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OZET

Akrolein (AK) beslenmeden sigara dumanima kadar gesitli nedenlerle insanlarm en fazla maruz
kalinan toksik kimyasallardan biridir. Peynir alt1 suyu proteini (Whey proteini), (WP), kilo vermek
isteyenler tarafindan Ozellikle de sporcularin kullandigi, cesitli biyolojik aktivitelere sahip bir
tamamlayicidir. Bu c¢aligmada, AK ve WP'in karaciger mitokondriyal oksidatif stres, solunum
enzimleri, Krebs dongiisii enzimleri ve ATP ftizerine olan etkisini incelemeyi amagladik.Sprague
Dawley ratlara AK (5 mg / kg o.p, haftada 6 giin), WP (200 mg/kg, o.p, haftada 6 giin) ve AK ile
birlikte WP olmak {izere 30 giin boyunca verildi. Genel olarak, AK verilen grupta mitokondriyal
Gluttayon miktar1 ve antioksidan enzimlerde azalma olurken, mitokondriyal lipit peroksidasyonu
(LPO) ve protein karbonil (PK) seviyelerinde 6nemli artislar gozlemlendi. Ayrica, AK verilen
grupta kompleks I, kompleks IV gibi elektron transport zincir (ETZ) enzimlerinde, mitokondriyal
izositrat dehidrogenaz (mISDH) gibi trikarboksilik asit (TCA) dongiisii enzimlerinde ve ATP
miktarinda anlamli azalmalar goriildii. AK ile birlikte WP verilen grupta, AK ile olusan oksidatif
stres ve azalan enzim aktiviteleri ve ATP miktarinin 6nemli 6l¢iide normale dondiigii goriildii. Elde
ettigimiz bulgular sonucunda, WP’ nin AK etkisi ile karacigerde artan oksidatif stres ve bozulan
mitokondriyal fonksiyonlarin iyilestirilmesinde etkili oldugunu gordiik.
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ABSTRACT

Acrolein (AC) is one of the most exposed toxic chemicals in humans for various reasons, from
feeding to cigarette smoke. Whey protein (WP) is a supplement with various biological activities
used by those who want to lose weight, especially by athletes. In this study, we aimed to investigate
the effects of AC and WP on liver mitochondrial oxidative stress, respiratory enzymes, Krebs cycle
enzymes and ATP. Sprague Dawley rats were given AC (5 mg/kg,o.p, 6 days per) ve WP (200 mg
/ kg, 0.p., 6 days per week) and WP with AC for 30 days. In general, mitochondrial GSH levels and
antioxidant enzymes were decreased in AC group, while mitochondrial lipid peroxidation (LPO)
and protein carbonyl (PK) levels were significantly increased. Furthermore, in the AC group, were
observed significant decrease in electron transport chain (ETZ) enzymes such as complex | and
complex 1V, tricarboxylic acid (TCA) cycle enzymes such as mitochondrial isocitrate
dehydrogenase (mISDH) and ATP level. It was observed that oxidative stress and decreased
enzyme activities and ATP level induced by AC returned to normal in AC +WP group. As a result
of our findings, we have seen that WP is effective in improving oxidative stress and impaired
mitochondrial function in liver by the of effect AC.
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1. GIRIS

Karaciger, neredeyse viicudun her fizyolojik siirecini etkileyen, sasirtict derecede
kompleks, insan viicudunun ana “metabolik organi” dir. Baslica islevleri, endojen
maddelerin ve ksenobiyotiklerin (toksinler, alkol ve ilaglar gibi) ayrismasini, proteinlerin,

karbonhidratlarin ve lipitlerin metabolizmasini igerir (Jean ve digerleri, 2001).

Alkole bagimli olmayan yagh karaciger hastaligi bat1 toplumundaki genel niifusun yaklagik
% 30" unu etkilemektedir ve diinya ¢apinda en sik karaciger fonksiyon bozuklugu nedeni

olarak kabul edilmektedir (Chalasani ve digerleri, 2012).

Insiilin direnci, hiperlipidemi, hiperglisemi ve hipertansiyon varhig:i ile tanimlanan
metabolik sendromun nedeni alkole bagimli olmayan yaghh karaciger hastaligidir.
Karaciger yaglanmasi multifaktoriyel bir hastalik olmasma ragmen en 6nemli nedeni

karaciger mitokondrilerinin fonksiyonundaki bozulmadir (Nassir ve Ibdah,2014).

Karaciger mitokondri bakimindan ¢ok zengindir. Her bir karaciger hiicresi yaklasik 800
mitokondri igerir. Mitokondri, besin oksidasyonu yaparak enerji lreten hiicrenin gii¢
areticisidir. Glikoliz ile purivata kadar okside edilen besinler mitokondri matriksinde TCA
dongiisii enzimleri ile protonlarni NAD" ve FAD" ya vyiikleyerek rediikte NADH ve
FADH?2 olustururlar. NADH ve FADH2'den mitokondri i¢ membranindaki elektron tasima
zincirine (ETZ) baglanan elektronlarin akigi, protonlarin mitokondriyal matriksten
membranlar arasi bosluga pompalanmasiyla birlestirilir, boylece zar boyunca ATP sentezi
ile sonuglanan bir elektrokimyasal gradyan olusturur (Pessayre, Mansouri, ve Fromenty,
2002).

Mitokondrinin enerji liretmek igin temel besin maddelerini okside etmek yaninda hiicrede
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) en fazla olustugu organel 6zelliginide tasir (ROT tiirlerinin
% 90 gibi 6nemli bir oran1 burada olusur). Elektronlarin ETZ' ne asir1 akist ROT {iretimi ile
sonuglanir. Mitokondri, normal kosullar altinda, mitokondriyal oksijen tiiketiminin
yaklasik % 1 ila % 2' si ROT diiretimi ile sonuglanir. Mitokondrilerde oksidatif stresin
artmas1 mitokondri zar yapisindaki lipitlerin ve mitokondrial proteinlerin bozulmasina

neden olur. Bu durum hem TCA hem de ETZ enzimlerinin (kompleks I-IV) bozulmasina


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nassir%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24837835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ibdah%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24837835

ve mitokondrilerin gorevlerini yapamaz hale gelmesine neden olur. Dahas1t mitokondriyal
ROT, mitokondrinin antioksidan sistemi tarafindan ortadan kaldirilmaz ise mitokondri i¢
membranindaki por proteinlerin zarar gérmesi sonucunda segici gegirgenlik ortadan kalkar
ve hiicreyi apopitozise siiriikleyen siiregler baslar. Bu durum mitokondri kaynakli
dejeneratif doku hastaliklarinin 6nemli nedenlerinden biridir. ROT {iretimi, mitokondriyal
membranlarin lipid peroksidasyonuna neden olur. Oksidatif stres ayrica, iltihaplanma ve
fibrojenik tepkiye neden olan iltihaplanma sitokinlerinin {iretimini tetikler ve basta
karaciger yaglanmasi ve fibrozise neden olarak Onemli karaciger hasarlarina davetiye

cikarir (Moreno-Sanchez ve digerleri, 2018).

Mitokondri en fazla ROT olusturan organellerden biri oldugu i¢in ayn1 zamanda giiglii bir
antioksidan savunmaya da sahiptir; mitokondriyal siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) ETZ
(kompleks I-IV) de ortaya ¢ikan siiperoksit radikallerini (O,—) hidrojen peroksite (H205)
dontstirir. H,O, ise mitokondriyal GPx ile su ve O;’e doniistiiriilerek zararsiz hale
getirilir. Sonu¢ olarak mitokondride olusan ROT eger mitokondrilerin antioksidan
savunma sistemleri ile korunamaz ise mitokonrial oksidatif hasar meydana gelir. Bu hasar
mitokondrinin lipitlerine, proteinlerine ve DNA smna zarar verebilir. Bu durum ise
mitokondriyal proteinler (kompleks I-1V) enzimleri veya TCA siklisu enzimlerinde
(6rnegin isositrat dehidrogenaz, alfa ketogluterat dehidrogenaz ve malat dehidrogenaz gibi)

hasara neden olabilir.

AK (sistematik i1sim: propenal) en basit doymamis aldehittir. Delici, keskin kokulu renksiz
bir sividir. Endiistriyel olarak propilenden iiretilir. Bu yolla Kuzey Amerika, Avrupa ve
Japonya' da yilda yaklagik 500.000 ton AK iiretilir. AK, sulama kanallarinda su altindaki
ve ylizen yabanci otlarin yani sira algleri kontrol etmek i¢in herbisit olarak kullanilir
(Dietrich ve digerleri,2012). Oldukga reaktif bir doymamis aldehit olan AK, her yerde
bulunan bir ¢evresel kirleticidir ve potansiyel olarak ¢evre saghigi icin ciddi tehdit
olusturmaktadir. Elektrofilik bir bilesik olan AK yaygin bir ¢evresel kirleticidir; tiitiin
tirtinleri, yagda kizartilmis besinler ya da odun ve plastigin eksik yanmasi bagslica eksojen
AK kaynaklarini olustururlar. Insanlar, oral olarak (yiyecek ve su), solunum yolu ile
(sigara dumani, otomobil egzozu ve biyosit kullanim1) ve dermal yolla (metabolizma ve
lipid peroksidasyonu) degisik sekillerle AK’e maruz kalabilirler. Ozellikle son 10 yilda
literatiirde AK ve insan hastaliklar1 ile ilgili c¢aligmalarin hizla artig gosterdigi

goriilmektedir. AK niiklear faktorlere, proteazlara ve diger proteinlere saldirarak



biyomolekiillerin islevlerini bozar. Ayrica mutasyon, transkripsiyon ve apoptosiz iizerine
etki edebilirler (Stevens ve Maier, 2008). AK, Alzheimer hastaligi, multipl skleroz,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diabetes mellitus gibi bir ¢ok hastalifin ortaya ¢ikmasina
neden olurlar. Ayrica nérotoksitite, hepatotoksitite ve nefrotoksititenin patogenezinde de
onemli rol oynar. Hiicresel diizeyde, AK’e maruz kalma, basta DNA ve protein hasari
olmak tizere oksidatif stres, mitokondriyal bozulma, membran hasari, endoplazmik

retikulum stresi ve immiin disfonksiyon gibi ¢esitli toksik etkilere sahiptir.

Proteinler, gram basina 4 kalori igerirler ancak aclik aninda en son tiiketilirler. Viicutta
bir¢ok yapiya katildiklar1 i¢in enerji olarak protein yakmak, oldukca biiyiikk bir fatura
getireceginden viicut Oncelikli olarak enerji kaynagi olarak karbonhidratlar1 kullanir.
Arastirmalara gore yagsiz kiitle basina 1,2 gram ile 2,2 gram arasinda alinan protein kalori
aciginda dahi, kas kiitlesini korumak ve arttirmak i¢in yeterlidir. Proteinler doku olusumu
icin ¢ok 6nemli olduklar1 icin, kas gelistirmek igin de en énemli bilesendir. Insan bedeni,
sonradan kullanmak {iizere protein depolayan bir yapiya sahip degildir. Bu ylizden, yeterli
miktarda ve yiiksek kalitede protein tiiketmek Oncelikli ihtiyaglarimiz arasindadir. Aksi
halde, bedenimize ihtiya¢ duydugu destegi sunamamis oluruz. Viicut, yeterli proteine sahip
olmadiginda bu kez kendi kiitlesinden kullanima gider. Yagsiz viicut agirhigindaki bu
kirilma, ozellikle de diisiik kalorili bir diyet programina giren obezite hastalarinda
kagmilmazdir. Iste bu kaybi onlemek igin hastalar mutlaka, yeterli miktarda protein
almalidirlar. Diinyanin her yerinden 54.000°den fazla {iyesi olan ve hicbir kar amaci
olmayan, uluslararasi “Obezite Aksiyon Koalisyonu” olusumu obezite ameliyatlar1 sonrasi
gerekli amino asitleri igiren Whey Proteini (WP) destegini onermektedirler. Obezite
goriilme siklig1 endise verici bir sekilde artmaktadir. Obezite basta kanser, seker ve kalp
hastaliklar1 olmak iizere birgok hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Buna bagh olarak regetesiz olarak satilan zayiflama iirlinlerine basta Amerika ve Avrupa
iilkeleri olmak tizere giderek artan bir talep vardir ve milyarlarca dolar harcanmaktadir.
WP zayiflama araci olarak kullanilan, 6zellikle spor yapan insanlarin siklikla kullandiklar
bir maddedir. BCC Research tarafindan yayimlanan yeni bir rapora gore, peynir alt1 suyu
proteinine yonelik esas talep ABD ve Avrupa Birligi'nden gelmekle birlikte, gelismekte
olan ekonomilerde, 6zellikle Asya-Pasifik ve Latin Amerika'dan da artan taleplerin oldugu
goriilmektedir. 2017'de, kiiresel peynir alt1 suyu proteini pazarinin yaklasik 9,4 milyar
ABD dolar1 oldugu ve 2023 yilina kadar 14,5 milyar ABD dolarina ulasacagi tahmin
edilmektedir.



Siit iki temel protein kaynagi igerir: kazeinler ve peynir alti suyu.WP peynir alt1 suyundan
elde edilen kazeini alinmis siit proteinidir. WP antioksidan, antihipertansif, antitiimor,
hipolipidemik, antiviral, antibakteriyel ve selatlayicit bir madde olarak bir ¢ok biyolojik
fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir (YYamaguchi, Yoshida, ve Uchida, 2009). WP, sistin
amino asiti bakimindan zengin bir besindir. Sistin amino asiti hiicrenin yegane antioksidan
molekiilii olan GSH’ un yapisinda yer alir ve GSH seviyesinin belirlenmesinde sinirlayici
rol oynar. Bu nedenle WP hiicrede antioksidan GSH miktarinin artirilmasi igin yararli bir
strateji  sagladigi distiniilmektedir (Kent, Harper ve Bowser, 2003). Diger protein
kaynaklari ile karsilastirildiginda, WP’ nin en 6nemli 6zelligi protein metabolizmasinda
kilit rolii oynayan 16sin, izolosin ve valin gibi dallanmig amino asitleri bol miktarda

icermesidir (Kimball ve Jefferson,2002).

Calismamizda endojen olarak olustugu gibi cevresel olarak da kacinilmaz olarak maruz
kaldigimiz AK ile ozellikle artan obezite ile birlikte son yillarda zayiflatict supplement
olarak sik¢a kullanilan WP karaciger mitokondriyal oksidatif stres durumu ve bioenergetik
parametreleri {izerine olan etkisini inceledik.Yukarida da acikladigimiz gibi hiicrelerin
enerji merkezleri olan mitokondrilerdeki bozukluklar birgok metabolik hastalikla yakindan
iliskilidir. Bu nedenle calismamizda elde ettigimiz veriler, viicudun metabolizma ve
detoksifikasyon merkezi olan karacigerde bioenergetik ve hiicresel seviyedeki
degisikliklerin ortaya konmasit acisindan c¢ok degerlidir ve ilgili hastaliklarin

aydinlatilmasina katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Whey Proteini (Peynir Alt1 Suyu Proteini)

Siit, iki temel protein kaynagi olan kazein ve WP igerir. WP’ nin biyolojik bilesenleri
bagisiklik kazandiran bir dizi Ozellik sergilemektedir. Ayrica WP bir antioksidan,
antihipertansif, antitiimdr, hipolipidemik, antiviral ve antibakteriyel olarak hareket etme
kabiliyetine sahiptir (Naclerio, Alkhatib ve Jimanez, 2013; Ahmed ve digerleri, 2011).
WP, zengin bir amino asit profiline sahip eksiksiz, yiiksek kaliteli bir proteindir .WP
yiiksek protein kalitesi ve zengin dall1 zincir aminoasit yapisi (BCAAs) ile uzun zamandir
kas gelistirmek ic¢in kullanilmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucunda WP’nin kas
gelistirme disinda ¢ok genis alanlarda kullanilabilecegi gosterilmektedir. WP peynir
suyundan elde edilir. Peynirin bir yan {iriinii olarak iiretilmektedir. Bu sebeple “peynir alt1

suyu” da denmektedir (Bayford, 2010).

WP toplam protein iceriginin yaklasik yiizde 20' sini olusturur. Peynir alti suyu, peynir
yapimi sirasinda kazandan ayrilan gesitli fraksiyonlardan olusur. Bu fraksiyonlar istenen
son bilesime bagli olarak farkli konsantrasyonlara kadar saflastirilir ve protein, laktoz,
karbonhidratlar, immiinoglobiilinler, mineraller ve yag iceriginde degisiklik gosterebilir.
WP iirliniiniin se¢imi, istenen beslenme uygulamalar1 ve hedeflerine gore belirlenmektedir.
En yaygin kullanilan formlar, yiiksek proteinli ¢ubuklar, icecekler ve WP konsantresidir
(Ahmed ve digerleri, 2011).

Siitiin % 87 si sudur, geriye kalan yiizde % 13 i ise katidir. Geriye kalan bu % 13 liik
kismin: % 30’ u yag, % 37 si laktoz, % 27 si protein, % 6’ s1 ise minareldir. % 27 lik
protein kisminin ise % 20 si WP, % 80 i ise kazeindir. Peynir yapim siirecinde WP,
saydam yada sar1 bir s1vi1 olarak ayrilir (Naclerio ve digerleri, 2013). Sigir siitiinden olusan
WP, amino asitlerden sisteininin disiilfid formu olan sistein acisindan zengindir. Sistein,
yararl bir antioksidan olan GSH sentez hizini belirleyen bir amino asittir. Beslenirken WP
tiiketimi, hiicre i¢ci GSH diizeyinin yiikselmesini olumlu yonde etkileyecektir. Siit, WP
fraksiyonlar1 olan glutamin, triptofan, fenilalanin ve tirozin acgisindan zengindir (Ahmed ve

digerleri, 2011).



WP yiiksek kaliteli bir proteindir. Yapilan arastirmalarda WP etkili bir sekilde kas stimule
ettigi disiiniilmektedir. WP’ nin protein sentezini hizlandirdig1 ve sonrasinda daha iri ve
giclii kaslarin olusumasina katki sagladigi diisiiniilmektedir. Sporcularda enerjiye ve
proteine olan ihtiya¢ egzersizle birlikte arttigindan dolay1r performansi en {ist diizeylere
cikaracak besin takviyeleri aramaktadirlar. WP yapist ve oOzellikleri bakimindan
sporcularda gerekli olan enerji, performans ve kas biiylime ihtiyacina cevap olabilecek
ideal ve esansiyel aminoasitler bakinimndan zengin bir besin kaynagi haline gelmektedir.
WP, kas protein sentez oranlarinin uyarilmasinda ozellikle etkilidir. Clinkii WP’ ndeki
amino asit profili iskelet kasi ile hemen hemen aynidir ve WP’ ndeki yiiksek esansiyel
amino asit seviyeleri erigkin kasta protein sentezini uyarmada etkilidir (Dimke, Ventrella,
ve Wilcox, 2014). WP beta-laktoglobiiliin, alfa-laktiimin gibi ¢esitli bir dizi proteinden
olusur. Serum albliimin (BSA) ve glikomakropeptit (GMP) toplu olarak bunlar bir dizi
spektrum igerir. BCAAs 16sin, izoldsin ve valin de dahil olmak tizere amino asitler BCAA
lar doku biiytimesi i¢in gereklidir. Losin Ozellikle protein sentezinin translasyonunun
baslatilmasinda ve onarimda 6nemli bir rol oynamaktadir. Siilfiir igeren aminoasitlerde,
sistein ve metionin de yliksek konsantrasyonlarda bulunur. WP hiicre i¢i doniisiimle
arttirllmig, bagisiklik fonksiyonuna katkida bulunur (Bayford, 2010). WP ile diizenli ve
dogru bir sekilde beslenildiginde, bu uyarlamalar1 biiyiik ol¢iide arttirabilme yetenegine
sahiptir. Protein takviyesi kullanimi sporcularda normal kisilere gore daha fazla oldugu
bilinmektedir. Halterciler ve viicut gelistiricileri 6zellikle WP ni daha ¢abuk ve daha biiytik
kaslara sahip olmak i¢in alirlar (Dimke ve digerleri, 2014). Cogu tiiketici, diyetlerini
gelistirmeleri ve sagligini iyilestirmeleri i¢in beslenme takviyelerine yonelmektedir. Saglik

bilincine sahip tiiketicilerin, bu amacl diyetlerinde WP icermektedir (DCC, 2013).

Yukarida agiklanan tiim bu sebeplerden dolayi, son 20 yi1lda, WP, peynir liretmenin atik bir
iriinii olmaktan c¢ikarak, beslenme ve fonksiyonel 6zelliklere sahip oldukca degerli bir
iirlin haline gelmistir. WP artik her yastan insana yonelik cesitli saglik hedeflerine ulasmak
icin bebek mamalari, besin takviyeleri, enerji barlari, spor i¢ecekleri gibi birgok iirlinde

kullanilmaktadir (DCC, 2013).

WP oksidatif stres ile iligkili hastaliklarda terapdtik arag olarak diisiiniilmektedir. Sistein
bakimindan zengin WP izolatinin GSH sentezini hizlandirarak GSH seviyelerini arttirdig:
yapilan ¢aligmalarda kanitlanmistir. GSH eksikligi olan hasta gruplari ve GSH eksikliginin

cok fazla goriildiigii ileri insan immiin yetmezlik virtisii (HIV) olan hastalarda WP



uygulandiginda bu hastalardaki GSH miktarinda artis meydana geldigi gézlenmistir. WP
hem erkek hem de kadinlarda oral olarak uygulandiginda, toplam kolesterol ve trigliserit
miktarin1 6nemli 6l¢iide azalttigi goriilmiistiir (Hamad, Taha, Dawood, Sitohy ve Hamid,
2011). WP’nin kemoterapiye maruz kalan kanser hastalarinda kanser 6nleyici ilag olarak
faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir takim hayvan caligmalari, WP’ nin antikanser
potansiyelini incelemekte olup WP yapisinda biiyiik oranda GSH ve laktoferrin gibi
antioksidanlarin bulundugu ve bagisiklik artirici etkileri oldugu diistiniilmektedir (Bayford,
2010).

Yapilan calismalarda WP Iceriginde bulunan laktoferrinin si¢anlarda indiiklenen kolon
kanseri tiimdr ekspresyonunda azalmalar meydana getirdigi goriilmiistiir. in vitro bir
caligmanin sonucunda da insan meme kanseri hiicrelerinde biiyiimenin engellenmesine
yonelik etkileri goriilmiistiir. Yine yapilan bir in vitro ¢calismada, laktoferrininin hepatit C
viriisiiniin (HCV) {izerinde de olumlu etkilerinin oldugu izlenmistir. Bununla birlikte,
hepatit B i¢in sonuglarin (HBV) daha olumlu oldugu, 6zellikle giinliik 12 g WP almakta
olan 8 hasta iizerinde yapilan bir ¢alismada deneklerin karaciger fonksiyon belirteglerinin

iyilestigi ve lipid peroksidazinin azaldig tespit edilmistir (Bayford, 2010).

Yaglanma, siklikla sizofreni, bilissel bozukluk, Alzheimer ve Parkinson gibi c¢esitli
hastaliklarin eslik ettigi karmagik ve dogal bir durumdur. Hastaliklar ve insan bedeninde
meydana gelen diger olaylar sonucu Oksidatif stres olusumu neticesinde meydana gelen
hasarin, biyolojik yaglanma siirecinde 6nemli bir rol oynadigini gosteren ¢ok sayida kanit

vardir (Peng, Kong, Yu ve Diao, 2013).

Serbest Oksijen radikalleri, normal metabolizmanin bir parcasi olarak canli hiicrelerde
stirekli olarak tiretilen bir reaktif tiiriidiir ve asir1 iiretilmesi durumunda, hiicrelere zararl
hale gelerek bazi hastaliklarin ve yaglanmanin patogenezinde rol oynar (Peng ve digerleri,
2013). Yapilan g¢aligmalar, WP’nin enzim hidrolizatlarinin demir katalizli bir lipozom
oksidasyon sisteminde oksidatif bozulmalar1 6nleme potansiyeli tasidigini gdstermistir
(Peng ve digerleri, 2013). Deney hayvanlari ile yapilan ¢calismalar ve analizler neticesinde,
WP verilen sicanlarin, antioksidan enzimlerin etkinligini 6nemli dlgiide yiikselttigi, lipid
peroksidasyon firiinlerinin seviyelerini ise diisiirdiigii ve siganlarda siddetli oksidatif stres
sirasinda oksidatif ve antioksidatif dengelerin korunmasi yoniinde etkilerinin oldugu

anlasilmistir (Peng ve digerleri, 2013).



Athire ve arkadaslarinin deney hayvanlar1 ile yapmis oldugu c¢alismada, farelerde
parasetamol ile indiiklenen hepato-nefrotoksisiteye karsi koruyucu etkisi aragtirilmistir.
WP 6nemli miktarda in vitro antioksidan aktiviteye sahipti, WP verilen fareler ile toksik
madde olarak parasetamol verilen fareler, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, WP verilen
farelerde antioksidan enzimlerin aktivitelerinde artis ve tiyobarbitiirik asit reaktif
maddelerinde azalma gosterdigi izlenmis. WP Kkoruyucu etkisi, oral olarak verildiginde
intraperiotenalden daha az oldugu izlenmistir. WP’nin parasetamoliin neden oldugu
hepato-nefrotoksisiteye karsi potansiyel koruyucu oldugu ve biyofonksiyonel bir bilesen
olarak sagligi tesvik eden yiyeceklerde etkin bir sekilde kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir (Athire ve digerleri, 2013).

2.2. Akrolein

AK, renksiz veya sar1 bir s1v1 olup, hos olmayan bir kokuya sahiptir, suda kolayca erir ve
1stya maruz kaldiginda hizli bir sekilde buhar haline doniisiir ve kolayca yanar (ATSDR,
2005). AK sigara (tiitiin) dumaninda, otomobillerin eksoz dumaninda, yanmis yaglarda ve
benzeri yerlerde bulunur. AK yapisal olarak g¢evremizde her yerde bulunabilen a, b
doymamis aldehitler smifinin en basit iiyesidir. Genis kapsamda diisiiniildiigiinde, AK
otomobillerin egzoz dumaninda, g¢esitli organik materyallerin par¢alanmasiyla, sigaranin
buhar fazinda, yag iceren besinlerin yakilmasi sonucu belli konsantrasyonlarda ¢evreye

salinir (Arumugam, Thanislass, Ragunath, N. Deveraj ve H. Deveraj, 1999).

Sekil 2.1. Akroleinin kimyasal yapisi

AK deri, goz ve solunum rahatsizliklarina sebebiyet verir. Hiicrelerde mitoz bdliinmeye

miidahale eden bir tiol reaktif bilesiktir. AK; yosun, yabani ot, bakteri ve yumusakgalari



kontrol etmek i¢in bir pestisit olarak da kullanilir. Ayrica AK bagka kimyasallar yapmak
icin de kullanilan toksik bir maddedir (ATSDR, 2005). AK sulama kanallar1 ¢evresinde
bulunan alglerin ya da bitkilerin kontrol edilmesi amaci ilede kullanilir. AK “Papite” kod

ad1 altinda kimyasal silah olarak dahi kullanilmistir (Tuokko, 2012).

Yapilan ¢aligmalara gore, fazla miktarlarda AK maruziyetinin akcigerlere zarar verdigi
hatta 6liime bile neden oldugu bilinmektedir. Daha diisiik miktarlarda AK maruziyeti gz

sulanmasina, burun ve bogaz yanmasina ve solunum hizinin diismesine neden olur

(ATSDR, 2005).

Sigara dumaninin ana bilesenlerinden olan ve ayn1 zamanda bir lipid peroksidasyon iiriinii
olan AK, oksidatif hasara ve antioksidan tiretiminde 6nemli diisiise neden oldugu yapilan
caligmalarda gozlemlenmistir. AK’ e maruz kalindiginda retinal pigment epitelyal (RPE)
hiicrelerde oksidatif mitokondriyal hasara neden olabilmektedir (Liu ve digerleri, 2007).
AK’ in solunmas1 sonucu burun boslugunda tahrise neden oldugu, solunum hizinda diisiise
neden oldugu ve akciger zarinda hasara neden oldugu goriilmektedir. AK’ i yutan
hayvanlarda mide tahrisi, kusma, mide iilseri ve kanama oldugu yapilan ¢aligmalardan

anlasilmaktadir (ATSDR, 2005).

Sigara dumaninda saglik agisindan ciddi anlamda risk olusturan 6zellikle su alti toksik
madde vardir: AK, asetaldehit, akrilonitril, benzen, 1,3-butadien ve formaldehit. Bunlarin
arasinda, AK, yiiksek tehlike indeksine sahip toksinlerden birisidir ve siilfhidril gruplariyla
reaksiyona girerek oksidatif strese neden olur ve bu sebeple formaldehit, asetaldehit ve 4-
hidroksinonenal' den daha toksiktir (Liu ve digerleri, 2007). AK, sigara dumaninin gaz
fazinda yaklasik olarak 124-468 g / sigara miktar ile bulunur ve sigara i¢imi nedeniyle
solunum yolu dolgu sivilarinda 80 umol / L'ye kadar konsantrasyona erisebilir. AK, bir
sigara bileseni ve c¢evre i¢inde her yerde bulunabilen bir kirletici madde olmasinin yani
sira, hem in vitro hem de in vivo olarak lipit peroksidasyonu sirasinda poliadrenat yag
asitleri ile poliamin metabolitlerinin enzimatik oksidasyonundan da olusabilir (Liu ve

digerleri, 2007).

Lipid peroksidasyonunun yaslhilik sonucu ve hastaliklarda arttigi gosterilmistir. Lipid
peroksidasyonu sebeplerinden biri de yaslilikla birlikte artan oksidatif strestir. AK, a, b-

doymamuis aldehidlerin en reaktifi oldugundan dolay1 6zellikle hiicresel hasari arttirmada
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onemli rol oynamaktadir. Yapilan arastirmalar, serbest radikaller araciligi ile meydana
gelen lipid peroksidasyonunun bir yan iriinii olan AK’ in, ROT iretimi ve lipid
peroksidasyonu yoluyla toksik etkiler gosterebilecegini gostermektedir (Luo ve She, 2004).
Lipid peroksidasyonu sonucunda doymamis yag asitleri ve sitotoksik alkaniller gibi
malonaldehit, 4-hidroksinonena (HNE) ve AK iretilir. Mitokondrilerde yaslandik¢a
oksidatif zararin arttig1 yada biriktigi biliniyor. Bunlarin mitokondrial disfonksiyonlardaki
gicliic kanit1 yaslilikta ortaya c¢ikan dejeneratif hastaliklardir. AK’ in mitokondrial
fonksiyonlar tizerindeki inhibisyon etkisi ilk olarak 1973 yilinda Zollner tarafindan ortaya

¢ikarilmistir (Sun, Luo, Long, Wei ve Liu, 2006).

AK” in karacigerde zarara ve hiicre 6liimlerine sebep olan Sitotoksik ve genotoksik etkileri
vardir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda rat karacigerinden izole edilmis, mitokondrial solunum
enzimleri olan, Complex 1-2-3-4, FoF1 ATP (Adenozin Tri Fosfat) Sentaz ve protein

oksidasyonu iizerine AK’in etki mekanizmasi aragtirtlmistir (Sun ve digerleri, 2006).

AK ' maruziyeti, karaciger mitokondriyal GSH miktarinda diislise neden olurken GPXx ve
SOD artisina sebep olmaktadir. AK verilen ratlarda karaciger mitokondrisindeki sitratik
asit dongiisii bu toksisiteden etkilenir, ayrica sitokrom c oksidaz ve NADH dehidrogenaz
enzim aktiviteleri, mitokondrinin enzim aktivitelerine etki eder. AK verilen rat
karacigerinde mitokondrideki ATP diizeylerinin azaldigi tespit edilmistir. AK verilen
ratlarin karaciger mitokondrilerinde a, b, ¢l ve ¢ sitokromlarinin seviyelerinde azalmaya
neden olmustur. AK verilen ratlarin karaciger mitokondrilerinde NADH' in
oksidasyonunda artis meydana geldigi yapilan ¢alismalardan anlasilmaktadir (Arumugam
ve digerleri, 1999). AK ile meydana gelmis toksisite sonucu etki ettigi dokularda
hepatoksisite gibi AK toksisitesinde énemli bir role sahip olarak mitokondrial toksin ve

mitokondrial disfonksiyona sebep olur (Sun ve digerleri, 2006).

Genel olarak ¢ocuklar, AK’ den yetiskinlerden daha fazla etkilenirler. Bununla birlikte,
havadaki tahris edici maddelere duyarli ¢ocuklar (astimli ¢cocuklar gibi) AK’ den akciger
tahrisine kars1 daha duyarl olabilirler. Hayvan calismalarinda gebelik sirasinda ¢ok biiytik
miktarlarda AK’ e maruz kalindiginda yeni doganlarda diisiik dogum agirliklart ve iskelet
deformitelerine neden oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, bunlara neden olan diizeyler

etkiler genellikle anneye oldiiriiciidiir (ATSDR, 2005).
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Deney hayvanlari ile yapilan galismalarda; Siganlara 45 giin siire ile AK (2.5 mg / kg viicut
agirlig / giin) verildiginde, karacigerdeki lamellerde kayba neden olarak mitokondriyanin
membrandz yapisinda tahribata yol actifi NADH' nin yiikseltgenmesine sebep oldugu
anlasilmistir. Zar biitiinliigiiniin bozulmasi, trikarboksilik asit dongiisii enzimlerinin ve
sitokrom seviyelerini degistirmistir. ADP (Adenezin di Fostat) ile uyarilan oksijen alimi,
ATP sentezinde azalma gozlemlenmis ve AK kaynakli toksisitenin siganlarda karaciger
mitokondriyal fonksiyonunun bozulmasmna ve ayrica GSH oraninda azalmaya neden

oldugu tespit edilmistir (Arumugam ve digerleri, 1999).

AK’in mitokondri iizerindeki toksik etkileri polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile hiicre
kiiltiiriinde in vitro olarak ¢alisilmig, ve CHO hiicreleri veya spinal korttan ve beyinden
izole edilmis, mitokondrilerde kalp akciger ve mitokondrial enzim pruvat dehidrogenaz
gibi AK ve onun 6n maddesi alil alkoliin in vitro ve in vivolarda hepatoksisiteye sebep
oldugu goriilmiistiir. Baz1 karaciger mitokondri fonksiyonlart 45 giin boyunca AK verilen
ratlarda incelenmis, Yapilan caligma neticesinde rat karacigerinden izole edilmis
mitokondriler fonksiyonlar1 tizerinde mitokondrial solunum enzimleri, kompleks 1,2,3,4,
FoF1 ATP Sentaz, PDH (Piruvat Dehidrogenaz), o-KGDH (Alfa-Ketoglutarat
dehidrogenaz) ve Malat Dehidrogenaz tizerinde AK’in toksik etkileri incelenmistir (Sun ve
digerleri, 20006).

Sun ve arkadaglarmin yapimis oldugu calisma sonucunda ; AK’ in komplex 1 ve 2 yi
indiikledigi, AK miktar arttikga mitokondrilerde kompleks 1 ve kompleks 2 aktivitesinde
diistis oldugu izlenmistir. Ayn1 zamanda AK’in, PDH ve KGDH aktiviteleri {izerinde
etkisinede bakilmis ve bunlarinda aktivitelerinde diisiis oldugu izlenmistir (Sun ve
digerleri, 2006). Yapilan bu ¢aligmalarda karaciger mitokondrilerinde karaciger zararina ve
karaciger hiicre 6liimlerine sebep oldugu bilinen AK ve onun 6n maddesi olan Alil alkol
kullanilmig, AK’ in karaciger hiicrelerindeki etkilesimi ve hiicre oliimleri sonucu GSH
miktarinda hizli bir diisiis meydana geldigi goriilmiistiir (Sun ve digerleri, 2006). Sun ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calisjmada AK’ in mitokondri fonksiyonlar1 iizerindeki
toksik etkilerine ve karaciger mitokondrisindeki toksik mekanizmaya bakildiginda; AK’in
10-1000 pM (0.002-2 pmol /mg mitokondrial protein) inkiibasyonu NADH ve
mitokondrial baskilanmaya neden oldugu solunum zincirinde, karbonil proteinin arttig

kompleks 1,2, PDH, KGDH’ 1n inhibe oldugu ama mitokondrial kompleks 3-4-5 ve malat
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dehitrogenazin konsantrasyonunda 1 uM gibi belirgin olmayan bir etki gosterdigi

goriilmiistiir (Sun ve digerleri, 2006).

Luo ve She nin deney hayvanlarn ile yapmis oldugu ¢alisma neticesinde lipit
peroksidasyonunun yan {rtinii olan AK’ in, Gine domuzundan izole edilmis omurilige
onemli yapisal ve fonksiyonel hasar verdigi gosterilmistir. Ayrica AK ile birlikte Reaktif
oksijen tiirlerininde bu toksik etkiye ve zarara aracilik ettigi diisliniilmektedir. Yapmis
olduklar1 ¢caligmada, AK’ in, mitokondriyal oksidatif stresi dogrudan stimiile edebilecegi
gosterilmektedir. Ozellikle saflastirilmis beyin mitokondrisinin AK’ e maruz birakilmas,
ROT' nin doz bagiml bir sekilde artmasina neden oldugu ve GSH miktarinda azalmaya
neden oldugu gorilmistiir. Bu etkilerin yaninda ayrica mitokondriyal elektron tasima
sistemi fonksiyonunda da bozulmalar goriilmiistir. Ayni zamanda, AK varliginda
mitokondriyal adenin niikleotit translokasinin 6nemli derecede inhibe oldugu tespit
edilmistir. Bu durumda AK varligindan kaynakli ROT miktarinda artis meydana geldigi
varsayilmaktadir (Luo ve She, 2004).

2.3. Mitokondri

Mitokondriler bir ¢ok hiicrede sitoplazmada bulunur, mitokondriler besin maddeleri ve
oksijenden enerji iireten 6nemli organellerdir (Sekil 2.2) (Soker, 2013). Hiicre igindeki
sayilar1 o hiicrenin enerji ihtiyact ile dogru orantilidir ve organizmadaki bir hiicrede bir kag
yliz mitokondri bulunabilecegi gibi bazi hiicrelerde birkag bin mitokondri de bulunabilir.
Mitokondriler biiyiiklik ve sekil agisinda degiskenlik gosteren bir organeldir ve bu
organeller bir ka¢ yiiz mikron ¢apinda ve kiiresel yapida olabilecegi gibi, bir mikron ¢apli

ipliksi goriiniimde kiiciik yapilarda olabilirler (Kog ve Sarica,2003).

Bir insanin viicudundaki her bir hiicrede ¢ok sayida mitokondri bulunmaktadir.
Mitokondrilerin tamamina yakini anneden kalitilir ve mitokondrilerin her biri enerji
tiretilmesi ile alakali olan 37 tane gen igeren c¢ok sayida halkasal yapida DNA
molekiillerine sahiptirler. Mitokondriler siiperoksit radikali ve H;O, molekiiliniin en
biiyikk kaynagi olup hiicre igerisinde oksidatif strese sebep olurlar. Mitokondrilerin bu
sekilde radikallerin kaynagi olmasi gibi i¢ faktdr ve bazi dis faktorlerin etkisi sonucunda

mitokondriyal DNA' da (mtDNA) mutasyonlar meydana gelir (Zeytinoglu, 2000).
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Sekil 2.2. Mitokondri

Mitokondride meydana gelen mtDNA mutasyonlarinin; yaslanma fenotipi ve ozellikle
beyin ve kaslarla ilgili bir¢ok dejeneratif bozukluklarla alakali olduklar1 bulunmustur.
Dokulardaki hiicrelerin her biri farkli biyoenerji iiretebilme yetenegine sahiptir ve
yaglanma sirasinda MtDNA mutasyonlarmin birikimi neticesinde biyoenerji kaybi
meydana gelir ve bir dokudaki her bir hiicre, biyoenerji kaybini farkli oranlarda gosterir
(Zeytinoglu, 2000).

2.3.1. Mitokondrinin yapis1

Mitokondriler i¢ ve dis zar olmak iizere iki zarla ¢evrelenmistir ve bu zarlarin yap1 ve
islevleri birbirlerinden farklilik gosterir. i¢ zar olduk¢a kivrimli bir yapiya sahiptir ve

yapisinda ¢ok sayida protein ihtiva eder (Sekil 2.3) (Coskun, 2011).

Mitokondriler, 151k mikroskobu altinda goriilebilirler, ortalama bir karaciger hiicresinde;
800 kadar mitokondri bulunur. Bu da karaciger hiicresinin % 20 sine yakindir
(Ergiil,2003). Dis membranda, bazi molekiillerin gegisini saglayacak sekilde 6zellesmis

transport proteinlerinden olusur. Dig membran kii¢iilk molekiillere karsi gegirgen olup
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membranlar arasindaki bosluk bu kiigiik molekiillerin gegisi sirasinda herhangi bir engel

teskil etmez (Kog ve Sarica,2003).

Rib .
e Matriks

DNA i~ Dis zar  I¢ zar

Enzim
kompleksleri

_ . I Zarlar aras1 bosluk
Krista

Sekil 2.3. Mitokondrinin yapisi

I¢ membran, ice dogru kivrimli bir yapiya sahiptir ve segici gecirgen ozelliktedir. ETZ
enzimleri ve oksidatif fosforilasyona ait enzimler bu kisimda yer alir. I¢ membranlar ATP,
ADP ve Pi, piruvat, siiksinat, malat, sitrat ve KGDH gibi 6zel maddeler i¢in tasima
sistemine sahiptirler (Kog¢ ve Sarica, 2003). i¢c membran, dis membrandan daha ince olup
% 80 protein, % 20 lipitten meydana gelmistir. Cok sayida krista adi verilen kivrimli
yapilara sahiptir. Bir fosfolipit olan kardiolipin acisindan zengindir. ATP sentetaz enzimi

ve respiratuar zincirin protein kompleksleri burada bulunur (Soker, 2013).

Matriks; icerisinde erimis vaziyette bir ¢ok enzim bulunduran jel kivaminda bir yapidir.
Matriks igerisinde bulunan bu enzimler, i¢c membranda bulunan oksidatif enzimlerle
birlikte hareket ederek besinlerin CO, ve H,O’ ya doniismesine sonug olarak ATP adi
verilen yiiksek enerjili maddenin olusmasina sebep olurlar. i¢ membrana bagh bulunan
matrikste, TCA dongiisii ve yag asitlerinin B-oksidasyonunda gérev alan enzimler rol

oynarlar (Kog ve Sarica, 2003).
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Mitokondriler hiicre c¢ekirdegindeki seklinde ancak birebir ayni olmayan bir DNA
bulundurmaktadirlar. mtDNA mitokondrilerin ¢ogalmasinda rol oynar (Kog¢ ve Sarica,
2003).

2.3.2. Mitokondrinin islevleri

Mitokondrilerin ¢ok sayida muazzam ozelliklerinden en 6nemlilerinden biri organizma i¢in
ATP sentezlemektir. Hiicreler ATP sentezinde hidrokarbon (yag asitleri) ve
karbonhidratlarin (seker) yakilarak ATP sentezlenmesi i¢in inanilmaz mekanizmalara
sahiptir. Bu mekanizmalardan birisi aerobik oksidasyondur. Mitokondriler enerji tiretme

gorevinin yaninda bir ¢cok yasamsal faaliyetlerde de gorev alirlar (Saatci, 2008).

Mitokondriler oksidatif fosforilasyondan sorumlu hiicre i¢i organellerdir. Piruvat
oksidasyonu, Krebs siklusu, yag asidi oksidasyonu ve amino asit metabolizmasinda da
gorevleri vardir (Sekil 2.4) (Muhtaroglu, 2009). Ayrica adaptif termogenez, iyon

homeostazi, dogal immiin yanitlar gibi énemli hiicresel siireclerde de kilit rol oynarlar

(Ekmekci, Karasoy ve Yiiceyar, 2012).

@ Mitokondrial Fonksiyon

Yag-Asetil
CoA tasinmasi

Oksidatif fosforilasyon

Sekil.2.4. Mitokondri fonksiyonlari
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Aerobik oksidasyonla enerji iiretilmesi glukoz ve yag asitlerinin sindirim siirecini
inceledigimizde her bir glukoz molekiiliiniin tam olarak aerobik oksidasyonu 6 CO;
molekiilii iiretir ve bu 30 kadar ATP molekiiliiniin senteziyle birlikte enerji ortaya ¢ikar

(Lodish ve digerleri, 2008/2011: 480-481).

CeH1206 + Og +60, + 30 ADP3 + 30 H—» 6 CO, + 30 ATP + 36 H,O AG=686 kcal/mol

Okaryotlardaki glukoz oksidasyonu dort evrede gerceklesir.

e Bir adet 6 karbonlu glukoz molekiiliiniin sitoplazmadaki iki adet 3 karbonlu piruvat
molekiiliine doniistiiriillmesi (Glikoliz)

e 2 karbonlu asetil CoA ara lriinii araciligiyla piiriivatin mitokondride CO, e
oksidasyonu (Sitrik Asit Dongiisii)

e Bir proton hareket kuvveti iiretmek i¢in elektron taginmasi.

e Mitokondride ATP sentezlenmesi (Oksidatif Fosforilasyon)

Glikoliz
Glikojen
nisasta, sukroz
dipo

Glukoz
pentozfosfat
yoluyla oksidasyon glikoliz yoluyla

oksidasyon

Riboz 5-fosfat Pirtivat

Sekil 2.5. Glikoliz
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Glikoliz; Yunanca bir kelime olup, kelime anlami olarak glykys:tatli, lysis:parcalanma
anlamina gelmektedir. Bir glukoz molekiilii, enzimlerin katalizledigi pespese gelen bir dizi
tepkime sonucunda ti¢ karbonlu bir bilesik olan, iki molekiil pirtivata yikilirlar (Sekil 2.5).
Glikoliz tepkimeleri sirasinda, agiga ¢ikan serbest enerjinin bir kism1 ATP ve NADH
seklinde saklanir (Yazar, 2015; Nelson ve Cox, 2005: 527-528).

Glikoliz, iki fosfat grubunun glikoza baglanip, glikoz molekiiliinii fosforlamasiyla baslar.
Bu duruma fosforilasyon denir ve fosfatlarin glikoza baglanmasi sonucu seker aktive edilir.
Glikozun fosforlanmasi sonucu; 3 karbon ve tek fosfat bulunduran iki molekiile ayrilir.
Ikinci reaksiyon ise fosfogliseraldehidin, 1, 3-difosfogliserata déniismesidir. NAD®,
substratlari oksidasyonunu saglayan ¢ogu enzimin koenzimi olarak islev goriir. Bu molekiil
genelde niacin ad1 verilen bir vitaminde bulunur ve bu vitaminde genelde et ve sebzelerle
beslenildiginde alinir. Glikoliz sonucunda her biri 3 karbonlu 2 molekiil piriivik asit olusur.

Net olarak 2 ADP ve 2 NADH molekiilii olusur (Sekil 2.6).

Pirtvat Oksidatif
| Oksidasyonu Fosforilasyon
ATP
Enerji Giris Fazi .
Glikoliz
—_—
23 ATP ¢ used - 2 ADP + 2 (P
Enerji Cikis Fazi
4 ADP + 4 (P . 4 'ATP - formed
2 NAD* + 4 e-+4 H* v 2*§~M\DH]+2H*

N 2 Piruvat + 2H0

Net
Glukoz === 2 Piruvat + 2 H,0
4 ATP olusan — 2 ATP kullanilan =% 2 ATP
2 NAD* + 4e" + 4H* =+ 2 NADH + 2 H*

Sekil 2.6. Glikoliz ile enerji girisi ve enerji ¢ikisi
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Fermantasyon, NADH molekiillerinin elektronlarini bir organik maddeye aktarmasi sonucu
meydana gelir. Hidrojenlerin elektron tasima sistemi ile bir elektron alicisina aktarilmasi

olayina ise oksijenli solunum denir (Ergiil,2003).

Glukoz metabolizmasinin ilk evresi olan glikolizin kimyasal denklemi asagidaki gibidir.

CeH1206 + 2 NAD + 2 ADP3 + 2 Pi;— 2 C3H,O3 + 2 NADH + 2 ATP

Glikoliz sonrasinda glukozun mevcut enerjisinin kiigiik bir kism1 agiga ¢ikarilarak ATP ve
NADH ye doniistiiriilmiistiir. Enerjinin geri kalani 2 piruvat molekiiliiniin kovalent

baglarinda bulunmaktadir (Lodish ve digerleri, 2008/2011: 482).

Glikoliz aerobik kosullarda glikozun yikiminin ilk asamasidir. Glikoliz sonucunda olusan
piriivat, karboksil grubunun CO, seklinde kaybi ile oksitlenir, Asetil Ko enzim A nin asetil
grubunu olusturur; asetil grubu daha sonra sitrik asit dongiisiiyle CO, e tamamen
oksitlenir. Bu oksidasyonlardan agiga ¢ikan elektronlar H,O olusturmak {izere
mitokondrideki bir dizi tasiyici aracilifiyla O, e gegirilir. Elektron transfer tepkimelerinden

ac1ga ¢ikan enerji mitokondrideki ATP sentezini siirdiiriir (Nelson ve Cox, 2005: 530).

2 Karbonlu asetil CoA ara irinii araciligiyla piiriivatin  mitokondride — CO, ye

oksidasyonu

Cogu Okaryot hiicreler zorunlu aerobdur ve yalnizca molekiiler oksijenin varliginda
biiyliyebilirler. Glukozu tamamen CO; ye doniistiiriirler ve ayni zamanda yiiksek miktarda
ATP iiretirler. Oksijen yoklugunda mayalar glikolizle iiretilen piruvati bir molekiil etanole
ve bir molekiil CO; ye doniistiiriir. Bu reaksiyonlarda etanole doniistiiriilen her iki piruvat
icin 2 NADH molekiilii NAD" ya okside edilir. Ve bu yolla yeniden NAD" kaynag1
tiretilmis olur ve bu olay Glikozun fermantasyonu olarak adlandirilir (Lodish ve digerleri,

2008/2011: 485).

Glikoliz sonucu olusan piruvat, oksijen varliginda bir dizi oksidasyon reaksiyonuyla CO,
ve HyO ya okside edildigi mitokondriye tasinir. Hiicrenin O, kullandig1r ve COs iirettigi
islemin tamami Hiicresel solunum olarak adlandirilir. Mitokondrideki reaksiyonlar

baslangigtaki her bir orjinal glukoz molekiilii i¢in yaklasik 28 ek ATP molekiilii tiretilir
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ve bu sayir anaerobik glukoz metabolizmasinin veriminin ¢ok tiizerindedir (Lodish ve

digerleri, 2008/2011: 485).

Piriivat icin ikinci yol Laktik Asit Fermantasyonu yoluyla laktata indirgenmesidir. Iskelet
kaslar1 diigiik oksijenli sartlarda islev gérmek zorunda olduklari zaman, NADH yeniden
NAD" ye oksitlenemez ve piriivatin daha ileri oksidasyonu icin bir elektron alicis1 olarak
NAD" ya gereksinim duyulur. Bu sartlar altinda piruvat, NADH dan elektronlar: alarak,
glikolizin devamu igin gerekli olan NAD" yi yenilerken, laktata indirgenir. Bazi dokular ve
hiicre tipleri glukozu aerobik sartlar altinda dahi laktata ¢evirir ve laktat bazi
mikroorganizmalarda anaerobik sartlar altinda da glikolizin bir {iriiniidiir (Nelson ve Cox,

2005: 530).

Pirtivatin yikimindaki {igiincii yolda etanolle sonlanir. Piriivat bazi bitki dokularinda ve bir
kistm omurgasizlarda protistlerde ve bira mayasi gibi mikroorganizmalarda hipoksik veya
anaerobik sartlarda alkol fermantasyonu denilen bir islemle etanol ve CO, e doniistiiriiliir

(Nelson ve Cox, 2005: 530).

Asetil CoA olusumu

Mitokondriyal Matriksteki piruvat, ko enzim A ile reaksiyona girerek CO,, asetil CoA ve
NADH iretir. Piruvat Dehidrogenaz tarafindan katalize edilen bu reaksiyon, yiiksek
diizeyde egzorgeniktir ve geri donilisiimslizdiir. Asetil CoA yag asitlerinin ve amino
asitlerin oksidasyonunda merkezi rol oynar. Ayrica bir ¢ok memeli proteinleri ve histon
proteinlerine asetil grubunun taginmasi ve kolestrol gibi lipidlerin sentezi de dahil olmak
iizere ¢ok sayida biyosentetik reaksiyonda yer alan ara {irlindiir. Bununla birlikte
mitokondrinin solunumunda asetil CoA nin asetil grubu, sitrik asit dongiisiiyle her zaman

CO,, ye okside edilir (Lodish ve digerleri, 2008/2011: 482).

Elektron tasima zinciri ve oksidatif fosforilasyon

Mitokondrilerin en 6nemli fonksiyonu enerji tiretmektir ve bunuda ETZ ve oksidatif
fosforilasyonla gergeklestirir. Aerobik hiicrelerde substratlardan alinan elektronlar
yiikseltgenerek yada indirgenerek oksijene kadar tasinirlar ve olayin gerceklestigi yola

ETZ adi verilir. Substratlardan gegen bu elektronlar, matriksten i¢ membran iizerinde
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bulunan kompleks L, 111, IV’ te hidrojen iyonlarina enerji saglar (Crouch, Cimdins, Duce,
Bush ve Trounce, 2007). Matriksten gelen elektronlar enerjilerini kompleks I, III, TV’ te

kademe kademe birakarak ATP olusmasini saglarlar (Crouch ve digerleri, 2007).

Organizmada ATP iki yolla sentezlenir.
e Oksijen bagimli oksidatif fosforilasyonla ATP sentezi

e Oksijenden bagimsiz substrat diizeyinde fosforilasyonla ATP sentezi (Saatgi,
2008).

Glukoz, yag asitleri ve amino asitler gibi metabolik yakitlarin enzim katalizi sonucu
oksidasyonu ile elde edilen elektronlar NAD*, FMN, FAD gibi ko enzim niikleotitleri olan
elektron tasiyicilarina aktarilirlar. Olusan NADH", H*, FADH, gibi indirgenmis
niikleotitler ETZ adi verilen 0zellesmis elektron tasima sistemlerine aktarilirlar. Solunum
zincirinde bir dizi kompleks iizerinden elektronlar molekiiler oksijene tasinmakta ve
molekiiler oksijende suya indirgenmektedir (Saat¢i, 2008). Elektron tasima sisteminde
NADH ve FADH; ye baglanan hidrojenler yardimiyla yolaklarda ortaya c¢ikan
elektronlarin enerjileri kademeli olarak azaltilir ve son olarak bu elektronlar son elektron
alicis1 olan O, atomuna aktarilarak oksijen indirgenir ve H,O ya doniisiir. Bu sekilde bir
glikozun toplam enerjisinin % 34’ i kullanilarak 32 ATP elde edilir (Mater). Elektronlarin
NADH ve FADH; den molekiiler oksijene aktarilmasi sirasinda elde edilen ve proton
gradienti seklinde depolanan enerji ATP sentezi icin gerekli olan enerjiyi saglar.
Elektronlarin ETZ de tasmmas sirasinda olusan enerjinin ADP ve Inorganik fosfat (Pi) ile
birlesip ATP olusturmasi olayma oksidatif fosforilasyon denir (Saatgi, 2008; Crouch ve
digerleri, 2007).

ATP viicudumuzda depolanmaz ve ATP ihtiya¢ oldugu anda viicudumuzda sentezlenir ve
ihtiya¢ olmadig1 anda ATP sentezi ger¢ceklesmez. Organizmada yada hiicerelerde harcanan
ATP nin gerek oldugu anda tiretilmesi ve siirekli yenilenmesi gerekir. Glikolizle ve Krebs
dongiisti sonucu elde edilen ATP miktar1 glinliik organizmanin ihtiyaci olan ATP miktarin
karsilamamaktadir. Bu iki metabolik yol sonucu 1 glikoz yikiminda toplam olarak 4 ATP
sentezlenmektedir. Krebs dongiisii ile GTP (Guanozin trifosfat) sentezlenir ve bu bilesik
daha sonra ATP’ ye doniisecektir. Bu sebeple yetersiz kalan enerji miktarin1 karsilamak

i¢in enerji lireten baska yapilara ihtiyag vardir ve bu yapilarda mitokondride mevcuttur.
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NAD ve NADP bagimli dehidrogenazlar

Piruvat dehidrogenaz, malat dehidrogenaz, o—ketoglutarat dehidrogenaz, gliseraldehit 3-
fosfat dehidrogenaz, B-hidroksiagil-KoA dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz, Glukoz-6
fosfat dehidrogenaz, NAD bagimli dehidrogenazlardir. Glutamat dehidrogenaz ve Izositrat
dehidrogenaz NAD veya NADP bagimli dehidrogenazlardir. NADH ve NADPH
dehidrogenazlardan serbest bir sekilde ayrilabilir ve bu ayrilma geri doniismliidiir. NADH
ve NADPH mitokondri i¢ membranin1 gegemezler ancak elektronlar membrani mekik

sistemi ile gecerler (Gelisgen, 2006).

Flavinli dehidrogenazlar

Yapisinda flavin niikleotit: FMN veya FAD igerir. Okside flavin niikleotit 1 yada 2
elektron alabilir. Flavoproteinler 1 yada 2 elektron transferi yapabilir, NAD ve
flavoproteinler disinda ETZ de elektron tasiyan; demir siilfiir proteinleri, ubikinon ve

sitokromlar olmak iizere 3 tip molekiil gorev yapmaktadir.

Demir Stilfiir Proteinleri

1 elektron transferi gerceklesen reaksiyonlarda gorev alir. Kompleks I, II ve Ill Fe-S

proteinleri igerir (Gelisgen, 2006).

Ubikinon (Koenzim Q)

Uzun yan zincire sahiptir ve yagda eriyebilen molekiildiir. Mitokondrial lipidlerin yap1
tasidir ve yapt olarak E ve K vitaminleri ile benzer yapidadir. Ubikinon 1 elektron
aldiginda semikinon radikali (QHe¢) veya 2 elektron aldiginda Ubikinol e (QHy)
dontigebilir. Ubikinon iki elektron vericisiyle bir elektron alicisi arasinda tastyict olarak
gorev yapar. Kiigtiktiir ve hidrofobik yapilidir, bu sebeplede mitokondri i¢ zarini kolaylikla
gecer. Ubikinon i¢ membranda bir elektron tasiyicisi olarak gorev yapar ve hareketli bir

elektron tasiyicisidir (Gelisgen, 2006).
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Sitokromlar

Demir igeren Hem gruplarina sahiptir ve bu sebeple goriiniir 1sikta karekteristik
absorbsiyona sahip proteinlerdir. Mitokondride a, b ve ¢ olmak flizere 3 tip sitokrom
bulunur. Sitokrom a, b ve ¢ mitokondri membraninin integral protenidir. Sitokrom ¢ suda
¢oziinen tek sitokrom olup, hareketlidir ve i¢ membranin dis yiizeyinde yer alir (Gelisgen,

2006).

Elektron tasima zinciri bilesenleri

Kompleks [ (NADH: ubikinon oksidorediiktaz)

1 adet FMN igerir, ayrica flavaprotein ve en az 6 demir-siilfiir merkezi bulunan, 42 farkli
polipeptit zincirinden meydanagelen biiyiik bir enzimdir. Elektron mikroskopisi
yapildiginda Kompleks I in L seklinde oldugu ve bir kolunun zarda diger kolunun ise
matrikste yer aldigi gortilmistiir. Kompleks | NADH dan bir hidrid iyonununun ubikinona
ekzergonik transferi, bir protonun matriksten transferi, ve matriksten dort protonun zarlar

arasi bosluga endergonik transferinde rol oynar (Nelson ve Cox, 2005: 667).

NADH + COQ +6 H(ig) ——— NAD + H(ic) + COQH2+4 H(dls)

(indirgenmis) (yiikseltgenmis) (viikseltgenmis) (indirgenmis)

Kompleks II (stiksinat dehidrogenaz veya siiksinat: ubikinon oksido rediiktaz)

Bir molekiil siiksinati fumarata oksitleyen enzim olan siiksinat dehidrogenaz kompleksi 11
nin dort alt biriminden biridir. Bu yolla sitrik asit donglisii fiziksel olmanin yani sira
islevsel olarak da elektron tasima zinciriyle baglantilidir. Sitrik asit dongiisiindeki tek zara
bagl tek enzim olan siiksinat dehidrogenazdir. Kompleks II, Kopmleks I den daha kiigiik
ve basit olmakla birlikte, iki grup prostetik grup ve en az dort farkli protein igerir. Bir
proteinde kovolent bagli FAD ve dort demir atomlu bir Fe-S merkezi vardir; ikinci bir
demir-siilfiir proteininde bulunur. Elektronlar siiksinattan FAD ye sonra Fe-S merkezler
tizerinden ubikinona geger. Mitokondrideki dehidrogenazlar, elektronlari solunum
zincirine Kompleks II {izerinden aktarmaz, ubikinon basamagindan aktarir. Yag a¢il-KoA

nin flavaprotein acil-KoA dehidrogenaz tarafindan katalizlendigi B-oksidasyonunun ilk
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basamag: elektronlarin substrattan dehidrogenazin FAD’ sine gecisine kapsar, elektronlar
sonra elektron transfer eden flavoproteine gecer, doniliste de lizerindeki elektronlar
ubikinon oksidorediiktaza verir. Bu enzim elektronlar1 solunum zincirine ubikinonu

indirgeyerek aktarir (Nelson ve Cox, 2005: 668).

Bu kompleksin katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir.

Stiksinat + CoQ ———— fumarat + CoQH,
(indirgenmis) (oksitlenmis) (oksitlenmis) (indirgenmis)

Kompleks 111 (sitokrom bcl kompleksi veya ubikinon: sitokrom c oksidorediiktaz)

Kompleks 111, sitokrom b ve sitokrom C;ve Fe-S proteinlerinden olugsmaktadir. Kompleks
I, 1 ve mitokondride bulanan diger dehidrogenazlar wvasitasiyla ubikinona gelen
elektronlar sonucu, ubikinon-ubikinole indirgenir. Ubikinolde bulunan elektronlari
sitokrom ¢ ye aktaran Komplek III ayn1 zamanda protonlarin membranlar arasi bosluga
gecisinide saglarlar ve bunun sonucunda bir protein gradienti meydana gelir. Kompleks |
veya kompleks II tarafindan olusturulan CoQH; elektronu CoQH,-sitokrom rediiktaza
vererek oksitlenmis CoQ yu yeniden meydana getirir. Onceden matriks yiiziinden alman
iki protonu, es zamanli olarak zarlar arasindaki bosluga birakarak proton hareket
kuvvetinin bir kismimi meydana getirir. Kompleks III igerisinde salinmis, durumdaki
elektronlar ilk 6nce kompleks III icerisndeki demir-kiikiirt kiimesine ve daha sonra
sitokrom C; veya iki b-tip sitokroma (b., by) tasmirlar. Son olarak iki elektron sirayla
zarlar aras1 boslukta iki molekiiliine difiize olan suda ¢6ziinebilir periferal protein sitokrom
¢’ nin oksitlenmis formuna taginir. Tasinan her elektron ciftinde CoQH,-sitokrom c
dertiktaz kompleksi tarafindan katalizlenen genel reaksiyon asagida gosterilmistir (Lodish

ve digerleri, 2008/2011:487-488).

CoQH, + 2 Cytc %) +2 Hey ——> CoQ + 4 H(gy + 2 Cytc @

(rediiklenmisg) (oksitlenmis) (oksitlenmis) (rediiklenmis)

Sitokrom ¢

Bir enzim kompleksi pargasi olmayip, Mitokondri membranlar arasi boslugunda bulunan

ve suda ¢oziinen bir hem proteinidir (Gelisgen, 2006).
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Kombhleks IV (sitokrom oksidaz veya sitokrom aa3)

Kompleks IV solunum zincirinde elektronlar sitokrom ¢’ den molekiiler oksijene tasirken
oksijen suya indirgenir, Sitokrom oksidaz 13 alt birimi bulunan kompleks ve biiyiik bir
enzimdir, 2 hem grubu (hema ve hemas ) ve ii¢ Cu?* iyonu icerir. Hemas ve Cug bu
kompleks iizerinden her dort elektronun gegisi igin enzim matriksden dért H alarak O yi
2H,0 ya ¢evirir. Bu redoks reaksiyonunun enerjisini de gegirdigi her bir elektron igin
membranlar aras1 boslugu bir proton pompalamak i¢in kullanir (Gelisgen, 2006; Nelson ve
Cox, 2005: 670-671).

Sitokrom oksidaz ile molekiiler oksijen arasinda ¢ekim kuvveti yiiksek olup solunum
zincirindeki geri doniigiimsiiz reaksiyonlardandir (Gelisgen, 2006; Nelson ve Cox, 2005:
670-671).

Tasinan dort elektron igin sitokrom c¢ oksidazin katalizledigi genel reaksiyon asagidaki
gibidir.
4Cytc®) +8Hgy + 0 —— 4Cytc ®Y + 2H,0 +4 Hgy)

FoF1 ATP sentaz ve ATP sentezi

ATP sentaz enzim kompleksi mitokondri i¢ zarinda bulunur ve ADP + Pi dan ATP sentez
reaksiyonunu katalizler. ATPaz; Fo ve F; biriminlerinden olusur (Gelisgen, 2006).

Fo Kompleksi

Integral bir protein olup i¢ mitokondri memrani kaplayarak protein kanali olusturur. Ug
farkl1 alt birimden meydana gelir (a, b, ¢). Fove F; birbirine bagli sekildedir proton gegisi
esnasinda Fo birimi déner ve buna bagli olarak F; birimide doner sonugta ATP sentezlenir
(Gelisgen, 2006).

E1 Kompleksi

ATP sentazin, ADP + Pi dan ATP sentezini katalizleyen birimi Fy a bagh periferal bir
membran proteinidir ve matrikse uzanan kiire seklinde bir yapidir. F1, ATP az aktivetisine

sahip olup aktivitesi i¢in proton gradienti gereklidir (Gelisgen, 2006).
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ATP Sentazi olusturan Fgve F; birimleri birbirine baglidir ve ATP sentezi i¢in F; birimini
donmesi gerekmektedir. Mitokondride zarlar arasi bolgede yiiksek derisimde proton
bulunur, bu protonlar matrikse, Fo tinitelerine bagli kanallar araciligi ile gegebilir.
Protonlarin gegisi esnasinda Fo birimi doner ve ona bagh olan F; birimi de donerek ATP
sentezlenir. Mitokondride ¢ok sayida ATP Sentaz vardir. Enerji iiretebilmek icin
mitokondrinin zarlar aras1 bdlgesinde matriksteki proton gradientine gore ¢ok daha fazla
proton biriktirmesi gerekir. Birikecek olan bu protonlar sayesinde meydana gelen derisim
fark1 sonucu yiiksek derisimdeki protonlar ATP Sentaza bagh kanallardan gegmekte ve bu
esnada da ATP Sentazi calistirarak ATP sentezlenmektedir. Zarlararasi bolgede enerji
harcanmadan mitokondri i¢ zarinda bulunan proton pompalart kullanilarak yiiksek
derisimde proton birikmektedir. Pompalarin ¢alismasi i¢in gerekli olan enerji elektronlarin

taginmasi sirasinda agiga ¢ikan enerjiden karsilanir (Coskun,2011).

aH*

NADH + H' NAD*"

Kimyasal Elektriksel
Potensiyel Proton hareket Potensiyel = oo j I -
. ApH ) giiciiyle ‘ A =
(Igerisi alkali) yiiriiyen ATP (igerisi negatif)
sentezi

Sekil 2.7. Kemiozmotik kuram - mitokondride elektronlarin matriksten zarlar arasi
bosluga gecisi ve zarlar aras1 bolgede proton birikimi

Mitokondriler toplam ATP tiretiminin % 95’ inden sorumludur. Mitokondrilerin bu kadar

ATP’ yi kisa zamanda nasil tirettigi kemiozmotik kuramda detayl bir sekilde agiklanmaistir.
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Kemiozmotik kuram ingiliz biyokimyaci Peter ennis Mitchell tarafindan ortaya atilmistir

ve bu kuram kendisine 1978 yilinda Nobel Kimya Odiilii kazandirmistir (Coskun,2011).

Kemiozmotik kurama gore, mitokondri matriksinde bulunan hidrojen iyonlar1 zarlararasi
bolgeye pompalanarak mitokondri i¢ zarinin iki yiizli arasinda potansiyel bir fark meydana
getirilir. Matrikste bulunan protonlar diisiik derisimde iken, zarlar arasindaki bdlgenin
proton derisimi yiiksektir, protonlar1 diisiik derisimli bolgeden yiiksek derisimli bolgeye
pompalanmasi igin, elektronlarin oksijene dogru akisi sirasinda agiga c¢ikan enerji
kullanilir. Pompalanan protonlarin matrikse tekrar geri donebilmesi igin 6zel bir kanaldan

gecmesi gerekir ve gegis sirasinda ATP sentezlenir (Sekil 2.7) (Coskun,2011).

Trikarboksilik asit dongiisii

Okaryot canlilarda Krebs dongiisii mitokondrinin matriksinde gergeklesir. Prokaryot
canlilarda ise Kreps dongiisii sitoplazmada gerceklesir. Pilirivik asit 2 asamada paraglanir
ve akabinde 2 karbon ve 1 karbona ayrilir. Bir karbonlu olan molekiil elektornlarindan
birisini NAD" ya aktarir ve sonugta CO; olarak ayrilir. 2 karbonlu olan asetil molekiilii bir
tastyict ile birlikte asetil koenizim A y1 meydana getirir ve asetil-koenzim A’nin okzalo
asetik asit ile birlesmesi sonucu Krebs reaksiyonlar1 baglar. Koenzim A ayrilir ve tekrar
kullanilarak sitrik asit olusur. Bu asamadan sonraki diger iki asamada 2 karbon CO;’ e
doniisiir ve elektronlar 2 NAD" molekiiliine aktarilir, sonug olarak 1 ATP olusur. Siiksinik
asitten malik asite gittigi esnada elektronlar FAD’ a aktarilir. FAD, vitamin riboflavinden
elde edilen bir koenzimdir. Krebs ¢emberinin son iiriinii olan okzalo asetik asit, yeni bir
asetil Koenzim A ile birleserek yeniden reaksiyon baglatir. Her Krebs ¢emberi
reaksiyonlar1 sonucu piirivat, CO;’ e ¢evrilir. Her bir glikoz i¢in 2 dongii gerekmekte olup
enerjinin ¢ogunlugu NADH ve FADH; de saklanir ve bu enerji daha sonraki asamalarda
O, ye aktarilir (Ergiil, 2003).
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Mitokondri

¥
*
£\

Toplam ATP kazanci

Sekil 2.8. ETS, KREPS ve gikoliz ile ATP kazanci

Substrat seviyesinde toplamda elde edilen enerji, glikoliz ile 2 ATP, Krebs ile 2 ATP
olmak tizere toplam 4 ATP dir. Geri kalan enerji ise ETZ de agiga cikar (Sekil 2.8).
Mitokondrideki elektron tasiyicilart ¢ekim kuvvetlerine gore azdan, ¢oga dogru
siralanmiglardir. En son elektron alicis1 ise oksijendir ve oksijen ¢ok yiiksek bir elektron

cekicidir (Ergiil, 2003).

Net ATP: 1 piirivik asitin Krebs yoluyla preaksiyonu sonucu 4 NADH, 1 FADH,ve 1 GTP
aci1ga ¢ikmaktadir. Bu durum her glikoz molekiilii igin 8 NADH, 2FADH;, 2GTP molekiilii
etmektedir. Her NADH molekiilii, 3 ATP; her FADH, molekiilii ise 2 ATP ye denk
gelmektedir. Okaryot hiicrelerde sitoplazmadan mitokondriye aktarma esnasinda kullanilan
2 molekiil ATP, prokaryot hiicrelerde kullanilmaz. Bu durum g6z Oniine alindiginda
toplam enerji okaryotlarda 36 ATP iken, prokaryot canlilarda 38 ATP dir (Sekil 2.8). Bu
olayin denklemi asagidaki gibidir (Ergiil, 2003).

CeH1206 + 6 O, + 36 Pi—» 6 CO, + 6 H,O + 36 ATP
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Krebs’ te organik molekiillerden agiga ¢ikan elektronlar yiiksek enerji bulunduran
elektronlardir. Bu elektronlar NADH ve FADH, molekiilleri ile tasinirlar, ETZ den
aktarilirlar ve tim enerjiyi ADP ile ATP ¢evriminde kullanirlar. Elektronlarin ETZ de
ilerledigi esnada agiga ¢ikan enerji, protonlarin matriksten dis boliime aktarilmasi sirasinda
kullanilir. Bu durumda zar boyunca bir proton irtifas1 meydana getirir. ETZ’ de son tasiyici
sitokrom oksidaz proteinidir, bu tasiyict zar1 dolasir ve kalmig olan son elektronlarin da

oksijene aktarilmasini saglar (Ergiil, 2003).

2.4. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Mitokondri, ROT iiretiminin en O6nemli hiicresel kaynaklarindan biridir ve o&zellikle
oksidatif strese duyarlidir . ETZ’ nin islevi tehlikeye girdiginde ROT {iretiminin énemli
oOlgiide artacagi iyi bilinmektedir (Luo ve She, 2004). ETZ de kullandigimiz elektronlarin
en az % 2-3’ 1 oksijene ulasmadan Kompleks 1 ve 3 den radikal olarak disar1 cikar.
Canlilar disardan herhangi bir oksidatif strese maruz kalmasa bile mitokondri iceren
hiicrelerde bu elektron kagagi oksidatif strese sebep olur (Ruszkiewicz and Albrecht,
2014).

Mitokondrial ETZ, ROT"” nin en 6nemli kaynagidir. Yiiksek diizeyde ROT kanser ve
cesitli hastaliklara neden olur ve genellikle DNA hasarina neden olan redoks sinyalizasyon
basamaklariyla iligskilendirilmistir. Mitokondri siirekli dis etkilere bagimli veya
kendiliginden ROT f{irettigi i¢in organel icindeki DNA molekiilii kimyasal hasara maruz
kalmaktadir. Mitokondride ROT’ ni etkisiz hale getirmek i¢in birkag antioksidan savunma
mekanizmas1 bulunmaktadir. Hiicreler normalde ROT tutucular veya SOD, KAT ve GPx
gibi antioksidanlar ile kendilerini ROT’ ne kars1 koruyabilirler. Bu antioksidanlar
genellikle tiimor hiicrelerinde yeterli miktarda yoktur. Bu sebeplede, hiicrelerdeki siirekli

oksidatif stres kanser ilerlemesi, biiyiimesi ve metastaza yol acar.

2.4.1. Serbest radikaller

Yapilarinda eslenmemis elektron bulunduran molekiillere serbest radikal denir. Yani
serbest radikaller; yapilarinda tek sayili elektron bulundurur ve bu molekiiller agik elektron

kabugu konfigiirasyonuna sahip atom veya molekiillerdir (Cakatay ve Kayali, 2006).
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Biyolojik sistemlerde serbest oksijen radikalleri veya reaktif oksijen tiirleri cesitli
nedenlerle ve yollarla meydana gelebilir ancak bu metabolitlerin en yaygin kaynagi
oksijendir. Serbest radikallerin tiretildigi bir ¢ok kaynaklar vardir ancak en 6nemli kaynak
mitokondrilerdir. Canlilar disardan herhangi bir oksidatif strese maruz kalmasa bile
mitokondri igeren hiicrelerde bu elektron kacagi oksidatif strese sebep olur (Ruszkiewicz
ve Albrecht, 2014).

Atomlarin son elektron yoriingeleri dolu oldugunda veya bos oldugunda kararli bir yap1
gosterirler. Atomlar elektron aligverisi yaparak son yoriingelerindeki atomlar1 ya tamamen
doldurarak yada tamamen bosaltarak kararli bir yapiya gecerler. Serbest radikaller
yapisinda bulunan eslenmemis elektoronlardan dolay1 oldukga reaktif bir yapiya sahiptir.
Serbest radikaller yapilarinda bulunan eslenmemis elektronlarini paylagsmak yada eslemek
icin radikal olmayan diger maddeler ile hizli bir sekilde reaksiyona girerek elektron
aligverisi yaparlar, bu elektron aligverisinin en O©nemli sebebi radikallerin son
yoriingelerinde bulunan eslenmemis elektronlarini bosaltmak yada esleme istemesidir. Bu
sebeple radikaller diger molekiillerle hizli bir sekilde reaksiyona girerler. iki serbest radikal
birbiri ile reaksiyona girdiginde eslenmemis elektronlart birbirini esleyerek bu molekiiller
radikal olmaktan ¢ikarlar. Organizmalarda bulunan molekiillerin gogunlugu genelde
eslenmemis elektron igermedigi i¢in serbest radikaller ¢cogunlukla organizmalardaki radikal
olmayan bu molekiillerle tepkimeye girerek yeni serbest radikaller olustururlar (Aksu,
2006).

Serbest radikaller, metabolizma sirasinda meydana gelen son derece etkin kimyasal
tirtinlerdir. Serbest radikallerin hiicre biiyiimesi ve gelisimi iizerine dogrudan etkileri vardir
ve hiicre yagamu tizerindeki bu direkt etkilerinden dolay1 kanser ve romatizmal hastaliklar
ayrica yaslilik hastaliklar1 gibi 6nemli bazi hastaliklarin olugsmasinda etkin rol oynarlar
(Ogiit ve Atay, 2012).

Serbest radikallerin olusumu 3 sekilde olabilir

1. Radikal olmayan molekiillerin bir elektron kaybetmesi sonucu;

X — > e+ X"
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2. Radikal olmayan molekiillerin bir elektron kazanmasi sonucu;

X+eg —» X"

3. Homolitik yarilma sonucu, kovalent baglarin, her bir elektronun ayrilan pargalarda

kalarak ayrilmasi neticesinde (Ogiit ve Atay, 2012).

XY — X'+Y

Sicaklik, elektromanyetik radyasyon veya benzeri durumlar neticesinde kovalent baglar
kopmas1 gerceklesir. Kovalent bag kirilirken bir atomun iki elektronuda almasina
heterolitik yarilma denir (Aksu, 2006).

A:B——>A+B"

Serbest radikal kaynaklari

Organizmada bulunan serbest radikaller endojen kaynakli yada eksojen kaynakli olarak
olusur. Serbest radikaller hiicrelerde ve ¢evrede siirekli olarak iiretilir (Karabulut ve Giilay,
2016). Biyolojik sistemlerde ve organizmalarda; normal metabolik olaylar sirasinda
meydana gelen elektron kacagi sonucu yada organizmada bazi yabanci maddelerin
metabolize edildigi esnada veya radyasyon ve benzeri dis etkiler sonucunda serbest
radikaller olusur (Freeman ve Crapo, 1982). Elektron tasima zincirindeki elektron kagagi
sonucunda bir O, molekiilii olusur ve bir elektron serbest radikal olusturur. Mitokondride
Oksijen molekiiliniin suya indirgendigi esnada molekiiler oksijen, siiperoksit (Oy)e,
hidrojen peroksit (H,0,), ve nitrikoksit (NO)e gibi oksijen metabolitlerinin olusmasina
sebep olur. Siiperoksit (Oy) veya hidroksil radikalinin (OH)« hidrojenperoksit (H,O,) ile
reaksiyona girmesi sonucu peroksinitrit (ONOO-) ve daha sonra azot dioksit (NO,)e olusur
(Castellani ve digerleri, 2002). Mitokondrilerde meydana gelen bu serbest radikaller
karsilastiklar1 herhangi bir molekiilii okside etme egilimindedirler. Bu sebeplede serbest
radikaller olusur olusmaz; proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara ve DNA' ya zarar verirler
ve vermis olduklar1 bu zarar sonucunda biiyiik oksidatif hasara neden olurlar. Sonug olarak

vermis olduklar1 zararlar neticesinde hiicre dliimlerine yol acarlar (Z., Sekeroglu ve V.
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Sekeroglu, 2009). Serbest radikal olusturan mekanizmalar endojen ve ekzojen olmak tizere

iki gruba ayrilmaktadir.

Endojen kaynaklar

Aerobik solunum sirasinda ETZ tarafindan katalize edilen oksijen molekiilleri serbest
radikallerin yan {iriin olarak ftretilirler. Stres yada yorgunluk kaynakli hiicrelerde toksik
yan Uriin olarak serbest radikal iiretilebilir. Ayrica kortizol ve katesolamin gibi hormonlar
viicutta stres reaksiyonlarina yol acar ayni zamanda bu hormonlarin kendileri de serbest
radikale doniisebilir. Immun sistem hiicreleri patojenlere karsilik ROT ve oksi-radikaller
iiretebilir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Eksojen kaynaklar

e UV, X-rays, gamma 1s1nlari,

e Organik maddelerin pisirme sirasinda yanmasi,

e Orman yanginlari

e Karbonmonoksit, formaldehit, ozon, asbest ve benzen gibi hava kirleticiler,
e Temizlik diriinleri, boya, tiner, parfim ve bocek ilaglari gibi kimyasallar,

e Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su kirliligine sebep olan maddeler,

e Alkol, sigara dumani, egzoz dumani (Karabulut ve Giilay, 2016).

Oksijen merkezli serbest radikaller

Stiperoksit radikali ( Oy°)

Molekiiler oksijene tek elektronun eklenmesi sonucu olusan yada ortaya g¢ikan serbest

radikallerdir.

O,+e —» 0,
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Organizmada siirekli olarak yiiksek miktarlarda siiperoksit radikali meydana gelir.
Stiperoksit radikalleri siiperoksit dismutaz ile tepkimeye girmesi sonucu dismutasyona
ugrayarak H,O; olusur. Siiper oksit radikalleri birbiri ile etkilestigi sirada, bu radikallerden
birinin yilikseltgenmesi ve digerinin indirgenmesi sonucu, H;O, ve O, molekiilleri
olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Siiperoksit radikallerinin ortamdan bir
proton almasi sonucu perhidroksi radikali (HO¢) olusmaktadir. HO* radikali siiperoksit
radikaline kiyasla daha reaktif bir radikaldir ve bu radikal hiicre membraninda bulunan yag
asitleri ile tepkimeye girerek, bunlarin peroksidasyonuna sebep olabilir (Winterborn ve
Kettle, 2003). Siiperoksit radikali ve nitrik oksit radikalinin (NO) reaksiyona girmesi
neticesinde bu radikallerden ¢ok daha reaktif olan peroksinitrit radikali olusabilir.
Siiperoksit radikalleri, fenoksil radikalleri ile reaksiyona girerse, bu reaksiyon neticesinde
proteinlerin yapisinda modifikasyonlar meydana gelebilir. Fenoksil radikali, fenollerin
oksidasyonu neticesinde olusur, tirozin ve E vitamini organizmadaki baslica fenol
kaynaklarindandir (Halliwell ve Guttiridge, 1986).

Molekiiler oksijen

O,, paralel spin durumlu iki ortaklanmamis elektrona sahiptir. Organizmada oksidasyon
reaksiyonlari; gegis metallerini i¢eren enzimlerin araciligi sonucu molekiiler oksijene tek
elektronun transferi sonucu meydana gelir. Molekiiler oksijen, yiiksek derecede ROT
olusturma egilimindedir (Winterborn ve Kettle, 2003).

Stiperoksit radikali (Oz*) hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron

almasi sonucu indirgenmesi ile olusmaktadir.

F62+ +O0p—» Fe3+ + 02._

Cu2+ + 0O, —»Cu, T+ 0,

Stiperoksit radikalinin direkt olarak bir zarar1 yoktur ancak asil 6nemi, hidrojen peroksitin
kaynag1 olmas1 ve gecis metalleri iyonlarinin indirgenmesine sebep olmasidir. Siiperoksit
radikali genelde diisik pH degerlerinde daha reaktif etki gostermektedir. Siiperoksit
radikali ile perhidroksit radikalleri arasinda ger¢eklesen reaksiyon sonucu, bu radikallerden

biri okside olur, digeri ise indirgenir. Meydana gelen bu dismutasyon reaksiyonu sonucu
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molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit olusmaktadir. Siiperoksit radikalinin hem
oksitleyici hem indirgeyici 6zelligi vardir (Acar, 2015).

Stiperoksit radikali epinefrinin oksidasyonu ile bir oksidan gibi davranir ve sonug olarak
bir elektron alarak H,O, indirgenir. Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal
olan nitrik oksit (NO) ile birleserek tepkimeye girmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii olan
peroksinitrit (ONOQO) meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit (NO;) ve nitrat (NO3) olusturmak
tizere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit (NO,), OHs, nitronyum iyonu (NO;) gibi
toksik Triinlere doniisebilir ki nitrik oksitin (NO) zararli etkilerinden peroksinitrit

sorumludur (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Reiter, 1997).

Hidrojen peroksit (H,0,)

H,0,, siiperoksitten bir elektron almasi yada molekiiler oksijenden iki elektron almasi ile
olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).

0, +e+ 2H ——» H,0,

O, + 2e + 2H — » H>0,

Organizmada H,0; in asil {iretimi, siiperoksidin (O,) dismutasyonu ile olur. ki siiperoksit

molekiiliiniin dismutasyonu sonucu iki proton alarak H,O; ve molekiiler oksijen olusur.

20" +2H ———— H,0,+ 0,

Bu reaksiyon sonucu radikal olmayan firiinler olustugundan dolayi, bur dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinmektedir. Bu reaksiyon ya spontan olarak gergeklesir ya da SOD

enziminin katalizi sonucu gergeklesir (Winterbourn ve Kettle, 2003).

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olamamasina ragmen ROT kapsamina girer ve serbest
radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe™" veya diger gecis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O2¢) varliginda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan OHe olusur (Sekil
2.9) (Schoneic, 1999).
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0, + Fe3+ E— F82+ +0,

Fe?* + H,0, Fe* + OH'+ OH" Fenton Reaksiyonu

0," + H,0, ﬁ,oz + OH+OH" } Haber —Weiss Reaksiyonu

Sekil 2.9. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu.

Singlet oksijen (10, )

Singlet oksijen bir radikal degildir ve eslenmemis elektronu yo ktur. Fakat bu molekiiliin
cok reaktif bir molekiil olmas1 ve molekiiliin liretimi sirasinda radikal tepkimeler meydana
getirdiginden dolay1 serbest radikal olarak kabul edilmektedir. Enerji girisi ile oksijenlerin
paylasilmamis dista bulunan elektronlarin spinleri degisebilir. Oksijenin uyarilmigt olan
bu molekiil dis iki elektronu ayr1 veya ayni yoriingeyi isgal edebilir. Oksijenin uyarilmis bu
iki formuna singlet oksijen denilmektedir (Lledias, Rangel ve Hansberg, 1998). Oksitleme
Ozelligi daha fazla artmis olan oksijenin daha reaktif bir formudur ve bu radikalin DNA
hasar1 olusturdugu ve mutajenik etkilerinin bulundugu gosterilmistir (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).

Singlet oksijeni asagidaki reaksiyonlar sonucu meydana gelir (Tamer, Polat ve Eskandari,
2000).

e Siiperoksidin enzimatik olmayan dismutasyonu ile,

e Haber-Weiss reaksiyonu sonucu,

e Siiperoksid radikalinin diagil peroksidlerle reaksiyonu ile,
e Siiperoksid ve hidroksil radikalinin reaksiyonu ile,

e Fagositoz sirasinda myeloperoksidazin hidrojen perokside etki etmesi sonucu

olusabilir.
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Hidroksil radikali (OHe)

Bilinen en reaktif oksijen radikalidir. Biyolojik hasar yapma potansiyeli yiiksektir, hiicre
icindeki tiim molekiiller ile reaksiyona girebilir ve zincir tepkimelerini baslatabilir (Aksu,
2006). Fenton reaksiyonu ile, hidrojen peroksitlerin oksijen baglarinin ultraviyole etkisiyle

homolitik yarilmasi sonucu hidroksil radikali olusabilir.
H-O-O-H — 2 OH*

Haber-Weiss reaksiyonu ile, siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ile reaksiyona girmesi

sonucu hidroksil olusabilir.

Fe' + 0, — Fe'?+0;,

Fe? + H,0,—» Fe™ + OH+ + OH

Toplam; O," + H,0, —— OH+ + OH + O,

Hidroksil radikalleri suyun iyonizasyonu sonucu da olusabilirler. Bu yolla olusan hidroksil
radikallerinin hasar olusturma seviyeleri diisiiktiir. Nitrik oksit radikalinin olusturdugu bir
reaksiyonla gecis metali iyonlarindan bagimsiz olarak da hidroksil radikali olusabilir
(Schoneich, 1999). Hidroksil radikali membran yapisinda bulunan doymamis yag
asitlerinin peroksidasyona ugramasini saglayarak lipit radikallerinin olusmasina sebep

olmaktadir. Hidroksil radikali ii¢ tiir reaksiyona katilabilir (Reiter, 1997).

e Hidroksilin alkollerle reaksiyonu sonucunda bir karbon radikali ve su agiga ¢ikar.
e Hidroksil radikali, aromatik bilesiklerdeki ¢ift baglara eklenebilir.

e Hidroksil radikali, organik ve inorganik bilesiklerde elektron transferi

tepkimelerine neden olur.

Nitrojen oksitler

Nitrik oksit (NOe), renksiz bir gazdir. Suda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilir hiicre
zarindan kolaylikla gegebilir. Disyoriingesinde eslenmemis elektronu bulunur ve bu

sebeplede serbest radikaldir (Winterbourn ve Kettle, 2003). Eslenmemis elektronu bir
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elektron oksidasyonu araciligi ile yiikseltgenirse nitronyum katyonu (NO®) olusur yada bir
elektron indirgenirse nitroksil anyonu (NO") olusur.

NO™ + NO+ — ONNO”
ONNO™ +NOs — N,0 + NO,

ONNO™+ H" — N,0 + OH*
Nitroksil, oksijen ile reaksiyona girerek peroksinitriti olusturabilir.

NO + O, — ONOO

Havadaki molekiiler oksijenle Nitroksil reaksiyona girdiginde daha reaktif olan ve
kahverengi renkli nitrojen dioksit (NO2*) olusur (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Nitrik
oksit biyolojik sivilarda gesitli reaksiyonlara girerek nitrit, nitrat ve peroksinitritlerin

olusmasina neden olur (Beckman ve Koppenol, 1996).

Lipit peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu; serbest radikaller tarafindan baglatilan kimyasal bir olaydir,
membran yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olur ve bdylece
membran lipid yapisin1 degistirerek hiicrelerin yapisinda ve fonksiyonlarindar bozukluklara
neden olur. Normal sartlarda az da olsa tiim hiicre ve dokularda lipit peroksidasyonu
meydana gelir. Lipid peroksidasyonuna en duyarl bilesikler membran fosfolipidlerinin
yapisinda bulunan ¢oklu doymamis uzun zincirli yag asitleridir, 6zellikle arasidonik asit ve
dekosoheksaenoik asittir. Bu sebeple lipid peroksidasyonu sonucu en énemli hasar hiicre

membraninda meydana gelir (Erdal ve digerleri, 2005).

Lipit peroksidasyonu hiicre membran1 yapisinda meydana getirdigi Onemli zararlar
sonucunda membran akigkanlig1 ve gecirgenligini bozar. Lipit peroksidasyonu bir metilen
grubundan (CHy) bir hidrojen (H) atomunun uzaklagmasiyla birlikte karbon atomu (CH)

iizerinde eslesmemis bir elektron olusmasiyla sonuclanir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Yapisinda birden fazla sayida ¢ift bag igeren asir1 doymamis yag asitlerinden hidrojenin
ayrilmas1 daha kolaydir. Bu sebeple doymus ve tekli doymamis yag asitleri, radikal

etkilerine kars1 asir1 doymamis yag asitlerine kiyasla daha direnglidir. Yag asidinden
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hidrojen ayrilmasindan sonra olusan lipid radikali, molekiil i¢i degisiklik gecirerek
oksijenle reaksiyona girer ve peroksil radikalini olusturur. Oldukga reaktif olan bu radikal,
diger yag asitlerini de benzer sekilde etkileyerek zincir reaksiyonu seklinde lipid
peroksidasyonunu devam ettirir (Sekil 2.10). Fenton reaksiyonu sonucu olusan hidroksil

radikali, lipid peroksidasyonunun baslamast i¢in ana etkenlerden birisidir (Zengin, 2015).

LH
Lipid
HO® ——= l
L
alkil radikali
|+
LOO"
Peroksil radikali

-

o-TOH - =

Siklik peroksit

antioksidan

C

LOOH
Lipid percksit

a-TO"

¥
MDA

Diger Grunler

l

LO"
Alkoksil radikali

Co

LOH
Alkol

-~ Pentan

Sekil 2.10. Lipit peroksidasyonunun zincir reaksiyonlari

Aldehitler lipidperoksidasyonu sonucu olusan en toksik iirlinler olup, Malondialdehit
(MDA) non-enzimatik oksidatif lipit peroksit dekompozisyonu sonucu olusur ve

peroksidasyonun son iirliniidiir (Erdal ve digerleri, 2005).

Lipid peroksidasyonu otokatalitik zincir reaksiyonu ile hasar yapar. Kuvvetli bir oksidanin
etkisiyle PUFA zincirindeki a-metilen grubundan bir hidrojen atomunun ayrilmasi sonucu
baslar ve lipid hidroperoksitlerin doymamis yag asidi aldehitleri, alkanlar, epoksi yag
asitleri, hidroksi yag asitleri gibi iirlinlere yikilmasi ile etan, pentan gibi ugucu gazlarin
olusmas1 ile sonlanir. Bunlarda dogrudan membran yapisina, dolayli olarak da hiicre

bilesenlerine zarar verirler (Erdal ve digerleri, 2005; Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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Proteinler

Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkilerken protenlerin etkilenme derecesi
yapisindaki aminoasit igerigine gore degisir. Doymamis bag ve siilfiir i¢eren triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi aminoasitler igeren protein
molekiilleri daha ytiksek reaktiviteye sahip olduklarindan dolay: serbest radikallerle daha
kolay reaksiyona girerler. ROT ve RNT (Reatif Nitrojen Tiirleri) nin neden oldugu protein
oksidasyonu ile, proteinler hidroperoksitler gibi kararli ve yiiksek derecede reaktif olan
triinler meydana gelir. Bu {driinler ile ge¢is metal iyonlarinin etkilesimi sonucundada
radikaller olusabilir. Bununla beraber oksitlenmis proteinlerin birgogu, fonksiyonel olarak
dogada inaktif haldedir ve hizli bir sekilde uzaklastirilirlar. Fakat zaman ile bir miktar
birikebilir ve bdylece ¢esitli hastaliklarin yani sira yaslilik ile iligkili hasarlarada sebep olur

(Karabulut ve Giilay, 2016).

DNA ve serbest radikal hasari

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin kansere ve kanserin ilerlemesine neden olmaktadir. ROT
plrin ve pirimidin bazlarinda kimyasal modifikasyonlara neden olur ve bu oksidatif baz
modifikasyonlari mutasyonla sonuglanabilir (Ashook ve Ali, 1999). Hidroksil radikalinin
DNA’ da modifikasyonu daha kapsamli olup, biitiin bazlarda modifikasyona sebep olmaktadir,
singlet oksijeni ise oncelikle 8-hidroksilasyon yoluyla guanin bazini modifikasyonuna sebep
olmaktadir. Serbest radikaller baz lezyonlari, seker lezyonlari, tek zincir kirilmasi, DNA
protein c¢apraz baglar1 olusturma gibi ¢ok degisik yollarla DNA ve niikleoproteinler
delesyonlara neden olur (Cardozo-Pelaez, Brooks, Stedeford, Song ve Sanchez-Ramos,
2000).

2.4.2 Serbest radikaller ve oksidatif stres

Organizmada reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri ile antioksidan sistem
arasinda hemostatik bir denge bulunmaktadir. Oksidan molekiillerin olusum hizinda artma
ya da antioksidan savunma sistemi etkinliginde meydana gelen azalmaya bagli olarak,
oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi sonucu “oksidatif stres” meydana gelir (Sekil

2.12) (Sahan Firat ve digerleri, 2008).



39

E vitamini,
Enzimler,
Hiicre
Savunmasi,

Oksidatif Stres

Sekil 2.11. Oksidatif stres

Oksidatif stres, organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi olarak da
tanimlanmaktadir. Radikaller; lipidler, proteinler ve niikleik asitler gibi temel hiicresel
bilesenlerde hasara yol a¢abilmektedir ve olusan bu hasar kanser, ateroskleroz, amiloidoz,
yasa bagli bagisiklik yetersizligi, senil demans ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar ile
iliskili oldugu ve biyolojik yaslanma siirecinde rol oynadigi bilinmektedir (Cakatay ve
Kayali, 2006).

Oksidatif stres ve buna bagli gelisebilen hastaliklar

Oksidatif stres basit bir sekilde, bedenin Antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid
tabakasinin  peroksidasyonuna neden olan Serbest Oksijen Radikallerinin {retimi
arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres, toksisitenin olasi bir
mekanizmas1 olarak son on yildir toksikolojik arastirmalarin odagi haline gelmistir.
Oksidatif stres, lipidler, proteinler, enzimler, karbonhidratlar ve DNA gibi hiicredeki hayati
oneme sahip makromolekiillere zarar vererek; hiicre zar1 hasarmma yada parcalanmaya,
DNA, enzim ve proteinlerde rastgele ¢apraz baglanmalara ve DNA fragmantasyonu ve

lipid peroksidasyonuyla hiicre 6liimlerine neden olabilir (Acar, 2015).
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Oksidatif stres; sliperoksit anyon radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri
tarafindan baglatilir. Her iki reaktif oksijen tiirli de gii¢lii oksidanlardir, ancak dokularda
olusan zararli reaksiyonlar sonucunda daha da tehlikeli oksidanlar haline
doniisebilmektedirler. Oksidatif strese bagli olarak lipidler, proteinler, enzimler,
karbonhidratlar ve DNA zarar gorebilmekte, membranlardaki hasarin neticesinde DNA
zincirlerinde rastgele kirilmalar ve baglanmalar meydana gelebilmekte, enzim ve yapisal
proteinlerin zarar gérmesi hiicrenin Olmesiyle sonlanabilecegi gibi bu olgular kanser,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile diyabet ve otoimmiin bozukluklarin
gelisiminde molekiiler temeli olusturmaktadir. Bazi norodejeneratif hastaliklarda énemli
oranda kan-beyin engelini asabilen Antioksidan’ lara ihtiya¢ vardir. Hava kirliligi, sigara
kullanimi, ko6tii beslenme aligkanliklari, stresde eksojen ve endojen olarak Serbest Oksijen
Radikalleri olusumunu artirmaktadir. Organizmanin Antioksidan kapasitesinin yetersizligi
durumunda, metabolik reaksiyonlar hiicreler i¢in zararli olmakta ve Onlenemeyen bu
zararli reaksiyonlar neticesinde deride akne ve kirigiklik, premature yaslanma, koroner
damar hastaliklari, diyabet, Alzaymir, Parkinson ve degisik kanser tiirlerinin olusmasina

zemin hazirlamaktadir (Acar, 2015).

ROT’ nin neden oldugu oksidatif stresin ortaya ¢ikisi, cogu hastaligin 6nemli bir etiyolojik
veya patojenik ajani olarak diisiiniiliir (Lenaz ve digerleri, 2008). ROT" ne siirekli maruz
kalan hiicreler, en hayati makromolekiillerinde hasar goriirler. Hem ROT iireticisi olan,
hemde ROT hedefi olan mitokondri; mitokondriyal yaglanma teorisinin temelini olusturur.
ROT' e maruz brrakilarak uyarilan mtDNA' nin somatik mutasyonlarinin birikiminin
mtDNA ile kodlanmis polipeptitlerde hatalara yol a¢tigi One siiriilmiistiir. Serbest oksijen
radikallerinin etkilesimi sonucu meydana gelen hiicre hasarlar1 bir¢ok kronik hastaligin
belirtilerinin meydana ¢ikmasina sebep olmaktadir. Aterogenez, Parkinson hastaligi,
Duchenne tipi muskiiler distrofi, gebelik preeklampsisi, serviks kanseri, alkolik karaciger
hastalig1, hemodiyaliz hastalar1, diabetes mellitus, akut renal yetmezlik, Down sendromu,
retrolental fibroplazi, serebrovaskiiler bozukluklar, iskemi/reperfiizyon injiirisi gibi bir cok
hastaligin temelindeki sebeplerden biriside serbest oksijen radikallerinin neden oldugu

hiicre hasarlaridir (Lenaz ve digerleri, 2008).

Yasa bagli olarak oksidatif stresin seviyesinde artis meydana gelir; yasin artigsiyla membran
lipitlerindeki peroksidasyon ve oksidasyona ugramis proteinlerin birikimide artmaktadir.

Serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitleri ile tepkimesi sonucu lipit peroksitleri
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olusur ve bunlarin hiicre yirtilmalarina yol agarak membran akiskanlhiginin ve

elastikiyetinin geri doniisiimsiiz hasarina neden oldugu ortaya konulmustur.

Oksidatif Stres
(eksojen & endojen)

—m ROS tretimi

mtDMNA hasan

‘ —Yetersiz mtDNA onarimi
v

\

\ Hasarli DNA birikimi

h
T~ Mitokondriyal redoks disfonksiyon

v

Enerji dretiminde azalma

»

Organ disfonksiyonu Apoptoz

Yasglanma Bulgulan

Sekil 2.12. Mitokondriyal ROM, oksidatif mtDNA hasar1 ve yaglanma

Son yillarda yapilan c¢alismalar, artmis serbest oksijen radikallerinin birgok hastaligin
fizyolojisi ve patofizyolojisinde rol aldigini gostermektedir. Kardiyolojik hastaliklar,
norolojik hastaliklar, astim, diabetis mellitus, romatoid artrit, kanser, Alzaymir ve
Parkinson gibi yaglilikta goriilen pek ¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir
(Ruszkiewicz ve Albrecht, 2014).

2.4.3. Antioksidan savunma sistemleri ve antioksidanlar

ROT olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek icin birgok savunma
mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca
"antioksidanlar” olarak bilinirler. Hiicrelerde metabolik islemler sonrasinda siirekli olarak
reaktif oksijen iretilir. Bu radikaller SOD, GPx, KAT gibi enzimler araciligi ile A, C, E
vitaminleri ile ubikinon, GSH ve flavonoidler gibi enzim dis1 antioksidan igeren

antioksidan savunma sistemleri tarafindan nétralize olurlar (Urso ve Clarkson, 2003).
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Okside olabilecek maddelerin oksidasyon siirecini geciktiren veya onleyebilen maddelere
antioksidanlar denir (Rikans ve Hornbrook, 1997). Belirli seviyelere kadar bulunan
antioksidanlar, yine hiicrelerde kendiliginden bulanan endojen dogal antioksidanlar
tarafindan noétralize edilmektedir. Bu sekilde hiicre igerisinde antioksidanlar ve oksidanlar
arasinda bir denge saglanir. Oksidanlar belirli bir seviyenin tizerine ¢ikar ve antioksidanlar
yetersiz kalirsa bu denge bozulur ve 6nemli yapi taslar1 olan protein, lipit, karbonhidrat,

niikleik asit ve bazi faydali enzimler tizerinde oksidatif stres meydana gelir (Yu, 1999).

Antioksidan kaynaklari

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olabilirler, ayrica antioksidanlar; eksojen,
endojen, protein, vitamin, kompleks bilesik, hidrofilik, hidrofobik, direkt etkili, indirekt
etkili olanlar seklinde gruplandirilabildigi gibi, zar, dolagim, sitosol ve sistem

antioksidanlar seklinde de siniflandirilmaktadir (Akkus, 1995; Moure ve digerleri, 2001)

Endojen kaynakli antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik)

antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilirlar (Akkus, 1995).

e Enzimatik antioksidanlar, Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px), Glutatyon Rediiktaz, Glutatyon S-Transferaz (GST), Mitokondriyal

Sitokrom Oksidaz, Katalaz

e Enzimatik olmayan antioksidanlardan, Glutatyon (GSH), Sistein, Urik Asit, Glikoz,

Albumin, Bilirubin, Melatonin, Seruplazmin, Transferrin, Laktoferrin, seklindedir.

Stiperoksit dismutaz (SOD)

SOD siiperoksit serbest radikalinin (O;) hidrojen peroksit (H,0;) ve molekiiler oksijene
(O2) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir. McCord ve Fridovich tarafindan
1968’ de kesfedilmistir. 3 tiir SOD vardir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD,
ikincisi sitozolde lokalize Cu-Zn-SOD ve iigiinciisii de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksid
radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’ dir (Young and Woodside,
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2001). Stiperoksit dismutazlar, merkezlerinde bulunan gecis metallerine gore, Cu/Zn-SOD,
Mn-SOD ve Fe-SOD olmak iizere ii¢ sinifa ayrilir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). SOD
bir siiperoksid molekiiliinii O, molekiiliine yiikseltgeyip, diger siiperoksid molekiiliinii

H,0,’ e indirger.

Bu dismutasyon reaksiyonu superoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit oranda
bulundugu pH 4,8’ de kendiliginden de gergeklesir. Ancak fizyolojik sartlarda yani pH' nin
7,35-7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavas gerceklesecektir. SOD enzimi
varliginda, pH en az 7,4 oldugu bu durumda bu reaksiyon 4 kat daha hizli olacaktir
(Cherubini ve digerleri, 2005).

SOD' n fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikalinin (O) lipid peroksidasyonu gibi zararl etkilerine karsi korumaktir. SOD, fagosite
edilmis bakterilerin intraselliiler olarak o6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD aktivitesi,

yiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, artigiyla artar. SOD' 1n

ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

Glutatyon peroksidaz (GPx)

GSH-Px sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir, tetramerik yapidadir. GPX
oksidorediiktaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen bir enzim monomerik yapidadir ve esas
olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger (Halliwell ve Gutteridge,
1999).

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px) membrana bagli en onemli
antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda membrani peroksidasyona kars1 korur. GPx'
n fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GPX,
solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin
zarar gormesini Onler. GPX eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir.
Eritrosit GPx aktivitesi yaslilarda ve Down sendromlu hastalarda yiiksek, prematiirelerde
disiiktiir. Lokosit GPx aktivitesi yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda yiiksektir (Joti ve
digerleri, 1994).
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Glutatyon rediiktaz

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 subiinitten olusmus bir dimerdir. Her
bir subiinit NADPH baglayan, FAD baglayan ve ara yliz alan olmak iizere 3 tane yapisal
alan igerir. Glutatyonun indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH’ dan
FAD’ a transfer edilir. Daha sonra subiinitlerdeki iki sistein arasinda bulunan disiilfid
kopriisiine transfer edilerek okside glutatyona aktarilirlar (Cherubini, Ruggieno, Polidori
ve Mecocci, 2005).

Glutatyon S-Transferazlar (GST)

GST, basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere lipid peroksitlerine
karst GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmasi olustururlar.
GST Kkatalitik ve katalitik olmayan cok sayida fonksiyona sahip olup, bunlar hem
detoksifikasyona sebep olurlar hem de hiicre igi baglayic1 ve tasiyici gorevleri vardir.

(Fernandez-Checa ve Kaplowitz, 2005).

Katalaz (KAT)

Katalaz (H,0,:H,0;,) oksidorediiktaz, yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir
hemoprotein olup, esas olarak peroksizomlarda daha az olarak ise sitozolde ve mikrozomal
fraksiyonda bulunur. KAT’ m en 6nemli islevi hidrojen peroksidi (H,O;) suya ve oksijene
parcalamaktir. En 6nemli gorevi hiicrede olusan hidrojen peroksidi (H,O;) hidroksil
serbest radikali (OH¢) olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldirir (Halliwell ve Gutteridge,
1999)

Glutatyon (GSH)

GSH, tiim hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bir tripeptide sahip olup,
Sitozolde glutamat, sistein ve glisinden iki asamada sentezlenir. Mitokondrilerde, GSH
agirlikli olarak azaltilmig formda bulunur ve toplam GSH’ nin kii¢iik bir kismin1 (% 10-15)
temsil eder (Fernandez-Checa ve Kaplowitz, 2005). GSH serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyan ¢ok énemli bir antioksidandir.

Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiiniin engellenmesinde de GSH rol
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alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarimi rediikte halde tutarak bu gruplar
oksidasyona karst korur ve bdylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunun oniine geger. GSH bazi yabanci ve zararli bilesiklerin detoksifasyonu ve
aminoasitlerin hiicre membranlarindan gegisinde rol oynar (Fernandez-Checa ve

Kaplowitz, 2005).

Mitokondri, stirekli oksijen radikaline maruz kalsada, organik madde, antioksidan bir
savunma sisteminin varhi§1 nedeniyle islevsel kalir. Hidrojen peroksit birikimi
sinirlandirilmazsa, mitokondriyal bilesenleri (proteinler, lipidler, DNA) okside edebilir.
Hidrojen peroksit birikimininin 6niine ge¢me gorevi agirlikli olarak GSH tarafindan
gergeklestirilir; ¢linkli mitokondride KAT yoktur ve GSH, GPx ve NADPH-bagimli GSSG
rediiktazin katilmiyla redoks dongiisiinlin ayrilmaz bir bilesenidir. Dahasi, hidrojen
peroksitin etkin bir sekilde atilmasimi saglamak icin MnSOD ve GSH redoks dongiisii
arasindaki bir denge olmalidir (S6zmen ve digerleri, 2002). mGSH konsantrasyonu yiiksek
oldugu i¢in, orta siddette mGSH tiikenmesinin hidrojen peroksitin GSH peroksidazi
tarafindan veya mitokondriyal fonksiyon ile elden ¢ikarilmasi {izerinde olumsuz etkisi
olmasi beklenmemektedir. Bununla birlikte, mGSH'min kritik bir seviyenin altina
diistiriilmesi, 6zellikle mitokondriyal elektron tagima zincirinden uyarilan ROT olusum
kosullarinda, hidrojen peroksitin yeterli bir sekilde indirgenmesini tehlikeye atacaktir.
Mitokondriada GSH ve S transferazlarin (GST) varligi, lipid peroksidasyon iiriinlerini
iceren organik hidroperoksitlerin azaltilmasini saglar. Bu nedenle, oksidanlar1 azaltmada
ve elektrofilleri eslestirmedeki ¢ok yonlii fonksiyonlarindan da anlasilacag: tizere, mGSH
mitokondriyay1 saglikli tutmada 6nemli bir rol oynamaktadir ve hiicrenin hasar gérmesinin
Oniine gecer. Buna ek olarak Mitokondrial GSH, patofizyolojide rol oynadigi bilinen
mitokondriyal membran permeabilizasyon (MMP) yoluyla meydana gelen mitokondriyal
hiicre 6lim yolunuda etkiler ve hiicre Olimiiniin 6niine geger (Fernandez-Checa ve

Kaplowitz, 2005).
Karotenoidler
A vitamininin 6n maddesi olan B-karoten singlet oksijenin baskilanmasini saglar ve

stiplirlir, peroksit radikali ile dogrudan etkilesime girerek antioksidan gorevi goriir

(Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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Melatonin

Melatonin ¢ok yaygin olarak bulunan ve serbest radikallerden OHe radikalini ortadan
kaldiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir.antioksidanlarin en gugliistidiir, hidroksil serbest
radikali (OHe¢) ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon radikaline doniisiir, buda
ortamdaki siiperoksit radikalini (O,¢) tutar ve antioksidan aktivite gdsterir. Melatoninin
lipofiliktir ve bu sebepten dolayida hiicre membranlarindan kolayca geger boylece
hiicrenin biitiin organallerine hatta hiicre ¢ekirdegine ulasabilir.Bu nedenden dolayida

hiicrede ¢ok genis bir alanda antioksidan aktivite gosterir (Aksu, 2006).

Urat

Normal plazma konsantrasyonunda iirat; hidroksil, siiperoksit, peroksit radikalleri ve
singlet oksijeni temizler. Fakat lipid radikalleri {izerinde bir etkisi olmayip, C vitamini
oksidasyonunu engelleme yoniinde etkisi vardir (Akkus, 1995).

Albtimin

Albiimin gostermis oldugu antioksidan aktivite ile LOOH ve HOCI toplayicist olarak

gorev yapar.

Seruloplazmin

Seruloplazminin etki mekanizmasi SOD' un etki mekanizmasina benzer mekanizmayla
etki gosterir. Ferro demiri, (Fe?) ferri demire (Fe®) yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve

boylece hidroksil radikali olusumunu inhibe eder.

Sistein

Sistein siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir. Onemli bir aminoasit olup,
antioksidan ve antikanser etkisi yiiksektir. Glutatyon {iiretiminde onemli yeri olup,

glutatyon miktarinin belirlenmesinde etkilidir.



47

Sitokinler

Sitokinler basta KAT olmak lizere antioksidan enzimleri aktive ederler. Ancak proteolitik

enzimleri aktive ettiklerinden dolay1 zararli da olabilirler.

Eksojen kaynakli antioksidanlar

Eksojen antioksidanlar; vitaminler ve ilag antioksidanlar1 olarak smiflandirilirlar (Akkus,

1995).

e Vitamin-C (askorbik asit)
e Vitamin-E (tokoferol)
e Provitamin A (B-karoten)

e Koenzim Q (ubikinon)

Vitamin C (askorbik asit)

C vitamini organizmalarda birgok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak
gorev yapar, kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu i¢in gereklidir. C
vitamini immiin sistemin giiclenmesinde ve yara iyilesmesinde etkin rol oynar (Ashok ve
Ali, 1999).

C vitamini, giiclii indirgeyici aktiviteye sahiptir, bu sebepten dolayida ayn1 zamanda giiglii
bir antioksidandir. Stiperoksit radikalleri (O,¢) ve hidroksil radikalleri (OH¢) ile reaksiyona
girer ve onlar1 ortamdan temizlerler (Blumenthal ve digerleri, 2000; Ladas ve digerleri,
2004).

Vitamin E (a-tokoferol)

E vitamini ¢ok giiclii bir antioksidandir, hiicre membraninda bulunan fosfolipidlerdeki
poliansatiire yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyarak ilk savunma hattini
olusturur. Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir ve en aktif formu o-

tokoferoldiir (Jialal and Grundy, 1993; Steinberg and Chait, 1998). E vitamininin en
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onemli fonksiyonu, biyolojik sistemlerde zincir kirict bir antioksidan olarak gdrev yapar ve
serbest oksijen radikallerin reaksiyonlarmin yayilmasini Onler ayrica hiicreleri lipit
peroksidasyonuna karsi koruma saglar (El-Demerdash, Yousef, Kedwany ve Baghdadi,
2004).

Organizmada 6nemli derecede biyolojik rolii olan Se (selenyum), semimetalik bir element
olup E vitamini ile birlikte sinerjetik etki gostermekte ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin

peroksidasyonunu birlikte 6nlemektedirler (Smith, 1996; Koskeroglu, 1998).

2.5. Karacacigerin Yapisi ve Onemi

Karaciger normalde kahverengi renkli ve dis yiizey pliriizsiiz bir organdir. Karaciger
viicudun yaklasik % 2' sini olusturur ve yetiskin kadinlarda yaklasik 1400 g, erkeklerde
1800 g agirhigindadir (Lena Sibulesky, 2013). Insan viicudunun en biiyiik organi
karacigerdir, karaciger; batin sag st kadranda diaframin hemen altinda yerlesim
gostermektedir. Karaciger dual kan akimi alan tek parankimatdz organdir. Portal ven
karaciger kan akiminin yaklasitk % 75 ini, hepatik arter ise yaklasik % 25 ini
saglamaktadir. Karacigerin vendz drenaji hepatik venler tarafindan gergeklestirilmektedir

(Basak ve Akan, 2015).

Karaciger arteriyollerinden ve portal veniillerden gelen kan, hiicre tabakalarinin aralarinda
yerlesmis, kapiller fonksiyonu olan siniizoidal kanallardan geger. Karaciger
sinlizoidlerinde endotelyal hiicreler ve makrofajlar olmak tizere iki tip hiicre vardir. Disse
araligi, sintizoidal kapiller ile hepatositler arasinda yer alir. Hepatik lobiillerin santral
venlerindeki vendz drenaj birleserek hepatik venleri olusturur. Bunlar da inferior vena
kavaya bosalir. Caudat lobun venleri ayridir. Safra kanalciklart her plagin iginde
hepatositlerin aralarinda dogar ve birleserek safra kanallarini olusturur (Morgan, Mikail, ve

Michael, 2002).

Kalp debisinin % 25’ ini karaciger alir, 100 g doku basma dakikada 100 ile 130 mL
arasinda kan gelmektedir. Hepatik arter karacigere gelen kanin yaklagik % 25 ini
saglarken oksijen ihtiyacinin da % 45-50" sini saglar. Karacigere gelen kanin % 75’ ini
saglayan portal ven ise oksijen ihtiyacinin ancak % 50-55’ ini saglar. Ciinkii portal ven

mide, bagirsaklar, dalak ve pankreas gibi organlarin vendz drenajim1 saglayip, parsiyel
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olarak deoksijenize olarak gastrointestinal sistemden absorbe ettigi besin ve diger
bilesenler acisindan zengin olan kami tasir. Karaciger kan akiminin regiilasyonunda hem
intrinsik hem de ekstrinsik mekanizmalar rol oynar (Mushlin ve Gelman, 2001; Pannen,
2000).

Safra Kesesi

Safra Kanalh
Hepatic Arter

Sai Lob Portal Ven Sol Lob

Sekil 2.13. Karacigerin Yyapist

Karacigerin temel fonksiyonel hiicreleri hepatositler olup oldukga fazla sayida metabolik,
endokrin ve salg1 fonksiyonlarint gergeklestirirler. Karaciger kiitlesinin % 80 ‘nini teskil

ederler.
2.5.1. Karacigerin fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari

Karaciger hem duedonuma safra salgilayarak bir ekzokrin bez olarak gorev yapar, hem de
direkt olarak kan dolasimina salinan ¢esitli maddeleri sentezleyen bir endokrin bez olarak
gorev yapar (Fawcett, 1986). Karaciger dolasim sisteminde, metabolitlerin bir araya
getirilmesi, doniistiiriilmesi, biriktirilmesi ve toksik maddelerin nétralize ve elemine

edilmesi i¢in ¢ok uygun bir organdir. Bu eleminasyon karacigerin lipit sindirimine yarayan
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ve ekzokrin bir salgi olan safrada gergeklesir (Junqueria ve Carneiro, 2006). Salg1 yapma
fonksiyonundan bagka, yasamla ilgili cok cesitli islevleri yerine getiren bir organdir.
Sindirim kanali ile viicudun diger kisimlar1 arasinda kalan tam bir kesisme noktasinda yer
alan karaciger, viicudun metabolik dengesini saglar. Karacigerin metabolik dengeyi
saglamaya yonelik bazi gorevleri; sindirilen aminoasitlerin, karbonhidratlarin, lipitlerin ve
vitaminlerin iglenmesi, serum proteinlerinin sentezi, endojen atik iriinlerin ve zararli
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve safra ile atilmasi seklindedir (Kumar, Cotran, ve
Robbins 1999).

Karacigerin koagulasyonun kontrolii ve gerceklesmesi ile ilgili bazi fonksiyonlar1 vardir.
Karacigerin kanin pihtilasmasinda bircok yoldan katkisi vardir. Tim koagiilasyon
faktorleri (Faktor VIII ve Faktor IV harig) karacigerde sentezlenir. K vitamininin emilimi
safra tuzlar sayesinde olur. Karaciger ayni zamanda trombo proteinin sentezinin
diizenlenmesi ile de trombosit yapimini kontrol eder (Mushlin ve Gelman, 2001).
Karaciger anjiyotensin, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-I), trombopoetin sentezinde
rol oynar. Yine insiilin, tiroksin ve Ostrojenin transport ve metabolizmalart icin de
gereklidir (Mushlin ve Gelman, 2001). Bilirubin hemoglobin metabolizmasinda son iiriin
olup bilirubinin atilmasinda karacigerinde fonksiyonu vardir. Retikiiloendotelyal sistemde
(RES), hem halkasinin, miyoglobinin ve sitokrom enzimlerinin parcalanmasi ile olusur.
Hem oksijenaz tarafindan pargalanan hemoglobin CO,, demir (Fe) ve biliverdine
parcalanir. Biliverdin rediiktaz ile bilirubine doniisiir. Bilirubinin konjiigasyonu

(glukronide baglanir) karacigerde gerceklesir (Morgan ve digerleri, 2002).

Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindan karaciger sorumludur (Mushlin ve
Gelman, 2001). Disardan alinan pek ¢ok madde ve ilacin biyotransformasyonu karacigerde
gergeklesir. Son {irtinler ya inaktiftir ya da suda eriyen safra veya idrarla atilmasi

kolaylagsmis maddelerdir (Morgan ve digerleri, 2002).

Karaciger Vitaminlerin depolanmasi, demir depolanmasi, glikojen depolanmasi gibi
gorevleride vardir. Albumin, globulin, immiinoglobulinler, seruloplazmin, transferrin,
koagiilasyon proteinleri, fibronektin, lipoprotein sentezi, karaciger enzimleri, iire sentezi,
kreatin gibi proteinlerin sentezi gibi olaylarda karacigerde gerceklesir. Karacigerin;
sindirim sisteminden kaynaklanan bakterilerin filtre edilmesi, gastrointestinal yolla safra

salgilama, bagirsaktan donen kanin filtrasyonu gibi bir¢ok fonksiyonu vardir (Dilek, 2003).
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Bedenimizdeki detoksifikasyon, metabolizma ve savunma sisteminde o6zellesmis, c¢ok
fonksiyonlu bir organ olan karacigerin gesitli nedenlerle fonksiyonunda bazi aksakliklar
meydana gelebilir ve bu fonksiyonlarin bozuklugunu tek bir test ile belirlemek miimkiin
degildir. 1950 yillarindan beri hepatositlerde enflamasyon veya nekroz sonucunda
transaminaz yiiksekliginin gosterilmesi ile hepatoseliiler hasar belirlenebilmektedir.
Hepatositlerde meydana gelen hasar hepatik hasar olarak adlandirilmakta olup akut ve
kronik olarak iki grupta incelenmektedir. Akut hepatik hasar aniden veya kisa zaman
icinde ortaya ¢ikan hasarlardir. Kronik hepatit hasar1 ise hepatositlerin 6 aydan daha uzun

slire hasara maruz kalmasi ile ortaya ¢ikan hasari ifade eder (Burtis ve Ashwood, 2005).

Karaciger, sentez ve detoksifikasyon gorevleriyle viicuttaki en dnemli organlardan biridir.
Bir¢ok hastaliktan karaciger dokusu direkt yada dolayli olarak etkilenir. Karacigerin islev
ve hasar durumunu alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), laktik
dehidrogenaz (LDH), gamaglutamil transferaz (GGT), alkalen fosfataz (ALP), albumin,
bilirubin, protombin zamani (PT) ve parsiyal tromboblastin zamani1 (PTT) gibi bazi testler
sonucunda belirleyebiliriz. Bu testler icinde en 6nemli ve en sik kullanilan testler ALT ve
AST ol¢iimiidiir ve bu iki enzim en fazla hepatoselliiler hasarda artar (Ng ve Balistreri,
2004).

2.5.2. Karaciger hastahklari ve mitokondri

Karaciger, mitokondri agisindan zengin bir organ olup, mitokondriler karacigerde sayica
fazla ve yogun bir sekilde bulunurlar. Karaciger hiicrelerinin biitiinliiglinii ve islevlerini
stirdiirmesinde mitokondirinin rolii biiyliktiir. Mitokondriyal bozukluklarda karaciger
hiicresinde fizyolojik stres artar. Son yillarda Kalitsal veya mitokondriyal bozukluklara
baglh olarak gelisen akut ve kronik karaciger hastaliklar teshis edilmistir. Cogu kronik
karaciger hastaliklari, hiicrelerdeki hasar gormiis mitokondrilerin sayisindaki artig sonucu
meydana gelmektedir. Hepatik mitokondri, karbonhidratlarin, lipidlerin ve proteinlerin
karaciger —metabolizmasin1  biitiinlestiren merkez oldugundan diger organlarin

mitokondrisine kiyasla ¢ok daha énemlidir (Degli Esposti ve digerleri, 2012).

Mitokondriler, yiiksek enerjili subsratlardan enerjinin elde edilmesinde, hiicrelerin
metabolik fonksiyon ve biitiinliiglinde 6nemli olan bir solunum organelidir. Bu metabolik

makinelerde meydana gelen aksakliklar sonucunda hiicresel enerji depolari tiikkenebilir,
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oksidatif stres meydana gelebilir ve apoptosis gergeklesebilir. Mitokondriler karaciger
hiicre hacminin % 20" sini iggal eder. Karaciger biyokimyasal testlerinde hafif
anormalliklerden, akut veya kronik karaciger yetmezligine kadar gidebilen diizeyde farkli

belirtiler gortiliir (Hassanein ve Frederick, 2004).

Kronik karaciger hastaliklarinin birgogu anormal ROT olusumu, GSH tiikenmesi, Protein
karbonil gruplarindaki artts ve solunum kompleksi degisiklikleri olan hasarlanmis
mitokondrilerin birikmesi ile baglantilidir. Mitokondriyal degisiklikler dogalarma ve
ciddiyetlerine baglh olarak lipid birikimi, apoptoz veya nekroza sebep olabilir, boylelikle
inflamasyona neden olabilirler. Bu patolojik olaylar, laktoasidoz, hipoglisemi, yiiksek
serum transaminazlari, yiiksek konjuge bilirubinemi ve hiperammonemi gibi farkli klinik
ozelliklere karsilik gelebilir. Mitokondri ROT’ nin 6nemli bir kaynagidir ve ROT zararli
ozelliklerinin yaninda ayn1 zamanda hiicrelerin ¢ogalmast ve farklilagsmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Bununla birlikte ROT’ nin zararlart haricinde, farkli stres tipleri,
uyusturucu, viriis, hipoksi, inflamasyona neden olan sitokinler, B-oksidasyon fazlaligi,
sitokrom P450' nin asir1 ekspresyonu gibi nedenlerle karaciger mitokondrisi zarar gorebilir.
Bu durumda, ROT' nin asir1 liretilmesi hem mitokondriyal hem de oksidatif fosforilasyon
enzimlerinin protein alt birimleri, lipid zarlari, mitokondriyal veya niikleer DNA gibi diger
hiicresel bilesenlere zarar verebilir. Bu hiicresel lezyonlar, yaglh karaciger veya
hepatoseliiler, karsinom gibi doku lezyonlarinin gelisimine katkida bulunabilir (Degli

Esposti ve digerleri, 2012).

Karaciger hastaliklarinda, hem ROT artis1 hem de hiicrelerde lipid peroksidasyonu, DNA
ve proteinlerin yikiminina yol agtifindan karaciger hasarini artirmaktadir. Deneysel olarak
alkolik yagli karaciger olusturulan ratlarda ise karaciger GPx aktivitesi ve lipid
peroksidasyonu ol¢iilmiistiir. Karaciger lipid peroksidasyon igeriginin 4-6. haftalarda, GPx
aktivitesinin ise 4. haftada arttig1 ve karaciger GPx aktivitesindeki artigin lipid peroksid
tiretimiyle ilgili olabilecegi belirlenmistir. Alkole bagli olmayan karacier yaglanmasi
sonucunda olusan hepatitisde, oksidatif stresin etiyolojik mekanizmast ile iliskili olabilecek
lipid peroksidasyon, karaciger demir seviyesi ve hiperinsilunemi olmak tizere 3 faktor 6ne
stirilmektedir (Tabakoglu ve Durgut, 2013). Lipid peroksidasyonu, serbest reaktif oksijen
tirlerinin artigt, GSH, E vitamini, beta-karoten ve C vitamini gibi antioksidanlarin azalmasi
sonucu karaciger oksidatif hasara acik hale gelmektedir. Asir1 miktardaki intraseliiler yag

asitleri, oksidatif stres, ATP azalmasi ve mitokondriyal disfonksiyon karaciger hasarinda
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onemlidir. Mitokondriyal disfonksiyon sebebiyle artan sitokin salinimi ve ROT’ lar
antioksidanlarin azalmasi; lipid peroksidasyonu ve inflamasyonu artirir (Gilingér ve
Tiirker).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Deneysel ¢alismamizin deney hayvanlari ile olan kismi Ondokuz Mayis Universitesi
Cerrahi Arastirma Merkezi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda, Samsun Ondokuz Mayis
Universitesi Etik Kurulu> nun (HADYEK 2014/24) sayili izni ile yapilmistir.
Biyokimyasal calismalar ise Amasya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji

Boéliimii ve Amasya Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarinda yapilmistir.

3.1.1. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-VIS 1240), Hassas terazi (Mettler Toledo MS 2045/01),
Santrifiij (Sigma 3-30 K), Homojenizator (IKA digital T25), Mikroplaka okuyucu
(Multiscan GO, Thermo Scientific), -20 °C derin dondurucu (Vestel), Etiiv (UN160,
Memmert), -80 °C derin dondurucu (Thermo Scientific), Ultra saf su cihazi (Direct-Q
8UV, Merck), Vorteks (Vortex 4, IKA), Otomatik pipetler (Thermo Scientific), Isiticili
manyetik karigtirict (C-MAG HS7, IKA), pH metre (Radiometer Analytical PHM 210), Su
banyosu, Sonikator (Jeiotech 3T-13AB-239), makas, nester, jilet, whatman siizge¢ kagidi.

3.1.2. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve hazirlanislar:

AK (CAS Number 01680 ) Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) firmasindan satin alindi.
Calismada kullanilan AK %0, 9’ luk NaClI kullanilarak 4.16 mg/ml olacak sekilde stok
cozelti olarak hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden hayvanlarin agirliklart g6z Oniinde
bulundurularak 5 mg/kg/giin olarak introperitonal (i.p) olarak haftada 6 giin 30 giin
boyunca verildi. Whey protein General Nutrition Center (GNC, Istanbul, Tiirkiye)
firmasindan satin alindi. WP' nin 1 porsiyonu (28 gr) 21 gr protein icermektedir. Amino
asit igerigi 493 L-arjinin, 3558 L-glutamin, 1212 valin, 631 tirozin, 355 triptofan, 1350
threonin, 995 serin, 1163 prolin, 719 fenilalanin, 443 methionin, 1025 alanin, 2237 aspartik
asit, 522 sistein, 384 glisin, 414 histidin, 1301 izolosin, 2296 16sin ve 1902 mg lizinden
olusmaktadir. Geri kalan kism1 2 gr doymamis yag, 1 gr doymus yag, 2gr karbonhidrat ve
2 gr sekerden olugsmaktadir. Whey protein % 0, 9° luk NaClI kullanilarak 0.75 gr/ml olacak
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sekilde stok cozelti olarak hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden hayvanlarin agirliklart goz
onilinde bulundurularak 200 mg/kg/giin gavaj aleti kullanilarak oral yolla (o.p) haftada 6
giin 30 giin boyunca verildi.

Bunun disindaki kimyasal maddeler ATP tayini i¢in kalorimetrik/florometrik ATP Kiti
(K354-100) Bio Vision firmasindan satin alindi. Rotenon, antimisin A, 2,6-
dichloorindofenol (DCIP), deksilubikinol (CoQ), nikotinamid adenin dinukleotit (NAD"),
rediikte nikotinamid adenin dinukleotit (NADH), beta nikotinamid adenin dinukleotit
fosfat (NADPH), oksaloasetat, asetilkoenzim A, trisodyumisositrat, tiyobarbitiirik asit
(TBA), 1.1.3.3. tetraethoksipropan (MDA), 5-5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB),
stikroz, tris (Hidroksi metil aminometan hidrojen), triklor asetik asit (TCA), etilen diamin
tetraasetik asit (EDTA), bovin serum albiimin, etilen glikoltetraasetik asit (EGTA), triton
X-100, guanidin hidrokloriir, o-dianisidineklorid, hekzdesil amonyum bromid (HTAB), 1-
kloro, 2,4-dinitrobenzen (CDNB), 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH), rediikteglutatyon
(GSH), potasyum siyaniir (KCN), nitrat rediiktaz, flavin-adenin-dinukleotid (FAD), laktat
dehidrogenaz (LDH), riboflavin, nitroblue tetrazolyum (NBT), metil thiazol tetrazolyum
(MTT) Sigma-Aldrich firmasindan alimmistir. Calismalarda kullanilan diger kimyasal

maddeler analitik safliktadir.

3.1.3. Deney hayvanlari ve deney gruplari

Deneysel ¢alismamizda 250-300 gr agirlikta saglikli, Spraque Dawley cinsi, 24 adet erkek
albino si¢anlar kullanildi. Deney siirecinde (30 giin) tiim si¢anlar polikarbonat seffaf
kafeslerde standart sican yemi ile beslenmis ve ¢esme suyu verilmistir. Deney hayvanlar
arasindan rastgele se¢imle her birinde n=6 sican olmak iizere toplam 4 grup olusturuldu.

Bu gruplar;

Grup (K): Bu gruptaki ratlara 30 giin boyunca her giin intraperitonal (i.p) 1 ml % 0,9’ luk
NaCl verildi.

Grup (AK): Deney hayvanlarina 30 giin siiresince, haftada 6 giin, 5mg/kg i.p olarak AK

verildi.
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Grup (WP): Deney hayvanlaria 30 giin siiresince, haftada 6 giin, 200 mg /kg oral yolla
(gavaj aleti kullanilarak) WP verildi.

Grup (AK+WP): Deney hayvanlarina 30 giin boyunca yukaridaki doz ve siirelerde AK ile
birlikte WP verildi.

Deney asamasi boyunca ratlarin yeme ve igmelerinde hicbir kisitlamaya gidilmeden gerekli

miktarda yem ve su verilip, temizlige ¢ok dikkat edilerek 30 giinlilk deney asamasi
bitirildi.

3.2. Metod

3.2.1. Dokularimin elde edilmesi ve analizlere hazirlanmasi

Otuz giinliik deney sonunda servikal dislokasyonla 6ldiiriilen ratlarin karacigerleri 0,15 M
NaCl solisyonu kullanilarak perfiize edildi, kirmiz1 kan hiicreleri dokulardan uzaklastirildi.
Dokular hizli bir sekilde kurutma kagidi ile kurutuldu, tartildi ve kullanilincaya kadar -
80°C’ lik derin dondurucuda saklandi.

3.2.2. Karacigerden mitokondri izolasyonu

Karacigerden mitokondri izolasyonu diferansiyel santrifiij yontemi kullanilarak yapildi
(Johnson ve Lardy, 1967). Dokular A tamponunda (250 mM siikroz, 10 mM Tris—HCI, 1
mM EGTA, pH 7,6) homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra pH test kagitlari ile 2 M
Tris kullanilarak 7,6° ya ayarlandi. Homojenatlar 1000 g de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatantin bir kismi1 ATP tayini i¢in ayrildi. Kalan siipernatantlar alinarak 7000 g de 10
dk daha santrifiij edildi. Buradan elde edilen siipernatantlar ayrildi1 ve post mitokondriyal
fraksiyon olarak saklandi. Bu asamadan sonra pellet kisminda kalan mitokondriyal
fraksiyon ile ¢alisildi. Mitokondriyal fraksiyonlar B tamponu (250 mM siikroz, 10
MmTris—HCI, 0,1 mM EGTA, pH 7,6) kullanilarak 1000 ve 7000 g de 15 dk santrifiij
edilerek yikandi. B tamponu ile yikanma sirasinda cam c¢ubuklar kullanilarak
mitokondriyal pelletin iyice dagilmasi ve yikanmasi saglandi. Bu mitokondrilerin yikama
islemi 2 kez gerceklestirildi. Elde edilen yikanmig pellet daha sonra az miktarda tampon B
ile stispanse edildi. Bu siispansiyonda protein tayini yapildi (Lowry, Rosebrough, Fair ve
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Randall, 1951). Mitokondriyal fraksiyon ve postmitokondriyal fraksiyon kullanilincaya
kadar —80 °C’ de derin dondurucuda saklandi.

3.2.3. Mitokondriyal oksidatif stresin belirlenmesi

Mitokondrivyal suiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Mn-SOD aktivitesi (EC 1.15.1.1) Madamanchi ve digerlerine gore yapildi. Reaksiyon
karisimi fosfat tamponu (0,05 M, pH 7) 0,1 mM EDTA, 13 mM methionin, 2 uM
riboflavin, nitrobluetetrazolium (NBT) ve enzim ekstrakti igcermektedir. Karisim
karigtirilarak karanlik bir ortamdaki florasans 1s1ga (15-W) 30 dk.maruz birakildi. Isik
kapatildi, reaksiyon durduruldu. Numunelerin absorbanslar1 1s1ga maruz birakilmayan kore
karst 560 nm de okundu. Isik ve riboflavin varliginda 560 nm’ de NBT’ nin % 50
inhibisyonuna karsilik gelen enzim 1 U olarak tanimlandi. Sonuglar U/mg protein olarak

ifade edildi (Madamanchi, Donahve, Cramer, Alscher ve Pedersen, 1984).

Glutatyon peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

GPx aktivitesi Floh¢ ve Gunzler’ e gore yapildi. Reaksiyon karisimi fosfat tamponu (0,05
M, pH 7), 1 mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 1 mM NaN3 GSH, 1U/ml GR ve substrat
olarak H,0, igermektedir. 340 nm’ de NADPH’ daki azalma izlenmektedir. Enzim
aktivitesi NADPH igin molar absorblama katsayisi £=6,22x10°M™ cm™ kullamlarak
hesaplandi ve sonuglar nmol okside NADPH/dk/mg olarak ifade edildi (Flohe ve Gunzler,
1984).

Rediikte glutatyon diizeyinin belirlenmesi

Dokulardaki GSH diizeyi Moron ve digerlerine gore yapildi. Reaksiyon karigimi fosfat
tamponu (0,15 M, pH 7), SmM EDTA ve DTNB’ den olusmaktadir. Reaksiyon sonucunda
olusan sar1 renkli bilesik 5-thio-2-nitrobenzoik asit 412 nm’ de spektrofotometrik olarak
izlenmektedir. 5-thio-2-nitrobenzoik asit i¢in molar absorblama katsayist e=13,6 mM™ cm’
! kullanilarak hesaplama yapildi ve nmol/mg protein olarak ifade edildi (Moron, Depierre
and Mannervik, 1979).
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Lipit peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi

Doku LPO seviyesi Esterbauer ve Chessman ’a gore yapildi. Uygun miktarda
mitokondriyal fraksiyon 1 hacim % 20 TCA ve 2 hacim TBA (% 0,67) ile karistirilarak 45
dk 80 °C’ lik su banyosunda bekletildi. Buzda sogutulan 6rnekler oda 1sisinda 10 dk 3000
g de santrifiij edildi. Temiz siipernatantlar 535 nm’ de spektrofotometrede kore karsi
okundu. LPO drtnlerinin % 99’ unu MDA olusturmaktadir ve MDA igin molar
absorblama katsayisi e=1,56x10°> M* cm™ kullanilarak hesaplama yapildi ve sonuglar nmol

malondialdehit/mg protein olarak ifade edildi (Esterbauer ve Chessman, 1990).

Protein karbonil miktarmin belirlenmesi

PK miktarinin belirlenmesinde PK gruplarinin DNPH ile reaksiyonlar1 esas alinarak
calistimistir (Levine ve digerleri. 1990). Mitokondriyal fraksiyonlar tizerine olast DNA
kontaminasyonunu ortadan kaldirmak amaci ile % 10 olacak sekilde streptomisin siilfat
eklendi ve 11,000 g de 4°C” de 5dk santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak 0,5 ml DNPH
ilave edildi, 15 dakikada bir vortekslenerek oda 1sisinda, karanlikta 1 saat beklendi.
Proteinlerin ¢okmesi i¢in 0, 5 ml % 20’lik TCA ilave edildi. Karistirildiktan sonra 11000
g’ de 4°C’ de 5 dk santrifiij edildi, slipernatant atildi. Pellet 3 kez etanol:etil asetat (1:1,v/v)
ile yikanarak serbest DNPH ve lipit kontaminantlar1 uzaklastirildi. En son pellet 6 M
guanidinehidroklorit iginde 37°C’ de 1 saat bekletilerek ¢oziinmesi saglandi. Protein
karbonil miktar1 dinitrofenil hidrazinin 370 nm’ deki molar absorbsiyon katsayisi =22

mM ™ cm™ esas alinarak 6lgiildii. Sonuclar nmol DNPH /mg protein olarak ifade edildi.

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve TCA enzimlerinin belirlenmesi

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon enzimleri tayin edilmeden ©nce mitokondri
membranina tutunmus bu enzimlerin serbest hale getirilebilmesi i¢in hidrofobik membran
proteinlerinin izolasyonunda etkili fakat diger deterjanlara gore enzim aktivitelerini daha
iyi koruyan non-iyonik bir deterjan olan dodesil-p-D-maltozid kullanildi. Mitokondriyal
fraksiyon tizerine 1/10 olacak sekilde bu deterjandan ve % 1 olacak sekilde proteaz

inhibitor kokteyl ilave edildi.
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Belirli araliklarla yaklagik 10 dakika orta hizda su banyosunda sonike edildi. Final protein
konsantrasyonu Tris—HCI tamponu (50 mM, pH7,5) kullanilarak 5 mg/ml olacak sekilde
ayarlandi ve 10 000 g’ de 4 °C’ de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant ayrildi.

Kompleks | (NADH ubikinon oksidorediiktaz veya NADH dehidrogenaz) aktivitesinin

belirlenmesi

Kompleks 1 aktivitesi Janssen ve digerleri ne gore yapildi. Reaksiyon karisimi fosfat
tamponu (0,025 M, pH 7,2), 1 uM antimisin A, 3 g/L BSA, 2 mM KCN, 5 mM MgCl,,
ubikinon, 80 puM 2,6-diklorofenolindofenol (DCIP), 0,2 mM NADH ve mitokondriyal
proteinden olusmaktadir. Absorbans 600 nm’ de 2 dk boyunca izlenir. DCPIP i¢in £=19,1
mM™ cm™ kullanilarak hesaplandi ve sonuglar pmol DCIP/dk/mg protein olarak ifade
edildi (Janssen ve digerleri, 2007).

Kompleks Il (Siiksinat dehidrogenaz) aktivitesinin belirlenmesi

Kompleks 11 aktivitesi de Janssen ve digerleri 'ne gore yapildi. Reaksiyon karigimi fosfat
tamponu (0,050 M, pH 7,2), 3 ¢/L BSA, 1 uM antimisin A, 2 mM EDTA, 2 mM KCN, 1
uM rotenon, 20 mM sodyum siiksinat, ubikinon ve mitokondriyal proteinden olusmaktadir.
Reaksiyon DCIP’ in ilavesi ile baslatildi ve spektrofotometrik olarak 600 nm’ de 4 dk
izlendi. Sonuglar pmol DCIP/dk/mg protein olarak ifade edildi (Janssen ve digerleri,
2007).

Kompleks 1V (sitokromoksidaz veya sitokrom aa3) aktivitesinin belirlenmesi

Kompleks IV aktivitesi c¢alisiimadan once sodyum dithionat kullanilarak ferrisitokrom C’
den 1 mM’ lik ferrositokrom C ¢ozeltisi elde edildi (Spinazzi, Casarin, Pertegato, Salviati,
ve Angelini, 2013). Bunun i¢in ferrisitokrom C fosfat tamponunda ¢oziildii (20 mM, pH 7)
ve 1 m 1 hacim igin pipetin ucu 5-10 tane sodyum dithionat ilave edildi. Solisyonun rengi
kahverengiden turuncu-pembeye doniinceye kadar vortexlendi. Kompleks IV aktivitesi
Trounce ve digerleri’ ne gore yapildi. 1 ml ferrositokrom C uygun miktardaki
mitokondriyal protein ile karistirildi. Mitokondriyal protein kullanilmadan 6nce % 0,5

Tween 80 igeren fosfat tamponunda bir ka¢ kez dondurulup ¢oziildii. 550 nm’ de absorbans
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4 dk olglildii ve sonuglar umol okside stokrom C/dk/mg protein olarak ifade edildi
(Trounce, Kim, Jun ve Wallanace, 1996).

Izositrat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

NADP" bagimli mitokondriyal izositrat dehidrogenaz (mID) aktivitesi Fatania ve digerleri’
ne gore yapildi. Reaksiyon karisimi Tris tamponu (0,040 M, pH 7,4), 2 mM NADP*, 2 mM
MgCl,, izositrat ve bir miktar mitokondriyal proteinden olusmaktadir. Reaksiyon 25 °C’de
340 nm’de okundu, enzim aktivitesi NADP" i¢in &= 6,22x10°M™ cm™ kullanilarak
hesapland1 ve sonuglar pmol rediikte NADP"/dk/mg olarak ifade edildi (Fatania, Nassar ve
Sidhan, 1993).

Alfa ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

Alfa ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesi Lucas ve digerleri’ nin metoduna gore yapildi.
Reaksiyon karisimi fosfat tamponu (0,025 M, pH 7,2), 5 mM MgCl,, 40 Mm rotenon, alfa-
ketogluterat, 40 pM asetilkoenzim A, 0,2 mM, tiamin pirofosfat, 0,5 mM NAD" ve sonike
edilmis mitokondriyal proteinden olusmaktadir. Reaksiyon oda 1sisinda 340 nm’ de NAD™
nin rediiksiyonu spektrofotometrik olarak izlendi. Sonuclar pmol rediikte NAD" /dk/mg
protein olarak ifade edildi (Lucas, Aryal, Szveda, Koch ve Leinuand, 2003).

Malat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

MD aktivitesi Gelpi ve digerleri’ ne gore belirlendi. Reaksiyon karigimi fosfat tamponu
(0.1M, pH7,4), 0,14 mM NADH, oksaloasetat ve mitokondriyal proteinden olusmaktadir.
Reaksiyon 30 °C’ de 340 nm’ de NAD™ nin rediiksiyonu spektrofotometrik olarak izlendi.
Sonuglar pmol rediikte NAD® /dk/mg protein olarak ifade edildi (Gelpi, Dordal,
Montserrat, Mazo ve Cortes, 1992).

ATP Sevivesinin belirlenmesi

ATP tayini ticari olarak satilan kolorimetrik/florometrik ATP tayin kiti kullanilarak
yapildi. Absorbanslar 570 nm’ de numunelerin 30 dk’ lik inkiibasyonunun ardindan

mikroplaka cihazinda (Thermo, Multiskan GO) okundu. ATP kitindeki onergelere uygun
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olarak hazirlanan ATP standart grafiginden yararlanilarak konsantrasyonlar hesaplandi ve

sonuc¢lar nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Istatiksel analiz

Calismamiz sonucu deney gruplarindan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS
20,0 for Windows” paket programi ile “OneWayAnnova-Tukey” testi kullanilmistir. Biitiin
uygulanan testlerde giiven araligi % 95 olup, p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. AK ve Whey Proteinin Karaciger Mitokondrial fraksiyonundaEnzimatik ve

Enzimatik Olmayan Oksidatif Stres Parametreleri Uzerine Etkisi

4.1.1. Mn-Siiperoksit dismutaz iizerine etkisi

Sekil 4.1° de gosterildigi gibi, AK verilen grupta Mn-SOD kontrol grubu ile
kiyaslandiginda % 17,71 oraninda azalma gostermistir (p<0,05). WP ve AK+WP
gruplarinda kontrol grubuna gore Onemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen
grupla kiyaslandiginda WH ve AK+WP gruplarinda sirasi ile % 28,9 ve % 8,53 oraninda
istatiksel olarak anlamli artislar gézlemlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Gruplarin karacigerde Mn-SOD aktivitesi

4.1.2. GPx iizerine etkisi

Onemli bir mitokondriyal enzimatik antioksidan olan GPx' da da AK etkisi ile MnSOD
gibi % 32,84 oraninda azalma goriilmiistiir (p<0,05). WP ve AK+WP gruplarinda kontrol
grubuna gore onemli farklar goriilmezken (p>0,05), AK verilen grupla kiyaslandiginda
WH ve AK+WP gruplarinda siras1 ile % 32,27 ve % 22,54 oraninda istatiksel olarak
anlamli artiglar gozlemlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gruplarin karacigerde GPx aktivitesi

4.1.3. Rediikte glutatyon iizerine etkisi

Onemli bir non-enzimatik antioksidan olan GSH, AK etkisi ile % 28,14’ liik istatiksel
olarak anlamli bir azalma goriilmistiir (p<0,05). Karaciger GSH miktarinda WP ve
AK+WP gruplarinda kontrol grubuna gore onemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK
verilen grupla kiyaslandiginda WP ve AK+WP gruplarinda siras1 ile % 42,38 ve % 20,65
oraninda istatiksel olarak anlamli artiglar gozlemlenmistir (p<0,05) (Sekil4.3).

50

45

.
14— T

40 -

35

30

20

Glutaty on (nmol/mg protein)

=
&l
ek
P Yo
& -

15 1

o~ 9,\"“
¢ »»..

10

Sekil 4.3.Gruplarin karacigerde GSH miktarlar
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4.1.4. Lipit peroksidasyonu iizerine etkisi

Serbest radikal hasarmin en 6nemli belirteclerinden biri olan lipit peroksidasyon seviyesi
AK verilen grupta % 72,81 oraninda artmustir (p<0,05). Bu durum verilen dozlarda AK” in
karacigerde dnemli bir oksidatif stres hasarina neden oldugunu gostermektedir. Karaciger
LPO miktarinda WP ve AK+WP gruplarinda kontrol grubuna goére Onemli farklar
goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda AK+WP grubunda % 35,97
oraninda istatiksel olarak anlamli azalma gozlemlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile
AK+WP verilen grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05), bu
durum AK ile birlikte WP verilmesi AK ile olusan LPO hasarini 6nemli dlglide azalttigini
gostermektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gruplarin karacigerde LPO miktarlar1

4.1.5. Protein karbonil miktar iizerine etkisi

AK etkisi ile LPO miktarinda oldugu gibi PK miktarinda da anlamli artis goriilmiistiir. AK
verilen grupla kontrol grubu kiyaslandiginda % 29,52 lik anlamh artis goriilmiistiir
(p<0,05). Bu deger AK etkisi ile artan LPO degeri kadar fazla olmasa bile istatiksel olarak
anlamhidir (p<0,05). Karaciger PK miktarinda WP ve AK+WP gruplarinda kontrol
grubuna gore onemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda

AK+WP grubunda % 12,5 oraninda istatiksel olarak anlamli azalma go6zlemlenmistir
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(p<0,05). AK’ le birlikte WP verilmesi AK ile olusan PK hasarmi 6nemli olgiide
azaltmistir (Sekil 4.5).

02 -
£ 02 - 3
5
:5- 01 -
o
= o b
= I T
2 0 - 1
3 1
£ o1 -
E 01 -
=
2 w0 - 4
3
5
= 00 4
=9
00
K WP

Sekil 4.5. Gruplarin karacigerde PK miktarlar

4.2. AK ve Whey Proteinin Karaciger Mitokondrial Oksidatif Fosforilasyon ve
Trikarboksilik Asit Dongiisii Enzimleri ve ATP Uzerindeki Etkileri

4.2.1. Kompleks I iizerine etkisi

AK verilen grupla kontrol grubu kiyaslandiginda AK verilen grupta Kompleks I
aktivitesinde % 20,43 likk artig goriilmesine ragmen bu artigin istatiksel olarak anlamli
olmadig goriilmiistiir (p>0,05). Karaciger Kompleks I aktivitesinde WP ve AK+WP
gruplarinda kontrol grubuna gore Oonemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen
grupla kiyaslandiginda WP grubunda % 6,35' ik artis ve AK+WP grubunda %11,13" lik
azalma goriilmistiir. Fakat bu artis ve azalmalar istatiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p>0,05). Kisaca ozetlemek gerekirse AK etkisi ile kompleks I aktivitesinde artis meydana
gelmistir. AK ile birlikte WP proteinin verilmesi bu artisin normalize olmasina neden

olmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Gruplarin karacigerde kompleks | aktivitesi tizerindeki etkileri

4.2.2. Kompleks Il iizerine etkisi

AK verilen grupla kontrol grubu kiyaslandiginda AK verilen grupta Kompleks II
aktivitesinde % 38,28 lik istatiksel olarak anlamli bir azalma meydana gelmistir (p<0,05).
Kompleks Il aktivitesinde WP ve AK+WP gruplarinda kontrol grubuna gére énemli farklar
gorilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda WP ve AK+WP gruplarinda
sirast ile % 55,48 ve % 42,87 oraninda istatiksel olarak anlamli artiglar gézlemlenmistir
(p<0,05). AK etkisi ile azalan kompleks Il aktivitesi WP proteinle birlikte verildiginde

tamamen normale dondiigi gortilmiistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Gruplarin karacigerde kompleks II aktivitesi tizerindeki etkileri
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4.2.3. Kompleks 1V iizerine etkisi

Kompleks Il aktivitesinde oldugu gibi Kompleks IV aktivitesinde de kontrol grubu ile
kiyaslandiginda AK etkisi ile istatiksel olarak anlamli (p<0,05) azalma oldugu (% 23,82)
gortilmistiir. Kompleks 1V aktivitesinde WP ve AK+WP gruplarinda kontrol grubuna gére
onemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda WP ve AK+WP
gruplarinda siras1 ile % 43,95 ve % 39,84 oraninda istatiksel olarak anlamli artiglar
gozlemlenmistir (p<0,05). Kompleks II aktivitesinde oldugu gibi kompleks IV
aktivitesinde de AK etkisi ile kompleks IV aktivitesinde goriilen azalma WP proteinle

birlikte verildiginde ortadan kalkmis ve normale donmiistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Gruplarin karacigerde kompleks IV aktivitesi iizerindeki etkileri

4.2.4. izositrat dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkisi

Trikarboksilik asit dongiistiniin ilk dehidrogenaz enzimi olan izositrat dehidrogenaz
aktivitesinde AK etkisi ile % 18,95 lik istatikselolarak anlamli bir azalma goriilmiistiir
(p<0,05). WP ve AK+WP gruplarinda izositrat dehidrogenaz aktivitesinde kontrol grubuna
gore onemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda WP ve
AK+WP gruplarinda sirasi ile anlamlt % 38,59 (p<0,05) ve istatiksel olarak anlaml
olmayan (p>0,05) % 12,86 oraninda artislar gdzlemlenmistir. Kisaca AK etkisi ile izositrat
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dehidrogenaz aktivitesinde goriilen azalma WP ile birlikte verildiginde ortadan kalkmistir

(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Gruplarin karacigerde izositrat dehidrogenaz aktivitesi iizerindeki etkileri

4.2.5. Alfa ketogluterat dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkisi

Alfa ketogluterat dehidrogenaz aktivitesinde AK etkisi ile % 12,37 oraninda azalma
goriilse de bu azalmanin istatiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir (p>0,05). Diger
calisilan parametrelerden farkli olarak burada WP proteinin tek basina verilmesi kontrol
grubuna gore alfa ketogluterat dehidrogenaz aktivitesinde anlamli olarak % 26,55' lik artisa
neden olmustur (p<0,05). WP grubu ile AK" in tek basina verildigi grup kiyaslandiginda
yine WP grubunda anlamli bir aktivite artis1 gortilmistiir (p<0,05). AK verilen grupla
kiyaslandiginda AK+WP grubunda % 22,37 oraninda istatiksel olarak anlamli artig
gbzlemlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile AK+WP grubu arasinda anlamli fark
bulunmamustir; bu nedenle WP, AK etkisi ile baskilanan alfa ketogluterat dehidrogenaz

aktivitesinin tekrar normale donmesine neden olmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Gruplarin karacigerde alfa ketogluterat dehidrogenaz aktivitesi iizerindeki
etkileri

4.2.6. Malat dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkisi

Malat dehidrogenaz aktivitesinde izositrat dehidrogenaz aktivitesinde oldugu AK etkisi
ile % 14 oraninda azalma goriilse de bu azalmanin istatiksel olarak anlamli olmadig
goriilmistiir (p>0,05). Malat dehidrogenaz aktivitesinde de diger calisilan parametrelerden
farkl olarak WP proteinin tek bagina verilmesi kontrol grubuna gore malat dehidrogenaz
aktivitesinde anlamli olarak % 48,78' lik artisa neden olmustur (p<0,05). WP grubu ile
AK' in tek basma verildigi grup kiyaslandiginda yine WP grubunda anlamli bir aktivite
artig1 goriilmistiir (p<0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda AK+WP grubunda siras1
ile % 18,86 oraninda istatiksel olarak anlamli olmayan artis gézlemlenmistir (p>0,05). Ote
yandan kontrol grubu ile kiyaslandiginda AK+WP grubunda malat dehidrogenaz
aktivitesinde % 35,59 oraninda istatiksel olarak anlamli artis g6zlemlenmistir (p<0,05).
AK ile birlikte WP verilmesi malat dehidrogenaz aktivitesini normalin iistiine ¢ikarmistir

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Gruplarin karacigerde malat dehidrogenaz aktivitesi iizerindeki etkileri

4.2.7. Karaciger ATP miktar iizerine etkisi

AK etkisi ile bir ¢cok oksidatif fosforilasyon ve dehidrogenaz aktivitesindede oldugu gibi
ATP miktarinin azalmasina da neden olmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu
azalmanin % 25,95 oraninda anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir (p<0,05). WP tek
basma verilmesi her ne kadar hem kontrol hem de AK grubuna gére ATP miktarinda
belirgin bir artisa neden olsa da bu artig istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
AK+WP grubu AK ile kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamazken (p>0,05) kontrol
grubu ile kiyaslandiginda % 16,27 oraninda anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir
(p<0,05). Ozetle sdylemek gerekirse daha 6nce degerlendirdigimiz parametrelerin aksine
AK ile birlikte WP in verilmesi AK'in neden oldugu ATP miktarindaki azalmayi tam
olarak ortadan kaldirmaya yetmemistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Gruplarin karacigerde ATP miktar iizerindeki etkileri
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5. TARTISMA

Gegtigimiz 10 yildir, ¢ok cesitli dejeneratif hastaliklar, yaslanma ve kanser
mitokondride meydana gelen bozukluklar ile iliskilendirilmektedir (Wallace, 1999).
Cesitli nedenlerle ortaya cikan karaciger yaglanmasi ve buna bagh olarak gelisen
metabolik sendromun patogenezinde karaciger mitokondrilerinde meydana gelen oksidatif

stres onemli rol oynamaktadir (Vendemiale ve digerleri, 2001).

Calismamizda AK ile karaciger mitokontrial antioksidan enzimler MnSOD ve GPX' in
baskilandig1 goriilmiistiir. Buna karsin mitokontriyal GSH miktarinda azalma meydana
gelirken mitokontriyal lipit hasarin1 gosteren LPO miktart ve protein hasarin1 gosteren PK
miktarinin  arttigin1  gordiik. Biitin  bu sonuclar bize AK etkisi ile karaciger
mitokondrilerinin belirgin bir sekilde oksidatif hasara neden oldugunu gostermektedir.
Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalar gostermektedirki AK toksititesinin esas nedenin

ROT olusturmas: yani oksidatif strese neden olmasidir (Moghe ve digerleri, 2015).

AK ayrica hiicresel niikleofilik gruplan tetikleyerek, 6zellikle GSH gibi hiicresel tiyoller
ile hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek oksidatif stresin bir baglaticis1 olabilir (Biswal,
Acquaoh-Mensah, Datta, Wu ve Kehrer, 2002). Daha 6nce yapilan caligmalar AK
hepatoksititesinin esas mekanizmasimnin GSH miktarindaki baskilanma ile ilgili oldugunu

ortaya koymuslardir (Comporti, 1989).

Calismamizda AK etkisi ile mitokondriyal GSH seviyesindeki azalma mitokondrideki
ROT' nin artmasina dolayis1 ile mitokondriyal LPO ve PK miktarinin artmasina neden
olmustur. Literatiirde AK' in gesitli dokularda oksidatif stres olusturduguna iliskin deneysel
hayvan calismalari bulunmaktadir.Yapilan bir in vivo c¢alismada, kirk bes giin boyunca
AK’ e maruz kalan rat karacigerinde mitokondriyal fonksiyonlar1 bozuldugu ve

hepatotoksititenin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (Arumugam ve digerleri, 1999).

Benzer sekilde in vitro izole karaciger hiicre mitokondrilerinde de AK' in oksidatif strese
neden oldugu izlenmistir (Sun ve digerleri, 2006). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
AK' in primer insan hepatositlerinde ve hepatoma hiicrelerinde GSH tiikenmesine bagl

oksidatif stres meydana geldigi, mitokondriyal fonksiyonlarin bozdugu, endoplazmik
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retikulum yolagi da dahil olmak iizere farkli farkli 6liim yolaklar1 ile karaciger

hiicrelerinde hasara neden oldugu gériilmiistiir (Mohammad ve digerleri, 2012).

Deneysel hayvan modellerinde antioksidan maddelerin mitokondri hasari ile ortaya ¢ikan
karaciger hastaliklarinda etkili olduklari, oksidatif stresi azaltarak ozellikle karaciger
yaglanmasini onledikleri goriilmiistiir. Artan mitokondrial antioksidanlarin (mitokondrial
GSH, Mn-SOD ve GPx) ROT fiiretimini azalttigt ve mtDNA kopya sayilarinin arttigi
bildirilmektedir (Geng ve digerleri, 2017).

Calismamizda da karaciger mitokondrisinde AK etkisi ile baskilanan antioksidan enzimler
Mn-SOD, GPx ve GSH miktarinin WP ile birlikte verildiginde arttigin1 ve buna karsin AK
ile artan LPO ve PK miktarlarinin ise azaldigin1 gézlemledik. Bu durum bize karaciger
mitokondrilerinde AK ile artan oksidatif stresin WP ile ortadan kalktigini gostermektedir.
WP' nin antioksidan Ozellikleri oldugunu gosteren bir ¢ok in vivo galisma bizim

bulgularimiz1 desteklemektedir.

Toplam esansiyel amino asitlerin ve dallanmis zincirli amino asitlerin igerigi, peynir alti
suyu proteininde ¢ogu diyet proteininden daha tstiindiir (Helaine, Valdemiro, Dias, Borges
ve Tanikava, 2001). Whey proteinler kiikiirt igeren amino asitler sistein ve metiyonin
bakimindan zengindir. Bu amino asitler ¢ok énemli intraselliiler bir antioksidan olan GSH

sentezini artirirlar (Marshall,2004).

GSH, glisin, glutamat ve sisteinden olusur. Sistein, oksidasyon ve doku hasarini 6nlemede
aktif bir indirgeyici ajan olarak gorev yapan bir tiyol (siilfhidril) grubu igerir. Bir
antioksidan olarak, GSH ancak rediikte formda etkilidir ve GSH nin redukte forma
doniismesinde GPx islev goriir. GPX, lipit peroksitleri daha az zararli hidroksi asitlere
doniistiirebilen endojen bir antioksidan enzimdir. Whey protein hiicresel antioksidan
diizeylerini artirdig1 i¢in ayn1 zamanda yaslanma karsiti anti-ageing bir madde olarak da

bilinmektedir (Bounons, Gervais, Amer, Batist ve Gold, 1989).

Calismamizda AK etkisi ile azalan GSH ve GPx enzimlerinin WP etkisi ile normale
donmesi bu nedenledir.Benzer sekilde etoposit kemoterapisi uygulanan ratlarda 100 mg/kg

olarak verilen WP' in beyinde kemoterapi ile azalan GSH seviyesini normale


https://go.galegroup.com/ps/advancedSearch.do?method=doSearch&searchType=AdvancedSearchForm&userGroupName=googlescholar&inputFieldNames%5b0%5d=AU&prodId=AONE&inputFieldValues%5b0%5d=%22Keri+Marshall%22
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donitistiirdiigiinii ve dokunun total antioksidan statusunu artirdigi rapor edilmistir (Chranthi,

R., Gayathri ve Jalajakshi, 2019).

Ratlara (300mg/kg 28 giin) WP rat eritrositlerinde yaslanmaya bagli olarak gelisen
oksidatif hasarlari ortadan kaldirdig1 goriilmiistiir (Geetika ve digerleri, 2018; Garg, Singh,
Sing ve Rizvi, 2018). Konsantre WP’ nin (WPC-80) (500 mg/kg,21 giin) rat karacigerinde
glukokonjugat metabolizmasmm  etkiledigi, GSH miktarim1 artirdigt  ve lipit
peroksidasyonunu 6nledigi goriilmiistiir (Zebrowska-Gamdzyk ve digerleri, 2018).

Disi, farelere verilen (4 ve 8 mg/kg 4 giin) WP’ nin karacigerde parasetamol ile indiiklenen
karaciger hasarimi azalttigit KAT, SOD ve GPx gibi antioksidan enzim diizeylerini ve AST,
ALT gibi karaciger fonksiyon testlerini iyilestirdigi goriilmiistiir (Athira, Mann, Sharma ve
Kumar, 2013).

Calismamizda karaciger mitokondrilerinde AK ile birlikte artan lipit peroksidasyonunun
WP verilmesi ile normale dondigii gorilmektedir. Benzer sekilde, ratlarda karbon
tetrakloriir ile indiiklenen karaciger hasarinin WP /100 mg/kg, 30 day, (i.p) etkisi ile biiyiik
oranda ortadan kalktigi ve karbon tetrakloriir ile indiiklenen lipit peroksidasyonunun
normale dondiigii gorilmiistir. Ayrica WP' in DPPH radikal siipiiriicii aktivitesine
bakilmis ve lipit peroksidasyonunu Onleyici etkisinin buradan kaynaklanabilecegi ileri

stirilmiisttir (Gad ve digerleri, 2011).

Ratlarda 28 giin boyunca verilen (1 g/kg) WP kan, karaciger beyin gibi dokularda GSH ve
antioksidan enzim miktarini artirarak buna karsin hidrojen peroksit, lipit peroksidasyonu
ve protein karbonil miktarini azaltarak bir antioksidan gibi davrandigi goriilmiistiir

(Kerasioti ve digerleri, 2018)

Bu calismanin bir pargasi olarak daha once yayinladigimiz bir ¢aligmada AK’ in rat
polimorfo niiklear 16kositlerinde, dalakta ve timusta LPO ve PK miktarin1 artirirken GSH
miktarmi diisiirdiigiinii ve WP ile birlikte verildiginde bu parametrelerin normale dondiigii

gorilmiistir (Aydin, Z. Sekeroglu ve V. Sekeroglu , 2018 a).

WP sadece sitozolik oksidatif streste degil ayn1 zamanda mitokondriyal oksidatif stresin

onlenmesinde de etkili oldugu goriilmiistir. AK verilen ratlarin kalp mitokondrilerinde


https://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=E6cDEuxtbZWBkhLgI7k&author_name=Chiranth&dais_id=29470652&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
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WP’ nin GSH miktarin1 artirarak LPO ve PK miktarim1 azaltarak AK ile indiiklenen
mitokondriyal oksidatif stresi onledigi daha oOnceki c¢alismalarimizda rapor edilmistir
(Aydin, Z. Sekeroglu ve V. Sekeroglu , 2018 b).

Mitokondrideki oksidatif metabolizma hiicreler i¢in gerekli enerjinin kaynagini
olustururlar. Ozellikle oksidatif stresle ortaya c¢ikan mitokondriyal bozukluklar hiicrede
ATP iiretiminin azalmasi bu durum ise hiicre 6liimii ve doku harabiyeti ile sonuglanir

(Vendemiale ve digerleri, 2001).

Ozellikle obezite ve tip 2 diyabet kaynakli  karaciger yaglanmasmin karaciger
mitokondrilerinde meydana gelen bozukluklar sonucu ortaya c¢iktigi bilinmektedir

(Mantena, King, Andringa, Ecclestdon, ve Bailey, 2008).

Yagli karaciger hastaliklarinin patogenezinde mitokondrilerin oksidatif stres kaynakli
hasarlarinin oldugu bir ¢ok deneysel calisma ile ortaya konmustur. Alkolik olmayan
karaciger yaglanmasinda karaciger mitokondri solunum enzimlerinin baskilandig

gortilmiistiir (Perez-Carreras ve digerleri, 2003).

Obez farelerde yapilan ¢alismalar karaciger mitokondrilerinde bioenergetik bozukluklar
oldugu; oksidatif fosforilasyon enzimlerinin baskilandigi ve ATP seviyesinin diistiigi

gortilmistiir (Chavin ve digerleri, 1999).

Calismamizda AK verilen hayvanlarda karaciger antioksidan enzimler ve GSH
miktarindaki azalma ile birlikte LPO ve PK miktarlarinin azalmasi mitokondriyal komleks
(I-IV) enzimlerinde ve TCA enzimlerinde azalmaya neden olmustur.Hiicrenin antioksidan
kapasitesini asan asir1 ROT {iretimi, oksidatif strese neden olur ve apoptosise yol acan
lipitler, proteinler ve niikleik asitler (6zellikle mtDNA) gibi hiicre bilesenlerine zarar

verebilir (Boverisand Chance,1970;Nassir and Ibdah, 2014).

AK’ in mitokondri fonksiyonlar1 {izerine olan inhibe edici etkileri, inhibitor etkileri uzun
yillardan beri bilinmektedir (Zollner, 1973). AK'in insan akciger epitelyal hiicreleri ve
fibroblastlarinda mtDNA hasarina neden oldugu ve mtDNA kopya sayisini azalttii
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda mitokontriyal membran potansiyelini, ATP miktarini azalttig1

ve mitokondriyal solunumu baskiladig goriilmiistiir (Wang ve digerleri, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nassir%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24837835
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ibdah%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24837835
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AK' nin insan retinal pigment hiicrelerinde (ARPE-19) oksidatif stres olusturarak protein
ve DNA ya hasar verdigi mitokontriyal kompleks (kompleksI-1V) aktivitelerinde ve
mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya neden oldugu gorilmiistir (Feng ve
digerleri, 2010). Bu sonuglar bizim bulgularimizla paralellik gostermesi bakimindan

Onemlidir.

AK etkisi ile in vitro karaciger mitokondrilerinde solunum enzimlerinin (kompleks I-V)
baskilandig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da gozlemledigimiz gibi AK
aynt zamanda NADH olusturan TCA dongiisii enzimlerinin yani alfa ketogluterat
dehidrogenaz, malat dehidrogenaz gibi baskilandigini rapor etmislerdir (Sun ve digerleri,

2006).

Memelilerde ISD' in degisik formlar1 bulunmaktadir. Biz ¢alismamizda mitokondriyal
NADP" bagiml1 ISD aktivitesini inceledik. ISD mitokondriyal GSH' 1n rejenerasyonunu
saglayan NADPH' 1 iireten ve bu nedenle mitokondriyal oksidatif hasarin onlenmesinde
cok onemli rol oyanayan bir enzimdir. Calismamizda, AK etkisi ile ISD aktivitesinin
baskilandigint gozlemledik. Bu durum goz oniine alindiginda AK etkisi ile karaciger
mitokondrisindeki GSH miktarinin diigmesi beklenen bir sonuctu. ISD enzimindeki sistein
residiilerinin enzimin katalitik fonksiyonunda oOnemli rol oynadiklar1 ve bu sistein
residiilerinin NO, peroksinitrit, membran lipit peroksidasyon iriinii 4-hidroksinonenal,
H,0,, diamid ve agir metaller tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (Lee, Yang ve Park,
2003).

AK ile birlikte WP verildiginde, AK tarafindan baskilanan ISD enziminin normale
dondiigii goriilmektedir. Bu durum WP’ nin bu enzimin muhtemel inhibitorleri olan
membran lipit peroksidasyon iriinii 4-hidroksinonenal ve H,0O,' in olusumunun
engellenmesi ile agiklanabilir. Diger bir ifade ile mitokondriyal GPx gibi antioksidan
enzimleri ya da GSH seviyesini artirarak bu enzim aktivitesinde artisa neden olmus
olabilir. Ya da diger acidan bakarsak mISD enzimi AK tarafindan baskilandigi icin
mitokondriyal oksidatif stres ortaya ¢ikmistir. Nitekim, mitokondriyal ISD enzimi nakavt
olan deney hayvanlarinda oksidatif stresin arttigi goriilmiistiir (Han, Choi, Kim ve Park,
2017). Benzer sekilde diisiik NADPH seviyesi ile artan oksidatif stres arasinda da pozitif

korelasyon oldugu goriilmiistiir (Jo ve digerleri, 2001).
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Sonug olarak baskilanan mISD enzimi mitokondri igerisinde daha az NADPH meydana
gelmesi demektir. Azalan NADPH ise ROT ile mitokondrideki GSSG/GSH oranindaki
artisin diizeltilemeyecegi anlamina gelir. Cilinkii okside GSSG’ nin rediikte GSH haline
gelmesini saglayan faktor ortamdaki NADPH’ dir.

Calismamizda AK' in a-KGD aktivitesini de inhibe ettigi goriilmektedir. a-KGD, NADH
olusumunda gorev alan ¢ok 6nemli bir TCA dongiisii enzimidir ve aktivitesi ATP / ADP
orani, NADH / NAD" orani, kalsiyum ve substrat varligi ile diizenlenir. Bu enzimde ISD
enziminde oldugu gibi oksidanlara karsi duyarlidir ve oksidatif stresle inhibe olur
(Tretterand ve Adam-Vizi, 2005). Mitokontriyal oksidatif stresin artmasi bu enziminde
inhibisyonuna neden olur. Calismamizda AK tarafindan baskilanmig bu enzimlerin WP ile
ortadan kaldirilmasini mitokondriyal oksidatif stresin WP tarafindan ortadan kaldirilmasi

ile iliskili olabilecegini diisliniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Biitlinciil bir yaklagimla bakildiginda AK etkisi ile solunum enzimleri ve NADH {ireten
enzimlerin baskilanmasi sonucu ATP seviyesinin de diistiigiinii goriiyoruz. Birbirleriyle
son derece iliskili olan bioenergetik sistemde kisaca AK karaciger mitokondrilerinde
oksidatif strese neden olmustur. Bu oksidatif stres Ozellikle mitokonri proteinlerinin
hasarma yani bioenergetik sistemde rol oynayan solunum enzimleri ve NADH {ireten TCA
dongiisii enzimlerinin inhibisyonuna neden olmustur. Bioenergetik dongiiniin son ¢iktis1
olan ATP de biitiin bu nedenlere bagl olarak AK etkisi ile belirgin bir sekilde diismiistiir.
Yukarida hiicresel antioksidan GSH seviyesini artirdig1 ve antioksidan 6zellikleri olan WP

ile bu bioenergetik baskilanmanin biiytik 6l¢iide ortadan kalktigin1 gériiyoruz.

Calismamizda oOnemli bir c¢evresel toksin oldugu gibi ayni zamanda lipit
peroksidasyonunun bir iiriinii olmasi ile de ayn1 zamanda 6nemli bir endojen toksin olan
AK’ in rat karaciger mitokontrileri lizerine olan etkisini inceledik. Ayn1 zamanda artan
obesite ile birlikte zayiflama maddelerine olan taleplerin hizla arttigi goriilmektedir.
Peyniraltt suyu proteini olan WP antioksidan ozelik gostererek AK ile indiiklenen
mitokondriyal oksidatif stresi ortadan kaldirdigi ve mitokondriyal bioenergetik sistem

iizerinde 1yilestirici 6zelligi oldugunu ortaya koyduk.

Ozellikle son on yilda gerek gevresel toksinlere maruziyetin artmasi gerekse yasam sekli
degisikliklerine (hareketsizlik, endiistriyel beslenme ve obesite) bagli olarak karaciger
yaglanmasinin toplumda hizla arttigin1 gostermektedir. Yapilan ¢alismalar yukarida da
belirttigimiz gibi karaciger yaglanmasinin en énemli nedeninin (ayn1 zamanda sonucunun)
mitokontriyal fonksiyonlarmmdaki bozulma olarak ortaya koymaktadirlar. Bu agidan
bakildiginda ¢alismamizda degerlendirdigimiz parametrelerin karacigerle ilgili metabolik
hastaliklarin patogenezinde ¢ok dnemli rol oynayacagini diisiiniiyoruz. ilk kez AK' in ve
WP’ nin karaciger {izerindeki etkileri hiicresel diizeyde degerlendirildi ve olas1 karaciger
hastaliklar ile iligkilendirildi. Saglikli karaciger i¢in mitokontriyal toksin olan AK' den

korunmal1 ve beslenmede mitokondriyal antioksidanlarin alinimi artirilmalidir.
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