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TAKSOL VERILMIS FARELERDE (Mus musculus) KOENZIiM Q’NUN
KARACIGER RADIKAL SUPURUCU ENZIM AKTIVITELERI UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada, taksol verilmis farelerin (Mus musculus) karaciger radikal
slipiiriici enzim aktiviteleri lizerine antioksidan koenzim Q’nun etkileri karsilastirmali
olarak aragtirilmustir.

Bu calismada, agirliklart 27-52 gr. arasinda degisen 64 adet fare kullanildu.
Hayvanlar; koenzim Q, taksol, taksol+koenzim Q ve kontrol olmak {izere 4 gruba
ayrildi. Her bir grup enjeksiyon sonrasi kesim saatlerine gore 4 alt gruba ayrildi (4, 8,
12 ve 24. saatler). Fareler enjeksiyon oncesi 24 saat a¢ birakildiktan sonra, koenzim Q
ve taksol belirtilen dozlarda intraperitonal olarak verildi. Kontrol grubuna ise herhangi
bir madde verilmedi. Hayvanlar belirtilen saatlerde servikal dislokasyonla
oldiirtildiikten sonra karacigerlerinden doku oOrnekleri alindi. Sonra bu Orneklere
sirastyla homojenizasyon, sonikasyon ve sentrifugasyon islemleri uygulandi. Elde
edilen siipernatanlardan Lowry metodu ile total protein, malondialdehit (MDA)
miktarlar ile katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri
olgtldi.

Bulgular degerlendirildiginde; tek basina koenzim Q verilen grubun karaciger
CAT ve GSH-Px aktivitelerinde inhibisyonlar gozlendi, MDA miktarinin diger tiim
gruplardan tiim saat dilimlerinde diisiik oldugu goriildii. Koenzim Q, taksol ile birlikte
verildiginde GSH-Px ve CAT aktivitelerinde inhibisyonlar gozlendi fakat bunlar
istatistiksel olarak anlamli degildi. Ayrica taksol ve koenzim Q birlikte verildiginde,
MDA seviyesi tiim saatlerde kontrol grubundan yiiksek oOl¢iildii fakat sonuglar
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

Sonug olarak, koenzim Q’nun karaciger radikal siipiiriicli enzim aktiviteleri

tizerine olumlu etkileri oldugu ve lipid peroksidasyonunu diisiirdiigii soylenebilir.

Anahtar kelimeler: Koenzim Q, Taksol, Karaciger, Serbest Radikaller, Serbest Radikal

Stipiirticti Enzimler
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF COENZYME Q ON THE
ACTIVITIES OF LIVER FREE RADICAL SCAVENGING ENZYMES IN
TAXOL GIVEN MICE

ABSTRACT

In this study, the effects of antioxidant coenzyme Q were comperatively studied on
the activities of the liver free radical scavenging enzymes in Taxol given mice.

64 mice (Mus musculus) weighing 27-52 g were used in the study. The mice were
divided into 4 groups as CoQ, Tax, Tax + CoQ and control groups. Each group was
further subdivided into four subgroups according to time of sacrificing (4., 8., 12. and
24. hours). Taxol and coenzyme Q were injected via intraperitonally in the doses
specified before. The animals in the control group were given no drug. The animals
were sacrificed via cervical dislocation and liver samples were taken. The liver samples
were then exposed to homogenisation, sonication and centrifugation processes
respectively. The supernatants obtained were used to measure total protein levels by
the Lowry method, malondialdehyde (MDA) levels, catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GSH-Px) activities.

When the results were evaluated; in the case of injection of coenzyme Q
individually, it was determined that coenzyme Q inhibited liver catalase and glutathione
peroxidase activities and MDA levels were the lowest than any other group. In the case
of injection of taxol and coenzyme Q together there were inhibition effects in GSH-Px
and CAT activities and MDA levels were higher than any other group in all hours.
Nevertheless, it was not found statistically significant (p>0,05).

In conclusion, we can say that the usage of coenzyme Q has positive effects on
the activities of liver free radical scavenging enzymes and on reducing of lipid

peroxidation in liver.

Key words: Coenzyme Q, Taxol, Liver, Free Radicals, Free Radical Scavenging

Enzymes.
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1. GIRIS

Cesitli biyokimyasal reaksiyonlar sonucu hiicre tarafindan iiretilen, yapisinda
eslesmemis elektron bulunduran, yiiksek oranda reaktif molekiillere serbest radikal
denir. Serbest radikaller baslica DNA ve lipidler gibi énemli hiicresel elemanlara ve
diger biyomolekiillere zarar verirler. Bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir
(Yamamoto ve ark. 1998).

Reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldiran veya olusumunu 6nleyen enzimatik ve
nonenzimatik molekiillere antioksidan denir. Enzimatik antioksidanlara 6rnek olarak
glutatyon peroksidaz, katalaz, thioredoksin rediiktaz ve peroksiredoksin, nonenzimatik
antioksidanlara O0rnek olarak ise E vitamini, C vitamini, karotenoidler, flavinoidler ve
koenzim Q’nun indirgenmis formu olan ubikinol verilebilir (Turunen ve ark. 2004).

Tiim canlilar i¢in vazgegilmez bir element olan oksijen; hidrojen, karbon, azot
ile birlikte organik molekiillerin yapisina girerler. Anaerob canlilar disindaki tiim bitki
ve hayvanlarin enerji metabolizmalarinda oksijenin hayati bir 6nemi vardir. Canl
metabolizmasinda oksijenin kullanimi sirasinda diisiik konsantrasyonlarda reaktif
oksijen tiirleri olugmakta fakat enzimatik siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve enzimatik olmayan a-tokoferol, melatonin, askorbik
asit gibi antioksidant sistemler tarafindan etkisiz hale getirilerek uzaklastirilmaktadir
(Halliwell ve Arumoa, 1991).

Yagsadigimiz modern ¢agin en ciddi hastaligi olan kanser, insanlarda o6liimlere
yol acan nedenler arasinda onemli bir yer tutmaktadir. Gelismis toplumlarda kanser
kaynakli oliimler ilk sirada yer alirken, gelismekte olan iilkelerde ise bu oran giderek
artmaktadir. Kanser ile miicadelede gilinlimiizde ¢ok ciddi ¢abalar ve ¢ok biiyiik biitceler
harcanmaktadir. Buna ragmen kanser, insan sagligini tehdit eden birincil faktdr olma
0zelligini muhafaza etmektedir (McCormick,1999).

Kemoterapi, kanser hiicrelerini yok etme amaciyla sitotoksik ajanlarin
kullanimidir. Kemoterapik ajanlarin kullanimi ilk olarak 1500'li yillarda agir metallerin
kullanimina dayanirken, gliniimiizde halen daha kanser tedavisinde birincil olarak veya
radyoterapi, immunoterapi ve cerrahi gibi tedavi yoOntemlerine yardimci olarak
kullanim1 devam etmektedir (Chabner, 2006). Diger yandan antineoplastik ajanlar
serbest radikallerin biyolojik kaynaklarindandir. Bu ajanlar sitotoksik etkilerine bagl

olarak lipid peroksidasyonunu artirmaktadirlar (Akkus, 1995).



DNA bazlarinin oksidasyonu zincirleme bir siirectir. Kromatin, oksidatif DNA
hasarina kars1 bazi koruyucu ve tamir edici mekanizmalar gelistirebilir, oksidatif
mutasyonlart diizeltebilir ya da onleyebilir. Fakat, i¢c ve dis kaynakli oksidanlar bu
savunma mekanizmalarinin iistesinden gelebilmekte ve mutasyonlar olabilmektedir.
Oksidatif strese siddetli ve uzun siireli maruz kalma, kanser olusumunun tiim safthalarini
etkileyebilmektedir (Guyton ve Kensler, 1993). Serbest radikal iireten bir¢ok bilesigin,
in vivo sartlarda timor olusumunu ilerlettikleri goriilmiistiir. Peroksit ve
hidroperoksitler de ayn etkiyi gosterirler (Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Serbest radikal reaksiyonlarmin ilk hedefi membran lipitlerindeki doymamis
baglardir. Meydana gelen peroksidasyon; membran akiciliginda, reseptor dizisinde ve
hiicresel dayanma potansiyelinde diismeye neden olur (Baykal ve Kocabalkan, 2000).
Eger lipit peroksidasyonu sonlanmazsa bu zincir reaksiyon, hiicre membranlarinin
yikimina, lipozomal enzimlerin salinimina ve nihayetinde otolize neden olur (Mimi¢-
Oka ve ark., 1999).

Taksol (Paklitaksel) klinikte kullanilan en 6nemli dogal antikanser ilaglarindan
biridir. Ovaryum kanseri, metastazik gogiis kanseri, akciger non-small cell karsinoma,
AIDS'le iligkili Kaposi Sarkomasi, bas ve boyun tiimoérlerini de igeren genis varyetede
tiimorlere karsi laboratuvar ve klinik arastirmalarda onemli etki gostermistir (Guo ve
ark., 2005). Bunun yaninda Onemli toksik yan etkileri de vardir. Taksoliin rat
karacigerinde mitokondriyal gegirgenligi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) salinimini
anlamli bir gekilde arttirdigi saptanmistir (Varbiro, 2001).

Koenzim Q (CoQ, ubiquinone), tiim hayvansal hiicrelerde ve dokularda
bulunmaktadir. Mitokondri i¢ membraninda 6nemli bir elektron tasiyicisi olmasinin
yaninda, énemli bir antioksidandir. Indirgenmis formu olan ubiquinol (CoQHy), zincir
kirict bir antioksidan islevi gorerek lipid peroksidasyonunu azaltir ve indirekt olarak bir
diger antioksidan olan a-tokoferol'iin (E vitamini) geri doniisiimiinii saglar (James ve
ark., 2003).

Koenzim Q’ya kanser tedavisinde tedavi edici bir ajan olarak yaklasilabilecegi
fikri ilk kez 1961‘de, gogiis kanserine yakalanmis Isvecli ve Amerikali hastalarin
kanlarindaki koenzim Q eksikliginin fark edilmesiyle baslamistir (Folkers ve ark. 1997).
Koenzim Q’nun kanser igin teklif edilen etki mekanizmalari, onun antioksidan
fonksiyonunun yani sira hiicresel enerji iliretimindeki temel roliinii ve bagisiklik

sistemini uyarmasini kapsamaktadir (Iarussi ve ark. 1994).



Cesitli metabolik etkenler sonucunda meydana gelen siiperoksit radikalleri,
canlilarda oksidatif hasarlara yol acgarak canli yasami {lizerinde olumsuz etkiler
birakabilmektedir. Bu hasarlarin canli yasaminin ilerleyen sathalarinda olusturacagi
olumsuz sonuclan engelleyebilmek i¢in serbest oksijen radikallerinin olusumu ve etki
mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasi, bu mekanizmalarin nasil bertaraf edilebileceginin
arastirilmasi giiniimiizde bilimin 6nemli bir alanini olusturmaktadir.

Sozkonusu gercekler 1s18inda bu ¢aligmada, kemoterapide yaygin olarak
kullanilan ajanlardan biri olan taksol’lin fare karacigeri radikal siipiirlicii enzim
aktivitelerine olumsuz etkileri lizerine koenzim Q’nun muhtemel koruyucu veya

tyilestirici etkilerini ortaya koymak amac¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger

Viicuttaki en biiyiik bez olan karaciger, insanda yaklasik 1.5 kg olup diyaframin
hemen altina yerlesmistir (Gartner ve ark.,1997). Karin boslugunun sag alt kadranini
safra kanallar1 ve safra kesesi ile birlikte dolduran karacigerin kiitlesi birka¢ loba
bolinmiistiir, bunun sayis1 ve boyutlan tlirler arasinda degisir. Etrafi ise fibroz bag
dokusu kapsiilii ile ortiiliidiir (Kumar, 1999; Ross ve ark.,1995).

Sindirim kanali ile viicudun diger kisimlar1 arasinda tam bir kesisme noktasinda
yer alan karaciger, viicudun metabolik dengesini saglamada gorevlidir. Bunlar,
sindirilen aminoasitlerin, karbonhidratlarin lipidlerin ve vitaminlerin iglenmesi, serum
proteinlerinin sentezi, endojen atik {iriinlerin ve zararli ksenobiyotiklerin detoksifiye
edilip safra ile atilmasidir (Kumar, 1999). Karaciger, salgi yapma fonksiyonunun yani
sira ¢ok ¢esitli islevleri yerine getiren bir organdir. Besin maddelerinin barsaklardan
emilen en basit kurulustaki unsurlari, karacigerde viicuda uygun yapt maddeleri halinde
tekrar sentezlenirler; Ornegin glikoz glikojene, spesifik olmayan aminoasitler
organizmaya uygun proteinlere c¢evrilirler (Tanyolag, 1999).

Karacigerde bes tiirde hiicre bulunmaktadir. Bunlar hepatositler, endotel
hiicreleri, Kuppfer hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel hiicreleridir. Bu bes
hiicre tiirtiniin tamami oksidatif stresle iliskilidir (Sentiirk, 2004). Sekil 2.1°de normal

bir karacigerin {i¢ boyutlu goriiniimii gortilmektedir (Junqueira ve ark., 2003).
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Sekil 2.1. Normal karacigerin {i¢ boyutlu goriiniimii (Junqueira ve ark., 2003)



Hepatositler karacigerin temel fonksiyonel hiicreleridir. Oldukca fazla sayida
metobolik, endokrin ve salg1 fonksiyonlar1 gergeklestirirler. Kabaca karaciger kiitlesinin
%80’ini teskil eden hepatositler, organizmada yag metabolizmasinin merkezi
konumundadirlar. Organizma, kas hiicrelerinde karbohidratlar1 enerji kaynagi olarak
kullanirken, yag asitlerini de yag dokusunda trigliserit olarak depolayarak aglik
esnasinda enerji kaynagi olarak kullanmay1 planlamaktadir. Bu arada yag asitlerinin bir
kism1 mitokondriler’de B-oksidasyon siirecine girmekte ve olusan enerji organizmanin
1s1sinin muhafazasini saglamaktadir. A¢lik durumunda ise yag dokusundan serbestlesen
yag asitleri karacigere tasinip apolipoproteinlerle birlestirilerek, cok diisiikk yogunluklu
lipoproteinlere (VLDL) doniistiiriilmekte ve bu yapilar da enerji kaynagi olarak kas
dokusuna gonderilmektedirler (Sentiirk, 2004; Basardi, 2006).

Karaciger, yag asitlerinin [-oksidasyonunu gergeklestiren mitokondriler
bakimindan olduk¢a zengin bir organdir. Mitokondri’de dis ve i¢ olmak tizere iki
membran bulunmaktadir ve yag asitlerinin oksidasyonu i¢ membrana yakin bir bolgede
yer almaktadir. Bilindigi gibi organizmada enerji aciga c¢ikmasini saglayan siiregler
metabolik siireclerde ortaya c¢ikan serbest elektronlarin bir sistemden digerine
aktarilmasinin sonucudur. Bu elektronlar nihai olarak sitokrom sisteminde oksijene
aktarilmakta ve su olusturulmaktadir. Her iki H,O molekiilii olusumu i¢in oksijene 4
elektron aktarilmaktadir. Iste heniiz elektron sayismi tamamlayarak notral hale
gelmemis ve tek elektron ihtiva eden oksijen molekiilii, 'O, (Singlet oksijen)
serbestlesmesi tehlikeli bir yapidir ve sitokrom C sistemi iginde -elektronlar
tamamlanincaya kadar siki bir sekilde tutulmaktadir. Serbestlestigi takdirde bu radikal
bulabildigi her sistemden elektron kopartmaya calismakta ve 6zellikle mitokondriler ve
hiicre membranina lipid peroksidasyonu yoluyla hasar vermektedir. Ancak fizyolojik
kosullarda da az miktarda serbestlesen oksijen radikallerini fizyolojik antioksidan
defans, ciddi bir hasar olusmadan nétralize edebilmektedir (Sentiirk, 2004).

Hepatositlerdeki mitokondriler disinda, sitozolde bulunan P450E1 (CYP2E1)
mikrozomal oksidasyon sistemi de, Ozellikle fazla miktarda alkol aliminda ve ilag
metabolizmas1 esnasindaki indiiksiyonla onemli bir serbest radikal kaynagi haline
gelebilmektedir. Hepatositin ¢esitli nedenlerle strese maruz kalmasi (alkol, ilag, hipoksi,
viral infeksiyon, immunolojik hasar) halinde serbestlesen oksijen radikalleri,
antioksidan defansin koruma kapasitesini astiklarinda hiicre hasar1 ve O6liimiine yol
acabilmektedirler. Bunun nedeni oksidatif potansiyelin ¢ok giiclii olmasi olabilecegi

gibi, antioksidan defansin zayiflig1 da olabilir (Sentiirk, 2004).



2.2. Serbest Radikaller

Elektronlar, her biri maksimum iki elektron tasiyan potansiyel alanlari
(orbitalleri) isgal eden negatif yiiklii partikiillerdir (Horenstein ve ark., 2000).

Serbest radikaller, ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar sonucu hiicre tarafindan
tiretilen, yapisinda eslesmemis elektron bulunduran, yiiksek oranda reaktif
molekiillerdir (Yamamoto ve ark. 1998).

Serbest radikallerin kimyasal varliginin ilk ortaya c¢ikisi, 1845 yilinda
(KSO3);NO (Fremy tuzu) olusumunda nitroksil radikalinin izolasyonu ile olmustur.
Serbest radikaller lizerine esas ilgi, 1900°1ii yillarda Gomberg’in trifenilmetil radikalinin
(OH;C") varligimi gostermesi ile olmustur. Serbest radikallerin varligina dair ilk gergek
belirti ise, 1969 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan, kirmizi kan hiicrelerinden
izole edilen, siiperoksitin dismutasyonunu katalizleyen, bakir tagiyan bir protein olan
eritrokupreinin kesfi ile olmustur (Mimic-Oka ve ark., 1999).

Radikaller, eslesmis elektron durumunu yeniden kazanmak i¢in diger
molekiillerle etkilesebilirler. Ornegin radikal hidrojen atomu, bir orbitalde eslesmemis
bir elektrona sahiptir. Iki hidrojen atomu birlestiginde elektronlarin1 paylasirlar ve daha

kararl1 hidrojen atomu olustururlar (Horenstein ve ark., 2000).
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Sekil 2.2. iki hidrojen radikalinin kovalent bag ile radikal dzellikte olmayan

molekiiler hidrojen olusturmasi (Horenstein ve ark., 2000).

Radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusur (Onat ve ark., 2002);

1. Kovalent bagin homolitik yarilmasi: Bir molekiilii olusturan kovalent
bagin homolitik yarilmasi sonucu eslenmis elektronlardan her birinin ayr1 par¢ada
kalmasi ile serbest radikaller meydana gelmektedir.

XY—>X+Y



2. Bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Molekiiliin yapisindaki atomlardan
birisinden elektron uzaklastirilmasi sonucu olusmaktadir.
X—>X +e-
3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi: Bir molekiiliin yapisina
elektron eklenmesi sonucu, reaktif 6zellik tasiyan yapilar olugsmaktadir.

X+e—>X"

Radikaller reaktif tabiatlarindan dolay1 in vivo’da kisa omiirliidiir ve olusur
olusmaz ¢evrelerindeki diger molekiillerle etkilesirler (Horenstein ve ark., 2000).

Serbest radikal reaksiyonlar1 viicutta ilerleyici, istenmeyen bir takim
degisiklikler yaratir. Bu degisikler normal yaslanma siireci ile az veya ¢ok tiim
insanlarda benzerdir. Bu ortak siire¢, genetik ve c¢evresel etmenlerin {izerine
eklenmesiyle kisiden kisiye farkliliklar gosterebilir ve zamanla giderek daha
farkedilebilir hale gelerek, bazi insanlarda hastaliklarin olusumuna yol acabilir (Derin

ve ark., 2001).

2.2.1. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Normal metabolizmada az miktarda serbest oksijen radikali olusur. Diyetteki
organik maddelerin (yaglar, karbohidratlar, proteinler) oksidatif yikim sirasinda,
indirgeyici ekivalentler molekiiler oksijene aktarilir. Tiiketilen oksijenin bir kismi (%1
civari) stabil su ve karbondioksit olusturmak yerine, siiperoksit ve stabil olmayan diger
oksijen tiirevlerinin olumuna yol agar. Hiicrede 6nemli miktarda bulunan siiperoksit
dismutaz, peroksidaz ve katalaz enzimleri ile birlikte, glutatyon ve diger antioksidanlar,
olusan bu oksijen radikallerinin zararlarin1 6nlerler. Normal metabolizma sonucu olusan
bu d6nemsiz miktarda serbest oksijen radikalinin yan1 sira, inflamasyon, doku iskemisi,
hiperoksi, baz1 ilaglar ve toksinler asirt miktarda serbest oksijen radikali olusumuna yol
acarlar (Fridovich, 1978; Ozben, 1989). Ayrica, organizmanin iyonize edici radyasyona,
oksitleyici Ozellik tasiyan ajanlara ve dogal durumda serbest radikal metabolitleri
olusturabilen ksenobiyotiklere maruz kaldig1 durumlarda da serbest radikaller meydana
gelir (Erden, 1992).

Mitokondrideki serbest radikal kaynaklar1 elektron tasima zincirindeki elektron
sizintilarinin  yaninda, monoamin oksidazlar tarafindan peroksit olusumudur.

Peroksizomlardaki serbest radikal kaynaklari cesitli flavin oksidazlar, endoplazmik



retikulumdaki kaynagi ise sitokrom P450’den elektron sizintisidir (Turunen ve ark.
2004).

Klinik uygulamalarda kullanilan bir¢ok preparat 6zellikle antineoplastik ajanlar,
aktiviteleri i¢in kinoid gruplar ya da metallere gereksinim duyan antibiyotikler oksijenin
serbest radikallerini agiga cikarabilirler. Bu preparatlarin kemoterapik etkilerinin ve
sitotoksik yan etkilerinin pek ¢ogu oksijeni siiperoksit radikallerine, hidrojen perokside

ve hidroksil radikaline indirgeme yeteneklerine baglanmaktadir (Erden, 1992)
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Sekil 2.3. Serbest radikaller ve hiicresel hasar
(http://www .allnaturalhealthylife.com/wp-content/uploads/2010/10/

wherefreeradicalscomefrom.jpg)

Serbest radikal olusturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olmak iizere iki

gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.1.) (Yanbeyi, 1999).



Cizelge 2.1. Hiicrelerde Serbest Oksijen Radikal Kaynaklari (Yanbeyi, 1999)

Endojen Kaynaklar Ekzojen Kaynaklar
Mitokondriyal Elektron Transport Zinciri Ilag oksidasyonlari
Mikrozomal Elektron Transport Zinciri Iyonize radyasyon
Kloroplast Elektron Transport Zinciri Giines 15181
Oksidan Enzimler: Ksantin oksidaz X-18101
Siklooksijenaz UV-1s1n1
Lipooksijenaz Is1 soku
Mono aminooksijenaz Glutatyonu okside eden maddeler
Fagositik hiicreler: Notrofiller Ortam havasi: Sigara duman
Monosit ve makrofajlar Ozon
Eozinofiller Kiikiirt dioksit
Endotelyal hiicreler Eksoz Gazlar
Oto-oksidasyon reaksiyonlart: Fe™, epinefrin

Bazi atomlar bir yoriingesinde tek elektron bulundurmalar1 nedeniyle radikaldir.
Ornegin; 6nemli bir hava kirliligi etkeni olan nitrit dioksit (NO,) ve nitrik oksit (NO) bu
tip radikallerdendir (Aslan ve Diindar, 1998). Demir, bakir, mangan, molibden gibi
gecis metalleri dis yoriingelerinde birer elektron tasimalarina ragmen radikal karakter
gostermezler (Aslan ve ark., 1995). Serbest radikal kabul edilen atom ve molekiiller,
elektron konfigiirasyonuna ek olarak termodinamik yapilan ve lokal kinetik

aktiviteleriyle degerlendirilir (Aslan ve ark., 1995; Byung, 1994).

2.2.2. Serbest Radikallerin Reaktivitesi ve Reaksiyonlari

Serbest radikallerin biyolojik reaksiyonlarini genel bir baslik altinda incelemek
oldukga giictiir. Ciinkii organizmanin yasami boyunca karsilastig radikal tiirleri siirekli
degisir (Erden, 1992).

Serbest radikaller, etkilesimde bulundugu herhangi bir molekiille derhal
reaksiyona girme yetenegindedirler. Radikal olustugunda ya diger radikallerle ya da
radikal olmayan molekiillerle reaksiyona girerler. Eger iki radikal karsilasirsa, bu defa

eslesmemis elektronlarini paylasirlar ve kovalent bag olusur (Mimic-Oka ve ark., 1999).
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Bir ya da birden fazla tek sayili elektron iceren serbest radikaller hiicrede ortaya
ciktiktan sonra atom transferini igeren bir takim radikal reaksiyon dizileri baslar. Hiicre
icinde bir diger onemli radikal reaksiyonu, doymamis baglara radikal eklenmesidir.
Serbest radikal reaksiyonlar1 ilerleyerek hiicresel hasarla sonuglanabilir. Bu tiir
reaksiyonlar sonsuz olarak siirebildigi gibi serbest radikalleri kaldiric1 ya da temizleyici
bilesiklerin etkisi ile ya kismen veya tamamen ortadan kaldirilabilirler (Erden, 1992).

Serbest radikallerin reaktivitesi, baslica difiizyon mesafesi ile ilgilidir. Ornegin;
hidroksil radikalinin ¢ok yiiksek reaktivitesi vardir ve yapildigi hiicre boliimiinden daha
uzaga difiize olmadan derhal reaksiyona girebilmektedir. Oysa siiperoksit radikali,
hidroksil radikalinden daha az reaktiftir ve bu yiizden aciga ¢iktig1 hiicre bdliimiinden
daha uzak noktalara rahatlikla difiize olabilir. Hidrojen peroksit mitokondrial
membranlar, peroksizomal membranlar ve plazma membranlarindan kolaylikla difiize
olarak toksik etkilerini, agiga ¢iktiklari noktadan daha uzak hiicre boliimlerine giiclii bir
sekilde gosterebilir (Erden, 1992).

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbondidrat ve enzim gibi
tim Onemli bilesenlerine karsi zararli etkiler gostermektedir. Mitokondriyonlardaki
permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybin1i ve trombosit agregasyonunu

artirmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984).

2.2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Oksidatif Stres

Canlilar i¢in oksijen, bir yiizii 1y diger yiizii kotli denilebilecek “ikiyiizli” bir
bilesik olarak nitelenebilir. Molekiiler oksijen biitiin canlilar icin toksik etkide olup,
atmosferdeki degerinin %20 civar1 artmasi, toksisite ile kendini gosterir (Fridovich,
1978).

Organizmalarda bir¢ok tipte serbest radikal olusabilir, ancak bunlar icerisinde
serbest oksijen radikalleri en yaygin olanlaridir (Bay, 2001). Serbest oksijen radikalleri
ya da daha bilinen adiyla reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri ile birlikte
sagliga hem zararli hem faydali roller oynayan molekiillerdir (Valko ve ark., 2006).
Canliligin devaminin zorunlu bir pargasi olan oksijen radikalleri, sayisiz enzimatik
reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar i¢in gereklidirler. Ancak, her bir radikalin yapis1 ve
etkili oldugu yere gore hiicresel hedefler risk altindadir (Erden, 1992).

Reaktif oksijen tiirlerinin ikiyiizlii karakteri, kanser hiicrelerinin onkojenik

fenotipinin uyarilmasi ve devamlilig ile ilgili hiicresel sinyal mekanizmasinda ikincil
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mesajci olarak davranmalarinin kanitlanmasi ile dogrulanmaktadir. Reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin gerek i¢ kaynakl, gerekse dis kaynakli olarak giderek artan iiretimi
oksidatif stres olarak tanimlanir ve hiicresel sinyal iletiminin degisen redoks
diizenlemeleri ile bagintili ¢ogu kanser tipinde ortaktir. Oksidatif stres, normal
hiicrelerden farkli olarak bir¢ok kanser hiicresinde mevcut oldugu bulunmus hiicresel
bir redoks dengesizligini uyarir. Bu yiizden redoks dengesizligi ile onkojenik uyarilma

baglantili olabilir (Valko ve ark., 2006).

Normal Oksijen Atomu Serbest Radikal Zincir Reaksiyonu

= —N Tetikler

- m O : -~y
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ile Serbest Radikal Olusumu

Sekil 2.4. Reaktif oksijen ve membranda zincir reaksiyon
(http://www.antioxidants-health-guide.com/images/how-antioxidants-fight-free-

radicals.jpg)

Molekiiler oksijen, aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica
kaynagidir. Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sira-
sinda negatif yiiklii bir ara iriin olan siiperoksit radikali (O, ) a¢iga ¢ikar. Bu
radikalden kendiliginden ya da enzimatik dismutasyon ile ikinci bir ara iiriin olan
hidrojen peroksit olusur. Yine siiperoksit radikalinin yer aldigir bir dizi reaksiyon
sonucu, 6zellikle mitokondri i¢inde bir diger radikal, hidroksil radikali (HO") meydana
gelir (Erden, 1992). Mitokondrideki oksijenli solunumda oldugu gibi bir¢ok anabolik ve
katabolik islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kagislar1 olur
ve bu sirada reaktif oksijen partikiilleri olusur. In vivo ortamda reaktif oksijen

partikiillerinin kaynaklari, Cizelge 2.2°de (Cavdar, 1997) goriilmektedir.
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Cizelge 2.2 Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynalar1 (Cavdar, 1997)

I - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
IT - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite -intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aliskanlik yapan maddeler
c-) ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz
b-) Indolamin dioksigenaz
c-) Triptofan dioksigenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit,
makrofaj, eosinofil, endotelyal hiicreler)

6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara

Oksijen radikallerinin fazla yapiminin neden oldugu etkilerin toplami “oksidatif
stres” olarak adlandirilir. Oksidatif hasar ise, siiperoksitten kaynaklanan radikaller ile
nitrik oksidin reaktif tiirlerinin neden oldugu hasarlarin bir toplamidir (Kiling, 1985).
Oksidatif stresin ana kaynagi reaktif oksijen tiirleridir. Hiicre dis1 reaktif oksijen
tirevleri temel olarak oksijen ve gecis metali iyonlar1 arasindaki etkilesimlerden
kaynaklanmakta iken, hiicre i¢i kaynaklar ise oksijenin metabolize edildigi mitokondri
ve peroksizom gibi organellerdir (Kagan, 2001). Reaktif oksijen tiirleri, Cizelge 2.3.’de
(Pokorny ve ark., 2001) gosterilmektedir.
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Cizelge 2.3 Reaktif Oksijen ve Iliskili Tiirevleri (Pokorny ve ark., 2001)

Radikaller Radikal Olmayanlar

0y Stiperoksit H,0, Hidrojen peroksit

HO' Hidroksil '0, Singlet oksijen

HO, Hidroperoksil 03 Ozon

L Lipid radikali LOOH Lipid hidroperoksit

LO, Lipid peroksil Fe=0O Demir-oksijen
kompleksleri

LO’ Lipid alkoksil ~0Cl1 Hipoklorit

NO, Azot dioksit

‘NO Nitrik oksit

RS’ Tiyil (Thiyl) radikali

P’ Protein radikali

Reaktif oksijen tiirleri, hiicresel hasarlardan sorumlu ana etmenlerdir. Aktif
oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin, lipid peroksidasyonu, protein modifikasyonu,
enzim inaktivasyonu, DNA zincir kiriklart ve baz modifikasyonlarini uyardiklar1 ve
oksidatif hasara neden olduklar1 gdsterilmistir (Camougrand, 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin diizeyi, yaslanma siireci ile paralel bir artig gosterir.
Yasglanma ile protein karboksilasyonunun artis1 ve katalize edici tiim enzimlerin

azalmasinin bu dengesizlikte onemli rolleri vardir (Cavdar, 1997).

2.2.3.1. Siiperoksit (0, )

Reaktivitesi zay1f bir serbest radikal olan siiperoksit anyonu, molekiiler oksijenin
bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksit olusumu 6zellikle
mitokondri i¢ zarindaki solunum zincirinde elektrondan zengin aerobik ortamda
kendiliginden meydana gelir. Siiperoksit radikali, ksantin oksidaz ve bir grup
flavoenzimler tarafindan olusturulmaktadir. Diger siiperoksit iireten enzimler ise
lipooksijenaz ve siklooksijenazdir. Fagositik hiicrelerin NADPH bagimli oksidaz enzim
kompleksi fazla miktarda siiperoksit radikali olusturmaktadir. Tki molekiil siiperoksit
molekiilii siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan hizla hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijene doniisiir (Nordberg ve Arner, 2001).
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Siiperoksit, yasayan organizmalarda bulunan degisik sistemler tarafindan
olusturulabilir. Ornegin; mitokondriyal elektron tasima zincirinde akan elektronlarin bir
kac1 sitokrom c¢ oksidaza varmadan dogrudan molekiiler oksijene (O,) akar ve
stiperoksit radikali olugur (Halliwell, 1987).

Ortamda biriken siiperoksit radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler
asagidaki gibi (Halliwell, 1984; Var, 1999) 6zetlenebilir.

1- Ortamdan bir proton alarak perhidroksi (HO,") radikali olusturabilir.

0,” + H—> HO;,

2- Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali ile birlikte hidrojen peroksit

(H,0,) olusturabilir.

0, +HO, + H—> H,0, + O,

3- H,0; ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen ('O,)

olusturabilir.

0,” +H,0, —>'0, + OH" + OH’

4- Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.

0,” +OH —> !0, + OH™

2.2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

H,0, yapisinda eslesmemis elektron tasimadigindan dolay: bir serbest radikal
degildir. Bununla birlikte yiiksek pKa degerine sahip oldugundan, nétral ve asidik
kosullarda net yilik tasimadigindan dolay1 biyolojik membranlar1 kolayca gecebildigi
icin dnemlidir (Nordberg ve Arner, 2001; Cebi, 2002).

Hidrojen peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, Cu, Fe gibi
metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak davranmasidir. Hidrojen
peroksit, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek
yiiksek oksidasyon diizeyindeki ferril-demir (Fe') ve perferril-demir (Ferril")
olusumuna neden olur. Bu formdaki reaktif demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip
olup, hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir (Cebi,
2002).

Hidrojen peroksit iki yol ile olusur (McCord, 2000).

1- Oksijenin iki elektron ve iki protonla indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikar.

O, +2e-+2H —> H,0,
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2- Biyolojik sistemlerde siklikla goriilen siiperoksidin iiretimi yoluyla, iki
siiperoksit anyon radikali birbiriyle, hidrojen peroksit ve oksijeni verecek
sekilde reaksiyona girerler. Siiperoksit radikallerinin temizlendigi bu
tepkimeye dismutasyon tepkimesi denir. Bu reaksiyon siiperoksit dismutaz
(SOD) tarafindan veya spontan olarak olusabilir.

20," +2H — H,0, + 0,

Hidrojen peroksit, nétrofil fagozomlarinda bulunan myeloperoksidaz enziminin
katalizorliigiinde ¢ok reaktif bir serbest oksijen radikali olan hipoklorit ( OCI)
olusumuna sebep olur.

H'+CI' + H,0, —> H + ~0Cl + H,0

H,0, ayrica, gecis metallerinin varliginda en dnemli serbest oksijen radikali olan
OH’ radikalinin olusumunu saglar. H,O, nin diger 6nemli bir gorevi de hiicre i¢i sinyal
molekiilii olarak rol almasidir. H,O, olustuktan sonra katalaz, glutatyon peroksidaz ve

peroksiredoksin enzim sistemlerii tarafindan uzaklastirilir (Nordberg ve Arner, 2001).

2.2.3.3. Hidroksil (HO")

Biyolojik sistemlere diger reaktif oksijen tiirlerinden daha fazla hasar veren
hidroksil (HO"), biyomolekiillerle reaksiyona girebilen, dogadaki en reaktif, giiclii bir
radikaldir. Olugmas1 i¢in ortamda gecis metalleri gereklidir (Halliwell, 1987; Nordberg
ve Arner, 2001).

HO" olusturmanin en basit yolu, su molekiiliinii yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz birakmaktir. Su molekiilii ikiye ayrilir ve HO™ radikali olusur
(Halliwell, 1987). Is1 veya iyonize radyasyon sonucu H,O,’deki O-O bagmin hemolitik
pargalanmasi da iki hidroksil radikali meydana getirmektedir (Ince, 2003).

Hiicrede bulunan sekerler, aminoasitler, fosfolipidler, DNA bazlar1 ve organik
asitler gibi molekiillerin hemen hemen tiimii, hidroksil radikalleri ile oldukg¢a hizli
reaksiyon verirler (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Hidroksil radikallerinin reaktivitesi
epeyce yiiksektir ve canli sistemlerde olustugunda ¢evresindeki tiim biyolojik
molekiillerle etkilesirler. Bunun sonuncu olarak farkli reaktivitelere sahip ikincil
radikaller meydana gelir (Anbar ve Neta, 1967).

HO® radikali canli hiicrelerde bulunan biitin molekiillerle reaksiyona

girebilmektedir. Lipit peroksidasyonunu baglatabilir, DNA iplik¢iklerinde kirilmalara
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neden olabilir ve hemen her organik molekiilii ayrim yapmaksizin okside edebilir

(Cheeseman ve Slater, 1993; McCord, 2000).

2.2.4. Serbest Radikallerin Zararlari

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
tim Onemli bilesenlerine karsi zararli etkiler gostermektedirler. Mitokondrideki
gecirgenligini bozar, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirir
(Ince, 2003).

Artan reaktif oksijen radikallerinin zararlar su sekilde siralanabilir (Cavdar,
1997):

e DNA'y1 tahrip ederler.

¢ Hiicre i¢i yararli enzimleri inaktive ederler.

¢ Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik
enzimleri aktive ederler.

¢ Hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini bozarlar.

e Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar.

¢ Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar.

e Trombosit agregasyonunu arttirirlar.

e Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar.

e Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar.

DNA mutasyonu, kanser olusumunda kritik bir siirectir. Artan oksidatif DNA
hasar1 birgok tiimérde bildirilmistir ve kanserin seyrinde siddetli hasarlar
kapsamaktadir. (Valko ve ark., 2006).

Serbest radikaller; proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz,
lipooksijenaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri
aktiflestirirken, a-l-antitripsin gibi bazi savunma sistemlerini inaktive ederler (Halliwell
ve Gutteridge, 1984).

Serbest radikallerin zararli etkilerinden bir digeri olan lipid peroksidasyonu, ¢ok
zararl bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan membran yapisina ve dolayli olarak reaktif
aldehitler tireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir. Bu sekilde bir¢ok hastalifa ve

doku hasarina sebep olur lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi yiiziinden
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reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerle meydana gelir (Halliwell ve

Gutteridge, 1984).

2.2.4.1. Lipit Peroksidasyonu ve Malondialdehit (MDA) Olusumu

Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipit peroksidasyonu olarak bilinir ve
olduk¢a zararhidir. Peroksidasyon, kendi kendini devam eden bir zincir reaksiyon
seklinde ilerler ve meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Sar1, 2008)

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller, membran fosfolipitlerindeki doymamis
yag asitlerinin varlig1 dolayisiyla oksidatif saldirilara duyarhdirlar. Serbest radikal
reaksiyonlarin ilk hedefi membran lipitlerindeki doymamis baglardir. Membrandaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girerek peroksidasyon iirlinleri olustururlar. Meydana gelen peroksidasyon, membran
akiciliginda, reseptor dizisinde ve hiicresel dayanma potansiyelinde diismeye neden olur
(Baykal ve Kocabalkan, 2000).

Lipit peroksidasyonu, hiicre membraninin g¢evresinde oksijen tlirevli serbest
radikaller olustugunda meydana gelir ve serbest radikal etkisi sonucu membran
yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirindeki a-metilen gruplarindan hidrojen
atomunun uzaklastirilmasi ile baslar. Biyolojik sistemlerde bu radikalin siiperoksit veya
hidroksil oldugu kabul edilmekte, lipid peroksidasyonunda asil etkili radikalin hidroksil
oldugu kabul edilmektedir (Akkus, 1995; Horenstein ve ark., 2000). Yag asidi
zincirinden hidrojen atomunun uzaklagsmasi, bu yag asidi zincirinin radikal niteligi
kazanmasina neden olmaktadir. Olusan lipit radikali, dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi
degisiklige ugramaktadir. Oncelikle, molekiil ici ¢ift bag aktarilmasi ile dien
konjugatlar1 olusmaktadir. Daha sonra lipit radikalin oksijen ile reaksiyona girmesiyle
lipit peroksil radikali (LOO’) meydana gelir. Bu radikal de zardaki doymamis yag
asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta ve kendileri de
aciga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlere doniismektedir. Bu olay
kendi kendini katalizleyerek devam eder (Akkus, 1995; Uysal, 1998) Ortamda bulunan
demir ve bakir iyonlar1 lipid peroksidasyonunu hizlandirir. Lipid radikaller yiiksek
derecede sitotoksik iiriinlere de dontisebilir (Erden, 1992).

Asagida lipid peroksidasyonunun safhalart goriilmektedir (Sekil 2.5) (Sar,
2008).
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Sekil 2.5. Lipid peroksidasyonu (Sari, 2008)

Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan {iriinler arasinda en ¢ok bilineni, aldehit
grubu bir bilesik olan malondialdehittir (MDA). Malondialdehit, ii¢ ya da daha fazla ¢ift
bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonunda meydana gelir (Erden, 1992).

Malondialdehit, membran  bilesenlerinin  ¢apraz  baglanmasina  ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bu da membran akiskanliginda azalmaya, deformasyona,
spesifik olmayan iyon geciskenliginde artisa, membrana bagli enzimlerin
inaktivasyonuna neden olur ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik
membran ozelliklerini degistirir. Bu etkiler malonaldehitin ni¢in mutajenik, genotoksik
ve karsinojenik oldugunu agiklar (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Sayet lipit
peroksidasyonu sonlanmazsa bu zincir reaksiyon, hiicre membranlarinin yikimina,
kompartmanlagmanin bozulmasina ve lipozomal enzimlerin salinarak hiicrenin otolizine
neden olur (Mimi¢-Oka ve ark., 1999).

Hemoglobin ve miyoglobin gibi hem iceren proteinler de hidrojen peroksit
varliginda lipid peroksidasyonunu iki mekanizma ile uyarabilirler (Cavdar, 1997):

1- Proteinler ve hidrojen peroksit reaksiyonu ile OXO - hem radikali olusur
(6zellikle tirozin peroksi radikali). Bu ise lipid peroksidasyonunu uyarir.

2- Asiri hidrojen peroksit, miyoglobin ve hemoglobine etki ederek serbest demir

iyonlarinin agiga ¢ikmasina neden olur. Serbest demir iyonlart ise lipid
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peroksidasyonunu uyarir. Lipit peroksidasyonu, lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve
diger karbonil bilesiklere doniisiimii ile sona ermektedir.

Lipid peroksidasyonunun organizmadaki etkilerinden bazilar1 (Baykal ve
Kocabalkan, 2000;

e Lipit peroksidasyonu sonucu membran akigkanlig1 azalir ve normalde hiicre
icine gecemeyen maddelerin hiicre i¢ine girigleri artar.

e Lipit peroksitler ve alkoksil radikaller, triptofan ve sistein gibi protein
kisimlarina ataklar yaparak protein yapisini bozar ve hasar meydana getirirler.

e Lipit peroksidasyonu sirasinda aktiviteleri igin siilfidril ve amino grubuna
gereksinim duyan, 6zellikle hormonal uyarilara hiicrenin cevap verme imkani
saglayan ylizey reseptorlerini inhibe ederler (G6P-az ve Na-K ATPaz gibi)

e Hiicre membranina yakin yerlesimdeki DNA molekiilleri de lipit
peroksidasyonundan hasar goriirler ve bazen DNA’nin replikasyonu yapilamaz.
e Baz aldehitler biyolojik sivilarda kemotaktik etki gosterirler.

e MDA gibi aldehitler, diisiik yogunluklu lipoproteinleri modifiye ederek
metabolik yolu degistirebilirler.

Lipid peroksidasyonu; yaslanma, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser basta olmak
lizere bircok hastalikta 6dnemli rol oynamaktadir. Bir¢ok ¢alismada, tlimorlerde lipid
peroksidasyonunun arttig1 belirlenmistir (Demir, 2008).

MDA, lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar fakat spesifik
degildir. MDA miktari, tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile 6l¢iilmekte ve bu yontem lipit
peroksidasyonu  diizeyinin  saptanmasinda  siklikla  kullanilmaktadir.  Lipit
hidroperoksitlerinin parcalanmasi ile olusan etan, biitan ve pentan gibi gazlarin tayini
de, son yillarda lipit peroksidasyonun Olgiilmesinde  gosterge  olarak

degerlendirilmektedir (Halliwell, 1996).
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2.3. Antioksidanlar

Evrim siiresince tiim organizmalar serbest radikalleri inaktive etme zorunlulugu
ile kars1 karsiya gelmislerdir. Bu nedenle oksidatif ataklardan kendilerini korumak i¢in
cesitli yollar gelistirmislerdir (Leutner ve ark., 2001). Serbest radikaller normal
metabolizma siirecinde de olustugundan, tiim aerobik hiicreler bunlarin yipratici
etkilerinden koruyacak mekanizmalara sahiptir. Hiicreler serbest oksijen radikallerini ve
bunlarin metabolitlerini ortadan kaldiracak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
ve serbest radikal toplayici sistemlerle donatilmistir (Derin ve ark., 2001).

Antioksidanlar, diger molekiillerin oksidasyonunu onleme ya da yavaslatma
yetenegine sahip bilesiklerdir (Suhaib, 2008).

Hiicrelerde, oksidanlar1 inaktif hale getirerek oksidatif hasar1 dnleyen, yok eden
veya kismen azaltan maddelere antioksidan adi verilmektedir. Tiim antioksidanlar
etkilerini baslica dort farkli sekilde gerceklestirmektedir (Onat ve ark., 2002);

1.Antioksidan enzimler, oksidanlari tutarak daha zayif bir molekiile
doniistiiriirler.
2.Antioksidan vitaminler ve flavonoidler, oksidanlara bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getirirler.
3.Oksidanlarin olusturdugu hasar1 onarirlar.
4.Cesitli oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engellerler.
Bir serbest radikalin antioksidan tarafindan nasil nétralize edildigi Sekil 2.6.’da

verilmektedir.
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Serbest radikalin antiok sidan ile notralize edilmesi

Sekil 2.6. Serbest radikalin antioksidan ile notralize edilmesi

(http://www.medicalinsider.com/images/freeradical.gif)
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Normal kisilerde antioksidan savunma sistemi serbest radikallerin diisiik durgun
durum konsantrasyonlarinda kalmalarin1 saglar. Bu savunma sistemi organizmada
oksidan stresin arttig1 bazi klinik durumlarda da aktivitesini artirarak koruyucu
etkinligini stirdiirmeye calisir. Ancak, serbest radikallere uzun siire maruz kalinmasi
hiicresel hasar1 6nlemede yetersizlikle sonuglanir (Erden, 1992; Camougrand ve
Rigoulet, 2001).

Antioksidasyon, asagida verilen bir zincir reaksiyon seklinde ifade edilebilir
(Suhaib, 2008).

R-H—> R'+H
R"+0=0 —> ROO’
ROO" + R-H—> ROOH + R’
R'+R"—> R-R

Zincir reaksiyonun sonlandirilabilmesi i¢in iki yol vardir. Bunlardan ilki serbest radikal
olusumunu geciktirebilen reaktiflerin eklenmesi, ikincisi ise antioksidan olarak tanimlanan
serbest radikal akseptorlerinin eklenmesidir (Suhaib, 2008).

Antioksidanlar, agagidaki kriterlere gore siniflandirilabilir (Yalgin, 1998):

Cizelge 2.4. Antioksidan Enzimlerin Siniflandirilmasi (Yalgin, 1998)

1. Yapilarina gore

a. Enzim karakterli antioksidanlar

b. Enzim karakterli olmayan, kii¢iik molekiiller
2. Kaynaklarmna gore

a. Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)

b. Disaridan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3. Coziiniirliiklerine gore

a. Suda ¢ozilinenler

b. Lipidlerle ¢6ziinenler
4. Yerlesimlerine gore

a. Hiicre i¢inde bulunanlar

b. Plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar

Antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidanlar olarak iki grupta incelenebilir.
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2.3.1. Dogal Antioksidanlar

Viicutta serbest radikaller meydana geldiginde organizmay1 oksidatif stresten
korumak i¢in dogal antioksidan sistem devreye girer. Birinci defans hattini, peroksidaz
ve metal baglayan proteinlerin siipresyonu ile serbest radikallerin meydana gelmesini
onleyen antioksidanlar olusturur. Ikinci defans hattini, C vitamini ve E vitamini gibi
radikal temizleyici antioksidanlarin zincir reaksiyonun baglamasini inhibe etmesi ve
yaytlimin1 dnlemesi olusturmaktadir. Ugiincii olarak da hasar1 onarma ve eski haline
getirmeye ¢alisan onarict ve yeniden yapilandirici enzimler (lipazlar, proteazlar, DNA
onarict enzimler ve transferazlar gibi) defansta rol alirlar. Asagidaki sekilde dogal

antioksidan gruplari ve gorevleri belirtilmektedir (Willcox ve ark., 2004)

ONLEYICT RADIKATL TOPLAYICT ONARICI ETKILI
ANTIOKSIDANLAR ETKILI ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
+SOD . Vit O « VitE « Lipaz
+ GPX +Trat + Ubiquinel + Proteaz
+ Metal « Albumin + Kavotenidler +« DINA onanc enzimler
baglayic « Flavonoidler + Transferazlar
protein
Radikal Zimeir Enik zincir Hasar onarmm
olusumunun baslangiemin yayllnm/zmeir Dokularm yeniden
supresyonu baskilamnasi sonlanmasi yapilammasi
' : ' ' i
: i : H 1
1 1 i 7 :
L] 1 1 I 1
i : 1 / 1
v

AGT A o y y v TPl i (-'j:R v A G v 4 -
B.—\I:‘.'L.—\TI(_I=D SERBEST =D LIPID ZH:’I . =D HASAR :} HASTALIK
RADIKAL RADIKATLTL OKSIDASYONU

Sekil 2.7. Dogal antioksidan gruplari ve gorevleri (Willcox ve ark., 2004)

Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yine viicutta daima
belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Boylece saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin
bunlan etkisizlestirme giici bir denge i¢indedir. Oksidanlar belirli diizeyin iizerinde

olusur veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge bozulursa séz konusu oksidan
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molekiiller organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbohidrat, niikleik asitler
ve yararli enzimleri bozarak zararli etkilere yol agarlar (Halliwell, 1991b).

Dogal antioksidanlar yiiksek koruma saglayabilmek i¢in beraber ¢alisirlar. Dogal
antioksidan, bir serbest radikali indirgediginde, kendisi zayif bir serbest radikal olur ve
bir diger antioksidan kendisinin yenilenmesinde yardimci rol oynar (Suhaib, 2008).

Insanda baslica hiicre igi dogal antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. Siiperoksit dismutaz’in
yapisinda bakir, ¢inko ve manganez; glutatyon peroksidaz’in yapisinda ise selenyum
iyonu bulundugundan bu enzimler metaloenzim olarak da adlandirilirlar. (Halliwell,
1991a). Antioksidan enzimlerin, biyolojik makromolekiilleri oksidatif hasardan koruyan
primer defans mekanizmasi oldugu diistintilmektedir (Leutner ve ark., 2001).

Baslica hiicre i¢i enzimatik antioksidanlarin etki mekanizmasi, Sekil 2.8°de

gosterilmektedir (Celebioglu, 2005).
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Sekil 2.8. Hiicre i¢i enzimatik antioksidanlarin etki mekanizmasi (Celebioglu, 2005)

A, C, E vitaminleri de antioksidan etkilidirler. Serbest oksijen radikallerini
notralize eden en giiclii antioksidan olan E vitamini, membran fosfolipidlerinin ve
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna engel olur, membran lipidlerinin
stabilitesini arttirir. E vitamininin hiicre zarinda ozellikle serbest radikal olusturan

enzimlere yakin bolgelerde bulundugu diisiiniilmektedir. E vitamini kadar giicli etkide
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olmamakla birlikte, A ve C vitaminilerinin de antioksidan etkileri vardir (Derin ve ark.,
2001).

Hiicre i¢i ortamin aksine hiicre dis1 ortamda enzimatik antioksidan sistemin
aktivitesi sinirlidir. Bu nedenle hiicre disi ortamda antioksidan savunmadan baslica
olarak E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin, seruloplasmin, albumin, bilirubin, tirik
asit, glukoz, sistein, trakeobronsial mukus, B-karoten ve -1 antitripsin sorumludur

(Halliwell, 1991a).

2.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) (EC, 1.15.1.1.)

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri, siiperoksit radikalini hidrojen perokside
doniistiiren dismutasyon reaksiyonunda etkili metalloprotein yapisinda enzimlerdir.
(Erden, 1992). insan hiicrelerinde 6zellikle sitozolde bulunan bakir ve ¢inko iyonu
iceren SOD (Cu,Zn-SOD) ile manganez iyonu igeren mitokondrial SOD (Mn-SOD)
olmak iizere SOD’un iki izoenzimi bulunur (Cavdar, 1997). Fareler iizerinde yapilan
arastirmalarda, MnSOD bakiminda eksik farelerin dogduktan kisa bir siire sonra
oldiikleri, Cu,Zn-SOD bakimindan eksik farelerin ise yasadiklar1 fakat diisiik fertiliteye
sahip olduklar1 goriilmiistiir (Wells ve ark., 1990; Padayatty ve ark., 2003).

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonu ile ya da direkt olarak olusan hidrojen
peroksit ise glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleri tarafindan suya dontstiiriilerek
detoksifiye edilir (Cavdar, 1997).

Stiperoksit dismutaz’in ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 2.9°da goriilmektedir.

Sekil 2.9. Siiperoksit dismutaz
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0b/SOD.gif)
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Genel olarak siiperoksit dismutaz enzim sistemi, antagonist etkili olmaktan ¢ok,
organizmay1 serbest radikal hasarina karst koruyucu bir sistemdir. Katalaz ve
peroksidazlar, hidrojen peroksidin durgun durum konsantrasyonunu diisiirmeye yardim
ettikleri icin serbest radikal temizleyicileri olarak kabul edilirler. Stiperoksit dismutaz,
katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleriyle beraber ¢alismaktadir (Erden, 1992)

SOD, organizmada oksidatif stresin arttif1 bazi1 klinik durumlarda aktivitesini
arttirarak koruyucu etkinligini siirdiirmeye calisir. Ozellikle diger enzimatik radikal
temizleyicilerin aktivitelerinde azalmanin s6z konusu oldugu klinik durumlarda SOD
aktivitesinin arttigt c¢esitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir.  Siiperoksit
dismutaz’in koruyucu etkisi, klinik caligmalara yeni ufuklar agmistir. Gerek cesitli
hastaliklarin patogenezinde serbest radikallerin yeri, gerekse siiperoksit dismutaz’in bu
hastaliklarda profilaktik ve terapik olarak kullanimi, son yillarda bir¢ok ¢alismanin en

popiiler konular1 arasina girmistir (Erden, 1992).

2.3.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) (EC, 1.11.1.19)

Substrat olarak glutatyonu (GSH) kullanan glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
hidrojen peroksit ve lipid hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayarak memeli
hiicrelerini oksidatif hasara karsi koruyan bir selenoenzimdir (Mates, 1999).

Peroksidazlar hem grubu ihtiva eden proteinler olup, katalizledikleri reaksiyonla
hidrojen peroksidi, H,O ve O,’e ayirmaktadirlar. Bagka bir deyisle, substrattan aldiklar
elektronlarin H,O, e tasinmasini kataliz etmektedir (Goziikara, 2002).

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyuma bagli ve bagimsiz iki izomeri
mevcuttur. Selenyuma bagli izoenzimi selenosistein formunda bulunmaktadir. Bu enzim
hem hidrojen peroksiti hem de organik peroksitleri indirgeyebilir. Selenyumdan
bagimsiz GSH-Px ise hiicrenin mitokondri (%30) ve sitosol (%70) fraksiyonlarinda
lokalize olup, yalnizca lipit hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir (Seven ve
Candan, 1996).

Glutatyon peroksidaz’in ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 2.10°da goriilmektedir.
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Sekil 2.10. Glutatyon peroksidaz
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/86/GlutPeroxidase-1GP1.png)

Asagidaki sekilde (Sekil 2.11), siiperoksit dismutaz, glutatyon rediiktaz ve
glutatyon peroksidaz’in rol aldig1 glutatyon dongiisii gosterilmektedir. Hidrojen peroksit
suya indirgenirken, rediikte glutatyon (GSH) glutatyon peroksidaz’in katalizorliiglinde
okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Glutatyon rediiktaz, NADPH’in elektronunu
kullanarak okside glutatyonu rediikte formuna geri doniistiiriir (Erden, 1992; Cavdar,

1997).

Serhest H,0,
Radikaller
Siiperoksit GRSG .
Dismutaz OESIDE FORM
Glutatyon
Peroksidaz
H,0O r NADF

Glutatyon
Rediiktaz

REDUKTE FORM GSH

Hiicresel
Enerji

NADFH

Sekil 2.11. Glutatyon dongiisii (Erden, 1992)
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Rediikte glutatyon (GSH), antioksidan savunma sisteminin normal isleyisi
sirasinda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile okside glutatyona (GSSG) doniistiiriilerek,
hidrojen peroksit detoksifiye edilir. Ayrica glutatyon rediiktaz da, hidrojen peroksiti
rediikte glutatyona doniistiirerek hidrojen peroksitin detoksifikasyonuna katkida
bulunmasindan dolay1 6nemlidir (Cavdar, 1997).

Kirmizi kan hiicrelerinde hemoglobinde bulunan demir normal olarak +2
degerliklidir. Fakat hidrojen peroksit tarafindan +3 degerlikli hale doniistiiriilmektedir.
Bu durumdaki hemoglobin, methemoglobin adi verilen forma gecer ve oksijen tasima
kapasitesi mevcut degildir. Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksit kullanarak
hemoglobinin methemoglobin haline doniismesini engellemektedir (Erden ve Bor,

1984).

2.3.1.3. Katalaz (CAT) (EC, 1.11.1.6.)

60 kDa agirhiginda dort adet tetrahedral alt {inite iceren katalaz, 4 adet

ferriprotoporfirin’den olugmaktadir.

Sekil 2.12. Katalaz
(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/86/PDB_7cat EBIL.jpg)

Yukanidaki sekilde (Sekil 2.12), katalaz’in {i¢ boyutlu yapis1 goriilmektedir.
Katalaz enziminde demir atomu aktif merkezin bir parcasidir ve kataliz olayina bizzat
katilmaktadir. Basit demir tuzu olan demir siilfat (FeSO4) baz1 katalitik aktiviteler

gostererek hidrojen peroksidi su ve oksijene yikmaktadir. Porfirin halkasinin ve katalaz
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enziminin protein kisminin, demirin katalitik aktivitesini artirdigina inanilmaktadir
(Goziikara, 2002). Katalaz, siiperoksit dismutaz’in (SOD) olusturdugu hidrojen
peroksidi, oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizleyen bir hem-enzimdir (Mates,

1999).

2H,0; -------- Katalaz------ >2H,0 + O,

Katalaz diisiik hizlarda hidrojen peroksitin olustugu durumlarda veya ortamda

yiiksek miktarda elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif tepkime ile;

(1) H,O, + AHj --------==----- >2H,0+ A
(2) 2H,05 ------=-------- >2H,0 + O,

reaksiyonunu katalizler (1). Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu
durumlarda ise katalitik tepkimeyle hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan
uzaklagtirmaktadir (2) (S6zmen, 2002).

Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, miikoz membranlar,
karaciger ve bobrekte yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Katalaz, hiicrelere gelen
hidrojen peroksidi yikarak organizmayi toksik etkiden korumaktadir (Goziikara, 2002).

Katalaz ve peroksidazlar hidrojen peroksidin durgun durum konsantrasyonunu
diisiirmeye yardim ettikleri i¢in serbest radikal temizleyicileri olarak kabul edilirler.
Boylece hidrojen peroksidin sitotoksik giicli biiylik 6l¢iide intraselliiler katalaz ve
peroksidaz aktivitelerinin ve hidrojen peroksidi hidroksil radikaline indirgeyebilen gecis
metallerinin bir fonksiyonu olmaktadir. Katalaz ve glutatyon peroksidazlarin selliiler
aktivite farklar1 heniiz tanimlanmamis olmakla birlikte peroksizomlarin yiiksek katalaz

aktivitesine sahip olduklar1 bilinmektedir (Sugmo ve ark., 1987; Gaetani ve ark., 1989).

2.3.2. Sentetik Antioksidanlar

Dogal antioksidanlarin ¢ogu besin maddelerinde bulunmakla birlikte zayif
antioksidan kapasiteye sahiptirler. Bu nedenle belirgin antioksidan kapasiteye sahip
bir¢ok bilesik gelistirilmis ve besinsel olarak satisa sunulmustur. Bu antioksidanlardan

en bilinenleri bagta TBHQ olmak tlizere BHT, NDGA ve propil gallattir (Suhaib, 2008).



29
2.4. Koenzim Q

Koenzim Q viicut tarafindan dogal olarak sentezlenen, organik, yagda ¢oziinen,
vitamin benzeri bir benzokinon bilesigidir. Bir diger adi olan ubikinon (ubiquinone),
“her yerde bulunan kinon” manasina gelmektedir (Kuchel, 1998; Crane, 2001).

Koenzim Q, ilk kez 1957’de Frederick Crane tarafindan sigir kalp kasi
mitokondrisinden izole edilmis, kimyasal yapist ise 1958’de Karl Folkers tarafindan
tanimlanmistir. Koenzim Q’nun mitekondri disinda diger membranlarda da var oldugu,
1962 yilinda T. Ramasarma tarafindan bulunmustur. Koenzim Q’nun da rol aldigi
hiicresel enerji liretim mekanizmasinin kesfi, Peter Mitchell’a 1978 Nobel Kimya
Odiiliinii kazandirmistir (Sinatra, 1998).

Glinlimiizde pek ¢ok yeni fonksiyonu kesfedilmekte olan koenzim Q’nun en iyi
bilinen fonksiyonlari, mitokondriyal elektron tasima zincirindeki rolii ve 6nemli bir
antioksidan yenileyici olarak goérev yapmasidir. Yeterince aciklanamamis olan diger
fonksiyonlart ise, hiicresel redoks durumlarinin kontrolii ve sinyallerin iiretiminde
yiikseltgen olarak islev gormesidir. Transmembran elektron sistemine katilarak,
vezikiillerin i¢ine ya da hiicrenin disina azalan miktarda elektronlar1 tasiyabilir. Bunun
yaninda koenzim Q’nun plazma membraninda ve endomembranlarda bir proton
gradienti olusumunda rol oynadigina dair kanitlar da mevcuttur. Ek olarak, koenzim
Q’nun membran yapisi ve fosfolipid durumunun kontroliinde yer aldigi

diistiniilmektedir (Crane, 2001).

2.4.1. Koenzim Q’nun Kimyasal Yapisi

Saf haldeyken sari-turuncu renkli toz kristaller halinde olan koenzim Q’nun
kimyasal ismi 2,3-dimetoksi, 5-metil, 6-poliizopren, 1,4-benzokinon’dur. Kimyasal

formiilii ise Sekil 2.13’deki gibidir.
CH0 CH.

CH,
CH.0 CH,—CH=C - CH, :(')
0

Sekil 2.13. Koenzim Q’nun kimyasal yapis1 (Kagan, 2001)
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Tamamen yerlesik olan benzokinon halkasi hidrofilik karakterde olup,
molekiiliin glutatyon, tiyoredoksin ya da tiyoktik asit gibi hiicredeki bir takim tiyol
tiirevleri ile reaksiyonlarina engel olur. Kinon halkasi ayrica fonksiyonel gruptur ve
kinol’e indirgenmesi ile elektron ve protonlar i¢in tasiyici, serbest radikallere karsi ise
antioksidan gorevi {iistlenir. Trans yapidaki poliizopren zincir hidrofobik karakterdedir.
Hiicre membraninin i¢ kismi i¢in bir affinite saglayan bu alkil kuyruk,
biyomembranlarda lateral difiizyonu kolaylastirir ve asil fonksiyonel kisim olan
benzokinon’un redoks faaliyetleri ile iliskisi yoktur. ikinci ve iigiincii karbona bagl
durumdaki iki adet metoksi grubu ise enzim islevinde spesifiteyi saglar (Crane, 2001).

Koenzim Q tiim hiicrelerde sentezlenebildigi gibi, yikimi da tiim hiicrelerde
yapilabilmektedir. Koenzim Q yikim tirlinlerinin biiytlik bir kismui idrarla, bir miktar1 ise
digkr ile atilmaktadir. Nispeten diisiik yar1 omiirlii, katabolizmas1 hizli bir bilesik olan
koenzim Q’nun yar1 émrii, ¢esitli organlarda farkli olup, 49 - 125 saat arasinda farklilik

gostermektedir (Thelin ve ark. 1992; Turunen ve ark. 2004).

2.4.2. Viicut Koenzim Q Seviyesinin Ol¢iimii ve Dagilinm

Koenzim Q’nun indirgenmis formu olan ubikinol’iin plazmadaki seviyesi 4
farkli bi¢imde ifade edilmektedir.

a) Kesin konsantrasyonu (plazmadaki ubikinol kiitlesi / plazmanin hacmi)

b) Lipid miktarina oranlanmig konsantrasyonu (plazmadaki ubikinol
kiitlesi / plazmadaki lipid kiitlesi)

c) Total koenzim Q miktarina oranit (plazmadaki ubikinol kiitlesi /
ubikinol + ubiquinon kiitlesi)

d) Ubiquinon miktarima orani (plazmadaki ubikinol kiitlesi / ubiquinon
kiitlesi)

Ubikinol plazma lipidleri ile tagindigi icin, kesin konsantrasyon ayni zamanda
plazma lipidlerinin miktarin1 vermektedir. Farkli bireylerde plazma lipidlerinin
miktarlar1 farkli olabilecegi igin, bir kiyaslama sézkonusu oldugunda lipid miktarina
oranlanmis konsantrasyon kullanilir. Ubikinol’lin isaret¢i (marker) olarak kullaniminda,
ubikinol’iin lipid miktarina oranlanmis konsantrasyon ve total koenzim Q miktarma
oranlanmis konsantrasyon kullanilir (Kagan, 2001).

Miktar1 cesitlilik gostermekle birlikte, koenzim Q viicuttaki tiim dokularda
bulunmaktadir. Koenzim Q’nun biiyiik ¢ogunlugu koenzim Qo seklinde iken, % 2-7’lik
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kism1 koenzim Qo seklindedir (Turunen ve ark. 2004). Insan viicudunda total olarak
yaklasik 1,6 g koenzim Q bulunmaktadir. Bunun %80’den fazlas1 indirgenmis ubikinol
(QHy) formundadir (Kagan, 2001). Ubikinol orant mitokondriyal enerji iiretimi
arttiginda, uncoupling proteinler aktive edildiginde ya da ubikinon rediiktazlar inhibe
edildiginde diiserken, sitokrom oksidazlarin inhibisyonunda artmaktadir (James ve ark.,
2003).

Viicuttaki en yiiksek koenzim Q konsantrasyonlar1 sirasiyla kalp (114 pg/g),
bobrekler (67pg/g), karaciger (55ug/g) ve pankreasta bulunurken, en diisiik
konsantrasyonu akcigerlerde (8 pg/g) bulunmaktadir (Hoppe ve ark., 1999). 1 mL
kandaki normal koenzim Q seviyesi ise 0,3 — 3.84 ug. arasinda degismektedir (Jolliet ve
ark., 1998).

Viicut koenzim Q miktar1 yasamin ilk 20 yilinda hizla artarken, sonralar1 farkl
organlarda farkli oranlarda diigmektedir. 80 yasindaki bireylerin bazi organlarda
yenidoganlarda gozlemlenenden daha az koenzim Q'ya rastlamak dahi miimkiindiir
(Kalén ve ark. 1989). Dokulardaki koenzim Q konsantrasyonunun yas ilerledikce
azalmasinda, zamanla artan gereksinimlerin yani sira, azalan {iretim faaliyetleri ve
koenzim Q sentezi icgin gerekli oOnciillerin yetersiz alimmin da etkili oldugu
disiintilmektedir (Ernster ve ark. 1993).

Insan viicudundaki koenzim Q’nun yaris1 biiyiik oranda karacigerde sentez
edilirken, diger yaris1 besinler ile elde edilmektedir. Viicutta {iretilmesi ve besinlerle
saglanmast disinda, koenzim Q diyet ilave iiriinii olarak da temin edilebilmektedir

(Pressman, 1997; Overvad ve ark. 1999).

2.4.3. Viicut Koenzim Q Seviyesindeki Degisiklikler

Koenzim Q seviyesindeki degisiklikler, hiicresel fonksiyonlar ve normal
metabolizma iizerinde biiyiik etkilere sahiptir. Plazma ubikinol seviyesindeki diisiisler
baslica karaciger fonksiyon bozukluklarinda ve artan oksidatif stres durumlarinda
olusmaktadir. Bu diisiisler, hiperlipidemi ve diyabet durumlarinda gozlemlenen daha az
belirgin oksidatif stres durumlarini da yansitabilmektedir. Bu degisikliklerin 6l¢iilmesi
bazi hastaliklar i¢in isaret¢i (marker) olarak kullanilmaktadir (Sies, 2004; Kagan, 2001).

Artan oksidatif stres sartlarinda plazma membrani koenzim Q miktarinda artis
gozlenmekte, fakat bu artisin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte,

endomembranlardan plazma membranina dogru 6zel proteinler ve koenzim Q
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bakimindan zengin vezikiiller yardimiyla koenzim Q transferi oldugu ya da yeni
sentezlenen koenzim Q molekiillerinin plazma membranina yo6nlendirildigi
diisiiniilmektedir. Ayrica oksidatif stres sartlarinda mitokondriyal koenzim Q
miktarindaki diigiis ile plazma membrani koenzim Q miktarindaki artis arasinda bir

iliski oldugu diisiintilmektedir (Kagan, 2001).

2.4.3.1. Karaciger Hastaliklarinda Koenzim Q Seviyesi

Normal bir karaciger viicudun ihtiyact duydugu ubikinol miktarinin
devamliligin1 saglayabilmektedir. Fakat plazmadaki ubikinol biiyiik oranda karaciger
orijjinli  oldugu i¢in, karaciger hastaliklar1 onun plazmadaki seviyesini
etkileyebilmektedir (Kagan, 2001).

Yapilan arastirmalarda karaciger hepatitleri, siroz ve karaciger karsinomasi gibi
karaciger hastaliklarinda ubikinol seviyesinin 6nemli Olgiide diistiigli belirlenmistir.
Bunun disinda cesitli karaciger hasarlarinda da plazma ubikinol ve total koenzim Q
miktart diigmektedir. Bu sonuglardan yola c¢ikarak, azalan koenzim Q miktarinin
karaciger hastaliklar1 i¢in belirte¢ olarak kullanilabilecegi anlasilmaktadir (Kagan,

2001).

2.4.4. Koenzim Q’nun Biyokimyasal Ozellikleri

Mitokondriyal solunum zincirindeki merkezi roliinlin disinda, son zamanlarda
koenzim Q’nun birtakim yeni fonksiyonlar1 kesfedilmistir (Turunen ve ark. 2004).
Bunlar su sekilde siralanabilir:

1- Mitokondriyal elektron tasima zincirinde elektron tasiyici olarak gorev alir.

2- Plazma membrani ve lizozomlar gibi mitokondri disindaki membranlarda

elektron tastyici olarak gorev alir.

3- Endojen olarak sentezlenen tek yagda ¢oziinen antioksidandir.

4-  Mitokondriyal porlarin gecirgenligini diizenler.

5-  Mitokondriyal uncoupling proteinlerin aktivasyonu i¢in gereklidir.

6- Membranlarin fizikokimyasal 6zelliklerini diizenler.

7-  Monosit hiicrelerinin ylizeyindeki B2-integrinlerin miktarinin diizenlenme-

sini saglar.

8- Endotelyal fonksiyon bozukluklarinin iyilestirilmesini saglar.
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9- Mayalarda siilfit'in oksidasyonunu saglar.

10- Bakterilerde disiilfit baglarinin olusumunu baslatir.

2.4.4.1. Koenzim Q’nun Mitokondriyal Elektron Tasima Zincirindeki Rolii

Koenzim Q’nun ilk kesfedilen ve en iyi tamimlanmis biyokimyasal fonksiyonu,
mitokondri i¢ zarinda bulunan, besin maddelerinin oksidatif degradasyonundaki son
basamag1 olusturan elektron tagima zincirindeki mobil elektron tasiyici rolidiir (Kagan,
2001).

Elektron tasima zinciri, yliksek enerjili elektronlar1 son elektron alicist olan

molekiiler oksijene (O,) aktaran 4 adet kompleksten olusur.

Kompleks lll

Kompleks | | Zarlararasi
Ubiguinone Ubiguinol Cyt C3* Bolge
Fe**-8S % Fe*-S cuwte R ' .
6 s Cua — Mitokondri
Cytb I¢ Zani
MN—") S PR om Cua <
FMN
Kompleks I Kompleks IV
Succinate
dehydrogenlase —— Matriks
I J
¢

Sekil 2.14. Elektron tagima zinciri ve koenzim Q’nun rolii

(http://www.science.smith.edu/departments/Biology/Bio23 1/ets.html)

Ubikinol’iin Kompleks I ve Kompleks II’den aldig1 elektronlar1 Kompleks III’e
aktarip yiikseltgenmesi ve zarlar arasi bolgeye proton pompalanmasi “Q donglisii” adi
verilen bir mekanizma ile gerceklestirilmektedir. Mitchell tarafindan teklif edilmis olan
bu dongii, ubikinol’iin (QH,) kompleks IV’e Qg bblgesinden kovalent olarak baglanmasi
ile baglar. Ubikinol, elektronlarindan birini demir siilfiir proteinine, digerini ise sitokrom
b’ye verir. Iki adet protonu ise zarlar arasi bolgeye birakarak Q; bdlgesine gecer. Demir
stilfiir proteinine verilen elektron, 6nce sitokrom c; ’e oradan da sitokrom ¢ ‘ye geger ve
indirgenen sitokrom c yapidan ayrilarak, aldigi elektronu kompleks IV’e aktarir.
Sitokrom b’ye verilen diger elektron ise Q; bdlgesine gegen ubiquinon’a geri verilerek

yar1 indirgenmis form semiquinon olusur. Bu kararsiz molekiilii ubikinol’e indirgemek
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ve kompleks IV e elektron akisini devam ettirmek i¢in, ikinci bir ubikinol molekiili Qo
bolgesine baglanir ve yine protonlarini zarlararast bolgeye, elektronlarindan birisini
demir siilfiir proteinine, digerini sitokrom b’ye verir. Demir siilflir proteinine verilen
elektron, kompleks IV’e aktarilmak lizere Once sitokrom c¢; sonra da sitokrom c’ye
verilirken, sitokrom b’ye verilen elektron daha oOnceden olusmus semiquinon’u
ubikinole indirgemede kullanilir ve bu sistem donglii halinde devam eder
(http://en.wikipedia.org/wiki/Q cycle 25.02.2010). Q dongiisii, Sekil 2.15’te sematize

edilmistir.
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Sekil 2.15. Q Dongiisii (http://en.wikipedia.org/wiki/File:Complex IIl.png)

2.4.4.2. Koenzim Q’nun Uncoupling Proteinlerin Aktivasyonuna Etkisi

Mitokondriyal tasiyicilardan biri olan uncoupling proteinler, cogu hayvan ve
bitki hiicresinde mevcuttur. Mitokondri i¢ zarinda bulunan uncoupling proteinler,
sitoplazmadan matrikse proton transferi yapabilmektedirler. insanlarda bilinen bes adet
uncoupling proteinden UCP1 kahverengi yag hiicrelerinde, UCP2 c¢ogu hayvan
dokusunda, UCP3 iskelet kasinda bol miktarda bulunmaktadir. Uncoupling proteinler 1s1
tiretiminde rol almalarimin yaninda, oksijen radikallerinin baskilanmasi ile iliskili
olduklar1 da diistiniilmektedir. Ek olarak, degisen UCP ekpresyonunun obezite ve
diyabet ile ilgili olabildigi teklif edilmektedir (Turunen ve ark. 2004).

Yapilan aragtirmalarda koenzim Q’nun okside formu olan ubikinon’un, yag

asitlerinden aldig1 protonu (H") uncoupling proteinlerin akseptor kismina vererek bu
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proteinlerin aktivasyonunu sagladigi bildirilmistir (Echtay ve ark., 2000). Bu durum,

Sekil 2.16’da sematize edilmistir.

H+
rco_; e
COQ

FA-CO.H RY

Matrix -
H'
Sekil 2.16. Koenzim Q etkisinde uncoupling protein aktivasyonu

(Echtay ve ark., 2000)

2.4.4.3. Koenzim Q’nun Transmembran Elektron Tasima Zincirindeki Rolii

Yillar boyu yapilan arastirmalar koenzim Q’nun mitokondri i¢ zarindaki elektron
tasima fonksiyonu iizerinde yogunlagsmisken, koenzim Q’nun hayvansal hiicrelerin
plazma membraninda, serum lipoproteinlerinde ve endomembranlardaki varliginin da
kanitlanmasiyla bu arastirmalar daha kapsamli bir hale gelmistir (Kalén ve ark. 1987).

Takahashi ve ark. (1993) tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada, hiicrenin tiim alt
elemanlarinin 6nemli miktarlarda koenzim Q igerdigi dogrulanmistir. Cogu membranda
total koenzim Q miktarinin %70-80 oraninda ubikinol formunda oldugu, bu oranin
plazma membraninda %30’a diistiigii belirlenmistir.

Koenzim Q, farkli hiicresel membranlarda esit olmayan bi¢imde dagilmistir. Bu
durumun koenzim Q’nun farkli membranlarda farkli gérevler listlenmesinin bir sonucu
oldugu diistiniilmektedir. Yapilan arastirmalarda oksidatif stresin memeli ve maya
hiicrelerinde koenzim Q’nun hiicre i¢i dagilimini etkiledigini ortaya koymustur (Crane
ve ark. 1993).

Ekstramitokondriyal membranlarin baginda gelen plazma membrani, ¢esitli

redox aktivitelerine sahiptir. Bu aktivitelerin en 6nemlisi, NADH gibi hiicre i¢i elektron
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donorlerini kullanarak ferrisiyanit, diferrik transferin ve askorbil gibi ¢esitli hiicre dis1
serbest radikallerin indirgenmesini saglayan koenzim Q bagimli transmembran elektron
tagima sistemidir (Kagan, 2001).

Plazma membraninin sitosole bakan yiizeyinde, NADH varliginda koenzim
Q’yu indirgeyen bir quinone rediiktaz enzimi bulunur. Koenzim Q, bu enzimden aldig1
proton ve elektronlar1 plazma membranina distan baglanmis elektron tasiyict NADH
oksidaz (NOX) enzimine verir. NADH oksidaz ise, elektronlar1 son alicilar1 olan
molekiiler oksijene (O,), askorbil radikallerine ve protein disiilfitlerine verir (Turunen

ve ark. 2004).
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Sekil 2.17. Koenzim Q bagimli transmembran elektron tagima sistemi

(Turunen ve ark. 2004)

Sun ve ark. (1992) tarafindan yapilan bir arastirmada, heptan uygulamas ile
koenzim Q’nun membrandan uzaklastirilmasinin NADH oksidaz aktivitesini inhibe

ettigi, koenzim Q ilavesi ile enzimin yeniden aktive oldugu goriilmiistir.

2.4.4.4. Koenzim Q’nun Apoptosis Siirecindeki Rolii

Oksidatif stresin uyarilmasi, plazma membraninda lipid hidroperoksit (LOOH)
seviyesinde bir artisa neden olur. Bu durum magnezyum bagimli nétral sfingomyelinaz
(Smase) enziminin aktivasyonuna yol acar ve sfingomyelin, fosfokolin ve seramid'e
hidroliz olur. Seramid hiicre i¢i sekonder haberci olarak olarak davranir ve kaspaz

enziminin aktivasyonuna yol agar ve siire¢ apoptozis ile sonlanir (Kagan, 2001)
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Koenzim Q ve plazma membrant koenzim Q rediiktazlar (PMQR), lipid
peroksidasyonunu diisiirmekte, dolayisiyla sfingomyelinaz aktivasyonunu oOnleyerek

apoptosise kars1 koruyucu rol iistlenmektedirler.
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Sekil 2.18. Oksidatif stres yoluyla hiicre 6liimiinde koenzim Q'nun diizenleyici rolii

(Kagan, 2001)

2.4.4.5. Koenzim Q’nun Antioksidan ve Prooksidan Fonksiyonu

Koenzim Q’nun antioksidan islevi, tam indirgenmis formu olan ubikinol
(CoQjoHy) ve yart indirgenmis formu olan semiubikinon (CoQ;oH*) ile ilgilidir
(Siemieniuk ve ark. 2005). Yagda ¢oziinebilmesi, rejenerasyonunun devamliligt ve lipid
peroksidasyonunu hem baslangi¢ hem de gelisme sathasinda engelleyebilmesi, biyolojik
membranlarda iretilen radikallere karsi koenzim Q’yu yiiksek oranda etkili bir
antioksidan kilmaktadir (Turunen ve ark. 2004).

Antioksidan fonksiyonunun bir sonucu olarak indirgenmis koenzim Q
(ubikinol) ylikseltgenmektedir. Fakat koenzim Q’nun antioksidan fonksiyonunu
stirdiirebilmesi icin tekrar indirgenmesi gerekir. Bu yilizden plazma membrani,
endomembranlar ve plazma lipoproteinlerindeki mevcut koenzim Q indirgenmis olarak
kalmaktadir (Takahashi ve ark. 1993). Bunun disinda diyetle alinan koenzim Q da
indirgenmektedir (Stocker ve ark. 1993). Mitokondri i¢ zarindaki ubikinon’un

indirgenmesi ETS dehidrogenaz enzimleri ve diger enzimler yardimiyla gerceklesirken,
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plazma membranindaki ubikinon’un indirgenmesi ¢ogunlukla flavoenzimler yoluyla
olmaktadir. Bu enzimler tek-elektron CoQ rediiktazlar ve iki-elektron CoQ rediiktazlar
olarak iki gruba ayrilmaktadir. Tek-elektron CoQ rediiktazlar elektronlarin ubikinon’a
teker teker verilmesini, iki-elektron CoQ rediiktazlar ise iki elektronun ayni anda
verilmesini katalizler. Elektron ve proton kaynagi olarak sitoplazmadaki NADH ve
NADPH kullanilmaktadir (Lind ve ark. 1990).

Koenzim Q, kendi antioksidan faaliyetleri disinda vitamin E (a-tokoferol) ve
vitamin C gibi bazi antioksidanlarin indirgenmis durumlarinin devamliliginin
saglanmasinda gorev almaktadir (Beyer, 1994). Ubikinol ya da semiubikinon, a-
tokoferoksil radikalleri ile etkilesime girerek vitamin E’nin aktif formuna geri doniisiini
saglar.

aTO"+ UQH, =>aTOH + UQH’
aTO"+UQH =>aTOH + UQ

Koenzim Q’nun bilinen antioksidan ozelliklerine paradoksal bi¢imde, yari
indirgenmis formu olan semiubikinon, oksijen ile tepkimeye girerek siiperoksit
radikalleri iiretebilmektedir ve bu durum koenzim Q’nun “prooksidatif” ozellige de
sahip oldugunu gosterir (Siemieniuk ve ark. 2005). Semiubikinon, ubikinon’un bir e’
almasiyla ya da ubikinol’iin bir e vermesiyle olusabilmektedir. Koenzim Q’nun
antioksidatif ve prooksidatif formlar1 arasindaki hassas dengenin kurulmasinda, tek
elektron ve iki elektron koenzim Q rediiktazlarin yani sira, koenzim Q’nun diger
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarla olan iligkileri de 6nemli rol oynamaktadir (Kagan,
2001).

Solunum zincirindeki koenzim Q’nun siiperoksit radikali iiretimindeki rolii
heniiz tam olarak agiklanamamaistir. Siiperoksit olusumu, kompleks II’te Q dongiisii
esnasinda  goriilmektedir. Fakat semiubikinon olusumu ubikinol’iin  proton
kaybetmesine bagli oldugu ve mitokondri i¢ zarinda bu durum gii¢ oldugu igin,
mitokondriyal koenzim Q’nun siiperoksit olusumundaki rolii olas1 goriinmemektedir.
Bununla beraber mitokondriyal ¢ift tabaka fosfolipid zarin tahribati deprotonasyonu
kolaylastirmaktadir. Alternatif bigimde, koenzim Q’nun reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
etkilesimi, c¢ift kat fosfolipid icerisinde sirasiyla semiubikinon ve hidroperoksil
radikalleri iiretebilir. Olusan hidroperoksil radikalleri mitokondri matriksine gecerek

hidrojen peroksite doniistiiriiliirler (James ve ark. 2003).
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2.4.5. Koenzim Q’nun Kanser Tedavisinde Kullanimi

Koenzim Q’nun kanser i¢in teklif edilen etki mekanizmalari, onun antioksidan
fonksiyonunun yani sira hiicresel enerji lretimindeki temel roliinii ve bagisiklik
sistemini uyarmasini kapsamaktadir. Koenzim Q, kismi immunostimulator potansiyeli
nedeniyle ¢esitli kanser tiplerinde “adjuvant madde” olarak kullanilmaktadir.

Koenzim Q’nun immun sistem iizerindeki uyarici etkisi nedeniyle kansere kars1
indirekt olarak etki gosterirken, bu bilesigin analoglarinin kanser gelisimini direkt
olarak baskilayabildigine dair kanitlar da mevcuttur. Koenzim Q analoglarinin, in vitro
sartlarda kanserli hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigi ve kanserli hiicre nakledilmis
fare ve ratlarda ise kanserli hiicrelerin gelisimini 6nledigi gosterilmistir. Bu yiizden bu
analoglarin normal biyokimyasal reaksiyonlar1 bozan antimetabolitler oldugu,
dolayisiyla kisa siireli periyotlarla kemoterapik ajan olarak kullanilabilecegi teklif
edilmistir (Folkers, 1974).

Koenzim Q’ya kanser tedavisinde tedavi edici bir ajan olarak yaklasilabilecegi
fikri ilk kez 1961°de, gogiis kanserine yakalanmis Isve¢li ve Amerikal hastalar iizerinde
yapilmis bir arastirmada, hastalarin kanlarinda koenzim Q eksikliginin fark edilmesiyle
baslamistir (Folkers ve ark. 1997). Bunu izleyen bir baska arastirmada, gogiis kanseri
prognozu ve plazmadaki koenzim Q seviyesi arasinda istatistiksel olarak Onemli bir
iligkinin oldugu gosterilmistir (Jolliet ve ark. 1998). Gogiis kanseri disinda, akciger,
karaciger, pankreas, prostat, bobrek, kolon ve beyin kanserli hastalar ile lenfoma ve
miyeloma gibi kotli huylu tiimorlere sahip hastalarin da kanlarindaki koenzim Q
seviyesinin diistiigii belirtilmistir (Folkers ve ark. 1997).

Koenzim Q’nun, kanser tedavisinde kullanilan antrasiklin grubu antibiyotiklerin
yol actig1 kardiyotoksisiteden kalbi korudugu ve bagisiklik sistemini uyardigi
gorlilmiistiir. (larussi ve ark., 1994). Anthracycline grubu bir kanser ilaci olan
Doxorubicin, kalp kasi mitekondrilerindeki enerji iiretiminin koenzim Q ile ilgili
kismin1 inhibe etmekte ve kardiotoksisiteye yol agmaktadir (Folkers ve ark., 1985).
Yapilan arastirmalarda, Doxorubicin verilmis fare, rat ve tavsanlarda koenzim Q’nun
kalp kasim1 koruyucu bir etki gosterdigi goriilmiistiir (Combs ve ark., 1977; Choe ve
ark., 1979; Usui ve ark., 1982).

Koenzim Q ve radyasyon terapisinin birlikte uygulanmasini inceleyen bir bagka
calisma, koenzim Q’nun radyasyon terapisinin etkinligini azalttifin1 gostermistir (Lund

ve ark., 1998). Bu caligsmada, insandan alinmis kii¢lik hiicreli akciger kanseri (small-cell
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lung cancer) hiicreleri bir grup fareye inokiile edilmis, tedavide koenzim Q ve tek doz
radyasyon terapisi kombine olarak uygulanmistir. Fakat bu uygulamanin, tek doz
radyasyon terapisi uygulanmis kontrol grubuna gdre daha az etkin oldugu goriilmiistiir.
Radyasyonun serbest radikal iiretimine yol ag¢tig1 bilindigi i¢in, koenzim Q’nun bir
antioksidan olarak davranip, kanserli hiicreleri radyasyonla olusturulmus serbest
radikallerden korudugu anlasilmistir (Folkers, 1974).

Lockwood ve ark. (1994a) tarafindan yiiriitiilen bir arasgtirmada, 32 go6giis
kanseri hastas1 18 ay boyunca incelenmistir. Bu hastalarda, hastalik koltuk alt1 lenf
nodiillerine kadar yayilmis ve ¢ok sayida metastaz olusumu gozlemlenmistir. Hastalara
cerrahi miidahele, radyoterapi ve kemoterapi gibi standart yontemlerin yaninda, besinsel
ilave olarak C vitamini, E vitamini, beta-karotenler gibi antioksidanlar, diger bazi
vitaminler ve iz elementleri, esansiyel yag asitleri ve gilinliik 90 mg. dozda koenzim Q
verilmigtir. Alt1 hastada hicbir ileri metastaz belirtisi gozlemlenmemis ve hastalikta
gerileme belirtileri goriilmiistiir. 32 hastanin tiimi ele alindiginda daha az agr1 kesici
ilag kullanimi, yasam kalitesinde ilerleme ve kilo kaybinda durma gézlemlenmistir.

Bu ¢alismanin devamu niteligindeki bir baska arastirmada, hastaliginda gerileme
gbzlemlenen alti hastadan bir tanesine ve yeni bir gogiis kanseri hastasina birka¢ ay
boyunca, sirasiyla giinde 390 ve 300 mg. olmak {izere daha yiiksek dozlarda koenzim Q
uygulanmistir. Yiiksek dozda koenzim Q ‘nun 3 — 4 ay arasi uygulanmasinin sonucu
olarak, her iki hastadan da cerrahi operasyonla tam olarak alinmamis olan primer gogiis
timoriiniin gosterdigi gerileme, klinik yoklamalar ve mamografi sonuglar ile ortaya
konulmustur (Lockwood ve ark., 1994b).

Ayni aragtirmacilar tarafindan yiiriitiilen bir bagka arastirmada, ti¢ gogiis kanseri
hastasina, glinde 390 mg koenzim Q, 3-5 yil arasit degisen siirelerde verilmistir.
Hastalardan birinde karacigere ve digerinde gogiis duvarina metastaz yapan tlimorler
gerileme gostermis ve iiclincii hastada ise mastektomiden sonra mikroskopik bir tiimor

belirtisine rastlanmamustir (Lockwood ve ark., 1995).
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2.5. Taksol (Paklitaksel)

Kompleks, natiirel bir bilesik olan paklitaksel (taksol), ilk defa 1962 yilinda
Taxus brevifolia (porsuk agaci)’ndan elde edilmistir. Taksol, fonksiyonel bir amid
grubu olarak nitrojen atomunu igeren tetrasiklin bir alkoldiir (Krol, 1998). Taksol,
diterpenoid taksanlar igerisinde gilinlimiizde en iyi bilinen ve en ¢ok calisilan {iyesidir.
Klinikte kullanimi yararli, dogal {irlinlerden izole edilen antikanser ilaglar1 arasinda en
onemli iiye taksoldiir (Baloglu, 2001; Itokawa ve Lee, 2003).

Kimyasal olarak taksol, taksan diterpenoidler olarak bilinen kompleks dogal
iiriinlerin genis bir ailesi icerisinde yer alir. B-fenilizoserin yan zincir ile k&prii
olusturmus bir tetrasiklik iskelete sahip olan taksol, hi¢ alisilmadik bir yapiya sahiptir.
(Sekil 2.19) (Baloglu, 2001).

Sekil 2.19. Paklitaksel’in kimyasal yapisi (Itokawa ve Lee, 2003)

Taksoliin ii¢ boyutlu yapisi tersyliz edilmis fincan gibidir (Sekil 2.20) (Baloglu,
2001).

list gorimig

on gdrumnis

alt goriinis

Sekil 2.20. Paklitaksel’in (taksol) li¢ boyutlu yapisi (Baloglu, 2001)
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Taksol metabolizmasi ratlarda ve insanlarda calisilmis, sonuglar degerlen-
dirildigi vakit esas bilesige plazma, idrar ve safrada rastlanirken, artik taksol
metabolitlerine yalmz safrada rastlamlmustir. Insan ve ratlardaki metabolitlerin ise
birbirlerinden biiyiilk oranda farkli olduklari, taksol'in hepatik metabolizmasinin
sitokrom P450 enzimlerinin katalizérliigiinde monooksijenaz sistemi yoluyla yapildigi
goriilmiistiir (Cresteil ve ark., 1994).

Taksol, kemoterapide kullanilan ila¢ siniflarindan mitotik inhibitdrler sinifina
girer. Etki mekanizmas1 kolsisin ve vinka alkoloidler gibi antimikrotiibiil ajanlarin-
kinden farklidir (Baloglu, 2001). Diger antimikrotiibiil ajanlar1 mikrotiibiil dagilimini
uyarirken, taksol olusan mikrotiibiilii stabilize ederek dagilmasini engeller, yani bu
ajanlara zit yonde aktivite gosterir (Atas ve ark., 2006).

Paklitaksel, basgta meme ve ovaryum tiimorleri olmak iizere solid tiimdrlerin
tedavisinde kullanilir (Baloglu, 2001). Rahim karsinomasi ve kii¢iik hiicreli akciger
kanseri vakalarinda, radyoterapi veya cerrahi miidahalelerin uygun goriilmedigi
hastalarda, cisplatin ile birlikte taksol kullanimi ilk bagvurulan yontemlerden biridir.
Ayni sekilde, refraktor metastazik rahim karsinomasi vakalart ve kombine terapinin
basarisizlikla sonuglandig1 metastazik hastaliklar icin veya adjuvant kemoterapi sonrasi
donemlerde taksol birinci derecede onem kazanmistir. Bunun disinda, AIDS’e bagh
Kaposi sarkomasinda ikinci derecede onemlidir (Stohs, 2005). Taksoliin, pediatrik yas
grubunda oldugu gibi yetiskin popiilasyonda da akciger non-small cell karsinoma
meme, bas, boyun kanserini kapsayan cesitli kanserlere karsi etkili oldugu rapor
edilmistir (Sakai ve ark., 1984; Perez ve ark., 2001; Dunphy ve ark., 2001).

Diger antineoplastik ajanlara benzer olarak taksol nétrofeni (kanda notrofil
sayinsin ileri derecede azalmasi), ndtropati (sinirsel hastalik) gibi bazi yan etkilere
sahiptir (Atas ve ark., 2006). Baslica gastrointestinal yan etkiler; bulanti, kusma, ishal,
mukoza iltihabi ve agiz iltihabidir. ilacin hastaya parental olarak verilmesi direk
histamin salinimindan dolay1 A tip I hipersentivite olusturabilir. Bu yiizden taksoliin
hastaya antihistaminik ve kortikosteroid ajanlarinin kombinasyonuyla verilmesi tavsiye
edilmektedir (Rowinsky ve ark., 1992).

Taksoliin klinik doz kullanimi 130 ve 275 mg/m?” arasindadir. Yavas infiizyonla
tek doz verilir. Taksoliin farmakodinamikleri; hem metabolizma hem de safra kesesi
eliminasyonu ekstrarenal mekanizmalara baghdir ve yar1 omrii 2—5 saattir. Terapi {i¢
haftalik bolimlerle 6-9 doz tekrarlanir. Genellikle platin bir ajanla birlikte verilir (Atas
ve ark., 2006).
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Varbiro ve ark. (2001), siganlar iizerinde yapmis olduklar1 bir calismada
taksoliin, mitokondriyonal gecirgenligi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) salinimini
anlaml bir sekilde arttirdigin1 saptamiglardir. Ayrica bu degisikliklerin ilacin toksik
etkisine bagl olarak meydana gelen biyokimyasal degisiklikler oldugunu ve ila¢ dozuna

bagl olarak degistigini gostermislerdir.

2.5.1. Taksoliin Etki Mekanizmasi

Taksol, ovaryum, gdgiis ve akciger kanserlerinde aktivite gosteren bir antikanser
ajanidir. Taksol'lin aktivitesinin hem insanlarda hem de hayvanlarda incelenmesine
karsin, diger ilaglar ve patolojik durumlarin, bu bilesigin tedavi edici etkilerini ne
Olciide degistirebilecegi simdilik agikliga kavugmamistir (Baloglu, 2001).

Tim oOkaryotik hiicreler hiicre iskeleti denilen bir i¢ iskelete sahiptir. Bu iskelet
hiicre i¢i transportta gorev alir, sil ve flagellanin hareketinde rol oynar, mitoz sirasinda
kromozomlarin ayrilmasinda, hiicre seklinin belirlenmesinde ve korunmasinda islev
goriir. Hiicre iskeleti olduk¢a dinamik bir yapidadir ve protein filamentlerinin bir
agindan olusur. Bu protein flamentleri;  aktin filamentleri, ara filamentler ve

mikrotiibiillerdir (Baloglu, 2001).

o-tubulin
B-tubulin

Protofilament

Sekil 2.21. Mikrotiibiiller (http://nessie.bch.ed.ac.uk/PAUL/TEACHING/IF/mt.htm)

Mikrotiibiiller; tiibiilin molekiillerinden olusan, uzun, i¢i bos silindirlerdir. Dig
cap1 25 nm ve i¢ ¢ap1 yaklasik olarak 14 nm’dir ve aktin filamentlerinden daha serttirler

(Kleinsmith ve ark., 1988).
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Sekil 2.22. Mikrotiibiiliin sematik yapist (Chabner ve Longo, 2006)

Mikrotiibiiliin duvari, tiibiilin molekiillerinin dogrusal polimerlerinden ibaret
protofilamentlerden olusur. Tiibiilin, o ve B-tiibiilin olmak {izere benzer fakat ayri
yapida iki polipeptit alt iinitesinden olusan heterodimerik bir proteindir. Bu alt
tinitelerin her biri digerine sikica baglanmustir. (Sekil 2.22) (Karol ve ark., 1995).

Spesifik olarak antimitotik ilaglara duyarli olan mikrotiibiiller, yiiksek derecede
degisken yapilardir (Sakai ve ark., 1984). Taksol varliginda, mikrotiibiil hiicre iskeleti
yeniden yapilandirilir ve stabil mikrotiibiil bantlar1 olusur. Hiicre donglisiiniin G,/M
fazinda, taksol, hiicreleri bloke eder. Replikasyon inhibe edilir veya ¢ok yavas devam
eder. Taksol, bu 6zelliginden dolay1 oldukga ilgi ¢ekicidir.

Taksol’in etki mekanizmasinin aydinlatilmasi, bu sitotoksik ajanin klinik
arastirmalarda kullanilmasinda &ncii olmustur. Ilk arastirmalar, taksol’iin bir mitotik
inhibitor olarak etki ettigini gdstermistir (Fuchs ve Johnson, 1978). Sonraki yillarda
yapilan arastirmalar, taksol’iin mikrotiibiilleri stabilize etti§ini ve bunlarin tekrar
tiibiiline geri depolimerizasyonunu engelledigini gostermis, bu bakimdan kolsisin,
vinkristin, vinblastin ve podofilotoksin gibi diger antimitotik ajanlarin etki
mekanizmalarindan ¢ok farkli bir yol takip ettigini gdstermistir (Schiff ve ark., 1979;
Horwitz, 1992).

Taksol, bir ilag gibi aktivite gdstermesinin yaninda bir toksin gibi bdlge
defektleri olusturabilmektedir. Bu da hiicrede anormal olarak degisen veya bozulan

organellerin kiimelenmesine neden olmaktadir (Krél, 1998).
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2.5.2. Taksoliin Yap1-Aktivite Iliskisi

Bilesenlerin yapi-aktivite iligkisi iizerindeki caligmalar, molekiiliin etki tarzi,
molekiiliin aktivitesindeki konformasyonlar, belirli fonksiyonel gruplarin rolii gibi
biyolojik aktivitenin devam etmesi i¢in esasi yapisal ihtiyaclar ile ilgili yararh bilgi
saglar (Baloglu, 2001).

Taksoliin yapi-aktivite iligkisi 20 yildan fazla bir siiredir arastirilmaktadir. Sekil
2.23’de bu yapi-aktivite iligkisi gosterilmektedir. Taksol’iin yapi-aktivite iligkisinin
bilinmesi; onun fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikleriyle yeni analoglarinin

sentezine ve diizenlenmesine yardimci olacaktir (Kingston, 1994).

itncditmenime aldiviteyt
hafif artiyr

asetil veya asetoksi esterifikasyon ve
grubu aktiviteyi epitmetizasyon aktivitenin
hafif indirger arlamlt kaybina neden olmaz
H-apil grabu _
gerekli AcQ 'O QH - /
\ A
I Ph™ “MH 0 [ <\L oksetan hatkas
enil grabu . E--.. Lea S ' = = altivite igit
veya betizet bit grap Ph"’a' = o l\\-" DHE H : 0 L/ gereldidir
gerekli e OH . OAc -
’/,’ ~ 0Bz \\
sethest hidroksil — (
grrby gereldi asetatin gikanlmas:
benzolokel grubu esasidir; aktiviteyi hafif
belith modifive analoglar ituditger
altivitetyi artir

Sekil 2.23. Taksoliin yapi-aktivite iligkisi (Kingston, 1994).

C-2 pozisyonundaki serbest bir hidroksil grubuyla C—13 yan zinciri, C-2 ve C-
4’deki ester gruplari, kseton halkasi ve sert taksan yapisi aktivite i¢in ¢ok Onemlidir.
Molekiiliin kuzey yarim kiiresindeki modifikasyonlar (C—6 ve C-12’den olusan)
aktivitede giiclii degisimlere neden olur. Karbon 14 ve 1-5’den olusan giliney yarim
kiiresindeki modifikasyonlar; taksoliin giiclii antikanser aktivitesi iizerinde onemli bir
etkiye sahiptir. Ornegin; oksetan halkas: biyolojik aktivite i¢in esasi olarak kabul edilen

4 yapisal 6zellikten biridir ve bir¢ok arastirmaci i¢in oldukea ilgingtir (Baloglu, 2001).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneylerde Kullanilan Hayvanlarin Saglanmasi

Bu ¢aligma, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’nun
izni ile Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda gergeklestirildi.

Calismamizda Ondokuz Mayis Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii Deney Hayvanlar1i Laboratuvarinda ftretilen, agirliklar1 27-52 gr. arasinda
degisen, 32 adet erkek ve 32 adet disi Swiss albino tipi laboratuvar fareleri (Mus
musculus) kullanild1. Kullanilan farelerin ayni jenerasyondan olmalarina dikkat edildi.

Fareler, hava sirkiilasyonu mevcut 18-22 °C oda sicakliginda, plastik kafeslerde
ve Samsun Yem Fabrikasi tarafindan iiretilen standart fare yemi ile beslendi. Su, serbest

olarak verildi.

Sekil 3.1. Swiss albino tipi laboratuvar faresi (Mus musculus)

3.2. Farelere Uygulanan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullandigimiz Taksol (Paklitaksel); etanol/kremofor EL formunda
(30mg/5mL), enjeksiyona hazir olup farelere 20 mg/kg (Atas ve ark., 2006) olarak tek
enjeksiyonda verilmistir. Koenzim Q ise, fareler i¢in 10 mg/kg (Sutken ve ark., 2007)
dozda kullanilmastir.

Taksol ve koenzim Q, 1 mL’lik plastik insiilin enjektorleri ile, intraperitonal

enjeksiyon yoluyla verilmistir.
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3.3. Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Arastirmamizda kullanilan kimyasal maddelerden;

- Sodyum Hidroksit (NaOH), Hidrojen Peroksit (H,O,), Bakir Siilfat
(CuS04.5H,0) Carlo Erba Reagents firmasindan;

- Siikroz, Etilendiamintetraasetik asit (EDTA), Potasyum Dihidrojen Fosfat
(KH,PO,4), Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K,HPO,4), Disodyum Hidrojen Fosfat
(Na;HPO4.2H,0), Sodyum Karbonat (Na,COs3), 2-Tiyobarbitiirik Asit (TBA) ve Asetik
Asit (HAc) Merck firmasindan;

- Nikotinamid Adenin Dintikleotid Fosfat Hidrojen (B-NADPH), Sodyum azid
(NaN3), Kiimene Hidrojen Peroksit [C¢HsC(CH3),OOH], Folin ciocalteu’s fenol,
Glutatyon Rediiktaz (GR), L-Glutatyon (C;oH;7N30¢S), Sigir Serum Albiimin (BSA),
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), n-biitanol, piridin, 1,1,3,3 tetrametoksipropan (TMP) ve
Koenzim Q (CoQ) Sigma-Aldrich London England firmasindan;

- Sodyum-Potasyum Tartarat [COOK(CHOH),COONa.4H,0] Pancreac - Mant-
plet Esteban Barcelona Madrid firmasindan,

- Taksol Bristol-Myers Squibb firmasindan saglanmustir.

3.4. Calismalarda Kullanilan Aletler

Calismalarda OMU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuarinda bulunan Ohaus Adventure Pro AV264C hassas terazi, Jenway
6105 UV-VIS spektrofotometre, MeterLab PHM210 pH metre, Sonics Vibrocell VCX
130 ultrasonik homojenizator, Kubota 3500 sogutmali santrifiij aleti, Elektro.mag M
4812 M santrifiij aleti, Elektro.mag M2535-(6) su banyosu, Fissans WhirliMixer vorteks
cihazi, Jencons Autostill 8000 distile su cihazi, Sanyo Ultra Low derin dondurucu

kullanilmastir.

3.5. Deney Protokolii
3.5.1. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi

Arastirmamizda asagida ¢izelgede gosterildigi gibi Kontrol, Taksol, Koenzim Q,
Taksol + Koenzim Q olmak {izere dort grup olusturulmustur (Cizelge 3.1). Her grupta,
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belirlenen her saat icin ikisi erkek ve ikisi disi olmak iizere toplam dort fare

kullanilmustir.

Cizelge 3.1. Arastirma gruplarinin olusturulmasi

Kontrol (K) | Taksol (T) | Koenzim Q (Q) | Taksol + Koenzim Q (TQ)

4. Saat 4 4 4 4

8. Saat 4 4 4 4

12. Saat 4 4 4 4

24. Saat 4 4 4 4
3.5.2. Enjeksiyon

Enjeksiyondan onceki 24 saat a¢ birakilan, 4 ayr1 ¢alisma grubuna ayrilmis
farelerden Taksol ve Taksol + Koenzim Q gruplarindaki farelere 24.09.2010 tarihinde
saat 08.55’den itibaren, 20 mg/kg dozdaki (Atas ve ark., 2006) Taksol intraperitonal
olarak enjekte edildi. Taksol enjeksiyonunun hemen ardindan Koenzim Q ve Taksol +
Koenzim Q grubu farelere 10 mg/kg dozdaki Koenzim Q (Sutken ve ark., 2007) yine
intraperitonal olarak enjekte edildi. Enjeksiyon islemi 11.00°de tamamlandi. Kontrol

gruplarina ise higbir iglem uygulanmadi.

3.5.3. Sakrifikasyon ve Sonrasidaki Islemler

Son enjeksiyon igleminden sonra her grup i¢in 4, 8, 12 ve 24. saatlerde, belirtilen
sayilardaki fareler servikal dislokasyon islemi ile sakrifiye edildiler. Sakrifiye edilen
farelerin karin ve gogilis kisimlart makasla acildi ve karacigerleri ortaya ¢ikarildi. %
0.9°luk NaCl (serum fizyolojik), enjektor yardimiyla karaciger ana arterinden verilerek
perfiizyon islemi gerceklestirildi. Karaciger soluk renk alana kadar igerisindeki kanin
perfiizyon ile tahliye edilmesine azami 6zen gosterildi (Sekil 3.2). Sonrasinda karaciger
disekte edilerek 0,25 M siikroz ¢Ozeltisi igceren kaplara konuldu, enzimatik aktivite

tayini yapilincaya kadar — 80 °C’de muhafaza edildi.
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Perfiizyon Oncesi

Sekil 3.2. Perflizyon dncesi ve perfiizyon sonrasi goriinlim

3.5.4. Aktivite Tayini Oncesi Islemler

Enzim aktivite tayinine baglanmadan 6nce doku 6rnekleri -80 °C’den ¢ikarildi ve
oda 1sisinda ¢oziilmesi saglandi. Sonra karaciger ornekleri hassas terazide tartilarak
agirliklart belirlendi. Sonrasinda doku oOrneklerine 1 g : 2 mL olacak sekilde, doku
agirhiklarimin iki kati kadar 0,25 M siikroz c¢ozeltisi eklenerek asagidaki islemlere
gecildi.

1. Homojenizasyon + Sonikasyon: Buzlu ortamda, 4 defa olmak
kosuluyla 20 s islem — 10 s bekleme seklinde yapildi.
2. Santrifiij: 15000 rpm doniis hizinda, 20 dakika boyunca yapildi.

Santrifiij isleminden sonra, ependorflarin dibine ¢oken pelletlerin iist kisminda
bulunan sivi siipernatanlar alindi. Temiz, etiketlenmis ependorflara aktarilan
siipernatanlar ile total protein, total MDA analizleri ve enzim aktiviteleri 6l¢iimleri

yapildi.

3.5.5. Total Protein Tayini

Total protein tayini, sigir serum albliminin (BSA) standart olarak kullanildig:
Lowry ve ark. (1951)’nin yontemine gore yapildi. Lowry metodu, bakir iyonlarinin

protein peptidleri ile alkali ortamda kompleks olusturmasi sonucu meydana gelen
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tungsten mavisi-mor rengin, 645 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢limii esasina
dayanir.
Kullanilan Cozeltiler:
A Cozeltisi:
* 1 mL %I lik CuSO4.5H,0 (distile suda ¢ozdiiriilerek hazirland1)
* 1 mL %2’lik COOK(CHOH)2COONa.4H,0 (distile suda ¢ozdiiriilerek

hazirland1)

* 98 mL %2’lik Na,COs; (0, N NaOH igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlandi)

Belirtilen hacimlerde karistirilan A ¢ozeltisi, oda sicakliginda korundu.

B Cozeltisi:

* 2 N Folin ciocalteu’s fenol reaktifi, distile su ile 1:1 hacim oraninda
sulandirildi.

*  Standart: 0.1 gr 100 mL BSA (distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Taze olarak hazirlanan B ¢ozeltisi karanlikta muhafaza edildi.

Prosediir:

Bir deney tiipiinde 10 pL siipernatan iizerine 990 pL distile su eklenerek
ornekler 1/100 oraninda seyreltildi. Sonra bu tiipe 2,5 mL A ¢ozeltisi eklendi ve vorteks
yapilarak c¢alkalandi. Oda sicakliginda, 10 dakikalik inkiibasyondan sonra 250 uL B
cozeltisi eklenerek iki kere kuvvetli vorteks yapildi. 45 dakika karanlikta bekletildikten
sonra, tiip icerigi spektrofotometre kiivetine dokiilerek, 695 nm dalga boyunda kore
kars1 absorbansi okundu. Sonuglarin daha giivenilir olmasi agisindan tiim 6rnekler iki
kez ¢alisildi.

Cesitli konsantrasyonlardaki BSA’nin daha onceden o6l¢iilmiis absorbanslari,

standart olarak kullanild1 (Sekil 3.3)
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Sekil 3.3. Standart olarak kullanilan BSA’nin farkli konsantrasyonlardaki absorbanslari

3.5.6. MDA Tayini

Karaciger MDA tayini, Ohkawa ve ark. (1979) tarafindan belirlenmis modifiye
TBA testi uygulanarak yapildi. Lipit peroksidasyonu son iirlinlerinden olan
malondialdehit (MDA), aerobik sartlarda ve 90°C inkiibasyonda TBA ile pembe renkli
bir kompleks olusturur. Yontem, bu kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak

Olclimii esasina dayanir.

Kullanilan Cozeltiler:

= 9% 8,1’lik SDS (distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi)

* | M NaOH (distile suda ¢ozdiiriilerek hazirland)
= % 20’lik Asetik asit (distile su ile sulandirildiktan sonra, 1 M NaOH ile pH
seviyesi 3,5’e ayarlandi)
= 9% 0,8 TBA (distile su ile sulandirildiktan sonra, 1 M NaOH ile pH seviyesi
3,5’e ayarlandi)
* n-biitanol/Piridin karigimi (sirastyla 15:1 hacimde karistirildi)

»  Standart: 400 nmol/mL TMP (distile su ile sulandirildi)
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Prosediir:

Orneklerin MDA diizeylerinin hesaplanabilmesi igin &ncelikle bir seri standart
hazirland1 ve absorbanslari 6l¢tildii. Standart olarak TMP kullanildi.

Standart: 400 nmol/mL TMP igerek stoktan, 10, 20, 40, ... 120 nmol/mL TMP
iceren bir seri seyreltme yapildi. Sonra bunlarin her birinden 1siya ve santrifiije
dayanikli deney tiiplerine 0.1 mL aktarildi. Tiip icerikleri asagidaki gibiydi:

0.1 mL TMP, 0.2 mL SDS, 1.5 mL Asetik asit, 1.5 mL TBA, 0.7 mL distile su.

Tiim tiipler 95°C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra 15 dk buzda bekletildi.
Daha sonra tiim tiiplere 1 mL distile su ve 5 mL nBiitanol-piridin karigimi eklenerek
kuvvetlice vortekslendi. 4000 rpm de 10 dakika santrifiij isleminden sonra, istteki

organik faz alinarak bunlarin 532 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Standart olarak kullanilan TMP nin farkli konsantrasyonlardaki absorbanslari

Kor: 0.2 mL SDS, 1.5 mL Asetik asit, 1.5 mL TBA, 0.8 mL distile su santrifiije
ve 1siya dayanikli tiip igerisinde birlestirildi. Standart icin uygulanan prosediir
uygulandi.

Ornek: 0.1 mL siipernatan, 0.2 mL SDS, 1.5 mL Asetik asit, 1.5 mL TBA, 0.7
mL distile su santrifiije ve 1s1ya dayanikl tiip igerisinde birlestirildi. Sonrasinda standart

icin uygulanan prosediir uygulandi.



53

Hesaplama:
(Absorbans/0,003x10) nmol MDA/mL

nmol MDA/mg protein =
mg protein/mL

3.5.7. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.5.7.1. Katalaz (CAT) Aktivite Tayini

Katalaz (CAT) aktivitesi, Liick (1963) metoduna gore yapildi.
Katalaz, siiperoksit dismutaz’in (SOD) olusturdugu hidrojen peroksidi (H,O),
oksijen ve suya pargalayan reaksiyonu katalizler.

2H,0, CAT >2H,0 + O,

Kullanilan Cozeltiler:
0 pH:7,0’de 1/15 M Fosfat Tamponu (hazirlanmasinda KH,PO4 ve
Na,HPO4.2H,0 kullanildr)
0 A Cozeltisi: 0,160 mL H,O,, tamponla 100 mL’ye tamamlandi.

Prosediir:

Spektrofometre, dalga boyu 240 nm olarak ayarlandiktan sonra 2,9 mL tampon
ve 1/100 oraninda sulandirilmig 0,1 mL 6rnek igeren kor tiip ile kalibre edildi.

Kuvars tiipe 2,9 mL A c¢ozeltisi eklenerek spektrofotometreye yerlestirildi ve
absorbansin sabitlenmesi beklendi. Absorbans sabitlendikten sonra 0,1 mL oOrnek
koyuldu. Absorbanstaki azalma, 3 dakika boyunca 15 saniye ara ile dlgiildii. Ozgiil

enzim aktivitesi, [U/mg protein olarak ifade edildi.

Hesaplama:

Enzim aktivitesi Liick (1963)’e gore hesaplanmustir.
Bir iinite katalaz aktivitesi, 1 dakikada 1 umol H,O, par¢calanmasini katalizleyen
enzim miktar1 olarak tanimlanir.

AOD x tx S.F. x 1000

Ozgiil CAT (IU/mg protein) =
0.036 x VO x Lowry (umol/mg protein)
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AOD: Zamana gore absorbans degisimi

t: Reaksiyon siiresi

S.F. : Sulandirma faktori

0.036: H,0, nin ekstinksiyon katsayis1 (mLpmol'cm™)

Vo6: Ornek hacmi

3.5.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Tayini

GSH-Px aktivitesi, Paglia ve Valentine (1967) metoduna gore yapildi.

Substrat olarak glutatyonu kullanan glutatyon peroksidaz (GSH-Px),

katalizledigi reaksiyonla hidrojen peroksidi, HO ve O’e ayirmaktadirlar. Olusan

okside glutatyonun (GSSG) tekrar kullanilabilmesi i¢in rediikte forma (GSH)

dontstiiriilmesi gerekir. Glutatyon rediiktaz, NADPH’1n elektronunu kullanarak okside

glutatyonu rediikte formuna geri doniistiirtir.

Kullanilan Cozeltiler:

pH:7,0°’de 50 mM Fosfat Tamponu (hazirlanmasinda K,HPO4 ve KH,PO4
kullanildi).

5 mM EDTA (Fosfat tamponda seyreltildi)

1 M NaN; (EDTA’l tamponda ¢ozdiiriilerek hazirlandi)

3 mM B-NADPH (EDTA’l1 tamponda ¢ozdiiriilerek hazirlandi)

50 mM Kiimene H,O, (EDTA’l tamponda seyreltildi)

150 mM GSH (EDTA’11 tamponda ¢ozdiiriilerek hazirlandi)

1 EU/10 uL GR (EDTA’l1 tamponda seyreltildi)

Prosediir:
Blank: Blank kiivetine 2.68 mL EDTA’li fosfat tamponu, 0.1 mL GSH
(glutatyon), 0.1 mL B-NADPH, 0.01 mL GR (glutatyon rediiktaz), 0.01 mL NaNj;

(sodyum azid) eklendi ve oda sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyona birakildi.

Spektrofotometrenin dalga boyu 340 nm olarak ayarlandi ve 3 mL EDTA’l

fosfat tamponu ile kalibre edildi. 5 dakikalik siire sonunda blank kiivetine 0.1 mL H,O,

eklenerek reaksiyon baslatildi ve kiivet spektrofotometreye konularak 3 dakika boyunca

30 sn araliklarla absorbanstaki azalma kaydedildi.
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Ornek: 2.67 mL EDTA’l1 fosfat tamponu, 0.1 mL GSH, 0.1 mL B-NADPH, 0.01
mL GR, 0.01 mL NaNj, 0.01 mL siipernatan (10 kat sulandirilmis) eklendi ve oda
sicakliginda 5 dakikalik inkiibasyona birakildi.

Sonrasinda blank i¢in uygulanan spektrofotometrik islemler yapildi.

Hesaplama:

Enzim aktivitesi Paglia ve Valentine (1967)’e gore hesaplanmustir.
Aktivite, 1 dakikada 1pmol NADPH’1n oksidasyonu olarak tanimlandi ve IU/mg

protein olarak ifade edildi.

AOD/t x Vt x SF.

Ozgiil GPx (IU/mg protein) =
6.22 x V6 x Lowry umol/mg protein

AOD= Ornek AOD — Blank AOD (Zamana gore absorbans degisimi)
t: Reaksiyon siiresi

Vt: Toplam hacim

S.F. : Sulandirma faktorii

6.22: NADPH’1n ekstinksiyon katsayis1 (mLpmol'cm™)

Vo6: Ornek hacmi

3.6. istatistiksel Analiz

Tiim ¢aligmalarda elde edilen verilerden yola ¢ikarak; gruplar arasindaki

farkliliklar, Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Taksol’iin Karaciger MDA Miktar1 Uzerine Etkisi

Taksol’tin  karaciger MDA miktar1 {izerine etkisi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda; 4.saatte % 37 ve 8.saatte % 39 artis gozlenmistir. 12. saatte % 49
artis gbzlemlenirken, 24.saatte % 41 artig goriilmiistiir.

Taksol’in  karaciger MDA miktar1 {izerine etkisi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda; saatlere gore farkliliklar goriilmesine ragmen bu farkliliklar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

4.2. Koenzim Q’nun Karaciger MDA Miktar1 Uzerine Etkisi

Koenzim Q’nun karaciger MDA miktar1 tiizerine etkisi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda; 4.saatte % 6 ve 8.saatte % 5 azalma gozlenmistir. 12. saatte % 6
azalma gozlemlenirken, 24.saatte % 44 azalma goriilmiistiir.

Koenzim Q’nun karaciger MDA miktar1 tizerine etkisi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda; 24. saatte anlamli bir farklilik goriiliirken (p=0,021<0,05), diger
saatlerde goriilen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Taksol ve koenzim Q verilmis gruplarda karacifer MDA miktarinin zamana

gore degisimi, Sekil 4.1°de gosterilmistir.

MDA Miktan (Kontrol - Taksol - Koenzim Q)

140

120 —

100 —

80

—  BE (Kontrol)
B QO (Koenzim Q)

B0 —
T (Taxol)
40 - —
20 —
0 - T T T 1

4 Saat 8 .Sast 12 Saat 24 Saat

Konsantrasyon (nmolflt)

Enjeksiyon Sonrasi Zaman (saat)

Sekil 4.1. Taksol ve koenzim Q verilmis gruplarda karaciger MDA miktarinin zamana

gore degisimi
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4.3. Koenzim Q + Taksol’iin Karaciger MDA Miktar1 Uzerine Etkisi

Taksol ve koenzim Q birlikte verilmis hayvanlarin karaciger MDA miktari,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda; 4.saatte % 15 ve 8.saatte % 77 artis gozlenmistir.
12. saatte % 73 artig gozlemlenirken, 24.saatte % 46 artis goriilmiistiir.

Taksol + koenzim Q’nun karaciger MDA miktar1 iizerine etkisi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda; saatlere gore farkliliklar goriilmesine ragmen bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).

Taksol ve koenzim Q birlikte verilmis gruplarda karaciger MDA miktarinin

zamana gore degisimi, Sekil 4.2°de gdsterilmistir.

MDA Miktan (Kontrol - Taksol - Koenzim Q + Taksol)

140

120

B K (Kontrol)

BT (Taxol)

B TO(Tax + Co)

Konsantrasyon (nmolilt)

4 Saat B.5aat 12 Saat 24 Saat

Enjeksivon Sonrasi Zaman (saat)

Sekil 4.2. Taksol ve Koenzim Q + Taksol verilmis gruplarda karaciger MDA miktarinin

zamana gore degisimi

Karaciger MDA miktarina goére tiim gruplar arasindaki farkliliklarinin

istatistiksel ifadeleri (p degerleri) Cizelge 4.1.’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Karaciger MDA miktarina gore tiim gruplar arasindaki farkliliklarin

istatistiksel ifadeleri (p degerleri)

4 Saat 8 Saat 12 Saat 24 Saat
Kontrol — Koenzim Q 0,773 0,99 0,99 0,021
Kontrol — Taksol 0,564 0,386 0,149 0,083
Kontrol — (Koenzim Q + Taksol) | 0,564 0,248 0,149 0,149
Koenzim Q — Taksol 0,564 0,248 0,149 0,021
I;;’lf:ozf)m Q - (Koenzim Q * 0,386 0,191 0,149 0,021
Taksol — (Koenzim Q + Taksol) 0,386 0,773 0,663 0,773

4.4. Taksol’iin Karaciger Katalaz Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Taksol’tin karaciger katalaz aktivitesi {lizerine etkisi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda; 4.saatte % 48 ve 8.saatte % 6 inhibisyon gozlenmistir. 12. saatte de
% 4,7 inhibisyon gozlemlenirken, enzim 24.saatte % 65 aktivasyon gostermistir.

Taksol’iin katalaz aktivitesi tizerine etkileri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
saatlere gore farkliliklar goriilmesine ragmen bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p>0,05).

4.5. Koenzim Q’nun Karaciger Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Koenzim Q’nun karaciger katalaz aktivitesi lizerine etkisi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda; 4.saatte % 19 inhibisyon ve 8.saatte % 6 inhibisyon gozlenmistir.
12. saatte % 29 inhibisyon gozlemlenirken, 24.saatte % 6 inhibisyon goriilmiistiir.

Koenzim Q’nun katalaz enzim aktivitesi iizerine etkileri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, saatlere gore farkliliklar goriilmesine ragmen bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05).

Taksol ve koenzim Q birlikte verilmis gruplarda karaciger katalaz aktivitesinin

zamana gore degisimi, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te gosterilmistir.



59

Katalaz Aktivitesi (Kontrol - Koenzim Q - Taksol)

WK (Kontrol)
M Q (Koenzim C)

WT (Taxol)

Aktivite (IUimg protein/imil)

4 5aat 8.5aat 12 5@at 24 5aat

Enjeksiyon Sonrasi Zaman (saat)

Sekil 4.3. Taksol ve Koenzim Q verilmis gruplarda karaciger katalaz aktivitesinin

zamana gore degisimi

4.6. Koenzim Q + Taksol’iin Karaciger Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Taksol ve Koenzim Q’nun birlikte verildigi gruplarda karaciger katalaz aktivitesi
kontrol grubuyla karsilastirildiginda; 4.saatte % 39 inhibisyon ve 8.saatte % 22
aktivasyon gozlenmistir. 12. saatte % 29 inhibisyon gdzlemlenirken, 24.saatte % 18
inhibisyon goriilmiistiir.

Taksol ve Koenzim Q’nun katalaz enzim aktivitesi {izerine etkileri kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, saatlere gore farkliliklar goriilmesine ragmen bu farkliliklar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Katalaz Aktivitesi (Kontrol - Taksol - Koenzim Q + Taksol)

60

50

4‘0 -
M K (Kontrol)
30 -
BT (Taxol)

. B TQ (Tax + CoQ)

10 -

Aktivite (IUImg proteinfml)

4 Saat 8. 5aat 12 Saat 24 Saat

Enjeksiyon Sonrasi Zaman (saat)

Sekil 4.4. Taksol ve Koenzim Q + Taksol verilmis farelerde karaciger katalaz

aktivitesinin zamana gore degisimi
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Karaciger katalaz aktivitesine gore tiim gruplar arasindaki farkliliklarinin

istatistiksel ifadeleri (p degerleri) Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Karaciger katalaz aktivitesine gore tiim gruplar arasindaki farkliliklarin

istatistiksel ifadesi (p degerleri)

4 Saat 8 Saat 12 Saat 24 Saat
Kontrol — Koenzim Q 0,564 0,99 0,149 0,773
Kontrol — Taksol 0,083 0,773 0,564 0,149
Kontrol — (Koenzim Q + Taksol) 0,149 0,99 0,149 0,564
Koenzim Q — Taksol 0,386 0,773 0,083 0,248
I;;’lf;l;‘)m Q— (Koenzim Q + 0,386 0,99 0,773 0,99
Taksol — (Koenzim Q + Taksol) 0,773 0,773 0,083 0,083

4.7. Taksol’iin Karaciger Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Taksol’lin karaciger glutatyon peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda; 4.saatte % 31 ve 8.saatte % 1 inhibisyon gézlenmistir. 12.
saatte de % 5 inhibisyon gézlemlenirken, enzim 24.saatte % 13 aktivasyon gostermistir.

Taksol’tin glutatyon peroksidaz aktivitesi lizerine etkileri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; 4. saatte anlamli bir farklilik gozlemlenirken (p=0,021<0,05), diger

saatlerde goriilen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

4.8. Koenzim Q’nun Karaciger Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Koenzim Q’nun karaciger glutatyon peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda; 4.saatte % 73 ve 8.saatte % 17 inhibisyon gozlenmistir.
12. saatte ise % 32 aktivasyon gozlemlenirken, aktivasyon orani 24.saatte % 8’e
gerilemistir.

Koenzim Q’nun glutatyon peroksidaz aktivitesi iizerine etkileri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; 4. saatte anlaml bir farklilik gézlemlenirken (p=0,021<0,05), diger
saatlerde goriilen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Taksol ve koenzim Q birlikte verilmis gruplarda karaciger glutatyon peroksidaz

aktivitesinin zamana gore degisimi, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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GSH-Px Aktivitesi (Kontrol - Taksol - Koenzim Q)

0,020

0,080

0,070

0,060 -

0,050 - N K (Kontrol)

0,040 - B QO (Koenzim Q)

0,030 - ET (Taxol)

0,020

Aktivite (IUImg protein/ml)

0,010

0,000

4 Saat B.5aat 12 Saat 24 Saat

Enjeksiyon Sonrasi Zaman (saat)
Sekil 4.5. Taksol ve Koenzim Q verilmis gruplarda karaciger glutatyon peroksidaz

aktivitesinin zamana gore degisimi

4.9. Koenzim Q + Taksol’iin Karaciger Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Taksol ve Koenzim Q’nun birlikte verildigi gruplarda karaciger glutatyon
peroksidaz aktivitesi kontrol grubuyla karsilastirildiginda; 4.saatte % 39 inhibisyon,
8.saatte % 17 aktivasyon gozlenmistir.  12. saatte tekrar % 29 inhibisyon

gozlemlenirken, 24.saatte % 34 aktivasyon goriilmiistiir.

GSH-Px Aktivitesi (Kontrol - Taksol - Koenzim @ + Taksol)
0,090

0,080 -

0,070 -

0,060 -

0,050 - B K (Kontrol)

0,040 - BT tTEKDI]

0,030 - B TQ(Tax + CoQ)

0,020 -

Aktivite (IU/mg proteiniml)

0,010

0,000 -

4 5aat 3 5aat 12 Saat 24 Saat

Enjeksiyon Sonrasi Zaman (saat)
Sekil 4.6. Taksol ve Koenzim Q + Taksol verilmis farelerde karaciger glutatyon

peroksidaz aktivitesinin zamana gore degisimi
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Taksol ve koenzim Q’nun glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi tizerine etkileri
kontrol grubu ile karsilastinldiginda; 4. saatte (p=0,018<0,05) ve 24. saatte
(p=0,042<0,05) goriilen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunurken, 8. ve 12.
saatte goriilen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Karaciger glutatyon peroksidaz aktivitesine gore tiim gruplar arasindaki

farkliliklarinin istatistiksel ifadeleri (p degerleri) Cizelge 4.3 te verilmistir.

Cizelge 4.3. Karaciger glutatyon peroksidaz aktivitesine gore tiim gruplar arasindaki

farkliliklarin istatistiksel ifadesi (p degerleri)

4 Saat 8 Saat 12 Saat 24 Saat
Kontrol — Koenzim Q 0,021 0,561 0,309 0,146
Kontrol — Taksol 0,021 0,564 0,381 0,772
Kontrol — (Koenzim Q + Taksol) 0,018 0,564 0,146 0,042
Koenzim Q — Taksol 0,021 0,554 0,083 0,77
Koenzim Q — (Koenzim Q + Taksol) 0,018 0,146 0,02 0,144
Taksol — (Koenzim Q + Taksol) 0,139 0,386 0,384 0,074
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5. TARTISMA

Oksijenli solunum yapan metabolizmalar, fizyolojik sartlarda, yapisinda
eslesmemis elektron bulunduran reaktif oksijen tiirleri iiretirler. Oksijen kaynakli
radikaller ya da serbest oksijen radikalleri, bilhassa metal iyonlarin varliginda protein,
lipid ve niikleik asit gibi makromolekiillere ve diger biyomolekiillere zarar vererek
hiicresel hasara neden olurlar. Bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir (Yamamoto
ve ark. 1998; Portakal ve ark., 2000; Karabulut ve ark., 2001; Cakatay ve ark., 2003).

Serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku hasarinin en Onemli
mekanizmasi hiicre zarlarinda bulunan lipidlerin peroksidasyonudur. Saglikli dokularda
cok diisiik diizeylerde olan lipid peroksidasyonun artisi serbest oksijen radikallerinin
olusturdugu doku hasarmin gostergesi olarak kullanilabilir. Lipid peroksidasyonu yikim
tirlinlerinden birisi de malondialdehiddir (MDA) (Nielsen ve ark., 1997).

Kanser; baglangig, ilerleme ve malign doniisiim basamaklarindan olusan uzun
bir siiregtir. Serbest radikallerin bu siiregte yer aldigi ve tiim basamaklar etkiledigi
bilinmektedir (Guyton ve Kensler, 1993). Ozellikle DNA hasarindaki artisin,
karsinojeneze olan katkisi1 olduk¢a 6nemlidir (Portakal ve ark., 2000).

Oksidatif stresi azaltmak icin kullanilabilecek en uygun yontem antioksidan
maddelerin kullanilmasidir (Quiles, J.L., 2002). Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerini
ortadan kaldiran veya olusumunu Onleyen enzimatik ve enzimatik olmayan
molekiillerdir. Enzimatik antioksidanlara Ornek olarak; siliperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), thioredoksin rediiktaz ve
peroksiredoksin; enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek olarak E vitamini, C
vitamini, karotenoidler, flavinoidler ve koenzim Q verilebilir (Turunen ve ark. 2004).

Serbest radikallerin olusum hizi ile antioksidan savunma mekanizmasi dengede
oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir. Buna karsilik
antioksidan savunma azalir veya zararli bilesiklerin olusum hizi sistemin savunma
giiclinii asarsa, bu denge bozulmakta ve serbest radikallere bagli zararli etkiler ortaya
ctkmaktadir (Uysal, 1998).

Taksol, giliniimiizde kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan antineoplastik
ajanlardan birisidir. Ozellikle ovaryum ve periton kanserinde, karboplatin ile birlikte
kombine olarak uygulanmasi kabul edilmis bir standarttir. Buna karsin taksol’iin, tedavi
esnasinda goriilen siddetli miyelosiipresyon, alopesi ve periferal sinir sisteminde

patolojik bozukluklar gibi yan etkileri de mevcuttur. Ayrica diger taksan sinifi bilesikler
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gibi norotoksisite’ye yol actig1 bilinmektedir (Rose ve Smrekar, 2003; Hilkens ve ark.,
1997).

Koenzim Q; tiim organizmalarda sentezi yapilabilen, yagda ¢oziinebilen tek
antioksidandir (Kagan, 2001). Yagda ¢ozlinebilmesi, rejenerasyonunun devamliligi ve
lipid peroksidasyonunu hem baslangic hem de gelisme sathasinda engelleyebilmesi,
biyolojik membranlarda iiretilen radikallere kars1 koenzim Q’yu yiiksek oranda etkili bir
antioksidan kilmaktadir (Turunen ve ark. 2004).

Tim bu gergekler 1s18inda; calismamizda, antioksidan etkisi birgok alanda
denenmis olan, fakat taksol hepatotoksisitesi iizerine etkisi heniiz yeterli diizeyde
calistimamis olan koenzim Q kullanilmistir. Bu amagcla; koenzim Q’nun, karacigerde
taksol kaynakli serbest radikallerin siipiiriilmesinde karaciger radikal siipliriicii enzim
aktiviteleri ve radikal kaynakli MDA olusumu {iizerine etkileri zamana bagli olarak
arastirilmstir.

Ramanathan ve ark. (2005) taksoliin; siiperoksit, hidrojen peroksit ve nitrik oksit
gibi bir takim oksiradikallerin olusumuna yol ag¢tigini, buna bagh olarak olusan DNA
hasar1 ve apoptosis siirecinin piruvat ve selenyum gibi baz1 antioksidanlar
uygulandiginda baskilanabildigini bildirmislerdir.

Alexandre ve ark. (2007) taksoliin, plazma membran1 NADPH oksidaz aktivitesi
artirarak baslica hiicre dis1 ortamda siiperoksit ve hidrojen peroksit iiretimini artirdigini
belirlemislerdir.

Varbiro ve ark. (2001) taksoliin, mitokondriyonal gecirgenligi ve reaktif oksijen
tiirlerinin  (ROS) salinimin1  direk olarak ve anlamli bir sekilde arttirdiginm
saptamiglardir. Arastirmacilar, bu degisikliklerin ilacin toksik etkisine bagli olarak
meydana gelen biyokimyasal degisiklikler oldugunu ve bunlarin ilacin dozuna baglh
oldugunu gostermislerdir.

Karaduman ve ark. (2010), serbest radikal olusumu sonucu taksoliin karaciger
dokusunda yol ag¢tigt hepatotoksisiteyi ve dejenerasyonlari histolojik olarak
aragtirmislar, antioksidan B-1,3-D-glukan uygulamasi ile bu bozukluklarin rejenere
edilebilecegini bildirmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, taksol grubu hayvanlarda MDA
miktariin kontrol grubundaki hayvanlara gore, istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte (p>0,05), tiim saatlerde arttig1 yoniindedir. Bu artis, 24.saatte maksimum

diizeydedir.
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Taksoliin; serbest radikal tiretimi ve MDA olusumu ile karakterize lipid
peroksidasyonuna yol actigina iliskin elde ettigimiz sonuglar, Ramanathan ve ark.
(2005), Alexandre ve ark. (2007), Varbiro ve ark. (2001) ve Karaduman ve ark.
(2010)’n1n bildirdigi sonuglarla uyum gostermektedir.

Huertas ve ark. (1999), ham =zeytinyagi ve koenzim Q takviyesinin
mitokondriyal membranlar1 serbest radikallerin yikict etkisinden korudugunu
bildirmislerdir.

Solaini ve ark. (1987), viicut kaynakli koenzim Q’nun; adriyamisin-demir
kompleksi etkisinde olusturulmus lipid peroksidasyonundan mitokondrileri etkin
bicimde korudugunu, NADH ve siiksinat oksidaz sistemlerinin inaktivasyonunu
azalttigini belirlemislerdir.

Kalpravidh ve ark. (2005), B-talasemi hastalarmma koenzim Q uygulandiktan
sonra hastalarin plazma koenzim Q seviyesinin arttigini, MDA seviyesinin ise azaldigini
bildirmislerdir.

Sena ve ark. (2008), diyabette reaktif oksijen tiirleri artarken, plazma koenzim Q
seviyesinin diistiigiinii belirlemislerdir. Arastirmacilar, koenzim Q uygulamasinin
pankreas dokusundaki koenzim Q igerigini artirdigini, diyabet belirteclerinden biri olan
glikozillenmis hemoglobin (HbAlc) seviyesini ve pankreas dokusundaki MDA
miktarin diisiirdiigiinii bildirmislerdir.

Akbal (2010), sisplatin verilmis ratlarin karaciger dokusunda MDA miktarinin
kontrol grubuna goére daha fazla oldugunu, koenzim Q uygulanmig grupta ise MDA
miktarinin tiim saatlerde kontrol grubundan daha az oldugunu bildirmistir.

Akbal (2010) ayrica, sisplatin ve koenzim Q’nun birlikte verildigi hayvanlarda
karaciger dokusu MDA miktarinin; 4., 12., ve 24. saatlerde kontrol grubuna gore yiiksek
oldugunu bildirmistir.

Calismamizda elde etti§imiz sonuglar, koenzim Q grubu hayvanlarda karaciger
dokusu MDA miktarinin diger tiim gruplardan, tiim saat dilimlerinde diisiik oldugu ve
bu disiikligin 24.saat diliminde istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) oldugu
yoniindedir.

Taksol ve koenzim Q’nun birlikte verildigi hayvanlarda karaciger dokusu MDA
miktar1 ise, kontrol grubuna gore tiim saat dilimlerinde yliksek gdzlenmis, fakat bu
yiikseklik istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmamastir.

Koenzim Q’nun hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonunu ve MDA

olusumunu azalttigina iliskin elde ettigimiz sonuglar; Huertas ve ark. (1999), Solaini ve
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ark (1987), Kalpravidh ve ark. (2005), Sena ve ark. (2008)’nin elde ettigi sonuglar ile
uyum gostermektedir.

Taksol ve koenzim Q birlikte verildiginde, karaciger dokusu MDA miktarinin
kontrol grubuna gore yiiksek olmasi ise, Akbal (2010)’1n ¢aligmasi ile uyumludur.

Rauscher ve ark. (2001), diyabetik ratlarin karaciger dokusuda lipid
peroksidasyonunda ve GSH-Px aktivitesinde artis, GSH miktarinda azalma tespit
etmislerdir. Arastirmacilar, koenzim Q ilavesi ile bu etkileri tersine c¢evirdiklerini
bildirmislerdir.

Lakomkin ve ark. (2005), kalp kast dokusuna H,0O, enjeksiyonunun SOD, GSH-
Px ve katalaz enzim aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu bildirmisler, buna neden
olarak da asir1 H,O, birikiminin enzimlerin triptofan rezidiilerinde yikimlara neden
oldugunu ileri siirmiislerdir. Arastirmacilar, koenzim Q’nun hem bizzat antioksidan
olarak hem de antioksidan enzimlerin korunmasini saglayarak, kalp kasinda oksidatif
strese karsi olan direnci artirdigini bildirmislerdir.

Ognjanovi¢ ve ark. (2006), kadmiyum verilmis ratlarin kalp dokularinda
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin (CuSod, ZnSOD, GSH-Px, GST ve GR) arttigini
belirlemiglerdir. Arastirmacilar, koenzim Q ve E vitamini uygulandiginda ise
antioksidan enzim aktivitesindeki bu artista bir gerileme tespit etmislerdir.
Arastirmacilarin elde ettigi bir baska sonug ise, koenzim Q’nun E vitamini ile birlikte ve
ayr1 ayr1 olarak uygulandigt durumlarda, E vitamini ve C vitamini gibi antioksidanlarin
seviyelerindeki degisimlerin geri donistiirildigiidiir.

Akbal (2010), sisplatin verilmis ratlarda katalaz aktivitesinin 4. saatten 12. saate
dogru anlaml bir artis gosterdigini bildirmis, sisplatin ile birlikte koenzim Q verilmis
ratlarin katalaz aktivitesinde ise anlamli inhibisyonlar gozlemlemistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore; taksol verilmis grupta katalaz
aktivitesi, 4.saatten 12.saate dogru diizgiin bi¢imde artis gosterip 12.saatte maksimum
seviyeye ulasmis, 24.saatte ise bir miktar inhibisyon gostermistir.

Taksol ve koenzim Q’nun birlikte verildigi grupta ise katalaz aktivitesi; 4.
saatten 8.saate dogru artis gdstermis olup, 8.saatte tiim gruplardan yiiksek olarak
Olclilmiistiir. 8. saatten sonra ise aktivasyonda diisiis gézlenmis olup, enzim aktivitesi
24. saatte tim gruplardan diisiik olarak Olgiilmiistiir. Bu sonuclar, Akbal (2010)’1n
bildirdigi sonuglar ile uyum gostermektedir.

Bununla birlikte, katalaz aktivitesinde gozlemlenen tim diislis ve artislar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
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Taksol verilmis grubun glutatyon peroksidaz aktivitesinde, 4.saatte kontrol
grubuna gore anlamli bir inhibisyon gozlenmis, diger saatlerde ise anlamli olmayan
aktivasyon ve inhibisyonlar gézlenmistir.

Koenzim Q verilmis grubun glutatyon peroksidaz aktivitesinde ise, 4.saatte
anlamli bir inhibisyon gozlemlenmis, diger saatlerde ise anlamli olmayan aktivasyon ve
inhibisyonlar gézlenmistir.

Taksol ve koenzim Q’nun birlikte verildigi grupta glutatyon peroksidaz aktivitesi
incelendiginde, 4. saatte enzimin anlamli inhibisyon gosterdigi, 12.saatte dlgililen enzim
aktivitesinin diger tiim gruplardan diistik oldugu belirlenmistir.

Elde ettigimiz tim veriler birlikte degerlendirildiginde; koenzim Q’nun
karaciger dokusunu serbest radikal hasarindan korudugu, antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde inhibisyona neden oldugu go6zlenmistir. Dolayisiyla calismamiz;
Rauscher ve ark. (2001), Lakomkin ve ark. (2005), Ognjanovi¢ ve ark. (2006)’nin ve
Akbal (2010)’1n ¢alismalari ile uyum gostermektedir.

Eren (1997) ve Diraman (1994), antioksidantlarin radikal siipiiriicii enzim
aktiviteleri {lizerine etkilerini uzun yillar arastirmislar ve antioksidantlarin radikal
stiptiriicli enzimlerin aktivitelerinde inhibisyona neden oldugunu rapor etmislerdir. Eren
ve Diraman’in ¢alismalarindan yola ¢ikarak, ¢alismamiz sonucunda goézlemledigimiz

enzim inhibisyonlarini, koenzim Q’nun antioksidan etki gostermesine dayandirabiliriz.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda taksol verilmis grubun, katalaz ve glutatyon peroksidaz
aktivitelerinin 4. - 12. saatler arasinda kontrol grubundan diisiik oldugu, 24. saatte ise
her ikisinin de kontrol grubuna gore arttigt gozlenmistir. MDA miktariin ise,
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, tiim saatlerde kontrol grubundan yiiksek
oldugu goriilmiistiir.

Tek basina koenzim Q verilen grubun glutatyon peroksidaz aktivitelerinde
4.saatte istatistiksel olarak anlamli, diger saatlerde istatistiksel olarak anlamsiz
inhibisyonlar gézlenmistir. Tek basina koenzim Q verilen grubun katalaz aktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli olmayan inhibisyonlar gézlenmistir.

Koenzim Q’nun taksol ile birlikte verildigi grubun; glutatyon peroksidaz
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli, katalaz aktivitelerinde istatistiksel olarak
anlamli olmayan inhibisyonlar, MDA miktarinda anlamli azalmalar kaydedilmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglardan; intraperitonal yolla verilen koenzim
Q’nun, hiicrelere girebildigi ve hiicredeki radikal reaksiyonlarin1 etkiledigi
goriilmektedir. MDA nin serbest radikal hasarinin gostergesi oldugu desteklenmektedir.
Koenzim Q’nun ise dokuyu radikal hasarindan korudugu sdylenebilir.

Bu dogrultuda, koenzim Q’nun farkli doz kombinasyonlar1 denenerek kanser
tedavisinin iyilestirilmesinde en dogru sonuca ulasilabilir. Taksol ve koenzim Q; birlikte
ve aym anda verildiginde lipid peroksidasyonunu artirmasinin mekanizmasi
arastirilabilir, verilis siras1 degistirildiginde ayn1 etkiyi gosterip gostermeyecegi
smanabilir. Ayrica, yapilacak histokimyasal ¢aligmalar ile koenzim Q’nun hiicre hasar
koruyucu etkilerine netlik kazandirilabilir.

Boylece, giinlimiizde sayisi1 giderek artan kanser hastalarinin tedavisine olumlu

katkilar saglanabilecegini diisiinmekteyiz.
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OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Gokhan Coksen
Dogum Yeri: Samsun

Dogum Tarihi: 12.08.1984
Medeni Hali: Bekar

Bildigi Yabanei Diller: Ingilizce

Egitim Durumu
Lise: Samsun Veteriner Saglik Meslek Lisesi (Tarim Meslek Lisesi) (1998-
2001)
Lisans: O.M.U. Biyoloji (2003-2007)
Yiiksek Lisans: O.M.U. Fen Bilimleri Ens. (2008-...)

Cahstign Kurumlar
- Samsun Mehmet Aydin Devlet Hast. (goniillit) (2007-2008)
- Medikal Sektorii (6zel) (2011-...)

Iletisim Bilgileri
GSM: 0543 838 27 97

email: g.coksen@gmail.com





