hegzagonal wiirtzit (Gri kiireler Zn, siyah kiireler ise O atomlarin1 ifade etmektedir)
[17].

Zn0O, 2A grubu metalik Zn’in bir oksidi olarak tanimlanir. Piezoelektrik olma, yar1
iletkenlik ve optik olma 6zelliklerini (mordtesi absorplama, diisiik kirinim indisi gibi)
bir arada gosterebilmesi ile bilinen nadir malzemeler arasindadir. Tablo 1.2’de ZnO’in
temel fiziksel 6zellikleri gosterilmistir [17]. II ve VI grubu ikili bilesik yari iletkenlerin,
wiirtzit yapida kristalize oldugu bilinmektedir. Bu yap1 kovalent bagli sp3’tiir ancak bu
malzemeler diger yandan giiglii iyonik karakter gostermektedirler. ZnO’nun iyonikligi,
aralarinda kimyasal baglar bulunan yariiletkenler ig¢inde II-VI grubu bilesigi yari
iletkenidir. ZnO’nun kristal yapis1 Sekil 1.2°de gosterildigi gibi wiirtzit (a), ¢inkosiilfit
(zincblende) (b) ve kayatuzu (c)’dur. ZnO c¢evre sartlarinda termodinamik olarak kararl
hali olan wiirtzit fazindadir. ZnO’in 300 Kelvin de latis parametreleri asagidaki sekilde
belirtildigi gibi a = 0.32495 nanometre ve ¢ = 0.52069 nanometredir. Bu yap1
incelendiginde ZnO’in 1.602 oranla ideal sik1 paket hekzagonal yapisindadir [16,17].



Tablo 1.2: ZnO’in temel fiziksel 6zellikleri [17,18].

FiZIKSEL OZELLIKLER
Latis sabitleri (T=300 K)
ao 0,32469 nm
Co 0,52069 nm
Yogunluk 5,606 g/cm®
Ergime noktasi 2248 K
Dielektrik sabiti 8,66
Enerji boslugu 3,37 eV
Tastyic1 konsatrasyonu <10° cm™
Uyarim(aktivasyon) enerjisi 60 meV
Etkin elektron kiitlesi 0,24
Elektron hareketliligi (T=300 K) 200 cm*/V. s
Bosluk hareketliligi (T=300 K) 5-50 cm*/V. s

Zn0 eldesi sirasinda kullanilan yontemlerden birinde firinlarda ¢inko buharinin oksidize
edilmesi One c¢ikmaktadir. Cinko buharinin konsantrasyonu ve havanin akis hizi
firinlarda tretilen ZnO’in partikiil boyutunlarinda ve seklinde belirleyici rol alir. Bu
haliyle genel olarak iki farkli metot kullanilmaktadir:

1) Amerikan Prosesi

2) Fransiz Prosesi

Fransiz Prosesi’ne bakildiginda, ¢inko metali genis konteynerlerde 1sitilarak
buharlastiriimakta ve buhar 6zel yanma odalarina yonlendirilmekte oldugu, odalarda
yakilarak ZnO iiretildigi goriilmektedir. Amerikan Prosesi incelendiginde ise, oksidize

edilmis siilfit cevhernin antrasit komiirii araciligyla karistirilarak Wetherill tipi biiyiik



ocaklarda yakildig1 goriilmektedir. Partikiil boyutu reaksiyon kosullarina, 6rnegin
sicakliga baglidir. Bunun yaninda havanin ve ¢inko buharmin akis hizi, tozun pargacik
boyutu dagilimin etkiler. Komiir ve kismi yanma trtinleri, 6zellikle karbon monoksit,
metalik ¢inkoyu indirgeyerek, buharlagsmay1 saglamaktadir. Buhar ve komiirden ¢ikan
gazlar kontrollii sartlar altinda yakilmakta ve ZnO olusturulmaktadir. Bu proseslere ek
olarak kullanimi az olmakla birlikte 1slak kimyasal proses ve hurda metallerden ZnO

tiretimi bulunmaktadir [19].

Amerikan Prosesi ile iretilmis ZnO’ler siilfirlii bilesikler igerebilir ve bunlarin
giderilmesi siireci oldukga =zor siireglerdir. Cinko cevherinin direkt olarak
oksitlendirilmesi yontemi ile ZnO iiretiminin saglandigi Amerikan Prosesi, 1851 yilinda
gelistirilmistir. Amerikan Prosesi ile iiretilen ZnO, direkt proses olarak da bilinmektedir.
Cinko cevherinden, komiiriin ve kismi yanma friinlerinin varliginda indirgenmesi
sonucunda elde edilen ¢inko buharmin oksitlendirilmesiyle sonuca ulasilir. Amerikan
Prosesi ile ZnO firetiminin yapildig: ilk yillarda oksitlenmis ¢inko cevherleri (kalamin)
veya kavrulmus siilfit konsantreleri kullanilmaktaydi. Gelisen teknikler ve teknoloji ile
birlikte rafine edilmis oksitlerden, ¢inko karbonat ve diger ¢inko hammaddelerinden,
yakilmis lastik kalintilarindan ZnO iiretilmektedir. ~ Amerikan Prosesi iiretim
asamasinda ZnO hammaddeleri komiirle karistirilmakta ve doner firinda, 1sitilmis gaz
icerisinde eritilip oksitlendirilmektedir. Olusan ZnO tozlar1 ve kat1 atiklar1 barindiran bir

toz tutucuya gonderilmektedir ve temizlenmis halde depolanmaktadir [19,13].

ZnO’in Uretim sahasinda laboratuvar olgekli ¢alismalarin yogunlugu oldukea yiiksektir.
Farkli boyut ve morfoloji de elde edilebilen ZnO’in ¢ok fazla uygulama alani
bulunmaktadir. Bu sebeple de bir¢ok tiretim metodu gelistirilmistir. Sol-jel yontemi,
coktiirme  yontemi, hidrotermal yontem, solokimyasal, sonokimyasal ve
mekanokimyasal yontem ZnO {iretim yontemlerinin basta gelenleri olarak bilinmektedir

[19,18].



1.2.2. Piezoelektrik Ozellikler

Zn0 yapisinda bulunan en 6énemli 6zelliklerin basinda piezoelektrik etki sayilmaktadir
Ki bunun basing hissetme, akustik dalga, baz1 modiilatérlerin olusumu gibi degiskenlik
gosteren ¢aligma segmentlerinde genis bir sekilde incelenme altindadir ve hala bu

alanda uygulama 6rnekleri goriilebilmektedir [19].

ZnO’in yapisinda yer alan piezoelektrik davranis incelendiginde, davranisin ¢inko ve
oksijen atomlar1 arasinda tetrahedral yapida baglanma olustugu ve bu durumun ortaya
koydugu kristal yapmin belirtilen etkiyi yarattigi anlasilmaktadir. Bu ve buna benzer
merkezi simetri 6zelligi gostermeyen kristal yapilarda (+) ve (-) yiikk merkezleri, disinda
basing kaynakli latis deformasyonlar1 sonucunda degistirilebilmektedir. Burada olusan
hasar kutuplarin farkli bélgelerde yogunlasmasi sonucunu verirken, makroskopik dipol
momentler olusur. Farkli ZnO yapilarinin piezoelektrik yapilarmin incelenmesi
gelecekte gelistirilmesi  potansiyel nano-elektromekanik —sistemlerin  olusumu

bakimindan 6nem arz eder [20].

Yapilan bir ¢alismada ZnO nano-kemerin {izerinde piezoelektrik davranist AFM ile
incelenmis, sonuglart incelendiginde ZnO nano-kemer yapisinin etkin piezoelektrik
sabitinin hacimsel (bulk) ZnO’dan ¢ok daha fazla olmasi sonucuna ulagilmistir.
Hacimsel ZnO’in piezoelektrik sabiti 9.93 pm/V olarak dl¢iilmekteyken, benzer frekans
degerlerinde yer alan ZnO nano-kemerin piezoelektrik sabiti 14.3-26.7 pm/V olarak
farklilik gostermektedir [20].

ZnO yapilarinda goriilen elektriksel ozellikler, gelecek donemde nanoelektronik
alaninda yasanacak uygulamalar i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Elektriksel gecirgenlik
ZnO’in fiziksel yapisina bagli olarak, drnegin nanotel, nano ¢ubuk olmasi durumuna
bagli halde degiskenlikler gosterebilir. Yani ZnO elektriksel anlamda yalitkanliktan
iletkenlige kadar ¢ok farkli 6zellikler ortaya koyabilecek nitelikte bir malzemedir [21].

ZnO’nun dogrusal olmayan akim-voltaj (I-V) ozelliginin kesfi ilk defa Matsuoka

tarafindan 1968 yilinda yapilmistir. Bu durumfarklilik goésteren voltaj degerlerine



ragmen olusan akim degerindeki malzemenin direncindeki degisimle ilgilidir. Varistor
etkisi olarak isimlendirilen bu 6zellik bulundugundan beri yaygin olarak kullanilan
elektronik devreler, voltaj degisimleri durumuna karsi ZnO varistorlerin etkisiyle
korumaya alinabilmektedir. Kristalin elektriksel direnci iyonik bagli a-yoniinde 3 cm

olarak bulunurken, kovalent bagli c-yoniinde 8.1cm olarak dl¢tilmiistiir [20,21].

1.2.3. ZnO’un Optik Ozellikleri

Zn0O, 3.37 eV’ luk bir bant araligmma ve 60 meV gibi GaN (25 meV) ile kars1 karsiya
getirildiginde ¢ok daha fazla bir aktivasyon enerjisi tasimaktadirlar. Bu sebeple ZnO,
kiigiik miktarda enerji harcamasi sonrasit gii¢lii bir emisyon degeri olusturmasi
nedeniyle mavi-mordtesi 1s1k diizeyinde kullanilan fotonik malzemeler igerisinde
onemli bir yeri vardir. Ayrica genis band arali1 6zelligi nedeniyle gilinesten gelen
morétesi 1ginlarini absorbe etmek igin de ¢ok uygun bir malzemedir. ZnO yiiksek
kirmim indisine sahiptir. EImas malzemesinden sonra gelen bu kirinim indisi degeri
sebebiyle beyazlagtiran pigmentler ve kozmetik uygulamalarda morétesi koruyucular

icerisinde 6nemli bir kullanim alanina sahiptir [22].

1.2.4. ZnO’in Endiistriyel Uygulamalari

Zn0, teknik firtinler, kozmetik iirlinler ve farmasotik kullanimlar gibi bir¢ok alanda
olduk¢a genis ve ¢ok yonlii kullanim alanimna sahiptir. Giiniimiizde ZnO’in en yogun
kullanildig1 alanlarin baginda kauguk endiistrisi gelmektedir. Katki maddesi olarak
kullanildig1 durumda, lastik iiretiminde kullanilan kaugukta vulkanizasyon siirecini
tesvik etmektedir. Bunun yani sira yiiksek iletkenlik 6zelligi, lastikler ¢alkalandig:
esnada olusan 1sinin giderilmesinde rol alir. Cimento malzemesine eklendigi hallerde
ise, ZnO su direncinin artirtlmasinda gorev alir ve islem siiresinin uzamasina neden
olur. Cinko tozu ve “cinko beyazi” da yiizey aktif maddeler ve diizgiinlesen ¢imentolar
gibi iriinlerde gézenek dolgu maddesi olarak ve gri, beyaz duvarlarda veya sanatci

boyalari olarak kullanilmakta ve kulanim alanini her gecen giin genisletmektedir [23].

ZnO nano tanecikleri, UV-A ve UV-B koruma ozellikleri ile daha oOnce agiklanan

seffaflik, antibakteriyel ve fungistatik etkileriyle karakterize edildiklerinden, ayni



zamanda tekstil iirlinlerinde, ahsap iirtinlerde, mobilyalar sektorii i¢in seffaf verniklerin
eldesinde ve seffaf plastiklerin imalatinda da kullanilirlar. Ayrica gorlinlir spektral
araliginda ytiksek bir seffaflik (>%90 iletim) ve 360 nm’nin altindaki dalga boylar1 i¢in
UV gegirgenligi (<%210 transmisyon) ile karakterize edilir [24].

Tiim bu 06zelliklerinin yaninda kimya endiistrisinde katalizoér goérevinde kullanilabilen
Zn0O, kozmetik iiriinlerin imalatinda kilit unsur olarak gérev almaktadir. ZnO, demir
bazli malzemeler ile birlikte antiseptik ve biiziicii ¢inko tuzlarina doniismektedirler. Bu
Ozelligi nedeniyle ila¢ endiistrisi tarafindan ¢inko merhemleri, ¢inko macunlari,
yapigkan bantlar ile cilt ve yara tedavisi i¢in iiretilen bandajlarin imalati i¢in yogun bir

kullanim sahasina sahiptir [25,23].

Gilines kremlerinin imalatinda kullanilmakta olan ZnO partikiilleri boyut olarak 20 ila
60 nm arasindadir. Eklenmeden 6nce, silisyum ya da aliiminyum oksit ile bu kiigiik
ZnO-Np kaplanir. Daha sonra 200-500 nm biiyiikligiindeki agregalar halinde birlesirler.
Endiistride yiiriitiilen calismalarin ve AB Nano Derm projesinin kapsami dahilinde
yiiriitiilmiis olan bagimsiz ¢aligmalarda, giines koruyucu iiriinler i¢inde bulunan bu tiir
partikiillerin cilt saghigina yonelik olumsuz bir etki gostermedigini, dolayisiyla

tiiketicilerin saglhigina zarari olmadigi belirlenmistir [25].

1.3. ZnO’nun Saghk Uzerindeki Etkileri
1.3.1. ZnO’in Antibakteriyel Etkisi

ZnO ile ilgili yapilan ilk bilimsel c¢aligmalar antibakteriyel etkiler {izerine
gerceklestirilmistir. ZnO’in E. coli iizerinde yarattigi bu bakteriyel 6zellik etkisi ve
H,02’in bu antibakteriyel etki mekanizmasinda yer alan 6zelliklerini irdelemislerdir.
Calismaya gore ZnO ve H,O, maddelerinin uygulanist farkli konsantrasyonlarda, farkli
stirelerde yapilmasi 6ngoriilmiis olup H,O, konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
oldiirme etkisinin de yiikselise gectigi, deney sonucunda ZnO ve H,0O;’in benzer etkiler
olusturdugu bildirilmistir. ZnO’in sahip oldugu antibakteriyel etkinin H,O, iiretme
mekanizmas1 kaynakli oldugu diisiincesini dogrulamaktadir. ZnO’un bakteri hiicre

membranina niifuz ettigi anda H,O; iiretiminin bagladig1 belirlenmistir [26].
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Zhang ve arkadaslari, ZnO-Np’in ZnCl, ve H,0; esliginde yarattigi antibakteriyel etki
iizerinde durmuslardir. 1,25x10° M konsantrasyonda olan ZnO siispansiyonu bakteri
koloni sayisinda bir azalmaya neden olurken ZnCl, antibakteriyel etki yaratmadigi ve

H,0; ise bakteri sayisinda %100 azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. [27].

Yamamoto, farkli biiylikliikteki ZnO-Np’in E. coli ve S. aureus bakterilerindeki
etkilerini arastirmistir. Sonug olarak partikiil biiylikligi azaldik¢a antibakteriyel
aktivitenin arttigin1 bildirmislerdir. Bunun nedeni de partikiil biyikligi diistiikce
mikroorganizmalarla temas halinde bulunan ZnO yiizey alaninin artmasi olarak agikliga
kavusturulmustur. Ayn1 sekilde ZnO yiizeyi kullanilarak olusturulan H,O, miktarinin da
dogru orantili olarak ¢ogalmasiyla agiklanmistir. ZnO partikiil bityiikliigiiniin etkisinin
S. aureus tiizerinde daha kii¢iik miktarda oldugu saptanmistir. Bunun sebebi de iki
bakteri tiirii hiicre ylizeyindeki kimyasal kompozisyonun ve yapilarin farkli olmasina
baglanmustir. E. coli bakterisi hiicresinde lipid A, lipopolisakkarit ve peptidoglukandan
olusan tigkatman bulunurken S. aureus hiicre yiizeyinde sadece peptido glukan tabakasi
yer almaktadir [28].

Bir bagka arastirma da 700 °C’de bir saat boyunca Fransiz Prosesi ile olusturulmus 800
nm boyutundaki ZnO-Np’in E. coli bakterisine karsin antibakteriyel etki faktori
incelemislerdir. ZnO konsantrasyonu artisina bagli olarak bakteri inhibisyonunun da

arttig1 belirlenmistir [29].

Alan emisyon taramali elektron mikroskobu olan FESEM de ZnO-Np’in hiicre icerisine
islemedigi ancak bakteriyel biiylimenin inhibe oldugu sonucuna ulasilmistir. Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROS) iiretimi ile ZnO’in antibakteriyel etkisinin dogrudan baglantili
oldugu belirlenmistir. ZNO-Np’in gosterdigi toksik etkinin sadece mikroorganizmalar
ile smirl oldugu, gida giivenligi g¢ergevesinde de kullanilabilir durumda oldugu

goriilmiistiir [30].

Dutta ve arkadaslari, Gram-negatif tirti bir bakteri olan E. coli bakterisine 1slak

kimyasal yontemle elde edilmis tiyogliserol (TG) eklenmis ZnO’in antibakteriyel etki
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faktorlinti arastirmiglardir. ZnO ve TG katkisi yapilmig ZnO 8-55 mg/100 mL olacak
sekilde uygulama yapilmistir. Histidin antioksidani esliginde iretilen ZnO-Np’in
antibakteriyel etkisi incelenerek bu etkinin ROS’la iliskisi arastirilmistir. Histidin,
hidroksilin radikalleri ve serbest oksijen temizleyicisi olmasi ve antibakteriyel etki
gostermesi bilinen 6zelliklerdendir. Yapilan calismalar neticesinde histidin miktarinin

azaligina bagli olarak antibakteriyel etkinin de artis gosterdigi bildirilmistir [30].

1.3.2. ZnO Partikiil Ozelliklerinin Antibakteriyel Aktiviteye EtkKisi
Yapilan caligmalarda 1400 °C’de 3 saat siire ile ezilen ZnO materyalinin farkli partikiil
biyiikliiklerinin E. coli ve S. aureus iizerindeki antibakteriyel etkisi irdelenmistir.

Partikiil biiyiikliigii azalmasina bagli olarak antibakteriyel aktivitenin artti§i sonucuna

ulagilmistir [31,28].

Jalal ve arkadaslar1 gliserol igerisine disperse edilerek hazirlanmis ZnO nano
akigskaninin E. coli tizerindeki antibakteriyel etkisini incelemislerdir. Konsantrasyon ve
uygulama siiresi arttikca kullanilan ZnO’in ¢ok iyi bir antibakteriyel ajan oldugu
amonyum sitrat da antibakteriyel etkiyi destekleyici 6zellige sahip oldugu bildirilmistir
[31,29].

Yapilan bagka bir ¢aligmada, ZnO’in partikiil bityiikliigli ve konsantrasyonunun ZnO’in
sahip oldugu antibakteriyel aktivitesinin tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Calismada
hedef mikroorganizma olarak E. coli segilmis, yapilan deneyler ZnO partikiil
konsantrasyonu arttik¢a antibakteriyel aktivitenin arttigini, partikiil biiyiikliigii arttikca
antibakteriyel aktivitenin azaldigini gostermis en fazla partikiil biiyiikliigiine sahip ZnO
(2417 nm) kullanildiginda antibakteriyel aktivitenin yok denecek kadar az oldugu
bildirilmistir [32,27].

1.3.3. Antibakteriyel Uygulamalar

Selvam ve Sundrarajan, Poly-N-vinyl-2-pyrrolidone (PVP) ve ZnO ile kaplanmis
pamuklu kumaslarda bu maddelerin antibakteriyel etkisi iizerinde ¢alismislardir. Bu
calisma da i¢in elde edilen ZnO, kimyasal ¢oktiirme metodu ile iiretilmistir. Bu ZnO,

pamuklu kumaslara pad-dry-cure yontemi ile kaplanmistir. Pad-dry-cure yontemi,
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emdirme-kurutma-kondenzasyon sirasiyla yapilan bir kumas yontemidir. Antibakteriyel
aktivite testi PVP ve ZnO ile modifiye edilmis PVP i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir. ZnO
konsantrasyonu 5, 10, 15 ve 20 mg/L olacak sekilde kullanilmistir. ZnO ile modifiye
edilmis PVP’nin ¢ok daha iyl antibakteriyel aktivite gosterdigi; 20 mg/L
konsantrasyonda ZnO kullanildiginda %100 bakteriyel azalma saglandig1 gézlenmistir
[32].

Selvam ve arkadaslar1 pamuklu kumaslar iizerine uygulanmis ZnO, TiO, ve AgO
nanopartikiillerinin antibakteriyel etkilerini incelemislerdir. Deneyler S. aureus ve E.
coli ile yapilmistir. Yapilan ¢alismalar en giiglii antibakteriyel etkiyi (%100 azalma ile)
ZnO’in gosterdigini ortaya koymustur. TiO, ve AgO ise bakteri sayisinda %90 ve %85

azaldig1 sonucuna ulagsmislardir [32].

Rajendra ve arkadaslari, 1slak kimyasal metodla elde edilmis olan ZnO’i pamuklu
dokuma kumas iizerine uygulayarak E. coli ve S. aureus iizerindeki antibakteriyel
etkisini incelemislerdir. ZnO uygulanmamis kumaslarda yapilan deneylerde bakteri
sayisinda higbir azalma goriilmezken ZnO ile kaplanmis kumaslarin kullanildig
deneylerde %94,16 diizeyinde azalma goriilmiistiir. Bu kumaslar on kez yikandiginda
bile ZnO’in bu etkisinin devam ettigi fakat on yikamadan daha fazlasinda bakteri

sayisindaki azalma miktarinin diistiigii gozlenmistir [33].

Adams ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismada TiO,, SiO; ve ZnO’in E. coli ve B. subtilis
tizerindeki antibakteriyel etkisi incelenmistir. Antibakteriyel aktivite Ol¢limii her bir
metal oksitin 10, 50, 100, 500, 1000, 2000 ve 5000 ppm konsantrasyonu igin
yapilmistir.  Yapilan deneyler sonucunda en giiglii antibakteriyel etkiyi ZnO’in
gosterdigi, en az etkiyi ise SiO,’in gosterdigi saptanmustir [34].

Vasanthi ve arkadaslari, sprey piroliz yontemiyle iiretilmis Sn katkili ZnO’in E. coli
tizerindeki antibakteriyel aktivitesini incelemislerdir. Deneyler farkli oranlarda (%0-10)
Sn iceren her bir 6rnek i¢in 600 nm’de ki optik yogunluk 6l¢iilerek yapilmistir. Sonugta

Sn orani arttik¢a antibakteriyel etkinin de arttig1 gézlemlenmistir [35].
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Li ve arkadaslari, Kitosan (CS), Ag" ve ZnO karistmdan olan filmleri hazirlamislar ve
cesitli organizmalar olan, E. coli bakterisi, B. Subtilis, S. aureus, Penicillium,
Aspergillus, Rhizopus organizmalar1 iizerindeki antibakteriyel etkileri incelemislerdir.
Yapilan ¢alismalar, CS/Ag’/ZnO karisiminin CS/Ag" ve CS/ZnO karisimina gore gok
daha gii¢lii bir antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu karisim medikal

uygulamalarda ve gida ambalajlama sanayinde kullanilabilir [36].

Tayel ve arkadaglari, ZnO’in antibakteriyel etkisini gida kaynakli patojenler olan
Salmonella typhimurium ve S. aureus bakterileri i¢in disk difiizyon yontemi ile
arastirmiglardir. Yapilan deneyler ZnO partikiil biytkligi kigildikee ve ZnO
konsantrasyonu arttikga bakteri etrafinda olusan inhibisyonzon ¢apinin arttigin;

antibakteriyel aktivitenin arttigin1 gostermistir [37].

Yapilan bir calismada oral enfeksiyonlara sebep olan altt patojen bakteri
(Streptococcusmutans, S.  mutans,  Actinomycesviscosus,  Lactobacilluscasei,
Staphylococcusaureus ve Camdidaalbicans) tizerinde etkili olan antibakteriyel ajanlar
tizerinde calismislardir. Antibakteriyel ajan olarak iki farkli ZnO kompleksi,
magnezyum hipoklorit ve ii¢ farkli Ag" iceren bilesik kullanmislardir. Antibakteriyel
aktiviteyi belirlemek icin dilisyon yontemi secilmistir. Yapilan deneyler kullanilan
biitiin inorganik materyallerin antibakteriyel etki gdsterdigini fakat Ag" ve Zn*? igeren

komplekslerin ¢ok daha giiglii bir etkiye sahip oldugunu ispatlamistir [38].

Uygulamada bir¢ok alanda ve birden ¢ok amacla kullanilan ZnO ¢agin hastaligi olan
kanser iizerindeki etkisi de merak konusu olmustur. Bir baska ¢alismada, ZnO HepG2
(karaciger kanseri) ve MCF-7 (gogiis kanseri) kanser hiicreleri {izerindeki etkisini
aragtirmiglardir. Kullanilan ZnO konsatrasyonu 2,5-5 pg/mL seviyesinde iken hiicreler
izerinde herhangi bir etki goriilmezken, konsantrasyon 10-25 pg/mL seviyesine
ciktiginda kanser hiicrelerinin  hasara ugradifi ve biiylimelerinin durdugu
gbzlemlenmistir. Bu calisma ile ZnO’in kanser tedavisinde kullanilacak ilaglarda yer

alabilecek daha ucuz bir inorganik materyal oldugunu gostermistir [38].
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Queiroz ve arkadaglar1 dis kanal tedavisinde kullanilacak dolgu maddesi olarak ZnO ve
diger iic maddeyi antibakteriyel etkinlik acisindan incelemislerdir. Hedef
mikroorganizma olarak Kocuriarhizophila, Enterococcusfaecalis, Streptococcusmutans,
E. coli ve S. aureus bakterileri se¢ilmis ve disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Yapilan
caligmalar en giiclii antibakteriyel etkiyi ZnO ve &jenol dolgu maddesinin K.
Rhizopila’ya (32,67 mm) kars1 gosterdigini ortaya koymustur [39].

1.4. ZnO’nun Kardiyovaskiiler Sisteme Etkileri

Saglikl1 bir yasam siirdiirebilmenin en temel yolu dogru ve dengeli beslenmeden geger.
Viicuda alman her gida organlara etkilerde bulunmaktadir. Ozellikle kalp damar
hastaliklarinin ortaya c¢ikis nedenleri, islenmis ve besin degeri agisindan zayif
gidalardan beslenmedir. Viicuda aldigimiz besinlerde birtakim mineraller, vitaminler ve
proteinler gibi molekiiller vardir. Burada adi gegen minerallerden bazilari ¢inko,
selenyum, magnezyum ve bakirdir. Ozellikle bu mineraller kalbi etkileyen oksidatif
stres ile dogrudan iliskilidir. Diger bir degisle, bu mineraller antioksidan enzimlerle
etkilesimli olarak gorev yapmaktadirlar. Antioksidanlar, viicutta gerceklesen oksidatif
reaksiyonlarda oksijeni alikoyarak reaksiyonun baslamasina engel olurlar. Bir diger
sekilde de baglamis olan reaksiyonun ilerlemesi durabilir. Bu oksidasyon reaksiyonlari
sonucunda serbest radikaller agiga cikar. Serbest radikaller hiicre ve doku hasarina
neden oldugu i¢in kalp damar rahatsizliklar1 basta olmak iizere ¢esitli hastaliklar ortaya
cikar. Insan viicudunda hastaliklarla miicadele etmek i¢in gesitli proteinler, enzimler ve
farkli mekanizmalar bulunur. SIRT proteinlerinin gorevi burada devreye girmektedir.
Oksidatif stresi azaltarak kalp hastaliklarinin olusumuna engel olur [40]. ZnO-Np ise
bazi SIRT protenlerin miktarint belli oranlarda artirarak kalp sagliginin korunmasina

fayda saglayabilir.

1.5. SIRT Proteinleri

SIRT’ler hiicrelerde yaslanma kaynakli fonksiyonlarda azalma konusunda hiicreleri
korumaya almada 6nemli gorev iistlenen protein siniflari arasindadir. SIRT’lerin NAD"

faktoriiyle iliskili olan diasetilaz ve ADP-riboziltransferaz aktivitesi gdsteren protein
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smiflar1 arasinda yer aldigi belirlenmistir. Memelilerde yedi SIRT proteini karakterize
edilmistir [41].

SIRT proteinleri arasinda aktivasyon bazinda bir smiflandirma yapilmak istenirse,
SIRT1, SIRT2, SIRT3 ve SIRTS5 proteinlerinin NAD-bagl diasetilaz, SIRT4 ve SIRT6
proteinlerinin ise ADP-riboziltransferaz etkilesimine sahip olduklar1 sekilde basit bir
smiflandirma yapilabilir. SIRT7 proteini i¢in tanimlanan hentiz bir enzimatik aktivite
bulunmamaktadir. SIRT  proteinin  aract1  gorevinde oldugu diasetilasyon
reaksiyonlarinda, lizinde asetilasyonunu NAD+ hidrolizi ile birlestirme gorevini yerine
getirmektedir. Hidroliz islemi sonrast SIRT aktivitesi inhibitorii olan nikotinamid

tirlinliniin ortaya ¢ikigi saglanmaktadir [41,42].

SIR2 geni iizerinde yiiriitiilen arastirmalarda bu genin genom instabilitesi unsurunu
bastirdigt ve yasam sliresinin uzamasina yol agtigi birkag model organizmada
belirlenmistir. SIR2 geninin ilk olarak tanimlanmis oldugu o6karyot modelinin
Saccharomyces cerevisiae ile Caenorhabditis elegans gibi pek ¢ok basit model
organizmanin yasam dongiisiine etki ettigi bilinmekte ve NAD®-bagh histon
diasetilazlar oldugu anlasilmaktadir. SIR2 benzeri genler memeli canlilarda SIRT olarak
bilinmektedir ve bu proteinler bakterilerden itibaren birgok organizmada yer almaktadir
[43,8,9].

Bakteriler basta olmak iizere memelilere kadar uzanan cinslerin ¢cogunda ve degisen
sayilarda bulunmasinin yaninda, memelilerde SIRT ailesinin yedi farkli tiirii yer
almaktadir. Her bir SIRT proteininde, 273 aminoasit igeren, tiirler arasinda korunmus
katalitik bir bolge bulunmaktadir ve bu temel alan1 ¢evreleyen N-terminal ve C-terminal
zincirlerinin  boylar1 degisen SIRT’ler birbirlerinden hiicre i¢i lokasyonlar1 ve
substratlarinda farklilik gosterebilmektedir. SIRT’ler farkli dokularda, degisken
miktarlarda ifade edilmektedir. SIRT1, 2, 6 ve 7 ¢ogunlukla ¢ekirdekte, SIRT2 biiyiik
Olciide sitoplazma kisminda, SIRT 3, 4 ve 5 ise mitokondri i¢inde yer almaktadir (Sekil
1.3) [44,8,9,10].
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MITOKONDRI
SIRT 3
SIRT 4

SIRT 5

CEKIRDEK
SIRT 1

SIRT 2

SIRT 6

SIRT 7

Sekil 1.3: Hiicrede sirtuinlerin lokasyonlari [44].

SIRT6 ve SIRT7 ise niikleer SIRT ler olarak bilinirler. SIRT lerin yer aldig1 organeller
ve fonksiyonlar1 i¢in 6zet bilgi verilecek olursa; ¢ekirdekte bulunan SIRT1 ¢ogunlukla
metabolizmada, SIRT2 proteini sitoplazma igerisinde bulunarak hiicre dongiisiinde rol
oynar. SIRT3 mitokondrilerde bulunarak termogenezis ve ATP {iretiminde, SIRT4
mitokondrilerde bulunarak insiilin saliniminda, SIRTS yine mitokondrilerde iire
dongiisiinde, SIRT6 c¢ekirdekte bulunarak DNA onariminda ve metabolizmanin
diizenlenmesinde, SIRT7 ise ¢ekirdek¢ik RNA transkripsiyonu ve memeli SIRT’lerinin
DNA onariminda, metabolizmanin diizenlenmesinde, yaslanma ile ilgili hastaliklarda ve

diger pek ¢ok alanda rollere sahiptirler [44,45,41,10].
SIRT3 mitokondriyal matrikste yer alir. SIRT3, tiibiilin ile histon peptidleri gibi pek ¢cok

subsuratin  deasetilasyonundan sorumlu durumdadir. SIRT3’iin  mitokondriyal

fonksiyonlarda diizenleyici rol oynadigi belirlenmistir [44,41,10].
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1.5.1. Memeli Sirtuinleri ve islevleri

Cesitlilik agisindan incelendiginde SIRT ailesinde yedi adet varyant bulundugu
goriilmektedir (SIRT1-7) ve NAD" bagimli katalitik temel alan1 bulundurmaktadirlar.
Katalizor alan unsurunu ¢evreleyen N-terminal ve C-terminal gruplarina ait zincirler,
degisen SIRT tipine gore farkli boylarda olmaktadirlar. Memeli SIRT’i olarak bilinen
yedi SIRT’inin alt-hiicresel lokalizasyonlarinin kendi aralarinda degisken durumlari
goriilmektedir; agirhigi c¢ekirdeksel olan SIRTI1, SIRT6 ve SIRT7, sitoplazmik olan
SIRT2, mitokondriyal olan SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 bunlarin arasinda sayilabilir
[45,41].

Cekirdegin i¢ alani incelendiginde, SIRT1 unsurunun genis bir parcasinin 6kromatin ile
baglantili oldugu goriiliirken, SIRT6 proteininin heterokromatin ile baglantida oldugu,
SIRT7 proteinin ise g¢ekirdek i¢inde bulundugu anlasilmaktadir. SIRTler arasinda en
dayanikli deasetilaz faaliyetini (SIRT1-SIRT/ arasinda) SIRT1 gostermektedir. Zayif
deasetilaz faaliyeti SIRT5 tarafindan gosterilmekteyken SIRT2 ve SIRT3 mono-ADP
ribosiltransferaz faaliyeti sonrasi deasetilaza sahip duruma ge¢mektedirler. SIRT4 ve 6
proteinlerinde  mono-ADP ribosil transferinin az oldugu goézlemlenmistir. SIRT7
proteininin molekiiler islevi hakkinda literatiirde fazla bilgi yer almamaktadir. Insan
metabolizmasi {lizerinde yaslanma etkileri, kanser ve hiicre yagami gibi olduk¢a dnemli
konular1 da kapsamak tizere memeli SIRT’leri bir¢ok hiicresel islevde etkin bir madde

olarak 6ne ¢ikmaktadir [46].

SIRT proteinlerinin ana islevleri arasinda ilk olarak gen ifadesinin diizenlenmesi
konusuna deginilmesi gerekmektedir. Histonlarin diasetilasyonu sonrasi kromatinin
yogunlagsmasina (heterokromatin) ve ardindan da gen ifadesinin baskilanmasina neden
olmaktadirlar. Mekanizmanin harekete gegmesiyle histonlarin amino baglantilarindaki
lizin amino asitleri ile histon etkisi bulunmayan proteinlerin asetil gruplarinin, HDAC
tarafindan ¢ikartilmasi sonras1t meydana gelebilmektedir. Histon deasetilazin {i¢ sinifi
bulunmaktadir. Bunlar arasinda III. sinif diasetilazlar NAD® bagimli SIRT enzim
ailesine dahil olmakta bununla birlikte maya SIR2 proteiniyle homoloji
gostermektedirler [46,44,43].

18



SIRTI1, yedi tiirde bulunan memeli SIRT’i arasinda, bir diizineden fazla bilinen ara
tiriinleri sayesinde genis capli hiicresel siireclerde en yaygin olarak calistigi bilinen
SIRT tirtidiir. Molekiiler olarak en 6nemlilerinden biri olarak histon proteinlerinin
diasetilize edilmesi bulunmaktadir. Transkripsiyon faktorlerinin hedeflenmesi ile gen de

onemli bir gorev alan SIRT1, histon olmayan ¢cogu hedefe de sahiptir [46].

Buna gosterilebilecek en iyi Ornekler arasinda TAFI68 (TBP (TATA-kutu baglayici
protein) baglantili faktor I 68) yer alir. SIRT1; TAFI68’1 deasetilize etmekte, DNA
baglayict faaliyetini azaltarak RNA  Pol-I araciligiyla transkripsiyonunun
baskilanmasinda aktif gorev iistlenmektedir. SIRT1, p300°’i engelleme yolu ile
baglamakta ve deasetilize etmektedir. p300 transkripsiyon faktorii  hiicre

farklilasmasinda ve metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli roller oynamaktadir

[47].

Yine SIRT proteinlerinin biiyiik bir gorev alarak islev yliriittiigi alanlar arasinda
SIRT’lerin kanser hiicrelerindeki rolleri yer almaktadir [48,49]. SIRT proteinlerinin
islevleri arasinda programli hiicre 6liimii (apoptosis) yer alir. SIRT ailesinin etkilettigi
en 6nemli mekanizmalardan biri olarak apoptosis ve hiicre sag kalimi, SIRT1 proteini
birtakim tiimore neden olan proteinleri hedef alarak gergeklestirdigi programli hiicre
Olimleri ile oOne ¢ikmaktadir. SIRT1 maddesi timor proteini lizin aminoasid
kalintilarindan arindirarak (diasetilize ederek) transkripsiyon etkinliginde azalmaya yol
acar. Boylelikle oksidatif strese ve DNA zararlar1 sonucu hiicre 6liimiinii baskilamig
olur. Viicudun tiimiindeki hiicre sayis1 degerinin sabitlenmesi, programli hiicre 6limii
biiyiik bir gereksinim olarak ortaya c¢ikar. Bir immiin bir reaksiyonu sonucu
incelendiginde etkin edilmis lenfositlerin beraberinde apoptoz araciligiyla kendi
antijenlerini rol dis1 biraktig1 anlasilmaktadir. Buna gére apoptotik hiicre miktarindaki
yiikselme sonrasi dengenin negatif etkilenmesi birtakim dejeneratif hastaliklar basta

olmak tizere bir¢ok immiinolojik rahatsizliklarin ortaya ¢ikmasi gdézlemlenebilecektir
[50,49].

SIRT1 diger taraftan hiicre dongiisiinde diizenleyici goérevi yapan bir gen grubunu

inhibe ederek, gendeki apoptoz islevinin durdurulmasini saglar. Bunun yani sira SIRT1,
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DNA’nin repkilasyonu mekanizmasinda replikasyon baloncugunun olusturulmasi
gorevini yerine getiren transkriptozomlarin bilesenlerini diizenler ve bu yolla hiicre
yasaminda 6nemli bir yer edinir. Apoptoza neden olan stres unsurunu diisiiren SIRT1,
bu yolla DNA onarimini diizenler ve néronlar ile fibroblastlar1 etkiler. SIRT1 proteini
viicuttaki diger enzim ve proteinlerle beraber etki ederek yalnizca kanser hiicrelerinde

apoptozisi indiikleyici 6zellikteki proteazkaspazi-3 ve 7’yi baskilar [50].

SIRT’lerin ana islevleri arasinda yaslanma mekanizmasindaki fonksiyonlari
gosterilebilir. Yaslanma mekanizmasinda da etkili olan SIRTler, hiicresel yaglhiligin dig
goriintisteki degisimleri ile tanimlandigi kalici hiicre dongiileri iginde 6nemli gorevler
tistlenir. SIRT1’in tiimor proteinini inhibe etmesiyle ilk rat embriyonik fibroblastlarini,
PML’nin bag kurdugu prematiir hiicresel yashlik durumundan alikoydugu
diistiniilmektedir [51,50].

SIRT proteinlerinin saglik diinyasinin iizerinde biiyiik aragtirmalar yiiriittiigi DNA
onarimi lizerinde de etkisi ve islevi oldugu diistiniilmektedir. Bu gruplar arasinda ilk
siray1 memeli SIRTleri almaktadir. SIRT 6 geni susturulmus ratlarla yapilan deneylerde
baz kesip ¢ikarma isleminde (BER) bozulma gozlemlenmistir. Yapilan bu arastirmalar
SIRTL’in pek ¢ok metabolik aktivitesinde DNA onarim mekanizmasi faaliyetinin
devrede oldugu gozlemlenmistir. Radyasyona ugramasi sonrasinda SIRT1'in DNA
onarim kapasitesinde ve onarim proteinde gorev verdigi Ku70’in deasetilasyonunu

gelistirdigi belirlenmistir [51].

NF-KB, tiim hiicre tiirleride bulunan bir tiir transkripsiyon faktorii, faaliyetinin
baskilanmast  durumunun SIRTI'in ¢oklu mekanizmalar1 ile gergeklestigi
diistinilmektedir. Kalori azaltimi yapilan kemirgenlerde SIRT1 miktar1 yiiksek
seviyelerde bulunurken ek olarak iltihabi yanitlarda da azalma belirlenmistir. Yapilan
son calismalarda yiiksek ¢iktili tarama HTS metoduyla IRT1 faal bilesiklerinin,
proinflamatuar sitokinlerin etkilerinin azaltilmasinda TNF-a (timor necrosis factor) gibi
iltihap attirict (anti-enflamatuar) o6zellikleri tasidigi belirlenmistir [52,50]. SIRT1

genlerinin silinmesi sonrasi ratlarda yiiksek diizeyde spermlerde anormallik ve kisirliga
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sebebiyet verdigi goriilmiistiir. Bu sebeple SIRT1’in hayvanlarda lireme kapasiteleri

konusunda da etkin oldugu diistiniilmektedir [52].

Metabolik etkisi incelendiginde SIRT1’in ilk roliinii isaret eden bulgu; SIRT1’in
beyinde, i¢ yagda, bobrekte, kasta ve karacigerde perhizden etkilenen organlarda
basladig1 bilgisine dayanmaktadir [53].

SIRT’ler epitelyal mezenkimal gegis (EMT) sinyalinin artirilmasinin yani sira
baskilanmasinda da kompleks bir yer tutmaktadir. EMT siireci iginde SIRT’lerin
roliiniin heniiz tartisilmasinin yaninda fonksiyonel O6zelliklerinin 6nemli mertebede
hiicresel igerik, kanser gelisim asamasi, doku tiirli ve mikro ¢evre yapist gibi unsurlara
bagli oldugu diistiniilmektedir. Kanser hiicrelerindeki EMT gidisi, SIRT ’ler tarafindan
etkilesimi baglatilmis olan sinyal yolu Sekil 1.4 ve Sekil 1.5’de 6zetlenmistir [54].

SIRT1 ve SIRT2 timor genlerinde siire¢ igcinde hem pozitif hem de negatif yonli
diizenleyici olarak gorev almaktadir. SIRT3’{in, oksidatif yanitla, enerji dengesiyle ve
metabolik regiilasyonla alakali mekanizmasindan dolayr tiimor baskilayic1 6zellik
tasidigi distiniilmektedir. Diizeyi diisen SIRT3 aktivitesi, artan ROT {iretimi ve SOD
(mitokondrial izositrat dehidrojenaz) gibi ilgili antioksidan enzimlerin daha disiik

aktivitesi ile iligkili oldugu belirlenmistir [54].

SIRT1, TGF-B ve Smad4 ‘U deasetilleyerek inhibe edebilme 6zelligi tasir. Boylece E-
kaderinin yikiminda diistise yol agan matriks metallopeptidaz 7 transkripsiyonunda ve
ekspresyonununda azalmaya neden olur. Benzer sekilde SIRT2, E-kaderin
ekspresyonununda artisa neden olurken [-kateninin ekspresyonunu azaltmaktadir.
SIRT4 proteinin mitokondriyal glutamin metabolizmasini inhibe etkisi yaparak E-

kaderini baskilamayi saglar [54].
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Sekil 1.5: EMT’in SIRT proteinleri araciligiyla negatif diizenlenmesi [54].

1.6. Kalp ve SIRT Proteinlerinin iliskisi
Kalp, kabaca kapali bir yumruk biiyiikliiglinde kasli bir organdir. Go6giisiin biraz
solunda bulunur. Kalp kasildik¢a, viicudun etrafina kan pompalar. Oksijenli kani,
oksijenle yiiklendigi ve metabolizmanin atik {riinii olan karbondioksiti bosalttig
akcigerlere tasir. Kombine kalp, kan ve kan damarlarina dolasim sistemi denir.
Ortalama bir insanin viicudunda stirekli olarak pompalanan yaklasik 5 litre kan vardir.

Kalp dort odadan olusur:
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e Atria: Iki iist oda (kan alirlar).
e Ventrikiiller: Iki alt oda (kan akitir).
Sol atriyum ve sol ventrikiil septum ad1 verilen kas duvari ile sag atriyumdan ve sag

ventrikiilden ayrilir [55].

Kalp birgok faktdre bagli olarak farkli oranlarda daralir. Dinlenme halinde, dakikada 60
kez yenebilir, ancak bir dakika veya daha fazla 100 atis yapabilir. Egzersiz, duygular,
ates, hastaliklar ve bazi ilaglar kalp atig hizin1 etkileyebilir. Kalbin sol ve sag tarafi
birlikte ¢alisir. Kalbin sag tarafi deoksijenlenmis kan alir ve akcigerlere gonderir.
Kalbin sol tarafi akcigerlerden kan alir ve viicudun geri kalanina pompalar. Sag atriyum,
iist ve alt vena kava (viicuttaki en biiyiik damarlar) olarak adlandirilan damarlar yoluyla
viicuttan deoksijenlenmis kan alir. Sag atriyum biiziiliir ve kan sag ventrikiile geger. Sag
ventrikiil doldugunda, kani pulmoner arter yoluyla akcigerlere akitir ve pompalar,
burada oksijeni alir ve karbondioksiti bosaltir. Yeni oksijenli kan, pulmoner ven yoluyla

sol atriyuma geri doner. Sol atriyum daralir ve kani sol ventrikiile iter [56,55].

Pulmonary

Inferior
vena cava

Sekil 1.6: Kalbin genel yapisi [55]

Kalp kapakg¢iklarinin amaci kalp iginde kan akisinin sadece tek yonde ilerleyisinin
saglanmas1 ve kanin geri doniisiiniin engellenmesi i¢in kalpte dort adet kapakeik

bulunmaktadir [56,55].
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SIRT1, memeli hiicrelerinde yaygin olarak eksprese edilir. Her ne kadar SIRT1
baslangigta ¢ekirdekte bulunan bir protein olarak tanimlanmis olsa da son zamanlarda,
hiicre ici lokalizasyonunun hiicre tipine bagli oldugu gdosterilmistir. Embriyonik rat
kalplerinde, SIRT1 c¢ekirdeginde yiiksek oranda eksprese edilir, ancak daha fazla
organogenez ile azalir. SIRT1'in erigkin kalplerdeki ekspresyon diizeyi, embriyonik

kalplerdeki oranin yaklasik %20°sidir [57,43].

SIRTI’in deasetilaz aktivitesi, NAD+’1in mevcudiyeti ile diizenlenir. Nikotinamid
fosforibosiltransferaz (Nampt), bir fosforibosil pirofosfatin NAM’ye transferini katalize
ederek NAM mononiikleotidi iireterek, memeli NAD" kurtarma yolunda hiz sinirlayici
bir enzim gorevi goriir. Son arastirmalar Nampt’in BMALI1 ve PER2 dahil olmak {izere
genler tarafindan sirkadiyen ritmine gore diizenlendigini, sirastyla NIH3T3
hiicrelerinde, rat embriyonik fibroblastlarda (MEF'ler) ve hepatositlerde SIRTI
aktivitesini pozitif olarak diizenleyen SAL1 aracili deasetilasyon yoluyla diizenlendigini
gostermistir [33]. Asir1 basing, besleyici aclik, egzersiz ve akut IPC kalpte SIRT1'
yiikseltir [57].

Nukleopilozmatik hareketlenme, SIRT'in fonksiyonunu da diizenleyebilir, ¢linkii
SIRTI1, hiicrelerde fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) tarafindan fosforilasyonla
diizenlenen hem niikleer lokalizasyona hem de niikleer ihracat sinyallerine sahiptir.
SIRT1'in hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bazal yerlesebilecegi ve kalpteki strese
cevaben c¢ekirdege tasindigi distiniilmektedir. Kalp, yiiksek enerji talebiyle
karakterizedir, ¢iinkii ana islevi tansiyona karsi kan pompalamaktir. Kardiyomiyositler,
kalbin kasilmasinda merkezi bir rol oynar ve enerji iiretimine aracilik eden Onemli
miktarda mitokondri igerir. Mitokondri, kalpte enerji metabolizmasinda kritik rol
oynayan ATP iireten organellerdir. SIRT familyasi proteinleri arasinda, SIRT1, niikleer
proteinleri deasetile ederek mitokondriyal fonksiyonu diizenlerken, SIRT3 bunu
mitokondriyal proteinleri deaktive ederek yapar [57,41].

Kalp, agirlikli olarak fizyolojik kosullar altinda adenozin trifosfat (ATP) iiretimi igin

substrat olarak serbest yag asidini kullanir. Genel olarak, kalp hipertrofisi, kalbin basing

veya hacim agir1 yiiklenmesi gibi hemodinamik agir1 yiike birincil tepkisidir ve artmig
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kardiyomiyosit boyutuna yol acan gelismis protein sentezi ve sarkomerik yeniden
yapilanma ile karakterize edilir. Hipertrofik biiyiime baslangi¢cta duvar stresini azaltir,
kardiyak fonksiyonu korur ve hipertrofik uyaranlara kars1 telafi edici bir cevap gorevi
gorlir, ancak sonunda kardiyak remodeling ve kalp yetmezligi gelisimini baslatir
[58,56,45]. Patolojik hipertrofi, kalp yetersizliginde giiglii ve bagimsiz bir faktordiir.
Proteinlerin asetilleme durumunun histon asetiltransferazlar ve HDAC’ler tarafindan
tersine cevrilebilir modifikasyonu, kalp hipertrofisine aracilik eden sinyal
molekiillerinin aktivitesini kritik bir sekilde diizenler. SIRT’lerin kalp hipertrofisine
karistig1 goriilmiistiir, bunun etkileri deneysel kosullara bagli olarak degismektedir.
Resveratrol, kardiyomiyositlerde ve basing asir1 yliklenmesinin neden oldugu kardiyak
hipertrofide fenilefrin kaynakli hipertrofik yanit1 hafifletir [58]. SIRT’in farmakolojik
inhibisyonu (NAM veya sirtinol ile) kardiyomiyositlerin boyutunu azalirken, SIRT’in

asir1 ekspresyonu kardiyomiyositlerin boyutunu artirir.

SIRT3’tin ayrica kardiyak hipertrofiye diren¢ verdigi gosterilmistir. SIRT3 hafif
kardiyak hipertrofi sirasinda artmis, agir kalp hipertrofisinde ise azalmistir. SIRT3'lin
asir1 ekspresyonu, agonistin neden oldugu kardiyak hipertrofinin baskilanmasina neden
olur. Tersine, SIRT3 nakavt ratlar, hipertrofik tepkinin alevlendigini gosterir. Ekzojen
NAD" tedavisi, SIRT 3'iin aktivasyonu ile birlikte SIRT1'in aktivitesine eslik eden,
ancak SIRT1’in aktif olmadigina eslik eden antihipertrofik karaciger kinaz B1-AMPK
sinyalini bloke eder ve SIRT1'in kardiyak hipertrofide kritik rol oynadigini ve fazlaligin
SIRT1 hedeflerinde oldugunu gosterir [59,47,41].

SIRT3’in mitokondriyal diizende artmasi hiicre i¢indeki ATP degerlerinde artis
sagladigi goriilmektedir. Mekanizma incelendiginde damar ve kan hiicrelerinde elektron
transferi hizinin da bu ATP degerlerinin artis1 ile hiz kazandig1 goriilmiistiir. Kalori
restriksiyonu denilen parametreler zinciri i¢inde degerlendirmesi yapildiginda kalp ve
karaciger hiicrelerinde asit oksidasyonuna bagli olarak hiicre yaglanmasinda hizlanmalar
oldugu gozlemlenmistir. Bu asit oksidasyonunun getirilerini dengeleyen SIRT3 proteini
hiicre yaslanmasinda hiz1 azaltir ve hiicre kaybinin kalp ve karaciger organlarina olacak

etkisinde yavaglama saglar [60,10].
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SIRT3 proteinlerinin duyu kaybinin azalmasini da engelledigi kaloriyal restriksiyon
kosullar1 altinda yapilan deneyler yoluyla belirlenmistir. Bu tespite ise SIRT3
proteinleri memelilerde protein ve lipid hiicrelerde metabolik bozunma hizini diistirmesi
ile agiklik getirilmistir. Hiicre direncinin artiritlmasi sonrasi bozunma hizinin diistiigii ve
duyu kaybina neden olan hiicre kayiplarinin azalmasi sonrasi kayip miktarinda azaltilma

oldugu ya da tamamen engellendigi anlasilmistir [60].

SIRT3 proteini hiicre duvarinda yer alan hiicrelerde yenilenmeyi kolaylastirmasi sonrasi
kalp damar hastaliklarinda ve beyin hiicrelerinin 6liimiinde yavaslama ya da durdurma
etkisi gostermektedir. Hiicrelerde zar gegirgenligi lizerinde etkili olan bu protein tiirii
gecirgenligin zamanla azalmasinda bariyer gorevi goren pihtilasma ve iskemi gibi

olaylarin olusumunu engellemektedir [61].

SIRT proteinleri arasinda ozellikle kalp ve karaciger hiicreleri mitokontrilerine
yerlesmis durumda olan SIRT3, organelin enerji liretiminde ve benzeri goérevlerinde
gosterdigi diizenleyici 6zelligi neticesinde bir¢ok hastalik ve kanser tiiriine karsi hiicre
ve organlart korudugu tespit edilmistir. SIRT3 bu 06zelligiyle diizenleyici proteinler
arasinda kalp kapakgiklarinda yasanan sorunlarin, kalp damar hastaliklarinin ve

dolayisiyla kalp krizinin 6nlenmesi noktasinda 6ne ¢ikmaktadir [61,14].
Bu calisma da ZnO-Np’in oksidatif stresle ve hiicre i¢ci metabolizma ile iligkileri

bulunan SIRT3 ve PDH proteinlerinin miktar1 ve hiicre i¢i yerlesimlerini degistirerek

kalbe yararinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Cihazlar

» Derin dondurucu (Beko,3400 CF)

»Mikrotom (Leica RM 2135)

»Mikrodalga Firin (Beko, MD 1610)

»Filtre kagitlar1 (Biorad, USA)

»PAP Pen (Elite, CA)

»Best Scope Goriintiilii Mikroskop (Bestscope, CHINA)
»Hasas Terazi (Precisa, 205A SCS)

2.1.2. Calismada Kullanilan Kimyasallar ile Sarf Malzemeler

»DAB Peroksidazsubstrat kit (Vector Labs, USA)
»Rabbit Vectastainabc kiti (Vector Labs, USA)
»DietlilEter (Sigma)

»Zn0O-Np (Nanoparticles)

»SIRT3 (Cell Signaling, USA)

»Pirtivat Dehidrogenaz Enzim (CAS No.: 252017-04-2, AZD7545)
»Ksilen (Sigma)

»Kloroform (Sigma)

> izopropanol (Sigma)

» Etanol (Sigma)

»0,5-2,5ul, 2-20ul, 100-1000 pul pipetler (Eppendorf)
»Lam (Isolab, 24x50 mm)

»Lamel (Isolab, 24x30 mm)

»Hidrojen Peroksit (64271 Darmstadt, Germany)
»DistileSu (GFL, WaterStills 2004, Germany)
»Tris-tamponlu yikama soliisyonu (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 Hayvanlar

Yapilan bu ¢alisma da yaklasik olarak 210 ile 250 gr arasinda agirlig1 degisen 4 aylik 32
adet Wistar albino tiiriinde erkek rat kullanildi. Oncelikle calismalara baslamak igin
Kafkas Universitesine ait deney hayvanlarinin kullanilabilmesi i¢in kurulmus bir birim
olan Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulundan izin alindi (2018/83). Calisma da
kullanilan hayvanlar islemlere bagslamadan once ve deney sirasinda uygun sicaklik yani
25 £ 2°C’de ve %60 oraninda nemli ortamda, 12 saat giindiiz ve 12 saat gece olacak

sekilde ad libitum olarak beslendi.

2.2.2. Deneysel Dizayn

Deney hayvanlar1 her grupta 8 tane rat olmak tizere 4 grup olusturuldu.

|.gruptaki ratlara (kontrol grubu) oral gavaj ile 0.2 ml miktarinda serum
fizyolojik verildi.

Il.gruptaki ratlara 14 giin boyunca 100 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile
uygulandi.

Ill.gruptaki ratlara 14 giin boyunca 300 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile
uygulandi.

IV. gruptaki ratlara 14 giin boyunca 600 mg/kg ZnO-Np oral gavaj ile
uyguland1 (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Deney hayvanlarina oral gavaj uygulanmasi

ZnO-Np deney hayvanlarina 14 giin boyunca verilmesinin ardindan dokularin
alinabilmesi i¢in deney hayvanlari fiziksel tenazi yontemi ile dldiiriilerek kalp dokulart
alindi, soguk PBS ile hizlica durulanmasimin hemen ardindan %10’luk formalinde 48
saat boyunca fikse edildi. Doku i¢indeki suyun uzaklastirilmasi igin dokular sirasiyla
%50 %70 %90 %95 %100 ve tekrar %100’lik alkollerden gegirildi. Bunu takiben
dokular bir parafin ¢oziiciisi olan ksilenden iki kez her biri 30 dakika maruz
birakilmasinin ardindan parafin bloklara gomiildii. Bu parafin bloklar laboratuvar
analizlerinin yapilacagi giine kadar 4 °C’de saklandi. Parafine gomme (bloklama), doku
takibi bitmis olan dokulari, daha sonra katilasacak olan sivi ve kaplayict bir madde

icerisine (parafin) alma islemidir. Parafin bir siire sonra katilasir ve ger¢ek dokuya
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zarar vermeden, mikrotom cihazi ile kesilmeye olanak saglar. Doku 6rnekleri sirasiyla
belirli yiizdeler de hazirlanmis olan dereceli alkol ve ksilen adimlarindan gegirildikten
sonra parafinle doyurma islemi yapilir. Dokular, alkol ve parafin ile karisabilme
Ozelligindeki baska bir ortama gegirilerek alkolden ayristirilirlar. Bu adim ksilen gibi
saydamlastirict maddeler ile yapilabilir. Sonrasinda doku parafin ile beslenir uygun
kesitlerin olmasi i¢in gobmme islemi ile kalip seklinde olusturulur. Bu islem dokuda
sekil bozuklugu olusturmadan ¢ok ince kesitler halinde olmalidir. Islem boyama

kalitesinin iyi olmasi ve mikroskobik ¢alismalar da ciddi 6nem arz etmektedir.

Parafine gomme islemi adimlart;

1- Kasetler ggmme merkezine alinmalidir.

2- Kaset kapaklar1 acilarak dokular gdzden gegirilir.

3- Segilen kalip dokunun 6zelligine gore olmalidir.

4- Kalibm igerisine sicak parafin eklenir.

5- Pens yardimu ile dokular kalip i¢ine alinir.

6- Kaliptaki parafinin tabaninin biraz sogumasi ve donmast beklenir ve tim
dokular pens yardimiyla uygun olarak konulur. Parga tabaninin tam oturmasi
saglanir. Daha sonra kalip sogutulur ve sogutulan kaliplardan dokular mikrotom
bicagi ile kesilerek kaliptan ¢ikarilir.

7- Kaliptan ¢ikarilan bloklar kenarlarindaki fazla parafin temizlendikten sonra kesit

islemi i¢in hazir hale gelir.

Sekil 2.2: Mikrotom cihaz1 [62].
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2.2.3. Immiinohistokimya Metodu
Immiinohistokimya metodu, protein ekspresyonu analizi ile ilgilenilen proteinin hiicre

ici lokasyonunu belirleyen bir tekniktir.

Bu yontem de bilinen antijen kullanildiginda 6rnek materyal igerisinde 6zgiil antikor
veya tam tersi durum s6z konusu olabilir. Buna ek olarak, 6rnek materyal icindeki 6zgiil

antijen veya antikor miktarlar niceliksel testler sayesinde belirlenebilir.

Asagida immiinokimya metodunun adimlari verilmistir.

Immunohistokimya adimlar:

e Doku kesitleri

e Antijen alimi

e Endojen enzimlerin bloklanmasi

e Primer Antikor

e Sekonder Antikor

e Substrat eklenerek renk olusumu

¢ (Cekirdek Boyamasi (hemotoksilen boyamasi)
e Lam iizerine lamel kaplanmasi

e Mikroskopik fotograf ¢ekimi ve analizleri

Antijen-antikor birlesmesinin 6zellikleri:

Antikor etkilesimleri, ¢capraz baglanabilir hidrojeller olarak kesfedilmistir. Bir antikor
coklu kovalent olmayan baglardan yiiksek antijen ile baglanir. Bu spesifik antijeni
tanimlamak i¢in kullanilabilir. Antijen Anti mikrobiyal polimerik zincirler modifiye
edilmis monomer, ¢apraz bagl bir antijen ve antikor etkilesimleri varliginda polimerize
edilir. Anti bakteriyel antikor, antikor ve antikor baglanmasi farkli bir biyolojik tepki
sistemi olarak tanimlanmaktadir. Pozitif antijen kontrolleri, gosterilen antijeni igerdigi
bilinen doku boéliimleridir. Bu nedenle olumlu bir sonug beklenir. Bu tiir doku pargalari,
genellikle bilinen spesifiklige sahip bir antikorun (tipik olarak 1yi kurulmus bir
monoklonal) kullanilmas1 ve s6z konusu antijenin mikroskobik boyama modeline asina

biri tarafindan ge¢miste dogrulanmis belirli antijenin gosterilmesini saglamistir. Pozitif
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kontroller, boyama metodolojisinin ve tespit reaktiflerinin kalitesinin saglam oldugu
giivencesini verir. Pozitif kontrol boliimlerinin, degistirilmis metodolojiden herhangi bir
sonug degisimini ortadan kaldirmak i¢in test dokular ile ayn1 sekilde muamele edilmesi
zorunludur. Pozitif kontroller, tiim dokulardaki o antijen i¢in bilinen 6zgiilliikli bir
antikor kullanilarak, belirli bir antijen icin bilinmeyen pozitif doku Ornekleri test
edilirken faydalidir. Bunlar ayrica, tim antikorlar1 test etmek i¢in ayni pozitif kontrol
dokusunu kullanarak, belirli bir antijene karsi bilinmeyen 06zgiilliikli antikorlar
karakterize etmek ic¢in de degerlidir [63]. Negatif kontrolde ise birincil antikor
kullanilmadigindan, eger baglanmalar spesifikse, herhangi bir lekelenme goriilmemesi

beklenir.

Antikor-Antijen Reaksiyonu:

Antijen-antikor etkilesimi veya antijen-antikor reaksiyonu, beyaz kan hiicrelerinin B
hiicreleri (humoral bagisiklik yanitinda biiytik bir rol oynayan lenfositler) tarafindan
iiretilen antikorlar ve immiin reaksiyon sirasinda antijenler arasinda spesifik bir
kimyasal etkilesimdir. Viicutta, viicudun patojenler ve bunlarin kimyasal toksinleri gibi
karmasik yabanci molekiillerden korundugu temel reaksiyondur. Kanda, antijenler
spesifik olarak ve bir antijen-antikor kompleksi olusturmak {izere antikorlarla baglanmig
yiiksek afinitelidir. immiin kompleks daha sonra tahrip edilebilecegi veya devre dist
birakilabilecegi hiicresel sistemlere tasmir. Antijen-antikor reaksiyonunun ilki
"Goldberg'in teorisi" (antijen-antikor reaksiyonu) olarak bilinmeye baslandi [64]. Birkag
tipte antikor ve antijen vardir ve her bir antikor sadece belirli bir antijene baglanabilir.
Baglamanin spesifikligi, her antikorun spesifik kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir.
Antijenik determinant veya epitop, polipeptit zincirinin degisken bolgesinde bulunan
antikorun paratopu ile taninir [64]. Degisken bdlge, her antikorda benzersiz amino asit
dizileri olan hiper degisken bolgelere sahiptir. Antijenler, elektrostatik etkilesimler,
hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler gibi zayif ve
kovalent olmayan etkilesimler yoluyla antikorlara baglanir.

Antikor-antijen reaksiyonun da sicaklik arttik¢a, baglanma artar. Tampon soliisyonun
pH ve iyon konsantrasyon degerleri de aminoasit degisimine yol acar. Antijen antikor

eslesmesine ait bir gorsel Sekil 2.3’te verilmistir.
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Sekil 2.3: Antijen antikor eslesmesi [65].
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Sekil 2.4: Ratlara (intradermal veya subkutan) saf antijen verilmesi antikor tiretilmesi
[65].

2.2.3. Immiinolojik Teknikler

Immiinokimya da kullanilan bir¢ok yontem vardir Bunlar;

Direkt Yontem

e iki-Basamakli Indirekt Yéntem

e Uc-Basamakli Indirekt Yontem

e Peroxidase-Antiperoxidase (PAP) Yontem

e Alkaline-AntialkalinePhosphatase (APAAP) Yontem
e Avidin-Biotin Kompleks (ABC) Yontemi
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e Isaretlenmis Streptavidin-Biotin (LSAB) Yontemi

Bu ¢alismada kullanilan yontem Avidin-Biotin Kompleks (ABC) yontemidir [66].

2.2.4. ABC Yontemi ile Immiino-boyama

ABC metodu immunohistokimyada ¢ok sik kullanilan boyama metotlarindan biridir. Bu
yontemin kullanilma sebebi boyama metodu oldugu i¢in antijen antikor uyumu agikca
goriilebilmektedir. Protein iiretimi ile alakali olan islemler de avidin-biyotin kompleks
yonteminin kullanilmasi1 daha uygundur. Avidin peroksidazla isaretlenir sonrasinda
biyotine yiiksek etki gdsterir. ABC immiinokimya ii¢ asamadan olusur. Ik asama
isaretlenmemis primer antikor iken ikinci asama biyotinlenmis sekonder antikor ile
muamele edilmesidir. Uciincii asamada avidin-biyotin peroksidaz kompleksi olarak
adlandirilir. Daha sonra peroksidaz, DAB ve diger substratlarla reaksiyon meydana
getirir. Ardindan renk belirteci (kahverengi) olusur. Bu yontem ii¢ adimda gergeklesir
bunlar;

1. Birincil antikor (SIRT3 veya PDH) eklenmesi,

2. Biotinlenmis ikincil antikor eklenmesi,

3. Avidin-biotin peroksidaz kompleksi eklenmesi.

Peroksidaz DAB veya farkli substratlar tarafindan farkli son iriinler ile kahverengi

lekeleri goriiniir hale getirilir [66].

Yapilan deneyde daha onceden mikrotom ile kesilen rat kalbi dokularindan ksilen
kullanilarak parafini uzaklastirma islemi yapildi. Deneyde dort grup rat kullanildi.
Islemlerde negatif kontrol de kullanild1 ve bu gruba birincil antikor konulmadi. Bunun
amaci ikincil antikor veya diger molekiillerin spesifik olmayan boyamalar olusturup
olusturmadigini test etmektir. Dokularda antijen madde SIRT3 veya PDH proteinidir.
Parafin boliimleri dokulardan ayirmak igin, ksilen ve derecelendirilmis alkol serileri
kullanildi. iki ayr1 ksilen kullanilir. Her ksilende ayr1 ayr1 5 dakika bekletilir. Dokulara
su kazandirilmasi igin dokular gittik¢e azalan yiizde bilesimlerinde hazirlanmig alkol
cozeltilerine daldirilir. Igsel peroksidaz aktivitesinin sondiiriilmesi igin, dokular %3’luk

H,O, icinde 30 dakika boyunca bekletilir. Bunun amaci dokunun dogal yapisindan
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kaynaklanan peroksidaz aktivitesinin disiiriilmesidir. Su ve alkolden ayrilan dokular
kurumadan lam {izerine Pap pen kullanilarak bariyer olusturulur. TBS ile seyreltilmis
normal bloklama serumu kit igin onerilen sekilde hazirlanip, 30 dakika inkiibe edilir.
1/100 oraninda hazirlanan birincil antikor (SIRT3 veya PDH) inkubasyonu igin ise bir
gece boyunca (16 saat 4 °C’de) bekletildi (Sekil 2.5).

Sekil 2.5: Primer antikor damlatilmis doku ornekleri

Daha sonra, bir gece boyunca bekleyen dokulardan baglanamayan antikorlarin
uzaklagmasi i¢in 5 dakika boyunca TBS ¢ozeltisiyle yikanir. Yikama isleminden sonra
biyotinli sekonder antikor ile 45 dakika inkiibe edilir (Sekil 2.6). ikincil antikorda da
anahtar kilit eslesmesinin meydana gelmedigi kisimlarin temizlenmesi ti¢ kere her biri 5

dakika olarak TBS ile yikama iglemi yapilir.

Sekil 2.6: Ticari vectastain ABC kiti (Vector labs)
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ABC reaktifi ile 30 dakika inkiibe edilerek sinyalin ¢ogaltilmasi saglandi. Daha sonra,
tampon TBS ¢ozeltisinde 5 dakika yikama yapilarak kesitler durulandi. Son olarak, 3,3’
diaminobenzidin (DAB) ile birlikte substrat H,O, ¢ozeltisi hazirlanarak dokular inkiibe
edildi. Boyama isleminde iki kimyasal rol oynar. Bunlardan birinci H,O, digeri ise
DAB ¢ozeltisidir. H,O, baglanan ikincil antikor iizerine konuldugunda tepkime verir ve
DAB’i parcalar. DAB oksitlenince renksiz halden renkli hale geger ve SIRT3 veya PDH
proteinlerin yogun olarak bulundugu yerlerde kahverengi rengini alir. Enzim ve substrat
iliskisinin tespitinde bu yontemin kullanilmasinin sebebi ekonomik olmasi ve diger
tespit sistemlerine gore avantajli olmasidir. Bu reaksiyonun gergeklesmesi sirasinda
bazi istenmeyen durumlar olabilir. Bunlar 1518a maruz kaldiginda lekelerin solmasi ve
spesifik olmayan renk ¢okelmesidir. Cokelti, leke lizerinde biriktiginde, renkli bir sinyal
olusur ve kolayca leke iizerindeki gozle goriilebilir. Istenilen arka plan iizerinde sinyale
ulasildiginda enzimatik reaksiyon izlenebilir ve durdurulabilir (Sekil 2.7 ve reaksiyon
icin Sekil 2.8).

Sekil 2.7: Enzim kompleks antikoru damlatildiktan sonra kahverengi lekeler olusumu
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Sekil 2.8: DAB ve H,0, reaksiyonu [67].

DAB ¢ozeltisi hazirlanirken 2,5 ml saf su, ABC Kitte yer alan bir damla buffer ¢ozeltisi,
iki damla DAB ve bir damla H,O, kullanildi. Daha sonra dokularin bulundugu lamlar
yikama asamasi i¢in ksilene kadar getirilir ve ardindan dokularin {izerindeki su, dereceli
olarak artan alkol serileri kullanilarak ¢ekilir. Hiicrelerin ¢ekirdeklerinin daha
goriilebilmesi i¢in hemotoksilen karsit boyasi damlatilir (Sekil 2.9). Her bir doku
iizerine mikroskobik goriintii alinabilmesi i¢in lamel kapatilir. Bir gece oda sicakliginda

bekletilen dokular 151k mikroskobu (Best Scope Kamerali Mikroskop) ile incelenir.
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Sekil 2.9: Hemotoksilen ¢6zeltisi damlatildiktan sonra dokular

2.2.5. Mikroskop ile Goriintii Alinmasi

Kamerali 151k mikroskobu dokularda meydana gelen immunoaktivite sonucu olusan
kahverengi lekelerin c¢ekirdek veya sitoplazma da birikmelerini gostermek igin

kullanildi. Fotograflama yapildi ve detayli inceleme ve analizler yapildi (Sekil 2.10).

Sekil 2.10: Kameral1 151k mikroskobu
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3. BULGULAR

SIRT3 proteinlerini de oksidatif stresi azaltict yonde etki gosteren antioksidatif
proteindir. Bu ¢alisma da ZnO-Np’nin kalp sagligi i¢in 6nemli proteinlerden olan
SIRT3 ve PDH proteinlerinin diizeyleri ve hiicre i¢i yerlesimindeki degisikliklerin

belirlenmistir.

3.1. SIRT3 Proteininin Kontrol Grubu Kalp Dokusundaki Ekspresyonu

Bu calismada mevcut dort rat grubundan birisine ZnO verilmemis ve gelisimlerinin
normal diizey de kalmasi saglanmistir. Alinan doku kesitine ABC boyama prosediiriine
gbre boyama islemleri yapilmis ve goriintiilii mikroskopta yapilan inceleme sonucunda
kontrol grubunda SIRT3 proteini immiin-reaksiyonu daha ¢ok sitoplazma i¢inde ¢ok az
miktarlarda ¢ekirdek bolgesinde belirlenmistir.

Kalp dokularinda kalbi koruyan ve kalpte oksidatif stresin azalmasina sebep olan
SIRT3 proteinlerinin ig¢sel (endojen) olarak bulundugu anlamina gelmektedir. Goriintiilii
mikroskop ile kontrol grubu i¢in goriintii alinmis olup bunlarin icerisinden renkli
lekelenmenin net olarak goriindiigi kisimlar incelenerek segilmistir. Sekil 3.1°de
kontrol grubunda kahverengi lekelenmelerin genellikle sitoplazma ve az miktarda

cekirdek bolgesinde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.1: Kontrol grubu rat kalp dokularinda hiicre i¢i SIRT3 yerlesimi. Oklar SIRT3

immiin-boyama gozlenen yerleri gostermektedir. 200x biiyiitme kullanilmigtir
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3.2. SIRT3 Proteininin 100 mg/kg ZnO-Np Uygulanan Ratlarda Hiicre I¢i

Yerlesimi

100 mg ZnO-Np verilmis olan ratlardan aliman doku kesitleri immiinokimya boyama
yontemiyle boyandi. Boyama isleminden sonra alinan mikroskobik goriintiide SIRT3
protein immiin boyamasi sonucu kahverengi lekelerin hem ¢ekirdek hem de sitoplazma
da oldukca arttign goriildi. Sekil 3.2’de 100 mg/kg ZnO verilmis olan ratlarin kalp

dokulari igindeki yerlesimleri verilmistir.

Sekil 3.2: 100 mg/kg ZnO verilen rat kalp dokularinda hiicre i¢i SIRT3 yerlesimi. Oklar

SIRT3 immiin-boyama gozlenen yerleri gostermektedir. 200x biiyiitme kullanilmistir

3.4. SIRT3 Proteininin 300 mg/kg ZnO Uygulanan Ratlarda Hiicre I¢i Yerlesimi

300 mg/kg ZnO uygulanan ratlardan bir grup negatif kontrol grubu olarak se¢ilmistir.
Daha sonra goriintiileme mikroskobu ile SIRT3 immiin boyamasi biiyiik miktarda

cekirdekte ve ¢ok az miktarda sitoplazmikte goriintiilenmistir (Sekil 3.3). 300 mg/kg
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ZnO uygulanmis olan ratlardan alinan goriintiilerde SIRT3 proteinlerinin birikmis

oldugu kahverengi alanlar Sekil 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.3: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularinda hiicre i¢i SIRT3 yerlesimi.
Oklar SIRT3 immiin-boyama gozlenen yerleri gdstermektedir. 200x biiyiitme

kullanilmistir

ZnO-Np uygulanan ratlardan her grup i¢in bir grup negatif kontrol grubu olarak
secilmigtir. Bu gruba birincil antikor damlatilmamigstir. Birincil antikor anahtar kilit
uyumunda temel zinciri olusturdugundan negatif kontrol grubunda ilk basamakta
herhangi bir baglanma olmayacaktir. Bunun tizerine ABC kitte yer alan ikincil ve

tiglinciil antikorlar uygulanmistir. Negatif kontrol grubu icin alman mikroskobik
gortintli Sekil 3.4’dedir.
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Sekil 3.4: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularinda negatif kontrol. 200x
biiylitme kullanilmistir

3.4. SIRT3 Proteininin 600 mg/kg ZnO Uygulanan Ratlarin Kalp Dokularinda
Hiicre I¢i Yerlesimi

600 mg ZnO-Np verilmis olan ratlardan alinan kalp doku kesitleri ABC kit yontemiyle
boyandi. Boyama isleminden sonra alinan mikroskobik goriintiide, Sekil 3.5’de
goriildiigi gibi SIRT3 immiin boyamasmin 300 mg ZnO-Np verilmis dokularda oldugu
gibi ¢ekirdekte yogunlastigl ve sitoplazmadan biiylik 6l¢lide kayboldugu gozlenmistir.

R

Sekil 3.5: 600 mg/kg ZnO verilen rat kalp dokularinda hiicre i¢i SIRT3 yerlesimi. Oklar

SIRT3 immiin-boyama gdzlenen yerleri gostermektedir. 200x biiyiitme kullanilmistir.
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3.5 ZnO-Np Piriivat Dehidrojenaz Enzimi (PDH) Uzerine Etkisi

PDH, glikolizi TCA (Krebs dongiisii veya sitrik asit dongiisii) dongiisiine baglar. Bu
enzim kompleksi bes kofaktér ve ii¢ enzimden olusur. PDH asetil-coA {iretmek igin
piruvat1 okside eder. Piruvatin oksidasyonu, hiicrenin mitokondrisinde meydana gelir.
PDH kompleksi ii¢ enzim kullanir:

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

E2: Protez gruplar olarak lipoamid ve koenzim A'y1 (ayrica koASH olarak da bilinir)
kullanan Dihidrolipoilislemolesi.

E3: Kovafaktorler olarak flavinadenindiniikleotidi (FAD) ve NAD kullanilan  dihidrol
ipoil dehidrojenaz. Asagida pirivatin asetilcoA ve CO,'ye doniistlirilmesinin net

reaksiyonu verilmistir.

2 Piruvat + 2NAD" + 2CoA— 2 Asetil CoA + 2NADH + 2CO, [68].

PDH, glikozun mitokondride yikilip oksidatif fosforilasyonda kullanilmasinda rol alan
bir enzimdir. Mitokondride bulunur. Piriivatin asetil koenzim A’ya doniistiiriilmesinde
rol alir. Ayrica PDH’in fosforilasyonu piruvat dehidrojenaz kinaz 4’ti (PDK4) inhibe

eder. Bu kinaz enzimi kanser tedavisi i¢in 6nemli bir proteindir [68].

Tiim dokulardan biri negatif kontrol grubu olarak secilse de, en iyi goriintiiniin 300
mg/kg ZnO-Np uygulanan ratlardan alinmasi nedeniyle 300 mg/kg ZnO-Np uygulanan
ratlarin doku goriintiisii konulmustur (Sekil 3.6). Yapilan ¢alismaya gére, PDH enzimi
miktart, ZnO-Np artmasiyla birlikte artmistir. Sekil 3.7°da goriildiigii tizere dokuda

olusan kahverengi lekelerin sitoplazmada agirlikta oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.6: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularinda negatif kontrol. 200x
biiylitme kullanilmistir

Sekil 3.7: 300 mg/kg ZnO-Np verilen rat kalp dokularinda hiicre i¢i PDH yerlesimi.
Oklar SIRT3 immiin-boyama go6zlenen yerleri gostermektedir. 200X biiylitme
kullanilmistir
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4. TARTISMA VE SONUC

Son zamanlarda saglik iizerine yapilan arastirmalarin ¢ogu, hastaliklarin kolay ve en
kisa siirede tedavi edilebilmesi yoniindedir. Bu sebeple birtakim nanopartikiiller,
enzimler veya proteinlerin etkilerini arastiran ilgi ¢ekici ¢alismalar mevcuttur. ZnO-
Np’ler de bu ¢aligmalarda ciddi ilgi ¢ekmektedir. ZNnO-Np sadece saglik sektoriinde
degil, kozmetik, plastik, elektronik ve kimyasal siireclerde de karsimiza ¢ikmaktadir.
ZnO-Np kanser ve timor tizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada kurkumin ytikli
ZnO-Np (ZnO-PBA-Curcumin), MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde oksidatif
stres ve mitokondriyal hasara neden olarak apoptotik hiicre oliimiine neden olmustur
[69]. Buna gore, ZnO-PBA-Curcumin, meme kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir tedavi
yontemini temsil edebilir sonucuna ulasildi [69]. Kumar J ve arkadaslarinin yapmis
oldugu baska bir ¢alismada ise bir bitki tiirii olan Withaniasomnifera (WS) ekstrat1 ve
Withaferin A (WA) takviyesinin  deney ratlarinda, ZnO-Np {izerindeki
immiinomodiilatér ve koruyucu etkilerini arastirmistir. Calismada, hayvanlar 28 giin
boyunca WS ve WA ile birlikte ZnO-Np'lere maruz birakilmig ve viicut agirligi, organ
katsayisi, sitotoksisite, nitrik oksit (NO), toplam serum proteini, fagositoz ve TLR6 ve
ARG genlerinin gen ekspresyon seviyeleri gibi cesitli parametreler kontrol edilmistir.
Calisma, fagositozda doza bagimli azalmanin, TLR6'nin yukar regiilasyonu ile birlikte
NO iiretim seviyelerinde bir artis oldugunu, ZnO-Np’leri verildiginde arginaz geninin
anlamli oldugunu gostermistir. Bu sonuglara gére ZnO-Np’lerin verilen dozlara gore
bitkilerin etkilerini artirdigr ancak dozun artirilmasiyla toksik etkiye neden oldugu

saptanmustir [70].

ZnO-Np’in rat bagirsaklarindaki mikrobiyota kisa yag asitlerininin {iretimi ve oksidatif
stres {izerine etkilerinin arastirildigi bir bagka ¢alisma da 14 giin boyunca ratlara HAHp
(3.0) / ZnO-Np uygulandi. Digski numunelerinin yiiksek verimli 16S ribozomal RNA
gen sekanslamasi, HAHp (3.0) / ZnO-Np’lerin disi ratlarda Firmicute'leri arttirdigini ve
Bacteriodetes bollugunu azalttifini ortaya koydu. Bu sonuglar, HAHp (3.0) / ZnO-
Np’lerin bagirsak mikrobiyosunun giivenli bir diizenleyicisi olarak potansiyel
uygulamalara sahip olabilecegini veya gida tiriinlerinde kullanilan bir antioksidan olarak

kullanilabilecegini gostermistir [71].
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Yapilan bir bagka ¢alisma da Wistar albino tiirtindeki ratlara 600 mg/kg ve 1 g/kg viicut
agirh@ olmak iizere giinde iki kez ZnO-Np verildi. Burada ama¢ ZnO-Np’in
nefrotoksiteye karsi koruyucu etkilerini tespit etmekti. Bobrek dokusu ig¢in
histopatolojik inceleme yapildi. Serum iire ve kreatinin diizeyleri de kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ZnO-Np verilen ratlarda anlamli olarak artmistir. Ek olarak, bobrek
dokularinda enzimatik olmayan antioksidan indirgenmis Glutatyon (GSH) belirgin bir
azalma goriilmis ve serum glikoz seviyeleri artmistir. Bu biyokimyasal bulgular,
yiikksek dozda ZnO-Np alan hayvanlarda ¢ok sayida bobrek glomeriiliiniin atrofi ve
pargalanma gecirdigini gosteren, bobrek dokularinin histopatolojik incelemesiyle
desteklenmistir. Bu etkilerin doza bagl oldugu anlasildi ayrica ZnO-Np’ler, oksidatif
strese ve buna baglhh vaskiiler komplikasyonlara karst faydali oldugunu da

gostermektedir. Ciinkii ZnO bobrekteki nefrotoksiteyi belirgin diizey de azaltmistir [72].

ZnO-Np’in insan bedeninde enzimler, proteinler, DNA, kromozomlar, niikleotit ve
diger pek cok yapiyla etkilesimi mevcuttur. SIRT proteinleri, enerji metabolizmasi ve
yaslanmanimn diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan NAD® bagimli histon diasetilaz
ailesidir. SIRT'lerin aktivasyonunun, lipit metabolizmasi1 ve antioksidanlar iizerinde
yararli etkileri oldugu ve bu proteinlerin aterogenezdeki rollerinin arastirilmasina yol
actig1 goriilmektedir. Her ne kadar klinik veriler sinirli olsa da metformin ve resveratrol
gibi SIRT aktivatorlerinin mevcudiyeti, SIRT'lerin insan aterosklerozunu onlemedeki
roliinii daha 1yi anlamak i¢in arastirma yapmak i¢in miikemmel bir firsat sagladigi

belirtilmistir [73].

Muller ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismaya gore mitokondride yer alan SIRT3
proteini, solunumla iliskili reaksiyonlar1 etkiler. Mitokondriden SIRT3’iin
uzaklastirilmasiyla mitokondriyal kompleks 3 inhibitorii asetilasyonu yiiksek seviyelere
ulagsmigtir. Kompleks 3 reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini artirdigini bildirmislerdir
[74]. SIRT3 yine mitokondride bulunan diger bir enzim olan PDH’i diasetile ederek
onun enzimatik aktivitesini arttirarak, piruvatin TCA dongiisiine katilmasini saglar
[2,4]. Calismamizda immuno-boyama sonucu aldigimiz sonuglar ZnO-Np’in PDH

diizeylerinde bir miktar artmaya sebep oldugunu gdstermistir. Bu sonuglar ZnO-Np’in
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kardiyomiyosit hiicrelerde enerji {retimi tiizerine yararli etkilerinin olabilecegini

Onermektedir.

Kim ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma ise kanser ve SIRT3 proteinleri arasindaki iliski
incelenmistir. Normal (wild tip) SIRT3"* ve SIRT3 geni silinen ratlarda ve SIRT3™"
embriyonik fibroblast hiicreleri (MEF) izole edilmis ve hiicre boliinme oranlar
karsilastirilmistir. SIRT3 geninin silindigi ratlarda kanser hiicrelerinde artis oldugu
gorildi [75].

Oksidatif stres {lizerine bir arastirma yapan Santos ve arkadaslari, SIRT1 proteinlerinin
mevcut oldugu yapiya Zn verilmesi {lizerine burada olusan bir anahtar kilit uyumu
gordiiler. Cinkonun SIRT1 proteinine baglandigi yerler sar1 renge doniistii. Geri kalan
kisimlar ise tortu olarak ayrildi. Yapilan reaksiyon da ¢inkonun katalitik reaksiyonlara
fayda sagladigi ancak yiiksek konsantrasyonlarda kayiplara neden oldugunu tespit
edilmistir [76]. Tiim bu bilimsel aragtirmalar SIRT ile ZnO arasinda dogrudan bir iligki

olabilecegini ortaya koymaktadir.

Cu/Zn stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin bir kofaktorii olup, siiperoksit radikalinin
daha az zararli O, ve H,0,'ye ayrismasi katalize eder, ardindan katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) ile detoksifiye edilir. Ayn1 zamanda, NADPH oksidazlari
inhibe eder ve azalmig ROS iiretimine neden olur. Ayrica, ¢inko, yiiksek sistein igerigi
nedeniyle milkemmel ROS temizleyicileri olan MTS'min iiretimini tetiklemektedir.
Protein siilthidrillerin ¢inko tarafindan oksidasyona karsi stabilizasyonu, ¢inkonun
oksidatif islemleri engelledigi bagka bir mekanizmadir. Cinko, dogrudan tiyol grubuna
baglanir, protein igindeki siilthidril grubuna yakin baglanarak sterik engel olusturur ve
protein icerisinde konformasyonel degisikliklere yol acan diger bolgelere baglanir.
Biitiin bunlar siilfidrilin aktivitesinin azalmasina neden olur. Ayrica, ¢inko, Oncelikle
Fenton reaksiyonlar1 yoluyla serbest radikallerin olusumunu katalize eden bakir ve
demir gibi redoks aktif gecis metallerini antagonize eder. Bu gecis metalleri, demir ve
karbonhidratlar, DNA ve bakir i¢in enzimler gibi niikleotidler, glikoz ve sitratlar gibi
hiicresel bilesenlerle kompleksler olusturur [77]. Metal komplekslestiginde, tuzaga
diisiip H,O ile reaksiyona girer ve reaktif hidroksil radikali (HO) olusturur. Bu, lipid
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peroksidasyonuna, DNA ve protein hasarina ve ardindan ciddi doku hasarina yol agar.
Cinko, bakir ve demirin yerini alabilir ve lokalize oksidatif hasar1 azaltabilir. Saglikli
insan stjelerin ¢inko destegi, plazmadaki oksidatif stres ile iligkili yan {irtinler
malondialdehit (MDA), 4-hidroksialkilenler (HAE) ve 8-hidroksideoksiguanini
azaltmistir. Bu etki, gen¢ insanlara gore genellikle daha diisiik plazma ¢inko

konsantrasyonuna sahip yasl bireylerde de goriilmiistiir [77].

Yapilan bu ¢alismada, kalp dokusu igerisinde yer alan SIRT3 ile farkli dozlardaki ZnO-
Np’in etkilesimi incelenmigtir. Mitokondride bulunan SIRT3 proteinleri, oksidatif
stresin Oniine gegerek antioksidan etki yaratma Ozelligine sahiptirler. Mitokondri
hiicrede enerji olaylarinin meydana geldigi yerdir. SIRT3 proteini bir¢ok antioksidan
genin aktivasyonunu artirarak oksidatif strese karsi koruma meydana getirebildigi
bildirilmisidir [8]. Mitokondri heterojendir ve temel olarak hiicresel fonksiyonlara ve
doku homeostazisine katkida bulunur. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu genel hiicre
islevini, doku hasarin1 ve hastaliklar1 tehlikeye atar. Mitokondri dinamikleri,
biyoenerjetigi ve redoks homeostazi kardiyometabolik hastaliklardaki fonksiyonlarini
anlamamiza yardimci olur. Mitokondrinin islevleri esasen matrislerindeki enzimlere
dayanir. Kardiyovaskiiler hastaliklar son zamanlarda goriilen Oliimler arasinda ilk
siralarda yer alir. Mitokondriyal olarak olusan bozukluklarin ¢ogu kardiyovaskiiler
sistemde sorunlara neden olur. Yapilan son caligmalar, mitokondriyal NAD" bagimli
diasetilaz etkisi olan SIRT3 proteinlerinin mitokondriyal fonksiyonlar ve glukoz ve yag
asidi bozukluklar1 ile oksidatif stres lizerinde etkilerinin oldugunu ortaya koymustur.
[78,4]. Wu ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada, SIRT3 proteini kalp dokusunu
koruduguna ve glukoz ve lipid metabolizmasin1 diizenledigine dair bulgular elde
etmiglerdir. Ayrica SIRT3 proteinlerinin kalbi metabolik bozukluklardan koruyan
miyokard ATP seviyelerini de korudugu sonucuna ulastilar [78]. Son raporlar, SIRT3'iin
cesitli kalp hastaliklarmin korunmasinda rol oynadigimi gostermektedir. Bir baska
caligmada diyabet ile kalp hastaliklar1 arasindaki iligki arastirilmistir. Diyabetik
kardiyomiyopati diyabete bagli bir kalp hastaligidir ve mitokondriyal fonksiyonlarla
iliskilidir [79]. Yapilan ¢alismaya gore, erkek ratlara diyabete neden olan streptozotosin
maddesi 50 mg/kg kullanilarak ratlar uyarildi. Kan sekeri degerleri 200 mg/dL olan

ratlar rastgele iki gruba ayrildi. Ratlara insiilin diisiiriicii etken maddeler (resveratrol)
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verildi ve oksidatif stres ve mitokondriyal parametreler degerlendirildi. Sekiz hafta
sonunda diyabetik rat kalbi, kardiyak hiicre boyutunun azaldigini,  oksidatif  stresin
arttigin1 ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda yer alan enzimlerin aktivitelerinin
azaldigim1 gosterdi. Diyabetik kalpte SIRT3 ve mitokondriyal transkripsiyon faktorii
(TFAM) ekspresyonu ve aktivitesi azaldi. Resveratroliin SIRT3’t aktive ettigini,
SIRT3’in diyabetik rat kalbinde hiicresel biiylkligii ile birlikte mitokondriyal

fonksiyonu korudugunu gostermektedir [79].

Oksidatif stresin azaltilabilmesi i¢in antioksidan savunma sisteminin desteklenmesi
gerekmektedir. SIRT3 proteini antioksidan savunma sistemini destekleyen bir
yapidadir. Mitokondriyal SIRT’ler, mitokondriyal enerji ve redoks metabolizmasini da
diizenler ve kardiyovaskiiler homeostazda rol oynarlar. SIRT3'lin, normal mitokondriyal
biyolojik fonksiyonun geri doniisimlii protein lizin diasetilasyonu yoluyla
korunmasinda kritik bir rol oynadigi gosterilmistir. SIRT3, enerji metabolizmasi, reaktif
oksijen tiirlerinin tretimi, elektron tasima zinciri akisi, mitokondriyal zar potansiyel
bakimi ve mitokondriyal dinamigi gibi mitokondriyal biyolojik islemlerde yer alan
cesitli substratlara sahiptir. SIRT3’lin baskilanmasiyla, mitokondrinin islevsel
eksiklikleri nedeniyle c¢esitli kardiyovaskiiler bozukluklarin gelismesine katkida
bulunabilir. SIRT3’lin aktivasyonu, mitokondriyal fonksiyonun iyilestirilmesi ve ilgili
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi i¢in umut verici bir terapétik stratejiyi temsil
edebilir. Elde edilen bu bilgilerden su sonuca variliyor ki SIRT3 oksidatif stres
olusumuna karsi mitokondrinin fizyolojik fonksiyonunu korumada g¢ok oOnemli bir

etkiye sahiptir [80,4]

Tiim bu arastirmalar SIRT proteinlerinin kalp sagligiyla iligkili oldugunu ve diger
organlarda mitokondriyal fonksiyonlarin etkinliginde onemli rol oynadigini gosterir.
Yapilan bu ¢alismada elde edilen verilere gore, kontrol grubunda, hem ¢ekirdek hem de
sitoplazmada SIRT3 immun-reaktivitesi mevcut oldugu goriilmistiir. 100 mg/kg ZnO
verilen ratlarin doku incelenmesi yapildiginda, SIRT3 protein ifadesini gosteren
kahverengi boyama bdélgelerinin kontrol grubuna oranla arttigt ve boyamanin hem
cekirdekte hem de sitoplazma da mevcut oldugu gorilmiistiir. 300 mg/kg ZnO verilen

ratlarin doku incelemesinde ise kahverengi bdlgelerin yine hem c¢ekirdekte hem de
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sitoplazma da mevcut oldugu sonucuna ulasilmistir. Ancak doz artirrmiyla birlikte 600
mg/kg ZnO verilen ratlardan alinan doku O&rneklerinin mikroskobik incelemesinde
kahverengi lekelenmelerin sitoplazma da mevcut olmadigi ve SIRT3 proteinlerinin
cekirdek bolgesine dogru hareket ettigi ve az da olsa cekirdekte birikmeler oldugu
saptanmistir. Burada SIRT3 proteinlerinin hiicresel stresten kaynakli olarak mitokondri
icinden cekirdege dogru gittigi disiiniilmektedir. SIRT3’iin ¢ekirdekte bulunmasi, onun
asetile bazi histon proteinleri diasetile etme 6zelligi gosterdigi diistiniilmektedir [81,72].
SIRT3"iin ¢ekirdekteki roliiniin hiicresel stresle iligkili olabilecegi ve niikleer kodlanmig
baz1 mitokondriyal genlerin ifadelerinin diizenlemesi ile agiklanmistir [81,72]. SIRT3
ifadesini gosteren kahverengi renklerin kontrol gruplarda dozlara gore farklilik
gostermesi  sebebiyle ZnO-Np 300 mg/kg dozajinda kullanildiginda SIRT3
proteinlerinin miktarini artirarak kalp dokusunu koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini
diisiinmekteyiz. Ancak, 600 mg/kg’dan daha yiliksek dozlar verildiginde, ¢ekirdek ve
sitoplazmada kahverengi lekelerin azalmasi, ZnO-Np’in kardiyomiyosit hiicrelerinde bir

toksik etki yaratmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, ZnO dozunun uygun olarak kullanilmasi ile SIRT3 proteinlerinde goriilen
artigla birlikle kalp saglhigmin korunabilecegi, yine uygun dozlardaki ZnO-Np’lerin
PDH’1 da etkileyerek kalp hastaliklar1 gibi durumlarin tedavisinde etkili bir rol

oynayabilecegi kanisinday1z.
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