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KISALTMALAR

ROT: Reaktif Oksijen Tiirleri
ROS: Reactive Oxygen Species
OHe: Hidroksil radikali

02' : Super oksit radikali

Kumarin: Kumarin-3-karboksilik Asid

HPF: 2-[6-(4V-Hidrosi)fenoksi-3H-ksanten-3-on-9-yl]benzoik asid
APF: 6-(4-amino)Fenoksi-3H-ksanten-3-on-9-yl]benzoik asid
FBS: (Fetal Bovin Serum) Fotal Sigir Serumu

DMEM: Dulbecco's Modifiye Eagle Ortam1 (Medium)

H,0;: Hidrojen Peroksit

RNT: Reaktif Azot Tiirleri

ESR: Elektron Spin Rezonans

EPR: Electron Paramanyetik Rezonans

DCFH: 2',7'- diklorodihidrofluoresein

NOe: Nitrik Oksit radikali

NO,e: Nitruz oksit radikali

HNO:: Nitrit (Nitroz) Asidi

UV: Ultra viyole

SOD: Siiperoksit dismutaz

GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

GST: Glutatyon S-Transferazlar

CAT: Katalaz

BHT: Biitillenmis hidroksitoluen

BHA: Biitillenmis hidroksianizol

DCEF: 2',7'-diklorofluoresein -diklorofluoresein

DCFH-DA: 2',7'-d diklorodihidrofluorosein diasetat

DHR 123: Dihidrorodamin 123

PF-H2TMRos: 2,3.4,5,6-pentafluorodihidrotetrametilhidrozamin
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HLE: Hepatoseliiler karsinom hiicresi

ARPE-19: Retinal pigment epitelyal hiicresi

RGC-5: Retinal gangliyon hiicresi

MSC: Thermo Scientific Cabinet

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

PBS: Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline)
DMSO: Dimetil sulfoksid

KH,PO4: Monopotasyum fosfat (potassium dihydrogen phosphate)
HPPA: 3-(4-hidroksifenil)propiyonik asit

MNP: 2-metil-2-nitrosopropanE

CP-H: 1-hidroksi-3-karboksi-pirolidin

NBT: Nitro Blue Tetrazolium

CLA: 2-Metil-6-fenil-3,7-dihidroimidazo (1,2-a)-pirazin-3-on
CHD: 1,3-Siklohegzanedion

FL: Fluoresein
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BAZI FLUORESAN PROBLARIN FIBROBLAST HUCRELERDE OLUSTURULAN OH-
RADIKALLERININ OLCUMUNDE KULLANILMASI VE DEGERLENDIRILMESI

Reza Sal@mi, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dal,
Inciralti-Izmir, Tiirkiye, rezasalimitr @yahoo.com

OZET

Viicutta sentezlenen ve pro-oksidan olan reaktif oksijen tiirleri (ROT, ROS Reactive Oxygen
Species) yasam i¢in son derece gereklidirler ve bircok islevleri vardir. Viicutta fazla miktarda
tiretildiklerinde ya da antioksidan seviyesi diistiigiinde bu reaktif tiirler cok zararli olabilirler ve
oksidatif stresi artirirlar. ROT ’larin saptanmasi icin en ¢ok ‘Elektron Spin Rezonans’,
‘Fluoresans’, ve ‘Liiminesans’ Spektroskopileri kullanilir. Floresans problar miikkemmel sensorler
olarak ROT ’lar1 daha spesifik ve duyarli olarak saptarlar ve her reaktif tiir i¢in farkli problar
dizayn edilmistir.

OHe- radikali, reaktif oksijen tiirlerinden bir serbest radikal olup hiicrede yaglara, proteinlere
ve DNA’lara baglanarak doniisiimsiiz hasarlar olusturabilir. Patolojik etkilerinden en dnemlisi,
dogrudan niikleik asit ve proteinlere baglanmasidir. Serbest radikaller hem ¢ok reaktif hem de
yarilanma Omiirleri ¢cok kisa olan iiriinlerdir. Bu nedenle hiicre icinde saptanmalar1 oldukga
giictlir. Bu ¢alismanin amaci; OHe radikalinin saptanmasinda kullanilan fluoresans problardan
kumarin-3-karboksilik asit (3-CCA, coumarin-3-carboxylic acid) ve 2-[6-(4V-Hidroksi)fenoksi-
3H-ksanten-3-on-9-yl] benzoik asit (HPF, 2-[6-(4V-Hydroxy)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl]
benzoic acid )’in karsilagtirilmalart ve OHe radikali i¢in en uygun olan probun fibroblast
hiicrelerinde belirlenmesidir.

Bu amacla calismamizda insan dermal fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler, normal
kosullarda %10 FBS (fetal bovin serum) iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
ortaminda kiiltiire edilmis ve hiicre ortaminda OHe radikallerinin olusturulmasi Fenton
reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. H,O, (hidrojen peroksit), DMSO (dimethyl sulfoxide),
askorbik asit ve demir varliginda OHe radikali olusturulan bu ortama yeni sentezlenen Kumarin
ve HPF problarnn eklendikten sonra segilen fluoresan problara 0Ozgii dalga boylarinda

spektrofluorometrik olarak o6lciimler yapilmistir. HPF icin 32.72 + 7.22 F.I (n=40) siddetinde bir



1stma, Kumarin i¢in ise 52.1+4.22 F.I (n=40) 1smma siddeti degerleri elde edilmistir. t testi
uygulanarak yapilan istatistiksel analizde Kumarin i¢in elde edilen sonuglarin, HPF probuna
kiyasla anlamli olarak (p< 0.05) daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Arastirma deneysel niteliktedir ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dalinda, 2012-2013 yilinda yapilmistir.

Anahtar Soézciikler: 2-[6-(4V-Hydroxy)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl] benzoic acid (HPF),
kumarin-3-karboksilik asit (kumarin, 3-CCA), fibroblast, fluoresan prob.



USE AND EVALUATION OF OH RADICALS GENERATED WITH THE NEW
SYNTHESIZED FLUORESCENT PROBES IN FIBROBLAST CELLS

Reza Salimi, University of Dokuz Eyliil, Enstitued of Health Sciences, Department of Molecular

Medicine, 35340, Inciralti-Izmir, Tiirkiye rezasalimitr @yahoo.com

ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS), being pro-oxidant molecules synthesized in the body are
essential for life owing to their various functions. Nevertheless, these reactive species can be very
harmful increasing the oxidative stress whether produced too much or the levels of
counterbalancing antioxidants decrease in the body. In order to determine the levels of ROS,
Electron Spin Resonance, Fluorescence, and Luminescence Spectroscopy are often used in
practice. Among these methods, Fluorescence Probes are the ones with higher specificity and
sensitivity with their excellent sensors to detect ROS’s. They also offer different probes
specifically designed for each radical.

OH?e radical is a free radical among ROS's, with a tendency to bind to lipids, DNA and
proteins causing irreversible damage in cells. The most devastating consequences related to
excess OHe radicals occur via direct binding to nucleic acids and proteins. This radical being very
reactive and short lived, is very difficult to determine. The aim of this study was to identify the
most suitable probe for detection of OH e radical levels. The fluorescence probes commonly used
in detection of OHe radical levels 2-[6-(4V-Hydroxy) phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl]benzoic
acid (HPF) and coumarin-3-carboxylic acid (3-CCA) are compared.

Human dermal fibroblast cell line was used in this study. The cells were cultured under
normal conditions in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) including 10% fetal bovine
serum (FBS). Following the formation of OHe Radicals with Fenton reaction in the presence of
H,0, (Hidrojen peroxide), DMSO (Dimethyl sulfoxide), ascorbic acid and iron, the newly
synthesized HPF and coumarin probes were added and spectrofluorometric measurements were
performed in their respective wavelengths. The mean amplitude of fluorescence obtained for HPF

was 32.72+7.22 F.I (n=40) and for coumarin was 52.1+4.22 F.I (n=40). As a result, the


mailto:rezasalimitr@yahoo.com

coumarin probe was found to be significantly more diligent than the HPF in statistical sense (p<
0.05).
This experimental study was carried out through 2012-2013 in Dokuz Eylul University School of

Medicine Department of Medical Biochemistry.

Key Words: 2-[6-(4V-Hydroxy)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl]benzoic acid (HPF), coumarin-
3-carboxylic acid (3-CCA), fibroblast, fluoresan prob.



1. GIRiS VE AMAC

Endojen olarak iiretilen reaktif oksijen (ROT) ve azot (RNT) tiirleri yasam icin ¢ok
gereklidirler. Reaktif tiirlerin hiicre i¢inde sinyal iletimi, norotransmisyon, diiz kas relaksasyonu,
platelet agregasyonu, kan basincinin duzenlemesi, immiin sistemin kontrolii, bellek ve 6grenme
yetenegi, enerji iretimi, biyomolekiilerin sentezi, hiicre biiylimesinin duzenlemesi,
ksenobiyotiklerin metabolizmasi ve fagositoz gibi bir¢ok farkli ve ¢esitli islevleri vardir. Ancak,
antioksidan seviyesinin diismesi ya da fazla miktarda ROT ve/veya RNT iiretilmesi durumlarinda
bu bilesikler hiicrenin normal islevini bozarak ¢ok zararli olmaktadirlar (1,2). Bu nedenle reaktif
tiirlerin saptanabilir olmalar1 ve miktar belirtimlerinin yapilabilmesi son derece 6nemlidir. Ayrica,
fizyolojik ve patolojik etkiler arasinda ayirim yapabilmek i¢in reaktif tiirlerin tanimlanmalar1 ve
kantite edilebilmeleri ¢cok gereklidir. Reaktif tiirlerin direkt olarak Slgiilmeleri zordur. Serbest
radikallerin eslesmemis spinlerini spesifik olarak ve dogrudan belirleyebilen tek analitik teknik
spin rezonans veya paramagnetik rezonans spektrometrisidir (ESR/EPR). Ancak, ESR cihazi
pahalidir ve yontem ileri bir teknik donanim gerektirmektedir. Daha kararli ve yiiksek
konsantrasyonlarda serbest radikaller gerektirmesi, yontemin duyarlilifini azaltmaktadir. Bu
yiizden kullanim1 ¢ok yaygin degildir (3,4,5). Reaktif tiirlerin belirtimi ile ilgili arastirmalarin
bliyiik cogunlugu, hassas ve spesifik cihazlarin ve alternatif yontemlerin gelistirilmesi {izerinde
yogunlagsmistir. Bu alternatif yontemler, prob olma 6zelligi tasiyan molekiillerle, reaktif tiirlerin
olusturdugu {irlinlerin saptanmalarin1 temel almaktadir. Spektrofotometrik problar basit ve
duyarhdirlar. Fluoresan problar ise diger spetrofotometrik problardan ¢ok daha duyarlidirlar.
Eger yontem, uygun bir l¢ciim probuyla birlikte kullanilirsa hatasiz bir ROT/RNT 6l¢iim sonucu
elde edilebilir (1). Ancak hali hazirda kullanilan problarin bazi sinirliliklart vardir. Ornegin 2',7'-
dichlorodihydrofluorescein (DCFH), daha onceki arastirmalarda ROT dlgiimlerinde ¢ok fazla
kullanilmistir. Fakat bu probun, baska radikallerle de reaksiyona girebilme gibi bir 6zelligi vardir
ve fotostabilitesinin de zayif oldugu bilinmektedir. Son yillarda sentezlenmis olan bir¢ok probun
daha duyarh olduklari, radikale daha spesifik olarak saptama yaptiklar1 ve fotostabil olduklar

ileri stiriilmektedir (6).



Sonug olarak, giiniimiizde ROT’lar ile ilgili aragtirmalar biiyiilk 6nem tagimaktadir. Cilinkii
ROT’lar viicut homeostazinin kurulmasinda biiyiik role sahiptir ve ROT miktarindaki artis bircok
hastaligin olusmasinda tetikleyici rol oynamaktadir.

Reaktif tiirlerin en 6nemlilerinden biri de OHe radikalidir. OHe radikali, hiicrede bir ¢ok
degisikligin nedeni olabilecek bir ¢ok siirecte drnegin amino asitlerin serbest kalmasi ve amino
asit zincirlerinin kirilmasi, DNA-protein ¢apraz baglarin olusmasi, DNA tek ve ¢ift ipliklerinde
zincir kirilmalar1 ve DNA mutasyonlarinda etkili olabilmektedir. Biitiin bunlara ek olarak OHe
radikali, hiicre diizeyinde lezyon olusmasina ve en sonunda hiicre inaktivasyonuna sebep olarak
hiicrede doniisiimsiiz hasarlar olugsmasina yol agabilir. Cok daha 6nemlisi, onarilamaz hasarlara
yol acabilecek ikincil radikal olusumlarini da baglatabilmektedir. Biitiin bunlara ek olarak, diger
radikallerden daha reaktif olmasi nedeniyle hiicre membran proteinlerine, yaglara ve DNA’ya
dogrudan atak yaparak hiicre hasarina neden olmaktadir (7,8,9,10,11). Hiicre i¢inde OHe
radikallerinin sebep oldugu biitlin fizyolojik ve patolojik olaylarin daha iyi anlasilabilmesi igin,
OH?- radikallerine daha spesifik ve duyarl belirtim yontemlerine ihtiya¢ vardir.

Bu caligmanin amaci, yeni sentezlenmis ve kullanima sunulmus olan fluoresan problardan
2-[6-(4V-Hydroxy)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl] benzoic acid (HPF) ve kumarin-3-karboksilik
asit (Kumarin, coumarin-3-carcoxylic acid) problarii birbirleriyle karsilastirmak ve OHe
radikalinin saptanmasinda hangi probun daha uygun oldugunu arastirmaktir. Bu amag
dogrultusunda, aragtirmamiz, asagidaki hedeflerden olumustur:

e Insan dermal hiicre kiiltiirii ortaminda, OHe radikallerini olusturmak;

e OHe- radikallerini ile etkilestirilecek olan reaksiyon karisimini olusturan biitiin
parametrelerin ve hiicre sayisinin optimizasyonunu yaparak en uygun tepkime
kosullarini saptamak;

e Problar, optimize edilmis hiicre sayisi i¢inde yine optimize edilmis reaksiyon
karisimi ortaminda olusturulan OHe radikalleri ile etkilestirmek;

e Belirlenen en uygun tepkime kosullarinda her iki probun da Ol¢limlerini
etkileyecek bu yontemin analitik performansini (kesinlik, dogrusallik)
degerlendirmek i¢in rastgele (RE) hata degerlendirmesi yapmak;

e Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak SD (standart sapma) ve % CV (varyasyon

katsayis1) olarak ifade etmek;



e Arastirmamizda se¢mis oldugumuz bu fluoresan problari, bu amag¢ dogrultusunda
daha once hig¢ ¢alisilmamis olan insan dermal fibroblast hiicre kiiltiirii ortaminda

gerceklestirerek OHe radikallerini 6lgmektir.

Eger HPF ve/veya Kumarin fluoresan problari, insan dermal fibroblast hiicrelerinde
olusan OHe radikallerini belirlemede basarili bir sekilde kullanilabilirse, bu hiicre tipinin yer
aldig1 dokularda OHe radikallerinden kaynaklanan fizyolojik ve patolojik siirecleri aydinlatma

calismalarinda arastirmacilara 11k tutabilecek bir katki yapilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Olusumu

Serbest radikal sinyali, ilk kez 1954 yilinda Commoner ve arkadaglari tarafindan iskelet
kas1 Orneklerinde, elektron spin rezonans teknigi kullanilarak saptanmisti. Bu arastirmanin
sonucunda, radikal olusumunun sadece patolojik kosullar altinda gerceklesmeyecegi, o giline
kadar diisiiniilenin aksine serbest radikallerin metabolik bir ara iiriin olabilecekleri ileri stiriildii.
Istenmeyen molekiiller olarak tamimlanan reaktif tiirlerin, sadece hiicre hasarina sebep
olmadiklari, 6rnegin NOe (nitrik oksit radikali) ve diger RNT tiirlerinin vaskiiler tonus i¢in
onemli bir regiilator oldugu son yillarda agiklandi ve bu da RNT ve ROT ’larin biyolojik siirecte
onemli bir role sahip olduklarin1 géstermis oldu. ROT terimi, oksijen kaynakli, hem radikal (O+,~
, HO,* ,OH+ vb) hem de radikal olmayan (H,O; ve singlet oksijen) tiirleri kapsamaktadir. NOe ,
NO;* , HNO, gibi tiirler ise azot kaynakli reaktif tiirler (RNT) kapsaminda yer almaktadirlar
(3,12,13).

Reaktif tiirler, normal fizyolojik siire¢ i¢inde, genis bir spektrumda kritik rol oynarlar.
Asirt miktarda ROT iiretimi, hiicre icinde oksidatif stresi artirarak biyomolekiillerin
oksidasyonuna neden olur ve en sonunda da hiicre hasar1 yaratarak hiicre 6liimiine yol acabilir.
ROT’lar, canli organizmalarin hem fizyolojik hem de patolojik yonden 6nemli bilesenleri olarak
goriilmektedirler. ‘Yaslanmanin serbest radikal teorisi’ ilk kez Harman tarafindan1956 yilinda
ileri siiriilmiistiir. Serbest bir molekiil eger lizerinde bir ya da birden fazla eslesmemis elektron
tasiyorsa, serbest radikal olarak tanimlanir. Bazi zehir etken maddeleri, ksenobiyotikler,
enfeksiyon ajanlari, kirli hava, UV (UltraViolet) 151n1, sigara i¢imi ve radyasyon gibi etkenler

radikal olusumuna neden olan baslica kaynaklardir (1,14,15,16).



2.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynagi

Reaktif oksijen tiirleri, molekiiler oksijenden daha etkindirler ve yiiksek bir redox
aktiviteye sahiptirler (14). Karbon merkezli radikaller, mitokondri elektron transport zincirinde
ara Urlin olarak gorev alirlar. Mitokondriyal oksijen tliketiminin yaklasik %2-5 kadarinin

ROT’lara doniistiigii tahmin edilmektedir.
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Sekil 1. Mitokondriyal ROT Uretiminin Sematik Gosterimi (17).

Hiicre i¢inde en biiyiikk serbest oksijen radikali kaynagi, mitokondriyal elektron transport
zincirinden olan sizintidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri
bilesenleri biiylik oranda indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikal {iretimi artar.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal iiretimi, membrana bagh
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Bir¢ok enzimin katalitik dongiisii sirasinda da
serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden biri de ksantin oksidazdir (18,19). Aldehit oksidaz

enzimi yap1 itibariyle ksantin oksidaza benzer, substratlarinin ¢cogu aynidir ve siiperoksit radikali

(02' ) iretirler. Dihidroorotat dehidrojenaz, flavoprotein dehidrojenaz, amino asit oksidaz ve

triptofan dioksijenaz gibi enzimler de serbest radikal olusmasina neden olurlar. Hayvan

hiicrelerinde askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi bilesiklerin



otooksidasyonu da siliperoksit radikalinin (02') bir baska kaynagidir. Arasidonik asit

metabolizmas1 da reaktif oksijen metabolitlerinin énemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin
uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik
asidin serbestlesmesine yol agar. Arasidonik asidin enzimatik oksidasyonuyla da cesitli serbest
radikal ara tirtinleri meydana gelir. Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde,
fagositik solunumsal patlama sirasinda cesitli serbest radikaller olusur (19,20,21,22). Bazi
yabanci toksik maddeler hiicrede serbest radikal tiretimini artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan
serbest radikal iiretirler ya da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini saglayan antioksidan
aktiviteyi diistiriirler. Bu tip maddeler islevleri a¢isindan dort grupta toplanabilirler:

1) Toksinin kendisi bir serbest radikaldir ve dogrudan radikal olarak etki eder.

2) Toksin bir serbest radikale metabolize olur.

3) Toksinin metabolizmas1 sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir.

4) Toksin antioksidan aktiviteyi diislirerek etki eder (21,22).
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Selil 2: ROT ve RNT kaynaklar1 (23).
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2.3. Anti Oksidan Sistem

Antioksidan sistem reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve hiicrede meydana gelen hasari
Onler. Antioksidanlar, dort ayr sekilde etki ederler:
1) Antioksidan madde, serbest radikaller ile etkileserek onlar1 yeni bir molekiile dontistiirebilirler.
Bu ‘toplayict etki’dir. Antioksidan enzimler, trakeobrongiyal mukus ve kiigiik molekiiller bu tip
etki gosterirler.
2) Serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif
sekle doniistiirme ‘bastirici etki’dir. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.
3) Serbest radikalleri baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etki ‘zincir kirici
etki’dir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.
4) Serbest radikallerin olusturduklar: hasarin giderilmesi ise ‘onarici etki’dir.
Antioksidanlar, endojen veya ekzojen kaynakli olabilirler.
Endojen antioksidanlar; Enzim ve enzim olmayanlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.
Enzim olarak etki eden endojen antioksidanlar; Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon S-Transferazlar (GST), Katalaz (CAT), Mitokondriyal sitokrom
oksidaz sistemi ve Hidroperoksidaz.
Enzim olmayan endojen antioksidanlar; Melatonin, Seruloplazmin, Transferrin, Miyoglobin,
Hemoglobin, Ferritin, Bilirubin, Glutatyon, Sistein, Metiyonin, Urat, Laktoferrin ve Albiimin
molekiilleri de enzim olmayan endojen antioksidanlardir (15,25,26,27).
Ekzojen antioksidanlar; Vitaminler, ilaclar ve gida antioksidanlaridir. a-tokoferol (vitamin E),
B-karoten (vitamin A), Askorbik asit (vitamin C), Folik asit (folat) vitamin antioksidanlaridir.
Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz inhibitorleri, rekombinant siiperoksit dismutaz,
Trolox-C (vitamin E analogu) gibi maddelerdir.
Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar, Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol,
alblimin), Demir redoks dongiisii inhibitorleri, Notrofil adezyon inhibitorleri, Sitokinler (TNF ve
IL-1), Barbitiiratlar ve Demir selatdrleri ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar. Butylated
hydroxytoluene (BHT), Butylated hydroxyanisole (BHA), Sodium benzoate, Ethoxyquin,
Propylgalate ve Fe-superoxyde dismutase Gidalardaki ekzojen antioksidanlar (25,27,28,29,30).
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2.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hastahklarla iliskisi

Ister endojen ister ekzojen olarak iiretilsinler, ROT ve RNTler yasam i¢in gerekliler.
Hiicre ici sinyal yolaklari, platelet agregasyonu, kan basincinin regiilasyonu, immiin sistemin
kontrolii, bellek, enerji iiretimi, biyomolekiilerin sentezi, ndrotransmitter, diiz kas relaksasyonu,
hiicre biiyiimesinin regiilasyonu, fagositoz gibi bir ¢ok islevleri vardir. Antioksidan seviyesinin
diismesi ya da fazla miktarda ROT ve RNT f{iretilmesi durumlarinda bu bilesikler ¢cok zararli
olmaktadirlar (1,31,32). Asirt iiretilen reaktif tiirler, reperfiizyon hasari, inflamasyon, sepsis ve
muskdiler distrofi gibi patolojik siireclerde hiicre incinmesine aracilik ederler (1,23,33). Ciinkii
reaktif oksijen tiirleri, hiicre i¢inde oksidatif stresi artirirlar. Bu durum hiicre icinde
biyomolekiillerin asir1 bir sekilde oksidasyonuna neden olur ve en sonunda da hiicre hasari
yaratarak hiicre 6liimiine kadar gidebilir. Bu nedenle hem anti oksidanlar ve hem de serbest

radikaller hiicre hemostazisinde dnemli role sahiptirler (1,17).

Endojen kaynakli Anti Oksidan Savunma  Tksojen Kaynakli  Yitksek Miktarda

Diigiik Miktarda

Fizyolojik Hasar Hemostazis

Fizyolojik Hasar
l \ ¥
< Proliferatif Yanit Oksidatif Stress Yanit ang:!:};:llilerm
<Mikrobisidal Aktivite ! o
Redoks simyali l

Crmarin

/ / Hiicre/Doku Hasan

Wormal Metabolizma Bityiimesi

Sekil 3. Serbest radikallerin ve oksidanlarin fizyolojik etkileri (28).

Oksidatif stres, kanser gibi hastaliklarin yani sira yaslanmanin da 6nemli bir risk faktorii
oldugu Alzheimer, Parkinson ve Huntington gibi norodejeneratif hastaliklarla da dogrudan
iligkilidir. Reaktif tiirlerin hastalik yapici etkilerinin aksine, eger hiicre ig¢inde kontrollii bir
sekilde salinirlarsa normal fizyolojik siireglerde ¢ok onemli islevlerin siirdiiriilmesinde biiyiik

yarar sagladiklar1 bilinmektedir (17,31,34,35). Molekiiler oksijenin oksidatif mekanizmalar1 18.
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yy’1n sonlarinda kesfedilmis ve hem faydali hem de toksik etkileri daha o yillarda rapor edilmisti.
20. yy dan giinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda da biyolojik oksidasyonun gerceklesmesinde,
aerobik organizmalar i¢in besinlerden enerji elde edilmesinde, cesitli patojenlerle miicadelede,
ksenobiyotiklerin eliminasyonunda ve ayrica molekiiler oksijenden ROT’larin iiretilmesinde,
reaktif tiirlerin 6nemi bilinmektedir. Sonu¢ olarak hem oksidan maddeler hem de serbest

radikaller hiicre homeostazisinde ¢ok 6nemli rol oynamaktadirlar (32).
2.5. OH- Radikali

Oksijen kaynakli reaktif tiirler, radikal ve radikal olmayan olarak iki baslik altinda
toplanabilirler. Radikal tiirlerin i¢inde en toksik ve en aktiflerinden biri olan OHe radikali, bir dizi
zincirleme reaksiyonu baslatabilme yetenegine sahiptir.

OHe radikali, H,O, *den bir metal iyonu(Fe** veya Cu®) varliginda fenton reaksiyonu ile
olusur. Redoks aktif bu metallerin varliginda H,O,, siiperoksit anyonu (O,* *) veya NO tiirleri ile
reaksiyona girerek hidroksil iyon ve radikallerini olusturur.

H,0, +O,""—OH’ + OH + O,

H,0, + NO —-OH" + HNO,

H,0, + Fe**(Cu *) — Fe’*(Cu **) + OH + OH" fenton reaksiyonu (36,37)

Fenton reaksiyonlari, kimyasal ve biyolojik sistemlerin yani sira dogal cevremizde de
olusan 6nemli bir ¢evrim sistemini olusturmaktadir.
Biyolojik sistemlerdeki Fenton reaksiyonlarindan bir1 de, H»O, nin bir geg¢is metali
katalizorliigiinde indirgenerek cok reaktif ylikseltgen maddeler olusturmasidir. Gegis metalleri
cesitli oksidasyon basamaklarma ve yiikseltgenme/indirgenme reaksiyonlarimi katalizleyebilme
ozelligine sahiptirler. Fenton sisteminde H;O, bir metal iyonu-Fe(Il) ile aktive olup OH
radikallerini tiretirken, Fe (II) iyonlar1 da Fe(Ill) iyonlarina yiikseltgenir. Bu sirada da kuvvetli bir
antioksidan madde olan askorbik asit devreye girerek demirin tekrar indirgenmesini saglar. Bu

sekilde Fenton ¢evrimi tamamlanmis olur (38).
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Fe3* + 20H"

s

HO® + FeO*

Fe?* + H,0; [Fez' = HzOz]

Radikalik Yolak

Fe(OOH)* __ __,.

2 Fe>* + OH-

HO
l Fe2
FeO2*+ / Radikalik Olmayan Yolak

H0; > Fe?* + 0, + H,0
Radikalik Olmayan Yolak

Sekil 4. Organik substratlarin varliginda Fenton Sistemindeki olas1 reaksiyon yollar1 (39).

Biitiin reaktif oksijen tiirlerinin en agresifi olan OHe radikalinin yasam siiresi ¢ok kisa (sulu
ortamda 2 ns) oldugu i¢in saptanabilmesi de oldukca zordur. Kompleks biyolojik sistemlerde
OH+ radikalinin in vivo c¢aligmalarinda kullanilan yontemlerde, duyarlilik ve kantitasyon
acisindan yetersizlikler vardir. Bu nedenle OHe radikalinin hiicre hasarini nasil bir mekanizma ile

baslattig1 hala ayrintili olarak anlagilamamistir (26,40,41,42).
2.6. Spektroskopik Yontemler

Reaktif tiirlerin 6l¢tilmesinde en ¢ok spektroskopik yontemler kullanilir. Reaktif tiirlerin
belirtimi, genellikle dolayli yoldan reaktif tiirlerinin problarla verdigi reaksiyon sonucu olusan
tirtinlerin Ol¢iilmesiyle yapilir. Spektroskopik prob (genelikle disaridan) reaktif tiir ile reaksiyona
girdiginde maddenin spektroskopik 6zeliklerinde (1s1k absorpsiyonunda veya emisyonunda ya da
magnetik 6zeliklerinde) degisiklik olur (5,12,32). Reaktif tlirlerin (ROT/RNT) saptanmasinda ve
miktar belirtimlerinde en cok kullanilan spektroskopik yontemler; elektron spin rezonans
(ESR/EPR), spektrofotometri, fluoresans, ve liiminesans spektroskopileri’dir. Bu cihazlar,
saptanacak olan reaktif tiirlin 6zelliklerine uygun olarak gelistirilmis olan problarla birlikte
kullanilirlar (5,12,17). Fluoresans 6zellik gosteren problar, gerek hiicre kiiltiiri ve gerekse doku
caligmalarinda biyomolekiillerin tanimlanmasinda en ¢ok kullanilan miikemmel saptayicilardir.
Fluoresan problar ile biyomolekiillerin hiicredeki normal yapilar1 ve iicboyutlu yapilar

tanimlanabilir ve bu problarin es zamanl kullanilmasiyla biyomolekiillerin hiicre igindeki
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davranislart da izlenebilir. Ilk kez Tsien’s grubu tarafindan Ca** igin fluoresan prob kullanilmis
ve daha sonra da diger biyomolekiillerin belirlenmesi c¢alismalari yapilmistir. Bu Onciil
caligmalarin ardindan, biyomolekiillerin hiicre ic¢indeki fizyolojik etkilerinin agiklanmasinda

bliyiik gelismeler saglanmistir (6).

2.7. Fluoresans Ol¢iimlerde Temel flke

Elektromanyetik 1s1ma, uzayda c¢ok biiyiikk hizla hareket eden bir enerji tiiriidiir.
Elektromagnetik 1s1ma hem dalga hem de tanecik (foton) 0zelligine sahiptir. Baz1 maddelerin
cozeltileri UV veya GB 1sinlariyla uyarilinca bunlart absorbe ederek uyarilmis hale gecerler.
Isinlama kesilince uyarilmis halden temel hale donerken 151n yayimlarlar (emisyon). Isima yapan
madde tarafindan yayimlanan 15in, absorblanan isindan daha diisiik enerjili oldugundan daha
uzun dalga boyuna sahiptir. Isinlama kesildikten sonra maddenin yayimladigi 1sin kisa 6miirlii ise
(10‘9-10'8 sn) buna fluoresans, daha uzun omiirlii ise (10'4 sn <) fosforesans olarak adlandirilir.

Bu uyarilmalar asagidaki gibi 6zetlenebilir;
Temel Singlet Hal—Uyarilmig Singlet Hal—Floresans
Temel Singlet Hal—Uyarilmis Singlet Hal—Uyarilmis Triplet Hal—Fosforesans.

Bir molekiiliin bir ¢ift elektronundan biri daha yiiksek bir enerji seviyesine uyarilirsa ya
bir singlet ya da bir triplet hal meydana gelir. Singlet halde, uyarilmis elektronun spini hala temel
haldeki elektron ile eslesmis yani zit spinli durumdadir. Triplet halde ise, uyarilmis elektronun
spini, temel haldeki elektronun spini ile paralel durumdadirlar. Fluoresans 1s1manin, fosforesans

1s1maya gore daha kisa dmiirlii olma sebebi de budur.
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Eksitasyon (uyarilma) :

. 3_"_LI S S+ by — S,
1 1 Emisyon (fluoresans) ;
= S1— S, + hyen + 181
Ahsorbans Burada hy ; bir fotonun enerjisini, h; Planck
T sabitini, y ise 1simamin  frekansini
Enerii gostermektedir. Jablonski diyagrami, temel
3 haldeki bir elektronun S, enerji diizeyinden
s"i b S; enerji diizeyine gecerken absorbladigi
0 foton enerjisini ve daha sonra temel haline
Temel Hal geri  donerken yaydigi fluoresansi ve
Sekil 5. Jablonski Diyagrami (43) 1s1masiz gegisleri gostermektedir.

Fluoresans isleminin etkinligi kuantum verimi (O ) olarak tanimlanir. Kuantum verimi,
yayimlanan foton sayisinin absorblanan foton sayisina oranidir.

Fluoresans’in, Molekiiler Tip’da ¢ok sayida kullanim alani vardir. Biyolojik molekiiller, zarar
gérmeden izlenebilir ya da analiz edilebilirler. Hiicreyi olusturan bilesenlerin bazilar1 kendilerine
0zgli bir dalga boyunda kendiliklerinden fluoresans 1sima yaparlar. (otofluoresans). Bazi
molekiiller ise 6rnegin bir protein ya da baska bir hiicre i¢i molekiil disaridan bir fluoroforla, bir
fluoresan boya ile isaretlendikten sonra izlenmeleri ve analiz edilmeleri miimkiin olabilmektedir

(43).

2.8. Spektroskopik Yontemlerde Kullanilan Problar

Bu amagla bir ¢ok arastirmaci tarafindan cesitli problar dizayn edilmistir. Ancak bu
problarin bazi karakteristik ozellikleri, saptanmalarini zorlagtirabilir. Bazi prob veya prob
tirlinlerinin hiicre i¢inde kalma siireleri ¢cok kisadir. Diisiik stabilite gosterebilirler ve/veya hiicre
icinde, oksidan/rediiktan ile reaksiyona girerek spesifite kaybedebilirler. Bazi problar kendi
kendilerine de reaktif tiir iiretebilirler ve bu durum calisilan sistemde karisiklifa yol acabilir.

Biitlin bu nedenlerden dolay1 her reaktif tiir i¢in farkli problar hazirlanmaktadir (1). Son yillarda
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sentezlenen problarin eski problara oranla daha spesifik ve duyarli olduklar1 belirlenmistir. Ancak
heniiz yeterince kullanima girmedikleri i¢in, arastirmalarda hala eski problarin kullanimina
devam edilmektedir. Reaktif tiirlerin belirlenmesinde son derece 6nemli olan bu problar kimyasal
yapilari itibariyle 6 baslik altinda toplanmaktadirlar:

e Spin tuzaklama: Organik nitrozo bilesikleridir. Gorece kararlidirlar ve nitroksit
radikallerini saptayabilirler. Orenegin: 2-metil-2-nitrozopropan (MNP).

Hidrosilaminler: Nitroksitlerin indirgenmesi sonucu elde edilirler. Superoksit ve
peroksinitritlerin saptanmasinda kullamilirlar. Orenegin: I-hydroxy-3-carboxy-pyrrolidine (CP-H).

e Stabil serbest radikaller: Triarilmetil serbest radikali ve siiperoksit anyon radikali i¢in
onerilmislerdir ve biyorediiksiyona kars1 stabildirler. Orenegin: Triarylmethyl stable free
radical TAM OX063.

o Spektrofotometrik problar: Reaktif tiirlerin belirlenmesinde en basit ve en kolay
kullanilan problardir. Optik 6zellikleri, reaktif tiirler ile verdikleri reasiyonlar sonucunda
degisir. En 6nemli dezavantjlari, diger problara gore diisiik sensivite gostermeleridir.
Orenegin: Nitro Blue Tetrazolium (NBT).

e Luminesan problar: Bir peroksidazin varliginda luminol tiirevli kemiliiminesans prob,
hiicredeki hidrojen peroksitin saptanmasinda kullanilmaktadir. Ornegin: 2-Methyl-6-
phenyl-3,7-dihydroimidazo (1,2-a)-pyrazin-3-one (CLA).

e Fluoresan problar: Bunlar i¢inde 0Ozellikle pozitif fluorojenik oOzellikteki problar,
spektrofotometrik problardan ¢ok daha yiiksek sensitivite gosterirler. Bu bilesikler aslinda
fluoresan olmayip reaktif tiirlerle birlestikleri zaman fluoresan iiriin olusturmaktadirlar.
Yiiksek duyarlilik, genis bir konsantrasyon araliginda dogrusal degisim ve diisiik
fluoresan background gdstermektedir. Orenegin: Resorufin (5).

2" 7"-Dichlorodihydrofluorescein (DCFH) ilk kullanilan fluoresan problardan biridir ve
ROT iiretiminin miktarim1 belirlemek i¢in kullanilmaktadir. DCFH, ROT ile oksitlenerek 2’,7'-
dichlorofluorescein (DCF)’e doniisiir ve ayrica giiclii bir emisyona da sahiptir. Diasetat tiirevi
2" 7'-dichlorodihydrofluorescein diasetat (DCFH-DA) hiicre zarindan gegebilme 06zelligine
sahiptir ve boylece canli hiicrelerde oksidatif stresi arastirmak i¢in kullanilabilir. Benzer sekilde
dihidro bilesikleri; dihydrorhodamine 123 (DHR123), dihydrorhodamine 6G, dihydrocalcein,
dihydroethidium  (hydroethidine), 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (AmplexRed) ve
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2,3,4,5,6-pentafluorodihydrotetramethylrosamine (PF-H2TMRos)’de  DCFH gibi fluoresan
problar olarak ROT tayini i¢in kullanilabilirler (6). Fakat bu bilesiklerin iki dezavantaji vardir.
Bunlardan birincisi 1518a kars1 hassas olmalaridir. Cok az bir 151k veya gii¢lii bir 11k, bu problarin
okside olmalarina ve ortamda reaktif tiirlerin olmamasi durumunda bile fluoresan yaymim
yapmalarina yol acabilir. Ikincisi ise bu bilesiklerin ROT’lar icin segiciliklerinin yetersiz
olmasidir. Yukarida belirtilen bu fluoresan problarin sadece tek bir radikali tanimlamak ig¢in
kullanilmalar1 dogru olmaz ancak, hiicre veya dokudaki oksidatif stresin tiimiinii tanimlamak i¢in
kullanilmalar1 uygun olabilir. Son yillarda belirlenmis olan problar ROT’lar1 daha secici olarak
saptayabilirler. Ciinkii her ROT un kendine 6zgii bir biyolojik etkisi vardir ve bu yeni problar
ROT’larin kendine 6zgili ve essiz biyolojik etkilerini tantyarak segici olarak saptamalarini
saglarlar (32). Bu sekilde reaktif tlire 6zgii en uygun prob kullanilarak hatasiz bir ROT o6l¢timii
elde edilebilir. Ayrica duyarli ve spesifik olmalar1 nedeniyle bu problar, ¢ok kiigiik

konsantrasyonlarda kullanilabilirler. Bu da reaksiyon ortaminda bir karigikligin olmasin1 engeller.

2.9. OH’ Radikallerinin Saptanmasinda Kullamlan Fluoresan Problar

Reaktif tiirler i¢inde en agresif olan OH™ radikali i¢in sentezlenen yeni problar, eski
problar ile karsilastirilmadigi i¢in arastirmalarda yeterince kullanilmamakta ve hala eski problar
tercih edilmektedir (6). OH’ radikali i¢in kullanilmakta olan bazi fluoresan problar 6zetlenmistir.

1. 4-(9-Antiroyloksi)-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (4-(9-Anthroyloxy)-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine-1-oxyl
1,3-siklohegzanedion (CHD, 1,3-Cyclohexanedione)
Sodium tereftalat

Kumarin ve kumarin-3-karboksilik asit (Coumarin and coumarin-3-carboxylic acid)

S I

Kumarin-3-karboksilik asitin N-suksinimidilesteri (SECCA, N-succinimidylester of

coumarin-3-carboxylic acid )

6. 2-[6-(4V-Hidroksi) fenoksi-3H-ksanten-3-on-9-yl]benzoik asit (HPF, 2-[6-(4V-
Hydroxy)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl|benzoic acid)

7. 2-[6-(4V-amino) fenoksi-3H-ksanten-3-on-9-yl]  benzoik asit (APF, 2-[6-(4V-

amino)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl] benzoic acid)
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8. Fluoresein (FL, Fluorescein)

2.10. Spektroskopik Yontemlerde Analitik Performansin Degerlendirilmesi

Dogrusallik (linearite), tekrarlanabilirlik (kesinlik, precision), girisim (interferans)
etkileri, geri kazanim (recovery), reaktif stabilitesi, minimum 6l¢iim sinir1 ve dogruluk (accuracy)
bir yontemin analitik performansini belirleyen temel Olgiitlerdir. Bir yontemin kesinlik ve
dogrulugunu etkileyen hatalar ise rasgele hatalar ( random eror, RE) veya sistematik hatalar (
systematic eror, SE) olabilir. Rasgele hatay1 olusturan; deney-i¢i (within-run) ve deneyler-arasi
(between-run)  degiskenliklerdir. Rasgele hata ile iliskili bu faktorler, Ol¢limiin
tekrarlanabilirligini ve kesinligini etkilemektedir. Rasgele hata, 6l¢lim sonucglarinin ortalama
deger etrafindaki dagilimimi yansitir ve istatistiksel olarak veri ortalamasinin standart sapmast
(SD) veya degiskenlik katsayis1 (CV) ile ifade edilir.

Dogrusallik (Linearite) : Her hangi bir seyreltme islemi yapilmadan, 6rnegin i¢indeki
analit miktarin1 belirleyebilme sinir1 olarak tanimlanir. Bu amagla 6ncelikle standart ¢ozeltilerin
dilisyonlar ile elde edilen 6l¢lim sonuglar1 saptanir (beklenen deger). Daha sonra dlgiilecek olan
analiti iceren biyolojik orneklerdeki konsantrasyon degerleri (Slgiilen deger) belirlenir. Beklenen
degerlerin x eksenine, dlciilen degerlerin y eksenine yerlestirilerek elde edilen dogrunun 45° ac1
gostermesi ile linearite dogrulanir. Uygunluk yiizdesi % 95 — 100 araliginda ise dogrusallik kabul
edilebilir sinirlardadir.

Analitik Duyarhlik (Analytical Sensitivity) : IUPAC ( International Union of Pure and
Applied Chemistry) tarafindan analizi yapilan maddenin konsantrasyon degisimine karsi ol¢lim
sinyalinde meydana gelen degisikliktir. Kalibrasyon egrisinin egimi analitik duyarliligi ifade
eder.

Kesinlik — Tekrarlanabilirlik (Precision) : Yontemin Oncelikle deney-i¢i (within-run)
tekrarlanabilirligini ifade eder. Eger deney- ici takrarlanabilirlik kabul edilebilir siirlarda
degilse, yontemin dogrulugundan da siiphe etmek gerekir. Bu durumda deneyler-aras1 (between-
run) tekrarlanabilirlik analizine gerek yoktur. Bir yontemin analitik performansimi (kesinlik,
dogruluk) etkileyen hatalarin rastgele (RE) veya sistematik (SE) hatalar olabilecegi belirtilmisti.

Gergekte rastgele hata, yontemin tekrarlanabilirligini etkiler ve istatistiksel olarak SD (standart
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sapma) ve % CV (varyasyon katsayisi) ile ifade edilir. % CV nin %S5 ten kiigiik olmas1 gerekir.
Ornekler 20 kez ard arda calisildiktan sonra elde edilen degerlerin ortalamasi alinir.

% CV = (Standart Sapma / Ortalama Deger) x 100 formiiliine gore hesaplanir.

Rastgele hata; RE =4 x SD formiiliine gére hesaplanarak elde edilen degerin kabul edilebilir hata
siirini agip agsmadigl degerlendirilir.

Dogruluk (Accuracy) : Gergek deger ile Olciilen deger arasindaki yakinligi ifade eder.
Aradaki fark, hatanin gostergesidir. Gergek degerin belirlenebilmesi i¢in bir referans materyalinin
olmas1 gerekir. Eger bir referans maddesi yoksa performansi belirli olan bir ydntemle
karsilastirma galismasi yapilabilir.

Geri Kazammm (Recovery) : Ornek havuzunda analizi yapilacak olan maddenin
konsantrasyonu 6lgiiliir. Bilinen miktarda analit 6rnege eklenerek 6l¢tim tekrarlanir. Elde edilen
sonug, eklenen miktar kadarsa geri kazanim amacina ulagsmis demektir. % Geri kazanim olarak
ifade edilir. % Geri kazanim = (Geri kazanim kons. / Eklenen kons.) x 100 formiiliinden

hesaplanir (24).

20



3. GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanmin Tipi

Deneysel nitelikte bir arastirmadir. Yontem gelistirme amaciyla

gerceklestirilmistir.
3.2 Arastirmanin yeri ve zamani

Aragtirma, 2011 Aralik ayinda baglamig - 2012 Aralik ayma kadar siirmiistiir.
Aragtirmanin deneysel boliimii Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuarinda ve DEU lleri Biyomedikal AR-GE Uygulama ve Arastirma Merkezi
Uydu Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.3 Arastirma Evreni ve Orneklemi/ Calisma Gruplar

Arastirmada Insan Dermal fibroblast ticari hiicre hatlar1 kullanilmistir.
Calisma guruplar:

1. Kumarin eklenmis hiicreler

2. HPF eklenmis hiicreler

3. Higbir probun eklenmedigi hiicreler olmak {izere 3 grupta gerceklestirildi.
3.4 Caliysma Materyali

Arastirmada dondurulmus ‘insan dermal fibroblast hiicre hatti” (ATCC katalog No. CRL-
2522) kullanildi Bu hiicre hatt1 i¢in ATCC-formulated Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(Catalog No. 30-2002) ortami kullanildi.
3.5 Arastirmanin Degiskenleri

Fluoresan problar arastirmanin bagimsiz, OH ' radikalleri ise bagiml degiskenleridir.
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3.6. Veri Toplama Aracglarn

3.6.1. Hiicre Coziilmesi

-18°C de tutulan hiicreleri ¢ozmek i¢in asagidaki islemler yapildi;

1. Ekimden 6énce 1 ml/5 cm? hacimdeki kiiltiir ortami 37° C’ de, %5 CO, igceren inkiibatorde

(Thermo Scientific Incubator / Forma Stericycle CO,) en az 30 dakika siireyle bekletildi,

2. Fibroblast hiicreleri 37° C sicakliktaki su banyosunda hizlica ¢oziildi,

3. Hiicre siispansiyonu {izerine serumlu ortam eklenip pipetleme yapildi,

4. Hiicre saymmi yapildi,

5. Onceden kiiltiir kaplarinda (25 lik flask) inkiibatorde bekletilen ortamlar iizerine 5000/cm?
yogunlukta ekim yapildi.

6. Faz kontrast mikroskobunda (Olympus, CK40) incelendikten sonra inkiibatore konuldu.

7. Kiiltiir ortam1 ekimin ertesi giinii ve ardindan gelen iki giinde bir taze kiiltiir ortamiyla

degistirildi.

3.6.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismada Insan Dermal Fibroblast hiicre hatt1 (ATCC katalog No. CRL-2522) kullanilds.
Hiicreler %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 L-glutamin (Biological Industries, 03-020-1C),
%1 penisilin-streptomisin iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Biological
Industries, 01-050-1A) igerisinde Kkiiltiire edildi. Hiicre Kkiiltiirii islemleri biyogiivenlik 2
diizeyinde laminer kabinet (Thermo Scientific Cabinet / MSC1.2) igerisinde yapilirken, hiicreler
37 °C’de, %5 CO,’li inkiibatérde (Thermo Scientific Incubator / Forma Stericycle CO5) uygun
zaman araliklarinda (2 giinde bir) ¢ogaltildi. Hiicreler %70 yogunluga ulastiklarinda pasajlama
islemi yapildi ve hiicreleri kaldirmak icin % 0.05 / % 0.02 oraninda Tripsin/EDTA (Etilendiamin

tetraasetik asit, Biological industries, 03-051-5B) soliisyonu kullanildi.
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Sekil 6. Hiicre kiiltiirii deneyleri

3.6.3. Hiicre Sayimi ve Canhilik Testi

Kiiltiirde iiretilen hiicrelerin ortamlar1 uzaklastirilip ve 1X PBS (Phosphate Buffered
Saline) ile iki kere yikama yapildi. 1X Tripsin-EDTA soliisyonu ile hiicreler kaldirilip, elde
edilen hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak tripan mavisi (Biological industries, 03-102-1B) ile
karistirildiktan sonra hiicreler Neubauer laminda 10 farkli alanda hemositometrik olarak sayilarak
yaklagik hiicre sayis1 bulundu (Sekil 7). 50 pl hiicre slispansiyonu i¢in, 100 pl 1X PBS ve 100 pl
tripan mavisi kullanildi.

Toplam Hiicre _ 1
Hiicre Saymm = x diliisyon faktoriix 10 =  Hiicre/mL

Sekil 7. Hemositometrik olarak hiicre sayiminda kullanilan Neubauer lami1 goriintiisti
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3.6.4. Radikal olusturma ve Fluoresans Ol¢iimler

Kiiltiire edilen hiicrelerin ortaminda, OH" radikalleri Fenton reaksiyonu ile olusturuldu.
Asagida, bu radikallerin olusumu ile ilgili deney diizenegi ve prensibi agiklanmistir:

Biyolojik sistemlerde radikalik ve radikalik olmayan g¢esitli yollar1 kapsayan Fenton
reaksiyonlarinin radikal olusturan basamagi;

H,0, + Fe*(Cu *) — Fe**(Cu **) + OH + OH’ Fenton reaksiyonu (36,37)

Tepkimesi ile 6zetlenebilir. Deney kugumuza gore OH' radikallerini olusturmak amaciyla, insan
dermal fibroblast hiicreleri ve kiiltiir ortami, Fenton reaksiyonunu olusturacak olan reaksiyon
karigimi ile etkilestirildi.

Reaksiyon karisimi: Son hacim 1 ml olacak sekilde, 50 mmol/L. (mM) KH,PO4 (potasyum
dihidrojen fosfat, pH 7.4 Fisher scientific), prob (farkli konsantrasyonlarda), 200 pmol/L DMSO
(dimetil siilfoksit, Fisher scientific), 80 umol/L Fe-EDTA (Sigma E6760) ve 120 umol/L H,0O,,
(SIGMA, H1009), 240 umol/L askorbik asit (Aplchem, A1052,0100) icermektedir (4). Daha
sonraki optimizasyon ¢alismalarinda bu karisim kullanilmis ancak optimize edilen parametrenin
konsantrasyonlar1 degistirilmigtir. Optimum konsantrasyonlar1 saptamak amaciyla her bir
konsantrasyon degeri i¢in dokuz kez 6l¢iim yapilmistir. Ornegin problarin optimizasyonu islemi
i¢in izlenen siire¢ asagidaki gibidir:

Kiiltiire edilmis olan hiicreler 96 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna 20000 hiicre
olacak sekilde yerlestirildikten sonra 37°C de 15 dk. inkiibe edildi. HPF probu ile yapilacak
Olctimler i¢in yukarida igerigi verilmis olan 1 mL hacmindeki reaksiyon karistmina 1.5uL. HPF
probu eklendi. Inkiibasyon islemi tamamlanmis hiicreler iizerine HPF probunu da igeren
reaksiyon karigtmindan her bir kuyucuga 50 uL eklendi ve 45 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra HPF probuna 6zgii eksitasyon/emisyon dalga boylarinda (490/515 nm) spektrofluorometrik
Ol¢timler yapildi. Kumarinle yapilacak olan 6l¢iimler i¢in ise yine ayn1 kosullarda hazirlanan yani
her bir kuyucugu 20000 hiicre igeren 96 kuyucuklu plak 37°C de 15 dk. inkiibe edildi. 1 mL
toplam hacim ig¢inde igerigi yukarida verilmis olan reaksiyon karisimina bu kez 4 pLL kumarin
probu eklendi. Kumarin i¢in saptanmig olan 90 dk. lik inkiibasyon siiresinden sonra kumarine

0zgli eksitasyon/emisyon dalga boylarinda (385/450 nm) spektrofluorometrik olarak olglimler
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yapildi. Spektrofluorometrik ol¢timlerde Varioskan marka spektrofluorometre ( Flash Thermo

Electron Corporation, seri No:3001-1132, cat No:5250040) kullanildu.

3.6.5. Optimize Kosullarda Radikal Olusturma ve Fluoresans Olciimler

Calismamizda insan dermal fibroblast hiicreli ortamlar kullanilarak, basta hiicre sayisi olmak
lizere, OH" radikallerinin olusturacak olan reaksiyon karisimini olusturan biitiin bilesenlerin
optimizasyon deneyleri yapildi.
Hiicre ortamu icerigi: %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM.
Optimize edilmis reaksiyon karisimi icerigi: 0.062 uM H,0,, 0.038 (Kumarin) ve 0.38 (HPF)
uM DMSO, 1.3 (Kumarin) ve 0.13 (HPF) uM Fe-EDTA, 48 mM Askorbik asit.
Bu deneylerde, genel olarak uygulanan protokol, 6rnek olarak asagida verilmektedir.
Once 96 kuyucuklu plaga (well-plate) 100 mikro litre optimum sayida (20000) hiicre iceren
siispansiyon yerlestirildikten sonra 15 dk. inkiibe edildi. Optimize edilen reaksiyon karigimi
toplam hacim 1 mL olacak sekilde hazirlandi.
Kumarin ile yapilacak olan denemelerde, her 100 pl reaksiyon karigimi i¢in 1 mL DMSO iginde
0.3 g kumarin igeren reaktiften 4 pl eklendi. HPF ile denenen gruplara ise DMF i¢inde ¢oziilmiis
5 mM HPF’den 1.5 pl eklendi. Kumarin i¢in 90 dk. HPF i¢in 45 dk. lik inkiibasyon siirecinden
sonra her bir kuyuya 50 pl reaksiyon karisimdan eklendi. Tekrar 30 dakika inkiibe edildikten
sonra sirastyla 385/450 nm (kumarin i¢in) ve 490/515 nm (HPF i¢in) eksitasyon/emisyon dalga
boylarinda dl¢iimler gerceklestirildi. Bu dl¢iimler sekiz ya da dokuz kez tekrarlanda.
Optimizasyon deneylerinde optimize edilen parametrebnin farkli konsantrasyonlart kullanilmisgtir.
Ayrintilar bulgular boliimiinde her bir ¢calisma i¢in agiklanmustir.

Kullanilan fluoresan problarin 6zellikleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir. Optimize edilen
biitiin kosullardaki en uygun prob konsantrasyon degerleri:

HPF i¢in 0.015 umol/L, Kumarin i¢in 4.0 pmol/L olarak saptanmustir.
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Tablo 1. Fluoresan problar (1,5,11,45,46,47).

Prob Eksitasyon/ Marka/6zellik Miktar PH
Emisyon(nm)
coumarin-3-carboxylic acid 385/450 Sigma, C85603, 25¢g 03¢g 7.4
(Kumarin) kumarin/1ml
MW: 190.15 g/mol
oo DMSO
@(Io Bir deneme igin
o birm fiyat: 0.018 TL
2-[6-(4V-Hydroxy)phenoxy-3H- 490/515 Sigma, H4290, Img | DMF i¢inde | 7.3
xanthen-3-on-9-yl]benzoic acid 5 mM

(HPF)

XH

c N
NP T - Sl
LT 00 ‘XOHPFW

Ecm- ‘ “ J W X=NH: APF/
f\ x— 0

almost non-flucrescent strongly fluorescent

MW: 424.40

Bir deneme igin

birm fiyat: 2.8 TL
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3.6.6. Deneylerin Akis Semasi

Hiicre Kiiltiirii Calismalan

J

Fenton Reaksivonu i1le OH Radikallerinin
Olusturulmasi

J

Optimizasvon Denevleri

1. Hiicre Sayisinin Optimize Edilmesi

2. Reaksiyon Karisiminin Optimize
edilmesi

3. Problarin Optimizasvonu

I

Optimize Edilmis Kosullarda Problarin Isima
Siddetlerinin Fluorometrik olarak Belirlenimesi

U

Hiicre icinde olusturulan OH radikallerinden
kaynaklanmayan i1simalarin belirlenmesi

J

Verilerin istatistik analizi Ve Y Oontemin

Analitik Performansinmin Degerlendirilmesi
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Fluorometrik Olciimlerin Akis Semasi

4

100 ulL siispanse hiicrenin (20 000 hiicre)
96711k plaga aktarilmasi

J

Reaksivon kanisiminin hazirlanmasi (1mlL)
200 pM DMSO, 8O0 uM Fe-EDTA. 120
uMH>O>. 240 uM askorbik asit)

4

Reaksiyon karisimimnin 379C de 15 dk
inkiibasvonu

J

Problarin reaksiyon karisimina eklenmesi ve bu
karisimdan her bir kuyucuga 50 uL olacak
sekilde 96 lik plak icindeki hiicrelere eklenmesi

J

Kumarin icin 90 dk ve HPF icin 45 dk’l1ik
inkiibasyon siireleri

J

Kumarin i¢cin 385/450 nm. HPF ig¢in 490/515
eksitasyon/emisyon dalga boylarinda
Fluorometrik Olgiimlerin Gergeklestirilmesi
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3.7. Arastirmanin Plani ve Takvimi

Tez calismas1 i¢in yapilan arastirma plant asagidaki sekilde

tablolastirilmistir.

Tablo 2. Arastirma plani

. . Aylar
Is Paketi Ad/Tanim

Hiicre Hatlarinin

Temini, malzeme
alinmm

Hiicre Kiltiri

Radikal olusturma
ve
spektrofluorometrik
Olctimler

Istatistiksel
analizler

Veri toplama ve
degerlendirme

Tez yazimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

Aragtirma sonuclarinin istatistik analizi SPSS i¢in Windows istatistik programinin 15.0
versiyonu kullanilarak yapildi. Veriler ortalama + standart sapma bi¢ciminde gdsterildi. Gruplar

arasi karsilagtirmalarda ‘t testi’ kullanildi.
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3.8.1. Analitik Performansin Degerlendirilmesi

Yontemin analitik performansini (kesinlik, dogruluk) etkileyen rastgele (RE) hata degerlendirildi.
Rastgele hata degerlendirmesi i¢in yontemin deney-i¢i tekrarlanabilirligi analizi yapildi. Elde
edilen sonuglar istatistiksel olarak SD (standart sapma) ve % CV (varyasyon katsayisi) olarak

ifade edildi.

3.9. Arastirmanin Simirhiliklar:

Arastirmamizda biitge ve zaman smirlamasi s6z konusu olmustur Bu kisitlamalar
olmasaydi, deneyler en az iki ¢esit hiicre hattinda, deney hayvanlarinda veya hasta 6rnekleri
tizerinde yapilabilirdi. Boylece farkli hiicre hatlari ile karsilastirma olanagi elde edilebilirdi. Eger
bir canlidan alinan hiicreler kullanilsaydi, sonuglari etkileyecek baska parametreler ve bunlarin
varliginda ortaya ¢ikan interferanslar i¢in farkli degerlendirmeler yapilabilirdi. Daha fazla sayida
fluoresan prob kullanilarak bu problarin karsilastirmalar yapilarak OH radikalleri i¢in en uygun

olan problar arasinda bir derecelendirme yapilabilirdi.
3.10. Etik Kurul Onay1
Bu calisma Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel (invaziv) olmayan Kilinik Arastirmalar

degerlendirme komisyonu tarafindan 03.03.2011 tarih ve 113-GOA Protokol numarali 2011/06-

15 numarasi ile onaylanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Sayisinin Optimizasyonu

Hiicre sayisinin optimizasyonu igin, alt1 farkli hiicre konsantrasyonu (5, 10, 15, 20, 30, 50 bin
hiicre) denendi. Once konfluent hale gelmis hiicreler topland: ve hiicre sayimi yapildiktan sonra,
alt1 farkli konsantrasyonda hiicre hazirlandi. Islem sonunda, hiicreler 96 kuyucuklu plaga
(plate), her kuyucuga sirastyla 5, 10, 15, 20, 30, 50 bin hiicre gelecek sekilde 100 pl olarak
kondu. Kumarin ile yapilacak olan denemelerde, her 100 pl karigim i¢in 1 pl kumarin kullanildi.
HPF ile denenen guruplara ise 1.5 pl HPF eklendi. 15 dakika inkiibasyon isleminden sonra her bir
kuyuya 50 pl reaksiyon karistmindan (H,O, = 0.062 uM, DMSO = 0.038 uM (Kumarin i¢in) ve
0.38 uM (HPF i¢in), Fe-EDTA = 1.3 mM (Kumarin i¢in) ve 0.13 mM (HPF i¢in), Askorbik Asit
= 48 mM ve zaman 30 dakika) eklendi. Tekrar 30 dakika inkiibe edildikten sonra sirasiyla
385/450 nm (kumarin i¢in) ve 490/515 nm (HPF ic¢in) eksitasyon/emisyon dalga boylarinda

Olctimler gergeklestirildi. Bu 6l¢timler sekiz kez tekrarlandi.

B Kumarin H HPF

40

30

20
10 I
0 : <

1sima siddeti F.I.

15
Hiicre sayisi x103

Sekil 8. Hiicrenin farkli konsantrasyonlarinda fluoresans 1s1ma siddetindeki degisim.
Sonu¢: Bu deneyin sonucunda, 1s1ma siddetinin en yiiksek oldugu hiicre sayis1 5 000 olarak

saptand1. Ancak 5 000 hiicre sayisi ile 20 000 hiicre sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig1 i¢in 20 000 hiicre sayist en uygun hiicre sayisi olarak kabul edildi.
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4.2. HO; Optimizasyonu

H,0; i¢in alt1 farkli konsantrasyon (120, 50, 6.2, 0.62, 0.062, 0.0062 uM) denendi ve tiim
denemelerde diger degiskenler literatiirde yer alan degerlerde (DMSO = 200 uM, Fe-EDTA = 80
mM, Askorbik Asit = 240 mM ve zaman 30 dakika) sabit tutuldu (4).

Once konfluent hale gelmis hiicreler toplandi ve hiicre sayim1 yapildi ve islem sonu hiicreler 96
lik plakada her kuyuya 20000 hiicre gelecek sekilde 100 pl hiicre konuldu ve ardindan alt1 farkl
tiipte karisimlar hazirlandi. Kumarin ile yapilacak olan denemelerde, her 100 pl karisim igin 1 pl
kumarin kullanildi. HPF ile denenen guruplara ise 1.5 pl HPF eklendi. 15 dakika inkiibasyon
isleminden sonra her bir kuyuya 50 pl reaksiyon karigimindan (degisik konsantrasyonlarda)
eklendi. Tekrar 30 dakika inkiibe edildikten sonra sirasiyla 385/450 nm (Kumarin i¢in) ve
490/515 nm (HPF icin) eksitasyon/emisyon dalga boylarinda Ol¢iimler gergeklestirildi. Bu

Ol¢timler dokuz kez tekrarlandi.

#= Kumarin M HPF

50

30

1s1ma siddeti F.1.

20

10

0.6 6.2 50
H202 (LM)

Sekil 9. H,O, nin farkli konsantrasyonlarinda fluoresans 1s1ma siddetindeki degisim.

Sonu¢: Hem HPF hem de kumarin i¢in en yliksek 1s1ma siddetinin gézlendigi 0.062 uM hidrojen

peroksit konsantrasyonu optimum konsantrasyon olarak belirlendi.
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4.3. DMSO Optimizasyonu

DMSO ig¢in alt1 farkli konsantrasyon (200, 38.4, 3.84, 0.384, 0.0384, 0.00384 uM) denendi ve
tiim denemelerde diger degiskenler (Fe-EDTA = 80 mM, Askorbik Asit = 240 mM ve H,0, =
120 uM ve zaman 30 dakika) sabit tutuldu (4).

Once konfluent hale gelmis hiicreler topland: ve hiicre sayim1 yapildi ve islem sonu hiicreler 96
kuyucuklu plaka da, her kuyuya 20 000 hiicre gelecek sekilde 100 pl hiicre konuldu ve ardindan
alt1 farkl tiipte karisimlar hazirlandi. Kumarinle yapilacak olan denemelerde, her 100 pl karisim
icin 1 pl kumarin kullanildi. HPF ile denenen guruplara ise 1.5 pl HPF eklendi. 15 dakika
inkiibasyon isleminden sonra her bir kuyuya 50 pl bu reaksiyon karisimindan (degisik
konsantrasyonlarda) eklendi. Tekrar 30 dakika inkiibe edildikten sonra sirasiyla 385/450 ve
490/515 nm eksitasyon/emisyon dalga boylarinda dl¢limler gergeklestirildi. Bu dl¢limler dokuz

kez tekrarlandi.

= Kumarin ® HPF

1gtma giddeti F.I.
'_1
o

0.38
DMSO (pM)

Sekil 10. DMSO’nun farkli konsantrasyonlarinda fluoresans i1s1ma siddetindeki degisim
Sonug: Prob olarak HPF nin kullanildig1 6l¢timlerde, en yliksek 1s1ma siddetinin gozlendigi 0.38

uM DMSO konsantrasyonu, kumarin kullanildiginda gozlenen en yiiksek 1sima siddetinin
oldugu 0.038 pM DMSO konsantrasyonu optimum kosantrasyonlar olarak belirlendi.
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4.4. Fe-EDTA Optimizasyonu

Fe-EDTA icin alt1 farkli konsantrasyon (80, 13, 1.3, 0.13, 0.013, 0.013 mM) denendi. Tiim
denemelerde diger degiskenler (DMSO = 200 uM, Askorbik Asit =240 mM ve H,O, = 120 uM
ve zaman 30 dakika) sabit tutuldu (4).

Once konfluent hale gelmis hiicreler topland ve hiicre sayim1 yapildi ve islem sonu hiicreler 96
kuyucuklu plaka da, her kuyuya 20000 hiicre gelecek sekilde 100 pl hiicre konuldu ve ardindan
alt1 farkl tiipte reaksiyon karigimlar hazirlandi. Kumarin ile yapilacak olan denemelerde, her 100
ul karisim igin 1 pl Kumarin kullanildi. HPF ile denenen guruplara ise 1.5 pul HPF eklendi. 15
dakika inkiibasyon isleminden sonra her bir kuyuya 50 pl bu reaksiyon karisimindan (degisik
konsantrasyonlarda) eklendi. Tekrar 30 dakika inkiibe edildikten sonra sirasiyla 385/450 ve
490/515 nm eksitasyon/emisyon dalga boylarinda dl¢limler gergeklestirildi. Bu dl¢limler dokuz
kez tekrarlandi.

16 = Kumarin  ®mHPF

1g1ma siddeti F.I.
[5.4]

Fe-EDTA (mM)
Sekil 11. Fe-EDTA nin farkli konsantrasyonlarinda fluoresans 1s1ma siddetindeki degisim.

Sonu¢: HPF probu ile yapilan 6lgiimlerde en yiiksek 1s1ma siddetinin gézlendigi 0.13 mM ve
kumarinle yapilan 6lgtimlerde 1.3 mM Fe-EDTA konsantrasyonlar1 optimum kosantrasyon olarak

belirlendi.
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4.5. Askorbik Asit Optimizasyonu

Askorbik asitin optimizasyonu i¢in alt1 farkli konsantrasyon (240, 48, 4.8, 0.48, 0.048, 0.0048
mM) denendi. Tiim denemelerde diger degiskenler (DMSO = 200 uM, Fe-EDTA = 80 mM ve
H,0, = 120 uM ve zaman 30 dakika) sabit tutuldu (4).

Once konfluent hale gelmis hiicreler topland1 ve hiicre sayim1 yapild1 ve islem sonu hiicreler 96
kuyucuklu plaka da, her kuyuya 20000 hiicre gelecek sekilde 100 pl hiicre konuldu ve ardindan
alt1 farkl: tiipte karisimlar hazirlandi. Kumarin ile yapilacak olan denemelerde, her 100 pl karisim
icin 1 pl Kumarin kullanildi. HPF ile denenen guruplara ise 1.5 pul HPF eklendi. 15 dakika
inkiibasyon isleminden sonra her bir kuyuya 50 pl bu reaksiyon karisimindan (degisik
konsatrasyonlarda) eklendi. Tekrar 30 dakika inkiibe edildikten sonra sirasiyla 385/450 ve
490/515 nm eksitasyon/emisyon dalga boylarinda dl¢limler gergeklestirildi. Bu dl¢limler dokuz
kez tekrarlandi.

= Kumarin HEHPF

1sima siddeti F.1.
o]
a

40
20
o HE - = el Z.
0.0048 0.048 0.48 4.8 48 240

Askorbik Asit (mM) |
Sekil 12. Askorbik asitin farkli konsantrasyonlarinda fluoresans 1s1ma siddetindeki degisim.

Sonu¢: Hem HPF, hem de kumarin probu ile yapilan dl¢limlerde en yliksek 1s1ma siddetinin

gozlendigi 48 mM Askorbik Asiti konsantrasyonu optimum kosantrasyon olarak belirlendi.

35



4.6. HPF Probu I¢in Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Inkﬁbasyon icin yed1 farkli siire secildi (15, 30, 45, 60, 90, 120,150 dakika). Tiim denemelerde
diger degiskenler (DMSO = 0.38 uM, Fe-EDTA = 0.13 mM, Askorbik Asit = 48 mM ve H,O, =
0.062 uM) sabit tutuldu (4).

Once konfluent hale gelmis hiicreler toplandi ve hiicre sayimi yapildi. Sayim isleminin sonunda
96 kuyucuklu plaka da, her kuyuya 20,000 hiicre gelecek sekilde 100 upl hiicre konuldu ve
ardindan yed: farkl tiipte karigimlar hazirlandi. HPF denenen hiicre grubuna 1.5 pul HPF eklendi
ve 15 dakika inkiibe edildi. Islem bitikten sonra 50 pl karisimdan her kuyuya eklendi ve inkiibe
edildi. inkﬁbasyon sirasinda belirli araliklarda (15, 30, 45, 90, 120, 150. dakikalarda) 490/515nm
dalga boyunda dl¢iimler gergeklestirildi. Bu 6l¢timler dokuz kez tekrarlandi.
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Sekil 13. HPF’nin farkli zaman dilimlerindeki 1s1ma siddetleri

Sonu¢: HPF probu i¢in en yiiksek 1sima siddetinin gozlendigi 45 dakikalik siire, HPF’nin

optimum inkiibasyon siiresi olarak belirlendi.
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4.7. Kumarin I¢in Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Inkﬁbasyon icin yedi farkli stire secildi (15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 dk.). Tiim denemelerde diger
degiskenler (DMSO = 0.038 uM, Fe-EDTA = 1.3 mM, Askorbik Asit =48 mM ve H,0, = 0.062
uM) sabit tutuldu (4).

Once konfluent hale gelmis hiicreler topland ve hiicre sayimi yapild: ve islemin sonu hiicreler 96
kuyucuklu plaka da, her kuyuya 20000 hiicre gelecek sekilde 100 pl hiicre konuldu ve ardindan
yedi farkli tiipte karisimlar hazirlandi. Her 100 pl reaksiyon karigimi i¢in 1pul Kumarin eklendi ve
inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda belirli araliklarda (15, 30, 45, 90, 120 ve 150. dakikalarda)
385/450nm dalga boyunda 6l¢iimler gergeklestirildi. Bu dl¢timler dokuz kez tekrarlandi.
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Sekil 14. Kumarin’in farkli zaman dilimlerindeki 1s1ma siddetleri

Sonu¢: Kumarin probu igin en yliksek 1s1ma siddetinin goézlendigi 90 dakikalik siire, kumarinin

optimum inkiibasyon stiresi olarak belirlendi.
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4.8. HPF Prob Konsantrasyonunun Optimizasyonu

HPF i¢in sekiz farkli konsantrasyon (0.0025, 0.005, 0.01, 0.015, 0.025, 0.05, 0.075, 0.0 uM)
denendi. Tiim denemelerde diger degiskenler (DMSO = 200 uM, Fe-EDTA = 80 mM, Askorbik
Asit = 240 mM ve H,O;, = 120 uM ve zaman 30 dakika) sabit tutuldu (4).

Once konfluent hale gelmis hiicreler topland: ve hiicre saymmi yapildi. Sayim isleminden sonra 96
kuyucuklu plaka da, kullanilarak her kuyuya 20000 hiicre gelecek sekilde 100ul hiicre konuldu.
Daha sonra sekiz farkl tiipe karisimlar konularak {izerlerine 0.0025, 0.005, 0.01, 0.015, 0.025,
0.05, 0.075, 0 uM (1 ml) HPF eklendi ve 15 dakika inkiibe edildi islem bitikten sonra 50ul
karisimdan her kuyuya eklendi ve tekrar 30 dakika inkiibe edildi 30 dakikanin sonunda 490/515
nm dalga boyunda 6l¢iimler gerceklestirildi. Bu dl¢timler dokuz kez tekrarlandi.

0.0025 .00 0.01 0.015 0.025
HPF (M)

Sekil 15. HPF’nin farkli konsantrasyonlarindaki 1s1ma siddetleri
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1s1ma siddeti F.1.
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Sonuc¢: HPF nin en yiiksek 1s1ma siddetinin gozlendigi 0.015 uM HPF konsantrasyonu optimum
deger olarak belirlendi.
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4.8.1. HPF Probunun Isima Siddetini Etkileyen Parametreler

HPF probunun yayimladigi 1s1ma siddetinin diger parametreler (Hiicre, hiicre ortam1 ve reaksiyon

karisimi ayr1 ayr1 ve birlikte degisik kombinasyonlarda) tarafindan ne kadar etkilendigini

saptamak i¢in yedi ayr1 diizenek halinde tepkime ortami olusturuldu. Kurgulanan deney

ortamlarinin igerikleri;

1.

o LA W

7.

Hiicre (h) +reaksiyon karigimi (k)+ HPF
Hiicre (h) + reaksiyon karisimi (k)
Reaksiyon karisimi (k)+ HPF

Reaksiyon karisimi (k)

Hiicre (h)

Hiicre ortami+ HPF

Reaksiyon karisimi(k)+hiicre ortami+ HPF

Seklinde diizenlendi ve her biri i¢in dokuz kez tekrarlanan 6l¢iim degerleri ile verdikleri 1s1ma

siddetleri saptandi.
Reaksiyon karisimi icerigi: 0.062 uM H,0,, 0.38 uM DMSO, 0.13 mM Fe-EDTA, 48 mM

Askorbik asit (Bu degerler, yukaridaki ¢alismalardan elde edilen optimum degerlerdir).

Hiicre ortamu icerigi: %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM.
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h-k-HPF k-HPF HPF-ortam HPF-ortam-k
k= Karlglm, h= Hiicre

Sekil 16. HPF, karigim, hiicre ve ortaminin 1g1ma siddetleri.
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Sonug¢: HPF ile elde edilen 1s1ma siddetinin ne kadarinin hiicre i¢inde olusan OH radikallerinden
kaynaklandigin1 belirlemek i¢in yapilan bu denemelerde, hiicre olmayan ortamda HPF+hiicre
ortami+reaksiyon karisimi kombinasyonunun yapmis oldugu 1s1ma siddeti 13.18+1.99 F.I (n=40)
olarak Olgiildii. Bu 6l¢iim hiicreli ortamda gerceklestirildiginde 32.72+£7.22 F.I (n=40) olarak
saptandi. Sonug olarak; hiicre iceren deney grubundan elde edilen 1s1ma siddetinin 13.18 FI

kadar1 hiicre haricindeki parametrelerden kaynaklanmaktadir.

4.9. Kumarin-3- Karboksilik Asidin (Kumarin) Optimizasyonu

4.9.1. Eksitasyon Dalga Boyu Optimizasyonu

Literatiirde Kumarin i¢in en yiiksek eksitasyon isima siddetinin 350-400 nm dalga boylar
arasinda oldugu belirtilmektedir. Kumarin’in bu araliktaki en yliksek 1s1ma siddetini gosterdigi
eksitasyon dalga boyunu belirlemek amaciyla farkli dalga boylarinda (350, 360, 370, 380, 385,
390, 395, 400 nm) o6l¢iimler gergeklestirildi. Yapilan dalga boyu taramasinda her bir dalga boyu

i¢in Ol¢iimler dokuz kez tekrarlandi.

36
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1g1ma siddeti F.1.
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Eksitasyon dalga boyu {nm)

Sekil 17. Kumarinin farkli dalga boylarindaki 1s1ma siddetlerinin degisimi

Sonu¢: Kumarinin eksitasyon dalga boyu taramasinda, en yiiksek 1s1ma siddetinin gézlendigi 385

nm, optimum eksitasyon dalga boyu olarak belirlendi.
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4.9.2. Kumarin Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Tim denemelerde diger degiskenler (DMSO = 200 uM, Fe-EDTA = 80 mM, Askorbik Asit =
240 mM ve H,O, = 120 uM ve zaman 30 dakika) sabit tutulurken (4), Kumarin i¢in 8 farkli
konsantrasyon degeri (0, 0.24, 0.98, 3.95, 6.32, 17.38, 23.7, 31.6 pM) uygulandu.

Once konfluent hale gelmis hiicreler topland: ve hiicre sayimi yapildi. Sayim islemi sonunda 96
kuyucuklu plaga, her kuyuya 20000 hiicre gelecek sekilde 100 pl hiicre konuldu ve ardindan 8
farkli tiipte karigimlar hazirlandi. Her 100 pl reaksiyon karisimi igin yukarida belirtilen farkli
konsantrasyonlarda Kumarin probundan eklendi. 15 dakikalik inkiibasyon isleminden sonra,
farkli prob konsansatrasyonlu karisimlardan 50’ser pl alinarak kuyucuklara eklendi ve tekrar 30
dakika inkiibe edildi. 30 dakikanin sonunda 385/450 nm eksitasyon/emisyon dalga boyunda

Olctimler gergeklestirildi. Bu ol¢limler dokuz kez tekrarlandi.
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Sekil 18. Sekil 18. Kumarinin farkli konsantrasyonlarindaki 1sima siddetleri

Sonu¢: Kumarinin en yiiksek 1s1ma siddetinin gozlendigi 3.95 puM, optimum konsantrasyon

degeri olarak belirlendi.
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4.9.3. Kumarin Probunun Isima Siddetini Etkileyen Parametreler

Kumarin probunun yayimladigi 1sima siddetinin diger parametreler (Hiicre, hiicre ortami ve
reaksiyon karigimi ayr1 ayr1 ve birlikte degisik kombinasyonlarda) tarafindan ne kadar
etkilendigini saptamak icin yedi ayr1 diizenek halinde (ayr1 ayr1 ve degisik

kombinasyonlarda)tepkime ortami olusturuldu. Kurgulanan deney ortamlarinin icerikleri;

1. Hiicre (h) +reaksiyon karigimi (k)+ Kumarin
2. Hiicre (h) + reaksiyon karigimi (k)

3. Reaksiyon karigimi (k)+ Kumarin

4. Reaksiyon karisimi (k)

5. Hiicre (h)

6.

Hiicre ortami+ Kumarin
7. Reaksiyon karisimi(k)+hiicre ortami+ Kumarin
Seklinde diizenlendi ve her biri i¢in dokuz kez tekrarlanan 6l¢iim degerleri ile verdikleri 1s1ma

siddetleri saptandi.

Reaksiyon karisimi icerigi: 0.062 uM H,0,, 0.038 uM DMSO, 1.3 mM Fe-EDTA, 48 mM
Askorbik asit (Optimizasyon deneyleri sonucunda elde edilen optimum konsantrasyonlar
kullanilmaistir).

Hiicre ortamu icerigi: %10 FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM.
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1sima siddeti F.1.

Sekil 19. Kumarin, karisim, hiicre ve ortaminin is1ma siddetleri.
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Sonu¢: Kumarin’den edilen 1s1ma siddetinin ne kadarinin hiicre i¢inde olusan OH radikallerinden
kaynaklandigini belirlemek i¢in yapilan bu denemelerde, hiicre olmayan ortamda
Kumarin+hiicre ortami+reaksiyon karistmi kombinasyonunun yapmis oldugu i1sima siddeti
11.34£1.19 F.I (n=40) olarak olgiildii. Bu 6l¢iim hiicreli ortamda gergeklestirildiginde 52.1+4.1
F.I (n=40) olarak saptandi. Sonug¢ olarak; hiicre iceren deney grubundan elde edilen 1g1ma

siddetinin 11.34 FI kadar1 hiicre haricindeki parametrelerden kaynaklanmaktadir.

4.10. HPF ve Kumarin Problan icin Standart Grafikleri

Insan dermal hiicreleri ortaminda olusan OH radikallerini lgebilmek amaciyla standart grafikleri
olusturuldu. Her iki prob i¢in de standart grafikleri optimal kosullarda (0.038 uM (kumarin i¢in)
ve 0.38 uM (HPF i¢in) DMSO, 1.3 mM (Kumarin i¢in) ve 0.13 mM (HPF i¢in) Fe-EDTA, 48
mM Askorbik asit), alt1 farklt H;O, konsantrasyon degeri kullanilarak (0. 6, 1.2, 2.4, 4.8, 9.6,
19.2 uM) 20000 hiicre ortaminda yapilan 6l¢timler sonucunda belirlendi.
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Sekil 20. HPF Probu I¢in Standart Egrisi.
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Sekil 21. Kumarin Probu I¢in Standart Egrisi.

Sonug: problara hazirlanan standart grafiklerinin R* degerlerine gore kumarin’in (R*=0.9883)

performansinin HPF (R*=0.7309) probundan daha iyi oldugu belirlenmistir.
4.11. Deney ic¢i Tekrarlanabilirlik (Kesinlik)

Elde edilen standart grafiklerinden yola ¢ikarak, bu problarla yapilan 6l¢iim deneylerinde ortaya
c¢ikan deney-ici tekrarlanabilirlik bulgular1 degerlendirildi.
HPF ve Kumarin probari i¢in optimal kosullarda elde edilen sonuglar asagidaki tabloda

gosterilmigtir. Tekrarlama sayist N=20 olup, %CV

Standart zapma (50)

g )X 100

Vayasyon Katsayis1t % (CV) = (

Ortalama dege

RE =SD x 4

Formiillerine gore hesaplanmistir.
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Tablo 3. HPF ve Kumarin problari i¢in hesaplanan SD, Rasgele hatalar (random error, RE),
%CV ve deney-ici tekrarlanabilirlik

Ornek N | HPF Kumarin HPF Kumarin
1 2791 | 52,02 Ortalama | 34,49 52,93
2 29,51 | 52,08 SD 2,379 0,503
3 31,07 | 52,19 % CV 6,898 0,95
4 3335 | 52,69 RE 9,515 2,012
5 3424 | 52,71

6 3439 | 52,74

7 3445 | 52,74

8 3448 | 52,76

9 3519 | 52,82

10 3522 | 5283

11 3543 | 529

12 3547 | 52,93

13 3559 | 52,93

14 3564 | 52,99

15 3572 | 53,35

16 35,74 | 53,46

17 3598 | 53,46

18 36,61 | 53,52

19 36,75 | 53,55

20 36,96 | 53,93

Sonu¢: Kumarin i¢in %CV degeri 0,95 ve HPF icin 6.898 olarak belirlendi. %CV< 5 ise
yontemin performansi kabul edilebilir sinirdadir. Buna gére kumarin probu ile yapilan dl¢timlerin

tekrarlanabilirliginin ¢ok iyi oldugu saptanmustir.
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4.12. HPF ve Kumarin Problarimin Optimize Kosullardaki Ol¢iim Degerlerinin

karsilastirilmasi
HPF ve Kumarin problari ile yalnizca hiicrelerden elde edilen fluoresans 1s1ma siddeti degerleri
Sekil 17 de gosterilmistir. Her iki prob i¢in 40 kez tekrarlanan bu deneyler ayni kosullar altinda
gerceklestirildi. Hem ayni giin i¢inde yapilan Ol¢ciimlerde hem de farkli giinlerde yapilan
Olctimlerde her iki prob da paralel ¢alisildi ve reaksiyon karisiminda optimize edilmis degerler
(0.062 uM H,0,, 0.038 puM (Kumarin i¢in) ve 0.38 uM (HPF i¢in) DMSO, 1.3 mM (Kumarin
icin) ve 0.13 mM (HPF i¢in) Fe-EDTA, 48 mM Askorbik asit) kullanildi.

60

50

40

30

1s1ma siddeti F.1.

10

HPF Kumarin Hiicre
Sekil 22. Kumarin ve HPF problarinin ve yalnizca hiicrelerin yapmis olduklar1 1s1ma siddetleri.
(p< 0.05).
Sonug¢: Hiicreli ortamda belirledigimiz optimum kosullarda yapilan 6l¢lim sonuclarina gore,
kumarin probunun 1sima siddetinin HPF probuna gore (p< 0.05) daha yiiksek oldugu

saptanmistir.
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S. TARTISMA

Biyolojik siireclerin gerceklesmesinde serbest radikaller ¢cok dnemli rol oynamaktadirlar.
Ancak asir1 serbest radikal iiretimi ve oksidatif stres bir ¢ok dejeneratif hastaligin olusumunda
cok onemli bir role sahiptir. Harman, bundan 55 yil 6nce, hiicrelerin normal metabolik siirec
icinde endojen olarak {irettikleri serbest radikallerden kaynaklanan oksidatif hasarin birikimi
sonucunda hiicre yaslanmasina iligkin bir kuram 6nermisti (14). Stadtman ve arkadaslar1 (1992),
yaslanmayla birlikte olusan okside enzim birikimiyle fizyolojik fonksiyon kaybi arasinda bir
baglanti oldugunu ileri siirdiiler. Simm ve Bromme 2005 yilinda serbest radikal yakalayici
molekiiller lizerinde calisarak, serbest radikalleri daha kararli molekiiller haline doniistiirmeye
cabaladilar. Ciinkii bu kararsiz, yliksek enerjili ve cok reaktif olan bu molekiiller, protein
yapisinda, hiicre membraninda, niikleik asitlerde Ozellikle de DNA da hasara neden
olmaktadirlar. Biitiin bu ¢alismalar ¢ok zararli etkileri olan serbest radikallerin saptanmalarinin
ve miktar belirtimlerinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermis oldu. Cok sayida laboratuar ve
arastirmact da bu ydnde c¢alismalarini siirdiirmektedirler. Giris bolimiinde de belirtmis
oldugumuz gibi serbest radikaller oksijen ve azot tiirleri olarak siniflandirilmakta ve her guruba
ve hatta her radikale gore spesifik ve duyarli yontem ¢alismalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismalar
daha c¢ok spektroskopik yontemler iizerinde yogunlagsmistir. Reaktif tiiriin saptanmasi, hiicre
icinde reaktif tlire baglanarak daha kararli duruma getirecek bagka kimyasal molekiiller (problar)
kullanilarak dolayli yoldan yapilir. Spektroskopik prob (genellikle disaridan) reaktif bir tiir ile
reaksiyona girdiginde bilesigin spektroskopik Ozeliklerinde (1s1k absorpsiyonunda veya
emisyonunda ya da magnetik Ozeliklerinde) degisiklik olur (5,12,32). Bu problar iginde
fluoresans Ozellik gosterenler, gerek hiicre kiltirii ve gerekse doku calismalarinda
biyomolekiillerin tanimlanmasinda en ¢ok kullanilan en miikemmel saptayicilardir. Fluoresan
problar, canli hiicre i¢indeki hedef molekiile baglanarak o molekiilii goriilebilir hale getirebilir.
Tsien’in grubu 1980’11 yillarda cesitli biyomolekiiller igin farkli fluoresans problar kullanak bu
konuda Oncii ¢alismalar yapmislar ve hiicre fizyolojisi ile ilgili yeni bilgiler elde edilmesinde
biiyiik katkilar saglamiglardi (6).

Biz de ¢alismamizda, OHe radikallerini saptamada son yillarada kullanima sunulmus olan

iki fluoresans prob belirledik. Reaktif oksijen tiirlerinden OHe radikallerinin secilme sebebi,
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DNA gibi ¢ok 6nemli baz1 biyomolekiillere ¢cok yiiksek bir reaktivitite gostererek atak yapmasi
ve bu molekiillerde doniisiimsiiz olarak oksidatif hasar yaratmasidir. Bu alandaki ¢aligmalarin
cogu radyobiyolojide de kullanilmak {izere ve 6zellikle de DNA ya baglanarak radikal hasarina
sebep olan ya da spesifik bir bolegesine Fenton-katalitik metalleri araciligi ile baglanarak radikal
hasar1 olusturan OHe radikallerinin saptanmasinda kullanilmay1 amaclayan aragtirmalardir (37).
Hidroksil radikalleri aromatik halkaya katilmaktan ziyade elektron transferi ile yiikseltgenerek
fluoresan Ozellik gosteren hidroksi-aromatik bilesenlere doniislir. Bu tiir ¢alismalardaki temel
yaklasim da budur. Yiiksek reaktivite gosteren OHe radikallerinin yasam siirelerinin kisa olmalari
nedeniyle selektif bir sekilde saptanmalart zordur. Ancak son yillarda gelistirilen bir¢ok fluoresan
prob, OHe radikallerini secici olarak saptayabilme ozelligindedir ve bu konuda miikemmel
yontemler gelistirildigi arastirmacilar tarafindan rapor edilmektedir (6).

OHe radikalleri i¢in sentezlenmis olan fluoresan problarin ¢ogu kumarinlerin
hidroksilasyonunu yada salisilat veya terafitalat tiirinden benzenoid molekiillerinin
hidroksilasyonunu temel almaktadir (37). Bu sekilde kumarin-3-karboksilik asidin siiksinimidil
esteri, hiicredeki makromolekiiller {izerindeki belirli bir bdlgeye yonlendirilmis olarak
baglanabilir. Makrigiorgos ve arkadaslar1 kumarin-3- karboksilik asitin (Kumarin) ya da
stiksinimidil esterinin (SECCA), olusturulan OHe radikallerini saptamak iizere kullanilabilecegini
caligmalarinda belirtmislerdir. Amino gruplar ile reaksiyon verebilen kumarin, albumin, avidin,
histon, polilizin ve oligoniikleotid gibi biyomolekiiller ile konjugatlar olusturur ve ayn1 zamanda
da OHe radikalleri ile 7-hidroksi kumarin olarak fluoresan iiriinlii bir reaksiyon verir. Ne yazik ki
bu problarin eksitasyon dalda boylar1 kisa (A < 400 nm ) oldugu i¢in in vivo ¢aligmalarda
fluoresan goriintiillemede basarili bir sonug rapor edilmemistir (6).

Deprotection (korumanin bozulmasi) mekanizmasini temel alan ve son yillarda kullanima
sunulmus olan fluoresan problar i¢ginde APF ve HPF’nin, yiiksek reaktivite gosteren OHe
radikalleri ve peroksidazlarin reaktif ara irlinleri tiirinden ROT’larin selektif olarak
saptanmasinda ¢ok basarili sonuclar elde edildigi Nagano ve arkadaslar1 tarafindan rapor
edilmistir. Bu problarin daha onceden kullanima sunulmus olan DCFH probunun aksine
otooksidasyona kars1 yiiksek diren¢ gosterdikleri ve pek c¢ok kimyasal ve biyolojik sistemde
verimli bir sekilde kullanilabileceklerini belirtmislerdir (6). Biz de c¢alismamizda yap1 ve etki

bakimindan birbirine ¢ok benzer ozellikteki bu iki probdan HPF’yi ve ayrica farkli bir etki
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mekanizmasini (hidroksilasyon) temel alan Kumarin probunu sectik. Bu iki probdan hangisinin
insan dermal fibroblast hiicrelerinde olusturulan OHe radikallerini segici olarak saptamada ve
dogru bir sekilde miktar belirtimlerini yapmada en uygun olabilecegini arastirmak ve optimal
kosullar1 belirlemek istedik. Ciinkii son yillarda sentezlenmis olan bu fluoresan problar, daha
once kullanima sunulmus olan problarla yeterince karsilagtirilmadiklar: i¢in yaygin olarak
kullanilmamaktadirlar. Ornegin DCFH probu, insan hepatoselliiler karsinoma hiicresi (HLE)
(44), insan Jurkat T hiicresi (48), insan retinal pigment epithelial hiicresi (ARPE-19 cells) (49),
RGC-5 hiicresi (50) gibi hiicrelerde c¢alisilmistir. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz yeni
sentezlenen problardan Kumarin ise yalnizca RAW 264 hiicrelerinde (45) ve murine hepatoma
hiicrelerinde (42) calisilmistir. Yine ¢alismamizda kullandigimiz yeni sentezlenen problardan
HPF ise insan hepatoselliiler karsinoma (HLE) (47) ve 143B insan osteosarkoma hiicreleri (46)
olmak iizere yine sadece iki hiicre hattinda calisilmistir. Bu problar icin yeterince g¢aligmanin
olmamast bizi bu arastirmaya yonlendiren en 6nemli sebepler arasindadir. Literatiirde; HPF,
DCFH ve APF (6-(4-amino)phenoxy-3H-xanthen-3-on-9-yl]benzoic acid) problarinin
karsilastirildig:r ve ayrica HPF, APF, HPPA (3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid), Amplex Red
problar1 arasinda da karsilagtirmalarin yapildigi ¢aligmalar bulunmaktadir (47). Ancak, bu
calismalarda fibroblast hiicreleri yer almamaktadir.

Calismamizda oncelikle kiiltiire edilen insan dermal hiicreleri optimize edilmis ve 5000 ile
20000 hiicre arasinda anlamli bir fark olmadigi t testi ile belirlenmis (p=0.962) ve 20000 hiicre
sayist ile deneyler olusturulmustur. Daha sonra reaksiyon ortaminda kullanilan biitiin reaktiflerin
optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmis, sonuclart bulgular béliimiinde sunulmustur. Elde edilen
sonuclarda, biitlin reaktifler i¢cin fluoresans 1s1manin en yiiksek oldugu konsantrasyon degerleri
secilmistir. Optimize kosullardaki konsantrasyon degerleri kullanilarak hem HPF hem de
Kumarin i¢in H,O, standart grafikleri hazirlanmistir. HPF i¢in 1s1ma siddetindeki dogrusallik 8
tekrar yapilarak elde edilen sonuglarin ortalamasi aliarak; 0.00 pM — 0.24 uM (0.7309r degeri)
arali@1 olarak saptanmistir. Kumarin i¢in de 8 kez yapilan tekrar dlgiimlerinin ortalamasi alinmis
ve 0.00 uM ile 0.48 uM (0.9883) konsantrasyon aralig1 6l¢tim aralig1 olarak belirlenmistir.

Analitik performans kriterlerinden biri olan tekrarlanbilirlik ¢alismasi yalnizca deney ici
tekrarlanbilirlik ¢alismasi olarak gergeklestirilmistir. Her bir prob i¢in 20’ser kez tekrarlanan ve

elde edilen sonuclar; HPF i¢in %CV 6.898 ve kumarin i¢in %CV 0.95 olarak bulunmustur. Buna
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gore HPF probu icin elde sonuglar anlamli olarak bir fark gosterirken, Kumarin probu i¢in deney
ici yapilan tekrarlama Ol¢limlerinde anlamli bir fark olmadigr saptanmistir. Calismamizda
kullandigimiz hiicrelerin ve reaksiyon karisiminda kullandigimiz reaktiflerin, her giin yeniden
hazirlanmalarinin gerekliligi nedeniyle deneyler arasi tekrarlanbilirlik calismasi yapilamamastir.

Bizim elde ettigimiz optimize kosullarda yaptiimiz Ol¢iimlere ek olarak, Setsukinai ve
arkadaslarinin (47) beyaz kan hiiclerinde HPF ve APF problari ile yapmis olduklar1 ¢alismadaki
optimize kosullar kullanilarak da HPF ve Kumarin problari i¢in dlgiimler yapilmistir (kumarin
23.77£1.37 F.I (n=40) ve HPF i¢in 14.51+£2.07 F.I (n=40)). Bizim optimize ettigimiz kosullar
altinda elde ettigimiz Ol¢iimlerin ortalama degerlerinin istatistiksel analizine (p < 0.05) gore
Kumarin probunun anlamli olarak HPF probundan daha yiiksek bir fluoresans 1gima siddeti
gosterdigini saptadik (kumarin i¢in 52.1+4.1 F.I (n=40) ve HPF i¢in 324+7.22 F.I (n=40)). Elde
ettigimiz bu Olclim degerlerinin ne kadarinin hiicre ortami ve ne kadarinin reaksiyon
karisimindan etkilendigini belirleyebilmek icin sadece reaksiyon karigimi, sadece hiicre ortami ve
sadece hiicrelerin oldugu guruplara ayri ayri Kumarin ve HPF problar1 ekleyerek yapilan
Olctimler ve eldilen 151ma siddetleri karsilagtirilmistir. Reaksiyon karisimina hiicreleri de igeren
hiicre ortam1 ve HPF probu eklendiginde elde edilen 1s1ma siddeti 32.72+7.22 F.I (n=40) iken,
ayni karisima bu kez hiicre eklenmeden 6l¢tim yapilmis ve edilen 6l¢iim degeri 13.18+£1.99 F.I
(n=40) olarak saptanmistir. Ayn1 islem Kumarin i¢in uygulandiginda, yani reaksiyon karigimina
hiicreleri de i¢eren hiicre ortami ve Kumarin eklendiginde elde edilen 6lgiim degeri 52.1+4.1 F.I
(n=40) iken hiicre ortami, Kumarin ve reaksiyon karigimindan elde edilen deger 11.34+1.19 F.I
(n=40) olarak bulunmustur. Bu karsilastirma gostermektedir ki; HPF probu, Kumarin probuna
kiyasla reaksiyon karisimi ve hiicre ortamindan daha fazla etkilenmektedir. Her iki prob i¢in de
hiicre ortam1 ve karisimdan etkilenen 1s1ma siddeti degerleri normal hiicre, karisim ve prob dan
elde edilen ol¢iim degerinden c¢ikarilirsa hiicre, HPF ve reaksiyon karigimi i¢in son deger
19.54+7.22 F.I (n=40) ve hiicre, Kumarin ve reaksiyon karigimi i¢in elde edilen deger 40.76+4.1
F.I (n=40) olarak bulunur. Sonug¢ olarak Kumarin probu, HPF probuna kiyasla, hiicre ortami ve
reaksiyon karigimindan daha az etkilenmektedir.

Literatiirde, insan dermal fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak kiiltiire edilen hiicre ortaminda
olusturulan OHe radikallerinin saptanmasina yonelik olan bu c¢alismaya benzer bir calisma

olmadig1 icin bu arastirmay1 literatiir bilgileri ile karsilagtirma olanagimiz olmamistir. Ayrica bir
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standardimiz olmadig1 i¢in dogruluk ve geri kazanim gibi analitik performans Oolgiitleri
degerlendirilememistir. Ancak HPF ve Kumarin problarinin karsilastirilmalart da ilk kez bu

calismada yapilmistir. Bu baglamda literatiire yeni bilgiler kazandirmis oldugumuz inancindayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Elde ettigimiz verilere dayanarak insan dermal fibroblast hiicrelerinde OHe radikallerinin
belirlenmesinde kumarin’in HPF probundan daha uygun oldugunu saptadik. Ayrica, heriki prob
icin, insan deri fibroblastlar1 ¢aligmalarinda optimum c¢aligma parametrelerini saptadik. Kumarin
icin elde edilen Ol¢iim sonuclari ile HPF i¢in elde edilen dlgiim sonuglari arasinda tartismada
belirttigimiz kriterlere gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu belirledik. Ayrica
kumarin probununun bir avantaji da, HPF probundan ¢ok daha ucuza temin edilebilmesidir. Bu
da olusturulacak projelere maliyet agisindan biiylik katkilarda bulunacaktir. Buna ek olarak bu
probun taginim ve saklama kolaylig1, uzun saklanabilme siiresi ve kii¢iik molekiiler yapiya sahip
olmasi gibi 6zellikleri arastirmalar ve arastirmacilar i¢in kumarin probunu kuskusuz daha uygun
ve ¢ok daha avantajli kilmaktadir.

Insan dermal fibroblast hiicrelerinde yapmis oldugumuz bu ¢alismanin, son yillarda artis gdsteren
yaslanma ve kanser ¢aligmalarina oksidatif stres perspektifinden bir yontem calismasi bulgulari

ile kiictlik de olsa bir katk1 saglayacagi inancindayiz.
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