Ol¢iim Yontemleri
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Serbest radikallerin hastaliklarin patogenezindeki rollerinin
aydinlatilmasiyla birlikte, bu bilesikleri ve katildiklar1 reaksiyonlar:
6lgen yontemlere olan ilgi artmustir. Serbest radikallerin dogrudan
6l¢imti zordur. Elektron spin rezonans veya elektron paramanyetik
rezonans (ESR/EPR) spektroskopisi bu yapilar1 dogrudan tespit
edebilen sinirli yontemlerden biridir. Ancak, arastirmacilarin
karsilastigi en bilyikk sorun, serbest radikallerin asir1 derecede
reaktif olmasi, buna bagli olarak olusum kaynaklariyla hizlica
reaksiyona girmesi ve ¢ok kisa 6miirlii olmasidir. Bu nedenlerle, pek
¢ok arastirici serbest radikallerin dogrudan 6l¢iimii yerine, hiicresel
bilesenlere (lipitler, proteinler ve DNA gibi) olan etkileri tizerinden
serbest radikal reaksiyonlarini takip etmeyi tercih etmistir. Bu amagla
gelistirilmis ¢ok sayida yontem vardir. Bu yontemler ile dolayli
olarak serbest radikallerin baslattig1 siirecler ve sonrasinda olugan
son Uriinlerin 6l¢imii gergeklestirilir. Ote yandan, oksijenli yasamla
birlikte aerobik organizmalarda oksijen kaynakli radikaller olugsmaya
baslamistir. Bununla hemen hemen es zamanli olarak da olusan
radikallerin zararl etkilerini engellemek iizere, antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan savunma
mekanizmalar1 gelismistir. Antioksidan seviyelerindeki dusiisler
oksidasyon {iriinlerinin daha fazla olusumuna ve oksidatif strese
neden olmaktadir. Dolayisiyla, biyolojik materyallerde antioksidan
savunma kapasitesinin Ol¢tilmesi de oksidatif strese bagli hasarin
belirlenmesi agisindan 6nemlidir. Antioksidanlar cesitli yontemlerle
Olgiilebilmektedir. Bu yontemler arasinda siiperoksit dismutaz
ve katalaz gibi reaktif tiirleri uzaklastiran enzimlerin ve reaktif
tiirlerin olusumunu kontrol eden ajanlarin dl¢iimii bulunmaktadir.
Bu boliimde serbest radikal ol¢iim yontemlerinden bazilari ele
alinacaktir.

*  Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi / Saglik Bilimleri Enstitiisti Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali
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Elektron paramanyetik rezonans (EPR) spektroskopisi

Elektron paramanyetik rezonans veya elektron spin rezonans
(EPR/ESR) spektroskopisi, eslesmemis elektronlar1 belirlemek icin
kullanilan bir yontemdir. ! En 6nemli 6zelligi, tahrip edici olmamasi
ve dogrudan Ol¢iim yapabilmesidir. Yontemin temelinde manyetik
rezonans kavrami yatar. Sabit bir manyetik alanda manyetik
momentlerin her biri birer miknatis gibi davranir ve elektronlarin
sahip olduklar1 spin degerlerine gore mimkiin olan enerji
seviyelerine yarilma gozlenir. Her elektronun bir manyetik momenti
ve bilegenlerinin m = +1/2 ve m = - 1/2 olmak izere bir spin kuantum
numarast vardir. Manyetik bir alanda, serbest elektronlar manyetik
alana paralel (diisik enerjili) veya anti-paralel (yiiksek enerjili)
doniigleriyle dizilidir. Bir serbest radikal manyetik alana maruz
birakildiginda, kendisini bu alana paralel veya anti-paralel olarak
hizalar. Boylece manyetik alanin giicline gore degiskenlik gésteren
iki farkli enerji seviyesi yaratilir. Manyetik alan icerisindeki elektron
farkli bir elektromanyetik radyasyon (mikrodalga) ile uyarilip yeterli
enerji absorpladig1 zaman diistik ve yiiksek enerji durumlari arasinda
bir gecis meydana gelir. Bu gecis icin gerekli enerji (hv) olarak ifade
edilir. Bu sekilde elektromanyetik spektrumun mikrodalga bolgesinde
bir EPR spektrumu elde edilir. EPR spektrumlar1 absorpsiyon egrisi
olarak ya da bu egrinin birinci tiirevi olarak ¢izilebilir (Sekil 1). EPR
sinyalinin yogunlugu serbest radikallerin konsantrasyonu ile dogru
orantili oldugundan, serbest radikallerin hem nicel (kantitatif) hem
de nitel (kalitatif) 6l¢ctiimii miimkiindir.

m, = +1/2

Enerji

AE = hy

m, =-1/2

|

Manyetik alan, B
Sekil 1. Enerji diyagramu ile birinci tiirev spektrumu

EPR Spektroskopisi 6l¢iim sistemi dort ana bilesenden
olusmaktadir. Bunlar manyetik alan olugmasini ve diizenlenmesini
saglayan bir muiknatis, elektromanyetik radyasyon kaynagi ve
mikrodalga giictinii kontrol etmek igin gerekli detektor igeren bir
mikrodalga destek sistemi, mikrodalga enerjilerinin yonetildigi

1 Spasojevi¢, I. (2011). Free radicals and antioxidants at a glance using EPR
spectroscopy. Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences, 48(3), 114-142.

94



Olcim Yéntemleri

ve Orneklerin yerlestirildigi bir numune boslugu, veri isleme ve
goriintiileme sistemidir.

Sekil 2. EPR Spektroskopisi l¢iim sistemi 2

Reaktif tiirler ¢ok disiik konsantrasyonlarda bulundugundan,
bu molekiillerin saptanmasi olduk¢a zordur. Serbest radikallerin
oda sicakliginda bulunan ¢ozeltilerde dogrudan belirlenmesi ancak
“spin tuzaklama” veya “spin etiketleme” adi verilen teknikler ile
gerceklestirilebilir. > “Spin tuzaklama teknigi kisa omiirlii serbest
radikallerin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir yontemdir.
Temelde iki ¢esit spin tuzag: vardir: Nitrone grubu icerenler, nitrose
grubu igerenler. Spin tuzaklarinin ¢ogu suda ve polar organik
goziiclilerde ¢oziiniir. Serbest radikalleri yakalayip reaksiyona
girdiklerinde karakteristik, asir1 ince yapi yarilmalari meydana
getirirler. Bu durum radikallerin tanimlanmasina yardimci olur. Spin
tuzaklari, kisa omiirlii ve kararsiz olan bir serbest radikalden, daha
uzun 6miirli ve kararli bir radikal tiretmektedir. Boylece, olusan yeni
radikal EPR spektroskopisi tarafindan kolaylikla tespit edilebilir.
Nitrose spin tuzaklar1 kisa émiirlii reaktif molekiiller ile reaksiyona
girdiklerinde hem daha kararli hem de nispeten daha uzun omiirlii
nitroksit radikallerini olusturur. Nitrone spin tuzaklar1 da benzer
sekilde nitroksit radikallerini olusturmaktadir.

Nitrose spin tuzaklarinda, radikaller dogrudan azot tarafindan
tuzaklanirken, nitrone spin tuzaklarinda radikaller azota komsu
olan karbon tarafindan tuzaklanir. Nitrose spin tuzaklari ile

2 Wikipedia. (25.09.2022). Electron paramagnetic resonance. Retrieved
24.10.2022  from  https://en.wikipedia.org/wiki/Electron_paramagnetic_
resonance.

3 Haywood, R. (2013). Spin-Trapping: Theory and Applications. In G. C. K.
Roberts (Ed.), Encyclopedia of Biophysics (pp. 2447-2453). Springer Berlin
Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-642-16712-6_579.

4 Torricella, F, Pierro, A., Mileo, E., Belle, V., & Bonucci, A. (2021). Nitroxide
spin labels and EPR spectroscopy: A powerful association for protein dynamics
studies. Biochimica et Biophysica Acta - Proteins and Proteomics, 1869(7),
140653.
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tutulmus radikaller EPR spektrumunu kolayca etkileyebilir. Nitron
tuzaklarinda ise hangi radikal tuzaklanirsa tuzaklansin, spektrumlar
benzerlik gosterebilir. Nitrose bilesikleri nitrone bilesiklerinden daha
az kararli yapida olan nitroksit radikallerini verirler. Ozellikle oksijen
merkezli radikaller tuzaklandiginda olusan bilesikler hiicreler i¢in
toksiktir. Bu ylizden nitrone spin tutuculari tercih edilir. Yaygin olarak
kullanilan 6rnekler 5,5-dimetil-1-pirolin N-oksit (DMPO), alfa-
fenil N-tersiyer-biitil nitrone (PBN) ve 5-dietoksifosforil-5-metil-1-
pirolin-n-oksit DEPMPOdur. Bunlar siiperoksit (O,*”) ve hidroksil
(OH*) radikallerinin dogrudan tayininde siklikla kullanilirlar. Ancak,
DMPO spin tuzaginin onemli bir dezavantaji vardir. DMPO ile
reaksiyona giren O,"~ ve OH" radikallerinin hiz sabitleri ve yarilanma
stireleri birbirinden farklidir. Bu iki radikalin konsantrasyonunun
esit oldugu bir ¢ozeltinin igerisine DMPO spin tuzag: eklendiginde,
hidroksil radikali stiperoksit radikalinden ¢ok daha hizli hapsolur.
Stiperoksit ile olusan tiriin (DMPO-OOH) kararsiz bir radikaldir.
DMPO spin tuzaginin hidroksil radikali ile reaksiyonu sonrasinda
tiretilen ayni {iriin olan DMPO-OH bilesigine ayrisir. Bu nedenle
stiperoksit radikalinin tayininde yanilgi s6z konusu olabilmektedir.
Bu potansiyel dezavantaj, fosforlanmis ve karboksillenmis bir spin
tuzag1 olan DEPMPO’nun gelistirilmesi ile agilmistir. DEPMPO spin
tuzag ile daha kararli ve hidroksil eklentilerine ayrigmayan radikaller
olusmaktadir.

Nitroksit serbest radikallerini kullanarak ortam hakkinda bilgi
sahibi olma yontemine spin etiketleme (spin labeling) ve bu amagla
kullanilan radikallere de spin etiketi denmektedir. Spin etiketleri,
farkli bir molekiil ile baglanabilme o6zelligi olan eslesmemis
bir elektrona sahip ve kararli nitroksit radikalleridir. Nitroksit
radikalindeki eslesmemis elektronun manyetik rezonans sinyali
EPR spektroskopisi ile tespit edilebilmektedir. Spin etiketlemesi
ozellikle proteinlerin ve biyolojik membranlarin aragtirilmasinda
kullanilan 6nemli bir tekniktir. Spin etiketleri bes veya alt1 dyeli
hibrid halkalardan meydana gelir. Yaygin olarak kullanilan spin
etiketleri farkli R gruplarina sahip olan piperidinden tiiretilmistir:
2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloksi, 2,2,6,6-tetrametilpiperidin
1-oksil (TEMPO, R=H), 2,2,6,6,-tetrametil-4-piperidon-1-oksil
(TEMPON, R=o0xo0), 4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin 1-oksil
(TEMPOL, R=0OH) ve 4-amino-2,2,6 6-tetrametil piperidin-1-oksil
(4-amino-TEMPO, R=NH2). Diger spin etiketleri olan 3 - karbamoil-
2,2,5,5-tetra-metil-3-pirolin-1-iloksil (CTPO) ve (1-oksil-2,2,5,5-
tetrametil-A3-pirolin-3 - metil) metansiyosiilfonat ise yine farkli R
gruplarina sahip prolidin yapisindan tiiretilmistir.
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Hidroksil radikali 6l¢iim yontemleri

Canli ortamlarda hidroksil radikal tretimi oOnemlidir ve
bu amagla kullanilabilecek yontemlere ¢ok ihtiya¢ vardir.
Aromatik hidroksilasyon yonteminde aromatik bir bilesik olan
benzenin hidroksil radikali ile reaksiyona girmesi sonucunda
once hidroksisikloheksadienil olusur. > Olusan bu radikal énce
dimerizasyona ugrar ve ardindan H O agiga ¢ikararak bifenile
dontsiir. Alternatifolarak dabir fenol ve benzen karisimivermek tizere
orantisizlagtirma reaksiyonuna girebilir. Hidroksilasyon iiriinlerinin
belirlenmesinde gaz-sivi kromatografisi ayirim sonrasinda, ya bir
elektron yakalama detektorii (ECD) ile veya kiitle spektroskopisi (MS)
ile birlestirilerek kullanilabilir. Ancak, bu yontem iirtinlerin ugucu bir
materyale donistiiriilmesini gerektirdiginden tiriin kaybina neden
olabilmektedir. Bu nedenle, hidroksilasyon iiriinlerinin 6l¢timiinde
daha yaygin olarak yiiksek performansh sivi kromatogratisi (HPLC)
kullanilmaktadir. Biyolojik sistemlerde ise 6l¢iim i¢in toksik olmayan
bir aromatik belirtece ihtiya¢ duyulur. Salisilat (2-hidroksibenzoat)
ve fenilalanin bu amagla kullanilan aromatik bilesiklerdir. Hidroksil
radikalinin salisilat iizerine saldirmasiyla, dekarboksilasyon iirtinii
olan katekol ile birlikte iki adet dihidroksillenmis tiriin (2,3 - ve
2,5-dihidroksibenzoat) tiretilir. Salisilat i¢in alternatif olan fenilalanin
ise orto, meta ve para-tirozinleri vermek tizere hidroksillenmektedir.

Hidroksil radikalinin 6l¢timiinde kullanilan diger yontemler
sunlardir: ©

« Benzoatfloresansi: Benzoatin hidroksil radikaliile reaksiyona
girmesi sonucunda floresans veren 3 — ve 4-hidroksibenzoatlar
olusur.

o Dimetilsiilfoksit (DMSO) yontemi: Hidroksil radikalleri
DMSO ile reaksiyona girdiginde metan gazi ve formaldehit

ac18a ¢ikar. Bu iirtinler gaz kromatogratfisi kullanilarak tayin
edilebilir.

o Kumarin floresansi:  Kumarin-3-karboksilik  asitin
hidroksillenmesi sonucunda floresan bir iiriin olusur. Bu
molekiil biyomolekiillere kovalent olarak baglandiginda,
olusan floresans degisiklikleri araciligryla ¢evresindeki
hidroksil radikal tiretimi 6l¢tilebilmektedir.

5 Halliwell, B., Grootveld, M., & Gutteridge, J. M. (1988). Methods for the
measurement of hydroxyl radicals in biomedical systems: deoxyribose
degradation and aromatic hydroxylation. Methods of Biochemical Analysis, 33,
59-90. https://doi.org/10.1002/978.047.0110546.ch2.

6 Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (2015). Free Radicals in Biology and Medicine.
Oxford University Press, USA.
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Triptofan ile reaksiyon: Triptofanin hidroksil radikali ile
reaksiyonu karakteristik iiriinler olusturmaktadir. Triptofan
singlet oksijen ile de reaksiyona girebilir, fakat bu reaksiyon
sonucunda olusan driinler hidroksilasyon iriinlerinden
ayridir.

Siiperoksit radikalinin 6l¢iimii

Stiperoksitradikalienerjimetabolizmasiileiliskilioksidasyonlarda,
bazi oksidazlarin aktiviteleri sirasinda, flavoenzimler aracilig:
ile ve indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda
olusur. Hiicrelerin biiylimesini, farklilasmasini, yer degistirmesini
ve ¢ogalmasini diizenleyen 6énemli bir araci molekiildiir. Biyolojik
6nemi nedeniyle siiperoksit radikalinin 6l¢limii i¢in bir¢ok yontem
geligtirilmistir. 7

Hidroksilamin spin problari ¢ok sayida arastirmaci tarafindan
stiperoksit 6l¢ctimiinde basariyla kullanilmistir. Hidroksilamin
spin problarinin stiperoksit radikali ile reaksiyonu, spin
yakalamadan iki kat daha hizlidir ve olusan nitroksitler spin
eklentilerinden ¢ok daha kararhidir. Cok az miktarda siklik
hidroksilamin spin problar1 eklenen hiicrelerde bile gii¢lit EPR
sinyalleri elde edilmistir. Ayrica dihidroetidyum (DHE) ve
lusigenin gibi floresan problar yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hidroksilamin spin problarinin stiperoksit ile oksidasyonu
SOD ile tamamen bastirilabilir, SOD ile 6zgiil olmayan
oksidasyonlarin ayrilmasi saglanabilir. 8

Stiperoksit radikali, sitokrom c veya nitroblue tetrazolium
(NBT) indirgeme kabiliyeti ile de 6l¢iilebilir.

Sit c - Fe*? + O, > O, + Sit ¢ - Fe?

Bir¢ok madde sitokrom c’yi indirgeyebilme 6zelligine sahiptir.
Doku ekstraktlarinda sitokrom c’yi indirgeyebilen askorbat ve
GSH gibi bilesiklerin yani sira, enzimatik olarak da indirgeyen
hiicresel rediiktazlar bulunur. Bu nedenle reaksiyonun O,*~
i¢cin o6zgiilligiiniin, sitokrom c¢ indirgenmesinin SOD ile
inhibisyonunun derecesi belirlenerek gosterilmesi gereklidir.

7 Dasgupta, A., &Klein, K. (2014). Chapter 2 - Methods for Measuring Oxidative
Stress in the Laboratory. In A. Dasgupta & K. Klein (Eds.), Antioxidants in
Food, Vitamins and Supplements (pp. 19-40). Elsevier. https://doi.org/https://
doi.org/10.1016/B978-0-12-405872-9.00002-1.

8 Scheinok, S., Leveque, P, Sonveaux, P, Driesschaert, B., & Gallez, B. (2018).
Comparison of different methods for measuring the superoxide radical by
EPR spectroscopy in buffer, cell lysates and cells. Free Radical Research, 52(10),
1182-1196.
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« Indirgenmis sitokrom ¢ daha sonra sitokrom oksidazlar,
peroksidazlar, HO, ve ONOO~ gibi bir¢ok oksidan ile
yeniden yﬁkselgenezbilir. Bu sekilde yeniden oksidasyonu
sitokrom c indirgenme oranlarini azaltarak O,*~ olusumunu
etkiler. Ancak ortama enzim inhibitorlerinin veya radikal
temizleyicilerinin (6rnegin H,O, i¢in katalaz ve ONOO™ igin
tirat) ilavesiyle bu durum engellenebilir.

o Sitozolde ve mitokondride bulunan bir enzim olan akonitaz,
sitratin izositrata doniisimiinii katalize etmektedir. Siiperoksit
radikali [4Fe-4S]?* akonitaz kiimesindeki demiri geri
doniisiimlii olarak ayirir ve enzim aktivitesini inhibe eder.
Akonitaz enziminin inhibisyonunu temel alan 6l¢im yontemi
biyolojik etkileri gostermek acisindan 6nemlidir.

« Dokuda siiperoksit radikalini saptamak igin histokimyasal
yontemler de kullanilabilir. Ornegin, tetrazolyum tuzlar
ile perflizyon, formazan ¢okelmesine yol acarak dokudaki
stiperoksit  tiretim  bolgelerinin  mikroskopik  olarak
gozlenmesini saglar. Bir diger yontemde diaminobenzidin
(DAB) ¢oziinmeyen bir iirtine oksitlenerek stiperoksit radikali
saptanabilir. Bunun i¢in énce doku veya organ DAB ve Mn?*
iyonlar1 ile perfiize edilir. Ortamdaki stiperoksitin etkisiyle
Mn?* oksitlenir. Bu arada olusan Mn>* de DAB'i okside eder. °

Hidrojen peroksit 6l¢iimii

Hidrojen peroksitin él¢iimii igin gesitli yontemler gelistirilmistir. 1°
Ancak 6l¢lim yontemlerinin biyolojik sistemlerde yararli olabilmesi
icin yeterli duyarlilikta olmasi gerekir. Cilinkd aktiflestirilmis
fagositler hari¢ hiicrelerde ve organellerde iiretilen H,O, miktar
nMol konsantrasyon araligindadir.

« Hidrojen peroksitin saptanmast i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemlerde bayir turbu peroksidazi (horseradish peroxidase,
HRP) kullanilir. Bu reaksiyonlarda H O, varhiginda kullanilan
hidrojen dondrleri oksitlenir. Hidrojen peroksit miktari,
skopoletin veya resorufin gibi baslangicta floresans veren
belirteglerin floresansindaki azalmanin takibiyle ya da
diasetil diklorofluoresin, p-hidroksifenilasetat, homovanillik
asit  (3-metoksi-4-hidroksifenilasetik  asit), N-asetil-3,7
dihidroksi fenoksazin gibi o6nceden floresan olmayan

9 Steinbeck, M., Khan, A., Appel Jr, W., & Karnovsky, M. (1993). The DAB-
Mn++ cytochemical method revisited: validation of specificity for superoxide.
Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 41(11), 1659-1667.

10 Rhee, S. G., Chang, T.-S., Jeong, W., & Kang, D. (2010). Methods for detection
and measurement of hydrogen peroxide inside and outside of cells. Molecular
Cell, 29(6), 539-549.
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hidrojen donérlerinin olusturdugu floresan iriinlerdeki
artis ile belirlenir. Spektrofotometrik Ol¢iimlerde de aymi
prensibi kullanan tetrametilbenzidin veya fenol kirmizisinin
oksidasyonu gerceklesir.

« HRP yontemiyle H O, 6l¢iimiinde dikkat edilmesi gereken
bazi hususlar vardir. Oncelikle bazi fenoller, tiyoller ve C
vitamini dahil olmak tizere ¢ok sayida biyolojik madde, HRP
icin substrat olarak islev yapabilir. Reaksiyon karisiminin
HRP igin substrat olabilecek, onunla rekabet edebilecek ve
disaridan bir inhibisyona neden olabilecek bilesikleri igerip
icermedigi mutlaka kontrol edilmelidir. Ikinci olarak, HRP
ile substratin rekabetinde endojen katalaz kullanilabilir.
Uclinciisti, scopoletin ve homovanillik asitin bulundugu
ortamlarda floresan smyallerm hiicre ve doku bilesenleri
tarafindan sondiirtilmesi, H O,’in oldugundan fazla tahmin
edilmesine yol agabilir. HRP bazli analizler tipik olarak hiicre
dis1 H,O, tiretimini 6l¢mek i¢in kullanilmaktadir, ¢tinkii HRP
hiicrelere giremez.

« Hidrojen peroksit tiretimindeki spesifikligi kontrol etmek
icin siklikla katalaz enzimi kullanilir. Hidrojen peroksitin
katalaz-bagimli metabolizmasinda olusan ara kompleks
stabildir. Bu kompleksin kararli durumu 660-640 nmde cift
dalga boyu spektrofotometrisi ile takip edilebilir. Katalazin
bir peroksidaz gibi davranma yetenegi de vardir, katalaz H,O,
kullanarak '*C-isaretli metanolii formaldehite oksitleyebilir.
Aminotriazol tarafindan katalazin inaktivasyonunun derecesi
de hiicrelerde ve organlarda H,O, tiretimini hesaplamak igin
kullanilmaktadr.

« Hidrojen peroksit igin histokimyasal boyama yontemleri
de gelistirilmistir. Bunlar dokudaki peroksidazlarn H O
varliginda DAB (3,3-diaminobenzidin) gibi substratfari
oksitleme yetenegine dayanmaktadir. Hidrojen peroksitin
varligin1 tespit eden elektrotlar vardir, ancak biyolojik
orneklerdeki indirgeyici ajanlarin varlig1 nedeniyle nadiren
kullanilmaktadr.

« Hidrojen peroksit i¢cin bazi protein belirtegleri geli@tirilmig,
olup bunlar hiicrelerde H,O, tiretim bolgelerini ve H,O,’in
nasil yayildigini goruntulemek icin kullanilmaktadir.” 1!
Ornegin, HyPer, H O)e 6zgii oxyR geni bazli bir protein
sensoriidiir. Sar1 bir floresan protein (cpYFP), E. Coli'de
oxyRnin H O, algilayic1 bolgesine eklenir. Ortamda H,O,

11 Lyublinskaya, O., & Antunes, F (2019). Measuring intracellular concentration
of hydrogen peroxide with the use of genetically encoded H202 biosensor
HyPer. Redox Biology 24, 101200.
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mevcut oldugunda, eksitasyon ve emisyon spektrumlari
oxyR'nin oksidasyonundan kaynakl HyPerde konformasyonel
degisikliklere neden olur. > HyPer H,0, i¢in spesifik bir
belirtectir. Ancak floresansi pHdan etkilenebilmektedir.
Benzer bir H O, belirteci maya kaynakl tiyol peroksidaz olan
Orpl’in roGEP3 ile birlestirilmesiyle tiretilmistir.

Nitrik oksit 6l¢iimii

Nitrik oksit renksiz ve toksik bir gazdir. Serbest radikal yapisindadir
ve yar1 6mrii 20-30 saniyedir. Bir¢ok hastalikla iliskilendirildiginden
varliginin belirlenmesi ve miktarinin tayin edilmesi 6nemlidir.
Cok duigitk miktarlarda olugsmasi ve hizlica molekiiler oksijen ile
reaksiyona girmesi diginda, sulu ortamda bir elektron transferi ile
once nitrosonyum katyonuna (NO*) sonra da nitrite (NO,") donsiir.

NO > NO* > HONO » NO,

Nitrik oksit N, O, olusturmak {izere oksitlenebilir. Ayrica ONOO"
olusturmak fizere 0" ile reaksiyona girebilir. Bu reaktif azot
tiirlerinin timd, qe§1t121 sekillerde gerceklestirilen NO,™ 6l¢timlerine
etki edebilir. Ornegin aerobik kosullar altinda NO’in 01(31dasy0nuyla
NO," olustururken, ONOO™ par¢alanmasr nitrat (NO,") {iretecektir.
Bu yuzden biyolojik sistemlerde iiretilen toplam NO m1ktar1n1
belirlemek iizere hem NO,  hem de NO,” él¢iimii yapilmalidir. 13

Nitrik oksitin dogrudan ya da dolayli 6l¢timil igin gelistirilen cok
sayida yontem vardir. NO veya tiirevleri ile olusturulan spin tuzaklari,
cesitli boyalar, farkli metal kompleksleri ve ozonla reak51yonu igeren
tuzaklama yontemleri 6nde gelen yontemlerdendir. 1

 Hemoglobin oksidasyonu: Bu y6ntem, oksihemoglobin
(HbO,) ile NOnun reaksiyona girmesi ve sonrasinda
methemoglobm (metHb) ile nitrat (NO,") olusmasina dayanur.
Yontemin dogrulugunu etkileyen blrkag kritik unsur vardir.
Ik olarak, deney sonuglar1 hemoglobin konsantrasyonundaki
degisimlerden etkilenebilir. Ikincisi, metHb olusumunun
NO ile iligkilendirilebilmesi i¢in ortamda diger oksidanlarin
olmamasi gerekir. Uciinciisii, 6lgiim sirasinda ortamin pH’si

12 Chen, H., Xu, G, Zhao, Y., Tian, B., Lu, H., Yu, X, Xu, Z,, Ying, N., Hu, S., &
Hua, Y. (2008). A novel OxyR sensor and regulator of hydrogen peroxide stress
with one cysteine residue in Deinococcus radiodurans. PloS one, 3(2), e1602.

13 Hunter, R. A., Storm, W. L., Coneski, P. N., & Schoenfisch, M. H. (2013).
Inaccuracies of nitric oxide measurement methods in biological media.
Analytical Chemistry, 85(3), 1957-1963.

14 Bryan, N. S., & Grisham, M. B. (2007). Methods to detect nitric oxide and its
metabolites in biological samples. Free Radical Biology and Medicine, 43(5),
645-657.
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sabit kalmalidir. Ciinkii metHbnin absorpsiyon spektrumu
pH’ya bagimlidir, deney sonuglar1 pH dalgalanmalarindan
etkilenebilir.

* Isik emisyonu: Bu yontem, NO'nun ozon (O,) ile reaksiyona
girmesi sonucunda olusan ve yayilan 15181n spektroskopik
olarak incelenmesine dayanmaktadir. Yiiksek derecede hassas
dedektore sahip NO analizoriiniin kullanildigr bir direkt
6l¢iim yontemidir. Hassas bir yontem olmakla birlikte sadece
gaz fazindaki NO 6l§ﬁmleri i¢in kullanilir. Yontemde 6nce NO
ile O, reaksiyona girer ve uyarilmis fazdaki azot dioksiti (NO,)
olu§turur Olugan NO, temel hal fazina déndiikge ortama 1§Zk
yayilir.

NO + O, » O, + NO, (uyarilmis)
- NO, (temel hal) +1

o Griess reaksiyonu: Yontemde NO oksidasyon iiriinii olan
nitrit, Griess reaktifleri olan siilfanilamit ve N-(1-naftil)-
etilendiamin hidrokloriir (NED) ile etkilesir. Olusan renkli
triin spektrofotometrik olarak olciiliir. Yontemin temeli
asidik ortamda nitritin primer bir aromatik amin olan
stilfanilamit ile diazotizasyonu ve NED ile mor renkli bir azo
iriin olusturmasi esasina dayanmaktadir. NO oksidasyon
triinlerinin toplamlnln ol¢imii icin NADH bagiml nitrat
reditktaz enzimi etkisiyle nitratin (NO,) nitrite (NO,)
indirgenmesi gereklidir.

Peroksinitrit ol¢iimii

Reaktif azot tiirlerinden nitrik oksit ve peroksinitrit (ONOOQO")
viicudun normal metabolik reaksiyonlar1 sirasinda ¢ok az
miktarlarda tretilir. NO ile stiperoksit radikali bir araya geldiginde
hizli bir reaksiyon sonucu ONOO™ olusur. Hem nitrik oksitin
hem de siiperoksitin arttig1 ve ozellikle SOD aktivitesinin diisiik
oldugu durumlarda, ONOO" belirgin olarak artar. Peroksinitritin
proteinlere dogrudan zararli etkileri vardir. Tirozin kalintilarina
nitro grubu ekleyerek 3-nitrotirozini olusturur. Peroksinitritin
dekompozisyonuyla azot dioksit ve hidroksil radikali olusur. Olu§an
tiim bu iiriinler lipit peroksidasyonuna ve hiicre hasarina yol agarlar. 1>

o Dihidrorodamin oksidasyonu: Hiicreler ve dokular
tarafindan iiretilen ONOO™ birkag farkl reaktif kullanilarak
degerlendirilmektedir. Bunlardan biri dihidrorodamin-
123’tiir. Dihidrorodamin fagositer hiicrelerde mitokondriye

15 Szabo, C., Ischiropoulos, H., & Radi, R. (2007). Peroxynitrite: biochemistry,
pathophysiology and development of therapeutics. Nature Reviews Drug
Discovery, 6(8), 662-680.
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yerlesir ve bir uyar1 sonrasinda oksidasyona ugrayarak oksijen
radikalleri ve peroksinitritle reaksiyona girer, daha sonra giiclii
floresan ozellikteki rodamine indirgenir. Rodaminin 488
nmde yaydig floresan 151k da akim sitometresiyle 6l¢iilebilir.
Dihidrorodaminin oksidasyonu metal iyonlar: gerektirmez ve
OH* temizleyicileri tarafindan inhibe edilmez. Ancak ONOO"
ile reaksiyona giren bikarbonat (HCO,) ile inhibe edilebilir.

o Protein nitrasyonu: Peroksinitrit tirozin, triptofan ve
fenilalanin gibi aromatik bilesiklerin nitrasyonuna yol agar.
Nitrasyonu Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, HRP gibi enzimler ile
bazi gecis metal iyonlar1 hizlandirir. Proteinlerin tirozin
kalintilar1 da 3-nitrotirozin verecek sekilde nitratlanmaktadir.
Son yillarda, reaktif azot tiirleri aracili vaskiiler hasar icin
proteinlerdeki 3-nitrotirozin tiirevlerinin 6lgiimii 6nemli bir
belirteg olarak 6ne ¢ikmuistir. Tirozin peroksinitritile dogrudan
reaksiyona girmez, once tirozil radikallerine oksitlenir. Daha
sonra tirozil radikalleri NO_ ° ile reaksiyona girer. Tirozin
nitrasyonu spektrofotometrik yontemle élgiilmektedir. Olgiim
icin LC-MS, GC-MS veya HPLC cihazlar1 da kullanilabilir. 16

Reaktif halojen tiirleri

Reaktif halojen tiirlerinden hipokloréz asit (HOCI) giiglii bir
oksitleyici ve klorlayicidir. HOCI 6l¢timii igin gesitli yontemler
vardir. Fagositik vakuollerdeki 6l¢timler i¢in yesil floresan proteinin
(GFP) sondiiriilmesine dayanan bir yontem kullanilir. Bunun yani
sira HOCl tarafindan taurinin kloramine doniistiiriilmesine dayanan
bir yontem de tanimlanmigstir. Kloramin katalizér olarak gorev
yapan iyodiir (I") varliginda, 3,3)5,5’-tetrametilbenzidin (TMB)
temelli bir kromojene oksitlenerek dl¢iiliir. Hipobromoz asit (HOBr)
de taurin ile reaksiyona girer ve agiga ¢ikan bromamin TMByi
oksitleyebilir. Ancak bu oksidasyonda I" gerekmez, bu sekilde HOCI
ve HOBr tretimleri birbirinden ayrilabilmektedir. Dihidrorodamin
yonteminde ise, ortamda I" mevcut ise taurin kloraminler tarafindan
rodamine oksitlenir. Protein yapisindaki tirozinin HOCle maruz
birakilmas1 3-klorotirozin ve 3,5-diklorotirozin gibi belirteglerin
tiretimine yol agar. Ayrica, nitril kloriir (NO,Cl) tirozine klor
ekler. Nitratlanmis ve klorlanmuis tiriinlerin HPLC veya LC/MS ile
eszamanli olgiimleri, ONOO™ (nitrasyon), HOCI (klorlama) ve
NO_Cl'nin (hem nitrasyon hem klorlama) etkilerini ayirt etmede
yararli olmaktadir.

16 Batthydny, C., Bartesaghi, S., Mastrogiovanni, M., Lima, A., Demicheli, V.,
& Radi, R. (2017). Tyrosine-nitrated proteins: proteomic and bioanalytical
aspects. Antioxidants and Redox Signaling, 26(7), 313-328.
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Singlet oksijen ol¢iimii

Singlet  oksijen ('0,), vyapisinda eslesmemis elektron
bulundurmadig: igin rad1f<al yapisinda degildir. Ancak yine de
son derece reaktif bir molekiiliidiir. Delta ve sigma olmak iizere
iki ¢esidi vardir. Delta formu, sigma formuna gore daha uzun
omiurladiir. Singlet oksijen birka¢ yolla olusur: a) molekiiler
oksijenin (O,) elektronlarindan birinin digaridan bir enerji almasi
sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde olan farkl bir yoriingeye
yer degistirmesiyle, b) siiperoksit radikalinin dismutasyonuyla, c)
hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda. Singlet
oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin baslatabildigi gibi serbest
radikal reaksiyonlarinin bir tiriinii de olabilir.

Biyolojik sistemlerde singlet oksijen tutuculari siklikla
kullanilmaktadir. '7 Bunlardan baslicalar1 1,4-diazobisiklo-(2,2,2)-
oktan (DABCO), difenilizobenzofuran, histidin ve baz1 azid
bilesikleridir. Singlet oksijenden floresan endoperoksit olusturmak
i¢in kullanilan bir tuzak molekiil 9,10-difenilamantrasen veya suda
¢Oziiniir tiirevleridir. Endoperoksitlerin ayrigmasi singlet oksijen
kaynagi da olabilir. Ornegin, 2,2,6,6- tetrametilpiperidin (TEMP)
ve 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidon (TEMPD) gibi bazi spin tuzaklari,
sm%let oksijen ile reaksiyona girince nitroksitlere dénﬁ§1’ir Bunlar

O, olgiimiinde kullanilabilirler. Singlet oksijen icin 6nemli bir
ba§ka olgum yontemi singlet oksijen yesil sensoriidir. Giiglit bir
yesil floresana sahip endoperoksit vermek iizere reaksiyona girer
ve ticari olarak temin edilebilir. Ancak bu sensér singlet oksijen
reaksiyon iriinlerinin olusumuna neden olabileceginden dikkatli
kullanilmalidir.

Kemiliiminesans ve floresans goriintiileme

Daha 6nce debelirtildigi gibi reaktif tiirlerin 6l¢imiii¢in cok sayida
yontem gelistirilmis olmakla birlikte bunlarin dogrudan ve in vivo
olgiimleri zordur. Hem kararsiz hem de genellikle ¢ok kisa omiirlii
olan serbest radikaller EPR spektroskopisi ile tespit edilebilmektedir.
Bu yontemde alkoksil veya peroksil radikalleri gibi kisa omiirlii
radikallerin 6l¢timiiniin diisiik sicakliklarda yapilmasi gerekmektedir.
Bu ise in vivo kullanimi sinirlayan bir durumdur. Reaktif tiirlerin
indirekt ol¢iim yontemlerinden biri olan kemiliiminesans siklikla
kullanilan yontemlerden biridir. Kemiliiminesans vermek iizere
yaygin olarak kullanilan belirteglerden 6nde gelenler 5-amino-2,3-
dihidro-1,4-ftalazindion ve 3-aminoftalik hidrazid (luminol) ile

17 Fatima, K., Masood, N., & Lugman, S. (2016). Quenching of singlet oxygen
by natural and synthetic antioxidants and assessment of electronic UV/Visible
absorption spectra for alleviating or enhancing the efficacy of photodynamic
therapy. Biomedical Research and Therapy, 3(2), 1-14.
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N,N’-dimetil-9,9’-biakridinyum dinitrat (lusigenin) bilesikleridir.
Bunlardan luminol hiicre i¢inde H,O, varliginda deoksijenasyona
ugrar, lusigenin ise hiicre diginda siiperoksit anyonu tarafindan
oksitlenir. Luminol nispeten daha iyi bir belirtectir ve siiperoksit
anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi farkli reaktif
tirler ile reaksiyona girer. Hem hiicre i¢i hem de hiicre dist
serbest radikalleri 6lgebilir ve hizli 6l¢lim yapilmasini saglar. Son
yillarda kemiliminesans oOl¢iimleri i¢in yeni ve degisik problar
gelistirilmistir. 18

Reaktif tiirleri goriintiilemek tizere ¢esitli yiiksek ¢oziiniirliikli
floresan yontemler de denenmistir. Bunlardan en umut verici
ikisi TP-FRIM (Two Photon Fluorescence Ratio Imaging
Microscopy) ve TP-FLIM (Two Photon Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy) teknikleridir. Bu iki cihazin etkinligi
ve kullanilan floresan boyalar sayesinde reaktif tiirlerin
spesifik olarak hiicre i¢i gortintiilenmesi ve 6l¢iimii miimkiin
olmustur. TP-FRIMde absorpsiyon veya emisyon spektrumu,
bilesigin redoks durumuna gore farkli duyarliliktadir. Emisyon
veya uyarma spektrumundaki bir dalga boyu araligs, segilen
baska bir araliga gore daha az duyarli veya zit yonde duyarh
olabilirken, TP-FLIMde tek dalga boyu uzunlugunda uyarma
ile belirtecin floresansinin bozunma hizindaki farkliliklarin
Ol¢imii bilesiklerin redoks durumunun saptanmasina izin
vermektedir.

Floresans veren proteinler hiicresel redoks durumunun
gorintillenmesinde de kullanilmigtir. Bu proteinlerde iki
amino asit kalintis1 distilfid bagi olusturabilen sisteinle
degistirilmistir. Redoks goriintiilemede kullanilan belirteclere
ornek olarak roGFPs (redox oxidation-sensitive green
fluorescent proteins) ve cpYFP (mt-circularly permutated
yellow fluorescent protein) ile H,O, 6l¢limiinde kullanilan
HyPer verilebilir.

Mitokondriyal elektron tasinim sistemi hiicresel reaktif oksijen
tiirevi Giretiminin ana yeridir. Buradaki redoks homeostazinin
saglanmasinda 6nemli bir rol oynayan siiperoksitin
gorintillenmesinde cpYFP kullanilmigtir. Yapilan kapsamli
in vitro karakterizasyon testlerinde, ksantin-ksantin oksidaz
sistemi tarafindan tretilen siiperoksite yanit olarak cpYFP
emisyonunda birka¢ kat artis oldugu goriilmiistiir. Buna
kargilik probun H,0,, HONO;, Ca?*, ATP, ADP, NAD(P)* ve
NAD(P)H gibi birqoﬁ oksidan molekiile kars: duyarsiz oldugu

18 Maulucci, G., Baci¢, G., Bridal, L., Schmidt, H. H., Tavitian, B., Viel, T., Utsumi,
H., Yalgin, A. S., & De Spirito, M. (2016). Imaging reactive oxygen species-
induced modifications in living systems. Antioxidants and Redox Signaling,
24(16), 939-958.
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gosterilmistir. Bir diger belirte¢ HyPer bir prokaryotik H O,
sensorii olan OxyR'nin diizenleyici bir bolgesine baglandiginda
sadece H,O, tarafindan oksitlenebilir. Bdylece nanomolar
dizeydeki H O, in vitro ortamda tespit edebilimektedir.
HyPer hiicrelerde eksprese edildiginde, disaridan eklenen
mikromolar H O, veya biiyiime faktérii uyarilarina yanit
olarak, hiicre i¢i H O, degisikliklerini belirleyebilmektedir.
Hidrojen peroksitin degisen konsantrasyon araligini ve
reaksiyon kinetigini gozlemek amaciyla HyPer mutantlar:
da gelistirilmistir. HyPer-2 dinamik konsantrasyon araligini
iki kat genisletmistir. Ancak verdigi yanit ¢ok yavastir.
Son zamanlarda gelistirilen HyPer-3 sensorii, HyPer-2 ile
karsilagtirildiginda daha hizli oksidasyon azaltma kinetigi
gostermistir.

Kemogenetik uygulamalari

Kemogenetik terimi rekombinant bir proteinin aktivitesinin
hiicre i¢inde dinamik olarak diizenlenebilmesini saglayan, ya da
bir proteinin spesifik biyokimyasal uyaranini (6rnegin bir reseptor
ligand1 veya bir enzim substrati) kisitlayan deneysel sistemleri
tanimlamak i¢in kullanilir. In vivo kemogenetik yaklagimlarin bircok
ozelligi 151k kullanan genetik yontemler ile ortaktir. Kemogenetik
yontemlerde hedef proteinin geri dontisiimlii modiilasyonu 1s1k
yerine bir kimyasal ajan araciligi ile elde edilir. Hedef proteinin
veya ligandinin ya da her ikisinin birden, kimyasal veya genetik
olarak tasarlanmasi gerekir. Ilk kemogenetik yaklagimlarda, endojen
molekiiller yerine spesifik sentetik ligandlara yanit verebilecek
sekilde modifiye edilmis rekombinant reseptorler kullanilmistir.
Redoks sistemlere 6zgii kemogenetik yaklasimlarda ise reseptérden
ziyade enzimlerden yararlanilmaktadir. ° Enzime dayali redoks
kemogenetigine bir 6rnek olarak maya D-amino asit oksidazi
(DAAO) verilebilir. Hiicre i¢i H,O, fiiretimini incelemek igin
kullanilan DAAO’a dayal1 kemogenetik sistemde, enzim araciligryla
D-amino asitlerin keto asitlere oksidasyonu katalizlenirken H O,
tiretimi de takip edilmektedir.

Canli hiicrelerde reaktif tiirlerin 6l¢iimii

Baslangigta H,O, i¢in spesifik bir floresan belirte¢ olarak
kullanilan 2,7—difdorodihidroﬂoresein’in (DCFH) HO*, ROO-,
*NO ve ONOO" gibi diger reaktif tiirler tarafindan da oksitlendigi
gosterilmistir. DCFH'nin diasetat formu (DCFH-DA) hiicre zarinda

19 Sorrentino, A., Eroglu, E., & Michel, T. (2020). Chapter 7 - In vivo applications
of chemogenetics in redox (patho)biology. In H. Sies (Ed.), Oxidative Stress
(pp. 97-112). Academic Press. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/B978-0-
12-818606-0.00007-9.
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diftizyon kabiliyeti sayesinde hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilir. 2 DCFH-DA hiicre ici esterazlar tarafindan
enzimatik olarak DCFH’ye hidrolize edilir DCFH-DA hiicrelere
girer ve ¢ogunlukla sitozolde birikir.

o Dihidrorodamin OH", NO,,CO,” gibibazireaktiftiirleri tespit
etmek i¢in kullanilir. Ancak O,”, H O, ve NO* radikallerine
zayif cevap verir. HOCI tespitinde DCFH-DAdan daha iyidir.
Cesitli reaktif tiirler, yaklasitk 500 nmde dihidrorodamini
uyarir ve yaklagik 536 nmde yiiksek floresans veren rodamine
dondstiiriir.  Fizyolojik pH’larda, rodamin bir lipofilik
katyondur ve mitokondride birikme egilimindedir. Yiiksek
seviyelerdeki rodamin, mitokondriyal singlet O, olusumunu
duyarli hale getirebilir.

 Dihidroetidyum (DHE) giiglii bir kirmizi floresans olusturur
ve O, igin bir belirte¢ olarak kullanilir. Ancak O, ile
reaksiyonu oldukca yavastir. Ayrica diger bazi reaktif oﬁsijen
tirleri ve hemoproteinler DHE’yi oksitleyebilir. Hiicrelerde
DHE oksidasyonunun ana iiriinii, 2-hidroksietidyuma gok
benzer spektroskopik 6zellikler sergileyen etidyumdur.

Oksidatif stres ol¢iim yontemleri

Saglikli  hiicrelerde  serbest radikaller antioksidanlarla
dengelenirken cesitlinedenlerle reaktif tiirlerin artmasi ve antioksidan
sistemin yetersiz kalmasi oksidatif stresi meydana getirmektedir.
Oksidatif stres altinda hasara ugragan makromolekiillerin analizi
icin cesitli yontemler gelistirilmistir. 2!

DNA hasar1

DNA serbest radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir.
Reaktif tiirlerin DNAya saldirmasi, iplik¢ik kopmasi, deoksiriboz
hasari, pilirin ve pirimidinlerin modifikasyonu, DNA-protein
capraz baglantilar1 ve kiimelenmis lezyonlara neden olabilir. DNA
hasarini 6l¢mek icin cesitli yontemler mevcuttur. 22 DNAdaki
oksidatif modifikasyonlardan baslicasi deoksiguanozin kalintilarinin
hidroksilasyonu  ile  {iretilen  8-Hidroksi-2’-deoksiguanozin

20 Yu, D, Zha, Y., Zhong, Z., Ruan, Y., Li, Z., Sun, L., & Hou, S. (2021). Improved
detection of reactive oxygen species by DCFH-DA: New insight into self-
amplification of fluorescence signal by light irradiation. Sensors and Actuators
B: Chemical, 339, 129878.

21 Palmieri, B., & Sblendorio, V. (2007). Oxidative stress tests: overview on
reliability and use. European Review for Medical and Pharmacological Sciences,
11(6), 383-399.

22 Guetens, G., Boeck, G. D., Highley, M., van Oosterom, A. T., & de Bruijn,
E. A. (2002). Oxidative DNA damage: biological significance and methods of
analysis. Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences, 39(4-5), 331-457.
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(8-OHdG) dir. DNAda, OH*, CO,"~ ve baz1 RO,’ radikalleri de dahil
olmak tizere bir¢ok reaktif tiir tarafindan ozlugturulur. 8-OHdG
kalintilar1  viicuttaki enzimatik onarim sistemleri tarafindan
DNAdan gikarilabilir. Daha sonra kan dolagimina gecer oradan da
idrarla atilir. Bu nedenle, kanda veya idrardaki 8-OHdG seviyeleri,
oksidatif DNA hasarinin bir belirteci olarak 6lciilebilir. Ol¢ctimii
siklikla bir elektrokimyasal dedektor (ECD) ile birlestirilmis HPLC
ile gergeklesir. HPLC-ECD yontemi, hassas bir yontem olmasina
ragmen maliyeti nedeniyle gok uygun degildir. Daha iyi bir yaklagim
swv1 veya gaz kromatografisine bagl kiitle spektrometresi yontemleri
ile birden fazla tirlinii 6l¢mektir. Kiitle spektrometrisi, gesitli tiriinleri
ayirt etmenin yani sira, baz-baz ve baz-amino asit ¢capraz baglantilar1
gibi diger lezyonlar1 da tespit edebilir. DNA hasarini 6lgmek igin
kullanilan yontemler arasinda enzime bagli immiinosorban analizi
(ELISA) ve immiinohistokimyasal analizler yer alir.

DNA hasarini belirlemek i¢in kullanilan diger alternatif yontemler
sunlardir:

e (°H) isaretli timidin katilmasi: Hiicreler, niikkleer DNAya
dahil edilen radyoaktif timidin ile inkiibe edilir. Uretilen
radyoaktif parcalar olgiilir. Sadece DNA  onciilerini
birlestirebilen hiicreler i¢in yararli bir yontemdir.

e« BrdU (5-bromo-2’-deoksiuridin) katilmasi: Radyoaktif
olmayan (*H) timidine alternatif bir yontemdir. BrdU igeren
antikorlar DNA'ya kars1 kullanilarak olusan DNA fragmentleri
tespit edilir.

o Enzimatik etiketleme: DNA iplik¢iklerinin kirilmasiyla
olusan serbest OH gruplari terminal deoksiniikleotidil
transferaz enzimi (TdT) gibi enzimlerin varliginda modifiye
edilmisniikleotidlerileisaretlenir. Eklenen bu modifiye edilmis
niikleotidler florimetrik olarak ya da antikor kullanilarak
saptanir. Popiiler bir yontem olan bu teknik TUNEL (TdT-
mediated dUTP-biotin nick end-labelling) olarak adlandirilir.

o Tek hiicreli jel elektroforezi (Comet testi): Hiicre diizeyinde
DNA hasarin1 saptamak ve miktarini belirlemek igin
uygulanan non-invaziv, hizli ve hassas bir floresan mikroskop
yontemidir. Canli dokulardan izole edilen ¢ekirdek igindeki
DNA, ince bir agaroz jel icine fikse edilir ve elektroforetik
ortamda yuritilir. Cesitli ajanlar tarafindan hasarlanan
DNA tamir mekanizmalari ile tamir edilememis, tek veya
¢ift DNA zincirlerinde kirilmalar olusmus ise farkli molekiil
agirliklarina ve farkli elektrik yiikiine sahip kirilmig DNA
molekiilleri elektroforetik ortamda farkli hizlarda gé¢ ederler.
DNA molekiilleri ethidium bromiir gibi DNAya spesifik
boyalarla boyanip floresan mikroskop altinda incelendiginde
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hasarin derecesine gore dairesel formdan kuyruklu yildiza
benzer forma kadar ¢esitli derecelerde goriintiiler olusturur.

o Aldehit reaktif belirteg (ARP; N’-amino
oksimetilkarbonilhidrazino-D-biyotin):  ARP, aldehit
gruplar1 ile hasarli DNAnin apurinik/apirimidinik (AP)
bolgelerinin agik halka formlariyla reaksiyona girer. ARP
reaktifi ilave edildikten sonra AP bolgeleri, biyotin ile
etiketlenir ve peroksidaz veya alkalin fosfataz konjugatlar
kullanilarak kolorimetrik saptama gergeklestirilir.

-

Sekil 3. Tek hiicre jel elektroforez yontemi ile goriintiilenen hasara ugramis DNA yapilari 23

Lipit peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu, hiicre zarlarinin fosfolipitlerindeki ¢oklu
doymamuis yag asitlerinin (PUFA), lipit hidroperoksitleri (LOOH)
olusturmak iizere oksijen ile reaksiyona girdigi karmasik bir siiregtir.
Reaksiyon, bir hidrojen atomunun bir PUFAdan reaktif bir serbest
radikal tarafindan koparilmasi, ardindan ilerleyen reaksiyonlarin
serbest radikal zincir mekanizmasi yoluyla gerceklesir. Olusan LOOH
ve konjiige dienler daha sonra alkanal, alkenal, hidroksialkenal,
malondialdehit (MDA) ve ugucu hidrokarbonlar gibi cok sayida bagka
trlin olusturmak tizere ayrigabilir. Lipit peroksidasyonunu 6lgmek
icin ¢ok sayida analitik teknik gelistirilmistir, ancak yontemlerin
hepsi in vivo kosulda gecerli degildir. 2*

23 Dikilitas, M., & Kogyigit, A. (2010). Canlilarda “tek hiicre jel elektroforez”
yontemi ile DNA hasar analizi (teknik not): comet analiz yontemi. Harran
Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 14(2), 77-89.

24 Devasagayam, T. P, Boloor, K. K., & Ramasarma, T. (2003). Methods for
estimating lipid peroxidation: an analysis of merits and demerits. Indian
Journal of Biochemistry and Biophysics, 40(5), 300-308.
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Lipit peroksidasyonunun baslangic molekiiler {riinleri
LOOH’lerdir. Bunlar plazmada cesitli tekniklerle 6l¢iilebilir.
LOOHlerin prostaglandin endoperoksit sentazin aktivasyonu
ile katalize edilen siklooksijenaz reaksiyonunu baslatma
yetenegine dayal1 hassas ve spesifik bir analiz yonteminde bir
oksijen elektrodu kullanilir. Plazma LOOH’ini 6l¢mek i¢in bir
baska hassas yontem gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi
(GC/MS) ise LOOH’in trifenilfosfin ile hidroksi asitlere
indirgenmesini icerir LOOH’in bir hem bilesigi ile
reaksiyonuna dayanan spektrofotometrik yontemde olgiilen
metilen mavisidir. Ayrica, belirli veya farklt LOOH siniflarini
ayirt edebilen gesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan bir
tanesi, yitksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile
gesitli hidroperoksitlerin lipit sinifina gore ayrilmasina ve
luminol veya izoluminol varliginda parcalanmasi sirasinda
tiretilen kemiliiminesansin 6lgiilmesine dayanur.

LOOH, 234 nm civarinda karakteristik UV emilimi olan
bir konjuge dien yapisina sahiptir. Bu absorbansin dl¢iimi,
saf lipit sistemlerinde ve deney hayvanlarindan elde edilen
doku ¢aligmalarinda bir peroksidasyon indeksi olarak son
derece yararlidir. Biyolojik maddelerdeki konjuge dienleri
6lgmede zorluklar vardir. Ciinkii mevcut diger maddelerin
bir¢ogu (6rnegin hem proteinleri gibi) UVde giiclii bir sekilde
emilerek yiiksek bir kirlilik (background) olusturur. Konjuge
dienlerin kloroform/metanol gibi organik bir ¢éziicii ile
ekstre edilmesiyle kismen ortadan kaldirilir. Nispeten diigiik
seviyelerde konjuge dienlerle 6l¢tim daha karmasiktir. Ikinci
bir tiirev spektroskopi yontemi, daha fazla hassasiyet saglar,
¢iinkii siradan spektrumda goriinen konjuge dien, daha kolay
olciilebilen keskin bir minimum tepe noktasina doniistir.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) testi biyolojik numunelerde lipit
peroksidasyonunun ve serbest radikal aktivitesinin bir
gostergesi olarak kullanilan en popiiler ve en kolay yontemdir.
Bu yontem TBAnin lipit peroksidasyonunun aldehit
tiriinlerinden biri olan MDA ile reaksiyonuna dayanmaktadir.
TBA testi ile iligkili problemleri en aza indirmek i¢in, MDA-
TBA eklentisi HPLC ve GC-MS ile 6l¢iilebilir, ancak bu zaman
alicidur.

Lipit peroksidasyonu sirasinda ¢ok sayida farkli aldehid tiirevi
tretilir. Bunlar biyolojik aktiviteleri ve hasara neden olma
yetenekleri bakimindan biiyiik farkliliklar gosterir. Aldehitler
dinitrofenil hidrazin (DNPH) ile tiiretilir, farkli polariteye
sahip olan cesitli siniflar1 (6rn. alkanallar, hidroksialkenaller,
alkenaller) ince tabaka kromatografisi (TLC) ile ayristirilir.
Bu teknikler son derece zaman alicidir ve olduk¢a pahalidir.
Sitotoksisite agisindan  4-hidroksinonenal (HNE) gibi

110



Olcim Yéntemleri

hidroksialkenaller lipit peroksidasyon siirecinin en 6nemli
son iiriinleridir. HNE, UV dedektorlit HPLC veya daha hassas
bir yontem olan GC-MS ile dlgiilebilir.

Lipit peroksidasyonundan sonra gesitli floresan iiriinler de ortaya
¢ikabilir. MDA aminoiminopropen Schiff bazlar1 gibi floresan
yapilar1 {iretmek i¢in proteinlerdeki birincil amino gruplarinm
capraz baglar. Floresans veren aldehit-protein eklentileri aldehitlerin
polimerizasyonu yoluyla da iiretilebilir. Bir floresan bilesik olan
lipofusin de lipitlerin oksidatif yikiminin son iirtiniidiir.

Protein oksidasyonu

Proteinlerdeki oksidatif hasar, lipit peroksidasyonundan ¢ok daha
azincelenmistir. Nedeni ok sayida farkli protein hedefinin ve nispeten
yiikseksayidafarkliaminoasitkalintisininolmasidir. Serbestradikaller
proteinlerinaminoasitkalintilarinikolayliklamodifiyeedebilir, gapraz
baglanmaya, konformasyonel degisikliklere ve fonksiyon kaybina
yol agabilir. Oksidatif olarak hasar gormiis proteinlerin proteazlar
tarafindan hizla uzaklastirilmasi da miimkiindiir. Proteinlerdeki
oksidatif hasarin 6l¢timii i¢in kullanilan yontemlerden biri serbest
radikallerin amino yan gruglarl ile reaksiyonundan kaynaklanan
karbonil grubu él¢iimiidiir. ° Dinitrofenilhidrazin (DNPH) protein
karbonilleri ile reaksiyona girerek spektrofotometrik olarak analiz
edilebilen dinitrofenilhidrazon iiriinlerini olusturur. Oksidatif olarak
modifiye edilmis proteinlerin karbonil igerigi, dinitrofenilhidrazin
(DNPH) tiirevlerinin tayini ile 6l¢iilebilir. Alternatif olarak, protein
karbonilleri ELISA, 2D jel elektroforezi ve Western blot yontemleri
ile de tayin edilebilmektedir. 26

Antioksidan kapasite 6l¢iim yontemleri

Organizmadaki antioksidan savunma sistemlerinin durumunu ve
bazi kosullarda yetersizligini arastirmak icin biyolojik sivilarda gesitli
antioksidanlarin aktivite veya konsantrasyonlar1 Ol¢iilmektedir.
Ancak antioksidan sistemdeki degisiklikler her zaman oksidatif
hasara isaret etmeyebilir; savunma mekanizmalarinin reaktif tiirleri
ortadan kaldirdigini ve sistemi korudugunu da gosterebilir. Biyolojik
swvilarin antioksidan kapasitesini 6lgmek icin bugiine kadar ¢ok
sayida yontem gelistirilmistir. 2’ Bu yontemlerde, antioksidan aktivite

25 Reznick, A. Z., & Packer, L. (1994). Oxidative damage to proteins:
spectrophotometric method for carbonyl assay. Methods in Enzymology, 233,
357-363. https://doi.org/10.1016/s0076-6879(94)33041-7.

26 Alomari, E., Bruno, S., Ronda, L., Paredi, G., Bettati, S., & Mozzarelli, A. (2018).
Protein carbonylation detection methods: A comparison. Data in Brief, 19,
2215-2220. https://doi.org/10.1016/j.dib.2018.06.088.

27 Albayrak, S., Sagdig, O., & Aksoy, A. (2010). Bitkisel iiriinlerin ve gidalarin
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilan yontemler. Erciyes
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Fen Bilimleri Dergisi, 26(4), 401-409.
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reaksiyon kinetigi ile iliskilendirilerek ol¢iiliirken, antioksidan
kapasite reaksiyon termodinamigi ile olgiilmektedir. Kullanilan
yontemler degisik kaynaklarda canli dis1 ve canli igi, enzimsel ve
enzimsel olmayan veya direkt ve indirekt olarak siniflandirilmis olup
en yaygin kabul goren siiflandirma sekli hidrojen atomu transferi
temelli ve elektron transferi temelli analiz ydntemleridir. 22 Hidrojen
atomu transferi temelli yontemlerin ¢ogu azo bilesiklerin bozulmasi
ile olusan peroksil radikalleri icin antioksidan ve substratin
rekabetine dayanan yarismaci reaksiyonlardir. Elektron transferi
temelli yontemler ise antioksidanin oksidani indirgenme yetenegini
renk degisimi ile 6lcer. Genelde hidrojen atomu transferi temelli
reaksiyonlar ¢6ziicii ve pH etkisinden kismi olarak bagimsiz ve ¢ok
kisa bir siirede gerceklesir. Elektron transferi temelli reaksiyonlar ise
¢oziicli ve pH’ya bagli olarak daha yavastir.

o« ORAC (Oksijen radikali absorbans kapasitesi) yontemi:
Gidalarin ve diger kimyasal maddelerin antioksidan giiciinii
olgmek icin kullanilabilecek bir analizdir. Bu yontem,
serbest radikal olusumuna ve serbest radikal tutucularinin
varliginda floresans siddetindeki azalmanin ol¢lilmesine
dayanir. Hedef molekiil olarak beta-fikoeritrin ya da floresein
kullanilmaktadir. Bu yontemde standart olarak suda ¢oziiniir
E vitamin analogu olan Trolox kullanilir. ORAC degeri ne
kadar yiiksek olursa, 6rnegin antioksidan giicii o kadar fazla
olmaktadir.

o TRAP (toplam radikal yakalayic1 antioksidan parametresi)
yontemi: Bir viicut sivisi, sividaki bazi antioksidanlarla
reaksiyona giren ve peroksil radikallerini olusturan AAPH
(2,2-azo bis 2-amidopropan dihidrokloriir) ile inkiibe
edilir.  Antioksidanlar tiikendiginde RO," radikalleri
peroksidasyona neden olmak iizere lipitlere saldirir. Yontem
lipit peroksidasyonu esnasinda oksijen tiiketiminin 6l¢tilmesi
esasina dayanmaktadir. Peroksidasyonun baslamasindan
onceki gecikme siiresini O, titketimi ile 6lcer. Bilinen bir
antioksidanla kalibre edilerek TRAP degeri elde edilir.

o ABTS yontemi: Bu yontemde mavi-yesil bir kromofor olan
ABTS (2,2-azino-bis(3-etilbenztiyazolin-6-siilfonik  asit))
kullanilir.  Antioksidanlar ABTS’yi indirgeyerek rengin
siddetini azaltir.

« DPPH yontemi: Yontemde 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) molekiiliine antioksidan tarafindan bir proton transfer

28 Ozyiirek, M., Giiglii, K., & Apak, R. (2011). The main and modified CUPRAC
methods of antioxidant measurement. TrAC Trends in Analytical Chemistry,
30(4), 652-664.
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edilir. Serbest elektronun molekiil iizerinde delokalizasyonu
sayesinde kararli bir serbest radikal olusur. Elektronun
delokalizasyonu 517 nmdeki absorbansin dl¢iimiiyle belirlenir.
DPPH c¢ozeltisi antioksidan igeren ¢ozeltiyle karistirildiginda
mor rengin kaybi gozlenir.

FRAP (ferrik indirgeyici antioksidan gii¢) yontemi: Bu
yontem antioksidanlarin ferrik demiri indirgeme yetenegini
Olger demirin ferréz formuna indirgenmesine dayanir.
Indirgeme reaksiyonu 593 nmde absorbans degisikligi
olctilerek belirlenir.

CUPRAC (Cu’" iyonu indirgeyici antioksidan kapasite):
Yontemin temeli neokuproinin Cu?* ile olusturdugu
kompleksin 450 nmde absorbans vermesine dayanmaktadir.
Yontemin en Onemli oOzelligi hidrofilik antioksidanlarin
yaninda lipofilik antioksidanlara da uygulanabilmesidir.
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