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OZET

Parasetamol agr1 kesici ates diisiiriicii olarak kullanilan bir ilactir. Karaciger ve
bobrekte metebolizma edilir. Diger bircok ilacta oldugu gibi Parasetamol de metabolize
olurken viicutta serbest radikal olusumunu arttirmaktadir. Viicut bu radikalleri ortadan
kaldirmak i¢in antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir. Siiper Oksit Dismutaz
(SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) bu sistemlerin en Onemli
enzimlerindendir.

Bu tezde Parasetamoliin tavsan karacigerindeki etkileri molekiiler diizeyde
arastirildi.  Parasetamol grubundaki tavsanlara 500mg/kg viicut agirligi oraninda
intraperitonal yolla Parasetamol verildi ve uygulamadan 4 saat sonra kesim islemi
yapildi. Karaciger dokusundan alinan parcalardan toplam RNA saflastirildi ve PoliT
primeri kullanilarak ters transkripsiyon reaksiyonu ile cDNA elde edildi. Polimeraz
Zincir Reaksiyonlar1 ile CuZnSOD, GSH-Px, CAT ve kontrol amac¢li GAPDH icin
spesifik primerler kullanilarak istenilen biiyiikliikte DNA iiriinleri elde edildi. Agaroz
jelinde kosturulan enzim RT-PZR bantlarinin GAPDH RT-PZR bandina oranlari
karsilagtirllarak  semikantitatif mRNA analizleri yapildi. Bu analiz sonucunda
parasetamol uygulamasinin CuZnSOD, GSH-Px, CAT mRNA seviyelerinde herhangi bir
degisiklige neden olmadig1 goriildii.

Anahtar kelimeler ; RT-PZR, mRNA, serbest radikaller, CuZnSOD, GSH-Px, CAT ve
GAPDH.



ABSTRACT

Paracetamol is a drug that is used for its analgesic and antipyretic properties. It is

metabolized in liver and kidneys. As other drugs, Paracetamol increases the amount of
free radicals in the body during metabolism. The body developed several antioxidant
defense systems to combat these radicals. Superoxide Dismutase (SOD), Catalase (CAT)
and Glutathione Peroxidase are the most importants of these enzymes.

In this thesis, the effects of Paracetamol on rabbir liver was studied. Paracetamol
was injected intraperitoneally as 500 mg/kg body weight to paracetamol group animals
and they were killed 4 hrs later. Total RNA were isolated from liver samples and cDNA
was made with PolyT primer in revers transcription reaction. Desired lengths of DNA
from Polimerase Chain Reactions were obtained by using specific primers for CuZnSOD,
GSH-Px, CAT and GAPDH control. Enzyme RT-PCR bands from agarose jells were
analyzed semiquantitatively by comparing them with GAPDH RT-PCR bands. As a
result, it was observed that mRNA levels of CuZnSOD, GSH-Px, CAT was not

influenced from Paracetamol application.

Keywords: RT-PCR, mRNA, free radicals, CuZnSOD, GSH-Px, CAT and GAPDH.
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ROT
GSH
02"

OH

10,

SOD
CAT
GSH-Rx
H,0;
MPO
NADPH
X0
XOR
PZR
cDNA
RT-PZR

KISALTMALAR DIiZiNi

Reaktif Oksijen Tiirleri
Indirgenmis Glutatyon
Siiperoksit Anyonu

Hidroksil Radikali

Singlet (Tekil) Oksijen
Siiperoksit Dismutaz

Katalaz

Glutatyon Peroksidaz
Hidrojen Peroksit
Miyeloperoksidaz
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
Ksantin Oksidaz

Ksantin Oksido Rediiktaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Eslenik DNA

Revers Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu



1-GiRIS

Bu calisma Parasetamol isimli ilacin karaciger Uzerine olan etkilerinin
arastinldigr calismanin molekuler biyoloji ayagini olusturan kismidir. Galismanin
diger kisimlarinda 6 kontrol ve 6 uygulama grubundaki tavsanlara Parasetamol
verilmis ve parasetamolun karacigerde olusturdugu hasarin incelenmesi
amaclanmigtir. Dokulardan kesitler alinarak histopatolojik ve immuno-
histokimyasal degerlendirmeler yapilacaktir. Hasar olusumu baslangicindaki
serbest radikaller ve antioksidanlar ve ilgili molekulller ve enzim sistemleri ayrica
incelenecektir. Bu amagla Malondialdehit, Glutatyon, toplam Nitrit seviyeleri
belirlenecek ayrica Superoksit Dismutaz, Glutatyon Peroksidaz ve Katalaz
enzimlerinin  seviyeleri saptanacaktir. Bu tezin amaci ise Parasetamol
uygulamasi sonucu tavsanlarin karacigerindeki Superoksit Dismutaz, Glutatyon
Peroksidaz ve Katalaz enzimlerinin mRNA seviyelerindeki degisikliklerin semi-
kantitatif RT-PCR metoduyla &lgtlmesidir. Bdylece akut bdébrek hasarinin
mekanizmasi molekuler seviyedeki incelenecektir.

1.1- Parasetamol

o d N =

rH

Parasetamol’lin (Asetilaminofenol) kimyasal yapisi

Kimyasal formuli CgHgNO. olan Parasetamol’dn  molekiler agirhgi
151,17 g/mol, yogunlugu 1.263 g/cm® ve erime noktas! 169 °C’dir. Parasetamol



karacigerde metabolize olur yarilanma émrli 4 saattir. Vicuttan idrar yoluyla
atilir [1].

Parasetamol (Asetaminofen) agri kesici ve ates dusuricu etkiye sahip bir
ilag etken maddesidir. Parasetamol agizdan alindiginda gastrointestinal sistemde
hizia emilir. ilac alindiktan 30-60 dakika sonra maksimum plazma
konsantrasyonuna ulasir. Parasetamol b0tin dokulara hizla dagilir. Plazma
proteinlerine baglanmasi zayiftir. Plazma yarn o6mrii 1-4 saattir. idrarla
parasetamoliin %1-3’ O degismemis olarak atilir ve % 80 i ise biyolojik olarak
glukuronid veya siilfat bilesikleri olarak atilir [1]. Analjezik etkisi yeni nesil
aneljeziklere gbére hafif kalsa da gastrointestinal sisteme yan etkisinin hemen
hemen hi¢ olmamasi, glvenirligi ve gebelerde kullanilabilir olmasi her zaman én

planda olmasina neden olmustur [1].

1.1-1. Kullanim Alanlari

Bas agrisi, migren, adet sancilari, dis agrisi, soguk alginhg ve gribal
enfeksiyonlara bagl agri, nevralji, nevrit, siyatik, lumbago, kas ve eklem agrilari,
orta kulak agrilari, sinizit ve cerrahi operasyonlara veya yaralanmalara bagli
agrilar ile adet zorluklarindan kaynaklanan agrilarda endikedir. Asetilsalisilik asite
duyarhligi olan hastalarda alternatif ilag olarak kullanilir [1].

1.1.2- Kulanimi Zararh Alanlar

ileri derecede bobrek ve karaciger rahatsizigi olan hastalarda
kullaniimamalidir. Parasetamole asiri duyarlihdi olanlarda ve daha énce anemisi

olanlarda kullaniimasi sakincalidir.

1.1.3- Uyarilar



Parasetamolin insanlar igin 20 gramdan fazla alinmasinda fatal risk
vardir. Aktif alkolizm, viral hepatit, karaciger hastaligi ve agir bébrek fonksiyon
bozuklugu olanlarda dikkatle kullaniimalidir. Kronik alkoliklerde terapétik dozlar
takiben hepatotoksisite ve karaciger yetmezligi gelisir. Kronik alkol bagimhlarinda
glvenli doz saptanamadigindan, giinde 2 g veya daha disUk dozlar &nerilir.
Alisiimis terapétik dozlarda kisa sireli olmak sartiyla gebeligin tim dénemlerinde
kullanilabilir. YUksek dozlarda devamli kullanimi annede anemiye, yeni dogan
bebekteyse fatal bébrek hastaligina neden olabilir. Ama bunun disinda gebelerde

glvenle kullanilabilir [1].

1.2- Karaciger

Karaciger, diyaframin hemen altinda, sad tarafta, yaklasik olarak 2
kilogram agirhdinda koyu kirmizi renkte yumusak bir organdir [2]. Vicudumuzun
gercek kimya laboratuvari olan karaciger iri bir bezdir; igcinde 800-900 gram kadar
kan bulunur; lob adi verilen sayisiz kig¢Uk parcaciktan olusur. Yeri, Ust karin
bélgesinde ve midenin 6nlandedir.

Karacigerin gorevleri cesitli oldugu kadar énemlidir de. Hucrelerin enerji
kaynagi olan sekeri yapar; yaglarin 6zimlenmesi ve dolayisiyla sindirim igin
vazgecilmez bir madde olan 6du (safra) salgilar; bircok artigin vicuttan
atilmasini ve vicudun zehirlerden artiimasini saglar, alkoli sizer ve kani
pihtilagstiracak maddeleri yapar. Ayrica bircok ilag, ancak karacigerde degisiklige
ugradiktan sonra organizma tarafindan kullanilabilir.

Gérevinin karmagsikligi nedeniyle karaciger nispeten nazik bir organdir;
bircok hastaliga tutulabilir. En ¢ok bilineni sariliktir; derinin sari bir renk almasiyla
beliren bu hastalik safranin iyi bosaltimamasindan ileri gelir. Karacigerin en
tehlikeli hastaliklarindan biri alkol sirozudur: bu hastalikta karaciger buydr ve

gbrevlerini yerine getiremez [3].



1.3- Serbest Oksijen Radikalleri

Elektronlar, atomlarinin ydéringelerinde bulunurlar. Her bir ydriinge en
fazla iki elektron tutabilir. Bir serbest radikal basitce, bir veya daha fazla
eslesmemis elektron bulunduran herhangi bir molekll olarak tanimlanabilir.
Serbest radikallerin agik bir bag veya yaribag icermeleri kendilerini kimyasal
olarak reaktif kilar. Serbest radikallere 6rnek olarak merkezinde oksijen bulunan

stiperoksid (O ), kiikiirt bulunan tiyil (RS), karbon bulunan triklormetil (CCls) ve

ciftsiz elektronun her iki atom arasinda delokalize oldugu nitrik oksid ('NO)

verilebilir. Formal icerisindeki noktalar bir veya daha fazla eslesmemis elektronun
bulundugunu gbéstermektedir. in vivo olarak bulunan molekillerin ¢ogu radikal
olmayip, eslesmis elektronlar icerir [4]. Serbest oksijen radikalleri , oksijenin
belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu olugan ¢ok kisa dmurlt ve gucli
oksidan nitelikli oksijen metabolitleri olan, hidrojen peroksid (H2O;), stuperoksid

anyonu (02._) , hidroksil radikali (OH'_) ve singlet oksijenidir ('Ag) [5]. Oksijenin

dis molekiler yéringesine bir veya daha fazla eslesmemis elektronlarin
eklenmesi yaygin sekilde bulunan bu molekllli gugli bir toksine, bir serbest
oksijen radikaline dénusttrir [6]. Metabolik elektronlarin normal siralaniminda,
oksijen toplam dort elektron kabul edebilir. Oksijene bir elektron eklenmesi
superoksit anyonu, iki elektron eklenmesi hidrojen peroksit, U¢ elektron

eklenmesi hidroksil radikali ve dort elektron eklenmesi su olusumuna neden olur

[7].

1.3.1.Superoksit Radikali ( 02 )

Molekiler oksijen dis orbitallerinde paylasiimamig iki elektron igerir. Bu

elektronlar paylasilmadiginda, ayri ayn orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri



ayni yénde oldugu zaman en disUk enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerden
her biri birer elektron daha kabul edebilir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile

sUperoksit anyonu (SuUperoksit radikali, 0_2), iki elektron almasi ile de peroksit
anyonu (0.2 ) olusur [8].

Slperoksit radikali bir oksitleyici gibi davranarak bir elektron daha alabilir,
bdylece olusan peroksi anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksit
(H20.) olustirabilir. Veya siperoksit radikali aldigi elektronu bagka bir elektron
aliciya vererek tekrar oksijene oksitlenebilir ve bdylece bir indirgeyici (rediktor)
olarak davranabilir. Ya da iki suUperoksit radikali birbiri ile etkileserek biri

oksitlenirken digeri ise indirgenir ve bdylece H>O, ve O, meydana gelir:
02._ + O._g + 2H+ > H202 + 02 [8]

SUperoksit radikallerinin ortamdan temizlendidi bu tepkimeye dismutasyon

tepkimesi denir.

Canlilarda superoksit radikallerinin olusumuna neden olan olay ve etkileri

iki grupta toplamak mUmkadndur.

1-) Cevresel etkiler: Cesitli kimyasal bilesikler ve fiziksel etkenler
canlilarda superoksit radikali olusumuna neden olurlar. Bazi kosullarda gérinar
bélge i1sinlari da dahil olmak Uzere, 6zellikle butlin yiksek enerijili elektromanyetik
dalgalar (1sinlar) her oksijenli ortamda sUperoksit radikalleri olustururlar. Yiksek
enerjili 1sinlardan 6zellikle beta, gama ve X iginlari siperoksit radikalli yani sira,
dogrudan diger radikallerin olusumunu da saglarlar. Bdyle bir dalga sulu
ortamdan gecince suyun radyolitik pargcalanmasina neden olur [9].

Sulu ortam oksijen igeriyorsa, asagidaki tepkimelerle stperoksit radikali

kolaylikla olusur.
€a+02 > 02 k=2x10"" M'sn”

H+ Oy > H+ Oy(veyaHO,) k=2x10"M'sn?  [9]



Organik molekillerin bulundugu sulu oksijenli ortamda radikal olusumu iki
kat daha artar [9].

2-) Canli organizmalar radikal olusumuna neden olan g¢evre kosullarindan

timayle izole edilseler bile eger molekller oksijeni metabolize ediyorlarsa
organizmadaki pek cok tepkimelerle O ; Uretirler. Canlilarda siiperoksit anyonu

Ureten baslica tepkimeler sunlardir.

a-) Hidrokinonlarin, I6koflavinlerin ve katekolaminlerin, tiollerin,
indirgenmis boyalarin, tetrahidropteridin, ferrodoksin ve hemoproteinlerin

otooksidazyonu tepkimelerinde stperoksit radikali Gretebilirler [10].

b-) Cesitli enzimatik tepkimelerde stperoksit radikali olugsur. Bu enzimlere
ksantin oksidaz, dihidroorotat dehidrogenaz [11] ve bir grup flavo protein
dehidrogenazlar 6rnek verilebilir [10].

c-) Bazi oksidaz ve hidroksilaz enzimleri de katalitik etkileri sirasinda ara
arin olarak sOperoksit radikali Uretirler. Bunlara mikrozomal hidroksilazlar,

triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz érnek verilebilir [12, 13].

d-) Canlilarda sUperoksit radikallerinin Uretildigi bdlgelerin  basinda
mitokondri gelir. Molekuller oksijenin en énemli kullanim yeri, mitokondrilerin i¢
zarindaki elektron transport sistemi oldugundan burada radikal Uretiminin olmasi
beklenen bir sonugtur. Mitokondrideki oksijen Gretiminin ¢ok blyUk bir kismindan
elektron transport sistemi sorumludur. Bu sistemdeki son elektron alicisi
oksijendir. Mitokondri elektron transport sisteminde O, Ureten iki bdlgenin
bulundugu gdsterilmistir. Bunlardan birincisi flavo protein olan NADH
dehidrogenazdir ve mitokondri zarinda Uretilen stperoksit radikallerinin Ggte biri
bu bolgeden kaynaklanir [14]. ikinci bolge ise koenzim Q-sitokrom b bdlgesi
olup, ubikinonun otooksidasyonu ile elektron transport sisteminde Uretilen
stperoksit radikallerinin Ugte ikisini olusturur. Elektron transport sisteminde

kullanilan oksijenin %1-5’i stiperoksit olusumu ile sonuglanir [15,16].



e-) Onemli dlciide slperoksit radikalleri fagositoz sirasinda fagositoz
yapan hucreler tarafindan ( nétrofil, eozinofil ve makrofajlar) enzimatik olarak

uretilirler [10].

1.3.2. Singlet Oksijen ( '0,) Radikali

Molekdller oksijenin iki dig orbitalindeki paralel salinmakta olan ki
elektrondan birinde salinim sinirlamalarinin kalkmasi sonucu, molekiler oksijenin
iki elektronu ayri ayri veya ayni orbitali isgal edebilirler. Oksijenin uyariimis bu iki
formuna singlet oksijen ( '02) denir [10,17].  Singlet oksijenin her iki formu da

aldigi enerijiyi 11k enerjisi halinde vererek eski durumlarina dénebilirler [18].
Singlet oksijenin olusumuna neden olan mekanizmalar sunlardir.
a-) Dioksijen Uzerinde pigment aracili isik etkisi ile,
b-) Fe katalizli Haber —Weiss tepkimesi ile,

metal
0 2 + H20, > 10, +OH + OH

c-) Stiperoksit radikali Uretilen ortamda kendiliginden dismutasyon ile,
HO,+O02+H+ >  '02+H0;

d-) Siiperoksit radikallerinin diagilperoksitlerle tepkimesinde

e-) Fagositoz yapan hilcrelerde fagositoz sirasinda H>O. ve halojen

bagimh myeloperoksidaz enzimi ile

miyeloperoksidaz
OC| T+ H202 > 102 + C|_+ H202

f-) O.ve OH ile etkilesimi sonucunda,

OH + O > '0,+ OH [10, 19]



Karotenler, biluribin, histidin, metiyonin ve bazi kimyasal bilesikler singlet
oksijeni temizleyerek, singlet oksijen bagimli tepkimeleri inhibe ederler. Bu

inhibitér bilesikler olay sirasinda oksitlenmezler ve tiketiimezler [10].

1.3.3. Hidroksil Radikali (OH")

O ,in HxO; ile etkileserek OH’ irettigine delil olarak kabul edilen bazi
bulgular sunlardir.

a-) Ksantin—ksantin oksidaz sistemine SOD eklendiginde, methionalinin
etilene ¢evrilmesi inhibe olur.

b-) Benzoat, mannitol ve etanol gibi OH' ile tepkimesi sonucu bu radikali
temizleyen bilegikler de ayni tepkimeyi inhibe eder.

c-) Ayni tepkime ortaminda HoO, eklendiginde, methionalden etilen yapimi
hizlanmaktadir [10, 20,21].

in vivoda hidroksil radikali yapimina neden olabilen énemli tepkimeler

sunlardir.
1-) iyonlastirici radyasyonun suya etkisi
hv
HQO > H20+ + €
H:O + HO > Fe®+ OH + OH
2- ) Fenton tepkimesi ile,

Fe*” + H,0. > Fe®® + OH + OH

Fenton tepkimesi belirli bir liganta bagl demir araciligi ile olur.



3- ) Ozona elektron transferleri ile OH olusabilir. Bu nedenle ozon

toksisitesinde OH: nin rol{ vardir.

4-) Hidrojen peroksidin fotolizizi ile

H.O, > 2 OH

5-) in vivoda OH’ (retimi bakimindan en énemli tepkime Haber-Weiss

tepkimesidir. in vivoda O, radikalinin HoO ile OH’ Uretiimesi, selat yapmis

demir tarafindan katalizlenir:
Fe-kompleksi
02- + H202 902 + OH_ + OH

Selalat yapmis demir gereksinimi bakimindan bu tepkime Fenton
tepkimesine benzer [10, 22].

6- ) Radikal tepkimeleri ile olusabilen bir organik radikal , H2O, ile
tepkimeye girerek OH' Uretebilir [22].

Oksijen radikalleri icinde en reaktif olani, bu nedenle en toksik etkili olani
hidroksil radikalidir. OH" Uretildigi yerde hemen her molekiil ile tepkimeye girebilir

ve radikal tepkimelerini baglatabilir. Hidroksil radikali ise asin reaktif ve kisa
édmarll olup, ekstrasellller alana gecemez [23].

Hidroksil radikalinin katildigi baslica tepkimeler bes grupta toplanabilir [10,
24, 25, 26, 27, 28]

a-) OH_ eklenme reaksiyonlari;

RCH=CH, + OH = RCH - CH,OH



b-) Hidrojen ¢ikarma reaksiyonlari;

R-H+OH > R +H),0

c-) Elektron nakil reaksiyonlari;
OH + S > OH + S

d-) Atom ve yUk nakli reaksiyonlari;
O- + 03- > 02 + 02 2

e-) i) Radikal- Radikal reaksiyonlari ;

OH_ + OH_ -> H202
OH + O > HO,
OH +H > H0

O + 0 > 0,7

ii) Dismutasyon reaksiyonlari;
OH.+ HOQ- > HQO + 02

OH_+ 02_ > OH_ + 02

1.3.4. Hidrojen Peroksit (H.0,) Radikali

Hidrojen peroksit, molekiler oksijenin cevresindeki molekullerden iki
elektron, sUperoksitin ise bir elektron almasi ile olusmaktadir. Hidrojen peroksit
uzun édmurll bir oksidandir. Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadigi halde
reaktif oksijen tUrleri arasina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir

rol oynamaktadir. CUnki sUperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve en zarar



verici oksijen radikali olan hidroksil radikali olan hidroksil radikali olusturmak
tzere kolaylikla yikilabilir [29].

Bazi oksidaz enzimleri dogrudan hidrojen peroksit reir. Ornek olarak 2-
hidroksiasit oksidaz, Urat oksidaz, glukoz oksidaz enzimleri verilebilir [19].
Sitotoksik oksijen radikallerinin diger bir grubu da organik peroksitler ( ROOH, R=

Lipit ) ve alkoksil radikali ile (LO’) peroksil radikalidir (LOO’). Toksik

hidroperoksitler okside gluytatyon reduktaz GSSG / GSH peroksidaz sistemi ile
memeli hiicrelerinde katabolize edilirler [30].

1.4. Oksidan Sistemlere Karsi Olusturulan Antioksidan Sistemler

Hlcrelerde ve ektraselller sivida sitotoksik oksijen redikallerini zararsiz
duruma getirmeye calisan antioksidan savunma mekanizmalari vardir. Bu
mekanizmalardan bazilari sunlardir:

1) Reaktif oksijen radikallerini daha az toksik Uriinlere dénustiiren
anti oksidan enzim sistemleri: Siperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon redoks siklusu enzimleri (glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
rediktaz vb. gibi). Stperoksid dismutaz, siperoksid anyonunu enzimatik olarak
hidrojen peroksite ve molekiler oksijene déntstirir [31]. Hidrojen peroksid ise iki
6nemli intraselller enzim olan katalaz ve glutation peroksidaz ile su ve oksijene
indirgenir [5, 32, 33 ]

2) Radikalleri yakalayip nétralize eden antioksidan maddeler: Alfa-
tokoferol (E vitamini) ve Askorbik Asit (C vitamini) anti oksidanlar olarak
fonksiyon gdésterirler. E vitamini hlcre membraninda lipid peroksidasyonunu
Onler. Askorbik asit ise sitoplazmada ve ektraselller sivilarda antioksidan etkinlik



gOsterir ve antiproteazlarin oksidanlarla inaktivasyonunu engeller. Bu gruptaki
diger maddeler, indirgenmis glutation (GSH), Urik asit, beta-karoten (provitamin
A), taurin ve yiksek molekdl agirlikli anti oksidanlar olan mukus ve albumindir [5,
34,35].

3) Reaktif oksijen radikallerinin olugsmasini 6énleyen ve olusanin
yayllmasini engelleyen sistemler: Bunlar H>O, ve slperoksit anyonundan
hidroksil radikali olusmasini saglayan Haber-Weiss reaksiyonunu katalizleyen
demir ve bakir iyonlarini plazmada ve hlcrede baglayan bakir transport proteini
serulopazmin ile ferritin, transferin laktoferrin ve mitokondrilerde dogal olarak

olugsan serbest radikaleri suya indirgeyen mitokondriyel sitokrom oksidazdir [5].

1.4.1 Glutatyon (GSH)

Bitin hucreler oksidan maddelere kargi enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan maddelerden olusan bir mekanizmaya sahiptir. Enzimatik olmayan
maddelerden en énemlisi GSH'tir. GSH, i¢ ve dis kaynakli toksik kimyasallara
kars! hlcresel savunma sisteminde énemli bir rol oynamaktadir. Ayrica GSH,
GSH-Px gibi gesitli enzimler i¢in bir koenzimdir. Bir hiicrede, okside glutatyon
miktarinin artmig olmasi, oksidasyonun muhtemel bir indeksi olarak kabul
edilmektedir [36]. GSH, Ozellikle dis toksinlere siddetli sekilde maruz kalan
karaciger gibi organlarda énemlidir. Karaciger, GSH sentezinin yapildigi baslica
organdir [37,38]. GSH, karaciger htcrelerinin sitoplazmasinda sentez edilir.
Buradan dolagim/tagsima sistemi ile diger organ ve dokulara dagilir.
Karacigerdeki yUksek GSH seviyesi, hicrelerin sigortasi goérevi yapar. GSH
seviyesinin az olmasi hucrelerin serbest radikal hasarina kargli hassasiyetini
arttirmaktadir [39, 40].

Tripeptit tiyol olan glutatyon metabolizma, tasima oksijen ve diger
bilesiklerin toksik etkilerine karsi hlcrelerin korunmasinda énemli bir fonksiyona
sahiptir. GSH, y-Glutamilsisteinsentataz ve Glutatyon Sentetaz’in etkilesimleri ile
hiicre icinde sentez edilmektedir. Hlcrelerde  GSH sentezi, su sekilde
olmaktadir.



y -Glutamilsistein

Sentetaz
L-Glutamat + L-Sistein + AT, > L- y-Glutamil-L-Sistein
+ADP +P, h
Glutatyon
Sentetaz
L- y-Glutamil-L-Sistein + Glisin + ATP > GSH + ADP +
Pi

GSH sentezinde 1. basamagi katalizleyen y-Glutamilsistein Sentetaz’in
aktivitesi, GSH’in feedback inhibisyonu yoluyla kontrol edilmektedir [41, 42].

GSH'In hiicre ici seviyesinin herhangi bir sekilde azalmasi, lipid
peroksidasyonuna veya diger hicresel hasarlara da yol acabilmektedir.

Endojen GSH, proteinlerdeki tiyol gruplarini oksidasyondan korur, Reaktif
Oksijen Turleri (ROT) ile direkt reaksiyona girerek onlari detoksifiye eder. GSH,
DNA ve protein sentezi, enzim aktivitesinin dizenlenmesi gibi diger hlcresel
igslevierde de koruyucu rol alir. Radikal tdrlerinin ve ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu ile GSH, GSSG’'ye donutsur. GSSG ise tekrar Glutatyon
Redlktaz (GR) ile NADPH varliginda GSH’a rejenere edilir [43]. Bu sekilde
6nemli bir roli olan GSHIn organizmada yoklugu cesitli patalojileri de
beraberinde getirmektedir [44].

1.4.2. Miyeloperoksidaz (MPO)

Miyeloperoksidaz (MPO), memeli nétrofillerin euzonofilik granillerinde
bulunan bir enzimdir, ayrica bu enzim insan monositlerinde de bulunmustur. Bu
hucreler tarafindan fagositoza ugrayan bakteriler, bu enzimin etkisiyle yok
edilmektedir [45]. Bu enzim fagozom icerisine birakilir. Fagositoz solunum

patlamasiyla devam eder ve ¢ok daha fazla oksijen tiketilerek oksidatif patlama
meydana gelir. Bu olaylarin sonucunda H.0,, OH ve HOCI'e dénlstiriilerek

antibakteriyel aktivite meydana getirilir [46].



Fagositoz, oksijenin toksik trdnlerinin d6nemli élglde katkida bulundugu bir
olaydir. Bu mekanizmada kullanilan oksijenin tamami, NADPH oksidaz

tarafindan enzimatik olarak O, radikaline ve daha sonra O, radikali ise SOD

tarafindan H,O,'ye dénistiirilir. Fagozomda O, ve H,O, birikimi yalniz basina

fagositik fonksiyon igin yetersizdir. H,O,, peroksidazlar tarafindan kullanildigi
zaman fagositoza katkida bulunur. Peroksidazlar, H,O. ve bir halojen ile
birlestikleri zaman mikroorganizma ve timérlere kargi vicudun en &énemli
hiicresel savunma sistemlerinden birini olugtururlar. Bu amagla nétrofil ve
monositler MPO igerirler. Bu peroksidazlar fagositik lokositlerin sitoplazmalarinda
grandller halinde depolanirlar ve fagositoz sirasinda fagozom igine bosaltilirlar.
Peroksidazlar, H.O. ile birlikte halojenleri aktive ederek toksik ara drlnlere

cevirirler. Cogunlukla toksik ara Griin HOCI® dir. H2O,, bir halojenle birlikte (ClI ,

Br, I') nétrofil fagozomlarinda bulunan bir enzim olan MPO tarafindan HOCI’ ye

cevrilir [47].

MPO
H+ + C|- + HzOg > HOCl + Hzo

Fagositler aktive oldugunda, bakterileri 6ldirmek igin yeterli miktarda ROT

uretirler. ileri metabolizma geredi H.O,, MPO tarafindan HOCI' ye ve Fe**
varhginda ise OH™ radikaline déniisir. HOClI'de ileri reaksiyonlarla OH ‘e

donudsebilir. Bu reaksiyonlar asagidaki gibidir.

HOCI + O, > OH + O, + CI

HOCI + Cu'/Fe™ - OH + ClI + Cu*/Fe™"

MPO aktivitesi 6zellikle doku hasarlanmasinin oldugu yerlerde ¢ok ylksek
seviyelere ulasir. Ornedin aterosklerotik lezyonlarda cok ylksek MPO
aktivitesinin oldugu bildirilmistir [48, 49].



1.4.3. Ksantin Oksidaz ( XO)

Ksantin Oksidorediktaz (XOR), son Uriin olarak Urik asidin olusturdugu
purin yikilmasininda son iki basamagini kataliz eder. Memelilerde enzim iki
formda bulunmaktadir.

a) ik formu Dehidrogenaz'dir (XDH: EC 1.1.1.204), elektron alicisi olarak
NAD’yi kullanir ve sonugta herhangi bir serbest radikal olusumu séz konusu
degildir.

b) ikinci formu Ksantin Oksidaz'dir (XO: EC 1.1.3.22), elekiron alicisi

olarak oksijeni kullanir, H,O, ve O, radikali gibi ROT olusumuna neden olur

[50,51].

XO ve XDH, molibdenyum hidroksilaz flavoprotein ailesinin birer Gyeleridir.
Ayni gen Urininun farkl formlarinda bulunurlar. XDH ve XO'un baslica
katalizledigi ana reaksiyonlar hipoksantinin ksantine, ksantininde Urik aside
dénldsim reaksiyonlaridir. XO, bakterilerden insanlara kadar ¢ok genis canli
tirlerinde ve bir gok dokuda bulunan bir enzimdir [52].

XOR aktivitesi memelilerde en fazla karaciger ve ince bagirsakta
lokalizedir. insan karaciger ve bagirsagi, parankima hiicrelerince zengin dokular
olmalari sebebiyle diger dokulardan daha fazla XOR aktivitesine sahiptir [53].

XO, bircok dokuda ROT’un baglica kaynaklarindandir ve hiicresel hasarin
olusumunda anahtar bir enzim olarak distntlmektedir [54].

Doku reperfiizyonu sirasinda olusan O, barsak, deri, iskelet kasi, beyin,
kalp, akciger, bdbrek ve karacigeri icine alan cesitli dokularda iskemi sonrasi
hasarin kritik bir parcasi olarak ise karigsmaktadir. XO inhibitérleri ve antioksidan
enzimler, iskemi sonrasi hasarin alanini énemli derecede sinirlarlar. XO kaynakl

radikaller, doku hasarlarinda baslica sorumlu olarak gérilmektedirler [55].

1.5. Caismamizda Kullandigimiz Antioksidan Sistemler



1.5.1. Cu-Zn SOD

Okaryot hiicrelerde sitazol, nilkleer membran ve mitokontri intermembran
boslugunda, eritrositlerde bulunan dismutazdir [56, 57]. Prokaryotlarda ¢ok az
bulunmaktadir. Dimer yapida olup, her birinin molekiler agirligr 156-165 kdalton
civarinda olan birbirine es iki monomerik subuUniteden meydana gelir. Her bir
sublnitede bir zincir i¢i disUlfit bagi, bir asitlenmis terminal amino grubu ile bir Cu
ve bir Zn atomu iceren bir aktif bdlge bulunmaktadir [58]. Cu-Zn SOD’lar
polipeptid zincirlerinin amino asit kompozisyonuna bakildiginda temelde iki ortak
ozellik gdstermektedir. Birincisi Tirozin ve Triptofan orani ¢ok dusiktir. ikinci
olarak ise Glisin igerigi ¢cok yuksektir. YlUksek glisin icerigi, polipeptit zincirinde
araya giren keskin kivrimlar sonucu, asir derecede beta plakali tabakal yapi
olusmasinda etkendir. Cu*? iyonu, SOD enzim aktivitesinin olusmasi icin sarttir.
Zn*? ise Cu*? ile birlikte enzimin stabilitesinin saglanmasinda gérevlidir. Cu*? nin
yerini alacak baska bir metal iyonu yoktur [59]. Eritrositlerde de bulunan enzim,
membran lipitlerini peoksidasyondan ve hemolizden, hemoglobini ise
methomoglobine oksidasyondan korur. Cu- Zn aktivitesi pH=5.5- 10 arasinda
stabildir.

1.5.2. Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksidi, oksijen ve suya pargalayan bir enzimdir [25]. Katalaz
metabolik olarak Uretilen peroksitlerin elimine edilmesinde fonksiyoneldir. Katalaz
bir ¢cok aerobik organizmada bulunur ve eukaryot dokularinin mitokondrilerinde
yerlesmistir [60]. Katalaz yapisinda 4 adet “hem” grubu bulunan bir
hemoproteindir. Peroksidaz aktivitesi disinda bu enzim, bir hidrojen perokside
elektron verici substrat, diger Hidrojen Peroksidi ise elektron alici olarak
kullanabilir. Bu enzim tim hayvan ve bitkilerde ayrica bazi bakterilerde
bulunmaktadir. Katalaz enzimi, metil ve etil hidroperoksitler, formik asit, fenoller
ile hidrojen peroksit gibi kiiglik molekullere etkilidir [61]. Lipid hidroperoksitler gibi



blydk molekullere etki etmezler. Enzim-hidrojen peroksit kompleksi olustuktan
sonra iki gesit aktivitesi olusmaktadir.
i) Katalitik aktivite;

Katalaz-H202 + 2H202 > Katalaz + 2H20 + 02

i) Peroksidatik aktivite;

Katalaz- H.O> + AH: > Katalaz + 2H.O + A [31,57].

Katalitik etki icin iki hidrojen peroksit moleklll reaksiyona girmektedir,
ancak peroksidatik etki icin bir hidrojen peroksit molekili reaksiyona girer.
Enzimin bu iki aktiviteden hangisini gergeklestirecegini bulundugu hulcrenin
hidrojen peroksit Gretim hizi belirler. GUnki hidrojen peroksit Gretim hizi dokulara
ve hicrelere gore degisiklik gbéstermektedir [62]. Katalaz, sitokrom igeren tim
aerobik hlcrelerde bulunur, ancak anaerobik hlcrelerden sadece radyasyona
dayanikli olanlarda saptanmigtir [63].

Kalp kasi ve duz kas hucrelerinde peroksizomlarda, iskelet kasinda ise
endoplazmik retikulumda Katalaz aktivitesi ylksektir. Eritrositlerde, sitoplazmada

ve hlicre membraninda enzim aktivitesi saptanmigtir [56].

1.5.3. Glutatyon Peroksidaz ( GSH-Px)

Hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir. Molekdl agirlig
84 kdalton olup 4 Selenyum (Se) atomu icermektedir. Tetramerik yapida olan
enzim sitozolde bulunur.

Glutatyon Peroksidaz sitozol ve mitokondrial matrikste en ylUksek aktiviteyi
gOstermektedir [56].

Fagositlerde bulunan GSH-Px diger antioksidanlarla birlikte solunum
patlamasi sonucu olusan serbest radikallerin olusturdugu peroksidasyon
hasarindan hicreyi korur [56, 64, 65, 66].



1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PZR)

PZR ybdntemi, bir organizma veya bir mutant gene iligskin saglam veya
parcalanmis DNA veya RNA pargasinin in vitro olarak gogaltiimasini saglayan bir
yéntemdir. Bu yontem sag teli ve sperm gibi degdisik dokulardan elde edilen 1-2
hiicreden bile sonuca ulasiimasini saglar.

PZR ybdntemi, bir gen veya DNA bdlgesinin bu bdlgeye baglanan
oligonikleotid primerler aracihdi ile bir dizi replikasyon déngisi gegirerek
cogaltiimasi islemidir. PZR yénteminde s6zU edilen her replikasyon déngusu; i)
DNA’nin denatirasyonu, ii) Primerlerin baglanmasi ve iii) Primerlerin uzamasi,
olmak Uzere 3 asamadan olusur. Bu dénguler tekrarlanarak istenen sayida hedef
DNA bdlgesi elde edilir. Her dénglde olugan Urin bir 6ncekinin 2 katidir. Boylece
yaklasik 20 dénguluk bir reaksiyon sonucunda yaklasik 1 milyon DNA kopyasi
elde edilir [67].

1.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinin Kullanim Alanlari

1-) Hedef DNA’nin ¢ogaltiimasi

2-) DNA’daki mutasyonlarin belirlenmesi
3-) Dizi analizi icin DNA’larin ¢ogaltiimasi
4-)

Laboratuar sartlarinda kontrolli mutasyon olusturulmasi
1.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinin Prensibi
PZR, nikleik asitlerin in vitro sartlarda replikasyonu igin gelistirilmis, bir

test tup sistemidir. Hedef DNA/RNA’nin selektif olarak amplifikasyonuna imkan
verir [67,68,69]. in vivo sartlarda bélinen bir hicrede DNA’nin replikasyonu



gesitli enzimler tarafindan diizenlenen ve genomun kopyalanmasi ile sonuglanan
bir islemdir.

Bir test tUpu icerisinde gerceklestirilen PZR’da in vivo ¢ogalma o6rnek
olarak alinmistir. Yalnizca DNA polimeraz enzimi yardimi ile genomun tamami
degil, 6zel bélgelerin kopyalanmasi gergeklestirilir. Kullanilan polimeraz enzimine
bagll olarak kopyalanarak c¢ogaltilacak olan bdélgenin uzunlugu Tagq DNA
polimeraz i¢in 2 kb’dan kl¢lk, daha komplike enzim veya enzim karisimlari ile 5
kb’dan daha buylk hatta 40-50 kb kadar olabilmektedir[67].

in vivo gartlarda DNA replikasyonu esnasinda enzimler ilk olarak DNA’'nin
Gift zincirli yapisini bozarak tek zincirli hale gegisini saglar. Daha sonra RNA
polimeraz sentezlenir ve replikasyon baslangi¢ bdlgesinde tek zincirli hale
doénUstirdlmis DNA  zincirlerinden birisine tamamlayici RNA’nin  olusumu
saglanir. Bu DNA/RNA heterodupleksi DNA polimerazin saldirisi i¢in bir baslatici
bdlge roli oynar. Bdylece DNA’nin tamamlayicisi sentezlenir. PZR
¢alismalarinda reaksiyonun gerceklesmesi icin kigik miktarda hedef DNA (1-100
ng kadar) iceren 6rnek calisma solUsyonu igerisine ilave edilir. Daha sonra
ornekteki ¢ift sarmal DNA'nin tek sarmal DNA’ya dénUstUrdlmesi saglanir. Tek
sarmal DNA iplikgiklerinin karsiti 20-30 baz c¢ifti uzunlugundaki sentetik
oligontkleotid diziler, RNA/DNA heterodubleksini olusturmak lzere primer gibi
kullanilir. Spesifik bir bélgenin amplifikasyonu igin hedefi sinirlamak amaciyla
ikinci primer kullanilir. Primerlerden birisi tek iplikcikli DNA zincirinde baglatici
bélgeyi olustururken, ikincisi de diger zincir Uzerinde sonlandirici bélgeye
baglanir. Tag DNA polimeraz enziminin yardimiyla primerlerin baglandigi
bélgeden itibaren her tek zincirli DNA zincirinin tamamlayicisi olusturulur.
Boylece iki adet c¢ift sarmal DNA olusur. Olusan cift sarmal DNA’lar yeni
amplifikasyon icin kalip gorevini Ustlenirler. Bu iglem 30 siklus tekrarlandiginda
birka¢ saat igerisinde, hedefin milyarlarca kopyasi elde edilebilir. PZR temel
olarak tekrarlayan U¢ basamakli bir yontemdir [62]. Bu basamaklar sirasiyla

denaturasyon, baglanma ve uzamadir.

1.6.2.1. Denaturasyon



Cift iplikcikli DNA’'nin birkag saniye 94-96 °C 1si ile tek iplikli DNA'ya
ayrilmasidir. Bazi ¢alismalarda, amplifikasyon sikluslari baslamadan 6énce 3-5
dakikalik bir 6n denatirasyon isleminin, 6zellikle denatlirasyonu zor olan kalp

DNA’lar igin yararli oldugu bildirilmistir [68].
1.6.2.2. Baglanma

Ornek, birka¢ dakika 30-60 °C de tutularak, primerin (spesifik sentetik
oligontkleotidler) tek iplikcikli DNA’'daki hedef bdlgelere hibridizasyonu saglanir.
Bu hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma isisi sadece DNA/DNA
eslesmesine imkan saglayacak kadar yuksek olmalidir. Primerlerin yapisi erime
derecelerine gbre hesaplanarak optimize edilebilirse de, yaklasik olarak 20 baz
Gifti uzunluga sahip primerlerin kullaniimasi halinde 54 °C olarak belirlenmesi
optimal sonuglari vermektedir [67].

1.6.2.3. Uzama

Polimeraz enzimi yardimi ile tek iplikcikli DNA kaliplarina baglanan
primerlerin 5> 3’ ydnde uzamasidir.

DNA zincirinin tamamlayicisini sentezlemesi igin 65-72 °C derece birkag
dakika beklenir. Tag DNA polimerazi optimal uzama isisinda yani 72-78 °C
arasinda 2000 nUkleotid/dakika hizinda ¢alisir. Ancak tim sikluslarda enzimin
ayni performansi géstermesi beklenemez. Baglangi¢ sikluslarinda, dakikada bir
kb uzunlugunda uzama beklenirken, siklus sonlarina dogru uzama hizi bir miktar
azalr.

Ayrica 6zellikle multipleks PZR yapiliyorsa yani ayni anda birden fazla
hedef bdlgenin uzatiimasi s6z konusu ise, o zaman enzimin tutunmasi ile
nikleotidleri bularak baglanmasi i¢in daha uzun sireye ihtiya¢c duyulacaktir. Bu
sire iki dakika kadar olabilir. Ancak 1sinin 72 °C olmasi kiglk uzunluktaki

drtnlerde denatlirasyon problemi yaratacagi icin kalip noksanlhigina bagh olarak



azalmaya ve 06zgul olmayan Urlnlerin agiga ¢ikmasina neden olacakiir. Bu
nedenle 1si 65 °C altinda tutulmalidir.

Baglanma sikluslarini takiben, orijinal DNA segmenti yeni tamamlayici
DNA’lar ve yeni kalip DNA’lar olusturur. Bdylece her PZR siklusunda mevcut
spesifik DNA miktari iki katina gikmaktadir.

Amlifikasyondan sonra PZR drUnleri genellikle agoroz jel Gzerindeki
kuyucuklara vylklenir ve daha sonra elektroforeze tabi tutulur. PZR
¢alismalarinda klasik agorozun yani sira Nu-Sieve agar da kullaniimaktadir. Bu
son agar kisa slrede 6zellikle kiguk amlifikasyonlarin gésteriimesinde, klasik
agarozdan daha bagarili bulunmustur. Bu agarin daha saydam olmasi, jelde

boyanmis bantlarin daha net gértlmesini saglamaktadir [67].

1.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel Bilegenleri

PZR'nin temel bilesenleri kalip olarak kullanilan DNA molekilli, DNA
polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimi, tamponlar ve MgCly’diir [70].

1.6.3.1. Kalip DNA

PZR’'da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar, gesitli genler ve hatta
herhangi bir DNA pargasi kalip olarak kullanilabilir. DNA molekulleri amaca goére
cDNA, genomik DNA genom kitapliklari halinde, ya arastirma laboratuarlan ve
kliniklerden ya da ticari olarak elde edilebilir.

PZR'de kalip olarak tek ya da cift ipliki DNA’nin yani sira RNA'da
kullanilabilir. Kalip olarak RNA kullanilacaksa total RNA ya da poli(A) RNA’dan
once klasik yolla cDNA elde edilir, ya da Thermus thermophilus kaynakl
rekombinant TthDNA polimeraz enzimi kullanimi ile ayni tipte RNA’dan DNA
arinindn elde edilmesi tek kademeli olarak yapilabilir. Eger yiksek molekdl
agirhkli genomik DNA kalip olarak kullanilacaksa, DNA kismi kesim yapan Notl
ya da Sfil gibi restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra kullaniimalidir. Genellikle
kalip DNA’da hedef dizinin konsantrasyonu bilinmediginden, PZR’nin pozitif



kontrol DNA ile optimizasyonu faydahdir. Optimizasyon ¢alismalarinda normalde
kullanilmis bir DNA parcasi icin nanogram, genomik DNA icin ise mikrogram

dlzeyindeki miktarlar kullanilir [70].

1.6.3.2. Polimerazlar

DNA polimeraz enzimleri, kalp iplige tamamlayici bir DNA ipligi meydana
getirmek Uzere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak dort cesit
deoksiribonukleozit trifosfattan uzun polintkleotit zincirin sentezini kataliz ederler.
Bu enzimler sentezi baslatmak icin kalip molekildeki tamamlayici diziye
baglanan kisa DNA pargalarina primerlere gerek duyarlar. Sentezin yéni 5
uctan 3’uca dogru olup, primerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin
nikleofilik etki yapmalari ile, fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin
polimerizasyonu saglanir [70].

Termostabil (sicakliga dayanikl) DNA polimeraz enziminin PZR de
kullaniilmaya baglanmasi arastirma ve klinik laboratuarlarinda rutin olarak yapilan
deneylere teknolojik olarak bilylk bir avantaj saglamistir. Onceleri kullanilan
Escherichia colinin DNA polimeraz | enziminin klenow fragmenti sicakliga
dayanikli olmadigi icin her PZR ddngusinde denatlirasyon agsamasindan sonra
yeniden enzim ekleme zorunlulugu duyulmaktaydi. Ancak ginimuzde kullanilan
termostabil DNA polimerazlarla bu sorun ortadan kalktigindan enzimin
amplifikasyonun baglangicinda tiplere konulmasi yeterli olmaktadir

Termostabil DNA polimerazlardan PZR’de en yaygin olarak kullanilan
Thermus aquaticusdan elde edilen Tag DNA polimerazdir. Tag DNA
polimerazin polimerizasyon orani ( ndkleotit / saniye) enzim igin en uygun
sicaklik olan 70-80 °C de 35-100 dir. Bu enzime kaliptan ayrilmaksizin kaliba
ilave ettigi ortalama nikleotid sayisi da yiksektir. Tag DNA polimeraz Amplitaq
zincirinin uzayan ucundan nuUkleotidleri uzaklagtiran 5> 3’ ekzonikleaz
aktivitesine sahiptir. Amplitag , Tag DNA polimerazin E.colfde klonlanmis ve

modifiye edilmis rekombinant formudur. Amlitag’in &zellikleri  Tag DNA



polimerazinki ile aynidir, ama Amplitag rekombinant oldugundan saflidi Taqg DNA
polimerazdan daha fazladir ve PZR’de tercih edilir. Ancak bakteriyal DNA’larin
codaltiimasinda Amplitaq yerine Taq DNA polimeraz kullanimi daha guvenlidir.
Cunkih Amplitaq E.Colide klonlandigindan bakteriye ait kontaminant DNA
tasiyabilir. Bununla birlikte 6zellikle bakteri DNA’larinin ¢ogaltilmasi amaci ile
Perkin-Elmer Cetus firmasi disik DNA igerikli 6zel bir Amplitag, LD Uretmigtir.
Yine ayni firmanin Urettigi rekombinant Amplitag'in degistirilmis bir tipi olan
Stoffel fragmenti 5> 3 ne eksonlkleaz aktivitesi tasimaktadir; Taq ve
Amplitag’dan iki kat daha termostabil olup ayni zamanda magnezyum
konsantrasyonunun daha genis sinirlarinda optimum aktivite gosterir; buna bagl
olarak PZR kosullarinin optimizasyonu igin zaman kaybini ortadan kaldirir.
Stoffel fragmenti ylksek termostabilitesi nedeni ile ylUksek denatlirasyon
sicakliklarinin kullaniimasini gerektiren , ézellikle G-C giftleri bakimindan zengin
olan yada kompleks sekonder yapiya sahip olan kalip DNA’larin ¢gogaltilmasi i¢in
tercih edilir. 523’ eksonikleaz aktivitesinin bulunmayisi plazmid DNA’sI gibi
halkasal kaliplarin cogaltiimasinin daha etkin bir sekilde gerceklesmesi igin
6nemlidir. Taq, Amplitaq ve Amplitaq Stoffer fragmenti DNA polimerazlar PZR
sonunda olugan DNA Grinindn 3’ ucuna bir adenin nlkleotidi eklerler. Eger PCR
arind klonlanacaksa bu tek baz fazlahigi dikkate alinmalidir [70].

Vent™ DNA polimerazi  termofilik bir arke olan Thermococcus

tTM

litoralis'den izole edilmistir. Vent'™ DNA polimeraz geni E.colfde klonlanmigtir.

Ekzonlikleaz aktivitesi tasimayan Vent (exo)™

ve yuksek termostabilite
gosteren diger bir tipi de (Deep Vent™ ) gelistirilmistir. Vent™ DNA polimerazin
termostabilitesi Tag DNA polimerazdan daha fazladir ve 8-13 kilo baz ciftlik Griin
olusturma yetenegindedir. Vent™ DNA polimeraz hata dizeltme 6zelligi olan
3'>5’ eksonikleaz aktivitesi gbstermesi nedeniyle yanlis baz eslesmelerinin
olusumunu engellediginden Tag DNA polimerazdan 5-15 kat daha fazla

t™ DNA polimeraz kiit uclu fragmentleri %95'den fazla

dogrulukta olusturur. Ven
olusturdugundan , PZR Urinlerinin dogrudan klonlanmalarini kolaylastirir. Ancak

bu enzimin 3’25’ eksonlkleaz aktivitsi nedeniyle primerlerin yok edilmesi sorun



olugturur. Bu sorunun ortadan kaldirilmasi igin enzim reaksiyona en son
eklenmeli ve 3’- fosforotioat iceren primerler kullaniimahdir [70].

Pfu DNA polimeraz hipertermofilik bir arke olan Pyrococcus furiosus’dan
izole edilmigtir. Enzim hem 5 - 3 hem de 3> 5 eksonlkleaz aktivitesine
sahiptir. Pfu DNA polimerazin dogrulugu Taq DNA polimerazdan 12 kat daha
fazladir. dNTP’lerin yoklugunda enzimin 3'> 5 eksonulkleaz aktivitesi kalip ve

primerlerin yikimi ile sonuglanacagindan enzim, reaksiyona Vent™

polimeraz gibi
en son eklenmelidir. Pfu DNA polimerazin genetik mihendisligi ile gelistiriimis tipi
olan Pfu DNA polimeraz (exo’)’nun spesifik aktivitesi Pfu DNA polimeraz’dan 10
kat daha fazla olmasina karsin, hata giderme yetenegi olan 3’ > 5’ ekzonikleaz
aktivitesi yoktur.

Thermus thermophilus’dan izole edilen bes DNA polimerazdan ikisi
PZR’de kullanilir. Termostabil bir enzim olan ve genetik muahendisligi ile
gelistirilmis Tth DNA polimeraz 70 °C dolayinda etkin bir sekilde ters transkriptaz
aktivitesi gosterir.

UITma™ DNA polimerazi Termotopa maritima DNA polimerazinin
degistirilmis rekombinant tipidir. T.maritima (Tma) hipertermofilik bir bakteri olup,
90°C ustiindeki sicakliklarda drer. UITma™ DNA polimeraz Amplitag DNA
polimerazdan c¢cok daha yUksek bir termostabilite gésterir. Bu enzim 5> &
ekzonikleaz aktivitesi géstermezken, 3’> 5'ekzonikleaz hata dizeltme
aktivitesine sahiptir. Bu aktivite, enzim, primer ve MgCl>Un bir arada bulundugu
PZR kosullarinda primerin 3’ ucunu istenmeyen sekilde degistirebilir. Bu durum
reaksiyon karisimina enzim eklenmesinden &énce denatirasyon igin 1sitma
yapilarak (“Hot-start” teknigi) azaltilabilir. UITma™ DNA polimerazi cogaltilan

DNA’da yiksek dlizeyde dogruluk gerektiginde kullaniimalidir [70].
1.6.3.3. Primerler
Gen c¢ogaltilmasi dahil PZR’nin bir ¢ok uygulamasi i¢in kalip DNA’'ya

tamamen tamamlayici olan primerlere ihtiyag vardir. Genel olarak kullanilan kalip

ve ylksek oranda baglanma saglamak Uzere primerler 20-30 nikleotid



uzunlugundadir. Oligontkleotid primerler, primer sentezi yapan laboratuarlardan
ya da ticari olarak da elde edilebilirler. Primer tasarimi yapilirken ¢ogaltiimasi
istenen DNA dizisinin iki ucundaki dizisi bilinen kisimlar dikkate alinir. Bu

bélgelere tamamlayici olan primerler tasarlanir.
1.6.3.4. dNTP Karisimi

Optimal dNTP konsantrasyonu; (1) MgCl, konsantrasyonuna, (2)
reaksiyon kosullarina, (3) primer konsantrasyonuna, (4) cogaltiimis UrlGnln
boyuna , (5) PCR dbéngusi sayisina baglidir. Yapilacak PZR i¢in en uygun dNTP
konsantrasyonu deneysel olarak belirlenmelidir.

1.6.3.5. Tamponlar ve MgCl.

PZR’da kullanilan g¢esitli tamponlar arasinda en c¢ok kullanilani
Tag/Amplitag enzimlerine 6zgl olan tampondur. Diger enzimler iginde benzeri
tamponlar bulunmakta ve bunlar ¢ogunlukla satin alinan enzimle birlikte 10x
konsantrasyonda saglanabilmektedir. MgCl.’ln reaksiyon karisimindaki son
konsantrasyonu degisebilmekle beraber genellikle 0,5-5,0 mMlik degerler
arasinda calisilir. Mg*? iyonlari dNTP’ler ile ¢dzilebilir kompleksler olustururlar,
polimeraz aktivitesini stimile ederler ve gift iplikli DNA'’nin Tm degerini (Tm
Degeri: Cift iplikli ntkleik asit molekulllerindeki baz ciftlerinin yarisinin ortadan
kalmasina yol agan sicaklik derecesi) arttirirlar ve ayrica primer/kalip etkilesimini
saglarlar. Bu nedenle MgCl,’in PCR’nin 6zgulliga ve Grin verimi Gzerinde ¢ok
etkisi vardir. Genellikle optimum MgCl, konsantrasyonu olarak 1,0-1,5 mM ‘lik
degerler tercih edilir. Disilk Mg*? konsantrasyonu, @riin olusumunda azalmaya ,
yUksek Mg*? konsantrasyonu ise spesifik olmayan (iriin birikimine yol acar. MgCl,
iceren tamponlar kullaniliyorsa, ayrica MgCl, kullanimina gerek yoktur. Egder
tampon MgCl, icermiyorsa, hazir olarak elde edilen 25mM konsantrasyondaki
MgCl, sollisyonu ayrica sulandirm yapmadan final konsantrasyonu 2,5 mM

olacak sekilde uygun miktarda reaksiyon karisimina eklenir.



1.6.4. PZR’nin igleyisi

Termostabil DNA polimerazlarn ve farkli sicaklik derecelerini istenilen
slreler icin otomatik olarak ayarlayabilen PZR aletlerinin (“thermal cycler”)
kullanima sunulmasi, PZR’in verimi ve kullaniminda énemli gelismelere yol
acmistir. Verimli bir PCR igin; (1) denatirasyon, (2) primerlerin baglanmasi, (3)
primerlerin uzamasi, (4) déngl sayisl, (5) PZR makinesinin sicaklik inis ve ¢ikis
sureleri dnemlidir. Polimeraz zincir reaksiyonu mikrottplerde gerceklesir. Amaca
gore farkli PZR tipleri ve degisik sicaklik dereceleri kullanilabilir [70].

Baslangi¢ denatirasyonu igcin genomik DNA gibi kompleks kaliplarin
denatiire olmasini saglamak (zere yiiksek sicakliklar (95-100 °C) kullanilir.
Ancak PZR sirasinda genellikle en etkin denatiirasyon sicakliginin 92-95 °C
oldugu saptanmistir. Denatiirasyonu ardisik primerin baglanmasi asamasindaki
Tm/baglanma  sicakligi  oraninin  saptanmasi, PZR  reaksiyonunun
gerceklesebilmesi agisindan blylk bir 6neme sahiptir. Bu nedenle basarili bir
PZR icin kullanilan c¢esitli formdller arasinda en sik kullanilani su sekildedir [70].

[(A+T’lerin sayisi)x 2 °C + (G+C’ lerin sayisi)x 4°C]

Cogu zaman bu formiille hesaplanan Tm degerinin 3-5 °C altindaki
sicakliklar baglanma sicakligi olarak secilir ve daha sonra optimum sicaklik
degeri denenerek saptanir. Yukarida verilen formdl, boyu en fazla 20 nikleotid
olan primerler igin gegerlidir. 20 nikleotitten daha uzun olanlar igin gelistirilmis
baska formuller kullanilir.

Primerlerin uzamasi asamasinda genellikle Tag/Amplitag DNA
polimerazlarin polimerizasyon aktivitesi i¢in gogu zaman iki dakika yeterli olmakla
birlikte, eger uzun DNA parcasi ¢ogaltiliyorsa slre arttinlir. PZR Grind olan tim
molekulllerde reaksiyonun tamamlanmasini garanti altina almak ig¢in son
dénginin uzama suresi ¢ogunlukla uzun (10-15 dakika) tutulur.

Toplam doéngl sayisi 25-35 arasindadir. Dongld sayisinin arttirimasi
halinde istenmeyen Urlnler fazlalasirken, istenilen Grtnlerde herhangi bir artis



meydana gelmez. Bu ylzden 40'dan fazla déngiden olusan PZR reaksiyonlar
genellikle basarili sonuglar vermez [70].

1.6.5. Geri Transkripsiyon PZR (RT-PZR)

RNA PZR olarak da adlandinlan RT-PZR iki asamali olup RNA’dan
tamamlayici DNA sentezi (geri transkripsiyon) ve tamamlayici DNA’nin da
standart PZR yoluyla ¢ogaltiimasi asamalarini kapsar. RT-PZR tek asamal bir
reaksiyonla da gerceklestirilebilir. T.thermophilus(Tth) DNA polimerazi gibi bazi
polimerazlar Mangan varliginda hem RNA hem de DNA kalip ipliklerini
kullanabildiginden tim islem ayni tlpte tek agsamada yapilabilmektedir.

RT-PZR, mRNA veya viral RNA miktarlarinin belirlenmesi ile RNA
dizeyinde gen anlatimi calismalarinda olduk¢a duyarli bir yéntemdir. Ayni
zamanda “Message amplification phenotyping-MAPPing-" olarak da bilinen bu
ybntem az sayidaki hlicreden ayni anda fazla miktarda RNA’nin analizini de olasi
kilar. Ayrica RNA PZR, hicresel bir RNA 6rnedindeki tim mRNA’lardan PZR
yoluyla cDNA kitapliklarinin olusturulmasi igin de yararl bir ydntemdir. Bdylece,
cok az sayidaki, hatta tek bir hicreden ya da ¢ogaltilamayan hicrelerden bile
cDNA kitapliklarinin kurulmasi gerceklestirilebilir.

cDNA sentezinde kullanilabilecek gesitli kaynaklardan izole edilmis ters
transkriptaz enzimleri vardir. Bunlara érnek olarak “avian myeloblastosis virus”
(AMV) ve “Moloney murine leukemia virus” (MMLV) revers transkriptazlari
verilebilir [70,71].



2. MATERYAL VE METODLAR

2.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

1-

Biorad-MyCycler marka PZR cihazi

2- Denver Instrument marka terazi

3- Fine Pix S 5600 model dijital fotograf makinesi ve kirmizi filtre

4- Biorad marka elektroforez gii¢ kaynagi

5- Jenco marka 6173 model pH metre

6- Hettich-zetrifugen marka micro 200 model masaulstl santriflj cihazi
(14000 rpm)
7- Kika marka Ultra turrax T 25 model homejenizasyon cihazi.

8- Dahian Scientific marka Wise Clave model otoklav cihazi

9-

Biohit marka hassas otomatik pipetler ve uclari

10- 100 ul , 500 ul, 1500 ul’lik ependorf tupleri
11- Labart marka vorteks

12- Yellow line marka manyetik karistiric

2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1- EDTA ( CyoH14N2NazOg. 2H,0; FW: 372.24; Sigma no: E5134)
2- Tris Baz ( C4H11NO3; FW: 121.14 ; Sigma no: T6066-)

3
4-
5-
6-
7
8-

Borik asit ( HsBO3s; FW:61.83 ; Sigma no: B6768)

EtBr ( C21H2oN3.Br; FW: 394.32; Sigma no: E8751)

Gliserol ( C3HgO3; FW: 92.09; Sigma no: G5516)

Bromofenol Blue (C1gH1oBrsOsS; FW: 669.96 Sigma no: B0126)
Agaroz (Sigma No: 5093)

Sodyum Sitrate tribasik dihydrat (NazCsHs07.2H.0; FW:294.1; Sigma

no: C8532)

9-

Sodyum Asetat (CH3COONa; FW: 82.03; Sigma no: S3272)



10- Formaldehit ( CH2O; FW; 30.03; Fluka. 476087-11)

11- Formamid (CH3NO; FW: 45.04; Fluka:47671)

12- Guanidin Tiyosiyanat ( CHsN3.CHNS; FW:118.16; Sigma no: G9277)
13- Sodyum Hidroksit (NaOH; FW:40.00; Sigma no: S8045)

14- Hidroklorik asit ( HCI; FW:36.46; Sigma no: H1758-1 |)

15- Konsantre Asetik Asit (CH3CO2H; FW:60.05; Sigma no:A9967)
16- DEPC O(COOC:Hs),; FW: 162.14; sigma no:D5758)

17- Beta-merkaptoetanol ( CoHsOS; FW: 78.13; Sigma no: M3148)
18- Sodyum Kilorit ( NaCl; FW: 58.44; Sigma no: S3014)

19- Amonyum Silfat ((NH4)2SO4; FW132.14; Sigma no: A4915)
20- Lityum Cklorit (LiCl; FW:42.39; Sigma no: L9650)

21- MOPS, ( C;H5sNO,4S; FW:209.26; Sigma no: M1254)

22- Parasetamol (Atabay ila¢ Fabrikasi A.S.)

23- Serum (0,09 luk NaCl iceren ¢ozelti, Pfizer ilag )

24- Rompun (1 ml'de 23.32 mg ksilazin hidroklordr igerir, Bayer ilag )
25- Ketalar 50 Mg 1 Flakon (ketamin HCI)

26- dNTP (Invitrogen)

27- Superscript (Invitrogen)

28- Primer (Operon veya Midland, Teksas, USA)

29- Taq polimeraz (Sigma)

2.3. Kullanilan Co6zelti ve Tamponlar

2.3.1. RNA Later Saklama Soliisyonunun Hazirlanigi
70 gr Amonyum Sulfat, 100mI DEPC ile islenmis su

25 mM Sodyum Sitrat (pH=5,2)

10 mM EDTA

2.3.2. RNA Denature Sollisyonu Hazirlanisi



4M Guanidin Tiyosiyanat
25 mM Sodyum Sitrat (pH=7)
%0,5 lik Sarkosil

%1 Beta-Merkaptoetanol (kullanmadan énce eklenir, 1 ay stabildir)

50 ml RNA Denature Soliisyonu Hazirlanigi

- 4M Guanidin Tiyosiyanat

Bunun icin asagida hazirlanisi gésterilen 6M’lik Guanidin Tiyosiyonat
¢Ozeltisinden ne kadar alinacagi hesaplandi.

50mlx 4M=6MxV;

Vz= 33,3 ml alind

- 25mM Sodyum Sitrat, pH=7.0

Bunun icin daha énce hazirlanmis olan 1M Sodyum Sitrat ¢cdzeltisi
kullanilir. 1M Sodyum Sitrat ¢dzeltisinden ne kadar alinacagl hesaplandi

25 mM x 50ml = 100 mM x V>

Vo =1,25 ml alindi

- % 0,5’lik Sarkosil i¢in 0,25 ml alinip karistirildi

- En son olarak Beta-merkaptoetanol’dan son hacim % 1 olacak oranda
karistinidi

- Ve Uzerine 50 ml'ye kadar DEPC ddistile su ilave edildi

2.3.3. 6M Guanidin Tiyosiyanat Hazirlanisi

- 100 m''lik Guanidin tiyosiyanat hazirlamak igin;
35.4 gr Guanidin Tiyosiyanat alindi ve 50 ml DEPC dd su icerisinde
¢6z0ldi ve 100 ml’ye tamamlandi.



2.3.4. 1M Sodyum Sitrat Hazirlanisi

-100 mllik Sodyum Sitrat hazirlamak icin; 29 gr Sodyum Sitrat 60 ml
DEPC dd su igerisinde ¢ézuldu, pH asetik asitle 7.0 olarak ayarlandi ve DEPC dd

su ile 100 ml'ye tamamlandi.
2.3.5. RNA Jeli

-50 mljeligin

- 0,5 gr agaroz

- 36 ml dd su icerisinde mikrodalga firinda isitilir

- 60 °C’ye kadar sogutulur, termometre kullanilabilir
-5 ml 10X MOPS (pH=7.0) eklenir

- 9 ml Formaldehit eklenir ve

ceker ocak icinde jel tankina dékalar

2.3.6. RNA’nin RNA Jeline Yiikleme iglemleri

10 ul RNA

2 ul 10X MOPS

4 ul Formaldehit

10 ul Formamid

1 ul  EtBr kanistirilir. 10 dakika 85 °C’de isitilmis su icerisinde bekletilir.
Daha sonra buz igerisinde konur ve kisca santrifilj edilir. Uzerine RNA jel
yukleme tamponundan 3 ul eklenir ve RNA kosturma jelinde kosturulur. Jelin

tzerinde kullanilan tampon 1 x MOPS ¢dzeltisidir.
2.3.7. 10 x MOPS Buffer Hazirlanigi

-0,4M MOPS



-0,1 M Sodyum Asetat
-20 mM EDTA

- 1000 ml igin

83,6 gr MOPS

13,6 gr Sodyum Asetat

20 ml 0,5 M EDTA c¢obzeltisi karistirilir ve Gzerine 1000 ml'ye yakin bir
hacime kadar dd su eklenir ve ¢dzeltinin pH'1 NaOH ile 7.0 olarak ayarlanir ve

1000 ml'ye dd su ile ayarlanir.

2.3.8. 0,5 M EDTA Hazirlanisi

186,1 gr EDTA 800 ml dd su igerisinde ¢ozilir. NaOH ile pH = 8.0'e
ayarlanir ve ¢dzeltinin toplam hacmi 1000 ml’ye tamamlanir.

2.3.9. 5X TBE Cozeltisin Hazirlanigi

- 0.4 M Tris base
- 0.4 M Boric Acid
-20 mM EDTA

1000 ml 5X TBE ¢bzeltisi hazirlamak igin

54 gr Trise Base

27,5 gr Borik Asit

20 ml 0.5 M EDTA c¢bzeltisi

900 mL dd su icerisinde manyetik karistiricida karstirilir. Cézeltinin pH’1

8.0 oluncaya kadar HCI eklenir. Gdzeltinin toplam hacmi 1000 ml'ye tamamlanir.

2.3.10. DNA Yiikleme Tamponu Hazirlanisi

- 400 pl gliserol,



- 300 ul 5 X TBE,
- 300 pl dd su,
Cok az miktarda Bromofenol Blue boyasi eklenir ve yikleme tamponunun

rengi mavi oluncaya kadar 1 M NaOH eklenir.

2.4. Tavsanlarin Yetistirilmesi ve Parasetamol Uygulamasi

Bu calismada Yeni Zellanda irki beyaz erkek tavsanlar kullanildi. Tavsanlar
%50-60 nemli ortamda, 16-19 °C Sicaklikta 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
esasina gbre suni yem ve ot ile beslendiler. Tavsanlar 6-7 aylik ve ortalama
3000-4000 gr oluncaya kadar buyuttldd. Uygulama (6 adet) ve kontrol grubu (6
adet) olarak ikiye bélindld. Uygulama gurubundaki tavsanlara kesimden 4 saat
6ncesinde 500 mg Parasetamol/kg oraninda serum fizyolojik igerisinde ¢6zilerek
intraperitonal olarak uygulandi. Kontrol gurubuna ise ayni hacimde serum
fizyolojik verildi. Tavsanlara kesimden 20 dakika énce Rompun 1 ml/kg ve
Ketalar 1 ml/kg intramuskller uygulandi. Tavsanlar batin orta trasesinden
thoraks bolgesine dogru bistiri ve makas yardimi ile acildi. Tavsanin
karacigerinden 5 gr'lik parcalar alindi ve bunlar daha klgUk parcalara ayrildi.
Daha sonra tavsanin kaburgalari makas yardimi ile kikirdak bdlgelerinden
kesilerek g6gus kafesi agildi. Tavsanin aort damari kesilerek ex edildi. 2x2x2
mm boyutlarinda kesilen karaciger 6rneklerinden yaklasik 200 mg RNA Later
saklama ¢ozeltisi icinde -30 C®de analize kadar saklandi.

2.5. Standart Fenol-Kloroform Metodu ile Toplam RNA Ekstraksiyonu

1- 100 mg karaciger/ml denatirasyon sollisyonu olacak sekilde
homojenizasyon titlpine kondu ve 40 saniye homojenize edildi

2- Ornekler eppendortf tiipleri icinde 14 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi

3- Santriflij sonrasi sUpernatant bagka tlipe alindi ve ayni hacimde fenol
kloroform izoamilalkol (25:24:1) eklendi ve 1 dakika vortekslendi



4- 5 dakika 12 000 g de santrif(ij edildi ve stpernatanta 1/10 oraninda 3M
Sodyum Asetat eklendi

5- Fenol kloroform (1:1) ¢bzeltisiden ayni hacimde eklendi, vortekslendi
ve 12 000 rpm’de 5 dakika santriflij edildi ve bu islem bir kere daha tekrarlandi

6- SUpernatant lzerine ayni oranda isoprapanol karistirilip -20 °C’de 20
dakika bekletildi ve 14 000 rpm’de 15 dakika santrifj edildi

7-  Dipteki RNA c¢okelegi %70’lik ethanolle yikandi ve 100 ul dd su
icerisinde ¢ozulerek -30 °C saklandi.

2.6. RNA izolasyonu Kit Protokolii

Bu islem icin QIAGEN RNA Mini lzolasyon Kiti kullanildi.

1- Yaklasik 100 mg doku pargasi alindi ve % 5 (w/v) doku olacak sekilde
kit icerisindeki RLT ¢ozeltisi icine kondu

2- 13 500 rpm hizda 5Smm’lik ugla buz Gzerinde 40 saniye homojenize
edildi

3- Homojenattan 600 ul alindi (30 mg doku)

4- 10 dakika 18 000 rpm’de (4 °C ) de santrifiij edildi

5- Sdpernetant kismi yeni eppendorf tlptine alindi ve Uzerine ayni
hacimde %70 ethanol (DEPC dd su ile hazirlandi) eklendi

6- Cozeltinin 600 ul’si filtreye kondu ve altindaki tiple beraber 10 000 rpm
15 saniyede santriflj edildi

7- Alt tipteki sivi atildi ve tlp tekrar filtreye takilarak geriye kalan ¢dzelti
de filtreye eklendi ve yukaridaki gibi sanrifj edildi

8- Alttaki tupteki sivi atildi ve filtreye RWI sollsyonundan 700 ul eklendi
ve 10 000 rpm’de 15 saniye santrifij edildi

9- Alttaki tip atildi ve filtrenin altina yeni bir tlp takildi ( 2 ml ) ve filtreye
500 ul RPE solisyonu ilave edildi (kullanmadan énce RPE icin 4 kat etanol
eklendi) ve 15 saniye 10 000 rpm’de santrifiij edildi

10- Alttaki sivi atildi ve filtreye 500 ul RPE eklendi ve 2 dakika 10 000
rpom’de



santrif(j edildi

11-) Alttaki tip atildi ve filtre yeni bir eppendorf icerisine takildi ve filireye
50 ul RNAse icermeyen su eklendi ve 1 dakika 10 000 rpm’de santrif(j edildi

12-) Filtreye tekrar 50 ul RNAse icermeyen su konularak tekrar 1 dakika
10 000 rpm’de santrif(j edildi alttaki tlpteki saf toplam RNA hemen -30 oC’'de

saklandi

2.7. cDNA Sentezi Protokoli

cDNA sentezi igin Invitrogen firmasinin Urettigi SuperScript 1l ters
transkriptaz enzimi kiti kullanilmistir. cDNA sentezi firmanin 6nerdigi sekilde

yapimistir.
100 pl'lik PZR tipdne
- 6 ul dd su

- 5 ul RNA (yaklasik 2.5 ug toplam RNA)

- 1 pl primer (4 pmol gen spesifik primer veya 100 pmol Poli T primeri)

-1 uldNTP (10 mM) eklendi, karistinidi ve

65 °C’de 5 dakika PZR makinesinde isitild

-4 pl 5x First Strand tamponu

-2 ul DTT eklendi

42 °C’de 2 dakika Isitildi

- 0.5 pl SuperScript 1l ters transkriptaz enzimi eklendi ve karistirildi

PZR makinesinde 42 °C’de 50 dakika ve 70 °C’de 15 dakika isitildi ve -20
°C de saklandi.

2.8. PZR Protokoli

PZR i¢in enzim olarak Taq Polimeraz kullanildi
-1 pl cDNA

-2,5ul 10 x PZR Tamponu

- 0,25 pul dNTP (10 mM)



- 0,25 pl ileri primer (100 pmol/ul)

- 0,25 pl geri primer (100 pmol/ul)

- 0,25 pl Taq Polimeraz enzimi
- 20.50 pl dd su
100 pl'lik PZR tipinde kanstiridi ve PZR islemine tabi tutuldu.

Tablo 1. Primer Dizilimleri

Primer Adi | Primer Dizilimi Baz sayisi Kaynak
CuZnSODF | GTGTGCGTGCTGAAGGGCGA 379 7o
CuZnSOD R | CATTTCCACCTTTGCCCAAGTC

GAPDH F TGGTCACCAGGGCTGCTTTTAACT 424 70
GAPDH R GCTAAGCAGTTGGTGGTGCAGGA

CATF AGGGTGGTGCTCCCAACTACTAC 060 Kendi
CATR GGCTTCTGGGAGTTGTACTGGTC tasarimimiz
GSH-Px F GGAGAACGCCAAGAATGAGG 053 Kendi
GSH-Px R GATGTCGATGGTGGGGAAG tasarimimiz

2.9. DNA Analizleri

1,5 gr agaroz 100 ml 1X TBE c¢o&zeltisi igerisinde mikrodalga firinda 1
dakika kadar isitilarak ¢ézlinmesi saglandi. Biraz sogutulduktan sonra c¢ézelti
icerisine 1 pl EtBr eklendi ve taraklan yerlestiriimis elektroforez tankina dékalda.
Yarim saat beklendikten sonra donan jelden taraklar ¢ekilerek uzaklastirildi ve
jelin Gzerini ortecek kadar tank igerisine 1 X TBE c¢ozeltisi eklendi. Tarak
dislerinin jel Gzerinde olusturduklari kanallara DNA’lar DNA yUkleme tamponu ile
karistinlarak ylklendi ve 100 voltta yarim saat kosturuldu. Jel tanktan alinarak

ultraviyole 1s1dinin Gzerinde incelendi. DNA bantlarinin fotograflari cekildi ve

Imaged (http://rsb.info.nih.gov/ij/) programinda analiz edildi.




3. SONUC VE TARTISMA

Bu amagcla tavsanlara Parasetamol uygulamasi yapildiktan 4 saat sonra
kesim islemi yapildi ve diger islemler icin bltliin hayvanlardan érnekler alinirken
bizim deneylerimiz i¢in sadece uygulama ve kontrol grubundan 3’er tavsandan
karaciger 6rnekleri alinarak RNA Later ¢Ozeltisi icerisinde -30 °C de saklandi. Bu
6rneklerden 6ncelikle Fenol-Kloroform protokoliine gére toplam RNA
saflastinimasi yapildi ve elde edilen RNA’lar RNA jelinde kosturuldu (Sekil 1. )

¢ Degredasyon

| PN

Sekil 1. Fenol-Kloroform protokoliine gére saflastirimisg tavsan

karacigeri toplam RNA’larinin RNA jelindeki géranttsa.

Kosturma sonucu Sekil 1'de goérGldiglu gibi RNA bantlarinin  alt
kisimlarinda degredasyon bantlari gdézlendi. Daha sonra bu protokol yeni
cOzeltiler hazirlanarak dért kez daha tekrarlandi ancak ayni sonuclar elde edildi.

Bunun Uzerine Qiagen-RNA izolasyon Kiti kullanilarak protokole uygun
sekilde saflastirma yapildi. Elde edilen RNA’lar da &ncelikle RNA jelinde
kosturuldu ve yine ayni degredasyon bantlari gérildi. Degredasyonun RNA
jelinden kaynaklanabilecedi dugsunllerek RNA jeli yerine DNA jeli kullanilarak
RNA’lar tekrar kosturuldu ve ribosomal RNA’larin parcalanmadan kaldiklar
gozlendi (Sekil 2)




Sekil 2. Quiagen-RNA izolasyon kitinden elde edilen tavsan karacigeri
toplam RNA’larin DNA jelindeki géruntlsu

Bdylece sorunun RNA jelinden kaynaklandigi gérildi. Fenol-Kloroform
metodu ile elde edilen RNA’lar bir de DNA jelinde kosturuldu fakat yine

degredasyon bantlari gdézlemlendi (Sekil 3 ).

“ <+«——— Degredasyon bandi

Sekil 3. Fenol-Kloroform protokolline gére saflastiriimis tavsan karacigeri

toplam RNA’larin DNA jelindeki gérintist

Bu sonuclardan sonra, bitin érneklerin RNA saflastirmasi islemlerinde
Qiagen firmasinin RNA izolasyon kiti kullanildi. RNA’lan jelde kosturmamizin
amaci RNA’larin bOtinligunt test etmek ve farkli drneklerin ribozomal RNA
bantlarini birbiriyle karsilastirmak oldugu icin DNA jelini kullanmayi pratikligi
acisindan uygun goérdik. Deneylerde 3 adet kontrol ve 3 adet Parasetamol
uygulama grubundaki tavsanlarin karacigerleri kullanildi. Bitin saflastirilan
RNA’lar DNA jelinde kosturularak RNA’larin batinligu test edildi (Sekil 4) ve
cDNA reaksiyonlarinda ayni miktarda RNA ekleyebilmek icin bu RNA bantlarinin
sinyal intensitesi 6lcildi ve ayni miktara karsilik gelecek sekilde farkli hacimlerde

toplam RNA cDNA sentezi reaksiyonuna eklendi.




Sekil 4. Tavsan karacigeri toplam RNA’larinin DNA jelindeki
gb6runtisu. (1,2,3 sirasiyla Parasetamol uygulama grubu 1, 2 ve
3'0; 4, 5, 6'da sirasiyla parasetamol kontrol grubu 1, 2 ve 3 ‘U
gOsterir.)

Orneklerden cDNA sentezi icin 18 T den olusan PoliT18 primeri tim
mRNA’lardan cDNA sentezi i¢in kullanildi.

Calismamizda hayvan olarak tavsan kullandigimiz igin, literatlrde
seviyelerindeki degisikliklere bakacagimiz CuZn-SOD, GSH-Px, Katalaz
enzimlerinin mRNA tespitinde kullanilacak primerler arastinldi. Tavsan CuZn-
SOD geni icin uygun primerler bulundu (72, Ek1) ve mRNA seviyesi degismeyen
genlerden GAPDH primer cifti de bu calismada kullanildi (72, Ek1). istenen
blydklukte DNA’lar elde edildi (Sekil 5).

Tavsan GSH-Px geni igin literatlirde bulunan primer ¢ifti ¢alismadigi igin
Tavsan GSH-Px geninden Primer3 programi (http:/frodo.wi.mit.edu/) ile kendi

dizayn ettigimiz primer ciftini kullandik ve 45°C den 65°C ye kadar farkli
sicakliklari deneyerek en iyi baglanma sicakligini 60°C olarak tespit ettik ve arzu
edilen blyUklUkte Grtnler elde edildi (Ek2 ve Sekil 5).

Tavsan Katalaz mRNA dizilimi DNA databankasinda bulunamadigi igin
tavsana en yakin hayvan olan fare ve sican mRNA’lari karsilastirilarak
eslenikligin en fazla oldugu bdélgelerden primer ¢iftleri yine Primer3 programi ile
dizayn edildi. Bu primer ciftleri 45°C den 65°C’ye kadar farkli sicakliklarda
denenerek en iyi baglanma sicakh@ 45°C olarak belirlendi. istenen bly(iklikte
DNA elde edildi (Ek3 ve Sekil 5).

Marker
CuZn SOD
GAPDH
CAT
GSH-Px



Sekil 5. Enzimler ve GAPDH igin blyUkliklerin RT-PZR ile belirlenmesi.
DNA 6&rnekleri %1.5 Agaroz jelinde DNA Markeri (1 kb Plus - Invitrogen) ile
kosturuldu.

En uygun sicaklik tespit edildikten sonra enzimlerin mRNA seviyelerindeki
degisikleri belirlemek igin semikantitatif RT-PZR ydntemi kullanildi (73). Her
enzim ve GAPDH farkli PZR déngulerinde (24, 28, 32, 36) PZR’ye tabi tutuldular.
Butin érneklerin PZR islemleri bittikten sonra her 6rnek icin enzimler ayni DNA
jelinde kosturuldu (Sekil 6).

CuzZnSoD GAPDH GSH-Px CAT
Dongii sayisi 24 28 32 36 24 28 32 36 24 28 32 36 24 28 32 36

Kontrol grubu

Parasetamol grubu PN

Sekil 6. Enzim mRNA’larinin fakli RT-PZR déngulerindeki dogrusal
bdlgenin belirlenmesi ve kontrol ile karsilastiriimasi. Parasetamol uygulama ve
kontrol grubu tavsanlarinin karacigerlerinin cDNA’larinin farkh déngulerdeki PCR
sonuglarinin DNA jelindeki gérinimu. %1.5 Agaroz jeli kullanildi.



islem her bir grup icin 2 kez tekrarlandi. Jellerin resimleri gekildi ve DNA
bantlarinin kantitatif analizleri Imaged programiyla yapildi. Farkli mRNA’lar farkli
déngulerde doygunluga ulasti. Grafikler gizilerek dogrusal bélgelerdeki sinyaller
karsilastirma i¢in kullanildi. CuZn-SOD ve GAPDH igin 24 ve 28. déngtler, GSH-
Px icin 24, 28 ve 32. déngtler ve CAT icin 32 ve 36. ddnguler dogrusal bdlgede
kalmaktadir. Kontrol ve parasetamol grubundaki DNA sinyalleri GAPDH DNA
bandina oranlandi ve daha sonra da kontrol grubuna gére normalize edildi (Sekil
7). Student’s t-testi analizi sonucunda parasetamol grubundaki CuZnSOD, GSH-
Px ve CAT enzimlerinin mRNA seviyelerinin kontrol grubuna gére degismedigi

g6zlendi (p>0.05).

1.4+

1.2+
ol |

0.8+

0.6+
0.4+

Parasetamol / Kontrol Sinyali

0.2+

0
CuZnSOL GSH-Px CAT

Sekil 7. Parasetamol uygulamasi sonucu CuZn-SOD, GSH-Px ve CAT
MRNA seviyelerindeki  degisikliklerin  semikantitatif olarak belirlenmesi.

Parasetamol ve kontrol grubu tavsanlarinin karaciger CuZnSOD, GSH-Px ve



CAT mRNA’lart RT-PCR sonrasinda GAPDH genine oranlandi ve sinyal kontrol
grubuna gére normalize edildi. Her enzim igin soldaki bar kontrollii sagdaki de
uygulamayi goésteriyor. Her grup icin 3 6érnek ve her érnek icin 2 jel kullanildi.
Hata cubuklari standart sapmayi gdésteriyor.

Bu tez hazirlandigi sirada henliz CuZnSOD, GSH-Px ve CAT enzimlerinin
seviyelerini belirlemek igin biyokimyasal deneyler ve dokulardaki okdatif hasarin
belirteci histopatolojik ve immuno-histokimyasal analizler devam ettigi icin bu
deneylerin sonuglari ile ilgili bir kargilastirma yapilamamistir. Eger Parasetamol
uygulama grubunda CuZnSOD, GSH-Px ve CAT enzimlerinin seviyelerinde bir
degisiklik meydana gelirse bunun mRNA sentezinden sonraki translasyon
basamaklarini etkiledigini sdyleyebiliriz. Literatlirde antioksidan enzimlerin mRNA
seviyelerindeki degismeyle birlikte enzim aktivitesinin de degistigini ve bazi
durumlarda da  enzim aktivitesindeki degisikligin mRNA seviyelerindeki
degisiklikten kaynaklanmadigini gésteren érnekler bulunmaktadir.

Aksenov ve arkadaslari [74] tarafindan oksidatif stresle alakali oldugu
bilinen Alzheimer hastaliginin incelendidi ¢alismada kontrol grubu ve Alzheimerli
hastalarin  beyinlerinin  hipokampus, arka paryetal lobili ve beyincik
bélgelerindeki oksidatif stres genlerinden Mn-, CuZn-superoksit dismutazlari (Mn-
ve CuZn-SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon
rediktaz (GSSG-R) enzimlerinin mRNA’larinin beta-aktin and siklofilin marker
mRNA’larina oranlarina RT-PCR yoluyla bakildi. Mn-SOD mRNA/beta aktin
oraninin Azheimerli beynin butin bélgelerinde degismedigi gézlendi fakat Cu,Zn-
SOD mRNA/beta-aktin  mRNA oraninda arka paryetal lobulinde bir artig
gbzlendi. Hipokampts ve arka paryetal lobuliindeki CAT, GSHPx, and GSSG-R
genlerinin mRNAlarinin beta aktin genine oranlanmig seviyelerinde bir artis
gbzlenirken bu artis beyincik béliminde gdzlenmedi.

Gan ve arkadaslan [75] tarafindan Se-eksigi olan siganlara fazla miktarda
Selenyum verilmesinin GSH-Px enziminin aktivitesi ve mRNA seviyesi Uzerine
etkileri RT-PZR vybntemiyle siganlarin karacigerinde, bdbreklerinde ve
testislerinde arastiriimistir.  GCalismada 20, 40 ve 80 mikrog/Se/kg/gin olacak



sekilde 15 gun boyunca intraperitonal verimigtir. 20 mikrog/Se/kg/gin
verildiginde kontrol grubuna gére Selenyum grubundaki hayvanlarin karaciger ve
testislerindeki GSH-Px aktivitelerinde ve mRNA seviyelerinde anlamli bir artis
g6zlenmistir. Fakat 40 ve 80 mikrog/Se/kg/gun verildiginde hem GSH-Px
aktivitesinde hem de mRNA seviyelerinde ciddi bir disis gézlenmistir.
Bébreklerde ise GSH-Px aktivitesinde herhangi bir degisiklik gbzlenmemisgtir.
Sadi ve ark. [76] Diyabet hastaliginda antioksidan enzimlerden SOD ve
katalazin reaktif oksijen tirlerini siplrme etkisini streptozotokin ile diyebet modeli
olusturulmus ratlarin karaciger dokularinda RT-PZR ile mRNA seviyelerini
karsilagtirarak, Western-blot analizi ile protein seviyelerine bakarak ve enzim
aktivitelerini belirleyerek incelemislerdir. Kontrol grubuna gére bu hayvanlarin
SOD ve katalaz mRNA’lari, protein seviyeleri ve enzim aktiviteleri daha dusuk
bulunmustur. Ratlara kuvvetli bir atioksidan olan Vitamin C verildiginde ise SOD
ve katalaz aktiviteleri artmasina ragmen mRNA ve protein seviyelerinde herhangi
bir degisiklik gdzlenmemistir. Diger bir antioksidan olan Lipoik asid verildiginde
ise SOD ve katalaz enzimlerinin mRNA seviyeleri degismemis fakat protein
seviyeleri ve enzim aktiviteleri artmistir. Bu verilerden lipoik asidin diyabetlerde
oksidatif hasari 6nlemede transkripsiyonu degistirmeden translasyonda etkili

oldugu sonucuna variimigtir.
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5. EKLER:

5.1. Ek1. Cu-Zn SOD Gen Dizilimi
Tavsan Cu-Zn SOD enziminin mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki yerleri
gOsterilmistir. Gen Bankasi Kayit No. 222644

61
121
181
241
301
361

421

gaattcggcacgaggcgtcctgcagcgtctccececgecgecctecgetgecccgcaccggagceg
5’ gtgtgcgtgctgaagggcga 3’
cgccgctgcggagtcatggcgacgaaggctgtgtgegtgetgaagggegacggcccggtce

gaggccaccatccacttcgagcagaagggaacagggcccgtggtggtcaagggacgcata

acaggactgaccgaaggcctgcacgagttccatgtccaccagtttggagataatagacaa

ggctgtacgagtgcaggccctcactttaatcctctatccaaaaaacatgggggaccgaag

gatgaagagaggcacgtgggcgacctgggtaatgtgactgcaggcagcaatggtgtcgcet

gatgtgttaattgaagattctgtgatctcactctcgggagatatgtccgtcattggeccge
3’ ctgaacccgtttccacctttac 5’

acgctggtggtccacgagaaagaagacgacttgggcaaaggtggaaatgacgagagtaca




5.2. Ek2. Glutatyon Peroksidaz Gen Dizilimi

Tavsan Glutatyon Peroksidaz enziminin mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki

yerleri gOsterilmistir. Gen Bankasi Kayit No: X13837

1 cccgctttgtctcacaccatgtgtgcecggectecgtatggecggecggectgecccagtectgtgtac

61 tccttctcagcgcacccgctggeccggecggggageccgtgaacctgggetececctgegggge

121 aaggtgctgctcattgagaatgtggcgtcgctctgaggcactacggtccgggactacacce

181 cagatgaacgagctgcaagagcgcctcgggcceccgggecctggtecgtgeteggetteceg
5’ ggagaacgccaagaatgagg 3’

241 tgcaaccagtttgggcatcaggagaacgccaagaatgaggagattctgaattccctcaag

301 tatgtccggcctggaggcgggttcgagceccaacttcatgctcttccagaagtgegaggtyg

361 aacggcgccaaggccagcccgctcttegecttecctgecgggaggecctgeccgecgeccage

421 gacgaccccactgcgctcatgaccgaccccaagttcatcacctggtgecccggtgtgecgt

481 aacgacgtttcctggagcttcgagaagttcctggtgggcccecgatggtgttcecegtgege
3’ gaaggggtggtagctgtag 5’

541 aggtacagccgccgettecccaccatcgacatcgagecccgacatccaagecctgetgtcece

601 aaggggtctggcggtgcctagggcgccccctaccctggetgettgeccagtggectgetge
661 tctctgggggtttcatccatgagggcgttcccccgaaaacaaatggaggaacgectgatyg
721 tccgggaaacccccaggtgggcgctggtcecctgtccatccece




5.3. Ek3. Katalaz Gen Dizilimi
Sican Katalaz enziminin mRNA dizilimi ve primerlerin dizilimdeki vyerleri
gOsterilmistir. Gen Bankasi Kayit No: NM_012520

1 attgcctaccccgggtggagaccgtgctcecgtccggecctecttgectcacgttectgecaget

61 ctgcagctccgcaatcctacaccatggcggacagccgggacccageccagcgaccagatga
121 agcagtggaaggagcagcgggcccctcagaaacccgatgtcctgaccaccggaggcggga
181 acccaataggagataaacttaatatcatgactgcggggccccgagggccectectegtte
241 aagatgtggttttcaccgacgagatggcacactttgacagagagcggattcctgagagag
301 tggtacatgcaaagggagcaggtgcttttggatactttgaggtcacccacgatattacca
361 gatactccaaggcaaaggtgtttgagcatattgggaagaggactcctattgccgtccgat
421 tctccacagtcgctggagagtcaggctcagctgacacagttcgtgaccctegtgggtttg
481 cagtgaaattctacactgaagatggtaactgggacctcgtgggaaacaacacccctattt
541 tcttcatcagggatgccatgttgtttccatcctttatccatagccagaagagaaacccac
601 aaactcacctgaaggaccctgacatggtctgggacttctggagtctttgtccagagtctc
661 tccatcaggttactttcttgttcagcgaccgagggattccagatggacatcggcacatga
721 atggctatggctcacacaccttcaagctggttaatgcgaatggagaggcagtgtactgca
781 agttccattacaagactgaccagggcatcaaaaacttgcctgttgaagaggcaggaagac
841 ttgcacaggaagacccggattatggcctccgagatcttttcaatgccatcgccagtggeca
901 attacccatcctggactttttacatccaggtcatgactttcaaggaggcagaaaccttcc
961 catttaatccatttgacctgaccaaggtttggcctcacaaggactaccctcttataccag
1021 ttggcaaactggtcttaaacagaaatcctgctaattattttgctgaagttgaacagatgg
1081 cttttgacccaagcaacatgccccctggcattgagecccageccggacaagatgecteccagg
1141 gccgcectttttgecttacccagacactcaccgccaccgectgggaccaaactatctgcaga
1201 tacctgtgaactgtccctaccgtgctcgecgtggccaactaccagecgecgatggeccccatgt

5'agggtggtgctcccaactactac 3’

1261 gcatgcatgacaaccagggtggtgctcccaactactaccccaacagcttcagcgcaccag

1321 agcagcagggctcggccctggagcaccatagccagtgctctgcagatgtgaagecgettca

1381 acagtgctaatgaagacaacgtcactcaggtgcggacattctatacgaaggtgttgaatg

1441 aggaggagaggaaacgcctgtgtgagaacattgccaaccacctgaaagatgctcagettt

1501 tcattcagaggaaagcggtcaagaatttcactgacgtccaccctgactacggggcccgag
3’ ctggtcatgttgagggtcttcgg 5’

1561 tccaggctcttctggaccagtacaactcccagaagcctaagaatgcaattcacacctacg

1621 tacaggccggctctcacatagctgccaagggaaaagctaacctgtaaagcacgggtgetce




1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

agcctcctcagcctgcactgaggagatccctcatgaagcagggcacaagcctcaccagta
atcatcgctggatggagtctcccctgctgaagcgcagactcacgctgacgtctttaaaac
gataatccaagcttctagagtgaatgatagccatgcttttgatgacatttcccgaggggg
aaattaaagattagggcttagcaatcacttaacagaaacatggatctgcttaggacttct
gtttggattattcatttaaaatgattacaagaaaggttttctagccagaaacatgatttg
attagatatgatatatgataaaatcttggtgattttactatagtcttatgttacctcaca
gcctggtatatatacaacacacacacacacacacacacacacacaccaaaacacacatac
actatacacacacacacacacacacactaaaacacacatacacaacacacacatacacta
cacacacagaacacacaacacaaacatacacacataggcacacacacacacacacacaca
cacacacacacacacacacacacacatgaatgaagggattataaagatggcccacccaga
atttttttttatttttctaaggtccttataagaaaaaccatacttggatcatgtcttcca
aaaataactttagcactgttgaaacttaatgtttattcctgtgtagttgattggattcct
tttccecttgaaattatgtttatgectgatacacagtgatttcacatagggtgatttgtat

ttgcttacatttttacaataaaatgatcttcatgg
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