DENEY NO: 7
LiPiD PEROKSIDASYON

A) Genel Bilgi:
Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller hakkinda genel bilgi:

Serbest radikal, bir veya daha fazla sayida eslenmemis elektron tasiyan, bagimsiz
bulunabilme yetenegine sahip olan yapi olarak tanimlanabilir. Kural olarak, serbest radikal,
eslenmemis elektronunu diger bir elektronla eslestirmek ister; bu nedenle de, diger bir
molekille reaksiyona girer. Reaktif oksijen bilesikleri, hem oksijen radikalleri hem de radikal
olmayan O, tlrevleri icin kullanilan genel bir terimdir.

Biyolojik sistemlerde, serbest radikallerin baslica kaynaklari, sitokrom P-450 sistemi,
mitokondrial oksidasyon, metabolik Grlin olarak hidrojen peroksit Ureten peroksizomlardaki
enzimleri kapsayan yolaklar tarafindan molekiler oksijenin indirgenmesidir; bunun yaninda,
enflamasyon prosesi de radikallerin olugsmasina katkida bulunur.

Cizelge 1. Serbest radikallere ve reaksiyonlarina érnekler

Serbest Formiil | Ozellikler

Radikal

Hidrojen atomu | H* En basit serbest radikal

Triklorometil CCly’ Karbon merkezli bir radikaldir (yani, eslenmemis elektron, karbon

Uzerindedir). CCl,Gin metabolizmasi sirasinda olusur ve CCl,’in
toksik etkilerine katkida bulunur. Karbon merkezli radikaller,
genellikler, O, ile hizla reaksiyona girer ve peroksil radikallerini
olusturur.

CCl;"+ O, ——» CCI30;°

Siperoksit 0, "~ Oksijen merkezli bir radikaldir.

Hidroksil *OH Reaktivitesi yuksek, oksijen merkezli bir radikaldir; tim
biyomolekiillere atak yapar.

Peroksil, RO,", Organik peroksitlerin yikimi ve karbon radikallerinin O, ile

Alkoksil RO* reaksiyonu sirasinda olusan oksijen merkezli radikallerdir.

Nitrojen oksitler | NO,", Nitrik oksit, L-arjinin'den in vivo olarak olusmaktadir; nitrojen
NO* dioksit ise NO”nun O, ile reaksiyonuyla meydana gelir. Her ikisi

de, kirli havada bulunur ve organik materyallerin yanmasi sonucu
(6rnegin, sigara dumani) agiga ¢ikan dumanda bulunur.

Gecis metal Fe, Cu | Oksidasyon basamagini bir basamak degistirebilme yetenegi, tek
iyonlari vb. elektron almalarina/vermelerine olanak verir; dolayisiyla da,
serbest radikal reaksiyonlarinin guglu katalizleyicileridir.




Lipid Peroksidasyon: Hidroksil radikali gibi son derece reaktif olan radikaller, ¢oklu
doymamis yag asitlerine atak yaparak metilen (—CH,—) grubundan bir hidrojen atomu
kopmasina ve bu sekilde lipid peroksidasyonun baglamasina neden olur. Yag asidi yan
zincirinde cifte bag sayisi arttikga, hidrojen atomu kopariimasi kolaylastigi igin, c¢oklu
doymamis yag asitleri peroksidasyona ¢ok duyarhdir. Hidrojen atomu, bir elektron alarak
molekuilden ayrildiginda, yagd asidinin karbonunda tek elektron kalir; cifte baga komsu karbon
atomunundaki C-H bagindaki zayiflamanin gideriimesi amaciyla, karbon-merkezli radikal
konjuge dien olusturur. Konjuge dien, oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil radikali
(LOOe) meydana gelmesine neden olur; bu basamakta olusan lipid radikali, baska bir yag
asidinden hidrojen atomu kopararak bir zincir reaksiyonu bagslatmasi sebebiyle 6nem
tasimaktadir. Peroksil radikalleri, eOH'ne gére daha az reaktif ozellik gdsterir; ancak,
biyosistemlerde daha uzak bdlgelere ulasabilirler. Peroksil radikalleri, kendi aralarinda
reaksiyon verebilecegi gibi, membran proteinlerine atak yapabilir veya komsu ya§ asidi
zincirinden hidrojen atomu kopararak lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunun ilerlemesine
yol acabilir.

Biyolojik membranlardaki lipid peroksidasyon, membran akiskanliginin ve membran
potansiyelinin azalmasi, H* ve diger iyonlara permeabilitenin artmasi ve organel veya hiicre
butlinliginin bozulmasina yol agabilir. Olusan serbest radikaller (LO®, LOO®) ve elektrofilik
urtinler (6rnegin, 4-hidroksinonenal), yakinlarinda bulunan membran proteinleri ile reaksiyon
verebilecekleri gibi, difiize olarak DNA gibi uzaktaki molekillerle de reaksiyon verebilir.

Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Olgiilmesi

Lipid peroksidasyonun gostergesi olarak, malondialdehit diizeylerinin tayini icin Ohkawa ve
ark. (1979) tarafindan bildirilen spektrofotometrik yéntem esas alinacaktir. Yéntemin temeli,
biyolojik materyalde, perokside lipidlerin yikim triniu olan malondialdehitin tiyobarbiturik asit
(TBA) ile reaksiyonu sonucunda olusan pembe renkli Grintn miktar tayinidir (Sekil 1).

S OH
OH CHO NS
\(J \I"T/\LH—CH-—CH \'/ +2H,0
OH OH

TBA
Sekil 1. TBA'nin MDA ile reaksiyonu

Cozeltilerin Hazirlanisi:

e % 0.8 Tiyobarbiturik asit: 100 mL icin, TBA'nin saflik derecesi de dikkate alinarak 0.8 g
saf TBA bulunacak sekilde tartilir. C6zinmenin kolaylastiriimasi amaciyla, bazik ortam
veya I1sI uygulanmasi yararli olabilir.

o %20 Asetik asit cozeltisi: Mezlirle 20 mL asetik asit alinir, geker ocak altinda distile su
eklenir (yaklasik 80 mL olacak sekilde). Cozeltinin pH’1I 3.5’e ayarlanir (NaOH ¢ozeltisi ile)
ve toplamda 100 mL olacak sekilde hacim tamamlanir.

o  %8.1 Sodyum dodesil silfat: 10 mL icinde 0.81 g olacak sekilde tartilir ve Gzerine 7 mL
kadar distile suda eklenir. Képlrmeyi engellemek igin, bir sire bekletilir, daha sonra




hafifce karistirilir ve ¢oziindiikten sonra 10 mL’ye tamamlanir. Pipetleme sirasinda da,
képlirmemesine dikkat edilmelidir.

Calisma Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Deneyde kullanilacak olan ¢ozeltilerden asagida belirtilen miktarlarda alinarak bir cam gisede
karistirihr.  Bu sekilde, her bir tipe ayri ayri pipetleme yapmak yerine, kullanilacak tlp
sayisindan 1 fazlasi dikkate alinir ve sonugta her tipte bulunmasi gereken toplam hacim
“calisma gdzeltisi’nden alinarak her bir tiipe pipetlenir. Ornegin, 7 érnek ve 2 koér (blank) ile
calisilacaksa, 9 tlp kullanilacak demektir. Bunun bir fazlasi hesaplanir: 10 adet tlple
cahisildigi dusinaltr. Her tipte bulunmasi gereken reaktif hacmi, 10 ile carpilir.

Cozeltiler Her bir tiipe ilave edilmesi X Calisma ¢ozeltisi igin
gereken ¢ozelti miktari gereken miktar (mL)
(mL)
% 0.8 Tiyobarbiturik asit 0.75 10 7.5
%20 Asetik asit ¢cozeltisi 0.75 10 7.5
%8.1 Sodyum dodesil sulfat 0.1 10 1
TOPLAM HACIM 1.6 16

Bu calisma, kapakli cam tuplerde yapilir.
e Her birtipe; = 1.6 mL g¢alisma ¢ozeltisi,
= 0.1 mL 6rnek veya standart pipetlenir.

e Kor tuplu hazirlanmasinda, ornek/standart yerine, homojenizasyon icin kullanilan
%1.15 KCI ¢ozeltisi kullanilir. Kor tupu, diger érneklerin iki kati hacimde hazirlanir.

e Tuplerin agzi kapatilir; kaynar su banyosunda 30 dakika tutulur. Tapler, slire sonunda
sogutulur.

e Absorbanslar, kére karsi 532 nm’de okunur.

o Standartlar yardimiyla olusturulan kalibrasyon grafiginin denklemi bulunur. Bu
denklem, edim (m) hesaplamada kullanilir.

o “(As;x/m) x dillisyon faktoru” formall yardimiyla hesaplama yapilir.

Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi:
e Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasinda, standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksi propanin
asit hidrolizi ile elde edilen malondialdehit kullanilir.

¢ 1 mM konsantrasyonda stok ¢ozeltiden hareketle, farkli konsantrasyonlarda standart
cOzeltiler (6rnegin, 2.5, 5, 10 nmol) hazirlanarak, reaksiyon sonrasinda absorbanslari,
orneklerde oldugu gibi 532 nm’de dlgulerek kalibrasyon grafigine islenir. Kalibrasyon
denklemi yardimiyla, absorbansi bilinen érneklerin konsantrasyonlari hesaplanir.

Doku Homojenatlarinin _Hazirlanmasi: (bu islem, dnceden yapilmistir; ek bilgi olarak
verilmektedir)

Doku drneklerinden %10’'luk homojenat hazirlanmasi amaciyla, her bir 6érnekten tam olarak
100’er mg tartilir ve Gzerlerine 0.9 mL %1.15 KCI ¢ozeltisi ilave edilip, 6zel cam tlp iginde
teflon baslk yardimiyla homojenize edilir. Bu islem, buz icinde gergeklegtirilir. Homojenatlar,
1000g’de 10 dakika sureyle santriftjlenir ve supernatant alinir; kullanilincaya kadar buz
icinde saklanir.




