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ÖZET 

Ġlaç Toksisitesinde Mitokondrinin Rolünün Değerlendirilmesi 

Mitokondri hücresel enerjinin üretildiği, oksidatif solunumun ve diğer birçok yaĢamsal 

öneme sahip olayın gerçekleĢtiği organeldir. Bu nedenle ilaçların neden olduğu 

mitokondriyel yapısal ya da iĢlevsel bozukluklar, organizma açısından ciddi sonuçlar 

doğurabilmektedir. Bu tez kapsamında toksisite mekanizması tam olarak anlaĢılamamıĢ olan 

bazı ilaçların mitokondri üzerindeki etkilerinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır. Klozapin 

kullanan hastalarda gözlenen kardiyotoksisite ve parasetamol kullanan hastalarda oluĢan 

nefrotoksisitenin mekanizması henüz anlaĢılamamıĢtır, ancak biyotransformasyonuyla iliĢkili 

olduğu düĢünülmektedir. Advers ilaç reaksiyonlarının önemli bir kısmının ilaç 

molekülünden oluĢan reaktif metabolitlerle iliĢkili olduğu bilinmektedir. Bu nedenle her iki 

ilacın toksisitesinde mitokondriyel ve mikrozomal biyoaktivasyonun rolü araĢtırılmıĢtır. Bu 

amaçla öncelikle hastalardan elde edilen karaciğer ve böbrek dokularından hazırlanan 

mikrozomlar parasetamolle inkübe edilmiĢ, oluĢan reaktif metabolit miktarları ve 

biyoaktivasyonu katalize eden enzim aktivitelerinde bireyler arası ve organlar arası 

farklılıklar ortaya konmuĢtur. ÇalıĢmanın hipotezlerinden birisi olan “ilaçların mitokondri 

içerisinde lokal reaktif metabolit üreterek toksisiteye yol açması” olasılığı parasetamol ve 

klozapin için test edilmiĢ, bu amaçla öncelikle çeĢitli tekniklerle saf mitokondriyel 

fraksiyonlar elde edilmiĢ ve saflık Western blot tekniği ile gösterilmiĢtir. Klozapinin fare 

karaciğer ve kalp mitokondriyel fraksiyonları ile inkübasyonları gerçekleĢtirilmiĢ, 

mitokondriyel enzimler aracılığıyla stabil metabolitlerin yanı sıra reaktif metabolit oluĢumu 

gösterilmiĢtir. Benzer Ģekilde mitokondriler tarafından parasetamolden reaktif metabolit 

oluĢumu da gösterilmiĢtir. Mitokondrilerin yapısal ve iĢlevsel bütünlüğünün göstergesi 

olarak “mitochondrial permeability transition pore (MPTP)” oluĢumu ölçülmüĢ ve 3 ay 

süreyle doku ya da izole halde -86
o
C’de saklanan mitokondrilerin bütünlüğünü koruduğu 

gözlenmiĢtir. Klozapin ve parasetamol dıĢında olanzapin, nifedipin, diklofenak, valproik asit, 

metformin, dapson, tiyaprofenik asit ve sülfafenazolün de kalsiyum varlığında ve 

yokluğunda mitokondrideki MPTP indükleyici etkileri araĢtırılmıĢ, diklofenak ve valproik 

asitin kalsiyum tarafından indüklenen MPTP oluĢumunu Ģiddetlendirdiği, ancak hiçbir ilacın 

tek baĢına MPTP oluĢturmadığı gözlenmiĢtir. Genlerin aktivitelerini belirleyen önemli 

olaylardan birisi olan DNA metilasyonunun mitokondriyel DNA’da çalıĢılan ilaçlar 

tarafından değiĢtirilip değiĢtirilmediği araĢtırılmıĢ, tüm incelenen ilaçların anlamlı derecede 

hipometilasyona yol açtığı, klozapinin bu etkisinin reaktif metaboliti aracılığı ile olduğu 

gösterilmiĢtir. AraĢtırılan ilaçların mitokondrilerde gerçekleĢen en önemli metabolik süreç 

olan oksijen tüketim hızını etkileyip etkilemediği incelenmiĢ, klozapin, olanzapin, nifedipin, 

valproik asit, dapson ve tiyaprofenik asitin tüketim hızını düĢürdüğü, sülfafenazolün ise 
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ilginç bir Ģekilde artırdığı gözlenmiĢtir. Son olarak mitokondriyel ilaç biyotransformasyonu 

açısından önemli olan insan karaciğer ve kalp mitokondrilerinin antioksidan ve konjugasyon 

enzim aktiviteleri, otopsi sırasında farklı bireylerden elde edilen dokularda incelenmiĢ, her 

iki organ mitokondrilerinde GSTT, GSTM, CAT ve Se-GPx aktiviteleri insanda 

gösterilmiĢtir. Tez çalıĢmasında çalıĢılan ilaçların mitokondride yapısal ve/veya iĢlevsel 

etkilerinin incelenmesiyle sadece toksik değil, olası terapötik hedefler için de veri sağlanmıĢ, 

klozapin-aracılıklı kardiyotoksisite ve parasetamol-aracılıklı nefrotoksisite mekanizmaları 

açısından yeni fikirler ortaya konmuĢtur. GeliĢtirilen bu deneysel yaklaĢımlar farklı ilaç, ilaç 

adayları ya da diğer kimyasal maddelerin olası mitokondriyel toksisitelerini taramak üzere 

sonraki çalıĢmalar için yol gösterici olacaktır. 

Anahtar Kelimeler: mitokondri; biyoaktivasyon; toksisite; reaktif metabolit; 

klozapin; parasetamol  
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ABSTRACT 

Evaluation of the Role of Mitochondria in Drug-Induced Toxicity 

Mitochondria are organelles where the cellular energy is produced and oxidative 

respiration as well as many other vital physiological processes take place. Therefore any 

structural or functional disorders in mitochondria may cause drastic reasults in the organism. 

In this thesis, it has been aimed to investigate the effects of various drugs on mitochondria 

whose toxic mechanisms are unclear. Mechanisms of clozapine-induced cardiotoxicity and 

paracetamol-induced nephrotoxicity have not been enlightened yet, but is thought to be 

related with the biotransformation of the drugs. Many adverse drug reactions are known to 

be mediated by the reactive metabolites of the drug molecules. Therefore the role of 

mitochondrial and microsomal bioactivation is investigated in the toxicity of the two drugs. 

To achieve this aim, microsomes that are obtained from liver and kidney tissues of the 

patients were incubated with paracetamol. Inter-individual differences between the amounts 

of reactive metabolites and inter-organ variations in enzyme activities that catalyze the 

bioacitvation of paracetamol were evaluated. Possibility of one of the hypotheses of the 

present study, “drugs can cause toxicity via producing local reactive metabolites in 

mitochondria” was tested for paracetamol and clozapine. For this aim, pure mitochondrial 

fractions were obtained by using various techniques and their purity was proven by Western 

blot analysis. Clozapine was incubated with mice liver and heart mitochondrial fractions and 

formation of reactive metabolite as well as several stable metabolites were shown. Similarly, 

reactive metabolite formation was shown for paracetamol following incubation with liver 

mitochondria. Mitochondrial Permeability Transition Pore (MPTP) formation was measured 

and utilized as an indicator of the structural and functional integrity of mitochondria. Our 

data indicated that mitochondria maintain their integrity for 3 months when they are kept in -

86
o
C as the whole tissue or as isolated mitochondria. Next to clozapine and paracetamol, the 

effects of olanzapine, nifedipin, diclofenac, valproic acid, metformin, dapsone, tiaprofenic 

acid and sulphafenazole on mitochondria were investigated in the presence or absence of 

calcium as MPTP inducers. Diclofenac and valproic acid have been found to increase the 

formation of calcium-induced MPTP, but none of the drugs was found to induce MPTP 

formation alone. DNA methylation as an important determinant of the gene activity, has 

been further evaluated in mitochondrial DNA in the presence of the above drugs. All tested 

drugs were shown to cause statistically significant hypomethylation, and clozapine was 

shown to cause this effect via its reactive metabolite. The effect of the drugs on oxygen 

consumption rates, the most important metabolic process taking place in mitochondria, was 

further investigated. Clozapine, olanzapine, nifedipin, valproic acid, dapsone ve tiaprofenic 

acid were shown to decrease the oxygen consumption rates, where sulphafenazol 
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interestingly caused an increase. Finally human liver and heart antioxidant and phase II 

conjugation enzyme activities that are important in terms of mitochondrial drug 

biotransformation, were evaluated in human tissues obtained via autopsy, and GSTT, GSTM, 

CAT and Se-GPx activities were shown in mitochondria from both organs in humans. By 

investigating the structural and/or functional effects of the drugs on mitochondria, data were 

obtained not only for toxic, but also for possible therapeutic targets in this thesis. As well as 

novel opinions have been put forward for the mechanisms of clozapine-associated cardiac 

toxicity and paracetamol-associated kidney toxicity. Developed experimental approaches 

may be used for screening the mitochondrial toxicity of other drugs, drug candidates or 

chemicals.  

Keywords: mitochondria; bioactivation; toxicity; reactive metabolite; clozapine; 

paracetamol  
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1. GĠRĠġ 

Ġlaçların profilaksi, tanı ya da tedavi amacıyla kullanılan dozlarında ortaya çıkan 

advers ilaç reaksiyonları, ölüm dâhil olmak üzere sağlık kayıplarına neden olmakta, ayrıca 

ülke ekonomisini olumsuz yönde etkilemektedir. Ruhsatlandırılarak kullanıma girdikten 

sonra kabul edilemeyecek düzeyde toksik etkilerin belirmesi, ilacın geri çekilmesi ve 

geliĢtirilmesi için harcanan sürenin ve paranın kaybedilmesi anlamına gelmektedir. Bu 

nedenle ilaçların advers etkilerinin ve bu etkilerin mekanizmalarının en erken dönemde tespit 

edilmesi gereklidir. Advers ve idyosinkratik ilaç reaksiyonlarının yaĢamsal, sağlık, etik ve 

ekonomik sonuçları düĢünüldüğünde tamamen önlenmeleri ya da mümkün olan en az düzeye 

indirilmeleri gereklidir.  

Son yıllarda yapısal ya da iĢlevsel mitokondriyel bozuklukların birçok ilacın toksik 

etkisinde rol oynayabileceği düĢünülmektedir. Mitokondri hücresel enerji üretiminin ve 

birçok hücresel olayın gerçekleĢtiği yaĢamsal öneme sahip bir organeldir. Dolayısıyla 

mitokondri içerisinde ilaçlar ve metabolitleri açısından fazla sayıda yapısal ve/veya iĢlevsel 

hedef bulunmaktadır. Bu nedenle mitokondriyel toksisite son yıllarda dikkat çeken çalıĢma 

konuları arasındadır. Ġlaç moleküllerinden biyotransformasyon sonucu reaktif metabolit 

oluĢumu, ilaca bağlı gözlenmesi muhtemel advers ilaç reaksiyonlarının önemli bir 

bölümünden sorumludur. Bu nedenle gerek farmasötik endüstride, gerekse akademik 

araĢtırmalarda ilaç ve ilaç adaylarının reaktif metabolit oluĢturma kapasiteleri 

araĢtırılmaktadır. Mitokondrilerin zengin enzim içeriğine karĢın bu organelde lokal olarak 

biyoaktivasyon gerçekleĢip gerçekleĢmediği konusu tartıĢmalıdır. Dolayısıyla oluĢması 

muhtemel reaktif metabolitlerin mitokondriyel hedeflerle etkileĢip etkileĢmediği de 

netleĢmemiĢtir. Bu nedenlerden dolayı tez çalıĢması kapsamında toksik etki mekanizması 

bilinmeyen bazı ilaçlar seçilmiĢ, ilaçların ve/veya metabolitlerinin mitokondriyel yapı 

ve/veya iĢlevler üzerindeki olası etkilerinin bu mekanizmalarda rol oynayıp oynamadığı 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla öncelikle farklı organ mitokondrilerinin biyoaktivasyon kapasitesi 

olup olmadığı araĢtırılmıĢ ve mikrozomal aktivite ile kıyaslanmıĢtır. Bireyler arasında 

mitokondriyel antioksidan ve detoksifikasyon enzim aktivite farklılıkları belirlenmiĢtir. Yanı 

sıra çalıĢılan ilaçların mitokondriyel oksijen metabolizması, iç ve dıĢ mitokondriyel 

membran ve mtDNA metilasyon düzeylerine etkileri incelenmiĢtir.  

Tez çalıĢması sonucunda parasetamol kaynaklı nefrotoksisitenin tam anlaĢılamamıĢ 

mekanizmasına iliĢkin veriler elde edilmiĢ, mitokondrilerin biyoaktivasyon kapasitesi 

gösterilmiĢ, farklı insan organ mitokondrilerinde bazı antioksidan ve detoksifikasyon 

enzimlerinin varlığı belirlenmiĢ, test edilen ilaçlardan bazılarının mitokondriyel oksijen 

tüketimini önemli derecede değiĢtirdiği, membranlar üzerinde hasar oluĢturduğu ve MPTP 
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oluĢumunu etkilediği, son olarak çalıĢılan tüm ilaçların mtDNA metilasyon düzeylerini 

önemli derecede azalttığı gösterilmiĢtir. Bu bulguların net sonucu, ilaç ve ilaç adaylarının 

toksisite mekanizmalarında mitokondriyel etkilerinin rol alıp almadığını test etmeye yönelik 

bir model sunması, böylece toksisitesi daha az ilaçların geliĢtirilmesine katkı sağlamasıdır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Mitokondri 

Mitokondriler hücrenin, dolayısıyla organizmanın ana enerji kaynağı olan, hücresel 

solunumun ve hücre canlılığıyla ilgili birçok önemli iĢlevin gerçekleĢtiği organellerdir (1). 

Memeli eritrositleri ve monocercomonoides dıĢında tüm ökaryotik hücrelerde bulunan 

mitokondriler genellikle 0.5-1 µm çapında, 0.2-5 µm boyundadır. Hücrenin metabolik 

ihtiyacına ve hücre tipine göre mitokondri sayısı ve Ģekilleri hücreden hücreye 

değiĢmektedir. Bir hücredeki mitokondri sayısı ortalama 1000 – 2000 arasındadır. Ġskelet kas 

hücreleri ile kalp kası hücrelerinin (kardiyomiyosetler) enerji ihtiyaçları diğer hücrelere göre 

fazladır. Bu nedenle bu hücreler daha fazla mitokondri ve mitokondrileri de daha çok krista 

içerir. Kalp kası hücresinde 5000, karaciğer ve beyin hücrelerinde 2000’den fazla mitokondri 

varken (2, 3) akyuvarlar 100 (4), sperm hücresi 25–50 arasında mitokondriye sahiptir. Buna 

karĢın değiĢen çevresel ve fizyolojik koĢullara yanıt olarak hücrelerin mitokondri sayıları da 

değiĢmektedir (5, 6). Dokudan dokuya Ģekil ve sayı olarak farklılıklar gösteren mitokondriler 

ve genel yapıları ġekil 1’de gösterilmiĢtir. 

Mitokondriler dinamik bir Ģekilde füzyon ve fizyon denilen olaylarla sırasıyla 

gereklilik durumunda birleĢebilmekte ve bir mitokondriden bölünme yoluyla iki mitokondri 

oluĢabilmektedir (7). Bunların yanı sıra mitofaji denilen olay, hücre içerisinde belirli sayıda 

mitokondrinin sindirilerek yok edilmesi sürecidir. 

Endosimbiyotik hipoteze göre, mitokondrinin 2 milyar yıl önce hayvan hücresine 

difüze olarak ortaklaĢa yaĢamaya baĢlayan bir tek hücreli canlı (arkaik bir bakteri) olduğu 

düĢünülmektedir (8-10). Kendine ait deoksiribonükleik asitinin (DNA) olması ve membran 

yapısının prokaryotik canlılarla büyük benzerlikler taĢıması bu hipotezi güçlendirmektedir. 

1886’da Richard Altmann tarafından ilk defa tanımlanan bu organel, baĢta “bioblast” olarak 

adlandırılmıĢ, 1897 yılında ise Benda, Yunanca’da iplikli tanecik anlamına gelen 

“mitokondri” terimini ortaya atmıĢtır. 1920’lerde Warburg, oksidatif reaksiyonların hücrede 

bu organellerde gerçekleĢtiğini gözlemiĢtir (11). 1950’lerin baĢlarında mitokondrilerde dıĢ 

ve iç olmak üzere iki tabakalı lipid membran yapısının bulunduğu elektron mikroskobu ile 

gösterilmiĢtir (12). Dokudan dokuya Ģekil ve sayı olarak farklılıklar gösteren mitokondriler 

ve genel yapıları ġekil 1’de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 1. Farklı dokulara ait mitokondrilerin elektron mikroskop görüntüleri ve mitokondri yapılarının 

Ģematik gösterimi. A, Farklı dokulara ait mitokondrilerin elektron mikroskop görüntüleri (13); B, 

Mitokondri yapılarının Ģematik gösterimi 

 

 

Mitokondrilerde diğer organellerden farklı olarak dıĢta düz bir membran, içte ise katlı 

yapıdaki ikinci bir membran bulunmaktadır. Bu iki membran arasında kalan alan 

membranlar arası boĢluk, iç membranın kapsadığı çözünür fraksiyon ise mitokondriyel 

matriks olarak adlandırılmaktadır. DıĢ membran fosfolipid yapıdadır. Porin proteinler olarak 

adlandırılan transport proteinleri 5000 Dalton’dan küçük olan moleküllerin geçiĢini 

sağlamaktadır. Ġyonlar, nutrientler, adenozin trifosfat (ATP), adenozin difosfat (ADP) gibi 

moleküller dıĢ membrandan kolaylıkla geçebilir. Ġç membran “krista” denilen ve birçok 

biyokimyasal reaksiyonun gerçekleĢtiği girintili-çıkıntılı bir yapıya sahiptir, kristalar iç 

membranın yüzey alanını arttırmakta, dolayısıyla membran aracılığı ile gerçekleĢen 

iĢlevlerin kapasitesini de artırmaktadır (11). Lipid bileĢeni açısından zengin olan dıĢ 

membrana kıyasla iç membran proteince zengindir. Ġç membrandaki lipid bileĢenlerini 

oluĢturan kardiyolipin, ksenobiyotiklerin mitokondriyel hedefleri arasındadır. Birçok ilaç 

(adriyamisin tipi antrakinonlar) kardiyolipine yüksek afinite gösterir ve iç membrana 

bağlanarak burada birikebilir.  

Oksidatif fosforilasyonda görev yapan elektron taĢıma zincir (ETC) proteinleri, 

protein pompaları ve ATP sentaz, iç membran zarına bağlı halde bulunmaktadır. Ġç membran 

sadece oksijen, karbondioksit ve suya tamamen geçirgendir. TaĢıyıcı spesifik proteinler 

yardımıyla piruvat, yağ asitleri, glutatyon (GSH), ADP gibi bazı küçük endojen moleküllerin 
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ve ksenobiyotiklerin iç membrandan geçiĢi sağlanmaktadır (14, 15). Hücresel solunum, 

mitokondri iç membranında bulunan ETC aracılığı ile gerçekleĢir. Bu zincir dört ardıĢık 

protein kompleksinden oluĢur ve burada moleküler oksijen suya yıkılarak detoksifiye edilir. 

Matriks, mitokondrinin kendi genomu olan mitokondriyel deoksiribonükleik asit (mtDNA), 

sitrik asit döngüsünde veya yağ asidi oksidasyonunda görevli olan enzimler, çözünür halde 

bulunan oksijen (O2), karbondioksit (CO2), metabolik yolaklarda oluĢan ara ürünler gibi 

molekülleri barındırır (11). 

Hücrelerin enerji ihtiyacına göre mitokondrilerdeki mtDNA sayısı değiĢmektedir. 

Beyin, karaciğer, kalp, böbrek gibi metabolik iĢlevleri ve dolayısıyla enerji ihtiyaçları fazla 

olan hücrelerde yüz binlerce mtDNA kopyası varken, kan hücrelerinde 2-10 kopya 

bulunmaktadır (16, 17, 18). mtDNA çift zincirli, sirküler, 16.6 kilobaz uzunluğundadır ve 37 

gen bölgesine sahiptir. Mitokondriyel proteinler mtDNA ve nükleer DNA olmak üzere 2 

farklı genetik materyal tarafından kodlanmaktadır. mtDNA, oksidatif fosforilasyonun 

gerçekleĢtiği Kompleks I, III, IV ve V’in yapısal alt üniteleri olan toplam 13 polipeptidi 

kodlar (19). Bu polipeptitlerin transkripsiyon ve translasyonu için gerekli ribozomal (rRNA) 

ve transfer RNA’lar da (tRNA) yine mtDNA tarafından sırasıyla 2 ve 22 gen aracığıyla 

kopyalanır (20, 21). 

Diğer tüm mitokondriyel proteinler, nükleus tarafından kodlandıktan sonra hücre 

sitozolünde sentezlenerek mitokondriye gönderilir (translokasyon/import). Mitokondriyel ya 

da nükleer genetik temelli mitokondriyel iĢlev bozuklukları, klinik belirtilerle kendini 

gösteren hastalıkların da nedenidir (22, 23). Genetik temelli mitokondri iĢlev bozukluklarının 

nörodejeneratif hastalıklar (24), diyabet (25) ve kanserle (26) iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. 

Mitokondri, oldukça dinamik bir organeldir (27). YaĢam döngüsü boyunca hücrenin 

ATP ihtiyacına göre çok sık füzyon (iki mitokondrinin iç ve dıĢ zarlarının tamamen 

kaynaĢarak daha büyük bir mitokondri oluĢturması) ve fizyona (mitokondrinin bölünmesi) 

uğrar. Mitokondriyel fizyon, hücresel olayların devamlılığını sağlamak için yeterli sayıda 

mitokondrinin olmasını, yeni organellerin yapılmasını ve mitofaji için mitokondrilerin 

hedeflendirilmesini kontrol eder (28). Yüksek ATP ihtiyacı olduğu durumlarda 

mitokondriler füzyona uğrayarak oksidatif fosforilasyonun sağlıklı bir Ģekilde sürdürülmesi 

ve mitokondriyel membran potansiyelinin korunması sağlanır (29). 

Mitokondriyel dinamik hücre döngüsünün regülasyonu, apoptoz, mitofaji gibi 

yaĢamsal öneme sahip hücresel olaylar açısından önemlidir (30-32). Mitofusinler (Mfn1/2) 

ve opacity protein 1 (Opa1) füzyon sırasında, dynamin-related protein 1 (Drp1) ve 

mitochondrial fission 1 protein (Fis1) de fizyonda önemlidir. Mitokondri homeostazında, 

mitokondriyel dinamiğe ek olarak rol oynayan bir diğer mekanizma ise hasarı telafi 
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edilemeyen mitokondrilerin seçici olarak ortadan kaldırıldığı mitofajidir. Mitokondriyel 

dinamik füzyon, fizyon ve mitofaji arasındaki dengenin korunmasıyla kontrol edilir (32-34). 

Mitokondriyel dinamiğin bozulması özellikle nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok 

hastalıkla iliĢkili bulunmuĢtur (30-32, 35). 

 

2.2. Mitokondrinin Görevleri 

Mitokondri hücrenin enerji üretiminde ve diğer birçok metabolik olayda görev alan, 

yaĢamsal öneme sahip bir organeldir. Hücre içi reaktif oksijen türlerinin (ROT) ana kaynağı 

olan mitokondri ayrıca hücresel kalsiyum (Ca
+2

) homeostazının sağlanması, sinyal 

yolaklarının ve apoptotik süreçlerin yönetilmesi gibi hücre canlılığı için kritik olan birçok 

iĢlevde rol alır (36). Mitokondrinin görevleri baĢlıklar altında ayrıntılı bir Ģekilde 

açıklanmaktadır. 

 

2.2.1. Pirüvat ve Yağ Asitlerinin Oksidasyonu ve Oksidatif Fosforilasyon 

Organizmanın canlılığını sürdürmesi için gerekli enerjinin büyük bir kısmı 

mitokondride piruvat, yağ asitleri ve aminoasitler (glutamat, alanin, valin vb.) gibi birçok 

substratın oksidasyonu aracılığıyla sağlanır (37). Hücre içine alınan glukoz, sitozolde 

glikoliz reaksiyonları ile piruvata dönüĢtürülür. Mitokondriye geçen pirüvat buradaki piruvat 

dehidrogenaz enzimi aracılığıyla asetil CoA’ya dönüĢtürülür ve trikarboksilik asit (TCA, 

Krebs) döngüsüne girer.  

Glukozun parçalanması sonucu oluĢan pirüvatın yanı sıra yağ asitleri de mitokondri 

içine alınırlar. Kısa (C4-C6) ve orta (C6-C14) zincirli yağ asitleri mitokondri mebranını serbest 

bir Ģekilde geçerken, uzun zincirli (C14-C18) yağ asitlerinin geçiĢi karnitin palmitoiltransferaz 

I ve diğer bazı enzimler aracılığı ile olur. Mitokondri içine geçen yağ asitleri, β-oksidasyon 

ile asetil CoA’ya dönüĢtürülür. OluĢan asetil CoA ise daha ileri reaksiyonlar ile ya keton 

cisimciklerine dönüĢtürülür ya da trikarboksilik asit döngüsüne girer (38,39).  

Glukoz ve yağ asidi metabolizması sırasında oluĢan asetil CoA ve diğer karbon 

substratları TCA döngüsünde okside olurken NADH (nikotinamid adenin dinükleotid) ve 

FADH2 (flavin adenin dinükleotid) gibi proton kaynağı ve elektron kaydırıcı redükte 

kofaktörler sentezlenir. Bu redükte kofaktörler elektronlarını mitokondriyel ETC’ye 

aktarırlar. Kompleks I (NADH-ubikinon oksidoredüktaz) ve Kompleks II (süksinat-ubikinon 

oksidoredüktaz) sırasıyla NADH ve FADH2’den aldığı elektronları iç membranın hareketli 

elektron taĢıyıcısı olan ubikinona (Koenzim Q) verir. Elektronlar ubikinondan Kompleks 
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III’e (ubikinol-sitokrom C oksidoredüktaz), oradan da Kompleks IV’e (Sitokrom C oksidaz) 

taĢınır (40). Sitokrom oksidaza ulaĢan elektronlar moleküler oksijene aktarılır ve moleküler 

oksijeni anyon (negatif yüklü iyon) haline getirir. OluĢan anyonun nötrleĢmesi için 

ortamdaki su molekülünden bir proton (H
+
) moleküle aktarılır ve su oluĢur.  

Oksidatif fosforilasyon sırasında NADH ve FADH2’den alınan elektronlar kompleks 

proteinlerine aktarılırken protonlar ise mebranlar arası boĢluğa pompalanır. Bu durum 

membranlar arası boĢluğun protonca zengin olmasına ve iç membran boyunca yüksek bir 

elektrokimyasal potansiyelinin oluĢumuna neden olmaktadır (36, 41, 42). Protonların 

matrikse geri dönüĢü sadece Kompleks V (F0/F1-ATP sentaz) üzerinden olmaktadır. 

Protonlar ATP sentazdan matrikse geri dönerken oluĢan enerji, ADP ve inorganik fosfattan 

(Pi) ATP sentezlenmesinde kullanılır. Hücre sitozolünde ADP/ATP oranı yükseldiğinde 

(yani enerji tüketildiğinde) artan ADP, mitokondri matriksindeki ATP ile yer değiĢtirir ve 

burada ATP sentaz aracılığıyla yüksek enerjili fosfat bağı içeren ATP’ye dönüĢtürülür (43, 

44). 

 

2.2.2. Mitokondrinin Apoptotik Hücre Ölümündeki Rolü 

Organizmanın homeostazı, hücre ölümü ve hücre çoğalması arasındaki dengeye 

bağlıdır. Apoptoz, embriyonik dönemden itibaren tüm yaĢam boyunca pek çok fizyolojik 

veya patolojik olayda gözlenen programlı hücre ölümüdür. ÇeĢitli hastalıklar (diyabet, 

parkinson, alzheimer), viral enfeksiyonlar, biyolojik ve kimyasal maddeler, X ıĢınları ve 

radyasyona maruz kalma sonucu hücrelerde oluĢan hasarlar, apoptotik hücre ölümünü 

indükleyebilir (45). Hücrede enerji üretiminin bozulması (46), oksidatif stresin oluĢumu (47), 

DNA hasarı (48) mitokondri iĢlev bozukluklarına, dolayısıyla hücresel toksisiteye neden 

olmaktadır. Ġntrinsik apoptoz, birçok sinyal proteini yardımıyla mitokondriler tarafından 

düzenlenir. ATP üretiminin merkezi olan ve kaspaz aktivasyonunda rol alan mitokondriler, 

apoptotik ölüm sürecinde de önemlidir. 

Mitokondriyel dıĢ membran ATP üretiminde görev almasa da geçirgenliğindeki 

değiĢiklikler oksidatif fosforilasyonu, diğer tüm mitokondri fonksiyonlarını ve dolayısıyla 

hücrenin canlılığını etkilemektedir. Fizyolojik koĢullarda dıĢ membran sitokrom c ve diğer 

apoptotik sinyal proteinlerine geçirgen değildir. DıĢ membran permiabilitesi çeĢitli uyaranlar 

nedeniyle bozulursa ADP, malat, fosfat, süksinat, pirüvat gibi metabolik anyonların 

mitokondriye VDAC (voltage dependent anion channel) transport proteini aracılığıyla giriĢi 

engellenir (49, 50). Bu durumda sitrik asit döngüsü ve ATP sentezi bozulur. Hücrenin enerji 

kapasitesi azalır. Mitokondriyel reaktif oksijen türlerinin üretimi artar, oksidatif stres 
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nedeniyle membranlar ve diğer endojen yapılar zarar görür. Mitokondrilerin içine su girer ve 

dıĢ membran bütünlüğü bozulur. Sitokrom c membranlar arası boĢluktan sitozole salınır ve 

apoptotik peptidaz aktifleĢtirici protein (Apaf-1) ile kompleks oluĢturur, prokaspaz 9 aktive 

olur. Proteolitik kaspaz yolağı baĢlar ve hücre apoptoza gider (51, 52). 

Bcl-2 grubu proteinleri, mitokondrinin dıĢ membran bütünlüğünü ve fonkisyonlarını 

düzenleyen, dolayısıyla apoptozu kontrol eden geniĢ bir protein ailesidir (51, 53). Bu protein 

ailesi, homoloji ve iĢlevlerindeki farklılıklar nedeniyle üç grup altında incelenir; anti-

apoptotik proteinler (B-cell lymphoma; Bcl-2 ve B-cell lymphoma-extra large; Bcl-xL), 

proapoptotik üyeler (Bcl2-associated X protein; Bax ve Bcl2-antagonist/killer protein; Bak) 

ve proapoptotik enzim (Bcl-2-associated death promoter; Bad). Bcl-2 ve Bcl-xL, VDAC 

proteininin normal fizyolojik koĢullarda açılıp kapanmasını kontrol ederler. Mitokondrinin 

ve dolayısıyla hücrenin homeostazını sağlarlar. Bax ise dıĢ membran geçirgenliğini bozar, 

moleküller arası bağlantılar kurarak dıĢ membranda büyük porların oluĢumuna neden olur. 

Bu durum apoptotik sürecin baĢlamasında etkilidir (54, 55). Bu ayrıntılı deneysel verilere 

karĢın apoptoz regülasyonunda Bcl proteinlerinin rolleri ve mekanizmalarına iliĢkin tam 

olarak aydınlatılamamıĢ noktalar vardır. 

 

2.2.3. Hücresel Kalsiyum Düzeyinin Regülasyonu 

Kalsiyum, ökaryotik hücrelerde birçok sinyal yolağında görevli olan ikincil 

habercilerden biridir (56,57). HücredıĢı sıvıda Ca
+2

 konsantrasyonu, sitozole göre çok daha 

yüksektir. Buna karĢın hücre içinde mitokondri, endoplazmik retikulum (ER), golgi aparatı, 

lizozom gibi organeller, Ca
+2

 depolarıdır. Sitozolik Ca
+2

 konsantrasyonu 0.1 µM iken, 

hücredıĢında 1 mM ve ER’de ise 0.5 mM’dır (58). Fizyolojik ya da patolojik birçok 

mediyatörün hücreye ulaĢması sonucu Ca
+2

’nin sitozolik konsantrasyonunda artıĢ olur. 

ER’de depolanan Ca
+2

’un serbestleĢmesinden inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3), hücre dıĢındaki 

Ca
+2

’un sitozole giriĢinden ise plazma membranındaki taĢıyıcı proteinler sorumludur (59). 

Hücre içi Ca
+2

 düzeylerinin artıĢı, birçok sinyal yolağını ve proteini (kinazlar, 

transport proteinleri, kontaktil proteinler) aktive eder. Ca
+2

; gen transkripsiyonunda, hücre 

proliferasyonunda ve farklılaĢmasında, kasların kasılmasında, nöronların uyarılmasında, 

nörotransmitter iletiminde, membran transportunda, enzimatik reaksiyonlarda, hormonların 

salınmasında ve kanın pıhtılaĢmasında rol alır (56). Dolayısıyla Ca
+2 

düzeylerinin 

regülasyonu, hücrenin canlılığının ve iĢlevselliğinin korunması için önemlidir. ER ve Ca
+2 

bağlayan proteinler gibi mitokondriler de Ca
+2 

homeostazında önemlidir. Mitokondri hücre 

içi Ca
+2 

düzeyini Ca
+2 

depolayarak, akıĢını kontrol ederek ve sinyal yolakları aracılığıyla 
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düzenlemektedir (60). Dinlenme anında mitokondrilerde Ca
+2 

konsantrasyonu nmol 

düzeyindedir. Ancak bir uyaran varlığında sitozolden matrikse geçiĢi nedeniyle 1-20 μM’a 

ulaĢır (61-63). Oksidatif stres; mitokondriyel membran hasarı oluĢumuna, mitokondriyel 

Ca
+2 

düzeyinin artmasına, mitokondriyel geçirgenlik-dönüĢüm porlarının (MPTP) oluĢumuna 

ve patolojik olayların daha da Ģiddetlenmesine neden olabilmektedir (36). 

 

2.2.4. Endojen Metabolizmada Rolü 

Mitokondriler bulundukları hücre tipine göre özelleĢmiĢ metabolik görevlere 

sahiptirler. Hücre fonksiyonları için gerekli esansiyel maddelerin sentezi, yıkılması, 

metabolizmasının kontrolü, steroid hormonların sentezi (64), kolestrol metabolizması (39), 

üre döngüsünde amonyağın detoksifikasyonu (65) ve hem sentezi, mitokondrinin metabolik 

görevleri arasında sayılabilir (66).  

Mitokondriyel sitokrom P450 enzimleri (P450) kolestrol, steroid hormon ve D 

vitamini gibi endojen madde metabolizmasında görev alır. Mitokondrilerin bu endojen 

metabolik kapasitesi ve enzimatik içeriği nedeniyle vücuda dıĢarıdan giren kimyasal 

maddelerin biyotransformasyonunda da rolü olabileceği düĢünülmektedir (67-69). 

 

2.2.5. Mitokondriyel Oksidatif Solunumun Yan Ürünü Olarak Süperoksit 

Radikali ve Antioksidan Savunma Sistemleri 

Moleküler oksijen, hayvan hücresinde oksidatif metabolizmada elektron transport 

zincirinde son elektron yakalayıcısıdır. Solunan atmosferik oksijen, mitokondride toplam 

dört elektron redüksiyonu sonucu detoksifiye edilir. Buna karĢın oksidatif fosforilasyon 

sırasında ETC’den moleküler oksijene elektron sızması nedeniyle (tek elektron redüksiyonu) 

% 1-5 arasında süperoksit anyon radikali (O2
.-
) oluĢur. Bu radikal kısmen hidrojen peroksite 

(H2O2) dönüĢür (70). Fizyolojik düzeylerde oluĢan O2
.-
 ve H2O2’ye karĢı enzimatik 

antioksidan savunma sistemi devreye girer ve her iki reaktif oksijen türünü detoksifiye eder. 

Söz konusu ROT’ların fizyolojik düzeylerin üzerindeki miktarlarda oluĢtuğu ve/veya 

savunma sisteminin yetersiz kaldığı durumlarda ortamdan uzaklaĢtırılamayan H2O2, bilinen 

en reaktif radikal olan hidroksil radikaline (
.
OH) dönüĢür ve devamında hücresel proteinler 

baĢta olmak üzere hücresel makromolekülleri ve lipidleri hidroksile ederek yapısal ve 

iĢlevsel hasara yol açar. Süperoksit anyon radikali için bir baĢka toksik yolak, nitrik oksit 

radikali (
.
NO) ile reaksiyona girerek peroksinitrit anyonu (ONOO

-
) oluĢturmasıdır. Bu anyon 

baĢta hücresel proteinler olmak üzere nitrasyon yaparak benzer Ģekilde hasara yol açar (71). 
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Bu yolaklarda yer alan kimyasal yapılar sırasıyla reaktif oksijen (ROT) ve reaktif nitrojen 

türleri (RNT) olarak adlandırılırlar. En önemli ROT ve RNT oluĢum yolakları oksidatif 

fosforilasyon, sitokrom P450 monooksijenazlar, ksantin oksidazlar, nitrit oksit sentaz (NOS) 

ve nikotinamit adenin dinükleotid fosfat-oksidaz (NADPH oksidaz) aktivitesidir (72). 

Oksidatif fosforilasyon sırasında moleküler oksijenin redüksiyonu sonucu hücre içi 

ROT’ların %80’i oluĢmaktadır (73). Oksijenin tek elektron redüksiyonu sonucu oluĢan 

süperoksit anyon radikali, Kompleks I ve III düzeyinden, daha az oranda da Kompleks II’den 

matrikse salınır (74, 75). Ayrıca, mitokondride ETC proteinleri dıĢında p66Shc, monoamin 

oksidaz A ve B, NADH oksidaz IV gibi proteinlerin de ROT üretiminde payı vardır (76). 

Hücresel metabolizmanın ürünleri olan ROT ve RNT fizyolojik düzeylerde hücresel sinyal 

yolaklarında ikincil taĢıyıcı rolü oynarlar, ayrıca gen ekspresyonu, inflamasyon, hücre 

büyümesi ve apoptoz gibi fizyolojik süreçlerde de görev alırlar (77-81). Ancak, yüksek 

miktarda oluĢumları durumunda lipidler, proteinler ve DNA gibi hücresel bileĢenlerde hasara 

neden olur (82). 

Aerobik organizmalar, ROT’un zararlı etkilerine karĢı enzimatik ve enzimatik 

olmayan iki ayrı antioksidan savunma sistemine sahiptir. AĢırı miktarda ROT üretimi ya da 

antioksidan savunmanın yetersiz kalması sonucu oksidatif denge bozulur ve oksidatif hasar 

oluĢabilir. Oksidatif stres kanser, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/reperfüzyon hasarı (83), 

nörolojik hastalıklar (84, 85) gibi birçok patolojik süreçte artmaktadır. ETC; süperoksit 

anyon radikalinin dolayısıyla ROT’ların ana kaynaklarından birisi olduğu için oksidatif 

dengenin antioksidan savunma mekanizmalarıyla kontrol altında tutulması mitokondriyel 

toksisite açısından kritiktir. 

ROT’lar, serbest radikaller ve radikal yapıda olmayan moleküller olmak üzere iki grup 

altında incelenir. Serbest radikallerin taĢıdığı tek ya da daha fazla ortaklaĢmamıĢ elektron 

moleküle reaktivite kazandırır. Ġki serbest radikalin ortaklaĢmamıĢ elektronlarını paylaĢması 

sonucu radikal olmayan yapılar oluĢmaktadır. Üç ana ROT; O2
-.
, 

.
OH ve H2O2’dir. 

Süperoksit anyon radikali, moleküler oksijene bir elektron eklenmesi sonucunda oluĢur (86). 

Bu elektron eklenmesi daha önce vurgulandığı gibi ana olarak mitokondriyel elektron 

transportu sırasında gerçekleĢmesinin yanı sıra NAD(P)H oksidaz ve ksantin oksidaz 

enzimlerinin çalıĢması sırasında da oluĢmaktadır. Normal Ģartlarda elektronlar ETC boyunca 

hareket eder. Oksijen suya indirgenirken, elektronların % 1- 5’i süperoksit anyonu oluĢturur.  

Süperoksit anyon radikali, süperoksit dismutaz enzimi (SOD) ile hidrojen peroksite 

çevrilir. Süperoksit anyon radikalinin aksine H2O2, plazma membranlarından kolayca difüze 

olur. H2O2 ayrıca ksantin oksidaz, aminoasit oksidaz ve NAD(P)H oksidaz tarafından 

oksidatif reaksiyonlar sonucunda da oluĢur (87, 88). Ortamda demir (Fe), bakır (Cu) gibi 
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metallerin varlığında H2O2, Fenton Reaksiyonu ile hidroksil radikaline (
.
OH) dönüĢür (89). 

Bilinen en reaktif, yani en tehlikeli radikal olan 
.
OH’ne karĢı enzimatik antioksidan savunma 

sistemi yoktur; bu nedenle protein, lipid ve DNA’ya zarar verebilir. Miyeloperoksidaz 

(MPO)-H2O2-Cl
-
 sistemiyle hipokloröz asite (HOCl) dönüĢen H2O2 (90), DNA-protein 

çapraz bağları oluĢmasına neden olur (91). 

Diğer oksijen türevi radikaller, EPO ve MPO aracılığıyla hücresel proteinler üzerinde 

oluĢan tirozil ve peroksil radikalleridir (ROO
.
). Serbest radikaller, yağ asitlerinin metilen 

karbonundan bir hidrojen atomu çıkartarak yağ asitini radikal haline getirir ve lipid 

peroksidasyonu (LPO) zincir reaksiyonunu baĢlatır. Ara basamaklarda oluĢan lipid peroksil 

radikalinin neden olduğu zincir reaksiyonu sonucu doymamıĢ yağ asitleri, lipid 

hidroperoksitlere dönüĢür. Lipid hidroperoksitler kimyasal açıdan dayanıksız bileĢiklerdir ve 

4-hidroksi-2,3-nonenal, malondialdehit (MDA) gibi birçok küçük moleküllü LPO 

parçalanma ürünü oluĢumuna neden olur (92). 

Ayrıca anti-inflamatuvar, antikoagülan ve vazodilatör etkili NO, hızlıca oksijenle 

reaksiyona girerek güçlü bir nitrozan olan ONOO
-
 anyonunu oluĢturur. Bu anyon, 

mitokondri ve endotel hasarına neden olabildiği için hiperkolesterolemi, hipertansiyon, 

diyabet gibi hastalıkların patojenezinde ve yaĢlanma sürecinde rol alır (72, 93). 

 

2.2.5.1. Oksidatif Stres ve Oksidatif Hasar 

Antioksidan savunma sisteminin kapasitesinin azalması ya da aĢırı miktarda ROT 

birikimi sonucu oksidatif denge bozulur ve oksidatif stres oluĢur; DNA, protein ve lipidlerin 

yapı ve iĢlevleri zarar görür. Birçok transkripsiyon faktörü aktive olur, pro-inflamatuvar ve 

anti-inflamatuar sitokinler salınır (94, 95). 

ROT’lar DNA’da bazların parçalanması, DNA kırıklıkların oluĢumu, pürin-pirimidin 

modifikasyonları, mutasyonlar, delesyonlar, translokasyon, DNA metilasyonu ve 

proteinlerde çapraz bağlanma gibi birçok farklı mekanizmayla hasar oluĢturur. Birçok DNA 

modifikasyonu karsinojenezis, yaĢlanma, nörodejeneratif, kardiyovasküler, otoimmün 

hastalıklar ile iliĢkilidir. Oksidatif stres sonucu lipid peroksidasyonu artar ve lipid yapıdaki 

membranlar zarar görür. Bu durum, membrana gömülü reseptör proteinlerin ve enzimlerin 

aktivitesinin kaybına ve membran geçirgenliğinin de bozulmasına yol açar. MDA, doymamıĢ 

aldehitler gibi lipid peroksidasyonu ürünleri, proteinlerde çapraz bağlanma yaparak 

proteinlerin aktivitesinin kaybına, hücresel GSH konsantrasyonunun azalmasına neden olur 

(96). 
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ROT; peptid zincirinde fragmentasyona, proteinlerin yüklerinin değiĢmesine, çapraz 

bağlanmaya, spesifik aminoasitlerin oksidasyonuna neden olarak proteinlerin spesifik 

proteazlar tarafından yıkılmasına yol açar. Proteinlerdeki sistein ve metiyonin aminoasitleri, 

oksidasyona en duyarlı kısımlardır. Bu aminoasitlerin oksidasyonu sonucu proteinde 

konformasyonel değiĢiklikler, katlanma problemleri, protein aktivite kayıpları ve kısmi ya da 

tam parçalanma gerçekleĢir. Aktif bölgesinde metal içeren enzimler, oksidatif strese daha 

duyarlıdır (97). 

 

2.2.5.2. Antioksidan Savunma Sistemi 

ROT’lara karĢı enzimatik ve enzimatik-olmayan 2 ayrı savunma sistemi vardır. 

Vitaminler (Vitamin C ve E), β-karoten (Vitamin A öncülü), ürik asit, GSH gibi düĢük 

molekül ağırlıklı bileĢikler, enzimatik-olmayan antioksidanlardır.  

 

2.2.5.2.1. Enzimatik Antioksidanlar  

En önemli antioksidan enzimler süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve 

glutatyon peroksidaz’dır (GPx). Ayrıca hem-oksijenaz 1 ve redoks proteinleri de antioksidan 

savunma sisteminde önemli rol oynamaktadır.  

 

2.2.5.2.1.1. Süperoksit Dismutaz  

Süperoksit ve peroksinitrit radikaline karĢı en önemli savunmayı oluĢturur. Süperoksit 

anyon radikali, SOD enzimi tarafından H2O2’ye dönüĢtürülerek reaktivitesi önemli oranda 

azaltılır. H2O2 CAT, GPx ya da peroksiredoksin (Prxs) enzimiyle suya (H2O) dönüĢtürülür. 

SOD’ın katalize ettiği dismutasyon reaksiyonu aĢağıdaki gibi Ģematize edilebilir: 

 

Memelilerde farklı genler tarafından kodlanan ve farklı hücresel bölümlerde yer 

almasına rağmen aynı reaksiyonu katalize eden üç ayrı SOD izoenzimi vardır; SOD1 

(Cu,Zn-SOD), SOD2 (Mn-SOD), SOD3 (ecSOD). Bu enzimlerin aktif kısımlarında bulunan 

ve elektronların transferinde görev alan metal atomları farklıdır (98). SOD1 aktif bölgesinde 

Cu ve Zn içerirken, SOD2 Mn taĢır. 

O2
.- 

+ O2
.- 

+ 2H
+
 H2O2 + O2  

SOD 
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SOD1 (Sitozolik Cu,ZnSOD)  

SOD1; 32 kDa ağırlığında, esas olarak hücre sitozolünde, ayrıca eser miktarda 

mitokondrinin membranlar arası boĢluğu, nükleus, lizozom ve peroksizomda bulunmaktadır 

(99-101). SOD1 enzimin katalitik aktivitesi, aktif bölgesinde Cu ya da çinko (Zn) varlığına 

bağlıdır. Zn, proteinin katlanmasında ve stabilitesinin sürdürülmesinde görevlidir. Zn, Cu ya 

da kobalt (Co) atomları ile yer değiĢtirebilir. Zn atomu enzim aktivitesi için gerekli değilken, 

Cu enzimin aktif bölgesinde bulunur ve enzimin katalitik aktivitesi için Ģarttır. Fizyolojik 

koĢullarda sitozolde çözünür halde bulunan Cu atomu, Cu taĢıyıcı proteinler, yani Ģaperonlar 

aracılığı ile hedefe ulaĢtırılır (102, 103). 

 

SOD2 (Mn-SOD) 

Aktif bölgesinde mangan (Mn) içeren bu izoenzim 96 kDa ağırlığındadır. 

Mitokondrinin matriksinde bulunur ve burada ana olarak ETC tarafından yan ürün olarak 

üretilen O2
-.’

nin H2O2’ye dönüĢümünü katalize eder (104). SOD2 sitozolde sentezlenir. 

Aminoasit diziliminin N-terminaline eklenen sinyal peptid aracılığıyla mitokondriye 

hedeflenir. SOD2 enziminin aktif bölgesi, SOD1 enzimi ile benzerlik göstermezken, 

ökaryotlarda bulunmayan FeSOD enziminin aktif bölgesi ile hemen hemen aynıdır (105). 

SOD2 enziminin aktif bölgesine Mn ya da Fe atomları bağlanabilir ancak, sadece MnSOD 

enzimi katalitik olarak aktiftir (106, 107). 

Mn-SOD, aerobik organizmalarda hayati öneme sahiptir. Farelerle yapılan bir 

çalıĢmada Mn-SOD enziminin eksprese edilmemesi durumunda farelerin kardiyomiyopati ve 

nörodejenerasyon sonucu yaĢam sürelerinin kısaldığı gözlenmiĢtir (108). Mn-SOD enzim 

eksikliği olan farelerde Kompleks II ve Krebs Döngüsü’nde görevli akonitaz enzim 

aktivitesinin azaldığı, mitokondriyel fonksiyon kayıplarının olduğu gösterilmiĢtir (109). 

Fare embriyonik fibroblastları (MEF) ile yapılan bir çalıĢmada SOD2 geninin 

silinmesi sonucu ATP üretiminin ve O2 tüketiminin azaldığı, ROT üretiminin arttığı ve bu 

toksisite mekanizmalarına bağlı olarak da farelerin ömürlerinin azaldığı gösterilmiĢtir  (110, 

111). SOD2 enzimindeki genetik polimorfizm ile tip II diyabet, hipertansiyon, astım, 

parkinson, akciğer kanseri ve prostat kanseri gibi hastalıklar arasında iliĢkinin incelendiği 

birçok çalıĢma bulunmaktadır; Mn-SOD ekspresyonunun azalması, bu hastalıklara yatkınlığı 

arttırmaktadır (112-115). Mn-SOD geninin promotor bölgesinde 102. konumdaki sisteinin 

timine mutasyonu, 93. koda alanin eklenmesi, 58. aminoasitin lösin yerine treoninin olması 

sonucu enzimin yapısı bozulur, ekspresyonu ve mitokondriye giriĢi azalır. Bu genetik 
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mutasyonlar enzimin ekspresyonu ve aktivitesindeki bireyler arası farklılıkları 

açıklamaktadır (116). 

 

SOD3 (Ekstrasellüler Cu,ZnSOD ya da ecSOD) 

SOD3, aktif bölgesinde Cu atomu taĢıyan ve esas olarak vasküler ekstrasellüler 

boĢlukta ayrıca akciğer, böbrek ve uterusta bulunan bir izozimdir; vasküler düz kas hücreleri 

ve fibroblastlar tarafından sentezlenir (117). Vasküler tonusun düzenlenmesinde rol oynadığı 

düĢünülmektedir. SOD3 izoenzimi ayrıca, dokuda hasar oluĢtuğu zaman ya da ateroskleroz 

sırasında infalamasyon hücrelerinde de sentezlenmektedir (118). 

 

2.2.5.2.1.2. Katalaz  

Aktif bölgesinde hem grubu (dolayısıyla Fe) barındıran tetramerik bir enzimdir. 

Hidrojen peroksiti moleküler oksijen ve suya yıkarak uzaklaĢtırır. Molekül ağırlığı yaklaĢık 

240 kDa’dır. Katalaz enziminin katalize ettiği reaksiyon Ģu Ģekilde Ģematize edilebilir (119).  

 

En yüksek katalaz aktivitesi karaciğer ve eritrositlerdedir, ancak enzim değiĢen 

miktarlarda bütün dokularda bulunmaktadır (120). 

Katalaz enzimi ana olarak hücre sitozolünde ve hidrojen peroksitin yoğun olarak 

üretildiği peroksizomlarda bulunmaktadır. Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon sırasında 

kompleks proteinlerde oluĢan süperoksit radikali mitokondriyel matrikse salınır ve SOD 

enzimleriyle H2O2’ye dönüĢür. Bu nedenle mitokondrilerde katalaz aktivitesinin olması, 

oksidatif hasarın oluĢmasını engellemektedir. 1991 yılında Radi ve ark., sıçan kalp 

mitokondriyel matriksinde (121), 2007 yılında Salvi ve ark., sıçan karaciğer mitokondriyel 

matriksinde katalaz enzim aktivitesini belirlemiĢler ve bu enzimin, matrikste H2O2 

düzeylerinin kontrolünde ve mitokondrileri oksidatif hasara karĢı korumada önemli olduğunu 

göstermiĢlerdir (122). Mitokondriyel katalaz enziminin N-terminal kısmındaki pozitif yüklü 

20-60 aminoasit sekansı hedeflendirici dizidir ve sitozolde sentezlenen enzimin 

mitokondriye taĢınmasını sağlar (123-125). Farklı çalıĢmalarda iskelet kas (126) ve santral 

sinir sistemi hücrelerinin mitokondrilerinde katalaz aktivitesi araĢtırılmıĢ, ancak bu 

hücrelerin mitokondrilerinde enzim saptanamamıĢtır (127).  

Katalaz-Fe (III) + H2O2  BileĢik I 

BileĢik I + H2O2  Katalaz-Fe (III) + 2 H2O + O2 
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Mitokondrilerde H2O2’nin % 80’i matrikste oluĢur. OluĢan peroksitin ortalama % 60’ı 

katalaz, % 15’i GPx ve % 3’ü ise fenton reaksiyonu aracılığıyla suya yıkılırken, geri kalan 

sitozole difüze olur (128). Mitokondriyel katalaz aktivitesi olmayan sıçanlarla yapılan bir 

çalıĢmada bu deney hayvanlarının lipid peroksidasyona çok daha duyarlı oldukları, bu 

nedenle mitokondriyel katalazın oksidatif dengeyi sağlamada önemli olduğu gösterilmiĢtir 

(129, 130). 

 

2.2.5.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz 

GSH gibi düĢük molekül ağırlıklı tiyollerden sağladığı proton ile H2O2 ve lipid 

peroksitleri redükte eden sitozolik bir enzim grubudur. Lipid peroksitler karbon sayısına 

denk gelen alkol türevine, H2O2 ise suya yıkılır. Böylece GPx hücre proteinlerini ve hücre 

zarını oksidatif hasara karĢı korur (131). 

                                  

 

GSH tüm hücrelerde bulunan, GPx ve GST gibi detoksifikasyon enzimleri için 

nükleofilik kofaktördür. GSH elektronlarını H2O2’ye aktarır ve kendisi okside glutatyona 

(GSSG) yükseltgenir. GSSG, NAD(P)H’ı elektron kaynağı olarak kullanan GSH redüktaz ile 

tekrar GSH’a indirgenir (132). Memeli dokularında hidroperoksitlerin GSH bağımlı 

indirgenmesine sadece GPx enzimlerinin değil, aynı zamanda GSTA’nın da katkı sağladığı 

bilinmektedir, bu enzim Se-bağımsız GPx olarak da adlandırılır (133). 

GPx enzimleri, hemen hemen bütün memeli dokularında bulunmasına rağmen en 

yüksek miktarda bulundukları doku karaciğerdir (120). Memelilerde enzimin aktif 

bölgesinde selenosistein aminoasidi bulunan dört ana izoenzim vardır; GPx-1, (hücresel 

GPx) eritrositlerde, karaciğer, akciğer ve böbrekte bulunur, H2O2 ve yağ asidi peroksitlerinin 

redüksiyonunda görevlidir (134). GPx-2 (gastrointestinal GPx), gastrointestinal epitel 

hücrelerinde bulunur, diyet kaynaklı peroksitlerin indirgenmesini sağlar (135). GPx-3 

(ekstrasellüler GPx), memelilerde ekstrasellüler antioksidan enzimlerin en önemlisidir ve 

böbrek, akciğer, epididimis, plesanta, kalp ve kasta bulunmaktadır. GPx-4 (fosfolipid 

hidroperoksit GPx) ise esterlenmiĢ peroksil lipitlerin redüksiyonundan sorumlu, membran 

bağımlı bir enzimdir. Ayrıca memelilerde tanımlanan diğer iki izoenzimGPx-5 ve GPx-6 

enzimleri de GPx-3 ile yapıca benzerlik göstermektedir. GPx-5 aktif kısmında selenyum 

taĢımayan ve epididimisten salgılan izoenzimdir. Selenyuma bağımlı bir izoenzim olan GPx-

2GSH + H2O2  GSSG + 2 H2O  
GPx 
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6’nın ise insanda burun epitelinde varlığı gösterilmiĢtir. Son yıllarda memelilerde enzimin 

aktif kısmında selenosistein yerine sadece sistein aminoasidi taĢıyan yeni bir aile 

tanımlanmıĢtır. 22 kDa ağırlığında, katalitik aktivitesi düĢük, özellikle memeli salgı 

bezlerinde bulunan NPGPx (selenosistein içermeyen fosfolipid hidroperoksit glutatyon 

peroksidaz) enzimleri 7. GPx ailesi olarak tanımlanmıĢtır (136).  

Ġzoenzimlerin hücre içi konumları farklıdır. GPx-1 sitozol, nükleus ve 

mitokondrilerde, GPx 2 sitozol ve nükleusta, GPx-3 sitozolde, GPx-4 ise sitozol, nükleus ve 

mitokondrilerde bulunan membrana bağlı izoenzimdir (137). Memeli mitokondrilerinde GPx 

enzimlerinden GPx-1 ve GPx-4 bulunmaktadır (138, 139). 

Ana olarak sitozolde bulunan GPx-1 izoenzimin mitokondri içindeki miktarı, dokudan 

dokuya farklılık göstermektedir. GPx-1’in karaciğer ve böbrek mitokondrilerinde fazla 

miktarda bulunmasına rağmen beyin ve kas mitokondrilerinde az miktarda olduğu tespit 

edilmiĢtir. GPx-1 eksikliği lipid peroksidasyonunun ve mitokondriyel H2O2 oluĢumunun 

artmasına, oksidatif fosforilasyonun ise azalmasına neden olmaktadır (140). GPx-4 

(fosfolipid hidroperoksit GPx) mitokondrilerde en fazla bulunan GPx üyesi olup membrana 

bağlı izoenzimdir (141). Enzim sitozolde uzun peptid (L form; 23 kDa) ya da kısa peptid (S 

form; 20 kDa) olarak sentezlenir. L formu mitokondriyi hedefleyen sinyal dizisi yardımıyla 

mitokondriye girer. Bu enzimin ana görevi lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonudur, bu 

nedenle oksidatif membran hasarına karĢı koruyucudur. Beyin ve testis mitokondrisinde 

önemli miktarda bulunan GPx-4 izozimi, karaciğer ve böbrek mitokondrilerinde ise minör 

seviyede bulunmaktadır (140). En önemli proapoptotik faktörlerden biri olan sitokrom c, 

kardiyolipine bağlanırken kardiyolipin hidroperoksidaza bağlanamaz. GPx-4 ekspresyonu 

artan hücrelerde oksidatif stres sonucu oluĢan membran potansiyelindeki kaybın azaldığı, 

sitokrom c salınımının ve kaspaz yolağı aktivasyonunun engellendiği gösterilmiĢtir (142, 

143). Bu nedenle GPx-4’ün apoptoz kontrolünde de önemli olduğu ileri sürülmüĢtür (144, 

145). Mitokondriyel GPx miktarlarının azalması, mitokondri iĢlevlerinde bozukluğa neden 

olmaktadır. Örneğin, homozigot mutant GPx-1 farelerinin vücut ağırlığının diğer farelerden 

% 20 daha az olduğu, karaciğerde H2O2 miktarlarının ve lipid peroksitlerin arttığı, 

solunumun ise azaldığı gösterilmiĢtir (140). 

 

2.2.5.2.1.4. Glutatyon S-transferaz Enzimleri 

Glutayon S-transferazlar (GST), endojen ya da eksojen kaynaklı elektrofilik, 

hidrofobik maddelerin ve reaktif oksijen türlerinin detoksifikasyonunda ya da bu maddelerin 

hücre içi ve hücreler arası taĢınmalarında görev alan nükleofilik bir enzim ailesidir (146, 
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147). GST enzimleri, konjugasyon reaksiyonlarının yanında izomerizasyon, redüksiyon gibi 

farklı reaksiyonları da katalize edebilirler. Steroid ve prostaglandin biyosentezi, tirozin 

katabolizması, apoptoz gibi birçok biyokimyasal süreçte rol oynamaktadırlar (148). Hücre 

içindeki önemli rolleri nedeniyle GST enzimleri aynı zamanda toksisite hedefidir.  

GST enzimleri tarafından katalizlenen displacement (yer değiştirme) reaksiyonu, 

glutatyonun aktif sülfidril grubunun substratların elektrofilik merkezlerine nükleofilik atağı 

sonucu gerçekleĢir. Reaksiyon aĢağıdaki gibidir; 

                                         

Bu konjugasyon reaksiyonu sonucu oluĢan glutatyon konjugatı, glutamin ve glisin 

aminoasitlerini kaybederek sistein konjugatına dönüĢür. Sistein konjugatının amin grubu 

asetillenir ve idrarla atılıma uygun merkaptürik asit türevi oluĢur (149). 

Ġnsanlarda GST enzimleri sitozolik, mitokondriyel ve eikosanoid ya da glutatyon 

metabolizmasında görevli membran bağımlı mikrozomal GST’ler olmak üzere 3 sınıfta 

incelenebilir (150). Sitozolik GST enzimleri aminoasit sekanslarına göre alfa (5 üye), mü (5 

üye), pi (1 üye), teta (2 üye), zeta (1 üye), omega (2 üye) ve sigma (1 üye) olmak üzere 7 alt 

aileye ayrılır (151). Aynı sınıfa ait enzimlerin aminoasit sekansları birbirine en az % 40 

oranda benzerlik göstermektedir. Sitozolik GST enzimleri, esas olarak sitozolde 

bulunmalarına rağmen nükleus ya da mitokondrilerde de aktivite gösterirler. Örneğin; GSTPi 

1 (GSTP1) doksorubisin kaynaklı DNA hasarına karĢı hücreyi korur, yani nükleusta aktivite 

gösterir. Mitokondriyel GST enzimleri kimyasal ya da oksidatif strese karĢı savunma 

mekanizmasında rol oynarlar (152).  

Ġnsanlarda birçok GST enzimi ilaç ve diğer ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyon 

reaksiyonlarını katalize eder (146). Teta sınıfı GST’lerin sülfataz aktivitesi de vardır (153). 

Omega sınıfı enzimler ise disülfit redüksiyonunu katalize ederler (154). 

Mikrozomal GST (mGST), yapı ve büyüklük olarak mitokondriyel ve sitozolik 

enzimlerden farklıdır (155). Ökaryotik mikrozomal GST ailesi mGST 1, 2, 3, lökotrienC4 

sentaz (LTC4), 5-lipooksijenaz aktive edici protein mikrozomal prostaglandin E2 sentaz 1 

(MPGES1) olmak üzere 6 alt aileden oluĢmaktadır. Bu enzim ailesi ksenobiyotik 

detoksifikasyonu ve hücreyi oksidatif strese karĢı korumada rol alırlar (156). 

 

GSH + R-X GSR + HX 
 GST 
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2.2.5.3.1.4.1. Mitokondriyel Glutatyon S-transferaz Enzimleri 

Mitokondri organizmada oksijen metabolizmasının merkezi olmaları nedeniyle 

oksidatif stresin hem kaynağı hem de hedefidir. Mitokondriyel GST enzimlerinin sitozolik 

tiplerinin hücresel peroksitler ve doymamıĢ yağ asitleri gibi oksidatif stres ürünlerini 

redükleyerek detoksifikasyonda rol oynadığı bilinmektedir (157). Mitokondriyel GST 

enzimleri nükleer DNA tarafından kodlandıktan sonra hücre sitozolünde sentezlenirler ve 

amino asit dizilimlerinin N-terminallerindeki hedeflendirici dizi ile mitokondriyel matrikse 

yönlendirilirler (158). Robin ve ark. 2003 yılında yaptıkları bir çalıĢmada cercopithecus 

aethiops kidney (COS) hücreleri ile çalıĢmıĢ ve GSTA4‐4’ün siklik adenozin monofosfat 

(cAMP) aracılı fosforilasyonu sonucu mitokondriye girdiğini göstermiĢlerdir. Proteinin N-

terminal hedeflendirici sinyal dizisi ile C-terminal kısmındaki 20 aminoasit bölgesi protein 

kinaz A tarafından Ser-189, protein kinaz C ile Thr‐193 aminoasitinden fosforillenir. 

Fosforilasyon sonucu proteinin, heat shock protein 70 (Hsp70)’e afinitesi ve dolayısıyla 

mitokondriye giriĢi artar (159). Sıçanda diyabet gibi oksidatif stres koĢullarında sitozolik 

GST izoenzimlerinin de mitokondriye yönlendiği gösterilmiĢtir (160). 

Farklı türlerle yapılan çalıĢmalarda memeli mitokondrilerinde GST izoenzimlerinin 

aktivitesi gösterilmiĢtir. Fare karaciğer mitokondrilerinde alfa (152, 161), sıçan karaciğer 

mitokondriyel matrikste kappa ve teta sınıfı GST’lerin varlığı kanıtlanmıĢtır (162). Ġnsan 

karaciğer mitokondriyel matrikste GSTA4 (163), A1, A2 ve P1 enzimlerinin varlığı ve 

aktiviteleri gösterilmiĢtir (157). 

GST kappa diğer GST izoenzimlerinden farklı olarak sadece mitokondriyel 

fraksiyonda bulunmaktadır (164). Ġlk olarak sıçan karaciğer mitokondriyel matriksinde 

gösterilen GST kappa’nın (162) fare karaciğer ve böbreğinde de varlığı kanıtlanmıĢtır (165). 

2004 yılında ise insan karaciğer mitokondriyel matriksinde de GSTK aktivitesinin olduğu 

bildirilmiĢtir (166). 

GSTK, genel GST susbtratı 2,4-dinitroklorobenzen (CDNB) ve GSTP substratı 

etakrinik asite karĢı aktivite göstermesine rağmen spesifik substratı henüz tanımlanamamıĢtır 

(167). 

Tablo 1’de memelilerde bulunan GST izoenzimleri ve bu izoenzimlerin in vitro 

aktivite tayinlerinde kullanılan substratları özetlenmiĢtir. 
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Tablo 1. Memeli mitokondrilerinde bulunan GST enzimleri, fonksiyonları ve spesifik substratları 

(MLMx, fare karaciğer mitokondriyel matriks; RLMx; sıçan karaciğer mitokondriyel matriks; HLMx, 

insan karaciğer mitokondriyel matriks; MKMx, fare böbrek mitokondriyel matriks; HHMx, insan kalp 

mitokondriyel matriks; CDNB, 2,4-dinitroklorobenzen; DCNB, 1,2-Dikloro-4-nitrobenzen; PBO, 

trans-4-fenil-3-buten-2-on; NBC, p-nitrobenzilklorür; EPNP, 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksil) propan. 

GST izozimi 
Hücresel 

Konumu 
Fonksiyonu (170) 

Genel / Spesifik 

Substratı 

GST alfa 
MLMx (161) 

HLMx (157) 

Detoksifikasyon 

Peroksit 

redüksiyonu 

CDNB /Etakrinik asit 

(171) 

GST mü MLMx (152) Detoksifikasyon 
CDNB /DCNB (172), 

PBO (168), NBC (168) 

GST pi HLMx (157)  Detoksifikasyon 
CDNB /Etakrinik asit 

(150) 

GST teta 

RLMx (162) 

MLMx (168) 

HLMx (157) 

Detoksifikasyon 

Peroksit 

redüksiyonu 

Haloalkan 

konjugasyonu 

CDNB /EPNP (173), 

Diklorometan (168) 

GST kappa 

RLMx (162) 

MLMx (165) 

MKMx (165) 

HHMx (169) 

Detoksifikasyon 

Peroksit 

redüksiyonu 

CDNB / - 

 

 

2.2.5.2.2. Enzimatik Olmayan Mitokondriyel Antioksidanlar 

Mitokondrilerde ayrıca GSH gibi enzimatik-olmayan birçok antioksidan 

bulunmaktadır. GSH sitozolde sentezlenerek ER, mitokondri ve nükleusa gönderilir (174). 

GSH’ın mitokondrilere girmesi için redükte olması gerekmektedir. Mitokondriyel matrikste 

redükte glutatyonun elektronlarını elektrofilik maddelere vermesi sonucu okside glutatyon 

(GSSG) oluĢur. GSH, GSH redüktaz, GPx, GST ya da GSH ile iliĢkili mitokondriyel redoks 

enzimleriyle (glutaredoksin, tiyoredoksin, peroksiredoksin) tekrar redükte hale gelir. 
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GSSG ve diğer okside mitokondriyel tiyollerin redüksiyonunda görev alan 

glutaredoksin, hem mitokondriyel, hem de nükleer fraksiyonlarda bulunmaktadır (175). 

Doksorubisinle indüklenen kardiyak hasarı azaltıcı etkisi vardır (176). Ayrıca 

mitokondrilerde diğer disülfit redüktaz üyeleri tiyoredoksin 2 ve peroksiredoksin de 

bulunmaktadır (177). 

Koenzim Q (CoQ10), ETC’de Kompleks I ve II’den aldığı elektronları Kompleks III’e 

aktaran lipofilik bir antioksidandır. Okside form ubikinon ile redükte form ubikinol arasında 

iki elektron değiĢimini sağlaması, CoQ10’nun antioksidan kapasitesini oluĢturmaktadır. 

Ubikinol, süperoksit ve serbest radikallerden elektronları üzerine alabilen ayrıca protein ve 

DNA oksidasyonunu ve lipit peroksidasyonunu inhibe eden zincir kırıcı bir antioksidandır 

(178). 

 

2.3. Mitokondriyel Toksisite Mekanizmaları 

Advers Ġlaç Reaksiyonları (AĠR), Dünya Sağlık Örgütü tarafından bir ilacın profilaksi, 

tanı ya da tedavi amacıyla kullanılan dozlarında ortaya çıkan zararlı, amaçlanmamıĢ ve arzu 

edilmeyen etkileri olarak tanımlanmaktadır (179). Bu açıdan bakıldığında her ne kadar daha 

güvenli ilaçlar geliĢtirilmesi amaçlansa da AĠR ilaç geliĢtirme aĢamalarında ve ilaç 

tedavisinde karĢılaĢılan ana komplikasyonlardan biridir. Piyasaya çıkan ilaçların % 1’i 

ölümcül advers ilaç reaksiyonlarına neden olduklarından dolayı geri çekilmiĢtir (180). Son 

yıllarda mitokondriyel toksisitenin AĠR’nin nedenleri arasında olduğu düĢünülmektedir. 

Mitokondri, özelleĢmiĢ yapısı ve hücre için kritik iĢlevleri nedeniyle birçok ksenobiyotiğin 

hedefidir (181). Mitokondrilerde yapısal ya da iĢlevsel herhangi bir bozukluk hücre ve 

organizma için karmaĢık, hayati sonuçları oluĢturmaktadır. 

Karaciğer sistemik dolaĢıma giren ilaç ve diğer kimyasallara yüksek konsantrasyonda 

maruz kaldığı için, kalp, böbrek ve santral sinir sistemi ise enerji açısından oksidatif 

fosforilasyona daha fazla bağımlı oldukları için mitokondriyel toksisitenin hedefi olan 

organlardır. Ġlaçlar hücresel enerji üretimin inhibisyonu, mitokondriyel permiabilite por 

oluĢumunun indüksiyonu, yağ asidi döngüsünün bozulması, oksidatif stres, mtDNA hasarı 

gibi farklı mekanizmalarla mitokondriyel toksisiteye neden olabilirler (182). Mitokondriyel 

toksisite mekanizmaları aĢağıda ayrıntılı bir Ģekilde açıklanmıĢtır. 
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2.3.1. Oksidatif Fosforilasyonun Ġnhibisyonu 

Bazı ilaçlar mtDNA üzerinden mitokondriyel transkripsiyonu ya da protein 

transformasyonunu etkileyerek, bazı ilaçlar ise doğrudan ETC zincirindeki elektronların 

geçiĢini bozarak solunumu inhibe ederler (182). Elektron taĢıma zincirinde (Kompleks I-IV) 

elektron akıĢının inhibisyonu, oksidatif fosforilasyonun bozulmasına neden olmaktadır. 

Ksenobiyotikler, elektron akıĢını iki farklı mekanizmayla bozabilirler; 1) proteinin bir ya da 

daha fazla alt ünitesine bağlanarak enzimin inhibe edilmesi ya da 2) elektronları kendi 

üzerlerine çekerek ubikinon ya da sitokrom c’nin elektron taĢımasının engellenmesi (182, 

183). 

Mitokondriyel oksidatif fosforilasyonun bozulması ATP üretiminin azalmasına, 

dolayısıyla hücrenin iĢlevselliğinin ve canlılığının etkilenmesine neden olmaktadır. Elektron 

akıĢının kesilmesi sonucunda NADH’ın, NAD
+
’ya oksidasyonu azalır. NADH/NAD

+
 

oranının yükselmesiyle piruvat dehidrogenaz enzimi tarafından gerçekleĢtirilen piruvatın 

asetil CoA’ya oksidasyonu engellenir. Pirüvatın laktata dönüĢümü artar ve aĢırı laktik asit 

birikimi sonucu laktik asidoz görülebilir (183). NAD
+
 ve flavin adenin dinükleotid (FAD) 

seviyelerindeki düĢüĢ, yağ asitlerinin β-oksidasyonunun da azalmasına neden olur. Hücrenin 

enerji metabolizması daha da kötüleĢir (184). 

Ayrıca elektronların kompleks proteinler üzerinden akıĢının bozulması, elektronların 

matrikste birikmesine neden olur. Mitokondriyel ROT üretimi artar ve oksidatif stres oluĢur. 

Reaktif oksijen türleri proteinlere, lipit membranlara ve/veya mtDNA’ya bağlanır ve iĢlev 

kayıpları oluĢur. mtDNA tarafından kodlanan proteinlerin ekspresyon düzeyleri azalır, 

mitokondrilerin morfolojileri ve fonksiyonları bozulur (1). 

Elektron transport zincirini oluĢturan Kompleks I, III, IV ve V’in klasik inhibitörleri 

sırasıyla rotenon, antimisin A, siyanür (CN
-
) ya da karbonmonoksit (CO) ve oligomisindir. 

Klinikte kullanılan birçok ilaç, kompleks proteinlerini değiĢen derecelerde inhibe ederek 

oksidatif fosforilasyonu bozabilir (185). 

NSAI ilaçların neden olduğu oksidatif streste ve hücre hasarında mitokondriyel iĢlev 

bozukluğu önemli rol oynamaktadır. Aspirin, indometazin, diklofenak, piroksikam, 

ibuprofen Kompleks I’i inhibe eder. Bu durum ROT oluĢumunun artmasına, oksidatif strese, 

ATP sentezinin azalması yoluyla toksisiteye neden olmaktadır (186). 

Haloperidol, klorpromazin, flufenazin ve risperidon gibi antipsikotik nöroleptik 

ilaçların (187), idiyosenkratik hepatotoksisiteye neden olan antidepresan nefazodonun, 

barbitüratların, prostat kanseri tedavisinde kullanılan nilutamit ve flutamitin (188), 

antiaritmik amiodaronun (189) Kompleks I inhibisyonu yaptığı bildirilmiĢtir (190). Ayrıca 
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yasa dıĢı sentezlenen eroin 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridin (MPTP)’nin metaboliti 

olan 1-metil-4-fenil piridin (MPP
+
), dopaminerjik nöronlarda Kompleks I’i inhibe eder ve 

parkinson benzeri semptomlar oluĢturur (191). 

Hiperlipidemi tedavisinde kullanılan peroxisome proliferator-activated receptor 

(PPARα) agonistlerinin (klofibrat, fenofibrat) yine Kompleks I inhibisyonuna bağlı karaciğer 

toksisitesine neden olduğu gösterilmiĢtir (192). Antidiyabetik ilaçlar troglitazon, rosiglitazon 

ve pioglitazon da Kompleks I inhibitörü ilaçlardır. Troglitazonun piyasadan geri çekilmesine 

neden olan hepatotoksisitesinin altında yatan mekanizma, önemli derecede mitokondriyel 

iĢlev kaybıdır (193-195). Rosiglitazon ve pioglitazon ise kardiyotoksisite nedeniyle dikkatli 

olunması gereken ilaçlar sınıfındadır (181). Antidiyabetik ilaçlardan fenformin, buformin ve 

metformin de Kompleks I inhibitörü olarak tanımlanmıĢtır. Mitokondriyel solunumu güçlü 

bir Ģekilde inhibe eden fenformin ve buformin, laktik asidoza neden oldukları için piyasadan 

geri çekilmiĢtir. Metformin ise daha zayıf inhibisyona neden olmakta ve tedavide hala 

kullanılmaktadır (196). 

H2 reseptör blokörü oksmetidin, Kompleks I’den elektronları kendi üzerine alarak 

ubikinona aktarımını engeller (197). Simvastatin Kompleks I, II, III, IV ve V aktivitesini 

inhibe eder (181). Antineoplastik tamoksifen, Kompleks II ve III’ün zayıf, Kompleks V’in ise 

güçlü inhibitörüdür (198). NSAI ilaç diklofenak, Kompleks V inhibitörüdür (199). 

Klorpromazinin özellikle Kompleks V, ayrıca Kompleks II ve III’ün de aktivitesini azalttığı 

gösterilmiĢtir (181). 

Mitokondri aracılıklı toksisitenin en iyi bilinen örneklerinden biri siyanür (CN
-
) 

toksisitesidir Siyanür, uygun moleküler boyutları ve fizikokimyasal özellikleri nedeniyle 

vücuda girdiğinde hızlı ve kolay bir biçimde mitokondriye kadar ulaĢır. ETC’deki sitokrom 

oksidazın aktif bölgesinde bulunan Fe
+3

’e çok yüksek bir afinite ile bağlanarak bu enzimi 

bloke eder. Sitokrom oksidaz inhibisyonu, hücreye gelen oksijeni toplam 4 elektron 

transferiyle suya metabolize eden ETC’nin bu iĢlevini Kompleks IV düzeyinde durdurur, 

hücresel solunum ve ATP üretimi inhibe olur. Vücuda giren CN
-
’nin dozuna bağlı olarak bu 

inhibisyon ölümle sonuçlanabilir (200). 

 

2.3.2. Kenetsizleyici Etki 

ETC üzerindeki elektron akıĢı sırasında matriksten membranlar arası boĢluğa aktarılan 

protonların, F0F1-ATP sentaz üzerinden değil de iç membran boyunca matrikse geri dönmesi 

sonucunda kenetsizleyici etki (uncoupling effect) görülmektedir. Bu durumda ATP üretimi 

engellenir ve fosfat bağlarında yakalanmayan enerji, ısı olarak ortaya çıkar (44, 200). 
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Üretilen ATP miktarının azalması ve oksijen tüketiminin artması sonucu hücre hasarı oluĢur 

ve apoptotik/nekrotik süreçler indüklenir.  

Bazı ilaçlar ve kimyasal maddeler, membran yapısında değiĢiklikler oluĢturarak ya da 

taĢıyıcı proteinleri (termojenin, kenetsizleĢtirici protein; UCP1, adenin nükleotit translokaz; 

ANT, aspartat-glutamat taĢıyıcısı; AGC) etkileyerek protonların anormal bir Ģekilde iç 

membran boyunca matrikse serbestçe geçmesine neden olabilirler. Bu durumda protoforetik 

güç azalır ve elektronların oksijene aktarılmasıyla ATP sentezi arasındaki iliĢki, yani 

oksidatif fosforilasyon bozulur (201). 

En çok bilinen mitokondriyel kenetsizleyici madde, 2,4-dinitrofenol’dür (DNP). 

1930’larda kilo verdirme amacıyla kullanılan DNP, ciddi hipertermiye neden olduğu için 

ölümlere yol açmıĢtır (202). DNP ve karbonilsiyanür p-triflorometoksifenilhidrazon (FCCP) 

gibi zayıf lipofilik asitler, membranlar arası boĢlukta protonlanır ve iç membrandan matrikse 

doğru difüze olurlar. Yapılarındaki protonları matrikse bırakarak, membranlar arası boĢluğa 

geri dönerler. 

Diklofenak, indometazin, naproksen, nimesulid, mefenamik asit, tolfenamid asit, 

flufenamik asit, diflunisal gibi birçok NSAI ilaç, kenetsizleyicidir. Lipofilik yapıları ve zayıf 

asidik özellikleri nedeniyle bu ilaçlar, protonofor özelliktedirler, yani mitokondriyel iç 

membranın membranlar arası boĢluk tarafında birikerek membran yapılarında değiĢikliklere 

neden olurlar (MPTP oluĢumu) ve taĢıyıcı proteinler aracılığıyla proton geçiĢine yol açarlar 

(203,204). 

Bir çalıĢmada kenetsizleyici olarak bilinen bazı NSAI ilaçların solunuma etkileri 

incelenmiĢ ve mefenamik asitin % 60, difenilaminin % 40, diklofenakın % 25 oranında 

oksidatif fosforilasyonu inhibe ettiği gösterilmiĢtir (205). 

Mitokondriyel matriks, membranlar arası boĢluğa göre daha negatif yüklü ve alkali 

olduğu için lipofilik katyonik bileĢikler matriks içinde birikme eğilimindedirler. Ġmipiramin, 

klorpromazin, fentamidin, dibukain, kinidin gibi lipofilik katyonik ilaçlar, matrikste 

birikerek mitokondrinin iç membranı boyunca oluĢan elektrokimyasal yük dengesinin 

bozulmasına ve oksidatif solunumla fosforilasyon arasında kenetsizlenmeye neden olurlar 

(206). 

 

2.3.3.Yağ Asidi Oksidasyonunun Ġnhibisyonu 

Mitokondriyel yağ asidi oksidasyonu, hücre homeostazı ve iĢlevleri için gerekli olan 

ATP üretiminin temel kaynağıdır. Bu süreçte yağ asidinden oluĢan asetil CoA molekülleri 
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TCA döngüsüne girerek NADH ve FADH üretimini sağlarlar. NADH ve FADH da ETC’de 

kullanılıp ATP üretimine katkı sağlar. β-oksidasyonun bozulması, enerji üretiminin 

engellenmesine ve hücre ölümüne giden patolojik sürecin baĢlamasına neden olmaktadır (14, 

38). 

Birçok ilaç yağ asitlerinin aktivasyonunu ya da β-oksidayonunda görev alan enzimleri 

inhibe ederek yağ asidi metabolizmasını bozar. Bu durumda sitozolde aĢırı miktarda lipid 

birikimi, yani steatozis gerçekleĢir ve karaciğer hasarı oluĢur (207). 

Valproik asit ve amiodaron gibi ilaçların toksisite mekanizmalarından biri de 

mitokondride yağ asidi oksidasyonunun inhibisyonudur (208). Antiepileptik valproik asit, iki 

ayrı mekanizmayla yağ asidi oksidasyonunu bozar. Matrikste CoA ile VPA-CoA oluĢur ve 

mitokondri içindeki CoA düzeyi azalır. Ayrıca, 4-en-VPA-CoA ve 2,4-dien-VPA-CoA 

metaboliti, yağ asidi oksidasyonunda görev alan enzimleri inhibe ederek β-oksidasyonu 

bozar, hepatik steatozis oluĢur (209). 

Atipik bir antipsikotik ilaç olan klozapinle birlikte olanzapin ve risperidon kullanımı 

sırasında insülin direnci, glukoz intoleransı, metabolik sendrom, diyabet gibi metabolik 

bozukluklar görülebilmektedir. Metabolik sendrom, insülin direnci, abdominal obezite, 

glukoz ve lipid metabolizmasında bozukluk, hipertansiyon ve koroner arter hastalığı gibi 

sistemik bozuklukların birbirine eklendiği ölümcül bir endokrin hastalıktır. Bu ilaçların 

neden olduğu söz konusu metabolik bozuklukların mekanizması tam olarak 

aydınlatılamamasına rağmen mitokondriyel iĢlevleri bozarak toksisite oluĢturdukları 

düĢünülmektedir. Fare ve sıçanlarla yapılan in vivo çalıĢmalar sonucu bu ilaçların 

mitokondriyel yağ asidi oksidasyonunu ve plazma glukoz seviyelerini artırdığı, 

mitokondrilerde oksijen tüketimini ise azalttığı gösterilmiĢtir (210-212). 

Asetilsalisilik asit (ASA) ve metabolitlerinin, mitokondriyel iĢlev bozukluğuna neden 

oldukları son yıllarda tartıĢılan bir konudur. Bu etkinin aspirin kullanan hastalarda 

görülebilen Reye Sendromu’nun mekanizmasında rol oynayabileceği düĢünülmektedir. 

ASA’nın temel metaboliti olan salisilik asitin uzun ve orta uzun zincirli yağ asidi 

oksidasyonunu inhibe ettiği, sıçan karaciğer mitokondrisinde, sıçan karaciğer doku 

kesitlerinde (213), sıçan hepatositlerinde (214) ve in vivo olarak farede (215) gösterilmiĢtir. 

Ancak 2017 yılında yayınlanan bir çalıĢmada ASA’nın orta zincirli yağ asidi 

metabolizmasını etkilemezken, uzun zincirli yağ asitlerinin oksidasyonunu ve mitokondriyel 

proteinlerin asetilasyonunu artırdığı bildirilmiĢtir. Uzun zincirli yağ asitlerinin mitokondriye 

giriĢinin azalması ve yağ asidi metabolizmasının bozulması sonucu mitokondri 

morfolojisinde değiĢikliklerin oluĢtuğu ve ETC’nin etkilendiği yine aynı çalıĢmada 

gösterilmiĢtir (216). 
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Ayrıca, yüksek doz tetrasiklin sonucu oluĢan steatozis ve trisiklik antidepresan 

amineptin kullanımı sonucu görülen hepatitin altında yatan mekanizmanın da mitokondriyel 

matrikste yağ asidi oksidasyonunun bozulması olduğu bildirilmiĢtir (38, 217). 

 

2.3.4. Oksidatif Stres Ġndüksiyonu 

Serbest radikaller DNA, proteinler ve lipidlerle reaksiyona girerek geri dönüĢsüz 

oksidatif hasara neden olurlar. Mitokondrilerde serbest radikallerin artması durumunda 

mtDNA, mitokondriyel membran hasarı ve ETC’de hasarlar oluĢur, hassas bir Ģekilde 

düzenlenen kalsiyum homeostazı bozulur. Bu durum ROT’ların oluĢumunu daha da artırır ve 

hücre apoptotik ya da onkotik sürece girer (218-224). 

SOD, CAT, GR, vitamin C ve E gibi hücresel antioksidanlar sağlıklı koĢullarda 

hücrede ROT’ların belirli düzeylerde tutulmasını sağlarlar. Ancak bu antioksidan savunma 

sisteminin bir nedenle zayıflaması sonucu ROT regülasyonu bozulur ve hücre oksidatif 

hasara karĢı korunmasız hale gelir. Proteinlerin iĢlevlerini normal biçimde sürdürmesi ve 

hücrenin canlılığını koruması için hücrede ROT homeostazı denetim altında tutulmalıdır (36, 

225). 

Parasetamolün 1 ve 10 µM dozları ile inkübe edilen J774.2 (fare makrofaj) 

hücrelerinde ve 1 mM parasetamole maruz kalan izole fare hepatositlerinde mitokondriyel 

GSH konsantrasyonunun önemli derecede azaldığı, lipid ve protein peroksidasyon 

düzeylerinin arttığı ve bu nedenle ROT oluĢumunda artıĢ olduğu gözlenmiĢtir (226). Bir 

baĢka çalıĢmada fare hepatositleri 1 mM parasetamole maruz bırakılmıĢ ve 2 saat 

inkübasyonun sonunda oksidatif stresin oluĢtuğu, MPTP’nin indüklendiği ve membran 

potansiyelinde kayıp olduğu gösterilmiĢ, parasetamolün neden olduğu mitokondriyel 

toksisitede oksidatif stresin rolü olduğu sonucuna varılmıĢtır (227). 

Valproik asit hepatotoksisitesinin mekanizması olan mitokondriyel toksisitenin ana 

nedeninin mitokondriyel oksidatif stres olduğu bilinmektedir. Valproik asit sıçan primer 

hepatositlere 10-1 000 µM konsantrasyonda uygulandığında mitokondrilerde doza bağlı bir 

Ģekilde 2′,7′-diklorofloressein (DCF) floresans Ģiddetinin arttığı, 400 µM ve üzeri dozlarda 

ise ROT oluĢumundaki artıĢın istatistiksel olarak önemli olduğu gösterilmiĢtir. DCF 

floresansı 1 000 µM valproik asit dozunda 5 kat, okside glutatyon düzeyi ise 1.5 kat artmıĢtır 

(228). Yapılan diğer çalıĢmalar incelendiğinde valproik asitin sıçan karaciğer 

mitokondrilerinde 100 ve 200 µM, HEPG2 hücrelerinde ise 2 mM dozda oksidatif stresi 

anlamlı Ģekilde artırdığı gösterilmiĢtir (229, 230). 
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Sıçan hepatositlerinde 6 mM olanzapin oksidatif stresi 2 kat artırmıĢ ve ilaca bağlı 

hepatotoksisitenin nedeninin oksidatif stres sonucu mitokondriyel hasar olduğu ileri 

sürülmüĢtür (231). 

Doksorubisin, kinon yapısında bir antineoplastik ilaçtır. Mitokondriye ulaĢan 

doksorubisin, Kompleks I’den elektron alarak semikinona indirgenir. Bu ara ürün oksijeni 

indirgeyerek süperoksit anyon radikali oluĢumu aracılığıyla GSH’ın tükenmesine neden olur 

(232). 

Nefrotoksisite ve ototoksisiteye neden olan antineoplastik sisplatinin ROT oluĢumunu 

arttırıp antioksidan savunmayı zayıflattığı, mitokondriyel iĢlev bozukluğu oluĢturduğu ve bu 

nedenlerle proksimal tübül hücrelerinin apoptoza gittiği bildirilmiĢtir (233). 

Human immunodeficiency virus (HIV) enfeksiyonu sonucu ortaya çıkan aquired 

immunodeficiency syndrome (AIDS) tedavisinde uzun dönem zidovudin kullanımı nöropati 

ve kardiyotoksisiteye neden olmaktadır. Ġnsan kas hücreleriyle yapılan in vitro ve farelerle 

yapılan in vivo çalıĢmalar sonucu ilacın toksisite hedefinin mitokondri olduğu bildirilmiĢtir 

(234). Zidovudin kullanımıyla oksidatif stres oluĢtuğu, mitokondri membran potansiyelinin 

düĢtüğü ve sitokrom c salınımı olduğu gösterilmiĢtir (235, 236). 

Antiaritmik bir ilaç olan amiodaron kullanımı sırasında görülen hepatotoksisitenin 

nedeninin oksidatif stres indüksiyonuna bağlı mitokondriyel toksisite olduğu gösterilmiĢtir. 

Amiodaron; mitokondriyel H2O2 sentezini arttırır, oksidatif fosforilasyonu bozar ve 

membran fosfolipitlerinin oksidasyonuna neden olur. OluĢan oksidatif stres nedeniyle 

mitokondriyel iĢlevler bozulur ve hepatotoksisite ortaya çıkar (189). 

 

2.3.5. Mitokondriyel Geçirgenlik-DönüĢüm Porlarının (MPTP) OluĢumu  

Mitokondriyel membran permiabilitesindeki artıĢ olarak tanımlanan MPT, hücre 

hasarı ve hücre ölümüne neden olan patolojik bir süreçtir (237). MPT porlarının açılması; iç 

membran potansiyelinin düĢmesine, oksidatif fosforilasyonda kenetsizleyici etkiye, 

mitokondriden iyon ve metabolik ara ürünlerin dıĢarı salınmasına, matrikse çok miktarda su 

giriĢi sonucu mitokondrilerin ĢiĢmesine, ATP sentezinin bozulmasına ve dıĢ membran 

hasarına neden olur (238-241). Mitokondriyel membranlar arası boĢluktan salınan sitokrom 

c, apoptotik süreci indükleyen sitozolik kaspazları ve DNAaz’ı aktive eder, devamında DNA 

kırıkları oluĢur ve apoptotik süreç baĢlar (242, 243). Peroksit ya da peroksinitrit gibi 

oksidanlar, Ca
+2 

ve inorganik fosfat MPT por oluĢumunu indüklerken, Mg
+2

, ADP, düĢük pH 

ve yüksek membran potansiyeli por oluĢumunu inhibe etmektedir. 



 27 

MPTP; dıĢ membran proteini VDAC, iç membran proteini ANT, F0F1 ATP sentazın C 

alt ünitesi, matriks proteini siklofilin D (CyD) ve membranlar arası boĢlukta bulunan kreatin 

kinaz gibi birçok proteinin dâhil olduğu bir multiprotein kompleksidir, bu proteinlerin 

etkileĢimi sonucunda iç ve dıĢ mitokondri membranını birbirine bağlayan bir por oluĢur. 

Ġmmün baskılayıcı ilaç siklosporin A, CyD’ye bağlanarak por oluĢumunu engeller (244). 

MPTP oluĢumu, Ca
+2

 bağımlı bir süreçtir (245). Ca
+2

, MPTP oluĢumunu birçok 

aĢamada etkiler. Ca
+2

’nin mitokondrideki tek anyonik lipid bileĢeni olan iç membrandaki 

kardiyolipine bağlanması sonucu membranın yapısı bozulur. Ayrıca Ca
+2

, membran 

proteinlerindeki tiyol gruplarının reaktivitesini de değiĢtirir. Bu durum, oksidatif stres 

varlığında daha da Ģiddetlenmektedir. 

MPTP iç membranın proton ve küçük iyonlara geçirgenliğinin artıĢı ile baĢlar, küçük 

molekül ağırlıklı proteinler ve karbonhidratların geçiĢiyle devam eder, en son ise yüksek 

molekül ağırlıklı proteinlerin geçiĢi gerçekleĢir. Son aĢamada geri dönülmez mitokondriyel 

fonksiyon kayıpları oluĢur (246). Geçirgenlikteki artıĢ, mitokondriyel membran 

proteinlerinin tiyol gruplarının oksidasyonu ve çapraz bağlanmasıyla iliĢkilidir. Bu durumda 

proteinlerde yapısal değiĢiklikler ve spesifik olmayan büyük porlar oluĢur (247). 

MPT porlarının açılmasıyla iç membran bütünlüğü ve dolayısıyla ATP sentezi 

bozulur. Ġç membran geçirgenliğinin artıĢ apoptoz indükleyici faktör (AIF) ve sitokrom c’nin 

sitozole salınımına ve apoptotik sürecin indüksiyonuna neden olmaktadır. Eğer bu patolojik 

durum sınırlı sayıda mitokondride olursa hücrenin ATP ihtiyacı sağlıklı diğer hücreler 

tarafından sağlanırken, çok sayıda mitokondrinin etkilenmesi sonucu hücrenin ATP içeriğine 

bağlı olarak onkotik ya da apoptotik ölüm gerçekleĢir (14, 183). Ayrıca, MPT por oluĢumu 

olmaksızın Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinler aracılıklı dıĢ membran geçirgenliği 

artabilmektedir (248, 249). 

MPT porlarının fizyolojik rollerinin olup olmadığı tartıĢmalı bir konudur. Eldrod ve 

ark. 2010 yılında, MPT porlarının kısa süreli açılmasıyla matrikte Ca
+2

 seviyesinin kontrol 

edildiğini ve böylece mitokondri homeostazının sağlanıyor olabileceğini ileri sürmüĢlerdir 

(250) ancak bu hipotez hala soru iĢaretleri barındırmaktadır (251, 252). 

Son yıllarda birçok ilacın MPTP indüksiyonundaki rolü farklı çalıĢmalarla 

incelenmiĢtir. Ġzole sıçan mitokondrileri kullanılarak yapılan bir çalıĢmada 12.5-100 μM 

diklofenakın MPTP oluĢumuna etkisi araĢtırılmıĢtır. Diklofenakın doza bağımlı bir Ģekilde 

mitokondriyel matriks hacminde artıĢa neden olduğu, membran potansiyelini düĢürdüğü, 

kenetsizleme yoluyla oksidatif fosforilasyonu bozduğu gösterilmiĢtir. Diklofenakın neden 
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olduğu idyosinkratik hepatotoksisitede MPT por indüksiyonunun rolü olduğu ileri 

sürülmüĢtür (253). 

2016 yılında Tatematsu ve ark., NSAI ilaçların mitokondriyel toksisite 

mekanizmalarını araĢtırmıĢlardır. Mefenamik asit, flufenamik asit, meklofenamik asit ve 

tolfenamik asitin 200 μM dozlarıyla izole sıçan karaciğer mitokondriyel matriks hacminde 

önemli derecede artıĢ olduğu, aynı dozda diklofenakın neden olduğu toksisitenin ise diğer 

ilaçlara göre daha az olduğu gösterilmiĢtir (254). Bir baĢka çalıĢmada ise izole sıçan 

karaciğer mitokondrilerinde 2.5-20 μM mefenamik asit uygulamasıyla bile MPTP 

indüksiyonu olduğu gözlenmiĢtir (255). 

Valproik asite bağlı mitokondriyel toksisite mekanizmalarının araĢtırıldığı bir 

makalede ilacın 25 ve 50 μM dozlarının izole sıçan karaciğer mitokondrisinde MPT por 

oluĢumunu ve membran potansiyelini değiĢtirmezken, 100 ve 200 μM dozların oksidatif 

strese, mitokondriyel matriksin ĢiĢmesine, membran potansiyelinde düĢüĢe, sitokrom c 

salınımına neden olduğu gösterilmiĢtir. Valproik asite bağlı MPTP indüksiyonunun, güçlü 

antioksidan özellikteki bütillenmiĢ hidroksitoluen (BHT) ile önlenmesi, MPTP oluĢumu 

mekanizmasının oksidatif stres olduğunu düĢündürmüĢtür (256). Bir baĢka çalıĢmada 37.5 – 

300 μM salisilat ve valproik asitin sıçan karaciğer mitokondrisinde MPTP indüksiyonuna 

neden olduğu gösterilmiĢtir (257). Ġnsan primer hepatositleriyle yapılan bir çalıĢmada ise 

MPTP oluĢumunun göstergesi olarak kaspaz 3 aktiviteleri ölçülmüĢtür. 250, 350 ve 450 μM 

valproik asitin kaspaz 3 salınımını kontrole göre sırasıyla 2, 4 ve 5 kat arttırdığı gözlenmiĢtir 

(258). 

Parasetamolün hepatotoksisite mekanizmasında mitokondriyel toksisitenin önemli 

olduğu bilinmektedir. MPTP indüksiyonunun nekrotik hücre ölümü ve devamında 

hepatotoksisiteye neden olabileceği ileri sürülmüĢtür. Bir çalıĢmada farelere intraperitoneal 

(i.p.) 350 mg/kg dozda parasetamol verilmiĢ ve 8 saat sonunda ilaca bağlı MPTP 

indüksiyonu gösterilmiĢtir. Aynı çalıĢmada fare karaciğerinden izole edilen mitokondriler ile 

de çalıĢılmıĢtır. Ġzole mitokondriler 25 veya 50 μM N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI) ile 

inkübe edilmiĢ ve MPTP indüksiyonunun göstergesi olan 540 nm dalga boyunda 

absorbanstaki düĢüĢlerin sırasıyla 0.05 ve 0.1 birim olduğu gösterilmiĢtir. Bu değerler ilaç 

uygulanmayan kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur. GSH depolarının 

tükenmesi sonucu oluĢan oksidatif stresin MPTP indüksiyonuna ve membran 

potansiyelindeki düĢüĢe neden olduğu yorumu yapılmıĢtır (259). 

Ciddi hepatotoksisiteye neden olduğu için klinik kullanımdan geri çekilen nimesulidin 

toksisite mekanizması, kenetsizleyici etki ve MPTP indüksiyonudur (260, 261). Benzer 



 29 

Ģekilde geri çekilen troglitazon ve gemfibrozilin de toksisite mekanizmaları arasında MPT 

por indüksiyonu yer almaktadır (194, 262). 

 

2.3.6. Mitokondriyel DNA Replikasyon ya da Translasyonunun Bozulması 

Mitokondriyel DNA (mtDNA) replikasyonunun ya da protein sentezinin inhibisyonu, 

mitokondriyel toksisiteye neden olmaktadır. Oksidatif fosforilasyonda görevli 13 protein, 

mtDNA tarafından kodlanmaktadır. Bu nedenle mtDNA replikasyonu, transkripsiyonu ve 

translasyonundaki değiĢiklikler hücresel solunumun bozulmasına, oksidatif stresin 

indüksiyonuna, mitokondriyel membran hasarına ve onkotik ya da apoptotik ölüme yol açar 

(263,264). mtDNA kopya sayısının % 20-40 oranında azalması sonucu hücrelerde ciddi 

mitokondriyel fonksiyon bozuklukları oluĢmaktadır (14). Ayrıca mtDNA histon proteinleri 

içermediği ve onarım mekanizmaları yetersiz olduğu için nükleer DNA’ya göre oksidatif 

hasara daha fazla duyarlıdır. Bu nedenle mtDNA, mitokondriyel oksidatif stres 

indüksiyonuna yol açan ilaçların hedefidir (265). 

HIV ya da hepatit B tedavisinde kullanılan nükleozid analogları, DNA sentezini 

bozarlar. Zalsitabin, abakavir, stavudin gibi nükleozid-revers transkriptaz inhibitörleri, DNA 

polimeraz’ı inhibe ederek mtDNA replikasyonunu engellerler; mtDNA tarafından kodlanan 

13 polipeptidin ekspresyon düzeyleri azalır (266) ve oksidatif fosforilasyon bozulur. Bu in 

vitro veriler, ilaçların klinik kullanımı sırasında görülen semptomlarla desteklenmektedir. Bu 

ilaçları kullanan hastalarda periferal nöropati, kardiyomiyopati, hepatik steatozis, laktik 

asidoz, tip II diyabet ve insülin direnci görülmektedir (234). 

Bakteriyel ve mitokondriyel ribozomların yapısal benzerliği nedeniyle prokaryotik 

ribozomları hedefleyen kloramfenikol, tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler gibi 

antibakteriyel ilaçlar mitokondriyel ribozomları da etkileyerek mitokondriyel protein 

sentezini inhibe edebilirler (267-269). 

Le Guillou ve ark. 2018 yılında yayımladıkları bir çalıĢmada, HepaRG hücre hattının 

hepatotoksik yan etkisi olan imipramin ve ritonavir ile inkübasyonu sonucu mitokondriyel 

translasyonun azaldığını ancak mtDNA seviyelerinde değiĢiklik olmadığını gözlemiĢlerdir 

(270). 
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2.3.7. Mitokondriyel DNA Metilasyon Düzeylerinin DeğiĢmesi 

DNA metilasyonu, epigenetik DNA modifikasyonu mekanizmalarından birisidir. 

Sitozin (C) bazının 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3) takılması sonucu 5-metil sitozin (5-

mC) yapısının oluĢmasıyla karakterize edilir. DNA metilasyonu bazı genlerin ifade edilmesi, 

bazı genlerin ise susması, yani protein kodlamamasıyla sonuçlanır (271, 272). Metilasyon 

gen regülasyonunda, hasarlı genlerin ortadan kaldırılmasında, kadınlarda X kromozomunun 

susturulmasında rol oynar (273). Fizyolojik metilasyon düzeyleri değiĢirse (hiper ya da 

hipometilasyon) hayati öneme sahip genlerin susmasıyla kritik proteinlerin ekspresyonu 

azalabilir ya da susması gereken genler aktive olabilir. Bazı otoimmün hastalıklar, kanser ve 

nörolojik hastalıkların patojenezinde DNA metilasyon düzeylerinde anormal değiĢimlerin rol 

oynadığı ileri sürülmektedir (274, 275). 

Mitokondriyel DNA’da histon proteinlerinin olmaması ve metilazların bulunup 

bulunmadığının tam bilinmemesinden dolayı mtDNA’nın metilasyona maruz 

kalmayabileceği ileri sürülmüĢtür (276). Ancak son yıllarda sadece nükleer DNA’nın değil, 

mtDNA’nın da epigenetik modifikasyonlara uğradığına iliĢkin veriler elde edilmiĢtir (277). 

Örneğin; 2011 yılında mtDNA’da 5-mC tespit edilmiĢtir (278). Yine aynı yıl Shock ve 

Chestnut tarafından mitokondrilerde metiltransferaz enziminin varlığı gösterilmiĢ (270, 280) 

ve son yıllarda yapılan çalıĢmalarda “mitoepigenetik” kavramı ortaya atılmıĢtır (281). 

Nükleer DNA’da olduğu gibi mtDNA’nın metilasyon düzeylerindeki değiĢikliklerin nedeni 

birtakım hastalıklar, ilaç ve diğer ksenobiyotiklere maruz kalma, oksidatif stres ve yaĢlanma 

olabilir (282-284). 

Günümüzde birçok ilacın nükleer DNA’da metilasyonu etkilediği bilinmektedir (285, 

286). Bu ilaçlar arasında bulunan histon deasetilaz inhibitörü valproik asitin mtDNA 

metilasyonuna etkisinin araĢtırıldığı çalıĢmada, ilacın nükleer DNA’da olduğu gibi 

mtDNA’da da hipometilasyona neden olduğu gösterilmiĢtir (287). 

Mitokondriyel DNA metilasyonu mitokondriyel gen ekspresyonunu, mitokondri 

dinamiğini ve iĢlevlerini etkilemektedir. Herhangi bir epigenetik modifikasyon, ETC 

proteinlerinin sentezinde dolayısıyla enerji üretimde değiĢikliklere neden olabilmektedir. 

Epigenetik mekanizmalar ve sonuçları nispeten yeni bir çalıĢma alanıdır ve nükleer DNA’da  

olduğu gibi mtDNA için de aydınlatılması gereken süreçlerdir (288). 
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2.4. Mitokondriyel ĠĢlevlerin Analizi 

Günümüzde birçok ilacın toksisite mekanizmasında mitokondriyel iĢlev kaybının rol 

oynadığı bilinmektedir. Ġlaçların ya da ilaç adaylarının mitokondriyel toksisite profilinin tam 

olarak ortaya konulması güvenilir ilaçların üretilmesine, ilaç endüstrisindeki maliyetlerin 

azaltılmasına ve hasta sağlığının korunmasına katkı sağlayabilir.  

Kimyasal maddelerin mitokondriyel toksisitesi izole hayvan mitokondrisi (289), insan 

hücre hatları (290), 3 boyutlu doku modelleri gibi farklı in vitro, in vivo ya da in silico 

modeller kullanılarak araĢtırılabilmektedir. Yapılacak olan çalıĢmalar tasarlanırken doğru 

test parametresi ve tekniği seçilmelidir. Günümüzde kullanılan mitokondriyel toksisite 

belirleme yöntemleri aĢağıdaki metinde ayrıntılı bir Ģekilde açıklanmıĢtır. 

 

2.4.1. Mitokondriyel Oksijen Tüketim Hızının Ölçülmesi 

Doku, hücre kültürü ya da izole mitokondride oksijen tüketim hızındaki (oxygen 

consumption rate; OCR) değiĢiklikler mitokondri iĢlevlerinin dolayısıyla ilaç toksisitesinin 

bir göstergesidir. Bu amaçla kullanılan ilk yöntem, çözünmüĢ oksijen miktarının ölçülmesini 

sağlayan oksijene duyarlı, Leland C. Clark tarafından 1953 yılında geliĢtirilen Clark 

elektrotu’dur. Elektrodun katodu platin ya da altın, anodu ise gümüĢ metalinden 

oluĢmaktadır. Elektriksel potansiyel uygulandığında anottaki gümüĢ (Ag), gümüĢ klorüre 

(AgCl) okside olurken, ortamdaki O2, katotta OH
−
 iyonuna redüklenir. Katot ve anottaki 

elektron üretimi ya da kullanımı 1 μA’lik akım oluĢmasına yol açar. OluĢan akımın Ģiddeti 

örnekteki çözünmüĢ oksijen miktarını göstermektedir. Son yıllarda birçok ticari firma 

tarafından bu tarz elektrotlar geliĢtirilmiĢtir (291). 

Ġzole mitokondrilerde (291), homojenize doku örneklerinde (292, 293) ve intakt 

hücrelerde (294) oksijen tüketiminin Clark elektrodu kullanılmasıyla belirlendiği birçok 

çalıĢma bulunmaktadır. Az miktarda örnek gereksinimi, deney sırasında sıcaklığın sabit 

tutulabilmesi ve kullanılan bazik boyalar ile mitokondriyel diğer parametrelerin (H2O2 

seviyesi, membran potansiyeli vb.) ölçülebilmesi yöntemin avantajları arasındadır (291, 

295). 

Solunumun farklı evrelerinde mitokondriyel solunum hızı ölçülerek kimyasalların 

toksisite mekanizması detaylı olarak araĢtırılabilir. Ortamda substrat yokken 

mitokondrilerdeki oksijen tüketim hızının ölçülmesi Evre I düzeyindeki solunumu gösterir, 

bu evrede OCR çok düĢük seviyededir. Evre II’de ortama substratlar eklenir ve OCR, Evre 

I’e göre artmasına rağmen hala düĢüktür. Bu evrede iç membrandaki proton akıĢından dolayı 
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membran potansiyeli azalır. Evre III, fosforilasyon aĢamasıdır. Fosfat iyonu (Pi) varlığında 

ortama ADP eklenir ve ATP üretilir, membran potansiyeli tekrar artar. Tüm ADP’nin 

ATP’ye dönüĢümü ise Evre IV’dedir. Bu aĢamada solunum azalır ve OCR, Evre II aĢamasına 

döner. Evre III ve IV arasındaki OCR oranı, mitokondriyel iĢlev bozukluğunun göstergesidir. 

Örneğin, Kompleks V inhibitörü oligomisin maruziyeti sonucunda Evre III’ün OCR düzeyi, 

Evre IV’le eĢdeğerdir. Test edilen kimyasal maddelerin farklı evrelere etkilerinin tespit 

edilmesiyle kimyasalların ETC komplekslerine etkisi ve dolayısıyla mitokondriyel solunuma 

iliĢkin toksisite mekanizmaları araĢtırılabilir (289). Kesin ve güvenilir bir yöntem olmasına 

rağmen Clark elektrodunun en önemli dezavantajı yöntemin zaman alıcı olmasıdır.  

Son yıllarda Clark elektrodu kullanımından daha hızlı, verimli ve güvenilir yöntemler 

geliĢtirilmiĢtir. Bu tekniklerden birisi Luxcel Biosciences tarafından üretilen 

MitoXpress®Xtra oksijen kullanımı ölçüm kitidir. MitoXpress®Xtra floresan bir boyadır, 

izole mitokondri ya da hücre kültürleriyle çalıĢılabilmektedir. Ortamdaki ekstraselüler 

oksijen miktarı tespit edilerek OCR hesaplanır. MitoXpress®Xtra boyasının eksitasyon ve 

emisyon dalga boyları sırasıyla 380 ve 535 nm'dir. Time resolved fluorescence (TRF 

detection) ölçümü ile gerçekleĢtirilen yöntem oldukça duyarlıdır (296). Analiz sırasında 

mitokondrilerin Evre II ya da Evre III’de tutulması sağlanır. Kullanılan mineral yağ ile 

kuyucuklardaki reaksiyon ortamı üzerinde ince bir tabaka oluĢturularak çevresel oksijenin 

difüzyonu önlenir. Son yıllarda hücre içi oksijen konsantrasyonunun ölçülmesini sağlayan 

baĢka boyalar da geliĢtirilmiĢtir (297, 298). Kit yardımıyla gerçekleĢtirilen dolaylı ve 

doğrudan ölçümler hızlıdır, ancak doğruluk deneysel koĢullardan çok kolay 

etkilenebilmektedir (190). 

Bir diğer yöntem ise hem OCR hem de ekstraselüler asidifikasyon oranının (ECAR) 

ölçüldüğü, “The Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer” sistemidir. Ġzole mitokondri 

(299, 300), hücre hatları ve 3D hücre kültürünün kullanıldığı çalıĢmalarda bu yöntemin 

uygulanmasıyla bazal respirasyon düzeyi, ATP sentezine bağlı solunum kapasitesi ve 

mitokondri dıĢı solunum tayin edilerek hücre ya da mitokondrilerin biyoenerjetik sağlık 

indeksi (BHI) hesaplanabilir (301). Hücresel ve mitokondriyel metabolizmanın tam olarak 

araĢtırılabilmesine olanak sağlayan, yüksek verimli bu tekniğin en önemli dezavantajı ise 

maliyetinin fazla olmasıdır. 

 

2.4.2. Elektron Transport Zinciri Enzim Aktivitelerinin Ölçülmesi 

Oksijen tüketim oranındaki herrhangi bir önemli değiĢiklik mitokondriyel solunumda 

bozulma olduğunu göstermesine karĢın moleküler düzeyde etkilenen yer hakkında bilgi 
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vermez. ETC kompleks proteinleri kimyasal maddelerin önemli toksisite hedefleri 

arasındadır ve bu kompleks proteinlerinin aktivitelerinin ölçülmesini sağlayan kolorimetrik 

ya da florimetrik temelli yöntemler geliĢtirilmiĢtir (302). 

NADH varlığında 2,6‐diklorofenolindofenol (DCPIP) absorbansındaki düĢüĢle 

Kompleks I, desilubikinon (DubH2) varlığında okside sitokrom c absorbansındaki artıĢla 

Kompleks III, indirgenmiĢ sitokrom c absorbansındaki azalıĢla Kompleks IV aktivitesi 

ölçülebilmektedir. Ancak bu spektrofotometrik ölçümler pH, ozmolarite, substrat 

konsantrasyonu ve hücre bileĢimden çok kolay etkilenir ve kenetsizlenme mekanizmasını 

ortaya koyamaz (303). 

Son yıllarda enzim aktivitesinin çok daha hassas ölçüldüğü yöntemler geliĢtirilmiĢtir. 

MitoSciences tarafından geliĢtirilen yöntemde aktivitesi araĢtırılacak olan enzim, 

immünolojik olarak yakalanır. Spesifik substratının uygulanması sonucu substrat ya da 

ürünün absorbans değiĢiminden enzim aktivitesi belirlenir. Çok daha hassas ve spesifik bir 

analiz imkanı sağlayan bu yöntemde eĢ zamanlı olarak OCR de saptanabilir (304-306). 

 

2.4.3. Mitokondriyel ATP Miktarlarının Ölçülmesi 

Hücrenin ATP konsantrasyonunda değiĢikliklerin ölçülmesi hücrenin enerji 

metabolizması ve kimyasalların neden olduğu mitokondriyel toksisite mekanizmaları 

hakkında önemli bilgiler verir. Oksidatif fosforilasyon hasarı ya da kenetsizleyici etkiyi 

gösteren en önemli parametrelerden biri ATP/ADP oranıdır (307). Hücrelerdeki ya da izole 

mitokondrideki ATP düzeyinin ölçülmesi için lüminesans, floresans ya da HPLC temelli 

yöntemler geliĢtirilmiĢtir (308). 

Biyolüminesans yöntemde substrat lusiferin; ATP ve magnezyum varlığında lusiferaz 

enzimiyle lusiferil adenilat kompleksine dönüĢür. Bu kompleksin oksidasyonu sonucu 

oksilusiferin oluĢur, oksilusiferinin uyarılmıĢ halden stabil hale geçiĢi sırasında açığa çıkan 

enerji ıĢıma Ģeklinde gözlenir (309, 310). 

Biyolojik örneklerin ATP, ADP ve AMP içerikleri polarite farklılıklarına bağlı olarak 

yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) yöntemi ile de tayin edilebilir (311). 

Hassasiyeti yüksek, ancak seçiciliği düĢük olan biyolüminesans yöntemlerin yanı sıra hızlı 

ve doğru analiz imkanı sağlayan, ortamdaki tüm adenin nükleotidlere ait piklerin 

gözlenebildiği HPLC temelli yöntemler sıklıkla tercih edilmektedir (311, 312). 
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2.4.4. Reaktif Oksijen Türleri Miktarının Ölçülmesi 

Mitokondriyel oksidatif stresin ve ROT seviyelerinin ölçülmesini sağlayan 

oksidasyona duyarlı ya da redoks özelliği bulunmayan birçok floresan madde geliĢtirilmiĢtir 

(313). 2′,7′‐diklorodihidroflorosein (DCFH2); H2O2 (314) ve dihidrodamin ONOO
−
 radikali 

(315), dihidroetidium (DHE); hücresel süperoksit radikali ve MitoSOX ise mitokondriyel 

süperoksit radikali (316) düzeylerinin belirlenmesi için kullanılmaktadır. Ayrıca, HyPer 

(yeĢil floresan protein) veya Orp1‐roGFP2 (redoks duyarlı yeĢil floresan protein) (317) 

kullanılarak H2O2, düzeyi ölçülebilirken, cpYFP (sirküler sarı floresan protein) ile de 

süperoksit radikali miktarları belirlenebilir. Ancak bu proteinler birçok izole hücresel 

kompartmanda oksidatif stresin belirlenmesinde kullanılmasına rağmen ortam pH’sından çok 

kolay etkilendikleri için ölçümlerin doğruluğu tartıĢmalıdır (318). 

 

2.4.5. Mitokondriyel Transmembran Elektrik Potansiyelinin Ölçülmesi 

Mitokondrilerin hücre canlılığı için önemli olan iĢlevlerini sürdürebilmesi için 

transmembran elektrokimyasal potansiyeli’nin (Δψm) korunması gereklidir (319). Ġç 

membrandaki membranlar arası boĢluğa doğru proton akıĢı, membranlar arası boĢluğun daha 

katyonik olmasına ve mitokondriyel pH gradiyentinin (ΔpHm) oluĢumuna neden olmaktadır. 

Nernst eĢitliğine göre protonların hareket edici gücü (Δp), mitokondriyel pH gradiyentine ve 

elektrokimyasal transmembran potansiyeline bağlıdır (Δp(mV); 37°C = Δψm-60ΔpHm) 

(320). ΔpHm’ın saptanmasındaki güçlük nedeniyle genellikle birçok yöntem, Δψm 

belirlenmesi üzerine kurulmuĢtur (321). 

Floresan lipofilik boyalar, Δψm göstergesi olarak kullanılmaktadır. Bu maddeler, 

membran potansiyeline bağlı olarak mitokondriyel membranları aĢar ve matrikste birikirler. 

Matriks negatif yüklüyken, yani mitokondriler polarize iken boya birikimi meydana gelir 

(322, 323). Floresans Ģiddeti konfokal mikroskop, floresans spektrometrisi ya da flow 

sitometrisi ile ölçülür (321). 

En çok kullanılan lipofilik katyonik boyalar kırmızı floresan; tetrametilrodamin metil 

(TMRM) (324) ve etil (TMRE) esteri (325), yeĢil floresan boya; rodamin 123 (Rhod123) 

(326), 3,3′‐dihekzilokarbosiyanin iyodür (DiOC6) ve kırmızı/yeĢil floresan oranının 

ölçüldüğü 5,5′,6,6′‐tetrakloro‐1,1′,3,3′‐tetraetilbenzimidazol karbosiyanin iyodür’dür (JC‐1) 

(327). 

Hücreler test maddesine maruz bırakıldıktan sonra boya eklenir ve floresans Ģiddeti 

ölçülür. Boyalar çok yüksek ya da çok düĢük konsantrasyonlarda kullanılabilir. Yüksek 
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konsantrasyonda boya kullanımı sırasında, mitokondri depolarize durumda ise yani membran 

potansiyeli hasarı varsa boya sitozolde kalır ve floresans Ģiddeti yüksek olur. Mitokondriler 

polarize durumda iken boya matrikste birikir, agregat oluĢur ve floresans Ģiddeti azalır. 

DüĢük konsantrasyonda kullanılan boyalar mitokondri içinde agregat oluĢturmaz. Bu 

nedenle depolarizasyon sırasında az miktarda boya matrikste birikerek düĢük floresans 

oluĢurken hiperpolarize durumda ise floresans Ģiddeti artar (323). 

 

2.4.6. MPTP OluĢumunun Ölçülmesi  

MPT porlarının oluĢması ve bu oluĢumun indüksiyonunun araĢtırılması için kobalt-

kalsein yöntemi (328), mitokondriyel membran depolarizasyonunun belirlenmesi (329) ve 

mitokondriyel ĢiĢmenin tayini (330) gibi yöntemler kullanılmaktadır. Kobalt-kalsein tekniği, 

hücrelerde MPTP düzeylerinin doğrudan ölçülmesini sağlayan bir yöntemdir. Öncelikle 

hücreler membran geçirgen boya olan kalsein-AM ile inkübe edilir. Kalsein-AM mitokondri 

ve diğer hücresel kompartmanlara girer ve buralarda esteraz enzimleriyle kalsein 

serbestleĢir. Eklenen Co
+2

, sitozoldeki kalsein floresansının azalmasına neden olurken, 

mitokondriyel kalseini etkilemez. MPT porları açılırsa kalsein mitokondriyel matriksten 

salınır, Co
+2

 mitokondriye girer ve floresans Ģiddeti düĢer (331, 332). 

Bir diğer yöntem ise mitokondriyel membran potansiyelinin (Δψm) ölçülmesidir. 

MPTP açıldığı zaman mitokondrilerdeki iç membran boyunca oluĢan proton gradiyenti 

bozulur ve Δψm düĢer. TMRM(E), Rhod123, JC‐1 ya da DiOC6 gibi boyalar yardımıyla 

Δψm belirlenmektedir. Porların açılması, bu boyaların floresans Ģiddetinde azalıĢa neden 

olmaktadır (329). 

Kullanılan son yöntem ise sadece izole mitokondrilerde uygulanabilen mitokondriyel 

matriks hacminin ölçülmesine dayalı spektrofotometrik yöntemdir. MPTP oluĢması 

sonucunda ozmotik denge gereği matrikse yüksek miktarda su girer. 540 nm’deki 

absorbanstaki azalıĢ matriks hacmindeki artıĢın göstergesidir (334, 335). MPTP indüksiyonu 

sonucu 1mL hacimde bulunan 0.2–0.5 mg mitokondriyel protein için absorbansta 0.2–0.4 

birimlik düĢüĢ meydana gelmektedir. Mitokondriyel inkübasyon ortamlarına Ca
+2

 eklenmesi 

ise absorbansta daha keskin düĢüĢlere neden olmakta, etkinin daha net bir Ģekilde 

izlenmesini sağlamaktadır (336). 
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2.4.7. Mitokondriyel Kalsiyum Düzeyinin Ölçülmesi 

Mitokondriyel Ca
+2

 seviyesi in vitro (izole mitokondri ya da hücre kültürü), in situ 

(doku kesitleri) ya da in vivo olarak ölçülebilmektedir (337). 

Ca
+2 göstergesi olan floresans özellikli Ca

+2 duyarlı boyalar (Rhod‐2AM gibi), 

lüminesans ve floresans özellikli proteinler (GFP) kullanılarak mitokondriyel Ca
+2 düzeyi 

ölçülebilir (338). 

Ayrıca, mitokondriyel Ca
+2

 seviyesinin belirlenmesinde Fura‐2AM, Fluo‐3 ve Fluo‐4 

gibi boyalar da kullanılabilmesine rağmen bu maddeler mitokondriye özgü olmamaları 

nedeniyle tercih edilmemektedirler (339). 

 

2.4.8. Mitokondriyel DNA Miktarının Ölçülmesi 

Hücrelerdeki mitokondriyel genom kopya sayısının belirlenmesi ve mitokondriyel 

genom sayısının nükleer genoma bölünmesiyle elde edilen oran (Mt/N), mitokondri 

iĢlevlerinin önemli bir göstergedir (340, 341). Redoks dengesinin bozulması ve hücresel 

sinyal yolaklarında oluĢan değiĢiklikler gibi nedenlerle hücrelerde oksidatif stres oluĢur, 

mtDNA ve protein hasarları meydana gelir ve Mt/N oranı azalır. Hasarlı mtDNA’ların 

hücrede birikimi sonucu inflamatuvar yanıt indüklenir, hücre canlılığının kaybına yol açan 

süreçler baĢlayabilir. 

mtDNA miktarı kolaylıkla saptanabilen mitokondriyel stresin en önemli 

biyogöstergelerinden biridir. mtDNA miktarındaki değiĢikliklerin birçok hastalık (diyabet, 

kanser vb.), fertilite problemleri, toksik bileĢiklere maruz kalmakla iliĢkili olduğu 

gözlenmiĢtir (342). Birçok hastalığın izlenmesinde, ilaç geliĢtirme ve toksisite çalıĢmalarında 

mtDNA miktarı ve Mt/N oranı hibridizasyon (343), realtime (RT-PCR) (344-346) ya da 

dijital -polymerase chain reaction (PCR) (347) teknikleriyle belirlenmektedir. In vitro hücre 

hatları, in vivo hayvan deneyleri ya da klinikte hasta biyolojik örnekleri kullanılarak mtDNA 

miktarları saptanabilir (308). 

 

2.5. Ksenobiyotik Biyotransformasyonu 

Organizmanın kendi ürettiği endojen maddelerin haricinde dıĢ fiziksel ortamdan 

maruz kaldığı ilaçlar ve diğer kimyasal maddeler “ksenobiyotik” olarak adlandırılır 

(xenobiotic; biyolojik yapı tarafından bilinmeyen). Ksenobiyotikler çeĢitli yollarla vücuda 
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girdikten sonra baĢta kan dolaĢımı aracılığı ile farklı organlara dağılırlar ve farklı 

mekanizmalarla elimine edilmeye çalıĢılırlar. Ksenobiyotikler, biyotransformasyon 

reaksiyonlarıyla absorpsiyona uygun lipofilik formdan daha hidrofilik hale getirilerek çeĢitli 

itrah yolaklarından vücuttan uzaklaĢtırılırlar. Ġlaçların biyotransformasyonu sonucu 

farmakolojik ya da toksikolojik etkisinde artıĢ ya da azalıĢ meydana gelir. Ksenobiyotikleri 

metabolize eden enzimler en fazla karaciğer ve intestinal dokuda olmakla birlikte hemen 

hemen tüm dokularda bulunmaktadırlar. Biyotransformasyon reaksiyonları ve sonuçları 

genetik polimorfizm, yaĢ, cinsiyet, hastalıklar, kullanılan ilaçlar, etkileĢmeler gibi birçok 

faktör nedeniyle bireyler arasında büyük değiĢkenlikler göstermektedir (348, 349). 

Biyotransformasyon reaksiyonları faz I, II ve III olmak üzere üç baĢlık altında 

incelenir. Faz I P450 monooksijenazlar ve diğer birçok enzim aracılığıyla gerçekleĢen 

oksidasyon, redüksiyon, hidroliz ve dekarboksilasyon reaksiyonlarıdır. Faz I 

reaksiyonlarında genellikle moleküle bir fonksiyonel grup (-OH, -SH, -COOH, -NH2) eklenir 

ya da çıkarılır. Bu reaksiyonlar çoğunlukla bileĢiği faz II reaksiyonlarına hazırlar. 

Oksidasyon, molekülün elektron kaybetmesidir. Bir oksijenin yapıya girmesi, yani 

oksijenasyon, yapıdan bir hidrojenin ayrılması (dehirojenasyon) ya da moleküle elektron 

transferi sonucu gerçekleĢmektedir. Redüksiyon reaksiyonları, molekülün elektron kazandığı 

reaksiyonlardır. Bazı metaller ve azo, nitro, karbonil, disülfit, sülfoksit, N-oksit, kinon, 

aldehit, keton grubu taĢıyan ksenobiyotikler, enzimatik ya da nonenzimatik olarak 

redüksiyon reaksiyonlarına uğrarlar. GSH, FAD, flavin mononükleotid (FMN), 

nikotinadenin dinükleotid fosfat (NADP) gibi indirgen ajanlarla etkileĢim sonucu alkol 

dehidrojenaz, aldehit dehidrojenaz, P450 gibi enzimlerin katalizlediği redüksiyon 

reaksiyonları gerçekleĢir. Moleküle su eklenmesiyle iki ya da daha fazla sayıda yapılara 

bölünmesi ise hidrolizdir. Yapıca büyük olan ester, amin, hidrazin ve karbamatlar, genellikle 

hidroliz reaksiyonlarıyla biyotransformasyona uğrarlar (350). 

Faz II konjugasyon reaksiyonlarında ise ilaç ya da metabolitinin fonksiyonel grupları, 

bazı endojen moleküllerle reaksiyona girer. Molekülün kendisi ya da faz I reaksiyonları 

sonucu oluĢan metaboliti, faz II reaksiyonuna uğrayabilir. Glukronidasyon, sülfatasyon, 

asetilasyon, metilasyon, glutatyon ve amino asit konjugasyonu faz II reaksiyonlarındandır. 

Metilasyon ve asetilasyon hariç konjugasyon reaksiyonları sonucu molekülün hidrofilik 

özelliğinde büyük ölçüde artıĢ olur ve molekül vücuttan atılmaya hazır hale getirilir. 

Glukronidasyon dıĢındaki konjugasyon reaksiyonları büyük oranda çözünür formda 

(mikrozomal olmayan) enzimlerle gerçekleĢir. 

Fenoller, karboksilik asitler, primer ve sekonder alifatik amin ya da alkollerin 

elektronca zengin nükleofilik heteroatomları (O, N, S) glukronidasyona uğrarlar. 
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Reaksiyonda substrat olarak üridindifosfat-glukronik asit (UDP-glukronik asit) kullanılır ve 

reaksiyonu UDP-glukronil transferaz (UGT) enzimi katalize eder. Glukronidasyon sonucu 

bileĢiğin suda çözünürlüğü artar ve itrah yolaklarından atımı kolaylaĢır (351). 

Sülfat konjugasyonu, birçok endojen madde ve ksenobiyotikten sülfotransferaz 

enzimleri aracılığıyla suda çözünürlüğü yüksek sülfürik asit esterleri oluĢumudur. Sülfat 

konjugatları baĢlıca idrarla atılır. Genellikle detoksifikasyonla sonuçlanan sülfatasyon; 

aromatik aminler ve metillenmiĢ aromatik hidrokarbonların biyoaktivasyonunda rol 

almaktadır (351). 

Metilasyon, nispeten daha minör bir biyotransformasyon yolağıdır. Diğer konjugasyon 

reaksiyonlarının aksine metilasyon sonucu bileĢiklerin suda çözünürlüğü azalır, toksisitede 

artıĢ görülebilir. S-adenozilmetiyonin (SAM), reaksiyon için gerekli substrattır. SAM’da 

sülfonyum iyonuna bağlı metil grubu bileĢiğin elektronca zengin heteroatomlarına aktarılır. 

Fenoller ve katekollerin metabolizmasında O-metilasyon, sülfhidril grubu içeren 

ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda S-metilasyon ve örneğin norepinefrinden 

epinefrin oluĢumunda ise N-metilasyon rol oynar (350). 

N-asetilasyon, aromatik amin veya hidrazin grubu taĢıyan ksenobiyotiklerin ana 

biyotransformasyon yolağıdır. N-asetilasyon reaksiyonlarında, amin grubu iyonize olmayan 

bir grupla maskelenir, bu nedenle bileĢiğin sudaki çözünürlüğü azalır. Endojen substrat 

olarak asetil-koenzim A kullanılır. N-asetiltransferaz enzimi reaksiyondan sorumludur ve bu 

enzim polimorfik bir enzimdir. Bu nedenle yavaĢ ya da hızlı asetilleyici bireylerde 

ksenobiyotiklerin farmakolojik ve toksikolojik sonuçları değiĢmektedir (350). 

Alifatik, aromatik, heteroaromatik, arilasetik asit gibi karboksilik asit grubu taĢıyan 

ksenobiyotikler glisin, glutamin, taurin aminoasitlerinin amino grubuyla konjugasyona 

uğrarlar. Aromatik hidroksilamin grubu içeren ksenobiyotikler ise serin ya da prolin gibi 

aminoasitlerin karboksilik asit gruplarıyla konjuge olurlar (350). 

Glutatyon konjugasyonu; elektrofilik, hidrofobik maddelerin ve reaktif oksijen 

türlerinin nükleofilik kofaktör glutatyonla glutatyon S-transferaz enzimleri aracılı ya da 

spontan konjugasyonudur. Glutatyon; glisin, sistein ve glutamik asitten oluĢan atipik bir 

tripeptittir. Karaciğerde mM, karaciğer dıĢı dokularda ise nM düzeylerde bulunur. 

Faz I ve faz II reaksiyonları sonucu daha hidrofilik ve daha az toksik hale gelen 

konjugatlar, konsantrasyon gradiyentine karĢı hücre dıĢına doğru hareket edip kapiller 

dolaĢımla atılım organlarına doğru ilerlerler. Faz III reaksiyonları bu süreçte konjugatların 

transporter proteinlerle yer değiĢtirmesi ve ileri biyotransformasyona uğramasıdır, 
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biyoaktivasyonla da sonuçlanabilmektedir. Faz III reaksiyonlarının substratları büyük 

çoğunlukla faz I ve faz II reaksiyonlarının metabolitleridir (350). 

 

2.5.1. Sitokrom P450 Enzimleri 

Sitokrom P450 enzim ailesi, endojen bileĢiklerin ve ksenobiyotiklerin oksidatif 

metabolizmasında rol oynayan “hem-tiolat” enzimleridir. Bugüne kadar insanlarda 57 farklı 

CYP450 enzimi tanımlanmıĢ, bu enzimlerden 41’i fonksiyoneldir (352). Ġnsan nükleer 

DNA’sında 57 fonksiyonel gen ve 58 psödogen tarafından kodlanan P450 enzim ailesi, 

aminoasit dizilerinin benzerliğine göre sınıflandırılır (353). Aile ismini belirten sayıyı 

(örneğin, 1, 2) alt aile numarası (1A, 2D) ve her bir izoenzimin kendine ait numarası (1A1, 

2D6) takip eder (354). P450’ler 18 aile ve 44 alt aileden oluĢan geniĢ bir enzim grubudur. 

P450 enzimlerinde hem demiri, ferrik (Fe
+3

) formda bulunmaktadır. Ferrik demirin 

ferröz (Fe
+2

) hale indirgenmesiyle CYP450 enzimleri, oksijen (O2) ya da karbonmonoksit 

(CO) gibi ligandları bağlayabilirler. CO ile enzimin +3 yüklü demir atomu arasındaki 

kompleksin λmax değeri 450nm olduğu için bu enzimler “P450” olarak adlandırılmıĢtır (355).  

Sitokrom P450 enzimleri bakteriyel, mikrozomal ve mitokondriyel olmak üzere üç 

grupta sınıflandırılabilirler. Bakteriyel ve mitokondriyel CYP450 sistemi, üç proteinden 

oluĢmaktadır: 1) FAD içeren bir flavoprotein ya da nikotinamid-adenin dinükleotidin 

mikrozomal indirgenmiĢ formu; NADPH veya NADH bağımlı redüktaz, 2) demir-sülfürlü 

protein ve 3) CYP450. Ökaryotik P450 sistemi ise, hem FAD, hem de flavin mononükleotid 

(FMN) içeren bir flavoprotein olan NADPH sitokromP450 redüktaz ve CYP450’den 

oluĢmaktadır. Enzimatik reaksiyon sırasında enzim, substrat ve moleküler oksijene doğrudan 

bağlanırken elektron kaynağı olan NADPH ya da NADH ile doğrudan bağlantısı yoktur. Bir 

flavoprotein olan NADPH sitokrom P450 redüktaz aracılığıyla NADPH’tan CYP450’lere 

elektron transferi gerçekleĢir.  

 

2.5.1.1. Mikrozomal CYP’ler 

P450 enzim ailesinin büyük bir bölümünü oluĢturan mikrozomal enzimler, düz ER 

zarına gömülü halde bulunmaktadırlar. P450 enzimleri NADPH’dan elektronlarını hem 

FAD, hem de FMN içeren bir flavoprotein olan NADPH sitokrom P450 redüktaz aracılığı ile 

almaktadır. CYP450 enzimleri gibi NADPH sitokrom P450 redüktaz enzimi de ER zarının 

sitoplazmaya bakan yüzüne gömülü halde bulunmaktadır (356). CYP450 enzimleri tüm 
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dokularda eksprese edilmelerine rağmen, karaciğer mikrozomlarında en yüksek miktarda ve 

çeĢitte bulunurlar. Karaciğer mikrozomlarında en fazla bulunan izoenzimler; 3A4, 2C9, 2C8, 

2E1 ve 1A2, daha az miktarda bulunanlar; 2A6, 2D6, 2B6, 2C19 ve 3A5, ana olarak 

ekstrahepatik dokularda bulunan izozimler ise 2J2, 1A1 ve 1B1’dir (350). 

Bu enzim ailesinin ana görevi faz I monooksijenasyon reaksiyonlarını katalize 

etmektir. Monooksijenasyon reaksiyonlarında, oksijenin bir atomu substrata aktarılırken 

diğeri ise suya indirgenir. Enzimatik ürünler, moleküler yeniden düzenlenme nedeniyle alkol 

ve fenollerle kısıtlı değildir (357-360). P450 enzimleri daha az olmakla beraber redüksiyon 

reaksiyonlarını da (azo, nitro, N-oksit ve sülfoksit redüksiyonu, redüktif dehalojenizasyon) 

katalizleyebilmektedirler. CYP450 katalitik reaksiyonları daha çok ksenobiyotiğin toksik 

metabolitine biyoaktivasyonu, daha az miktada ise detoksifikasyonu ile sonuçlanmaktadır 

(350). 

Genetik ve çevresel faktörlerin etkisiyle, CYP450 enzim miktarları ve aktiviteleri 

bireyler arasında farklılık gösterebilmektedir. CYP450 enzim aktivitelerindeki azalma; 

enzimin sentezini ya da stabilitesini etkileyen genetik mutasyonlar, CYP450 enzimlerinin 

ekspresyonunu baskılayan çevresel faktörlere ya da enzimleri inaktive eden ksenobiyotiklere 

maruz kalma sonucunda olmaktadır. Ġlaç-ilaç etkileĢimlerinin ana mekanizması enzim 

inhibisyonudur CYP450 enzim aktivitesindeki artıĢ; enzimlerin fazla miktarda 

ekspresyonuna neden olan gen dublikasyonları, kodlayıcı ya da promoter bölgedeki gen 

mutasyonları, enzimin degredasyonunu azaltan, sentezini veya aktivitesini arttıran 

ksenobiyotiklere maruz kalma gibi yollarla olabilir. CYP2D6, 2C19, 2C9, 2B6, 3A5 ve 2A6 

enzimlerinde bireyler arasında genetik polimorfizme bağlı farklı farmakogenetik genotipler 

bulunmaktadır. CYP1A1, 1A2, 2C8, 2E1, 2J2, ve 3A4 enzimlerindeki polimorfizm ise daha 

nadirdir, bu nedenle daha az öngörülebilir P450 inhibisyonu ya da indüksiyonunda en yaygın 

mekanizma ksenobiyotiklere maruz kalmadır. Birçok in vitro ve in situ çalıĢmada 

ksenobiyotik aracılıklı CYP450 enzim indüksiyonu araĢtırılmıĢtır. TavĢan karaciğer 

mikrozomlarının katalizlediği R-varfarinin 10-hidroksilasyon reaksiyonu, kinidine maruz 

kalma sonucu 25 kat artıĢ göstermiĢtir. Ġlaçlar, besinler, alkol ve sigara kullanımı, hastalıklar 

(diyabet, infeksiyon, inflamasyon, karaciğer, böbrek ve tiroid hastalıkları) gibi birçok faktör 

P450 seviyelerini ve aktivitesi etkilemektedir (361). 

CYP450 enzimlerinin birçoğu endojen metabolizmada görevliyken ksenobiyotik 

metabolizmasında rol oynayan aile sayısı sınırlıdır (362). CYP450 enzimlerinin günümüze 

kadar tanımlanan substrat sayısı 2000’dir ve bu kimyasal maddelerin % 68’i klinikte 

kullanılan ilaçlardır (308). CYP450 enzimleri, organizmadaki ana iĢlevlerine göre de 

sınıflandırılabilmektedirler. Ksenobiyotik biyotransformasyonu, yağ asidi hidroksilasyonu ve 
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steroidojenezis, D vitamini metabolizması ve retinoik asit metabolizmasında görevli CYP’ler 

ve iĢlevleri henüz aydınlatılamamıĢ olanlar olmak üzere 5 grupta incelenebilirler. 

Biyotransformasyon reaksiyonlarında katalizör rolü oynayan CYP450 enzimleri 1, 2 ve 3 

gen ailesinin üyeleridir. Bir bileĢiğin biyotransformasyonunda iki ya da daha çok CYP450 

enzimi rol alabilir. Örneğin; parasetamolün reaktif metaboliti olan NAPQI’a 

biyoaktivasyonu CYP1A2, CYP2E1 ve CYP3A4 enzimleri tarafından 

katalizlenebilmektedir. Ayrıca bir enzim aynı ilacın iki ya da daha fazla metabolik yolağında 

görev alabilir. Kinidin biyotransformasyon yolağındaki CYP3A4 aracılıklı 3-hidroksilasyon 

ve N-oksijenizasyon reaksiyonu, metoksifenaminin CYP2D6 ile O-demetilasyonu ve 5-

hidroksilasyonu bu duruma örnek olarak verilebilir. 

Ġlaçların biyotransformasyonunda önemli rolleri olan CYP450 enzimleri aĢağıda 

açıklanmıĢtır. 

CYP1A2. CYP1A ailesi, 1A1 ve 1A2 olmak üzere iki enzimden oluĢmaktadır. 

CYP1A1 karaciğerde az miktarda eksprese edilirken akciğer, plesanta ve lenfositlerde 

önemli miktarda bulunmaktadır. CYP1A2 ise ana olarak karaciğerde bulunur. Bu enzimler 

farklı kimyasal grupların bağlı olduğu aromatik halkaya sahip molekülleri biyotransforme 

ederler. Polisiklik aromatik hidrokarbonların metabolizmasında görev yapan CYP1A 

enzimleri (363) aynı zamanda bu bileĢikler tarafından indüklenebilir (364). CYP1A2 

enziminin substratları arasında kafein ve melatonin gibi doğal bileĢiklerin yanı sıra çeĢitli 

ilaçlar (parasetamol, flutamid, lidokain, olanzapin, takrin, teofilin, triamteren, zolmitran) 

bulunmaktadır (365). Enzimin ekspresyonu ve aktivitesi bireyler arası farklılıklar 

gösterdiğinden ilaç klerensinde varyasyonlar görülmektedir (366). 

CYP2C5. Sınırlı sayıda substratı tanımlanmıĢtır. Diklofenakın oksidasyon 

reaksiyonunu katalize eden enzimin potent inhibitörleri 4-metil-N-metil-N-(2-fenil-

2Hpirazol)-benzensülfonamid gibi bazı sülfafenazol türevleridir (367, 368). 

CYP2C8. Esas olarak karaciğerde bulunan, tüm CYP450 enzimlerinin % 5-7’sini 

oluĢturan ve birçok ilacın biyotransformasyonunda görev alan bir enzim ailesidir (369). 

CYP2C8 enzimleri karaciğer dıĢında beyin, over, kalp, endotel doku, böbrek, adrenal bezler, 

meme ve gastrointestinal kanalda da eksprese edilir (370). Meme kanserinde enzimin 

ekspresyon düzeyinin yüksek olması önemli bir biyogöstergedir (371). 15 alel tespit edilmiĢ 

ve bu genetik polimorfizmin ilaç tedavisinde bireyler arası farklılıkta önemli olduğu 

bildirilmiĢtir. CYP2C8*2 ve CYP2C8*3 enzimleri düĢük katalitik aktivitede olup 

CYP2C8*2 Afro-Amerikanlarda % 15, beyaz ırkta % 1 oranında, CYP2C8*3 polimorfizmi 

ise beyazların % 20’sinde görülmektedir (372). Ġlaç-ilaç etkileĢimleri açısından dikkat 
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edilmesi gereken bir enzimdir. Serivastatin kullanan hastalarda gemfibrozil tarafından 

enzimin inhibe edilmesi sonucu ölümcül rabdomiyoliz bildirilmiĢtir (373, 374).  

CYP2C8 enzimi, piyasadaki ilaçların %20’sinden fazlasının biyotransformasyonundan 

sorumludur. (375). Özellikle antineoplastik ilaç paklitaksel (taksol) olmak üzere 60’dan fazla 

antimalaryal, antidiyabetik, antiinflamatuvar ve antineoplastik ilacı (amiodaron, 

karbamazepin, serivastatin, diklofenak, ibuprofen, pioglitazon, rosiglitazon) metabolize eder. 

CYP2J2’nin yanı sıra CYP2C8 enzimi de kardiyak doku için önemlidir (376, 377). 

CYP2C9. Enzimin substratları varfarin, fenitoin, valproik asit, kandesartan, 

glibanklamid, tolbutamin, ibuprofen ve diğer NSAI ilaçlar gibi zayıf asidik grup içeren 

küçük ve hidrofobik bileĢiklerdir (378, 379). Enzim aynı zamanda kan basıncı 

regülasyonunda görev yapan araĢidonik asit gibi bazı endojen maddelerin metabolizmasında 

da rol alır (380). CYP2C9 enzimindeki polimorfizm; enzimin etkinliğini ve metabolik 

aktivitesini değiĢtirebilmekte, advers ilaç reaksiyonlarının ve toksisitenin oluĢmasına neden 

olabilmektedir (379). Varfarin, fenitoin gibi terapötik penceresi dar olan ilaçlarla tedavide bu 

durum daha da önem kazandığından tedavi sırasında hastaların izlenmesi gerekir (378). 

CYP2C19. Benzodiazepin türevi diazepamın yanı sıra omeprazol gibi proton pompası 

inhibitörleri, propanolol gibi klinikte yaygın bir Ģekilde kullanılan birçok ilaç, polimorfik 

CYP2C19’un substratıdır (381-385). 

CYP2D6. Klinikte kullanılan ilaçların % 20-25’inin biyotransformasyonunda rol 

oynayan CYP2D6, temel olarak karaciğer ve beyin dokularında eksprese edilmektedir (386). 

Enzim ayrıca böbrek, akciğer, meme ve plesanta dokularında bulunur (387). CYP2D6, 

kardiyovasküler ve santral sinir sistemi ilaçları olan lipofilik aminlerin 

biyotransformasyonunda önemlidir. Enzimin substratları arasında antiaritmikler, 

antihipertansifler, antidepresanlar ve analjezikler yer alır (388, 389). 

Enzimin ekspresyonunu ve fonksiyonunu etkileyen genetik varyasyonlar nedeniyle 

popülasyonda bireyler arası CYP2D6 polimorfizmine sık rastlanmaktadır. CYP2D6 

polimorfik enzimi için 112 alelik varyant tanımlanmıĢ ve bireyler zayıf, orta, güçlü ve çok 

güçlü metabolize ediciler olmak üzere 4 fenotipik gruba sınıflandırılmıĢtır (390). CYP2D6 

aracılıklı zayıf metabolize ediciler Beyaz ırkta % 5-7, Afrikalılar ve Afrikan-Amerikalılarda 

% 2-4, Asyalılarda ise % 1-2 oranında görülmektedir. Gen dublikasyonu nedeniyle çok güçlü 

CYP2D6 metabolizasyonu ise Etipyolalılarda % 29, Beyaz ırkta % 5-10, Afrikalılar, 

Afrikan-Amerikalılarda ve Asyalılarda % 2, Türklerde ise (Beyaz ırk) % 5-10 oranındadır. 

CYP2D6 polimorfizmi nedeniyle substratı olan ilaçların farmakokinetiğindeki değiĢiklikler 

farmakodinamik yantın farklılaĢmasına yol açmaktadır. CYP2D6 seviyelerinin hamilelik 
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döneminde artması veya böbrek hasarında azalmasına rağmen enzim indüklenebilen 

enzimler arasında sınıflandırılmamaktadır (391). 

CYP2E1. En çok karaciğerde olmak üzere böbrek, pankreas, beyin, akciğer, intestin, 

nazal epitel, kemik iliği ve lenfosit gibi birçok ekstrahepatik dokuda da eksprese 

edilmektedir. CYP450 türevi bir enzim olduğu bilinmeyen yıllarda mikrozomal etanol okside 

edici sistem olarak tanımlanan (392) CYP2E1’in parasetamol, birçok uçucu halojenli alkan 

(kloroform, karbontetraklorür, vinil klorür vb.), halojenli anestezikler (halotan, enfluran vb.), 

küçük aromatik bileĢikler (benzen, toluen, piridin, pirazol vb.), alkanlar (etan, hekzan), 

alkoller (etanol, pentanol), kolon karsinojeni azoksimetan ve birçok mutajenik/karsinojenik 

nitrözamin oluĢturan bileĢiğin biyotansformasyonunda rolü olduğu bilinmektedir (393). 

CYP2E1 aktivitesindeki bireyler arası varyasyonlar diğer CYP450 enzimlerine göre daha 

azdır. CYP2E1 geninde birçok polimorfizm saptanmıĢ ancak bunların enzimin ekspresyonu 

ya da fonksiyonu üzerinde etkili olmadığı gösterilmiĢtir (393). Ġnsan ve birçok memeli 

türünde CYP2E1 etanol, isoniazid, pirazol, aseton ve substratı olan diğer küçük moleküller 

tarafından 5-15 kat arasında indüklenebilmektedir. Diğer birçok CYP450 enzim 

indüksiyonunun aksine 2E1 indüksiyonu, transkripsiyon düzeyinde değil, translasyon ya da 

protein stabilizasyonu düzeyindedir (394).  

CYP2E1 tarafından katalizlenen birçok reaksiyon sonucu ksenobiyotikler reaktif 

metabolitlerine dönüĢürler. Knockout farelerle yapılan çalıĢmalar, CYP2E1 enziminin in 

vivo ilaç biyoaktivasyonundaki önemini ortaya koymaktadır. CYP2E1 ekspresyonu olmayan 

fareler etil karbamatın karsinojenik etkisine, benzenin miyelotoksisitesine, parasetamol 

aracılıklı hepatotoksisiteye karĢı dirençlidir (394). 

Hücrelerde ROT üretiminin kaynaklarından birisi de P450 oksidasyon 

reaksiyonlarıdır. CYP2E1, iskemi/reperfüzyon hasarı veya ksenobiyotik metabolizması 

sırasında ROT üretiminde artıĢa neden olmaktadır. Bu durum katlanmamıĢ ya da yanlıĢ 

katlanmıĢ proteinlerin birikmesiyle sonuçlanan ER stresine de neden olmaktadır (395, 396). 

ER stresindeki artıĢ kaspaz yolağının aktive olması ve apoptotik sürecin baĢlamasıyla 

sonuçlanmaktadır. 

CYP3A4. Hem endojen maddelerin (steroid hormonlar, vitamin D vb.) hem de 

ksenobiyotiklerin metabolizmasında önemli rol oynayan CYP3A4, en fazla oranda karaciğer 

ve intestinal dokuda eksprese edilmekte ve hepatik P450 içeriğinin % 40’ını oluĢturmaktadır 

(397). Siklosporin (369), makrolid grubu antibiyotikler, statinler (398), sedatifler (diazepam, 

midazolam, tiazolam), antidepresanlar (amitriptilin, imipiramin vb), antiaritmikler 

(amiodaron, kinidin, propafenon), antihistaminikler (terfenadin, asemizol, loratidin), 

kalsiyum kanal blokörleri (nifedipin, diltiazem), birçok antimikrobiyal ve proteaz 
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inhibitörleri (399) gibi piyasadaki ilaçların % 50’sinden fazlasının biyotrasformasyonunda 

görev almaktadır (397). 

Memelilerde CYP3A4 enziminin iĢlevleri ve regülasyonu büyük oranda 

aydınlatılmıĢtır. Enzim aktivitesinde bireyler arası genotipik ya da fenotipik düzeyde 

farklılıklar bulunmaktadır. CYP3A4*20, CYP3A4*22 gen varyasyonlarına sahip bireylerde 

aktivitenin normal popülasyona göre % 40-80 oranında daha az olduğu gösterilmiĢtir. Klinik 

açıdan önemli olan birçok ilaç-ilaç, ilaç-bitki ve ilaç-besin etkileĢmeleri, bireylerde CYP3A4 

inhibisyonuna ya da indüksiyonuna neden olmaktadır. Spesifik inhibitörü ketokonazol (400) 

olan CYP3A4 ayrıca eritromisin, amiodaron, kinidin, siklosporin, diltiazem, fluoksetin gibi 

birçok ilaçla inhibe olurken rifampisin, rifabutin, fenobarbital, fenitoin, karbamazepin ve St. 

John’s wort ile indüklenmektedir (401). Ġntestinal CYP3A4, ilaçların presistemik 

eliminasyonunda önemli bir enzimdir (402, 403). Greyfurt suyu içinde bulunan 

furanokumarinler, intestinal dokudaki ve enterositlerdeki izoenzimi inhibe ederler (404). 

Enzim aktivitesindeki değiĢiklikler, bu enzimin substratı olan ilaçların 

biyotrasformasyonunda artıĢ ya da azalıĢa neden olmaktadır. Bu durum ilaç ya da metabolit 

nedenli farmakolojik ya da toksikolojik yanıtın değiĢmesiyle sonuçlanmaktadır. 

 

2.5.1.2. Mitokondriyel CYP’ler 

Sitokrom P450 enzimlerinin mitokondrideki varlığı ilk kez 1964 yılında adrenal 

korteks hücrelerinde (405), daha sonraki yıllarda ise memelilerin steroidojenik organlarında 

gösterilmiĢtir (406). Mitokondriyel CYP450’ler iç membran zarına bağlı olarak 

bulunmaktadır. Mitokondriyel ve mikrozomal CYP450’ler arasındaki en önemli fark 

NADPH’dan elektron transferini sağlayan proteinlerin farklı olmasıdır. Mitokondriyel 

CYP450’ler monooksijenizasyon reaksiyonları için elektronlarını NADPH’dan matrikste 

çözünür halde bulunan iki protein aracılığıyla (adrenodoksin; ADR ve NADPH-

adrenodoksin redüktaz) almaktadırlar (407, 410). 

Mitokondriyel CYP450 sisteminin bakteriyel çözünür P450 sistemiyle (çözünür 

P450’ler, ferredoksin, NADH-ferredoksin redüktaz) benzer olduğu ileri sürülmüĢtür (411). 

Ancak hayvan hücrelerindeki mitokondriyel CYP450’lerin prokaryotik orjinli olmadığı 

düĢünülmektedir. Birçok kanıt, mikrozom tipi CYP450’nin ökaryotik hücre biyolojik evrimi 

sırasında mitokondriye girdiğini düĢündürmektedir (410, 411). Adrenodoksin; ferredoksin 

tipi bir demir-sülfür proteinidir. [2Fe–2S] grubu olan molekül, 1 elektron alıcısı ya da 

vericisi olarak görev yapmaktadır. Adrenodoksin redüktaz ise FAD içeren flavoproteindir. 

En önemli görevleri mitokondriyel CYP450’lere elektron sağlamak olan ADR ve 
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redüktazının bir diğer fizyolojik rolü ise süksinat dehidrojenaz, akonitaz gibi birçok Fe-S 

proteinin aktif grubunun oluĢumuna katkı sağlamasıdır (412). 

 

2.5.1.2.1. CYP’lerin Biyosentez Sonrası Hücre Ġçinde Hedeflendirilmesi 

Ökaryotik hücrelerde tüm P450ler nükleer DNA tarafından kodlanmaktadır. Ġnsan 

genomundaki 57 P450 geninden sadece 7 gen bölgesi mitokondriyel P450’leri 

kodlamaktadır. Enzimlerin ER ya da mitokondriye yönlendirilmesi, sentezlenen peptidin N-

terminal kısmında bulunan hedeflendirici dizi yardımıyla olmaktadır (413). Proteinin N-

terminal ucunda “mitokondri-hedeflendirici sekans” içeren CYP450’ler mitokondriye, “ER-

hedefleyici dizi” içerenler ise ER membranlarına taĢınmaktadır (408, 414). 

Mikrozomal CYP450’ler sitozolde sentezlenmenin ardından SER membranına 

bağlanırlar (415). Mikrozomal CYP450’lerdeki ER-hedeflendirici dizilerinin iki ana 

fonksiyonu bulunmaktadır; 1) yeni oluĢturulan P450 peptitlerinin ER’ye hedeflendirilmesi, 

2) katlanan CYP450 proteinlerinin SER membranlarına bağlanmasının sağlanmasıdır (409, 

416). Peptitlerin N-terminal kısmında bulunan ER-hedeflendirici dizileri uzun hidrofobik 

aminoasit zincirinden oluĢmaktadır (417). Bu diziyi sırasıyla topolojiyi belirleyen bazik 

aminoasitlerin oluĢturduğu sekans ve proteinlerin doğru katlanması için gerekli olan prolince 

zengin sekans izlemektedir (418, 419). 

Mitokondriyel CYP450’ler N-terminal ucunda sinyal dizisi içeren öncül peptitler 

olarak sitozolde sentezlenerek mitokondriyi hedeflemektedir. N-terminal ucundaki 

mitokondriyel hedeflendirici dizi; nötral ve hidrofobik aminoasitler arasında arjinin ve lizin 

gibi birkaç pozitif yüklü aminoasitten oluĢmaktadır. Öncül peptitlerdeki mitokondri 

hedeflendirici sekans iki Ģekilde aktive olmaktadır; bu mekanizmalardan ilki, sitozolik 

endoproteazlar ile enzimin ER-hedeflendirici dizisinin kesilmesi ve ikincisi olarak 

mitokondriyel hedeflendirici dizilerin aktive olmasıdır Bir diğer mekanizma ise protein 

fosforilasyonu (protein kinaz A veya C aracılığıyla) sonucu latent mitokondriyel 

hedeflendirici dizilerin aktif hale gelmesidir (416, 420). CYP1A1 proteolitik reaksiyon 

sonucu, CYP2B1 ve 2E1 ise fosforilasyon sonucu mitokondriye hedeflenmektedir (420, 

421). 

Hedeflendirici dizideki pozitif yüklü aminoasitlerin mitokondriyel dıĢ membrandaki 

the import channel of the mitochondrial outer membrane (TOM40) ve diğer dıĢ membran 

protein komplekslerinin negatif yüklü kısımlarıyla etkileĢmesi sonucu enzimin mitokondriye 

giriĢi sağlanır. CYP enzimleri iç membrandaki kanal proteinleri aracılığıyla matrikse 
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geçerler. Matrikse gelen öncül protein genellikle mitokondriye spesifik metaloproteazlar 

tarafından yıkılır, ana protein yapısı oluĢur ve iç membrana bağlanır (422). 

CYP1A1 enziminin mitokondri ve ER’ye hedeflendirilmesinde farklı N-terminal 

dizileri ve aktivasyon mekanizmaları görev almaktadır (421-424). ER’de bulunan CYP1A1, 

N-terminal ucunda ER hedeflendirici sinyal içerirken, 33-48 aminoasitleri arası iç sekans 

proteini mitokondriye hedeflemek için bilgi sağlar. Fare ve sıçanlarda yapılan çalıĢmalarda 

eksprese edilen Cyp1A1 enzimlerinin % 25’ine ER hedeflendirici dizisinin eklenmediği ve 

bu enzimlerin mitokondriye hedeflendiği gösterilmiĢtir. Mitokondriye hedeflendirilmesi için 

sitozolde enzimin 33-48. aminoasitler arasında bulunan gizli mitokondriyel sekansının 33. 

aminoasitten serin endoproteazla aktive olması gereklidir, bu durum insan dahil tüm 

memelilerde aynıdır (425). Sıçanlarda daha az miktarda +5/1A1 saptanırken, +33/1A1 (MT-

CYP1A1) ise en baskın 1A1 olarak gösterilmiĢtir (421-424, 426). Proteinin mitokondriye 

girmesi için sitozolik Ģaperonlar Hsp70 ve Hsp90, mitokondriyel dıĢ membran TOM 

reseptörleri ve kanal proteinleri gereklidir (427). 

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarla (PAH) ile indüklenebilen CYP1 ailesinin bir 

diğer üyesi olan CYP1B1 de N-terminal ucundaki gizli sekans ile mitokondriye 

hedeflendirilir. CYP1A1 enzimine benzer olarak enzimin pozitif yüklü 41-48 aminoasit 

dizisi sitozolik serin proteazlarla etkileĢir ve aktifleĢir (428, 429). 

Ġnsan karaciğer dokusunda yapılan bir çalıĢmada hem uzun zincirli hem de N-

terminalden kesilmiĢ CYP2C8 (varyant 3) enzimleri saptanmıĢtır. RT‐PCR ve modelleme 

çalıĢmalarıyla iki enzimin hem bağlama bölgelerinin hemen hemen aynı olduğu, kısa 

enzimin (wild‐type; WT) N‐terminal ucundaki 102. aminoasitten kesildiği, bu izoformun 

yüksek oranda (WT’den 3 kat daha fazla) mitokondriyi hedeflediği ve enzimlerin substrat 

seçiciliğinin farklı olduğu gösterilmiĢtir (430). 

CYP2D6 enziminin mitokondriye hedeflendirilmesinde gizli mitokondriyel sinyalin 

Ser‐148 konumundan protein kinaz A tarafından fosforilasyonu rol oynamaktadır. N-terminal 

kısmının 23-33 aminoasitleri arası kimerik sinyal dizisi taĢır ve bu dizinin pozitif yüklü 24, 

25, 26, 28 ve 32. aminoasitleri mitokondriye hedeflendirme için önemlidir (67, 431, 432). 

CYP2B1 enziminin ER ve mitokondriye hedeflendirilmesinde cAMP‐bağımlı 

fosforilasyon rol oynamaktadır. Ser‐128 konumundan protein kinaz A aracılı fosforilasyon 

sonucu enzim mitokondriye girer (433). 

CYP2E1 enzimi de N-terminal Ser‐129 konumundan protein kinaz A aracılı 

fosforilasyon sonrası kriptik dizinin (N-terminal 21-31) aktivasyonu sonucu mitokondriye 
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girer. Fosforilasyon iki enzimin de Hsp70/Hsp90 Ģaperonlara afinitesini ve TOM40 

kompleksine bağlanmasını artırır ve böylece mitokondriye giriĢlerini kolaylaĢtırır. CYP2E1 

enzimin N-terminal kısmındaki mutasyonlar sonucu enzimin hücresel konumu değiĢir, 

fizyolojik ve patofizyolojik değiĢiklikler oluĢur. CYP2E1 enzimindeki tek nükleozid 

mutasyonları (L32N, W30R, W23R, W23/30R) sonucu oluĢan mutant enzimler ER’yi 

hedeflerler (410, 434, 435). 

 

2.5.1.2.2. Endojen Metabolizma ve Ksenobiyotik Metabolizmasında 

Mitokondriyel CYP’lerin Rolleri 

Mitokondriyel CYP enzimleri memelilerde endojen steroid metabolizmasında 

görevlidir. Adrenal korteks, gonad ve over mitokondrilerinden üç farklı P450 (11A, 11B1 ve 

11B2) izoziminin saflaĢtırılması sonucu bu enzimlerin adrenal ve seks hormonlarının 

sentezindeki rolleri gösterilmiĢtir. Memeli steroidojenik organlarında steroid hormon 

sentezinde hız kısıtlayıcı basmakta mitokondriyel CYP11A rol almaktadır (436, 437). 

Andersson ve ark.’nın 1989 yılında yaptıkları çalıĢmada, karaciğerde kolestrolden safra 

asitlerinin sentezinde CYP27A izoenziminin rol oynadığı (438) bildirilmiĢ, ilerleyen yıllarda 

ise bu izoenzimin mitokondrilerde olduğu gösterilmiĢtir (439, 440). 

Vitamin D, D2 ve D3’ün aktif formlara metabolik dönüĢümü iki mitokondriyel enzim 

(CYP27A ve 27B) tarafından gerçekleĢtirilmektedir. CYP27A, D vitamininin karaciğerde 

25-hidroksilasyonunu, CYP27B ise böbrekte 25-hidroksivitamin D3’ün 1α-

hidroksilasyonunu (D vitaminin aktivasyonu) katalizlemektedir (441, 442). 25-

hidroksivitamin D3’ün 1α,25-dihidroksivitamin D3’e dönüĢümü, böbrek mitokondrilerinde 

CYP24A tarafından gerçekleĢtirilmektedir (443). 

Tablo 2’de mitokondriyel CYP450 enzimleri ve endojen metabolizmadaki bilinen rolleri 

özetlenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 



 48 

Tablo 2. Mitokondriyel P450 enzimlerinin endojen metabolizmadaki rolleri ve bulundukları dokular 

P450 Endojen görev Doku 

11A Kolesterolden pregnenol oluĢumu 

Adrenal korteks, 

gonadlar 

 (436,437) 

11B1 11-deoksikortizolün kortizole 11-β hidroksilasyonu 
Adrenal korteks 

(436,437) 

11B2 11-deoksi-kortikosterondan aldosteron sentezi 
Adrenal korteks 

(436,437) 

24A 25-hidroksivitamin D3’ün 24-hidroksilasyonu 
Böbrek 

(443) 

27A 
Vitamin D3’ün 25-hidroksilasyonu 

Kolesterolün 27-hidroksilasyonu 

Karaciğer, böbrek 

(441,442) 

27B 25-hidroksivitamin D3’ün 21α-hidroksilasyonu 
Böbrek 

(441,442) 

 

 

Mitokondriyel CYP450’lerin endojen steroid ve D vitamini metabolizmasındaki rolleri 

kanıtlanmasına rağmen ksenobiyotik biyotransformasyonundaki rolleri tartıĢmalıdır. 

1980’lerin baĢında izole karaciğer ve böbrek mitokondrilerinin metabolizasyon kapasitesi 

olabileceği bildirilmiĢ olmasına karĢın veriler çok ikna edici değildir (68, 69). 

Bazı CYP450 enzimleri, mikrozom ve mitokondriyi ayrı ayrı hedeflerler. CYP1A1, 

2A, 2B1, 2C, 2E1, 3A, 2D6 gibi ilaç biyotransformasyonunda görevli izozimlerin 

mitokondrilerde de bulunduğu çeĢitli çalıĢmalarda bildirilmiĢtir (423, 444-449). 

Sıçan karaciğer, beyin, akciğer dokularının mitokondrilerinde Cyp1A1 varlığı 

immunoblotlama yöntemiyle ve enzimin metabolik açıdan kapasitesi ise N-demetilasyon 

reaksiyonu ile gösterilmiĢtir (410, 416, 421, 435). 

COS-7 hücrelerinin kullanıldığı bir çalıĢmada mitokondriyel CYP1A1 aktivitesi; 

etoksirezorufin O-dealkilasyon (EROD), CYP2B1 aktivitesi; benzoksirezorufin O-

dealkilasyon (BROD), nitrozodimetilamin N-demetilaz aktivitesi (NMDA), CYP3A 

aktivitesi ise eritromisin N-demetilaz (ERND) aktivite ölçümleri ile gösterilmiĢtir (420). 

Bir baĢka çalıĢmada sıçan karaciğer mitokondrilerinde yine EROD ve BROD 

aktivitelerinin varlığı bildirilmiĢtir. Ayrıca sıçanların bir kısmına fenobarbital ve β-

naftoflavon uygulanmıĢ ve mitokondriyel CYP’lerin de mikrozomal eĢdeğerleri gibi 

indüklenebilir oldukları kanıtlanmıĢtır (408). 

Farelerle yapılan bir çalıĢmada mitokondriyel Cyp1A1’in eritromisin, morfin, 

lidokainin yanı sıra bazı kardiyak ve antipsikotik ilaçların (diazepam, imipiramin, 



 49 

amitriptilin) N-demetilasyonunu katalize ettiği gösterilmiĢ ancak aynı reaksiyonlar 

mikrozomal Cyp1A1 ve elektron sağlayıcı olarak NADPH-sitokrom P450 redüktaz 

tarafından katalize edilmemiĢtir. Bu substratlar mikrozomal CYP2D6 ve CYP3A2’nin ana 

substratları olduğundan dolayı mitokondriyel CYP1A1’in mikrozomal forma göre farklı 

fizyolojik ve metabolik rolleri olduğu sonucuna varılmıĢtır (408, 416, 450, 451). Bu örnekte 

de görüldüğü gibi mitokondriye hedeflenen CYP enzimleri ile mikrozomal eĢdeğerlerinin 

substratları farklı olabilmektedir. Mikrozomal CYP1A1 substratları olan benzo-α-piren 

(B[a]P) ve 2,3,7,8‐tetraklorodibenzo‐p‐dioksinin (TCDD) ise mitokondriyel CYP1A1 

tarafından çok fazla metabolize edilmediği bilinmektedir. Mikrozomal eksprese eden 

transgenik fareler B[a]P toksisitesine daha duyarlı iken, mitokondriyel CYP1A1 

ekspresyonunun olduğu farelerde toksisite daha az gözlenmiĢtir (428, 429, 452-454). 

Mitokondriyel CYP1B1 enzimleri, PAH ile indüklenen akciğer toksisitesinde 

önemlidir. Farelerle yapılan bir çalıĢmada wild-type (WT) ve transgenik (CYP1B1 geni 

susturulmuĢ) fareler kullanılmıĢ, özellikle sigara dumanında bulunan çevresel karsinojen 

B[a]P uygulaması yapılmıĢtır. Akciğerde mitokondriyel toksisite göstergesi olarak oksijen 

tüketimi ve mitokondriyel ROT düzeyleri ölçülmüĢtür (428). WT farelerde ciddi 

mitokondriyel toksisite oluĢurken, transgenik hayvanlarda hasarın çok az olduğu 

gösterilmiĢtir. Aynı çalıĢmada mitokondriyel Cyp1B1 hedeflendirilmesi baskın ve ER 

hedeflendirilmesi baskın olmak üzere iki ayrı hücre hattı kullanılmıĢtır. B[a]P ve TCDD 

uygulanması sonucu birinci grup hücrelerde mtDNA miktarının çok daha fazla miktarda 

azaldığı tespit edilmiĢtir (428). 

HepG2 hücreleriyle yapılan bir çalıĢmada mitokondride kısa peptid zincirli CYP2C8 

enziminin WT enzime göre çok daha fazla miktarda olduğu ancak, az miktarda da olsa 

mitokondrilerde WT enzimin de bulunduğu gösterilmiĢtir. Hücrelerden mikrozomal ve 

mitokondriyel fraksiyonlar elde edilmiĢ ve metabolit oluĢumları sıvı kromatografisi-kütle 

spektrometresi (LC-MS) ile saptanmıĢtır. Paklitaksel 6-hidroksilasyonunun hem mikrozomal 

hem de mitokondriyel WT tarafından katalize edildiği, mitokondrilerde daha baskın olarak 

bulunan kısa zincirli enzim tarafından ise daha az katalize edildiği gösterilmiĢtir. 

Mitokondriyel formun araĢidonik asit metabolizmasında rol aldığı bildirilmiĢtir. AraĢidonik 

asit inkübasyonu sonucu varyant 3 enzimini daha çok eksprese eden HepG2 hücrelerinde 

ROT üretiminin ve mitokondriyel solunum hasarının daha fazla olduğu gösterilmiĢtir. Bu 

nedenle mitokondriyel CYP2C8’in ilaç toksisitesinde önemli olabileceği ileri sürülmüĢtür 

(430). 

Sangar ve ark. 2009 yılında yaptıkları bir çalıĢmada, mikrozomal CYP2D6 enzimin 

spesifik substratı olan 7-metoksi-4-(aminometil)kumarin (MAMC) kullanarak insan 
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karaciğer mitokondrilerinde CYP2D6 enziminin iç membranda bulunduğunu ve metabolik 

aktivitesinin de olduğunu göstermiĢlerdir. MAMC’ın insan karaciğer mitokondriyel 

CYP2D6 ile 7-hidroksi-4-aminometilkumarine (HAMC) O-demetilasyonu spektroflorimetrik 

olarak ölçülmüĢtür. Ayrıca, yine aynı çalıĢmada WT CYP2D6 hücre hattından izole edilen 

mitokondrilerde CYP2D6 enzimi tarafından katalize edilen bufuralolun 1-hidroksibufuralole 

oksidasyon reaksiyonu LC-MS yöntemiyle gösterilmiĢtir (67). 

COS-7 fibroblast hücreleriyle yapılan bir çalıĢmada hücrelerden mitokondri ve 

mikrozomal fraksiyonlar elde edilerek bufuralol ve MPTP inkübasyonları gerçekleĢtirilmiĢ 

ve metabolitler LC-MS ile saptanmıĢtır. Mitokondriyel CYP2D6’nın bufuralol 

biyotransformasyonunda ve MPTP’nin Kompleks I aktivitesini inhibe eden MPP
+
 piridin 

iyonuna oksidasyonunu katalize ettiği gösterilmiĢtir (455). 

CYP2E1’in % 40’ının protein kinaz A tarafından fosforilasyonu sonucu mitokondrinin 

iç membranına yerleĢtiği, mitokondriyel izoenzimlerin de katalitik olarak aktif olduğu ve 

endojen metabolizma sırasında oksidatif streste artıĢa neden oldukları bildirilmiĢtir (456). 

Mitokondriyel CYP2E1’in mikrozomal izoenzime göre oksidatif stres oluĢturma 

potansiyelinin daha fazla olduğu bilinmektedir. Yüksek dozdaki etanolün mitokondriyel 

CYP2E1 aracılıklı metabolizması, COS-7 ve HepG2 hücre hatları kullanılarak araĢtırılmıĢ, 

bu çalıĢmada WT ile mutant hücrelerdeki mitokondriyel etanol toksisitesi incelenmiĢtir. 

W23/30R mutasyonu nedeniyle CYP2E1 daha çok mitokondriye, daha az mikrozoma 

hedeflenir. Bu hücrelerin etanol toksisitesine daha duyarlı olduğu bulunmuĢtur. Bu 

hücrelerde ROT üretiminin arttığı, oluĢan oksidatif stres nedeniyle sitokrom c oksidaz 

enziminin iĢlevselliğini yitirdiği, OCR’nin azaldığı ve sitotoksisite oluĢtuğu gösterilmiĢtir. 

CYP2E1 enziminin daha çok mikrozomu hedeflediği L32N içeren hücrelerde ise etanol 

toksisitesine karĢı duyarlılığın daha az olduğu gösterilmiĢtir (434, 457, 458). 

 

2.6. ÇalıĢılan Ġlaçlar 

2.6.1. Klozapin 

Klozapin, atipik antiĢizofrenik bir ilaçtır. Klinik kullanımda hastaların %2’sinde 

nötropeni ve agranülositoz gibi oldukça ciddi toksik etkilere neden olmasına karĢın birtakım 

klinik üstünlükleri bulunmaktadır (459); diğer Ģizofreni ilaçlarına yanıt vermeyen olgularda 

klozapin ile çok iyi sonuç alınmaktadır, ayrıca klozapin Ģizofreni hastalarında gözlenen 

intihar eğilimini önemli derecede azaltmaktadır (460-462). 
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Klozapinin terapötik plazma konsantrasyonu 0.3 - 0.8 µg/mL (0.9 - 2.5 µM), toksik 

plazma konsantrasyonu ise 0.9 µg/mL (2.7 µM)’dir (463). Organizmada klozapinin sadece 

%0.12’si değiĢmeden atılır (464), yani yüksek oranda metabolize olur. Ana 

biyotransformasyon yolakları sırasıyla CYP450 aracılıklı N-demetilasyon, N-oksidasyon ve 

aromatik halka hidroksilasyonudur (465-467). Bu reaksiyonlar sonucu klozapinin iki stabil 

metaboliti olan N-desmetilklozapin (norklozapin; NorKLZ) ve klozapin-N-oksit 

oluĢmaktadır (468-474). Bu stabil metabolitlerin oluĢumu CYP1A2 ve CYP3A4 enzimleri 

tarafından katalize edilir. Yapılan in vivo bir çalıĢmada klozapinin NorKLZ ve KLZ-N-

oksit’e dönüĢümünde en önemli payın CYP1A2 enzimine ait olduğu bildirilmiĢtir (475). 

Ayrıca polimorfik enzim CYP2D6 ve 2C19’un da stabil metabolit oluĢumuna katıldığı 

düĢünülmesine rağmen (474, 476) daha sonraki yıllarda yapılan bir çalıĢmada bu enzimlerin 

düzeyleri ile metabolit oluĢumu arasında bir iliĢki saptanamamıĢtır (477). Klozapinin reaktif 

metabolitleri klozapin nitrenyum ve iminyum iyonlarının ilaçla gözlenen advers 

reaksiyonların nedeni olduğu düĢünülmektedir. CYP enzimleri aracılıklı klozapin 

biyoaktivasyonu sonucunda elektrofilik nitrenyum ve iminyum iyonları oluĢmaktadır (478-

482). Klozapinin, NorKLZ’in ve KLZ-N-oksit’in piperazin halkalarının dehidrojenasyonu 

sonucunda oluĢan iminyum iyonunun in vitro mikrozomal inkübasyon ortamında sert 

nükleofilik madde siyanür ile, reaktif nitrenyum iyonunun ise yumuĢak nükleofilik madde 

GSH ile konjugatı oluĢturularak kimyasal yapıları tanımlanmıĢtır (482-484). Piperazin 

halkasından azot-metilen zincirinin farklı bölgelerinin dehidrojenasyonu sonucunda iki farklı 

iminyum iyonu oluĢabilmektedir. Klozapin biyoaktivasyonunda hangi CYP450 enzimlerinin 

daha etkili olduğunun araĢtırıldığı bir in vitro çalıĢmada ilaç, rekombinant insan karaciğer 

enzimleri ile inkübe edilmiĢ ve CYP3A4 ile CYP2D6’nın nitrenyum iyonu oluĢumunda en 

yüksek aktivite gösterdikleri belirlenmiĢtir. Enzimlerin spesifik inhibitörlerinin inkübasyon 

ortamlarına eklenmesiyle en önemli rolün CYP3A4 enziminde olduğu, çalıĢılan 100 farklı 

insan karaciğer mikrozomlarında bu enzim aktivitesinin yüksek bir varyasyona sahip olduğu 

gözlenmiĢtir (485). 

Klozapinin reaktif metabolitlerinin detoksifikasyonunda GST enzimlerinin rollerinin 

araĢtırıldığı bir çalıĢmada dört rekombinant GST enzimi varlığında (hGST A1-1, hGST M1-

1, hGST P1-1, and hGST T1-1) klozapin, mutant BM3 P450 102A1M11H enzimi ve sıçan 

karaciğer mikrozomlarıyla inkübe edilmiĢtir. Daha önce yapılan çalıĢmalarda GST enzimleri 

yokluğunda klozapinin nitrenyum iyonunun GSH ile konjugasyonundan kaynaklanan üç ayrı 

GSH konjugatı tespit edilmiĢtir. hGST P1-1, hGST M1-1 ve hGST A1-1 varlığında tüm 

GSH konjugasyonu artarken, en yüksek konjugat miktarının hGST P1-1 varlığında oluĢtuğu 

gösterilmiĢtir. Polimorfik hGST T1-1 enziminin ise konjugasyonda rolü bulunmamaktadır. 

Bu çalıĢmadaki önemli bir gözlem GST enzimlerinin varlığında reaktif metabolitin GSH ile 
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farklı regioselektif konjugatlar oluĢturmasıdır. Daha önce in vivo olarak gösterilen iki yeni 

GSH konjugatı inkübasyon ortamlarında oluĢturulmuĢ, bu konjugasyon reaksiyonlarının en 

çok hGST P1-1 tarafından katalize edildiği gösterilmiĢtir (481). 

Klozapin kullanan hastalarda metabolik bozukluklar, hepatotoksisite ve hayati öneme 

sahip agronülositoz, nötropeni ve kardiyotoksisite gibi advers etkiler görülebilmektedir 

(486). Klozapin kullanımı sırasında oluĢan agranülositoz nedeniyle hastaların kan tablosu 

rutin olarak kontrol edilir, gerektiği durumlarda tedaviye ara verilerek baĢka bir ilaca geçilir 

ve kan tablosunun düzelmesi beklenir. Bu yan etkinin altında yatan mekanizmanın 

klozapinden faz I biyotransformasyonu sonucu oluĢan elektrofilik nitrenyum iyonunun 

nötrofillerde hücre ölümüne yol açması olduğu düĢünülmektedir (487). “Klozapini 

nitrenyum iyonuna okside eden miyeloperoksidaz enziminin kemik iliğinde fazla miktarda 

bulunması” kemik iliğinin hedef olmasını açıklanmaktadır. Diğer ileri sürülen mekanizmalar 

ise hipersensitivite ve genetik yatkınlıktır (488). Bu hipotezlerin hiçbiri yeterince ikna edici 

biçimde deneysel verilerle desteklenememiĢtir. 

Klozapin tedavisi sırasında hastaların % 37’sinde hafif hepatotoksisite oluĢurken bu 

hastaların sadece % 0.06’sında karaciğer hasarı ilerlemektedir (489). Hepatotoksisitenin 

altında yatan mekanizmanın bir önceki paragrafta vurgulandığı gibi CYP enzimleri aracılıklı 

reaktif metabolit oluĢumu olduğu düĢünülmektedir (468, 478, 487, 490). Toksisite 

oluĢturmada temel olarak reaktif nitrenyum iyonu rol oynasa da (478) iminyum iyonunun da 

payı olabileceği gözardı edilmemelidir (482-484). Ġnsan karaciğer dokusunda klozapin 

mikrozomal biyoaktivasyonundan sorumlu temel enzim olan CYP3A4 (485) yanında 

CYP2D6 ve CYP2C18’in ise çok daha az olmakla beraber katkı sağlayabilecekleri ileri 

sürülmüĢtür (468). 

Klozapinin yine az karĢılaĢılan ancak yüksek oranda ölümle sonuçlanan bir baĢka 

toksik etkisi ise kardiyomiyopati ve miyokardit Ģeklinde ortaya çıkan kalp toksisitesidir. 

Klozapin tedavisi uygulanan hastaların % 1-3’ünde miyokardit (491, 492) ve % 0.02-

0.1’inde kardiyomiyopati (493) oluĢmaktadır. FDA verilerine göre 1989-1999 yılları 

arasındaki 10 yıl sürecinde klozapin kullanımına bağlı 28 miyokardit (18 ölüm) ve 41 

kardiyomiyopati (10 ölüm) vakası kaydedilmiĢtir (494). Miyokardit ve kardiyomiyopati riski 

klozapin kullananlarda genel toplama kıyasla sırasıyla 2000 ve 5 kat daha fazladır (495). 

Ölümcül de olabilen kardiyotoksisik etkinin mekanizması tam olarak anlaĢılamamıĢtır. 

Klozapin tedavisi noradrenalin, adrenalin gibi katekolaminlerin plazma düzeylerini 

artırmaktadır (496). AĢırı miktarda katekolamin salınımı sonrası oluĢan miyokardiyal iskemi 

ROT düzeylerinin artıĢına neden olur. Ġndüklenen oksidatif stresin DNA hasarına ve hücre 
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canlılığının kaybına neden olabileceği ileri sürülmüĢtür (497), ancak deneysel verilerle 

desteklenmemiĢtir. 

Mekanizmayı aydınlatmaya yönelik yapılan bir çalıĢmada sıçan kalbinden elde edilen 

mikrozomal fraksiyon, klozapin ile in vitro koĢullarda inkübe edilmiĢ ve reaktif nitrenyum 

iyonu oluĢumu gösterilmiĢtir (498). Ancak bu veri dolaylı bir parametre ölçümü ile elde 

edilmiĢtir ve klozapine bağlı bu etkinin neden hastaların küçük bir kısmında (% 1.2) ve 

neden kalpte ortaya çıktığı açıklanamamıĢtır. Klozapin biyoaktivasyonundaki bireyler arası 

farklılığın nedenlerinin ilaç biyoaktivasyonunda görevli olan CYP3A4 ve diğer CYP’ler ile 

detoksifiye edici GST enzimlerinin genetik polimorfizmi, ksenobiyotik aracılıklı enzim 

indüksiyonü ya da inhibisyonu olabileceği bildirilmiĢtir (485). 

Klozapin tedavisi sırasında hastalarda hiperglisemi, dislipidemi, metabolik sendrom, 

obezite ve diyabet gibi metabolik bozukluklar gözlenmektedir. Klozapinin neden olduğu 

metabolik advers etkileri açıklayan çeĢitli mekanizmalar önerilmiĢtir; klozapin ya da reaktif 

metabolitlerinin yağ asidi metabolizmasını ve oksidatif fosforilasyonu bozarak 

mitokondriyel hasara neden olmaları, piruvat kinaz, malat dehidrogenaz gibi mitokondriyel 

proteinlerin oksidasyonuna yol açarak enerji metabolizmasını bozmaları bu hipotezlerden 

bazılarıdır. Sıçan ve fare beyin dokularında yapılan çalıĢmalarda klozapinin enerji 

metabolizmasını, süksinat dehidrogenaz ve sitokrom C oksidaz gibi ETC proteinlerinin 

ekspresyonunu değiĢtirerek mitokondriyel iĢlevleri bozduğu bildirilmiĢtir (499-503). 

Diyabet, insülin direnci gibi metabolik bozuklukları olan hastalarda mitokondriyel fonksiyon 

bozuklukları saptanmıĢtır. Bu hastalarda oksidatif fosforilasyonun bozulduğu, mitokondri 

morfoloji ve sayısının değiĢtiği, kas hücrelerinde mitokondriyel dinamiğin bozulduğu ve 

oksidatif stresin indüklendiği gösterilmiĢtir (504-506). Adiposit, miyoblast, hepatosit ve 

monosit hücre hatları kullanılarak yapılan bir çalıĢmada hücreler 25, 50 ya da 75 µM 

klozapin ile 24 saat inkübasyonun ardından analiz edilmiĢ, mitokondri morfolojilerinin 

değiĢtiği, fizyonun ve mitokondriyel matriks hacimlerinin arttığı gözlenmiĢtir. Mitokondriyel 

membran potansiyeli değiĢmiĢ, 75 µM dozda membran potansiyelinde istatistiksel olarak 

önemli derecede azalma kaydedilmiĢtir. Ayrıca ATP üretiminin etkilendiği, 75 µM doz 

düzeyinde % 60-80 arasında ATP içeriğinin azaldığı bulunmuĢtur (507). Bu nedenlerle 

klozapinin insüline duyarlı hücrelerde mitokondriyel iĢlev bozukluklarına yol açarak 

metabolik sendroma neden olduğu düĢünülmektedir. 

Metabolik bozukluklar dıĢında klozapinin diğer advers etkilerinin oluĢumunda da 

mitokondriyel toksisitenin önemli bir mekanizma olabileceği düĢünülmektedir. Bu nedenle 

klozapin ve/veya metabolitlerinin mitokondriye etkisinin araĢtırıldığı çalıĢmalar aĢağıda 

özetlenmiĢtir; 
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Maurer ve Möller tarafından 1997 yılında yapılan bir çalıĢmada klozapinin insan 

beyin dokusundan izole edilen mitokondrilerde Kompleks I aktivitesini 0.5 mM 

konsantrasyonda inhibe etmeye baĢladığı ve 10 mM dozda ise inhibisyonun % 70 olduğu 

gösterilmiĢtir (187). 2003 yılında yapılan baĢka bir çalıĢmada klozapinin 200 µM dozda C6 

astroglial (astosit benzeri) hücre hattında Kompleks I’i % 25 oranında inhibe ettiği ve oksijen 

tüketiminde de % 18 oranında azalmaya neden olduğu bulunmuĢtur (508). Ayrıca, 28 hafta 

boyunca klozapin kullanan 21 hastanın mononükleer kan hücrelerinde klozapin kullanımı ile 

Kompleks I inhibisyonu arasında iliĢki olduğu gözlenmiĢtir (503). 

2012 yılında Nadanaciva ve ark., klozapinin oksijen tüketimine etkisini HepG2 hücre 

hattında araĢtırmıĢlardır. 300 µM’a kadar test edilen klozapin, Kompleks I inhibisyonu 

yapmıĢ ancak oksijen tüketiminde değiĢikliğe neden olmamıĢtır (509). 

Sıçanlarda yapılan bir çalıĢmada 25 mg/kg dozda klozapin 28 gün boyunca i.p. yolla 

uygulanmıĢ ve sürenin sonunda sıçanların beyin dokularında çeĢitli enzimlerin aktiviteleri 

ölçülmüĢtür. Striatum bölgesinde mitokondriyel süksinat dehidrogenaz enzim aktivitesinde 

önemli derecede inhibisyon gözlenmiĢtir (502). 

Bir baĢka çalıĢmada sıçanlara 38 gün boyunca 45 mg/kg/gün dozda i.p klozapin 

uygulanması sonucu serebral korteks ve serebellumda altı mitokondriyel oksidatif 

fosforilasyon protein (ADH dehidrojenaz alfa 1-alt ünite 10, NADH dehidrojenaz 

flavoprotein 2, NADH dehidrojenaz Fe-S protein 3, F1-ATPaz beta alt ünitesi, ATPaz-H
+
 

transport proteini; beta 56/58 kDa-izoform 2, ATPaz-H
+
 transport proteini V1 alt ünite A) 

düzeyinin Western blot analizi sonucunda azaldığı gösterilmiĢtir (501). 

 

2.6.2. Parasetamol  

Parasetamol terapötik dozlarda kullanıldığında oldukça güvenli bir analjezik ve 

antipiretik ilaçtır. Ancak terapötik dozların üzerinde alınması durumunda çoğunlukla 

ölümcül olan hepatosellüler nekroz ve akut karaciğer hasarına yol açmaktadır (510, 511). 

Parasetamol intoksikasyonu günümüzda akut karaciğer hasarının en sık nedenidir. Kronik 

alkol kullanımı ve polifarmasi genellikle CYP enzimlerinin aktivitesinin artmasına, aĢırı 

alkol kullanımına bağlı malnütrisyon ise karaciğerdeki tiyol seviyesinin düĢmesine neden 

olduğu için alkoliklerde ya da çoklu ilaç kullanan bireylerde terapötik dozlarda bile (3-4 

g/gün) parasetamol hepatoksisitesi görülebilmektedir (512). Parasetamolün terapötik plazma 

konsantrasyonu 2.5 - 25 µg/mL (17- 170 µM), toksik plazma konsantrasyonu ise 75 µg/mL 

(510 µM)’dir (463). Parasetamolün neden olduğu hepatotoksisitede önemli derecede bireyler 

arası farklılıklar söz konusudur. Parasetamol biyoaktivasyonunda rol oynayan 
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enzimlerindeki (özellikle CYP2E1, CYP3A4, CYP1A2) ve faz II enzimlerdeki (UDP-

glukroniltransferaz, sülfotransferaz, glutatyon-S-transferaz) genetik polimorfizm ve 

fenotipik farklılıklar bireyler arası farklılıkları açıklamaktadır (513, 514). 

Karaciğer toksisitesinde en çok etkilenen bölüm, CYP içeriğinin yani biyoaktivasyon 

kapasitesinin fazlalığı nedeniyle sentrolobüler bölgedir (Zon 3). Çok yüksek dozlarda ise 

Zon 1 ve Zon 2’de de nekroz görülmektedir. Karaciğer toksisite mekanizması, 

parasetamolün biyotransformasyonu ile iliĢkilidir. Terapötik dozlarda vücuda giren 

parasetamol baĢlıca glukronidasyon (%60) ve sülfatasyon (%35) sonucu, %1 oranında ise 

değiĢmeden idrarla atılır. %4 oranında ise ana olarak CYP2E1 ayrıca CYP3A4, CYP1A2 

enzimleri aracılığı ile elektrofilik metaboliti olan NAPQI’a okside olur. NAPQI, GSH ile 

konjuge olarak detoksifiye edilir. Ancak doz aĢımı durumunda hücresel GSH ve sülfat 

depoları tükeneceğinden dolayı serbest kalan NAPQI, baĢta mitokondriyel proteinler olmak 

üzere birçok hücresel proteine bağlanarak toksisite yolağını baĢlatır (515, 516). 

Yüksek doz parasetamol maruziyetinde karaciğer toksisitesinin yanı sıra hastaların % 

1-2’lik kısmında böbrek toksisitesi de gözlenmektedir (517). Parasetamole bağlı 

nefrotoksisite mekanizmasının hepatotoksisite mekanizmasından farklı olabileceği 

düĢünülmektedir. Bunun nedenleri; böbrek toksisitesinin karaciğer hasarından bağımsız 

olarak da geliĢebilmesi (518, 519), karaciğeri çıkarılmıĢ farelerde ya da in vitro böbrek 

modellerinde de nefrotoksisite gözlenmesi (520, 521) ve parasetamole bağlı karaciğer 

hasarının antidotu olan N-asetilsisteinin böbrek toksisitesini engellememesi hatta artırmasıdır 

(522). Böbrekte karaciğerden farklı olarak fazla miktarda bulunan prostaglandin 

endoperoksit sentetaz (PTGS) enziminin NAPQI oluĢumunu katalize etmesinin yanı sıra N-

asetil-p-benzosemikinonimin serbest radikalinin olıuĢumuna da neden olmasının parasetamol 

aracılıklı böbrek toksisitesinde rolü olduğu düĢünülmektedir (523). Fischer F344 

sıçanlarında parasetamolün ve NAPQI’ın böbrekte deasetilasyon sonucu p-aminofenole 

(PAP) dönüĢtüğü gösterilmiĢtir. PTGS enzimi nedeniyle parasetamolün bu dönüĢüme daha 

fazla uğradığı bulunmuĢtur. Parasetamol tedavisi sonrası insanların idrar örneklerinde PAP 

ve metabolitlerinin saptanması, bu oksidasyon reaksiyonunun insanlarda da gerçekleĢtiğini 

göstermektedir. 2005 yılında Parasetamol-SG konjugatının GI kanal ve böbrekte yıkımı 

sırasında oluĢan Parasetamol-sistein konjugatının renal toksisitede payı olabileceği öne 

sürülmüĢtür. Sistein konjugatının γ-Glutamil döngüsüne girmesi sonucu GSH depolarının 

tükeneceği ve bu nedenle toksisite oluĢabileceği düĢünülmektedir (524-526). 

Son yıllarda insanlarda parasetamol hepatotoksisitesinde mitokondriyel hasar ve 

nükleer DNA fragmentasyonunun gerçekleĢtiğine dair bulgular elde edilmiĢtir (527). Yüksek 

miktarda NAPQI oluĢumu sitozolik ve mitokondriyel GSH’ın azalmasına neden olur. Serbest 
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kalan NAPQI baĢta süksinat dehidrogenaz (Kompleks II) olmak üzere yağ asidi 

oksidasyonunda da görev alan diğer bazı mitokondriyel proteinlere bağlanarak oksidatif stres 

ve mitokondriyel solunum hasarı oluĢturur (528). Oksidatif fosforilasyonun bozulması 

sonucu ATP üretimi azalır, mitokondri fonksiyonları bozulur (529, 530). 

Parasetamol toksisitesinde ROT üretiminin önemli bir neden olduğu bilinse de 

deneysel çalıĢmalar süperoksit anyonunun NO ile reaksiyona girerek oluĢturduğu 

peroksinitrit anyonunun önemli payı olduğunu göstermiĢtir (531). Parasetamol uygulanan 

farelerde NO sentezinde artıĢ olduğu ve nitrotirozin protein katım ürünleri oluĢumunun 

önemli derecede arttığı gözlenmiĢtir (532). Kupffer hücreleri, hepatositler ve endotel 

hücrelerinin karaciğerde NO sentezine katkısı vardır. Süperoksit radikalinin ana kaynağı 

mitokondride ETC’dir, bunun yanı sıra inflamasyon sırasında aktive olan makrofajlar da 

inflamasyon bölgesindeki süperoksit radikali üretimine katkıda bulunur. Yapılan bazı 

çalıĢmalarda Kupffer hücrelerinin aktiviteleri kısıtlandığında parasetamol toksisitesinin 

azaldığı görülmüĢ, bu nedenle Kupffer hücrelerindeki NADPH oksidaz enzimin süperoksitin 

ana kaynağı olabileceği ileri sürülmüĢtür (533-535). Ancak 2003 yılında yayınlanan baĢka 

bir çalıĢmada NADPH oksidaz aktivitesi olmayan farelerde parasetamol uygulaması sonucu 

hepatik hücrelerdeki nitrotirozin düzeylerinin yabanıl farelerle aynı derecede olduğu 

gösterilmiĢtir (536). 2004 yılında yapılan bir çalıĢmada parasetamol toksisitesinde ROT’un 

artmasının MPTP indüksiyonundan kaynaklandığı ileri sürülmüĢtür (227).  

Parasetamol hepatotoksisitesinde iki ayrı faz görülmektedir. Ġlk faz olan metabolik 

faz; parasetamol metabolizması ile iliĢkili olup reaktif metabolit oluĢumu, GSH tükenmesi 

ve NAPQI’ın proteinlere kovalent bağlanma süreçlerini kapsamaktadır. Ġkinci faz ise MPTP 

oluĢumu ve sonrasında geliĢen toksik süreçlerin görüldüğü oksidatif stres fazıdır (227). 

Hücre içi ROT seviyesindeki artıĢ nedeniyle Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK) 

aracılıklı olaylar dizisi aktifleĢir, c-Jun N-terminal kinase (JNK) fosforilasyonu baĢlar. 

Phospho-JNK dıĢ membranın sitozole bakan yüzündeki proteinlere bağlanır ve mitokondri 

içine girer. Mitokondriyel oksidatif stresi daha da artırır ve MPTP oluĢumu indüklenir (537-

539). MPTP oluĢumuyla iç membran permiabilitesi artar ve sitokrom c gibi proteinler 

sitozole salınır. Sitokrom c kaspaz yolağının aktive olmasıyla hücreyi apoptoza götürür (540, 

543). 

Hücresel ATP düzeyindeki düĢüĢe bağlı olarak apoptoz yerine hücre onkotik nekroza 

da gidebilir. Ayrıca, plazma membranındaki Ca
+2

-Mg
+2

ATPaz’ın inhibisyonu ve 

mitokondriyel Ca
+2- 

salınımı nedeniyle hücre içinde Ca
+2

 birikir. Artan Ca
+2

 seviyeleri birçok 

enzimin aktivasyonuna neden olur, yapısal proteinlerde degredasyon baĢlar (544). Nekrotik 

hücrelerden salınan proteolitik enzimler birçok komĢu hücrenin de zarar görmesine neden 
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olmaktadır (545). Parasetamol toksisitesinde eĢ zamanlı ilerleyen sitozolik ve mitokondriyel 

olaylara nükleer DNA hasarı da eĢlik etmektedir. Sitozolik Ca
+2

 seviyelerindeki artıĢ sonucu 

Ca
+2

 bağımlı endonükleazlar aktifleĢir ve DNA fragmentasyonu baĢlar (546, 548). Tüm bu 

hücresel toksisite mekanizmalarını takiben nekroptozis sonucu hücre ölüme gider 

(programlanmıĢ nekrozis) (549). Ayrıca farelerde parasetamol uygulaması sonucunda 

karaciğerde saptanan 20 arillenmiĢ proteinin 8 tanesinin mitokondriyel protein olması (550, 

551), parasetamol aracılıklı hepatotoksisitede mitokondrilerin hedef olabileceği hipotezini 

güçlendirmektedir. Böbrek ile karaciğer toksisite mekanizmasındaki NAPQI oluĢumu ve 

proteinlere bağlanma benzerdir. Kemiricilerin böbrek hücrelerinde parasetamolün 

mitokondriyel solunumu inhibe ettiğine dair bulgular olmasına rağmen (552, 553) oksidatif 

stresin, kinaz aktivasyonunun, MPTP oluĢumunun, mitokondriyel iĢlev bozukluğununun 

nefrotoksisitede önemli mekanizmalar olup olmadığı ya da hangi oranda rol oynadığı henüz 

netleĢmemiĢtir (526). 

 

2.6.3. Diklofenak 

Diklofenak özellikle osteoartrit, romatoid artrit, akut kas ağrısı ve ankilozan spondilit 

tedavisinde yaygın bir Ģekilde kullanılan antiinflamatuar bir ilaçtır (554). Farmakolojik 

etkisini siklooksijenaz (COX) enzimlerini inhibe ederek gösterir. 

Diklofenak fenilasetik asit grubunun bağlı olduğu diklorofenil halkasından 

oluĢmaktadır. Diklofenakın terapötik plazma konsantrasyonu 0.5 - 3 µg/mL (1.6 - 9.6 µM), 

toksik plazma konsantrasyonu ise 60 µg/mL (192 µM)’dır (463). Ġnsanlarda temel olarak faz 

I oksidasyon ve faz II glukronidasyon reaksiyonları ile biyotransformasyona uğramaktadır 

(555). CYP2C9 enzimi ile diklofenak hidroksilasyonu sonucunda majör metabolit 4-

hidroksidiklofenak (4-OHDik) oluĢmaktadır (556). Yüksek dozlarda ise fenilasetil grubunun 

CYP3A4 ile oksidasyonu sonucunda 5-hidroksidiklofenak (5-OHDik) meydana gelmektedir 

(557). Bu iki metabolitin CYP2C9 ve CYP3A4 enzimleriyle ileri metabolizasyonu sonucu 

benzokinonimin (Dik-1,4-kinonimin ve Dik-2,5-kinonimin) ara ürünleri oluĢur. 

Benzokinonimin ara ürünleri elektrofilik yapıdadır ve protein, protein dıĢı sülfhidril (-SH) 

gruplarına kovalent bağlanarak oksidatif stres oluĢturabilirler. Bu reaktif metabolitlerin tümü 

GSH ile konjuge edilir. 5-hidroksi-4-glutatyon-S-diklofenak, 4-hidroksi-3-glutatyon-S-

diklofenak ve 5-hidroksi-6-glutatyon-S-diklofenak tanımlanan diğer metabolitlerdir (558, 

559). Oksidasyon reaksiyonları sonucu oluĢan diklofenak metabolitleri toksisiteden sorumlu 

ana metabolitlerdir (55, 560). 
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Diklofenakın glukronidasyon reaksiyonu sonucu belirli koĢullarda oluĢan 1-

diklofenak-1-O-açil glukronid (DikGluA) kimyasal olarak reaktiftir, proteinlere kovalent 

bağlanarak onların iĢlevlerini bozabilir ya da immün yanıtı Ģiddetlendirebilir (561, 562). 

Birçok in vivo çalıĢmada açil glukronidin hepatik proteinlere, albümine, tübiline, UDP-

glukroniltransferaz ve SOD gibi enzimlere bağlandığı ve bu proteinlerin aktivitelerini 

azalttığı bildirilmiĢtir (563). 

Yan ve ark.’ının 2016 yılında yaptıkları çalıĢmada insan karaciğer mikrozomal 

inkübasyon ortamında yeni bir metabolit bulunmuĢtur. Diklofenakın C-3 pozisyonundan 

oksidasyonu sonucu 3,4-oksit ve 2,3-oksit türevleri oluĢmaktadır. Bu metabolitlerin ileri 

oksidasyonu ve GSH konjugasyonu sonucunda oluĢan yeni bir GSH kojugatı tanımlanmıĢtır 

(564). 

Aren oksit yapıları birçok toksik bileĢiğin toksisite mekanizmasında rol almaktadır 

(358). Bu nedenle diklofenak ilacına ait arenoksit yapılarının tespiti toksisite 

mekanizmalarının aydınlatılmasına da katkı sağlayabilir (564). 

Diklofenak kullanımı sırasında en sık gözlenen advers etki gastrointestinal (GI) 

komplikasyonlardır. Bu durumun nedeni COX enzim inhibisyonu sonucu GI mukozada 

koruyucu etki yapan prostoglandinlerin azalmasıdır. Bir diğer advers etki olan 

hepatotoksisite ise diklofenak kullanan 100.000 hastadan 1’inde görülmekte iken, ilacın 

kronik kullanımı sonucu oran 6/100.000’e yükselir (565). 

Diklofenak tedavisi sırasında gözlenen idiyosenkratik hepatik hasar serum aminaz 

seviyelerinde artıĢa (566), hepatosellüler ve kolestatik karaciğer hasarına neden olmaktadır 

(560, 567, 568). Hepatotoksisitenin altında yatan mekanizma tam olarak aydınlatılamamıĢ 

olsa da reaktif metabolit aracılıklı mitokondriyel hasarın ve immünojenik katım ürünü 

oluĢumunun toksisitede önemli rol oynadığı düĢünülmektedir (569). Diklofenakın 

biyoaktivasyonu sonucu oluĢan reaktif metabolitlerin hücresel proteinlere bağlanarak sinyal 

yolaklarında ya da immün yanıtta değiĢiklikler oluĢturduğu bildirilmiĢtir (560). Diklofenak-

aracılıklı hepatotoksisitede ana rolün faz I reaktif metaboliti 4-OHDik’e ait olduğu 

bilinmesine rağmen faz II metabolitlerinin de toksisiteye önemli katkıları vardır. Diklofenak 

açil glukronidleri hepatosellüler proteinlere kovalent bağlanarak katım ürünü oluĢtururlar ve 

bu nedenle iĢlevsel proteinlerin aktiviteleri bozulur (570). In vitro veriler yapılan in vivo 

çalıĢmalarla da desteklenmiĢtir. Sıçanlarla gerçekleĢtirilen birçok çalıĢmada DikGluA’ın 110 

kD ağırlığındaki kanaliküler membran proteinleri ve plazma membran proteinleri 

(dipeptidilpeptidaz IV, Mg
+2

-ATPaz, lösin aminopeptidaz) ile katım ürünleri oluĢturduğu, bu 

proteinlerin aktivitelerinin azaldığı gösterilmiĢtir (571, 572). DikGluA ve GSH arasındaki 

reaksiyon sonucu oluĢan ve minör metabolit olarak tanımlanan DikSG’nin de tiyol 
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gruplarına reaktivitesinin DikGluA’a göre daha fazla olmasından dolayı hepatotoksisitede 

payı olabileceği düĢünülmektedir (573, 574). 

Diklofenak ve metabolitlerinin ATP sentezini inhibe ederek mitokondriyel ve 

dolayısıyla hücresel hasara neden olmalarının, hepatotoksisitenin ana nedeni olduğu 

düĢünülmektedir. Syed ve ark., 2016 yılında yayınladıkları bir çalıĢmada diklofenak ve 

metabolitlerinin (4′-OH-Dik, 5-OH-Dik, DikGluA, DikSG) ATP sentezi üzerindeki etkilerini 

araĢtırmıĢlardır. Bu çalıĢmada mitokondriler ortamda GSH varken diklofenak ile inkübe 

edildiğinde ATP sentezindeki inhibisyonun önemli derecede azaldığı görülmüĢtür. 4′-OH-

Dik, DikGluA ve DikSG’nin ATP sentezini 2-5 kat oranında azalttığı, 5′-OH-Dik’in ise 

DĠK’e göre inhibitor etkisinin daha az olduğu gösterilmiĢtir (563). 

ATP sentezinin inhibisyonunun ardında farklı toksisite mekanizmaları bulunmaktadır. 

Bu mekanizmalardan ilki kenetsizleyici etkidir. Diklofenak diğer zayıf asidik ve lipofilik 

maddelerde olduğu gibi protonoforetik etkiye sahiptir; protonların mitokondri membranları 

arasına giriĢini artırır. Mitokondriyel iki membran arasına giren diklofenak anyonu burada 

protonlanarak matrikse geçer ve nispeten bazik matrikste tekrar anyonik forma dönüĢüp 

membranlar arası boĢluğa geri döner. Bu döngü sırasında ATP sentezinin bağımlı olduğu 

proton gradiyenti bozulur, ETC’ye oksijen giriĢi artar ve kenetsizleyici etki yoluyla ATP 

sentezi azalır (575). Diklofenak ayrıca, ETC Kompleks III (Rip1P alt ünitesi) ve IV (Cox9P 

alt ünitesi) proteinlerinin inhibisyonuna neden olarak oksidatif fosforilasyonun bozulmasına 

neden olmaktadır (576). Diklofenak ya da reaktif metabolitlerininin mitokondrilerde 

hedeflediği üçüncü toksisite mekanizması ise MPTP oluĢumunun indüklenmesidir. 

Mitokondriyel dıĢ membran permeabilitesindeki artıĢ sonucu Bax/Bak proteinleri aktifleĢir 

(577), MPT porları oluĢur, iç membran potansiyeli azalır, proton gradiyenti bozulur, ATP 

sentezi azalır ve apoptoz indüklenebilir (253, 578). 1999 yılında Pessayre ve ark. tarafından 

gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada diklofenakın 2 µM gibi düĢük konsantrasyonda bile MPT por 

oluĢmasına ve mitokondriyel membran hasarına neden olduğu gösterilmiĢtir (579). 

Diklofenakın ve metabolitlerinin oksidatif strese yol açarak mitokondriyel membranlarda 

hasar oluĢturduğu ve bu durumun da MPT porlarının oluĢmasına neden olduğu düĢünülse de 

altta yatan mekanizma tam olarak aydınlatılamamıĢtır (253). Özellikle kinonimin ve açil 

glukronid reaktif metabolitlerinin oksidatif stres oluĢumunda payı bulunmaktadır. Sıçanlara 

diklofenak uygulanması sonucu hepstositlerde oksidatif stresin arttığı, mitokondriyel 

membranlarda yapısal ve iĢlevsel kayıpların olduğu, sitozole sitokrom c salınımının arttığı 

gösterilmiĢtir (580). 

Hepatotoksisiteye katkı sağlayan bir diğer toksisite mekanizması ise diklofenak ya da 

metabolitleri tarafından mitokondriyel yağ asidi oksidasyonunun inhibe edilmesidir. Bir 
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çalıĢmada diklofenak uygulanan farelerin karaciğer mitokondrilerinde uzun zincirli yağ asidi 

oksidasyonunun güçlü Ģekilde inhibe olduğu gösterilmiĢtir. Yağ asidi oksidasyonunun 

bozulması sonucu lipid metabolizmasında ve mitokondrilerin lipid membranlarında 

değiĢiklikler meydana gelir, membran permiabilitesi değiĢir. Kontrolsüz Ca
+2

 geçiĢi sonucu 

mitokondrilerin homeostazı bozulur, oksidatif stres meydana gelir ve devamındaki 

mitokondriyel hasar hücresel toksisiteye neden olur (581). 

Diklofenak kullanımı sırasında gözlenen hepatotoksisite idiyosinkratik tarzda bir 

advers etkidir. Ġlacın biyoaktivasyonunda görev alan CYP2C9, UGT2B7 enzimlerinin 

genetik açıdan polimorfik olmaları ekspresyon ve/veya aktivitelerinde farklılıklara neden 

olmaktadır. UGT2B7 enzim geninin iki alelik formu vardır; UGT2B7*2 aleli taĢıyan 

bireyler, UGT2B7*1 homozigot bireylere göre diklofenak hepatotoksisitesine daha 

duyarlıdırlar (582). Ayrıca, MPT por oluĢumda yer alan CyD ve ANT proteinlerinin, 

DikGluA metbolitinin karaciğerden safraya ya da hücre dıĢına atılımında görev alan 

multidrug resistance associated proteins’in (Mrp) ekspresyonundaki farklılıklar da bireyler 

arası toksisite farklılıklarına neden olabilmektedir (564,583,584). 

YaĢamı tehdit eden kardiyovasküler toksisite diklofenak kullanımında dikkat edilmesi 

gereken bir advers etkidir (585). Diklofenak kullanan hastaların % 40’ından fazlasında 

koroner arter problemleri görülmektedir. AĢırı doz diklofenak kullanımı sonucu kalp 

yetmezliğine bağlı ölümler kaydedilmiĢtir (586, 587). Diklofenakın neden olduğu 

kardiyotoksisite mekanizması tam olarak aydınlatılmamıĢ olsa da COX-2 enzim 

inhibisyonunun toksisitenin nedeni olduğu düĢünülmektedir (588). Son yıllarda farklı hücre 

hatlarıyla yapılan çalıĢmalarda COX enzim inhibisyonundan bağımsız toksisite 

mekanizmalarının da olabileceği bildirilmiĢtir (589). Diklofenakın kardiyomiyositlerde 

oksidatif strese neden olduğu ve hücrelerde ölüme kadar giden toksisite yolaklarının 

oluĢtuğu gösterilmiĢtir. Mitokondri hasarının hepatotoksisitede olduğu gibi 

kardiyotoksisitedeki rolü de son yıllardaki araĢtırma konuları arasındadır. 2016 yılında 

yayınlanan bir çalıĢmada diklofenak maruziyeti sonucu kardiyomiyositlerde Kompleks III’ün 

güçlü bir Ģekilde inhibe olduğu, mitokondriyel membran potansiyelinin ise azaldığı 

gösterilmiĢtir. Hücredeki oksidatif stresin ana kaynağının mitokondriyel toksisite olduğu 

bildirilmiĢ ve kardiyotoksisitenin altında mitokondriyel hasarın olduğu vurgulanmıĢtır (590). 

 

2.6.4. Valproik Asit  

Epilepsi, bipolar hastalıklar ve migren tedavisinde çok sık reçetelendirilen valproik 

asit terapötik indeksi dar olduğu için gözetim altında kullanılması gereken bir ilaçtır (591). 
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Valproik asidin terapötik plazma konsantrasyonu 40 - 100 µg/mL (0.3 – 0.75 mM), toksik 

plazma konsantrasyonu ise 120 - 150 µg/mL (0.9 – 1.125 mM)’dir (463). Toksik epidermal 

nekroza, Stevens-Johnson sendromuna ve ciddi hepatotoksisiye neden olabilmektedir (592, 

593). Valproik asit biyotransformasyonu çok büyük oranda karaciğerde gerçekleĢtiği için 

karaciğer valproik asit için hedef organdır. Ekstrahepatik biyotransformasyonun (deri, 

akciğer, böbrek vb.) eliminasyona katkısı tam olarak bilinmemektedir. Valproik asit iki tür 

hepatoksisiteye neden olmaktadır. Birincisi; karaciğer enzimlerde artıĢ ve fibrinojende 

azalıĢla karakterize olan doza bağımlı, geri dönüĢlü toksisite ya da idiyosinkratik tarzda, geri 

dönüĢsüz ve ölümcül karaciğer hasarıdır. (591, 594, 595). Ġkinci hepatotoksik etki ise 

steatozis ve karaciğer nekrozudur (594). 

Valproik asit kimyasal açıdan orta zincirli yağ asidi benzediği için mitokondriye 

serbestçe girebilir. Mitokondriyel matrikste VPA-CoA yapısı oluĢur ve bu bileĢik yağ asiti 

oksidasyonunu inhibe eder. Valproik asit biyotransformasyonu sonucunda 50’den fazla 

metabolit oluĢtuğu gösterilmiĢtir (596). Toksisiteden esas olarak sorumlu metabolit 

CYP2C9, CYP2A6 (597) ve CYP2B6 (596) enzimi aracılığıyla oluĢan 4-en-VPA 

mitokondriye girer, burada 4-en-VPA-CoA ve diğer metabolitler oluĢur. 4-en-VPA ve 2,4-

dien-VPA, GSH ile konjuge edilir. Ġdrar ve safrada en fazla bulunan metabolit ise glukronik 

asit konjugatıdır (598). VPA-glukronid hidroliz reaksiyonları sonucu proteinlerle kovalent 

bağlanarak (599) immün yanıt oluĢmasına neden olabilir (599-601). 

Karaciğer toksisitesinin altında yatan neden tam olarak aydınlatılamamıĢ olsa da ana 

olarak mitokondriyel iĢlev bozukluğunun rol oynadığı düĢünülmektedir (602). Valproik 

asidin hepatotoksik metaboliti 4-en-VPA’nın oluĢturduğu reaktif ara ürün karaciğerde 

hücresel makromolekülleri alkiller, yağ asidi β–oksidasyonunu inhibe eder ve hepatik 

steatozisi indükler (592, 593). 

Valproik asite maruz kalma ile mitokondriyel solunum inhibe olur. Ġnsan dokularıyla 

yapılan çalıĢma sayısı kısıtlı olmasına rağmen hücre kültürü çalıĢmalarında valproik asit 

nedenli solunum inhibisyonunun mitokondriye süksinat giriĢinin değiĢmesine (603), ayrıca 

yüksek dozlarda ise Kompleks IV düzeyindeki inhibisyona bağlı olduğu gösterilmiĢtir (38, 

604). Valproik asit inkübasyonu sonucu ATP üretimi ve mitokondri membran potansiyeli 

azalır. Bu durum, mitokondriyel iĢlev bozukluğuna ve oksidatif stresin daha da artmasına 

neden olur (605). Yağ asidi oksidasyonu, glukoneogenezis ve üre sentezi inhibe olurken, 

hücre içi trigliserid seviyeleri artar ve laktik asidoz geliĢir (14, 579, 591). Lipid 

peroksidasyonu düzeylerinde artıĢ, GSH ve antioksidan enzim seviyelerinde azalıĢ gözlenir 

(606, 607). Ayrıca mitokondriyel membran potansiyelindeki düĢüĢ MPTP oluĢumu ve ATP 

üretiminin bozulması sonucu hücre onkotik nekroza gider (228, 608). 
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2.6.5. Olanzapin 

Olanzapin Ģizofreni tedavisinde kullanılan, ekstrapiramidal yan etkileri diğer ilaçlara 

göre daha az olan bir nöroleptiktir (609). Ancak, olanzapin kullanımı hastalarda glukoz ve 

lipid metabolizmasında ciddi bozukluklara neden olmaktadır. (610-612). 

Olanzapin ve klozapinin insan lökosit hücrelerinde neden oldukları toksisitenin 

incelendiği bir çalıĢmada her iki ilacın da nötrofillerdeki ana okside edici bileĢik olan HOCl 

tarafından reaktif türevlerine okside olduğu, ancak agranülositozun olanzapin kullanımı ile 

daha az ortaya çıktığı bildirilmiĢtir (613). Kemik iliği stroma hücrelerinde yapılan bir diğer 

çalıĢmada ise benzer Ģekilde olanzapinin de biyoaktivasyona uğrayarak reaktif ara ürün 

oluĢturmasına karĢın sitotoksisiteye yol açmadığı gösterilmiĢtir (614). Olanzapin kullanan 

hastalarda hayati önem taĢıyan hepatotoksisite görülmektedir. (615, 616). Olanzapin tedavisi 

sonucu karaciğer enzim seviyelerinde değiĢim olduğu ve akut kolestatik hepatik hasarın 

oluĢabildiği bildirilmiĢtir (617-620). Bu advers etkinin mekanizmasının aydınlatılması 

amacıyla yapılan bir araĢtırmada sıçan karaciğer doku kesitlerinde düĢük ve yüksek doz 

olanzapin maruziyeti sonucu histopatolojik değiĢikliklerin olduğu görülmüĢtür (621). Ayrıca, 

2016 yılında yayınlanan bir baĢka araĢtırmada sıçan hepatositleri kullanılmıĢ ve olanzapinin 

hücrede lipit peroksidasyonunu arttırarak oksidatif stres oluĢturduğu, GSH seviyelerini 

azalttığı ve mitokondriyel membran potansiyelini düĢürdüğü gösterilmiĢtir (231). 

Olanzapinin terapötik plazma konsantrasyonu 0.001 – 0.02 µg/mL (3.2 - 64 nM), 

toksik plazma konsantrasyonu ise 1 - 4.9 µg/mL (3.2 - 16 µM)’dir (463) .Olanzapin esas 

olarak 10-N-glukronid, 4’-N-desmetilolanzapin (DMO) ve olanzapin-N-oksite metabolize 

olur. Bu reaksiyonlarda flavin içerikli monooksijenaz enzimleri, CYP1A2, CYP2D6 ve UGT 

rol oynar (622). Ġnsan karaciğer mikrozomları ile yapılan in vitro inkübasyonlar sonucunda 

bilinen faz I ve II metabolitlerinin yanında yeni bir hidroksillenmiĢ metabolit de saptanmıĢtır 

(623). 

 

2.6.6. Nifedipin 

Nifedipin hipertansiyon, angina pectoris ve Raynaud fenomeni gibi vasküler 

hastalıkların tedavisinde kullanılan dihidropiridin sınıfı kalsiyum antagonistlerinin 

prototipidir. Nifedipinin terapötik plazma konsantrasyonu 0.025 – 0.1 µg/mL (72 - 288 nM), 

toksik plazma konsantrasyonu ise 0.1 µg/mL (288 nM)’dir (463). Dihidropiridin yapısında 

olan nifedipin ana olarak karaciğerde mikrozomal CYP3A4 enzimi ile aktif olmayan piridin 

türevine dönüĢür (624). Nifedipine ait herhangi bir reaktif metabolit tanımlanmamıĢtır. 

Genetik polimorfizm ve enzim indüksiyonu ya da inhibisyonuna neden olan ksenobiyotiklere 
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maruz kalma nedeniyle ilacın hipotansif etkisinde bireyler arası farklılıklar oluĢmaktadır. 

Nifedipin tedavisi sırasında hastalarda hafif karaciğer hasarı (serum aminaz düzeylerinde 

artıĢ), ayrıca makroveziküler steatozis ve steatohepatit görülebilir. Hepatotoksisitenin 

nedeninin mitokondriyel β-oksidasyon inhibisyonu olduğu düĢünülmektedir. Ancak bu 

hipotez henüz deneysel çalıĢmalarla ispatlanmamıĢtır (207). 

Nifedipin tedavisi sırasında gastrointestinal advers etkiler, negatif inotropik etki ve 

vazodilatasyon da görülebilmektedir. Vazodilatasyon nedeniyle baĢ ağrısı, baĢ dönmesi, 

taĢikardi, ödem ve hipotansiyon görülebilir. Ayrıca nifedipin pulmoner damarların 

geçirgenliğini arttırarak akciğer ödemine de neden olabilmektedir (625, 626.) 

 

2.6.7. Tiyaprofenik asit 

Tiyaprofenik asit romatoid artrit ve osteoartrit tedavisinde kullanılan arilpropiyonik 

asit türevi bir NSAI ilaçtır. Tiyaprofenik asitin terapötik plazma konsantrasyonu 20 - 35 

µg/mL (0.07- 0.13 mM)’dır (627). Karaciğerde iki stabil metaboliti olan a-(5-benzilalkol-2-

tienil) propanoik asit (redüktif metabolit) ve oksidasyonu sonucu a-[5-(4-hidroksibenzil)-2-

tienil] propanoik asit oluĢur (628). Ġlacın büyük bir kısmı (% 63) ise idrarla değiĢmeden atılır 

(629). Kronik ilaç kullanımı sistite ve gastrointesinal hasara neden olabilmektedir (630, 631). 

Tiyaprofenik asit kullanımı sonucu kütanöz fotosensitivite görülmekte ve bu durum eritrosit 

lizisi ve histidin degredasyonuna neden olmaktadır. 

Ġlacın toksisite mekanizmalarının araĢtırıldığı çalıĢma sayısı kısıtlıdır. Geneve ve ark., 

farelere i.p. yolla tiyaprofenik asit uygulamıĢ ve mitokondriyel solunum ile β-oksidasyon 

düzeylerini ölçmüĢlerdir. Bu çalıĢmada tiyaprofenik asitin mitokondriyel solunumu 

etkilemediği ancak β-oksidasyonu Asetil-CoA karboksilaz düzeyinde inhibe ettiği 

gösterilmiĢtir (632). Tiyaprofenik asit eritrositlerin lizisine ve histidin degredasyonuna neden 

olmaktadır. Bu advers etkinin altında yatan mekanizmanın araĢtırıldığı bir çalıĢmada oksijen 

ve azot konsantrasyonunun artması sonucu toksisitenin arttığı, GSH ya da BHT uygulaması 

sonucu ise toksisitede azalma olduğu gözlenmiĢtir. Bu nedenle oksidatif ve nitrözatif stresin 

toksisiteye yol açabileceği ileri sürülmektedir (633). Orhan ve ġahin tarafından 2001 yılında 

yayınlanan bir baĢka in vitro çalıĢmada ise insan eritrositlerinin terapötik dozda tiyaprofenik 

asit ile inkübasyonu sonucu GST ve GPx enzim aktivitelerinin azaldığı, CAT aktivitesinde 

ise inhibisyon gözlenmediği bildirilmiĢtir (634). 

 

 



 64 

2.6.8. Dapson 

Dapson romatolojik hastalıkların profilaksisinde, inatçı cilt hastalıkları ve lepranın 

tedavisinde kullanılan antimikrobiyal/antiprotozoal ve antiinflamatuvar etkili sülfon grubu 

bir ilaçtır. Dapsonun terapötik plazma konsantrasyonu 0.5 - 2 µg/mL (2 - 8 µM), toksik 

plazma konsantrasyonu ise 10 µg/mL (40 µM)’dir (463). Dapson tedavisi sırasında ilacın 

kullanımını kısıtlayan ciddi hematolojik advers etkiler görülebilmektedir, ilacı kullanan 

hastaların küçük bir bölümünde (1: 2000) agranülositoz ve ateĢin eĢlik ettiği hayatı tehdit 

eden idiyosinkratik reaksiyon oluĢabilir (635). Bu advers etkinin mekanizması tam olarak 

ortaya konulamamıĢtır ancak hidroksilamin metaboliti ve bu metabolitin ileri biyoaktivasyon 

ürünlerinin toksisitede rolü olduğu düĢünülmektedir. Ayrıca hidroksilamin ve nitrozo-dapson 

reaktif metabolitleri nedeniyle oluĢan Stevens-Johnson sendromunun ve 

methemoglobineminin de dapson tedavisi sırasında görüldüğü bildirilmiĢtir. Dapson 

kullanımında akut methemoglobinemi nadir görülür ancak anemi ve vasküler kollaps ölümle 

sonuçlanabilen bir advers etkidir. Ayrıca dermatit, ürtiker, eritem, toksik epidermal nekrozis 

gibi dermatolojik advers etkiler (636), fotosensitivite reaksiyonları, primer motor fonksiyon 

kayıplarının eĢlik ettiği periferik nöropati ve karaciğer fonksiyon testlerinde bilirubin ve 

karaciğer enzimlerinin artıĢı, hepatik fonksiyon bozuklukları ve hepatit de bildirilmiĢtir 

(637). 

Dapsonun advers etkilerinin mekanizmaları tam aydınlatılmamıĢ olmakla beraber 

toksisitede ilacın aktif metabolitlerinin önemli payı olduğu düĢünülmektedir (638). 

Toksisiteden sorumlu olan N-hidroksilasyon reaksiyonu temel olarak karaciğerde 

gerçekleĢmektedir. Sıçan karaciğerinde bu reaksiyon CYP2C11 ve CYP3A1enzimleriyle 

katalize edilirken (639), insanlarda N-hidroksilasyondan sorumlu enzimler CYP2C9, 

CYP3A4 ve CYP2E1’dir (640, 641). Ayrıca ilacın hepatik biyotransformasyonunda flavin 

monooksijenaz ve prostaglandin H sentetaz enzimleri de rol oynamaktadır. Dapson 

lökositlerde miyeloperoksidaz ile oksidasyona uğramaktadır (642-644). 

 

2.6.9. Sülfafenazol 

Lepra tedavisinde kullanılan sülfonamid sınıfı atipik bir antibakteriyel ilaçtır. 

Farmakolojik etkisini folat sentezinde görev yapan dihidropterolat sentaz enzimini 

kompetitif tarzda inhibe ederek göstermektedir. CYP2C9 enziminin spesifik inhibitörüdür. 

Bu nedenle ilaç-ilaç etkileĢimlerine neden olabilir. Sülfafenazol ile birlikte CYP2C9 

enziminin substratı olan ilaçların kullanımı sonucu farmakolojik ve/veya toksikolojik yanıt 

değiĢebilir (645). Sülfafenazolün antiprotozoal amodiakuin, beta blokör metoprolol ve NSAI 
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piroksikam ile birlikte kullanımı sonucu bu ilaçların plazma konsantrasyonlarının arttığı 

gösterilmiĢtir. Ayrıca yine CYP2C9 inhibisyonu nedeniyle varfarinin aktif metabolitine 

dönüĢümünün inhibe olduğu, bu nedenle farmakolojik etkisinin azaldığı bildirilmiĢtir. 

CYP2C9 enzimi ile detoksifiye olan deksketoprofen ile birlikte kullanıldığında 

deksketoprofenin advers etkileri artar (646). Sülfafenazolün terapötik plazma 

konsantrasyonu 35 - 75 µg/mL (0.11 – 0.24 mM), toksik plazma konsantrasyonu ise 200 - 

400 µg/mL (0.64 – 1.28 mM)’dir (463). 

Sülfafenazol uygulanan sıçanların kardiyak iskemik hasara daha az duyarlı olduğu 

gösterilmiĢtir. Bunun nedeni ilacın CYP inhibisyonuna bağlı olarak ROT oluĢumunu 

azaltması ve oksidatif stres kaynaklı kardiyak iskemiyi engellemesidir (647). Buna karĢın 

sülfafenazole ait toksisite bilgileri ve toksisite mekanizmalarının araĢtırıldığı çalıĢma sayısı 

çok kısıtlıdır. 

 

2.6.10. Metformin 

Tip II diyabet hastalarının tedavisinde kullanılan metformin, biguanid sınıfı bir 

antidiyabetiktir. Metforminin terapötik plazma konsantrasyonu 0.1 - 1 µg/mL (0.7 - 7 

µM)’dir (463). Ġlaç gastrointestinal kanal absorpsiyonunu takiben intestin, karaciğer, 

böbrekler ve diğer birçok dokuya dağılır, büyük oranda değiĢmeden idrarla atılır. Metformin 

farmakokinetiğinde bireyler arası farklılıklar fazladır. Ġlacın karaciğere geçiĢi organic cation 

transporter-1 (OCT-1) ve OCT-3, böbreklere giriĢi OCT-2, böbreklerden lümene atılımı ise 

multi-antimicrobial extrusion protein (MATE) taĢıyıcı proteinleri aracılığıyla 

gerçekleĢmektedir. Bu taĢıyıcı proteinlerin ekspresyonlarındaki değiĢiklikler ilacın 

kinetiğinde ve ilaca karĢı verilen yanıtta bireyler arası farklılıklara neden olur (648). 

Metformin son yıllarda mitokondriyel ve hücresel etkileri nedeniyle dikkat 

çekmektedir. Metforminin mitokondriyel toksisitesi hala tartıĢmalı olup mekanizmalar tam 

olarak aydınlatılamamıĢtır. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda metforminin Kompleks I’i 

inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu bozduğu gösterilmiĢtir (649). Ġlaç oral yoldan 

kullanıldığında karaciğer, portal dolaĢım nedeniyle yüksek dozda metformine maruz 

kalmaktadır. Enerji üretimin azalması sonucu glukoneogenez azalır, hiperglisemi ve 

hiperinsülinemi tablosu oluĢabilir.  

Son yıllarda metformin, mitohormesis mekanizması yoluyla umut verici bir anti-aging 

ilaç olarak tanımlanmıĢtır. ETC’de oksijenin redüksiyonunu ve reaktif oksijen türlerinin 

oluĢumunu belirli bir düzeye kadar artırarak paradoksal bir Ģekilde yaĢlanmayı geciktirici 

etki yapan metforminin bu etkisi terapötik etkisinden bağımsız görünmektedir ve son 10 yıl 
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içerisinde ortaya konulmuĢtur. 2014 yılında tamamlanan bir retrospektif çalıĢmaya göre 

metformin kullanımıyla insan ömrünün 120 yıla kadar uzayacağı tahmin edilmektedir (650). 

Dolayısıyla metformin, Food and Drug Administration (FDA) tarafından ilk onaylanan anti-

aging ilaç olacaktır (651). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Kimyasal Madde                                Firma Adı 

1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) Sigma D68800 

1,2-epoksi-3-(4-nitrofenoksi)propan (EPNP) Sigma E7004 

1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) Sigma 138630 

% 30 Akrilamid/Bis Çözeltisi Biorad 161-0158 

Amonyum persülfat (APS) Biorad 161-0754 

Anti-binding immunoglobulin protein; Bip Proteintech 3177-S 

Anti- cytochrome c oxidase IV; COXIV Proteintech-66110-1 

Anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Proteintech 60004-1-1 

Anti- heat shock protein; Hsp60 Proteintech 66041-1 

Anti-mouse IgG (H+I)-HRP Proteintech-1706516 

Anti-rabbit IgG (H+I)-HRP Proteintech-1706515 

Anti-voltage dependent anion channel; VDAC I Proteintech-4661-S 

Asetonitril (Acn) Sigma 34870 

Askorbik asit Sigma 50-81-7; 

Bradford Sigma B6916 

Bromofenol mavisi SantaCruz 115-39 

Dapson Fluca 46158 

Diklorometan Merck 106054 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) AppliChem A-3006 

Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) AppliChem A-2945 
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DMEM  F12 GIBCO 41966 

Etanol  Merck 100986 

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sigma E5134 

Etilenglikol-bi(2-aminoetileter)-N,N,N′,N′-tetraasetik 

asit (EGTA) 

Sigma E3889 

Fetal sığır serumu (FBS) GIBCO 7F-188145 

Formik Asit Sigma 27001 

Gliserol Fluka BioChemika 49781 

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz Sigma G8404 

Glikoz-6-fosfat disodyum tuzu Applichem-A3789 

HEPES RES6003H-B701X 

Hidrojen peroksit Merck 108600 

Hidroklorik asit Sigma 07102 

Kalsiyum klorür (CaCl2) Carlo Erba 439355 

Mannitol Merck 105982 

Metformin  Sentez 

Mitokondriyel DNA izolasyon kiti Abcam-ab65321 

Mitokondriyel DNA metilasyon kiti Epigentek P-1034 

Nikotinamit adenin dinükleotit fosfat (NADPH) Applichem -A1395 

Nifedipin  Sigma 724041 

Oksijen tüketim hızı tayin kiti  

 

Luxcel Biosciences 

MitoXpress® Xtra Oxygen 

Consumption Assay Kit 

Olanzapin Abdi Ġbrahim Ġlaç hibesi 

Parasetamol  96/8045-9601021 
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Percoll Sigma P4937 

Pirogallol Sigma P0381 

p-nitrofenol Fluka 73560 

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) AppliChem A-2946 

Potasyum siyanür (KCN) Riedel-De Haen AG-067103  

ve Merck 3008518 

PVDF membran Biorad 162 

Redükte glutatyon (GSH) Sigma G4251 

Sığır serum albümini (BSA) Sigma A8022 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) Sigma 151-21-3 

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck B733062 

Sodyum karbonat (Na2CO3) Sigma S7795 

Sodyum klorür (NaCl) Atabay AT053-S30 

Susuz magnezyum klorür (MgCl2) M-8266 

Sodyum azit (NaN3) Merck K20741188 

Sükroz Merck M107651.1000 

Sülfafenazol  Sigma S0758 

TEMED Biorad 161-0801 

Tiyaprofenik asit  - 

Trans-4-fenil-3-büten-2-on Sigma 241091 

Trietilamin Sigma T0886 

Trietilsilan  Sigma 617-86-7 

Trifloroasetik asit  Sigma T6220 

Tripsin-EDTA GIBCO 25200-056 
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Tris baz (Tris(hidroksimetil)aminometan) Sigma T1378 

Tris-HCl Sigma T3253 

Tween 20 Sigma 9005-64-5 

Valproik asit  Sigma P4543 

 

 

3.1.2. Kullanılan Gereçler 

Makine ve Teçhizat     Firma Adı 

LC-MS/MS Thermo Scientific TSQ Quantum 

 Access Max 

Multiplaka okuyucu Thermo Scientific Varioskan Flash 

pH metre Hanna Instruments HI 221 

Santrifüj Thermo Scientific CL31R  

 Multispeed Centrifuge 

Vorteks Velp Scientifica Nüve NM 110 

Velp Scientifica 2x
3 

Manyetik karıĢtırıcı Velp Scientifica 100162 

 Wisestir MSH-20A 

Su banyosu Nüve-BM 302 

Su arıtma cihazı Millipore Direct Q 

Saf su cihazı ELGA PureLab Classic UV 

Thermo shaker BOECO Germany, TS-100 

Derin dondurucu (-86⁰C)  New Brunswick Scientific U 410 

Premium 
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Buzdolabı Arçelik 

Ultrasonik Banyo Elma Transsonic T460IH 

Hassas Terazi Sartorious GP1200P 

Daunce homojenizatörü Teflon-Kolben für Potter S, BBI-  

  8542805 

Hassas Terazi (FABAL) Denver Instrument TB 215D 

Buz Makinesi Hoshizaki 

Otomatik mikropipet Eppendorf, Gilson 

Çeker ocak Shinsaeng Fumehood 

Ġnkübatör Nuaire NU-5510E 

Laminar Hava Akımlı Steril Kabin Shinsaeng SCBN-1013/1300 

El homojenizatörü  Heidolp SilentCrusher 

Western blotlama sistemi Mini-PROTEAN Tetra Cell, Mini  

Trans-Blot Module, PowerPac; 

1658033 
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3.1.3. Kullanılan Çözeltiler 

3.1.3.1. Mikrozomal Fraksiyon Hazırlanmasında Kullanılan Çözeltiler 

% 0.9 NaCl içeren 100 mM fosfat tamponu; pH:7.40  

% 0.9 NaCl içeren 50 mM fosfat tamponu; pH: 7.40 

 % 25 Gliserol ve % 0.1 EDTA içeren 100 mM fosfat tamponu; pH 7.40 

 

3.1.3.2. Ġnsan Dokularından Mitokondriyel Fraksiyon Hazırlanmasında 

Kullanılan Çözeltiler 

Sükroz-mannitol tamponu (20 mM hepes, 70 mM sükroz, 220 mM mannitol, 2 mM  

EDTA, 0.5 mg/ml BSA, pH: 7.50)  

10 mM Tris-HCI tamponu; pH: 8.50 

 

3.1.3.3. Ġnsan DıĢı Türlerden Mitokondriyel Fraksiyon Hazırlanmasında 

Kullanılan Çözeltiler 

Mitokondri izolasyon tamponu (0.3 M sükroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA, % 

0.1 BSA pH:7.20)  

BSA’sız izolasyon tamponu (0.3 M sükroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA, pH: 

7.20) 

  

3.1.3.4. Protein Miktar Tayininde Kullanılan Çözeltiler 

1mg/ml Albümin stok çözeltisi 

Bradford çözeltisi 

 

3.1.3.5. Western Blot Tekniğinde Kullanılan Çözeltiler 

1 M Tris tamponu; pH:8.80 

1 M Tris tamponu; pH:6.80  



 73 

% 10 Amonyum persülfat 

% 20 SDS 

% 30 Akrilamid-bis akrilamid çözeltisi  

Laemmli tamponu (200 mM Tris-HCl; pH 6.80, % 8 SDS, % 0.4 bromofenol mavisi, 

% 40 gliserol) 

Yürütme tamponu (250 mM Tris bazı, 1.92 M glisin, % 1 SDS)  

Transfer tamponu (% 0.025 SDS, 39 mM glisin, 48 mM Tris bazı)  

TBS tamponu (100 mM Tris tamponu; pH 8.00, 1.5 M NaCl) 

 

3.1.3.6. Total GST Aktivitesi Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

100 mM Potasyum fosfat tamponu; pH:6.50  

40 mM Redükte glutatyon çözeltisi 

40 mM CDNB çözeltisi 

 

3.1.3.7. GSTM Aktivitesi Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

100 mM Potasyum fosfat tamponu; pH:7.50  

40 mM Redükte glutatyon çözeltisi 

20 mM DCNB çözeltisi 

20 mM trans-4-fenil-3-büten-2-on çözeltisi 

 

3.1.3.8. GSTT Aktivitesi Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

100 mM Potasyum fosfat tamponu; pH:6.50  

40 mM Redükte glutatyon çözeltisi 

20 mM EPNP çözeltisi 
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3.1.3.9. Total SOD Aktivitesi Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

50 mM Tris çözeltisi  

50 mM Tris tamponu; pH: 8.20 (1 mM EDTA içerir.)  

10 mM HCl çözeltisi 

6 mM Pirogallol çözeltisi 

 

3.1.3.10. Mn-SOD Aktivitesi Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

50 mM Tris çözeltisi tamponu; pH: 8.20 (1 mM EDTA ve 1 mM KCN içerir)  

 

3.1.3.11. CAT Aktivitesi Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

50 mM Potasyum fosfat tamponu; pH: 7.00 

30 mM H2O2 çözeltisi 

 

3.1.3.12. GPx Aktivitesi Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

50 mM Tris-HCl tamponu; pH:7.60 (1 mM EDTA içerir.) 

8.8 mM H2O2 çözeltisi 

Reaksiyon karıĢımı 

 

3.1.3.13. Mitokondriyel ve Mikrozomal Ġnkübasyon ÇalıĢmalarında Kullanılan 

Çözeltiler 

100 mM Potasyum fosfat tamponu pH: 7.40 

10 mM Parasetamol çözeltisi 

10 mM Klozapin çözeltisi 

50 mM Redükte glutatyon çözeltisi 

50 mM NADPH çözeltisi 
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50 mM Glukoz-6-fosfat çözeltisi 

Hareketli faz A (98.9:10:0.1 (%) oranında distile su: Acn : formik asit) 

Hareketli faz B (98.9:10:0.1 (%) oranında Acn : distile su : formik asit) 

 

3.1.3.14. CYP3A4 Aktivite Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

0.1 M Potasyum fosfat tamponu; pH: 7.85 

20 mM Nifedipin çözeltisi 

10 mg/ml NADPH çözeltisi 

100 mM Glukoz-6-fosfat çözeltisi 

2 M NaCl içeren Na2CO3 tamponu; pH: 10.50 

Hareketli faz (55:45:0.2 (%) oranında metanol : distile su : formik asit) 

 

3.1.3.15. CYP2E1 Aktivite Ölçümünde Kullanılan Çözeltiler 

50 mM Potasyum fosfat tamponu; pH: 6.80 (2 mM MgCl2 ve 1 mM askorbik asit 

içerir) 

10 mM p-nitrofenol çözeltisi 

5 mM NADPH çözeltisi 

50 mM Glukoz-6-fosfat çözeltisi 

25 mM Askorbik asit çözeltisi 

Hareketli faz (59.9 : 40 : 0,1 (%) oranında distile su : Acn : formik asit) 

 

3.1.3.16. Penetrasyon Testinde Kullanılan Çözeltiler 

10 mM Klozapin çözeltisi 

100 mM Tris tamponu; pH: 7.40 
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3.1.3.17. MPTP Deneyinde Kullanılan Çözeltiler 

Solunum tamponu (125 mM sükroz, 50 mM KCl, 5 mM HEPES, 2 mM KH2PO4 ve 1 

mM MgCl2; pH: 7.20)  

10 mM Kalsiyum klorür çözeltisi 

Ġlaç stok çözeltileri (Dimetilsülfoksit (DMSO) içinde 10 mM klozapin, olanzapin, 

nifedipin, valproik asit, dapson, tiyaprofenik asit, sülfafenazol, metformin çözeltileri) 

 

3.1.3.18. Mitokondriyel DNA Metilasyonun Belirlenmesinde Kullanılan Çözeltiler 

10 mM redükte glutatyon çözeltisi 

Ġlaç stok çözeltileri (DMSO içinde 10 mM klozapin, olanzapin, nifedipin, valproik 

asit, dapson, tiyaprofenik asit, sülfafenazol, metformin çözeltileri) 

 

3.1.3.19. Mitokondriyel Oksijen Tüketiminin Belirlenmesinde Kullanılan 

Çözeltiler 

Ġlaç stok çözeltileri (DMSO içinde 10 mM klozapin, olanzapin, nifedipin, valproik 

asit, dapson, tiyaprofenik asit, sülfafenazol, metformin çözeltileri) 
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Hücresel Fraksiyonların Ġzole Edilmesi 

3.2.1.1. Mikrozomal Fraksiyonların Hazırlanması 

3.2.1.1.1. Ġnsan Dokularından Mikrozomal Fraksiyon Hazırlanması 

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, Genel Cerrahi ve Üroloji Anabilim Dallarında sırasıyla 

karaciğer ve böbrek kanseri tanısı konan ve cerrahi operasyon kararı alınan hastalardan 

gönüllü olur formu imzasıyla sağlanan karaciğer ve böbrek doku örnekleri, 

laboratuvarımızda mikrozomal fraksiyon hazırlanmasında kullanılmıĢtır. Tüm protokol Ege 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik AraĢtırmalar Yerel Etik Kurulu onayı ile (belge no = 2016-

008) gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla 9 farklı kiĢiden karaciğer dokusu (4 kadın, 5 erkek) ve 8 

farklı kiĢiden böbrek dokusu (3 kadın, 5 erkek) sağlanmıĢtır. Her bir birey ve doku için ayrı 

ayrı mikrozomal fraksiyonların elde edilmesinde kademeli santrifüj yöntemi uygulanmıĢtır. 

Bunun için 0.5 mg doku saat camı üzerinde makas ve bistüri yardımıyla küçük parçalara 

ayrılarak g organ/2 mL olacak Ģekilde fosfatla tamponlanmıĢ serum fizyolojik çözeltisi 

(PBS; phosphate buffered saline, % 0.9 NaCl içeren 100 mM fosfat tamponu, pH:7.40) 

içeren tüplere alınmıĢtır. Ardından tüp lokal ısınmayı engellemek amacıyla sulu buz içeren 

beher içerisinde tutulurken blender tipi homojenizatör (Heidolph homogenizers 

SilentCrusher) yardımıyla homojenize edilmiĢtir (25000 rpm, 2 dk). Elde edilen doku 

homojenatı, önceden +4°C’ye soğutulmuĢ santrifüjde 10 dk boyunca 12.000 xg hızda 

santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonrasında sitozolik ve mikrozomal fraksiyonları içeren 

üst faz temiz ultrasantrifüj tüplerine alınarak 105000xg hızda 1 saat süre ile +4°C’de 

santrifüj edilmiĢtir. Sitozolik fraksiyonu oluĢturan üst faz Eppendorf tüplere alınarak farklı 

çalıĢmalar için depolanmıĢtır. Pellet halinde çöktürülen mikrozomal fraksiyon üzerine aynı 

hacimde tampon çözelti (% 0.9 NaCl içeren 50 mM fosfat tamponu; pH: 7.40) eklenerek 

pipet yardımıyla süspande edilmiĢ ve aynı koĢullarda tekrar santrifüj edilerek üst faz pipet 

yardımıyla atılmıĢtır. Çöktürülen mikrozomal fraksiyon, % 25 gliserol ve % 0.1 EDTA 

içeren pH 7.40 100 mM fosfat tamponu içerisinde teflon homojenizatör yardımıyla homojen 

bir Ģekilde süspande edilmiĢ ve porsiyonlara ayrılarak deneysel çalıĢmalara kadar -86ºC'de 

depolanmıĢtır (652). Ġnsan karaciğer dokularından izole edilen mikrozomal fraksiyonlar 

HLM (human liver microsomes), böbrek dokularından izole edilen mikrozomal fraksiyonlar 

ise HKM (human kidney microsomes) olarak kodlanmıĢtır. 
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3.2.1.1.2. Fare Dokularından Mikrozomal Fraksiyon Hazırlanması 

Celal Bayar Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve AraĢtırma Merkezi’nden 

ticari olarak sağlanan BALB/c türü fareler, Ege Üniversitesi Rektörlüğü İlaç Araştırma 

Geliştirme ve Farmakokinetik Uygulama ve Araştırma Merkezi’ne getirilmiĢlerdir. Tüm 

protokol Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, Yerel Etik Kurulu onayı ile (belge no = 

21589509/39) gerçekleĢtirilmiĢtir. Adaptasyonlarının sağlanması amacıyla yüz fare, sekizerli 

gruplar halinde 3 gün boyunca oda ısısında, 12 saat aydınlık, 12 saat karanlıkta ve uygun 

nem oranında bakılmıĢ ve bu süre boyunca fareler standart laboratuvar yemi ve suyu ile 

beslenmiĢlerdir. Sürenin sonunda fareler ketamin anestezisi (i.p. 1 ml/kg vücut ağırlığı) ile 

uyutulmuĢlardır. Karın ve göğüs boĢlukları bir makas yardımıyla açılan farelerin karaciğer, 

böbrek ve kalpleri çıkartılmıĢtır. Dokular PBS ile yıkanarak porsiyonlara ayrılmıĢ ve 

ardından mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonların izolasyonuna kadar -86ºC'de 

depolanmıĢtır. Fare karaciğer ve kalp dokularından mikrozomal fraksiyonların elde 

edilmesinde insan dokularına da uygulanan yöntem uygulanmıĢtır (652). Fare karaciğer 

dokusundan hazırlanan mikrozomal fraksiyonlar MLM (mouse liver microsomes), böbrek 

dokusundan hazırlanan mikrozomal fraksiyonlar ise MHM (mouse heart microsomes) olarak 

adlandırılmıĢtır. 

 

3.2.1.2. Mitokondriyel Fraksiyon Hazırlanması 

3.2.1.2.1. Ġnsan Dokularından Mitokondriyel Fraksiyon Hazırlanması 

Adli Tıp Kurumu İzmir Grup Başkanlığı tarafından gerçekleĢtirilen otopsiler sırasında, 

ölen kiĢinin yasal temsilcisinden önceden onay alınmıĢ ve bu çalıĢmada kullanılmak üzere 

karaciğer ve kalp dokuları sağlanmıĢtır. Bu örneklerin alınabilmesi için Adli Tıp Kurumu 

Başkanlığı’ndan ve Ege Üniversitesi Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli onaylar sağlanmıĢtır 

(belge no = 21589509/39). Doku örneklerinin alınmasında dâhil olma ölçütleri olarak 

otopsisi yapılan kiĢilerin 18-50 yaĢ aralığında olması ve örnek alınacak dokularda herhangi 

bir kalıtsal ya da sonradan kazanılmıĢ hastalık olmaması ya da hasar geliĢmemiĢ olması esas 

alınmıĢtır. Karaciğer nispeten homojen bir doku olduğundan herhangi bir bölgesinden, ancak 

anatomik olarak portal üçlü ve hepatik venle birlikte safra kanallarını mutlaka içerecek 

Ģekilde, kalp dokusu olarak miyokard, böbrek dokusu olarak ise korteksten papillaya doğru 

tüm anatomik tabakaları içerecek Ģekilde doku örneği adli tıp hekimi tarafından alınmıĢtır 

(n=12, 5 kadın, 7 erkek). Doku örnekleri soğuk zincir koĢullarında Ege Üniversitesi. 

Farmasötik Toksikoloji Anabilim Dalı Laboratuvarı’na ulaĢtırılmıĢtır. 
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Karaciğer, kalp veya böbrek dokusunun 1.5 g’ı petri kabı üzerinde bistüri yardımıyla 

küçük parçalara ayrılmıĢtır. Cam Potter homojenizasyon tüpüne alınan doku, 5mL sükroz-

mannitol tampon çözeltisi (20 mM hepes, 70 mM sükroz, 220 mM mannitol, 2 mM EDTA, 

0.5 mg/ml BSA, pH: 7.50) içinde teflon havaneli yardımıyla 20-30 vuruĢ uygulanarak 

homojenize edilmiĢtir. Doku homojenatı aynı tamponla 15 mL’ye tamamlanarak, +4°C’de 

10 dk boyunca önce 600 xg, sonra ise 650 xg hızda santrifüj edilmiĢtir. PatlamamıĢ hücreler, 

nispeten büyük membran parçaları ve dansitesi yüksek olan nükleus çökeltisinin 

uzaklaĢtırılmasının ardından üst faz 8000xg hızda 15 dk boyunca tekrar santrifüj edilerek 

mitokondrilerin çökmesi sağlanmıĢtır. Bu ham mitokondriyel ekstraktın sükroz-mannitol 

tampon çözeltisiyle iki kez yıkanmasının ardından (8000xg, 15 dk, +4°C) sükroz gradiyenti 

yöntemiyle saflaĢtırma aĢamasına geçilmiĢtir. Ham mitokondri ekstraktı, 0.8 M sükroz 

çözeltisi üzerine eklenmiĢ ve 14000xg hızda 30 dk boyunca santrifüj edilerek mitokondriyel 

fraksiyonun diğer hücresel kontaminantlardan ayrılması sağlanmıĢtır. Elde edilen pellet, iki 

kez sükroz-mannitol tamponu ile yıkanmıĢ (8000xg, 15 dk, +4°C) ve “saf mitokondri 

fraksiyonu” elde edilmiĢtir (67, 434). 

Mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarının ayrı ayrı izole edilebilmesi 

amacıyla mitokondriler sonikasyon iĢlemi uygulanarak patlatılmıĢtır. 30 kHz’de her biri 

10’ar sn olacak Ģekilde üç kez sonikasyon uygulanmıĢ, membran ve matriks fraksiyonları 

santrifüjle birbirinden ayrılmıĢtır (160000xg, 1 saat,+4ºC). Membranların 10 mM pH: 8.50 

Tris-HCI tamponu ile yıkanarak (160000xg, 1 saat, +4ºC) matriksten tamamen temizlenmesi 

sağlanmıĢtır. Her iki fraksiyon da deneysel çalıĢmalar gerçekleĢtirilene kadar -86°C’de 

saklanmıĢtır (653). 

Karaciğer dokusundan izole edilen mitokondri fraksiyonu “LMit” (liver 

mitochondria), kalp dokusundan izole edilen mitokondri fraksiyonu ise “HMit” (heart 

mitochondria) olarak isimlendirilmiĢtir. Mitokondriyel membranlar doku kaynağına bağlı 

olarak LMM (liver mitochondrial membranes), HMM (heart mitochondrial membranes) 

olarak kodlanırken, matriks fraksiyonları ise LMx (liver mitochondrial matrix), HMx (heart 

mitochondrial matrix) olarak kodlanmıĢtır. 

 

3.2.1.2.2. Ġnsan DıĢı Türlerden Mitokondriyel Fraksiyon Hazırlanması 

Klozapin biyotransformasyon çalıĢmalarında BALB/c türü fare karaciğer ve kalp 

dokusu, ilacın mitokondri içerisine penetrasyonu deneyinde Wistar albino türü sıçan 

karaciğer dokusu kullanılmıĢtır. MPTP deneyleri için sığır karaciğer dokusundan mitokondri 

izolasyonu yapılmıĢtır. Cam Potter homojenizasyon tüpü içine alınan 1 g doku, 5 mL 
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mitokondri izolasyon tampon çözeltisi (0.3 M Sükroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA, % 

0.1 BSA pH: 7.20) içinde 20-30 vuruĢ uygulanarak homojenize edilmiĢtir. Doku homojenatı, 

aynı tampon çözelti ile 30 mL’ye tamamlanarak 15 mL’lik iki ayrı falkon tüpe ayrılmıĢ ve 

+4°C’de 800xg hızda 10 dk boyunca iki kez santrifüj iĢlemi uygulanmıĢtır. Üst faz +4°C’de 

9.000xg hızda 10 dk boyunca santrifüj edilmiĢ ve ham mitokondri ekstraktı (crude 

mitochondrial extract) elde edilmiĢtir. MPTP deneyinde ham mitokondri ekstraktı 

kullanılırken, diğer deneyler için saflaĢtırma aĢamasına geçilmiĢtir. 

Ham mitokondriyel ekstraktı, 4 mL % 18’lik Percoll çözeltisi içinde süspande edilerek 

üzerine 4’er mL damla damla sırasıyla % 30 ve % 60’lık Percoll çözeltileri eklenmiĢ ve 

ardından karaciğer mitokondrileri için 9000 xg, kalp mitokondrileri içinse 29000 xg hızda 

santrifüj iĢlemi uygulanmıĢtır (+4°C; 10 dk). Santrifüj sonunda % 30 ve % 60’lık Percoll 

gradiyentleri arasında kalan saf mitokondriyel fraksiyon cam pastör pipeti yardımıyla 

toplanmıĢtır (ġekil 2). Toplanan mitokondri fraksiyonu sığır serum albümini (BSA) 

içermeyen izolasyon tamponu çözeltisi ile (0.3 M sükroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA, 

pH: 7.20) 9000 xg hızda 10 dk boyunca iki kez yıkanmıĢtır. Mitokondriyel membranların 

(MM) ve çözünür fraksiyon olan matriksin (Mx) elde edilebilmesinde mitokondriler 

sonikasyon ile patlatılmıĢtır. Üçer kez 30 kHz’de 10 sn boyunca sonikasyon uygulamasının 

ardından ekstraktlar +4
o
C’de ve 147000 xg hızda 1 saat boyunca santrifüj edilmiĢtir. Üst fazı 

oluĢturan matriks fraksiyonu ve çöken mitokondri membran fraksiyonu, porsiyonlara 

ayrılarak planlanan deneysel çalıĢmalar gerçekleĢtirilene kadar -86°C’de saklanmıĢtır (13, 

654). 
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ġekil 2. Percoll dansisite gradiyenti (% 18, 30 ve 60) yardımıyla farklı dokulardan mitokondriyel 

fraksiyon izole edilmesi. Mitokondriyel fraksiyon % 30 - % 60 Percoll gradiyentleri arasından 

toplanmıĢtır (13) 

 

 

3.2.2. Protein Miktar Tayini 

Mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonların protein miktar tayinleri Bradford 

yöntemine göre 96 kuyucuklu plakalarda yapılmıĢtır(655). 1 mg/mL stok BSA çözeltisinden 

hareketle bir seri protein standart çözeltisi (125, 250, 500, 750, 1000 µg/mL BSA) 

hazırlanmıĢ, kör çözelti olarak distile su kullanılmıĢtır. Her bir örnek, kör ve standart 

çözeltisinin 5 µL’si üzerine 250 µL Bradford çözeltisi eklenmiĢtir. 5 dk boyunca oda ısısında 

gerçekleĢtirilen inkübasyonun ardından 595 nm’de kuyucukların absorbansı ölçülmüĢtür. 

Standart seriden hareketle elde edilen kalibrasyon doğrusu ve doğru denklemi yardımıyla 

örneklerin toplam protein miktarları hesaplanmıĢtır. 

 

3.2.3. Western Blot Tekniğiyle Saflık Kontrolü 

Mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonların saflık derecesi, Western blot (WB) 

tekniğiyle kontrol edilmiĢtir. Bu tekniğin kullanılmasının iki amacı vardır, birincisi 

izolasyonun baĢarılı olup olmadığının, yani izole edilmek istenen hücresel fraksiyonun 

gerçekten elde edilip edilemediğinin anlaĢılmasıdır. Ġkinci amaç ise izole edilen fraksiyonun 

saflığının, yani diğer hücresel bileĢenlerle kontamine olup olmadığının belirlenmesidir. Bu 

amaçlarla Towbin ve ark.’ının 1979 yılında yayımladıkları yöntem, laboratuvarımızda bazı 

değiĢikliklerle uygulanmıĢtır (656).  

Mitokondriyel

faz
% 60

% 18

% 30

Karaciğer BeyinKalpBöbrek
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Mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonların izole edilebildiğini ve bu iki fraksiyonun 

birbiriyle ya da diğer hücresel fraksiyonlarla kontamine olup olmadığını göstermek üzere 

seçilen proteinler Tablo 3’de özetlenmiĢtir. 

 

 

Tablo 3. Hücresel fraksiyonların izole edilebildiğini ve birbirleriyle kontaminasyon derecesini 

belirlemeye yönelik seçilen ve western blot tekniğinde kullanılan markör proteinler (657).  

Mitokondriyel Proteinler 

Protein (kısaltma) Bulunduğu fraksiyon kDa 

Voltage dependent anion channel; 

VDAC 

DıĢ membran 31-33 

Cytochrome c oxidase IV; COXIV Ġç membran 17-18 

Heat shock protein 60; Hsp60 Matriks 60 

Sitozolik Proteinler 

Protein (kısaltma) kDa 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPDH 36 

ER Spesifik Proteinler 

Protein (kısaltma) kDa 

Binding immunoglobulin protein; Bip / 

Glucose-regulated protein; GRP78 

 

78 

 

 

Mikrozomal ve mitokondriyel proteinler (10-50 µg) % 12 sodyumdodesil sülfat-

poliakrilamid jeli’ne (SDS/PAGE) uygulanmıĢ ve elektroforez tankına yerleĢtirilmiĢtir. 

Elektriksel voltaj 15 dk boyunca 80 V değerinde tutulmuĢ, proteinlerin aynı hizaya 

gelmesinin ardından ise 120 V’a çıkarılmıĢtır. Jel üzerinde yürümesi tamamlanan proteinler 

polivinilidin florür (PVDF) membrana aktarılmıĢtır; transfer iĢlemi 2 saat boyunca 120 V 

uygulanarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Uygulanacak olan antikorlar ile membranların spesifik 
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olmayan etkileĢimlerini önlemek amacıyla bloklama iĢlemi uygulanmıĢ, membranlar TBS-T 

(% 0.1 Tween 20 içeren Tris tamponu) içinde % 5’lik süt tozu ile 1 saat boyunca inkübe 

edilmiĢtir. Ardından her bir membran üzerine varlığı araĢtırılan proteine özgü anti-

GRP78/Bip (tavĢan, poliklonal, 1:5000), anti-VDAC1/porin (tavĢan, poliklonal, 1:2000), 

anti-COX IV (tavĢan, poliklonal, 1:5000) ve anti-HSP60 (tavĢan, poliklonal, 1:10000) 

primer antikorları belirtilen dilüsyon oranlarında uygulanarak gece boyunca inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Primer antikor inkübasyonunun ardından TBS-T ile membranlar iki kez 

yıkanmıĢ, sekonder antikor uygulaması amacıyla Horseradish peroxidase (HRP)-konjuge 

antikor ile (1:3000) 2 saat inkübe edilmiĢtir. Sekonder antikor uygulanmasının ardından 

membranlar TBS-T çözeltisi ile üç kez yıkanmıĢ ve görüntüleme iĢlemi için 2 mL 

kemilüminesans substratı membran yüzeyine steril bir pipetle uygulanarak reaksiyon için 2 

dk beklenmiĢtir. Kemilüminesans ajanı, ikincil antikor ile aynı konjuge grubu taĢıdığı için bu 

antikora bağlanarak ıĢıma yapmaktadır. FUSION FX7 kemilüminesans jel görüntüleme 

sistemi yardımıyla membranlardaki bantların görüntülenmesi sağlanmıĢtır (656). 

 

3.2.4. Ġlaç Biyoaktivasyon ÇalıĢmaları 

3.2.4.1. Bireyler ve Organlararası Parasetamol Biyoaktivasyonu Farklılığı 

ÇalıĢması  

3.2.4.1.1. Mikrozomal ÇalıĢmalar 

3.2.4.1.1.1. OluĢan NAPQI’ın Miktar Tayini 

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi, Genel Cerrahi ve Üroloji Anabilim Dalları’ndan 

sağlanan 9 farklı hastaya ait karaciğer ve 8 farklı hastaya ait böbrek doku örneklerinden 

hazırlanan mikrozomal fraksiyonlarla parasetamolün in vitro inkübasyonları 

gerçekleĢtirilmiĢ ve her bir dokunun parasetamolden NAPQI reaktif metabolit oluĢturma 

kapasitesi belirlenmiĢtir. Son hacmi 250 µL olan inkübasyonlarda 100 mM potasyum fosfat 

tamponu çözeltisi (pH 7.40, 5 mM MgCl2 içeren) içerisine sırasıyla son konsantrasyonu 250 

µM olacak Ģekilde parasetamol, 5 mM GSH, 1mg protein /mL HLM ya da HKM eklenmiĢtir. 

500 µM NADPH (bazı inkübasyonlarda ayrıca NADPH-üretici sistem (NRS); 500 µM 

glukoz-6-fosfat ve 1 U/mL glukoz-6-fosfat dehidrojenaz dâhil edilmiĢtir) eklenmesiyle 

reaksiyon baĢlatılmıĢtır. Çalkalamalı blok ısıtıcıda 300 rpm devirde ve 1 saat boyunca 

37ºC’de inkübasyon gerçekleĢtirildikten sonra reaksiyon, 50 µL fosforik asit (% 10, V/V) 

eklenmesiyle sona erdirilmiĢtir. Ġnternal standart (I.S.) olarak laboratuvarımızda daha önce 

sentezlenen [
2
D3]-NAPQI-SG, son konsantrasyonu 5 µM olacak Ģekilde inkübasyon 

ortamlarına eklenmiĢtir. 14000xg hızda 25ºC’de 10 dk boyunca santrifüj iĢlemi uygulanarak 
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üst berrak fazlar viyallere aktarılmıĢ ve 25 µL örnek, guard kolon bağlı HPLC kolonuna 

enjekte edilmiĢtir (Phenomenex Inertsil, ODS-2.5 µm 4.6x15 mm). HPLC sistemi Thermo 

Accela system controller, LC gradiyent pompa, kolon fırını, enjektör ve bir ultraviyole (UV) 

detektörden (254 nm) oluĢmaktadır. Yüzde 0.2 formik asit içeren su içerisinde asetonitril 

(Acn) gradiyenti uygulanmıĢtır; % 1 Acn ile baĢlanmıĢ, 20 dk sonunda % 99 Acn’e çıkılmıĢ, 

2 dk sonra % 10’a, 3 dk sonra ise tekrar % 1 Acn’e dönülmüĢtür. AkıĢ hızı 0.5 mL/dk’dır. 

HPLC-UV detektöründen çıkan elüent, elektrosprey iyonizasyon kaynağı içeren triple 

quadrupole kütle spektrometresine yönlendirilmiĢtir (Thermo Quantum Access Max). Kütle 

spektrometresi, NAPQI-SG konjugatının [M+H]
+
 iyonundan piroglutamik asitin nötral kaybı 

ve glisin kaybını izlemek için pozitif iyonizasyon (+ESI) ile selected reaction monitoring 

(SRM) modunda çalıĢtırılmıĢtır. Ana molekül parasetamol, NAPQI-SG ve I.S. [
2
D3]-

NAPQI-SG için izlenen reaksiyonlar ve oluĢan kütle fragmentleri ġekil 3 ve aĢağıdaki 

tabloda gösterilmiĢtir: 

 

Madde BaĢlangıç 

iyonu 

[M + H]
+
  

Parçalanma 

ürünü (m/z) 

Ġyonizasyon  

enerjisi (V) 

Parasetamol 152 
110 

131 
20 

NAPQI-SG 457 
328 

382 
20 

[
2
D3]-NAPQI-SG 460 

331 

385 
20 

 

Elüent püskürtücü (nebulizer), yardımcı (auxiliary) ve kaplayıcı/kılıf (sheath) gaz 

olarak azot gazı kullanılmıĢtır. BuharlaĢtırıcı ve kapiller sıcaklıkları sırasıyla 350
o
C ve 

370
o
C’dir. Kapiller voltaj 3500 V, nebulizer gaz basıncı 40 psig, m/z tarama aralığı 50-1000, 

tarama sıklığı 1.003 spektra/sn olarak ayarlanmıĢtır. ÇarpıĢma (collision) enerjisi hem doğal 

konjugat hem de döteryum iĢaretli konjugat için 20 V olarak uygulanmıĢtır.  
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ġekil 3. NAPQI-SG ve I.S. 
2
D3-NAPQI-SG’nin pozitif elektrosprey iyonizasyonu sonrasında izlenen 

reaksiyonları ve kütle fragmentleri 

 

 

Her bir inkübasyon ortamında oluĢan metabolitin miktar tayininin gerçekleĢtirilmesi 

amacıyla 5 µM I.S. içeren parasetamol standart çözeltileri (0.5, 0.25, 0.125 ve 0.0625 mM) 

hazırlanarak LC-MS/MS ile analiz edilmiĢtir. Her bir standart çözeltideki parasetamol pik 

alanı, I.S. pik alanına bölünmüĢ ve bu pik alanı oranları konsantrasyona karĢı grafiğe 

geçirilerek bir kalibrasyon doğrusu elde edilmiĢtir. Her bir örneğin pik alan oranı [Pik 

alanı(PAR)/Pik alanı (I.S.)] kullanılarak inkübasyon ortamlarında oluĢan NAPQI-SG miktarları, 

doğru denkleminden hareketle hesaplanmıĢtır. Ardından protein baĢına oluĢan NAPQI-SG 

miktarları karĢılaĢtırmalı olarak grafiğe geçirilmiĢtir. 

 

3.2.4.1.1.2. NAPQI-SG OluĢumda NADPH Bağımlılığının Belirlenmesi 

NAPQI-SG oluĢumunun sürekli elektron akıĢına bağlı olup olmadığının araĢtırılması 

amacıyla NRS içeren ve içermeyen HLM ve HKM inkübasyonları eĢzamanlı 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 9 ayrı HLM (+/- NRS) ve 8 ayrı HKM (+/- NRS) inkübasyonlarında 

Parasetamol

NAPQI-SG

[M+H]+ = 457

[M] = 151

2D3-NAPQI-SG

[M+H]+ = 460

m/z 382

m/z 331

m/z 385

m/z 328
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oluĢan NAPQI-SG miktarlarının ortalama değerleri belirlenerek NRS gerekliliği her iki 

organ için ayrı ayrı belirlenmiĢtir. 

 

3.2.4.1.1.3. Bireyler Arası Mikrozomal CYP3A4 Aktivite Farklılıkları 

CYP3A4 enzim aktivitesinin belirlenmesi amacıyla enzim tarafından katalize edilen 

nifedipin oksidasyonu reaksiyonundan yararlanılmıĢtır (658). Ġnsan dokularına oldukça zor 

ve çok az miktarda ulaĢılıyor olması nedeniyle literatürde HPLC için tanımlanmıĢ aktivite 

ölçüm yöntemi tarafımızdan LC-MS cihazına uyarlanmıĢ, daha az doku ile yüksek 

hassasiyet, doğruluk ve seçicilikte bir analiz hedeflenmiĢtir. Bu amaçla geliĢtirilen yöntemde 

1/10 oranında mikrozom ile çalıĢılmıĢtır. 

Dokuz ayrı HLM ve 8 ayrı HKM ile nifedipinin in vitro inkübasyonları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Nifedipin son konsantrasyonu 200 µM olacak Ģekilde 0.1 M potasyum 

fosfat tamponu çözeltisi içerisinde (pH:7.85) ve 10 µL mikrozom (HLM ya da HKM) 

süspansiyonu varlığında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyonlar amber renkli viyallerde, son hacim 

425µL olacak Ģekilde yapılmıĢtır. Çalkalamalı blokta 5 dk süreyle 37ºC’de tutulmasının 

ardından her inkübasyon ortamına 75 µL NADPH ve NRS karıĢımı (10 mg/mL NADPH, 

100 mM glukoz-6-fosfat, 1 U/mL glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) eklenmesiyle oksidasyon 

baĢlatılmıĢtır. 37ºC'de 10 dk inkübasyon sonrasında 2 mL diklorometan ve 100 µL Na2CO3 

(1 M) tamponu çözeltisi (2 M NaCl içeren) eklenmiĢ ve devamında 15 dk süreyle 1 000xg’de 

santrifüj edilerek üst faz uzaklaĢtırılmıĢtır. Berrak alt faz, azot gazı yardımıyla kuruluğa 

kadar uçurulmuĢ ve kalıntı 100 µL metanolde çözülerek teknik ayrıntıları bir önceki baĢlık 

altında tanımlanan HPLC-MS sistemine enjekte edilmiĢtir. Farklı olarak Symmetry Shield 

(RP18 3.5 µm 4.6x100 mm) HPLC kolonu kullanılmıĢ, enjeksiyon hacmi 25 µL, akıĢ hızı 

0.7 mL/dk, analiz süresi 25 dk ve gradiyent yerine izokratik akıĢ uygulanmıĢtır. Hareketli faz 

olarak 55:45:0.2 (%) oranında metanol : distile su : formik asit kullanılmıĢ, SRM yerine 

(+ESI) Q1MS modunda çalıĢılmıĢtır. Nifedipinin moleküler parçalanma profilinin tayin 

edilmesi için 1 ppm nifedipin çözeltisi infüzyon Ģeklinde doğrudan MS detektöre verilmiĢ ve 

en uygun analiz yöntemi oluĢturulmuĢtur.  
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ġekil 4. CYP2E1 ve CYP3A4 enzim aktivitelerinin LC-MS ile aktivite ölçümünde kullanılan iki 

substratın elektrosprey iyonizasyonu sonucu izlenen reaksiyonları. A: p-Nitrofenol ve metaboliti 4-

nitrokatekolün Q1 ve Q2 iyonizasyonları ve oluĢan iyonları. B: Nifedipin ve piridin türevi 

metabolitinin Q1 iyonizasyonları ve protonlanmıĢ iyonları.  

[M] = 139

p-nitrofenol

[M] = 155

4-NitrokateĢol

[M-H]- = 138

[M-H]- = 154

m/z = 108

m/z = 124

-ESI

CYP2E1

-NO

Q1 Q2

Q1 Q2

-ESI

-NO

Nifedipin

[M] = 346

[M+H]+ = 344

Nifedipin oksit

[M+H]+ = 347

[M+H]+ = 345

+ESI

Q1

+ESI

Q1

CYP3A4

2H+

A

B
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Ġnfüzyon sırasında belirlenen koĢullara göre kapiller voltaj 3500V, azot gazı sıcaklığı 

350ºC, nebulizer gaz basıncı 40 psig, iyonizasyon enerjisi 25 V, m/z tarama aralığı 50-1000, 

tarama sıklığı 1.003 spektra/sn olarak ayarlanmıĢtır. LC-MS’de izlenen reaksiyonlar ve 

oluĢan iyonlar ġekil 4 ve aĢağıdaki tabloda gösterilmiĢtir: 

 

Madde BaĢlangıç iyonu 

[M + H]
+
 

Ġyonizasyon 

enerjisi (V) 

Nifedipin 347 25 

Nifedipin oksit 345 25 

 

Nifedipin ve nifedipin oksitin (piridin türevi metabolit) Q1 iyonizasyonları, MS 

detektörü yardımıyla izlenmiĢtir. Örneklerde oluĢmuĢ nifedipin oksit metabolitinin pik 

alanları belirlenmiĢtir. Miktar tayininin gerçekleĢtirilmesi amacıyla standart nifedipin 

çözeltileri (0.2, 0.01, 0.005 ve 0.0025 mM) hazırlanarak LC-MS'e enjekte edilmiĢ ve pik 

alanları belirlenmiĢtir. Her bir standart çözeltinin konsantrasyonuna karĢı pik alanları grafiğe 

geçirilerek kalibrasyon doğrusu ve doğru denklemi elde edilmiĢtir. Kalibrasyon doğrusu 

denklemi yardımıyla her bir örnekteki ana madde ve metabolit konsantrasyonları 

hesaplanmıĢtır. Hem aynı organ için bireyler arası, hem de aynı bireyde organlar arası 

CYP3A4 farklılıkları belirlenmiĢtir. 

 

3.2.4.1.1.4. Bireyler Arası Mikrozomal CYP2E1 Aktivite Farklılıkları 

CYP2E1 aktivitesi bu enzim tarafından katalize edilen p-nitrofenol’ün 4-nitrokatekol 

metabolitine yükseltgendiği oksidasyon reaksiyonu aracılığı ile ölçülmüĢtür. Elbarbry 

tarafından 2006 yılında geliĢtirilen HPLC analiz yöntemi laboratuvarımızda LC-MS/MS 

cihazına uyarlanmıĢtır (659). 

Dokuz ayrı HLM ve 8 ayrı HKM ile p-nitrofenol’ün in vitro inkübasyonları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Final hacim olan 0.5 mL içerisinde son konsantrasyonu 0.2 mM olacak 

Ģekilde p-nitrofenol, 0.4 mg protein/mL HLM veya HKM, 1 mM NADPH ve NRS (5 mM 

glukoz-6-fosfat ve 1 U/mL glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) varlığında 50 mM fosfat tamponu 

çözeltisi içinde (pH: 6.80, 2 mM MgCl2 ve 1 mM askorbik asit içeren) inkübe edilmiĢtir. Bir 

saat süreyle 37ºC sıcaklıkta ve 300 rpm hızda çalkalamalı blokta gerçekleĢtirilen 

inkübasyonun ardından 10000xg'de 15 dk santrifüj iĢlemi uygulanmıĢtır. Üst berrak fazlar 
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viyallere aktarılarak HPLC kolonuna enjekte edilmiĢtir. HPLC kolonu olarak Symmetry 

Shield (RP18, 3.5 µm 4.6x100 mm) kullanılmıĢ, enjeksiyon hacmi 50 µL, akıĢ hızı 0.7 

mL/dk, analiz süresi 25 dk ve hareketli faz olarak distile su : Acn : formik asit (% 59.9 : 40 : 

0.1) ile izokratik akıĢ uygulanmıĢtır. UV deteksiyonun ardından elüent önceki bölümde 

tanımlanan triple quadrupole-kütle spektrometresine yönlendirilerek negatif iyonizasyon-

elektrosprey modunda (-ESI) analiz edilmiĢtir. Biyolojik örneklerin analizi öncesinde 

moleküler parçalanma profilinin tayin edilmesi için 1 ppm p-nitrofenol çözeltisi, infüzyon 

tekniğiyle doğrudan MS detektöre uygulanmıĢ, optimum analiz koĢulları belirlenerek 

yöntem oluĢturulmuĢtur. MS detektörde p-nitrofenol ve 4-nitrokatekolden Q1 iyonizasyon 

sırasında oluĢan [M-H]
- 
iyonlarının her ikisinden NO grubunun kaybı, negatif iyonizasyon (-

ESI) ile SRM modunda izlenmiĢtir. Ġzlenen reaksiyonlar ve kütleler ġekil 4 ve aĢağıdaki 

tabloda gösterilmiĢtir. 

 

Madde Ana iyon 

(m/z) 

Parçalanma ürünü 

(m/z) 

Ġyonizasyon enerjisi 

(V) 

p-nitrofenol 138 
46 

108 
22 

4-nitrokatekol 154 124 15 

 

Miktar tayininin gerçekleĢtirilmesi amacıyla standart p-nitrofenol çözeltileri (0.2, 0.01, 

0.005 ve 0.0025 mM) hazırlanarak LC-MS/MS ile analiz edilmiĢ ve pik alanları 

belirlenmiĢtir. Konsantrasyona karĢı pik alanı grafiği çizilerek kalibrasyon doğrusu 

hazırlanmıĢ ve doğru denklemi elde edilmiĢtir. Her bir örnekte oluĢmuĢ olan 4-nitrokatekol 

metabolitinin miktar tayini yapılarak CYP2E1 aktiviteleri hesaplanmıĢtır. Böylece hem aynı 

organ için bireyler arası CYP2E1 aktivite farklılıkları hem de aynı birey için organlar arası 

farklılıklar belirlenmiĢtir. Her iki enzimin aktiviteleri aĢağıdaki formüle göre hesaplanmıĢtır: 

Enzim aktivitesi ꞊ nmol (ürün) /nmol (P450) / inkübasyon süresi 

1 mg karaciğer mikrozomal proteindeki P450 miktarı 0.75 nmol, 1 mg böbrek mikrozomal 

proteindeki P450 miktarı 0.22 nmol  kabul edilerek inkübasyon ortamlarındaki ''nmol P450'' 

değeri, her bir mikrozomun total protein değerinden hesaplanmıĢtır (658). 
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3.2.4.1.2. Mitokondriyel Parasetamol Biyotransformasyonu 

Mitokondrilerin NAPQI oluĢturma kapasitesinin araĢtırılması amacıyla sıçan karaciğer 

ve kalp dokularından izole edilen mitokondriyel fraksiyonlar, in vitro koĢullarda 

parasetamolle inkübe edilmiĢtir. Enzim kaynağı olarak taze izole edilen mitokondriyel 

membran ya da matriks fraksiyonu kullanılmıĢ, inkübasyon ortamındaki protein son 

konsantrasyonu olarak da 0.5 mg protein/mL, membran+matriks inkübasyonlarında ise 1 mg 

protein/mL olacak Ģekilde uygulanmıĢtır.  

Ġki ayrı kontrol inkübasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Kontrol inkübasyonlarından ilki “-

Enzim -GSH”, yani hem enzim kaynağı hem de GSH yokluğunda gerçekleĢtirilen 

inkübasyondur. Ġkinci kontrol inkübasyonu “-Enzim +GSH”, yani enzim kaynağı 

yokluğunda ancak GSH varlığında gerçekleĢtirilen inkübasyondur. Ġnkübasyon ortamındaki 

konsantrasyonu 100 µM olan parasetmol, mitokondriyel enzim kaynakları ile 100 mM 

potasyum fosfat tamponu çözeltisi (pH 7.40, 5 mM MgCl2 içeren) içerisinde inkübe 

edilmiĢtir. 250 µL’lik inkübasyon ortamına 5 mM GSH eklenmesinin ardından 1 mM 

NADPH ve NRS (1 mM G6P, 1 U/mL G6PD) eklenmesiyle inkübasyon baĢlatılmıĢtır. 

Çalkalamalı blok ısıtıcıda 1 saat boyunca 300 rpm devir ve 37°C’de inkübasyon 

gerçekleĢtirilmiĢ, reaksiyon % 10 (V/V) Acn eklenmesiyle sonlandırılmıĢtır. 14 000xg hızda 

25ºC’de 10dk boyunca santrifüj iĢlemi uygulanarak üst berrak fazlar viyallere aktarılmıĢ ve 

örnekler LC-MS/MS ile analiz edilmiĢtir. LC-MS/MS analiz koĢulları “Oluşan NAPQI’ın 

Miktar Tayini” baĢlığı altında ayrıntılı bir Ģekilde anlatılmıĢtır. Her bir inkübasyon ortamında 

oluĢan NAPQI’ın pik alanları, inkübasyon ortamının protein miktarı baĢına grafiğe 

geçirilerek farklı mitokondriyel enzim kaynaklarının biyoaktivasyon kapasitesi birbiriyle 

kıyaslanmıĢtır. 

 

3.2.4.2. Klozapin Biyoaktivasyonu ÇalıĢmaları 

3.2.4.2.1. Mitokondriyel Klozapin Biyotransformasyonu 

Klozapinin mitokondriyel (LMM, HMM, LMx, HMx) ve mikrozomal (LM, HM) 

inkübasyonları, Balb/c soyundan fare karaciğer ve kalbinden elde edilen fraksiyonlarla 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Karaciğer ve kalp dokularından hem mitokondriyel hem de mikrozomal 

fraksiyonların izolasyonu sağlanmıĢtır. Ġnkübasyonlar ve kontrol inkübasyonları bir önceki 

bölümde parasetamol için tarif edildiği gibi yapılmıĢtır.  

Ġnkübasyon ortamındaki konsantrasyonu 100 µM olan klozapin, farklı enzim 

kaynakları ile 100 mM potasyum fosfat tamponu çözeltisi (pH 7.40, 5 mM MgCl2 içeren) 
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içerisinde inkübe edilmiĢtir. 250 µL’lik inkübasyon ortamına 5 mM GSH eklenmesinin 

ardından 1 mM NADPH ve NRS (1 mM G6P, 1 U/mL G6PD) eklenmesiyle inkübasyon 

baĢlatılmıĢtır. Çalkalamalı blok ısıtıcıda 1 saat boyunca 300 rpm devir ve 37°C’de 

inkübasyon gerçekleĢtirilmiĢ, reaksiyon % 10 (V/V) Acn eklenmesiyle sonlandırılmıĢtır. 14 

000xg hızda 10 dakika boyunca santrifüj iĢlemi uygulanarak üst berrak faz viyallere alınmıĢ 

ve LC-MS/MS ile analiz edilmiĢtir. Her bir inkübasyon ortamında oluĢan stabil metabolitler 

NorKLZ, KLZ-N-Oksit ile reaktif nitrenyum iyonunun GSH konjugatına (KLZ-SG) ait pik 

alanları belirlenmiĢtir. Her 3 metabolit için izlenen reaksiyonlar ve oluĢan iyonlar ġekil 5’de 

gösterilmiĢtir. Pik alanları, inkübasyon ortamının protein miktarı baĢına grafiğe geçirilerek 

farklı enzim kaynaklarının biyoaktivasyon kapasitesi birbiriyle kıyaslanmıĢtır (485). 

Triple quadrupole LC-MS/MS analizi, önceki bölümlerde tanımlanan Thermo 

Quantum Access Max cihazında gerçekleĢtirilmiĢtir. Kullanılan kolon “Phenomenex Inertsil, 

ODS-2 RP18, 5 µm 4.6x15 mm”, enjeksiyon hacmi 25 µL, akıĢ hızı 0.7 mL/dk, analiz süresi 

25 dk’dır. UV analizinde kullanılan dalga boyu 254 nm’dir. Hareketli faz A [Distile su: Acn: 

formik asit (% 98.8:1:0.2)] ve hareketli faz B [distile su: Acn: formik asit (% 1:98.8:0.2) ] 

olmak üzere 2 ayrı hareketli faz ile gradiyent elüsyon uygulanmıĢtır. HPLC kolonundan 

baĢlangıçtan 3. dk’ya kadar % 100 A geçirilmiĢ, 20 dk.’da % 100 B’ye birim zamanda 

doğrusal değiĢimle çıkılmıĢ, 22. dk.’da % 90 A’ya, 25. dk.’da ise tekrar % 100 A’ya 

dönülmüĢtür.  

Klozapin ve metabolitleri elektrosprey-pozitif iyonizasyon ile (+ESI) SRM modunda 

analiz edilmiĢtir. Kapiller voltaj 3500 V, azot gazı sıcaklığı 350ºC, nebilizer 40 psig, 

iyonizasyon enerjisi 25 V, m/z tarama aralığı 50-1000, tarama sıklığı 1.003 spektra/sn olarak 

ayarlanmıĢtır. LC-MS/MS analizinde izlenen reaksiyonlar, parçalanma ürünü iyonlar ve 

iyonizasyon enerjileri ġekil 5 ve aĢağıdaki tabloda gösterilmiĢtir: 

Madde 
Ana iyon 

(m/z) 

Parçalanma 

ürünü (m/z) 

Ġyonizasyon 

enerjisi (V) 

Klozapin 328 271 39 

KLZ-N-Oksit 343 
192 

256 
55 

NorKLZ 313 192 52 

KLZ-SG 632 
503 

302 
40 
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ġekil 5. Klozapin biyotransformasyonu analizinde izlenen reaksiyonlar ve oluĢan iyonlar. 

 

 

3.2.4.2.2. Mitokondriyel Penetrasyonun Belirlenmesi 

In vivo koĢullarda hücre sitoplazmasına kadar ulaĢan klozapinin karaciğer ve kalp 

mitokondrisine ne kadarının geçtiğinin belirlenmesi amacıyla sıçanların karaciğer ve kalp 

dokusundan intakt mitokondri elde edilmiĢ ve 2 saat içinde kullanılmıĢtır. 

Mitokondri içerisine geçme oranını belirlemek üzere 100 µM klozapin, in vitro 

biyoaktivasyon inkübasyonlarında olduğu gibi, ancak bu kez yapısal bütünlüğü korunmuĢ 

(intakt) sıçan karaciğer mitokondrileri (LMit) veya sıçan kalp mitokondrileri (HMit) ile son 

protein konsantrasyonu 1.2 mg/mL olacak Ģekilde, 100 mM Tris tamponu (pH 7.40) çözeltisi 

içinde inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon çalkalamalı blok ısıtıcıda 37°C’de 1 saat süreyle 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Süre sonunda inkübasyon ortamı +4°C’de 15 dk süreyle santrifüj 

edilerek (800xg) mitokondrilerin çöktürülmesi sağlanmıĢtır. Üst faz, inkübasyon ortamında 

Klozapin

[M] = 327 Klozapin-N-Oksit

[M+H]+ = 343

Klozapin-SG

[M+H]+ = 632

NorKlozapin

[M+H]+ = 313

m/z 192

m/z 256

m/z 501 + 2H+ = 503

m/z 302

m/z 192
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kalan ve mitokondriye girmemiĢ olan klozapin miktarının (KLZdıĢ) belirlenmesi için 

saklanmıĢtır. Pellet, yani çöktürülmüĢ mitokondri fraksiyonu aynı Tris tamponu ile 3 kez 

yıkanmıĢ ve her seferinde santrifüjle tekrar çöktürülerek (+4°C’de 15 dk, 7000xg) yıkama 

çözeltisi atılmıĢtır. Ardından mitokondrilerin patlatılması amacıyla pellet 3 kez 10’ar sn 

süreyle 30 kHz’de sonikasyona tabi tutulmuĢtur. Sonikasyonun ardından mitokondriyel 

matriksi elde etmek amacıyla sonike edilen homojenat +4°C’de 1 saat süreyle 147000xg 

hızda santrifüj edilmiĢtir. Mitokondri matriksinden oluĢan üst faz, mitokondriye girmiĢ olan 

klozapin miktarını (KLZiç) belirlemek amacıyla saklanmıĢtır. 

KLZdıĢ ve KLZiç miktarları, bir önceki “Mitokondriyel Biyotransformasyonun 

Belirlenmesi” baĢlığı altında tanımlanan triple quadrupole LC-MS/MS yöntemiyle analiz 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon ortamına son konsantrasyonu 100 µM olacak Ģekilde eklenen 

klozapinin mitokondri içine giren ve girmeyen miktarları araĢtırılmıĢtır. Ayrıca, inkübasyon 

ortamında mitokondri içinde ve dıĢında klozapinin iki stabil metaboliti olan NorKLZ ve 

KLZ-N-Oksit de ölçülmüĢtür. Tris tamponu çözeltisi içinde hazırlanan ancak mitokondri 

fraksiyonu eklenmeden aynı koĢullarda inkübe edilen 100 µM klozapin çözeltisindeki 

klozapinin cihazda verdiği pik alanı referans alınarak, KLZdıĢ ve KLZiç örneklerindeki 

klozapin ve metabolit miktarları % referans olacak Ģekilde grafiğe geçirilmiĢtir. 

 

3.2.4.2.3. Sıçanda in vivo Klozapin Dağılımının Belirlenmesi 

Oral uygulama sonrasında kolzapinin organizmada dağılımını belirlemek amacıyla 

dört Wistar Albino sıçana, 20 mg/kg klozapin gavajla oral yoldan uygulanmıĢtır. Ġki saatlik 

süre sonunda hayvanlar anestezi altında açılmıĢ, iki hayvanın (#3 ve #4 nolu hayvanlar) kalp 

ve karaciğerleri kanından kurtarmak amacıyla perfüze edilerek, diğer ikisinin ise perfüze 

edilmeden çıkarılmıĢtır. Kalp ve karaciğer yanında kemik iliği, kan (kalp içinden) ve idrar 

(mesaneden) toplanmıĢtır. Kan örneklerinin yarısı antikoagülan uygulaması sonrası santrifüj 

edilerek plazma elde edilmiĢtir. Ardından örnekler analize hazırlanmıĢ ve her bir örnekte 

klozapin, desmetilklozapin ve klozapin-N-oksit LC-MS/MS yöntemiyle ölçülmüĢ ve 

dokulara dağılan miktarlar grafiğe geçirilmiĢtir. 

 

3.2.5. Farklı Saklama Sıcaklıklarında Mitokondri ĠĢlevselliğinin MPTP 

OluĢturma Yeteneği Aracılığıyla Ġzlenmesi 

“Genel Bilgiler” bölümünde tanımlandığı gibi MPTP oluĢumu yapısal ve iĢlevsel 

bütünlüğünü koruyan, yani sağlıklı, intakt mitokondride gerçekleĢen, ancak patolojik bir 
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süreçtir; örneğin aĢırı kalsiyum varlığında mitokondri iç ve dıĢ zarında yer alan belirli 

proteinler iliĢkiye geçer ve söz konusu porları oluĢturur. Bu tez çalıĢmasında MPT por 

oluĢumunun mitokondri stabilitesini izlemede bir parametre olarak kullanılabilirliğini test 

etmek amacıyla taze sağlanan sığır karaciğeri porsiyonlara ayrılmıĢ, farklı ortam 

sıcaklıklarında depolanmıĢ ve belirli zaman noktalarında izole edilen mitokondrilerin MPTP 

oluĢturma özellikleri belirlenmiĢtir. BaĢlangıç noktası olarak doku alınır alınmaz ilk 

porsiyondan hemen mitokondri izole edilmiĢ (13,654) ve zaman geçirmeden Ca++ 

tarafından indüklenen MPTP oluĢumu ölçülmüĢtür (baĢlangıç değeri) (253). Porsiyonlardan 

bir grup 1 hafta süreyle +4°C’de, bir grup ise 3 ay süreyle -86°C’de saklanmıĢ, belirli zaman 

noktalarında mitokondri izole edilerek MPTP oluĢumu ölçülmüĢ, baĢlangıç değerine göre 

por oluĢturabilme kapasitesindeki değiĢiklik grafiğe geçirilmiĢtir. 

Ayrıca yine aynı dokudan izole edilen mitokondriyel fraksiyon da üç porsiyon 

grubuna ayrılmıĢ, baĢlangıç MPTP değeri kaydedilmiĢ ve benzer Ģekilde farklı ortam 

sıcaklıklarında saklanmıĢlardır; 6 saat süreyle oda sıcaklığında, 24 saat süreyle +4 °C’de ve 3 

ay süreyle -86°C’de saklanan izole mitokondriyel fraksiyonların MPTP oluĢturma kapasitesi 

belirli zaman noktalarında ölçülmüĢtür. 

MPTP testinde izole mitokondriler 96-kuyucuklu plakada son protein konsantrasyonu 

1 mg/mL olacak Ģekilde solunum tamponu çözeltisi (pH:7.20, 125 mM sükroz, 50 mM KCl, 

5 mM HEPES, 2 mM KH2PO4 ve 1 mM MgCl2) içinde, 30°C’de 10 dk süreyle inkübe 

edilmiĢtir. Kalsiyum klorür (CaCl2) MPTP indüksiyonu amacıyla pozitif kontrol olarak 

kullanılmıĢ, son konsantrasyonu 250 µM olacak Ģekilde CaCl2 varlığında inkübasyonlar 

gerçekleĢtirilmiĢtir. CaCl2 uygulamasının ardından 10 dk boyunca absorbanstaki düĢüĢ (540 

nm) Thermo Scientific Varioskan Flash Mikroplaka Okuyucuda izlenmiĢtir. Okuma süresi 10 

dk, okuma sıklığı ise 1 dk’dır. Deney ve okuma aĢamalarında sıcaklık 30°C’de sabit 

tutulmuĢ ve her bir kuyucuktaki absorbans değiĢim oranları (ΔA) hesaplanmıĢtır (253). 

CaCl2 uygulanan mitokondriyel inkübasyonların ΔA değerleri hesaplanarak mitokondriyel 

stabilite değerlendirmesi yapılmıĢtır. 

 

3.2.6. ÇalıĢılan Ġlaçların Mitokondriyel ĠĢlevlere Etkilerinin Değerlendirilmesi 

Klozapin, olanzapin, valproik asit, diklofenak, metformin, dapson, tiyaprofenik asit ve 

sülfafenazol tez çalıĢması kapsamında mitokondriyel toksisite hedefleri araĢtırılan ilaçlardır. 

Bu amaçla ilaçların MPTP oluĢumu, mtDNA metilasyonu ve mitokondriyel oksijen tüketim 

hızı (OCR) üzerinde etkileri olup olmadığı incelenmiĢtir.  
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3.2.6.1. Ġlaçların MPTP OluĢumu Üzerine Etkilerinin Test Edilmesi 

Bu deney kapsamında klozapin, olanzapin, valproik asit, diklofenak, dapson, 

tiyaprofenik asit ve sülfafenazolün 1, 10 ve 100 µM olacak Ģekilde belirlenen üç dozu ile 

çalıĢılmıĢtır. In vitro inkübasyonlarda kullanılan bu dozlar ilaçların insanda kararlı kan 

konsantrasyonları dikkate alınarak düĢük, terapötik ve toksik dozlar olarak seçilmiĢtir. 

Mitokondriyel stabilitenin araĢtırılması aĢamasında olduğu gibi bu testlerde de sığır 

karaciğeri kullanılmıĢtır. Dokuların çıkarılmasını takiben mitokondri izolasyonu 4 saat 

içinde gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmaya üç ayrı kontrol grubu dâhil edilmiĢtir; ilki ilaçların 

çözücüsü olarak kullanılan % 1 DMSO, ikincisi herhangi bir ilaç ve DMSO içermeyen 

mitokondriyel fraksiyon, üçüncüsü ise pozitif kontrol olarak CaCl2’dir (son konsantrasyonu 

250 µM). 

Ġlaçların olası etkisi iki düzeyde incelenmiĢtir: 

1. Kendilerinin MPTP oluĢturma olasılıkları (Ca
++

 yokluğunda), 

2. Ca
++

 tarafından indüklenen MPTP oluĢumu üzerinde olası etkileri (Ca
++

 varlığında). 

Tüm inkübasyonlar deneysel varyasyonu tespit edebilmek için üçlü seriler halinde 

(triplike) “Farklı Saklama Sıcaklıklarında Mitokondri İşlevselliğinin MPTP Oluşturma 

Yeteneği Aracılığıyla İzlenmesi” baĢlığı altında tanımlandığı Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Ca
++

 

varlığında gerçekleĢtirilen inkübasyonlarda ilaçlar ortama eĢzamanlı olarak eklenmiĢtir. Tüm 

inkübasyonların ΔA değerleri hesaplanarak grafiğe geçirilmiĢtir. 

 

3.2.6.2. Ġlaçların mtDNA Metilasyonu Düzeylerine Etkileri 

Test edilen ilaçların mtDNA metilasyon düzeyleri ve mitokondriyel oksijen tüketimi 

üzerine etkileri CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary) hücre hattında çalıĢılmıĢtır. Besi ortamı 

olarak % 10 fetal bovine serum (FBS) içeren DMEM-F-12K (1:1) kullanılmıĢtır. Hücreler 25 

cm
2
’lik flasklarda 37

o
C’de, nemli ortamda ve % 5 CO2 içeren inkübatörde sürdürülmüĢ, 

testler en az 3 kez pasajlanan hücrelerle gerçekleĢtirilmiĢtir. CHO-K1 hücrelerinin 

sürdürülmesinde gün aĢırı besi ortamı uzaklaĢtırılmıĢ, hücreler 4 mL PBS ile yıkanarak besi 

ortamı kalıntısı uzaklaĢtırılmıĢtır. 1.5 mL tripsin çözeltisi eklenerek hücreler 37
o
C’de 2 dk 

bekletilmiĢ, hücrelerin flask yüzeyinden ayrılması sağlanmıĢtır. Ardından ortama 4 mL besi 

ortamı eklenerek tripsin aktivitesi sonlandırılmıĢtır. Hücre süspansiyonu 5 dk boyunca 

+4°C’de santrifüj edilmiĢ (800xg), çöken hücre pelletine taze besi ortamı eklenmiĢtir. 

Önceki çalıĢmalarımızda ilaçların sitotoksisite oluĢturmayan en yüksek 

konsantrasyonları belirlenmiĢ ve bu konsantrasyonlarda ilaçların mtDNA metilasyonu 
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düzeyine etkileri test edilmiĢtir. Klozapin 10 ve 50 µM, olanzapin 100 µM, nifedipin 10 µM, 

valproik asit 100 µM, diklofenak 0.01 µM, dapson 100 µM, tiyaprofenik asit 100 µM ve 

sülfafenazol 100 µM konsantrasyonları ile çalıĢılmıĢtır. 

Klozapinin iki doz düzeyi için de hücre inkübasyonları GSH varlığında ve yokluğunda 

ayrı ayrı yapılmıĢtır. Bunun nedeni, görülmesi olası etkinin reaktif metabolit aracılıklı olup 

olmadığının belirlenmesidir. GSH içeren inkübasyonlarda GSH’ın son konsantrasyonu 5 

mM’dır. ÇalıĢmada kullanılan iki kontrol grubundan ilki çözücü kontrol (% 1 DMSO), diğeri 

ise literatürde mtDNA metilasyonunu önemli derecede artırdığı gösterilen 15 mM valproik 

asit (660) yani pozitif kontroldür. Tüm inkübasyonlar triplike gerçekleĢtirilmiĢtir. 

CHO-K1 hücreleri hemositometreyle sayılarak DMEM-F-12K besi ortamı içerisinde 

süspande edilmiĢtir. Her kuyucukta 2 milyon hücre olacak Ģekilde hücreler 6 kuyucuklu 

plakalara ekilmiĢtir. Hücrelerin 4 saat tutunma süresi boyunca 37°C bekletilmesinin ardından 

çalıĢılacak olan ilaçlar uygulanmıĢ, 16 saat inkübasyonun ardından hücreler tripsin 

uygulanarak kaldırılmıĢ ve mtDNA izolasyonu aĢamasına geçilmiĢtir. Ġzolasyon “Abcam-

ab65321 mitDNA Ġzolasyon Kiti” kullanılarak yapılmıĢtır. Hücreler 5 mL soğuk PBS ile 2 

kez yıkanmıĢ ve PBS santrifüjle uzaklaĢtırılmıĢtır (6000 xg, 10 dk, +4°C). Hücreler Potter 

tüpünde sitozol ekstraksiyon tamponu içinde teflon havaneli yardımıyla 50 vuruĢ ile 

patlatılmıĢtır. Homojenat 10 dk süreyle +4°C’de santrifüj edilerek (7000 xg) üst faz 

alınmıĢtır. 30 dk süreyle +4°C’de yapılan ikinci santrifüj (10000 xg) sonrasında pellet, yani 

izole mitokondri elde edilmiĢtir. Mitokondriyel fraksiyon 10 dk süreyle 30 µL lizis 

tamponunda bekletilmiĢ ve süre sonunda 5 µL enzim karıĢımı eklenerek 1 saat süreyle 50°C 

su banyosunda inkübe edilmiĢtir. 100 µL absolü etanol eklenmesinin ardından mitokondriler 

10 dk süreyle -20°C’de tutulmuĢ, +4°C’de 10 dk santrifüj iĢlemi (14000 xg) uygulanarak 

mtDNA’nın çöktürülmesi sağlanmıĢtır. Pellet, yani mtDNA hızlıca kuru buz içinde 

dondurularak metilasyon deneylerinin yapıldığı İstanbul Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi’ne 

gönderilmiĢtir. 

Kontrol ve ilaç inkübasyonlarında mtDNA metilasyon düzeyleri “EpiGentek 

MethylFlash™ Methylated DNA” kiti kullanılarak belirlenmiĢtir. 96 kuyucuklu plakada her 

kuyucuğa 80 µL ME2, 1 μL ME3, 1 μL ME4 çözeltileri, 100 ng mitokondriyel DNA 

eklenmiĢtir. Plaka parafilm ile kaplanarak 37°C’de 90 dk boyunca inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon süresinin sonunda kuyucuklardaki çözeltiler uzaklaĢtırılmıĢ, kuyucuklar 3 kez 

150 μL ME1 yıkama çözeltisiyle yıkanmıĢtır. Kuyucuklara seyreltilmiĢ ME5 eklenerek oda 

ısısında 1 saat inkübasyon sağlanmıĢtır. Sürenin sonunda ME5 çözeltisi uzaklaĢtırılmıĢ, 

kuyucuklar yıkanmıĢtır. Yıkama iĢleminin ardından 150 μL ME6 ve ME7 çözeltileri ile 30 

dk inkübasyon sağlanmıĢtır. Sürenin sonunda yıkama iĢlemi tekrarlanmıĢtır. Her kuyucuğa 
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100 μL ME8 çözeltisi eklenerek oda ısısında 10 dk inkübasyon yapılmıĢtır. ME8 çözeltisi 

metillenmiĢ DNA varlığında mavi rengi almaktadır. 100 μL ME9 eklenerek reaksiyon 

durdurulmuĢ ve maviden yeĢile dönen renk 450 nm’de 10 dk boyunca izlenmiĢtir. 

 

3.2.6.3. Ġlaçların Mitokondriyel Oksijen Tüketimine Etkileri 

Bu deneyler yine CHO-K1 hücrelerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. Klozapin, olanzapin, 

nifedipin, valproik asit, diklofenak, metformin, dapson, tiyaprofenik asit ve sülfafenazolün 1, 

10 ve 100 µM dozları ile çalıĢılmıĢtır. Bu ilaçların CHO-K1 hücrelerinin oksijen tüketimine 

etkileri “Luxcel Biosciences MitoXpress®Xtra Oxygen Consumption Assay Kit” yardımıyla 

incelenmiĢtir. MitoXpress®Xtra reajanının verdiği floresans, O2 miktarı ile ters orantılı bir 

Ģekilde azalmaktadır, yani hücre dıĢına çıkan oksijen miktarı ile floresans Ģiddet arasında ters 

orantı vardır. Hücresel solunum sırasında O2 konsantrasyonu azalacağı için 

MitoXpress®Xtra sinyali zamanla artar. Bu sayede oksijen tüketim hızı, zaman içerisinde 

floresans sinyaldeki değiĢimden hesaplanabilir. Tüm kontrol ve ilaç uygulamaları triplike 

olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 60000 hücre olacak Ģekilde ekim yapılmıĢtır. 37 

ºC’de 16 saatlik inkübasyon süresinin ardından kuyucuklardaki besi ortamları (DMEM-F-

12K) uzaklaĢtırılmıĢtır. Her bir kuyucuğa 150 µL taze besi ortamı eklenmesinin ardından kör 

kontrol dıĢındakilere 10 µL Mitoxpress®Xtra ajanı eklenmiĢtir (kör kontrole bunun yerine 

10 µL besi yeri eklenmiĢtir). DMSO içinde test maddesi ya da kontrol inkübasyonunda 

sadece DMSO (2.5 µL) her bir kuyucuğa eklenmiĢtir. Kit içeriğindeki önceden ısıtılmıĢ HS 

mineral yağın 2 damlası (ya da 100 µL) hava kabarcığı oluĢturmadan hızlıca eklenerek 

floresans okuma aĢamasına geçilmiĢtir. Thermo Scientific Varioskan Flash Mikroplaka 

Okuyucu’da 200 dk boyunca (her 3 dk’da bir) time-resolved fluorescence (TRF) modunda 

kinetik okuma yapılmıĢtır. Deney ve okuma aĢamalarında sıcaklık 37°C’de sabit tutulmuĢtur. 

Eksitasyon 380 nm, emisyon 650 nm, delay time 30µs, integration time 100 µs olarak 

ayarlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada 5 ayrı kontrol kullanılmıĢtır. Kontrol grupları aĢağıda özetlenmiĢtir; 

Kör kontrol: Hücre içeren kuyucuklara sadece 150 µL taze besi yeri eklenmiĢtir. 

Sinyal kontrolü: Hücre içermeyen kuyucuklara 150 µL taze besi yeri ve 10 Mitoxpress®Xtra 

eklenmiĢtir. 

Test maddesi içermeyen kontrol: Hücre içeren kuyucuklara 150 µL taze besi yeri ve 10 µL 

Mitoxpress®Xtra ajanı eklenmiĢtir. 
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Pozitif kontrol (Antimisin A): Hücre içeren kuyucuklara 50 µL taze besi yeri, 1 µL Antimisin 

A stok çözeltisi (DMSO içinde, son kons. 150 µM) ve 10 µL Mitoxpress®Xtra eklenmiĢtir. 

Çözücü kontrolü: Hücre içeren kuyucuklara 150 µL taze besi yeri, 2.5 µL DMSO ve 10 µL 

Mitoxpress®Xtra eklenmiĢtir. 

Kör kontrolün, yani reaktif ajan içermeyen, sadece hücre barındıran kuyucukların 

sinyal ortalama değerleri örneklerden çıkarılmıĢtır. Tüm kontrol grupları ve ilaç 

inkübasyonlarına ait zamana bağlı floresans Ģiddetindeki değiĢiklikler grafiğe geçirilerek 

doğrusal zaman aralıkları belirlenmiĢ, doğrunun eğiminden hareketle OCR yüzde olarak 

hesaplanmıĢtır. 

 

3.2.7. Ġnsan Mitokondriyel Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ölçümü 

Otopsi sırasında alınan dokulardan hazırlanan 12 ayrı insan karaciğer ve kalp 

mitokondriyel matriks fraksiyonlarında (LMx, HMx) GST, SOD, CAT ve Se-GPx 

enzimlerinin spesifik aktiviteleri araĢtırılmıĢtır.  

 

3.2.7.1. Total GST Enzim Aktivitesi Ölçümü 

GSTT dıĢındaki tüm GST izoenzimleri CDNB’ye karĢı aktivite gösterirler (173). Bu 

nedenle mitokondri örneklerinde öncelikle genel GST aktivitesi, substrat olarak GST 

kullanılarak Habig ve ark.’ının yöntemi esas alınarak spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür 

Bu amaçla 1 mL’lik kuvartz spektrofotometre küvetinde 100 mM fosfat tamponu (pH: 6.50) 

içerisine son konsantrasyonu 1 mM olacak Ģekilde sırasıyla CDNB, 1 mM GSH ve 20 µL 

LMx ya da HMx eklenerek 20 sn ön inkübasyondan sonra enzimatik ürün (CDNB-SG 

konjugatı) oluĢumu, 340 nm’de 2 dk boyunca izlenmiĢtir (661). 

 

3.2.7.2. GST Ġzoenzimlerinin Spesifik Aktivite Ölçümleri 

DCNB ve trans-4-fenil-3-büten-2-on, GSTM’nün (172), EPNP ise GSTT’nın spesifik 

subtratlarıdır (662). Bu substratlardan uygun koĢullarda ilgili GST izoenzimiyle ürün 

oluĢumu izlenerek enzimlerin spesifik aktiviteleri tayin edilmiĢtir. 

GSTM aktivitesi iki ayrı substrat aracılığıyla ölçülmüĢtür. DCNB’ye karĢı GSTM 

aktivitesinin belirlenmesi sırasında 100 mM fosfat tamponu (pH: 7.50) içerisine DCNB (son 
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konsantrasyonu 1 mM), GSH (son konsantrasyonu 5 mM) ve 20 µL enzim kaynağı 

eklenmiĢtir. 345 nm’de 2 dk boyunca ürün oluĢumu izlenmiĢtir. Trans-4-fenil-3-buten-2-on’a 

karĢı GSTM aktivitesinin belirlenmesi sırasında ise 100 mM fosfat tamponu (pH: 6.50) 

içerisine trans-4-fenil-3-buten-2-on (son konsantrasyonu 0.25 mM), GSH (son 

konsantrasyonu 0.5 mM) ve 20 µL enzim kaynağı eklenmiĢ, 290 nm’de 2 dk boyunca ürün 

oluĢumu izlenmiĢtir (661). 

GSTT aktivitesi için, 100mM fosfat tamponu (pH: 6.50) içerisine EPNP (son 

konsantrasyonu; 0.5 mM), GSH (son konsantrasyonu; 5 mM) ve 20 µL enzim kaynağı 

eklenmiĢ, 360 nm’de 2 dk boyunca ürün oluĢumu izlenmiĢtir (661). 

 

3.2.7.3. Total SOD Aktivitesinin Ölçülmesi 

Total SOD aktivitesinin ölçülmesi amacıyla 50 mM Tris HCl tamponu çözeltisi (pH: 

8.20, 1 mM EDTA içeren) içerisine 17 µL 6 mM pirogallol çözeltisi ve 20 µL LMx ya da 

HMx eklenmiĢtir. 20 sn ön inkübasyon süresinin ardından 420 nm’de pirogallolün 

otooksidasyonunun inhibisyonu 1 dk boyunca izlenmiĢtir (663). 

 

3.2.7.4. Mn-SOD Aktivitesinin Ölçülmesi 

Total SOD aktivitesinin ölçüleceği reaksiyon ortamı tekrar hazırlanmıĢ ve 1 mM KCN 

eklenerek Mn-SOD dıĢındaki diğer SOD izozimlerinin inaktive olması sağlanmıĢtır. Böylece 

örneklerdeki Mn-SOD aktivitesi belirlenmiĢtir (664).  

 

3.2.7.5. Cu,Zn-SOD Aktivitesinin Ölçülmesi 

Total SOD aktivitesinden Mn-SOD aktivitesinin çıkarılması sonucu örneklerdeki 

Cu,Zn-SOD aktivitesi hesaplanmıĢtır (664). 

 

3.2.7.6. CAT Aktivitesinin Ölçülmesi 

CAT aktivitesinin ölçülmesi sırasında 50 mM fosfat tamponu çözeltisi (pH: 7.00), 20 

µL LMx ya da HMx eklenmiĢtir. 1 mL 30 mM hidrojen peroksitin (H2O2) ilave edilmesi 

sonrası 30 sn boyunca küvetler karıĢtırılmıĢ ve H2O2’nin enzimatik yıkılması 240 nm’de 2 dk 

boyunca izlenmiĢtir (665). 
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3.2.7.7. Se-GPx Aktivitesinin Ölçülmesi 

Örneklerdeki Se-GPx aktivitesi, Pleban ve ark.’ının yöntemi kullanılarak 

belirlenmiĢtir (666). ĠndirgenmiĢ glutatyon (GSH) hidrojen peroksit varlığında GPx enzimi 

ile okside glutatyona (GSSG) dönüĢür, GSSG ise glutatyon redüktaz enzimi ile tekrar GSH'a 

redüklenir. OluĢan tepkimede, ortamdaki NADPH'ın NADP
+
'ya dönüĢmesi 340 nm dalga 

boyunda izlenerek GSSG oluĢum hızı ölçülmüĢ ve GPx enzim aktivitesi hesaplanmıĢtır. 980 

µL reaksiyon ortamına 15 µL 100 mM fosfat tamponu çözeltisi (pH: 7.40) ve 20 µL LMx ya 

da HMx eklenmiĢtir. BeĢ dakika ön inkübasyon süresi sonunda 8.8 mM H2O2 10 µL olacak 

Ģekilde ortama eklenmiĢ ve enzimatik oksidasyon 3 dk boyunca izlenmiĢtir. 

 

3.2.8. Ġstatistiksel Analiz 

Tüm testlerde elde edilen veriler “ortalama± standart hata” Ģeklinde ifade edilmiĢtir. 

Ġstatistiksel önem testi olarak unpaired t test kullanılmıĢtır. Ġki ortalama arasındaki farkın 

önem testinde *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 düzeylerinde yanılma payları esas 

alınmıĢtır.  
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4. BULGULAR 

4.1. Bireyler ve Organlararası Parasetamol Biyoaktivasyonu Farklılığı ÇalıĢması 

Bulguları 

4.1.1. Mikrozomal ÇalıĢmalara Ait Bulgular 

4.1.1.1. OluĢan NAPQI’ın Miktar Tayini 

Parasetamolün 9 farklı hastadan alınan karaciğer ve 8 farklı hastadan alınan böbrek 

dokularından hazırlanan mikrozomal fraksiyonlarla in vitro inkübasyonları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Hastalardan birisine ait karaciğer mikrozomlarıyla yapılan ilaç 

inkübasyonunun kromatogramı ġekil 6’da gösterilmektedir. ġekil 6A’da, NAPQI’ın GSH 

konjugatına (NAPQI-SG) ait total iyon kromatogramı, ġekil 6B’de NAPQI-SG ve ġekil 

6C’de [
2
D3]-NAPQI-SG (I.S.) konjugatına ait SRM dönüĢümlerini gösteren kromatogramlar 

bulunmaktadır. ġekil 6D ise aynı örneğin 254 nm’deki HPLC-UV sinyalini göstermektedir. 

ġekil 6D’de görüldüğü gibi UV detektör, düĢük miktardaki metaboliti (NAPQI-SG) 

ölçebilmek için yeterince seçici ve duyarlı değildir. Bu nedenle kütle spektrometrisine dayalı 

yönteme ihtiyaç duyulmuĢtur. ġekil 6B ve 6C’de görüldüğü gibi NAPQI-SG konjugatı MS 

dedektör ile 8.78.dk’da (m/z 457 [M]
+
 → m/z 328 [M-129]

+
, m/z 382 [M-75]

+
), 

2
D3-NAPQI-

SG ise 8.74.dk’da tespit edilmiĢtir (m/z 460 [M]
+
 → m/z 331 [M-129]

+
, m/z 385 [M-75]

+
).  
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ġekil 6. Bir hastanın karaciğer mikrozomal fraksiyonu tarafından oluĢturulan N-asetil-p-

benzokinonimin’e (NAPQI) ait total iyon ve SRM kromatogramları. A, Kütle spektrumunun total iyon 

kromatogramı; B, NAPQI-SG’nin m/z 457 [M]
+
’dan m/z 328 [M-129]

+
 ve m/z 382 [M-75]

+ 
kütle 

dönüĢümünlerine ait SRM kromatogramı; C, 
2
D3-NAPQI-SG’nin m/z 460 [M]

+
’dan m/z 331 [M-129]

+
 

ve m/z 385 [M-75]
+ 

kütle dönüĢümünlerine ait SRM kromatogramı; D, HPLC-ultraviyole (UV) 

kromatogramı (254 nm). 

 

 

Her bir hastaya ait karaciğer veya böbrek mikrozomal inkübasyonlarında oluĢan 

NAPQI-SG miktarları, LC-MS/MS kromatogramlarından hareketle “Gereç ve Yöntem” 

bölümünde açıklandığı Ģekilde hesaplanmıĢ ve sonuçlar ilerleyen sayfalarda diğer 

parametrelerle birlikte sütun grafikler Ģeklinde sunulmuĢtur.  

P450 aracılıklı katalitik reaksiyonların devamlı elektron akıĢına bağımlı olup 

olmadığının araĢtırılması amacıyla insan karaciğer ve böbrek mikrozomal inkübasyonları, 

NADPH-regenerating system (NRS) varlığında ve yokluğunda ayrı ayrı yapılmıĢtır. ġekil 

7’deki ilk sütun NRS içeren, ikinci sütun ise NRS içermeyen inkübasyonlarda oluĢan 

NAPQI-SG miktarlarının ortalama değerleridir. Parasetamolün bireyler arası 

biyoaktivasyonu karaciğer mikrozomlarında ortalama 450 µmol metabolit/g protein arasında, 

böbrek mikrozomlarında ise 12 µmol metabolit/g protein arasında değiĢmektedir (ġekil 7). 

Sonuçlar, HLM ve HKM ile konjugat oluĢumunun sürekli elektron akıĢına bağlı olduğunu 

A

B

C

D

NAPQI

2D3-NAPQI (I.S.)
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göstermektedir (ġekil 7A ve B). HLM ile NAPQI oluĢumu NRS varlığında 45 kat, HKM ile 

14 kat artmaktadır. Beklenildiği gibi karaciğer mikrozomlarıyla oluĢan konjugat miktarı, 

böbrek mikrozomlarıyla oluĢan miktarın 24 katıdır. 

 

 

 

ġekil 7. NADPH üretici sistem (NRS) varlığında ve yokluğunda inkübasyon ortamında oluĢan 

NAPQI-SG miktarları. A, Ġnsan karaciğer mikrozomal (HLM; human liver microsomal) 

inkübasyonları; B, Ġnsan böbrek mikrozomal (HKM; human kidney microsomal) inkübasyonları. 

Değerler ort± standart hata Ģeklinde ifade edilmiĢtir. * +NRS’ye kıyasla önemli derecede (p < 0.05) 

farklı.  
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4.1.1.2. Bireyler Arası Mikrozomal CYP3A4 Aktivite Farklılıkları Bulguları 

CYP3A4 aktivitesi, enziminin seçici bir biçimde katalize ettiği nifedipin oksidasyon 

reaksiyonundan yararlanılarak ölçülmüĢtür. Literatürde HPLC-UV tekniği için tanımlanmıĢ 

olan yöntem, Gereç ve Yöntem Bölümünde açıklandığı üzere çok daha az insan doku 

materyali ile çalıĢabilmek üzere LC-MS tekniğine uyarlanmıĢtır. Nifedipin ve oksidatif 

metaboliti olan nifedipin oksit için ESI pozitif iyon modu kullanılmıĢ, analiz için Q1MS 

yeterince duyarlı ve seçici bulunduğundan tandem MS tekniğine gerek duyulmamıĢtır. Ġki 

bileĢiğin de pozitif elektrosprey iyonizasyonu ile gerçekleĢtirilen analizleri sonucu elde 

edilmiĢ olan bir hastaya ait temsili kromatogramlar, ġekil 8’de gösterilmiĢtir. Ġnkübasyon 

ortamına ait total iyon kromatogramı ġekil 8A’da görülmektedir. Nifedipinin protonlanmıĢ 

moleküler iyonuna ait pik 11.2. dk’da (ġekil 8B), metabolit nifedipin oksitin protonlanmıĢ 

moleküler iyonuna ait pik ise 5.2.dk’da görülmektedir (ġekil 8C). 254 nm’deki HPLC-UV 

sinyal piki ise ġekil 8D’de gösterilmiĢtir. Nifedipin oksite ait UV ve MS detektör sinyal 

yoğunlukları kıyaslandığında LC-MS tekniğinin hassasiyet ve seçicilik açısından çok daha 

üstün olduğu görülmektedir (ġekil 8C ve D). 

 

 

 

ġekil 8. Nifedipin’in mikrozomal oksidasyonuna ait total iyon, Q1MS ve UV (254 nm) 

kromatogramları. A, MS total iyon kromatogramı; B, Nifedipin’e ait Q1 MS iyonizasyon 

kromatogramı (Rt:11.2 dk., m/z 346 [M]
+
 →m/z 347 [M+H]

+
); C, Nifedipin piridin metabolitine ait 

Q1 MS iyonizasyon kromatogramı (Rt:5.2 dk., m/z 344 [M]
+
 →m/z 345 [M+H]

+
); D, HPLC-UV 

kromatogramı (254 nm). 

 

B

C

D

Nifedipin

Nifedipin oksit

A



 105 

Karaciğer ve böbrek mikrozomlarına ait bireysel CYP3A4 aktiviteleri sırasıyla ġekil 

9A ve B’de gösterilmektedir. Karaciğer mikrozomlarındaki enzim aktiviteleri 1.5 ile 9.8 

nmol ürün/nmol P450/dk, böbrek mikrozomlarında ise 8.8 ile 47.2 nmol ürün/nmol P450/dk 

arasında değiĢkenlik göstermektedir. Karaciğer ve böbrek mikrozomlarındaki bireyler arası 

CYP3A4 aktivite farklılıkları incelendiğinde en düĢük ve en yüksek değerler arasındaki 

farkın 6 kat olduğu görülmektedir (ġekil 9). Karaciğer mikrozomal CYP3A4 enziminin 

ortalama aktivite değeri, böbrek mikrozomal CYP3A4 ortalamasından 6.3 kat daha düĢüktür.  

 

 

 

ġekil 9. Hastaların bireysel mikrozomal CYP3A4 aktiviteleri. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde 

substrat olarak Nifedipin kullanılmıĢtır. A, Karaciğer; B, Böbrek. 
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4.1.1.3. Bireyler Arası Mikrozomal CYP2E1 Aktivite Farklılıkları Bulguları 

Mikrozomal fraksiyonların CYP2E1 aktivitesi, bu enzim tarafından katalize edilen p-

nitrofenolün 4-nitrokatekole oksidasyonu reaksiyonunun izlenmesi esasına dayalı olan, tez 

çalıĢması kapsamında geliĢtirilen LC-MS/MS yöntemiyle belirlenmiĢtir (ġekil 10).  

Ana ilaç p-nitrofenol ve metaboliti 4-nitrokatekol tayini için ilacın standart 

çözeltisinin doğrudan MS detektöre infüzyonu ile yapılan optimizasyon çalıĢmasına göre 

negatif iyonizasyon (-ESI) modunda triple quadrupole tandem MS ile çalıĢılmıĢtır; Q1 

iyonizasyon p-nitrofenol ve metaboliti 4-nitrokatekolün her ikisinden bir proton kaybına 

neden olarak [M-H]
-
 moleküler iyonlarının oluĢmasına, Q2 iyonizasyon ise [NO] grubunun 

molekülü terk etmesiyle her iki analitten kinon türevlerinin oluĢumuna neden olmuĢtur. 

Dolayısıyla analiz yönteminde bu reaksiyon serileri SRM modunda izlenmiĢtir. Reaksiyon 

sonunda inkübasyon ortamının enjekte edildiği LC-MS/MS analizi total iyon kromatogramı 

ġekil 10A’da, p-nitrofenol’e ait SRM kromatogramı ġekil 10B’de ve oksidasyon ürünü 

metaboliti 4-nitrokatekole ait SRM kromatogramı ise ġekil 10C’de gösterilmektedir. ġekil 

10D, aynı örneğin MS detektörün hemen öncesindeki HPLC-UV (254 nm) kromatogramını 

göstermektedir. Bu kromatogramda p-nitrofenol ve metabolitinin alıkonma zamanları, MS 

detektörle tespit edilen alıkonma zamanlarına göre sırasıyla 0.05 ve 0.03 dk daha erkendir. 

Bu durumun nedeni; inkübasyon örneğinin LC kolonunu terk etmesinden önce UV-

detektörden geçmesi, ardından belirli bir mesafeyi katederek MS detektöre ulaĢması ve 

sinyal vermesidir. UV ve MS detektör sinyalleri arasındaki zaman farkı, analit sinyallerinin 

MS detektörden önce UV-detektörle izlendiği NAPQI oluĢumu ve CYP3A4 anlizi için de 

geçerlidir. CYP2E1 aktivite ölçüm yönteminde 4-nitrokatekol’e ait UV sinyal çok zayıf ve 

yetersizdir (ġekil 10D). Aynı miktar metabolit MS detektöre ulaĢtığında çok daha güçlü (700 

kat) bir sinyal oluĢturmaktadır (ġekil 10C). 
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ġekil 10. p-nitrofenol’ün p-nitrokatekol’e mikrozomal oksidasyonuna ait total iyon, SRM ve UV (254 

nm) kromatogramları. (p-nitrofenol alıkonma zamanı 5.06 dk., [M-H]-:138 → 108, 46; p-

nitrokatekol alıkonma zamanı 3.36 dk., [M-NO]
-
: m/z 154 → m/z 125). A, MS total iyon 

kromatogramı; B, p-nitrofenol’ün m/z 139 [M]
-
’dan m/z 138 [M-H]

+
 ve m/z 108 [M-30]

+
 kütle 

dönüĢümünlerine ait SRM kromatogramı); C, p-nitrokatekol’ün m/z 155 [M]
-
’den m/z 154 [M-H]

+
 

ve m/z 125 [M-30]
+ 

kütle dönüĢümünlerine ait SRM kromatogramı); D, HPLC-UV kromatogramı 

(254 nm). 

 

 

ġekil 11A ve B, sırasıyla karaciğer ve böbrek mikrozomlarındaki bireysel CYP2E1 

aktivitelerini göstermektedir. Karaciğer mikrozomlarında enzim aktiviteleri 0.84 ile 219.3 

nmol ürün/nmol P450/dk arasında, böbrek mikrozomlarında enzim aktiviteleri ise 0.12 ile 

0.61 nmol ürün/nmol P450/dk arasında değiĢmektedir. Karaciğer CYP2E1 aktivitesinde 

bireyler arası büyük farklılıklar bulunmaktadır; en yüksek ve en düĢük CYP2E1 aktivitesi 

arasındaki fark 261 kat iken, böbrek mikrozomlarında bu fark sadece 5’dir. Bu çalıĢmada 

organlar arası ortalama spesifik CYP2E1 aktiviteleri kıyaslandığında, literatüre uygun 

biçimde karaciğerde aktivitenin böbreğe kıyasla 124 kat fazla olduğu gözlenmiĢtir (667, 

668). 
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ġekil 11. Hastaların bireysel mikrozomal CYP2E1 aktiviteleri. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde 

substrat olarak p-nitrofenol kullanılmıĢtır. A, Karaciğer; B, Böbrek. 

 

 

4.1.1.4. Cinsiyetler Arası Biyoaktivasyon ve Enzim Aktivitesi Farklılığı Bulguları  

ġekil 12’de NAPQI oluĢturma kapasitesi, CYP2E1 ve CYP3A4 aktivitelerindeki 

cinsiyete bağlı farklılıklar gösterilmiĢtir. Karaciğerde NAPQI oluĢturma kapasitesi açısından 

erkek ve kadın arasında fark gözlenmezken (ġekil 12A), böbrekte erkeklerin kadınlara 

kıyasla önemli derecede yüksek NAPQI ürettiği gözlenmiĢtir (ġekil 12D). Kadınlarda 

karaciğer dokusunda CYP2E1 aktivitesi erkeklere kıyasla yükseklik eğilimi göstermesine 

karĢın çalıĢmaya dahil edilebilen birey sayısının düĢüklüğü (4 kadın, 5 erkek) ve bireyler 

arası varyasyonun yüksekliği nedeniyle istatistiksel bir fark bulunmamıĢtır (ġekil 12B). Buna 

karĢın erkeklerde böbrek CYP2E1 aktivitesi kadınlara kıyasla önemli derecede yüksektir 

(ġekil 12E). Son olarak CYP3A4 aktivitesi hem karaciğer (ġekil 12C) hem de böbrekte 

(ġekil 12F) erkeklerde yükseklik eğilimi gösterse de CYP2E1 için de geçerli olan 

nedenlerden dolayı bu fark istatistiksel açıdan önemsizdir. 
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ġekil 12. Reaktif metabolit oluĢturma kapasitesi ve P450 aktivitelerinde cinsiyete bağlı farklılıklar. A, 

Karaciğer mikrozomal NAPQI oluĢumu; B, Karaciğer mikrozomal CYP3A4 aktivitesi; C, Karaciğer 

mikrozomal CYP2E1 aktivitesi; D, Böbrek mikrozomlarıyla NAPQI oluĢumu; E, Böbrek mikrozomal 

CYP3A4 aktivitesi; F, Böbrek mikrozomal CYP2E1 aktivitesi. Değerler ort± standart hata Ģeklinde 

ifade edilmiĢtir. * Kadınlara kıyasla önemli derecede (p < 0.05) farklı. 

 

 

Bu çalıĢmada son olarak mikrozomlar tarafından oluĢturulan NAPQI miktarları ile 

CYP3A4 ve CYP2E1 aktiviteleri arasındaki olası korelasyon iliĢkisi araĢtırılmıĢtır. 

Korelasyon katsayıları (r) ve p değerleri hesaplanarak Tablo 4’de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4. Karaciğer ve böbrek tarafından üretilen NAPQI-SG miktarları ile aynı organların CYP2E1 

ve CYP3A4 aktiviteleri arasındaki korelasyon katsayıları ve istatistiksel önemleri. 

Enzim r  p değeri 

NAPQI-CYP2E1 (karaciğer) 0.784 0.012 

NAPQI-CYP3A4 (karaciğer) 0.26 0.499 

NAPQI-CYP2E1 (böbrek) 0.221 0.674 

NAPQI-CYP3A4 (böbrek) 0.493 0.32 

 

 

4.1.2. Mitokondriyel Biyoaktivasyon Bulguları 

Mitokondriyel enzim kaynakları ile parasetamolden oluĢan reaktif metabolit 

NAPQI’ın GSH konjugatına (NAPQI-SG) ait sonuçlar ġekil 13’de gösterilmektedir. Grafik 

karaciğer ve kalp inkübasyon sonuçlarını kapsamakta olup aynı fraksiyona ait sütunlar 

(mitokondriyel membran ve mitokondriyel matriks) yan yana olacak Ģekilde verilmiĢtir. 

Farklı inkübasyon ortamlarında oluĢan metabolit miktarları, ortama eklenen gram cinsinden 

protein miktarına oranlanarak gösterilmiĢtir. Kontrol inkübasyonu olan “-Enzim+GSH” ile 

test inkübasyonları karĢılaĢtırılarak istatistiksel önem analizleri yapılmıĢtır. 

En yüksek oranda metaboliti karaciğer mitokondriyel membran fraksiyonunun 

oluĢturduğu görülmektedir (ġekil 13). Mitokondriyel matriks ile kıyaslandığında 

membranların 9.5 kat daha fazla NAPQI oluĢturduğu gözlenmiĢtir. Membran ve matriks 

fraksiyonunun kombine kullanıldığı inkübasyonlarda karaciğerde oluĢan konjugat miktarı 

membran fraksiyonunun tek baĢına oluĢturduğu kadarken, kalp dokusunda matriks katkısı 

gözlenmektedir (ġekil 13). Kalp dokusundan izole edilen mitokondriyel fraksiyonlarla 

yapılan inkübasyonlarda membran fraksiyonu matriksten 2.8 kat fazla NAPQI oluĢturmuĢtur. 

Her iki enzim kaynağını da birlikte içeren inkübasyonda ise oluĢan metabolit miktarı, 

yukarıda bahsedildiği gibi fraksiyonların tek tek oluĢturdukları miktarın toplamına yakındır. 

Karaciğer mitokondriyel membran fraksiyonu kalp mitokondriyel membran fraksiyonundan 

3.5 kat fazla NAPQI oluĢtururken, iki dokunun mitokondriyel matriks fraksiyonlarının 

NAPQI oluĢturma kapasitesi ise birbirine yakındır (ġekil 13). 
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ġekil 13. Sıçan karaciğer ve kalp mitokondriyel fraksiyonları varlığında parasetamol biyoakitvasyonu. 

LMM, karaciğer mitokondriyel membranları; HMM, kalp mitokondriyel membranları; LMx, 

karaciğer mitokondriyel matriks; HMx, kalp mitokondriyel matriks. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001. 

 

 

4.2. Klozapin Biyoaktivasyonu ÇalıĢmalarına Ait Bulgular 

4.2.1. Western Blot ile Saflık Kontrolü Bulguları 

Fare karaciğer ve kalp dokusundan izole edilen mitokondriyel membran ve 

mitokondriyel matriks fraksiyonlarının saflık kontrolü amacıyla WB tekniği kullanılmıĢtır. 

Ġzolasyonun baĢarısını göstermek amacıyla mitokondri iç membran proteini olan COXIV, dıĢ 

membran protein olan VDAC1 ve matriks proteini HSP60, fraksiyonlarda analiz edilmiĢtir. 

Ayrıca, hücrenin mikrozomal ya da sitozolik fraksiyonundan kaynaklanabilecek 

kontaminasyon düzeylerini belirlemek için sırasıyla Bip/GRP78 ve GAPDH proteinleri 

araĢtırılmıĢtır. ġekil 14, izole edilen fraksiyonlarda WB analiz sonuçlarını göstermektedir. 

VDAC1 ve COXIV proteinlerinin beklenildiği gibi membran fraksiyonlarında (LMM, 

HMM), HSP60 proteinin ise matriks fraksiyonlarında (LMx, HMx) saptanması, izolasyonun 

baĢarılı bir Ģekilde yapıldığını göstermektedir. Sitozolik protein GAPDH ve mikrozomal 

protein Bip/GRP78’in bantları, mitokondriyel fraksiyonlarda saptanmamıĢtır. Bu sonuçlar 

doğrultusunda mitokondriyel fraksiyonların karaciğer ve kalp dokularından yüksek saflıkta 

ve güvenilir bir Ģekilde izole edildiği gözlenmiĢtir (ġekil 14). 
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ġekil 14. Fare karaciğer ve kalbinden izole edilen mitokondriyel fraksiyonların Gereç ve Yöntem 

Bölümü’nde tanımlanan uygun antikorlarla Western blot analizi. Standart/markör proteinlerin molekül 

ağırlıkları, sağ sütunda oklarla gösterilmiĢtir. lk sütun, kullanılan 15-100 kDa arası protein standartına 

aittir. Mitokondriyel protein olarak dıĢ membran proteini VDAC1, iç membran proteini COXIV ve 

matriks proteini HSP60 kullanılmıĢtır. Bip/GRP78 ve GAPDH ise sırasıyla mikrozomal ve sitozolik 

kontaminasyonu test etmek için analiz edilmiĢtir. LMM, karaciğer mitokondriyel membran; HMM, 

kalp mitokondriyel membran; LMx, karaciğer mitokondriyel matriks; HMx, kalp mitokondriyel 

matriks. 

 

 

Ġzole edilen ham mitokondriyel ekstraktlar, Percoll ya da sükroz dansite gradiyenti 

tekniği ile ileri saflaĢtırılmıĢtır; örnek olarak Percoll gradiyent iĢleminin performansı ġekil 

15’de karĢılaĢtırmalı olarak gösterilmektedir. Fare karaciğer mitokondriyel membran ve 

matriks fraksiyonlarında bulunan mikrozomal kontaminant Bip/GRP78 ve sitozolik 

kontaminant GAPDH, uygulanan Percoll gradiyenti sonrası tamamen uzaklaĢtırılmıĢtır 

(ġekil 15). 
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ġekil 15. Fare karaciğer ve kalp mitokondriyel fraksiyonlarının Percoll dansite gradiyenti 

saflaĢtırması öncesi ve sonrasında mikrozomal ve sitozolik kontaminasyon düzeylerinin Western blot 

analizi. Bip/GRP78 ve GAPDH sırasıyla mikrozomal ve sitozolik kontaminasyon düzeyleri açısından 

belirleyici ER-spesifik protein ve sitozolik çözünür protein olarak kullanıldı. Standart/markör 

proteinlerin molekül ağırlıkları, sağ sütunda oklarla gösterilmiĢtir. MMs, saflaĢtırılmıĢ mitokondriyel 

membran; MMh, ham mitokondriyel membran; MMxs, saf mitokondriyel matriks; MMxh, ham 

mitokondriyel matriks.  

 

 

4.2.2. Mitokondriyel Biyotransformasyonun Belirlenmesine Ait Bulgular 

Mitokondriyel fraksiyonların varlığında oluĢan stabil metabolitler (NorKLZ ve KLZ-

N-oksit) ve reaktif metabolit nitrenyum iyonunun GSH konjugatına (KLZ-SG) ait sonuçlar, 

ġekil 16’da gösterilmiĢtir. Mitokondrinin metabolik kapasitesini karĢılaĢtırabilmek amacıyla 

aynı fare karaciğer ve kalp dokusundan elde edilen mikrozomal fraksiyonların varlığında 

oluĢan metabolit miktarları da gösterilmiĢtir. Farklı inkübasyon ortamlarında oluĢan 

metabolit miktarları, ortama eklenen gram cinsinden protein miktarlarına oranlanarak 

sunulmuĢtur. ÇalıĢmada -Enzim-GSH ve -Enzim+GSH olmak üzere iki ayrı kontrol örneği 

bulunmaktadır. Ġstatistiksel önem analizlerinde test inkübasyonları sonucu oluĢan metabolit 

miktarları, -Enzim+GSH kontrol inkübasyonu sonucu oluĢan eser miktardaki metabolit 

miktarları ile karĢılaĢtırılmıĢ, enzim yokluğunda gözlenen bu miktarlar enzim fraksiyonu 

varlığında oluĢan ilgili metabolit miktarlarından çıkarılmıĢtır. ġekil 16-üst paneli, karaciğer 

ve kalp mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonları varlığında oluĢan NorKLZ metabolit 

miktarlarını göstermektedir. NorKLZ beklenildiği gibi en yüksek oranda karaciğer 

mikrozomal fraksiyonu ile oluĢmuĢtur. Ancak karaciğer mitokondriyel membran ve matriks 

fraksiyonları da mikrozomal fraksiyonun % 30’u gibi önemli miktarda metabolit 

oluĢturmuĢlardır. Bu iki fraksiyonun birlikte inkübasyon ortamına konduğu durumlarda 

metabolit miktarı, tek tek oluĢturdukları miktarın toplamı kadar oluĢmuĢtur. Buna karĢın kalp 
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dokusundan izole edilen mikrozomal, mitokondriyel membran ve mitokondriyel matriks 

fraksiyonlarıyla oluĢan NorKLZ miktarları karaciğer dokusu ile kıyaslandığında sırasıyla % 

16, % 2.6 ve % 4.6 kadardır. 

Mikrozomal inkübasyonda oluĢan NorKLZ, kontrol inkübasyonuna kıyasla 144 kat 

daha fazladır. Karaciğer mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarının her ikisi de 

kontrolün yaklaĢık 45 katı kadar NorKLZ oluĢturmuĢtur. OluĢan NorKLZ miktarlarına 

istatistiksel analiz uygulandığında sadece karaciğer fraksiyonları kontrole kıyasla anlamlı 

derecede metabolit üretmiĢtir. Karaciğer mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonları, 

mikrozomal fraksiyonun % 30’u kadar NorKLZ oluĢturmuĢtur. Karaciğer mitokondriyel 

membran fraksiyonunun NorKLZ oluĢturma kapasitesi, matriks fraksiyonuyla hemen hemen 

aynıdır. Mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarının birlikte kullanıldığı inkübasyon 

ortamında ise her iki fraksiyonla tek baĢına oluĢan miktarların toplamı kadar metabolit 

oluĢmuĢtur (ġekil 16-üst panel). Kalp dokusuna ait sonuçlara bakıldığında ise oluĢan 

metabolit miktarının kontrol inkübasyonları kadar olduğu görülmektedir. Kalp mikrozomu 

kontrolün 1.4 katı, mitokondriyel membranlar ve matriks fraksiyonu ise 1.2 katı oranında 

metabolit oluĢturmuĢtur. Kardiyak mikrozomal ve mitokondriyel enzimlerin NorKLZ 

oluĢturmada etkili bir rolü yoktur (ġekil 16-üst panel). 

KLZ-N-oksit’e ait sonuçlar ise ġekil 16 orta panel’de gösterilmiĢtir. Karaciğer 

mikrozomal fraksiyonu, beklenildiği gibi yine en yüksek oranda metabolit oluĢtururken, 

karaciğer mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonları sırasıyla mikrozomun % 50’si ve 

% 30’u kadar metabolit oluĢturmuĢlardır. Bu iki fraksiyonun KLZ-N-oksit oluĢturma 

kapasiteleri kıyaslandığında mitokondriyel membran fraksiyonunun matriksten 1.7 kat daha 

yüksek olduğu görülmektedir. Her iki fraksiyonu birlikte içeren inkübasyonlarda ise oluĢan 

metabolit miktarı, fraksiyonların tek baĢlarına oluĢturdukları miktarın yaklaĢık toplamı 

kadardır. Kalp dokusundan izole edilen fraksiyonlarla yapılan inkübasyonlarda kardiyak 

mikrozomal fraksiyon, karaciğer mikrozomal fraksiyonunun % 16’sı kadar, mitokondriyel 

membran ve matriks fraksiyonları ise karaciğer dokusu karĢılıklarına göre sırasıyla % 2.6 ve 

% 4.6’sı kadar KLZ-N-oksit oluĢturmaktadır. KLZ-N-oksit açısından membran ve matriks 

fraksiyonlarının kapasitesi hemen hemen aynıdır. Membran ve matriks fraksiyonunu birlikte 

içeren inkübasyonlarda, fraksiyonların tek baĢlarına oluĢturdukları miktarın toplamı kadar 

metabolit oluĢmuĢtur (ġekil 16-orta panel). Karaciğer membranı kalp membranından 36 kat, 

matriksi ise kalp matriksinden 20 kat daha fazla KLZ-N-Oksit oluĢturmuĢtur (ġekil 16-orta 

panel). 

Klozapinin reaktif metabolitinin glutatyon konjugatı KLZ-SG ise karaciğer 

mikrozomal fraksiyonu ile kontrole kıyasla 7270 kat, kalp mikrozomal fraksiyon ile ise 347 



 115 

kat daha fazla oluĢmuĢtur (ġekil 16-alt panel). Mitokondriyel fraksiyonlar kontrol 

inkübasyonu ile kıyaslandığında karaciğer membranları ile 1587 kat, matriksiyle 1020 kat 

daha fazla reaktif metabolit üretildiği görülmüĢtür. Kalp mitokondriyel membranları ise 

kontrolün 420 katı, matriksi ise 653 katı oranında daha fazla konjugat oluĢturmuĢtur. 

Karaciğer mikrozomu karaciğer mitokondriyel membranlarına göre 4 kat fazla glutatyon 

konjugatı oluĢturuken, kalp membranları kalp mikrozomunun 1.2 katı konjugat 

oluĢturmuĢtur. Aynı durum matrikste de gözlenmektedir.  

Karaciğer mikrozomu, karaciğer mitokondriyel matriksin 6 katı kadar fazla SG 

konjugatı oluĢtururken, kalp mitokondriyel matriksi kalp mikrozomunun 1.8 katı kadar 

konjugat oluĢmasına neden olmuĢtur. Karaciğer membranlarının konjugat oluĢturma gücü 

matriksin 1.6 katı daha fazla iken ĢaĢırtıcı sonuçlar kalp mitokondriyel fraksiyonları 

arasındadır. Kalp mitokondriyel matriksi membranlarına göre 1.6 kat daha fazla SG 

konjugatı oluĢturmuĢtur. Mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarının birlikte 

kullanıldığı inkübasyonlarda ise karaciğerde membranın 2.6 katı, kalp için ise membranın 

3.4 katı oranında konjugat oluĢtuğu görülmektedir. Ġki doku arasındaki sonuçlar 

kıyaslandığında ise karaciğer mikrozomlarının kalp mikrozomlarına göre 18 kat, karaciğer 

mitokondiyel membranlarının kalp mitokondiyel membranlarına göre 3.8 kat daha fazla 

konjugat oluĢturduğu görülmektedir. Matriks fraksiyonlarının reaktif metabolit oluĢturma 

kapasitesine bakıldığında ise karaciğer matriksinin kalbin sadece 1.6 katı olduğu 

gözlenmiĢtir (ġekil 16 alt panel).  
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ġekil 16. Fare karaciğer ile kalp mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonları varlığında klozapin 

biyotransformasyonu. LM, karaciğer mikrozomları; HM, kalp mikrozomları; LMM, karaciğer 

mitokondriyel membranları; HMM, kalp mitokondriyel membranları; LMx, karaciğer mitokondriyel 

matriks; HMx, kalp mitokondriyel matriks. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  
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4.2.3. Mitokondriyel Penetrasyonun Belirlenmesine Ait Bulgular 

Klozapin kullanan hastaların sadece % 2’sinde ortaya çıkan, ancak bunların yarısında 

ölüme yol açan kardiyak toksisite mekanizması daha önce de belirtildiği gibi 

bilinmemektedir. Bizim bu konudaki hipotezimiz; klozapinin enerji ihtiyacı yüksek olan kalp 

kası hücrelerinin mitokondrisinde biyoaktivasyona uğrayarak devamında ATP üretimi dâhil 

olmak üzere mitokondriyel iĢlevleri bozduğu yönündedir. Bu hipotezin geçerliliğinin test 

edilmesinde ilk basamak olan saf mitokondriyel fraksiyonların varlığında reaktif metabolit 

oluĢumu, bir önceki bölümde gösterilmiĢtir. Bir sonraki aĢamada hücre sitozolüne kadar 

ulaĢan klozapinin mitokondri içine girip girmediği test edilmiĢtir. Bu amaçla izole 

mitokondriler belirli konsantrasyonda klozapin ile inkübe edildikten sonra inkübasyon 

ortamında klozapin ve stabil metabolitleri LC- MS/MS yöntemiyle ölçülmüĢtür. 

Penetrasyon deneyleri karĢılaĢtırma amacıyla yine hem karaciğer hem de kalp 

dokusundan izole edilen mitokondrilerle gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 17’de klozapinin 

karaciğer ve kalp mitokondrisine ne oranda girdiği, aynı zamanda inkübasyon ortamında 

oluĢan stabil metabolit oranları gösterilmiĢtir. Ġnkübasyonlar 1 mg/mL protein mitokondriyel 

fraksiyon ve 100 µM klozapin ile gerçekleĢtirilmiĢ, bu miktar ilacın pik alanı % 100 kabul 

edilerek mitokondri içinde ve dıĢındaki miktarlar buna göre oranlanmıĢtır. ġekil 17A, 

karaciğer sonuçlarını göstermektedir. Ġnkübasyon sonunda mitokondri dıĢında klozapin, 

baĢlangıç konsantrasyonunun % 67’sine düĢmüĢtür (ġekil 17A). Kalp inkübasyonlarında ise 

mitokondri dıĢında kalan oran % 70’dir (ġekil 17B). Buna karĢın ilacın mitokondri içinde 

ölçülen klozapin oranı karaciğerde % 0.3, kalpte % 0.4’dür.  
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ġekil 17. Klozapinin sıçan karaciğer ve kalp mitokondrisine penetrasyonu. A:Karaciğer, B:Kalp. 

Gruplar halinde gösterilen siyah sütunlar klozapin, koyu gri sütunlar Norklozapin, açık gri sütunlar ise 

klozapin N-oksit’e aittir. LMit, karaciğer mitokondrisi; HMit, kalp mitokondrisi. 
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ortamında mitokondri içinde ve dıĢında klozapinin iki stabil metaboliti olan NorKLZ ve 

KLZ-N-Oksit ölçülmüĢtür. Stabil metabolitlerin toplam oranı karaciğer için % 1.5 (% 1.07 

NorKLZ ve % 0.43 KLZ-N-oksit) ve kalp için % 1.4 (% 1.01 NorKLZ ve % 0.39 KLZ-N-

oksit)’dür. Bu oranlarla inkübasyondaki % 30 kayıp arasında yaklaĢık % 28.5 fark vardır. Bu 

farkın bir bölümü, stabil metabolitler gibi klozapinden oluĢması olası reaktif metabolit olan 

klozapin nitrenyum iyonudur. Bu elektrofilik metaboliti ölçebilmenin yolu, daha önceki 

bölümlerde uygulandığı Ģekilde ortama nükleofilik GSH koymak ve nitrenyum iyonunu 

stabil konjugatı Ģeklinde hapsetmektir. Bu deneylerde klozapinin mitokondriye giriĢi 

üzerinde herhangi olası bir etkiyi elimine etmek üzere ortama GSH eklenmemiĢ, dolayısıyla 

olası reaktif metabolit ölçülmemiĢtir. Ġnkübasyon sırasındaki klozapin kaybı ve sonunda 

ölçülen metabolitler arasındaki farkın son açıklaması, ilaç molekülünün enzimatik olmayan 

yollarla yani kimyasal olarak kısmen farklı yapılara parçalanmıĢ olmasıdır. Bu iki olasılık 

doktora sonrası çalıĢmalar arasında planlanmıĢtır; 100 µM klozapin mitokondri içermeyen 

ortamda ancak aynı koĢullarda inkübe edilerek kimyasal parçalanma oranı belirlenecek, 

ayrıca mitokondri içeren inkübasyonlarda ortama GSH konarak reaktif metabolit miktarı 

belirlenecektir. 

 

4.2.4. Sıçanda in vivo Klozapin Dağılımının Belirlenmesine ait Bulgular 

Dozlanan dört Wistar sıçan dokularının analizine ait sonuçlar, ġekil 18’de 

gösterilmiĢtir. ġekilden görüleceği gibi kalbe ulaĢan ilaç miktarı diğer organlarla 

karĢılaĢtırılabilir düzeydedir. Karaciğere kıyasla 1/3 kadar klozapin kalp dokusuna ulaĢmıĢtır 

(ġekil 18). 
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ġekil 18. Oral uygulama sonrası klozapinin sıçan dokularında dağılımı. Dört sıçana oral yoldan 20 

mg/kg klozapin uygulanmıĢ, anestezi altında açılan hayvanlardan #3 ve #4 nolu sıçanların kalp ve 

karaciğerleri perfüze edilmiĢtir. 

 

 

4.3. Farklı Saklama Sıcaklıklarında Mitokondri ĠĢlevselliğinin MPTP OluĢturma 

Yeteneği Aracılığıyla Ġzlenmesine Ait Bulgular 

Mitokondri iç ve dıĢ membran proteinlerinin etkileĢerek por oluĢturabilme yeteneğinin 

mitokondri stabilitesini gösterebilecek bir parametre olarak kullanılabilirliğini test etmek 

amacıyla sığır karaciğer dokusundan taze izole edilerek +25°C (oda sıcaklığı), +4°C ve -

86°C’de saklanan mitokondriyel fraksiyonların stabilite grafikleri, ġekil 19A’da 

gösterilmiĢtir. Oda sıcaklığında saklanan mitokondrilerde CaCl2 ile indüklenen MPTP 

oluĢumunun 2. saatin sonunda % 40, 4. saatin sonunda ise % 60 oranında azaldığı, 6. saatte 

ise mitokondrilerin por oluĢturamadığı gözlenmiĢtir (ġekil 19A). +4°C’de saklanan 

mitokondrilerde 6. saatte MPTP indüksiyonu % 60 oranında azalmıĢ, 24. saatte ise por 

açılımı gerçekleĢmemiĢtir (ġekil 19A). 

Ġzole mitokondri halde saklamanın stabiliteye etkilerinin yanı sıra doku halde 

saklamanın mitokondri stabilitesine etkisi, yine farklı ortam sıcaklıklarında ve farklı zaman 

noktalarında MPTP oluĢturma yeteneği ölçümü ile test edilmiĢtir. Bu amaçla karaciğer 

dokusu porsiyonlara ayrılmıĢ, farklı ortam sıcaklıklarında tutulmuĢ (+4°C ve -86 °C) ve 

belirli zaman noktalarında bunlardan izole edilen mitokondrilerin MPTP oluĢturma 

yeteneklerinde bir değiĢiklik olup olmadığı, baĢlangıç (0. dk.) ölçümü ile kıyaslanarak analiz 
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edilmiĢtir. ġekil 19B, taze sığır karaciğer dokusunun +4°C 1 haftaya kadar ve -86°C’de ise 3 

aya kadar saklanması sonucu farklı zaman noktalarında mitokondriyel fraksiyon izole 

edilerek uygulanan MPTP test sonuçlarını göstermektedir. +4°C’de saklanan doku 

örneğinden 12, 48, 72 saat ve 1 hafta sonunda izole edilen mitokondrilerde CaCl2 ile MPTP 

açılması 48 saat sonunda ise % 50’ye düĢmüĢtür, 72. saat sonunda ise MPTP oluĢumu 

gerçekleĢmemiĢtir. Bu veriler, mitokondri yapısal ve/veya iĢlevsel bütünlüğünün hızlı 

bozulması nedeniyle dokuların +4°C’de saklanmasının uygun olmadığını göstermektedir 

(ġekil 19B). Aynı izolasyon protokolü ve MPTP testi -86°C’de saklanan doku için de 3 ay 

boyunca uygulanmıĢ ve mitokondriyel stabilitede önemli değiĢikliklerin olmadığı 

görülmüĢtür. (ġekil 19B). 

Doku ve izole mitokondriler için en uygun saklama sıcaklığının -86°C olduğu 

görülmektedir; mitokondrilerde CaCl2 uygulaması sonucu absorbans Ģiddetindeki azalma 3 

aya kadar aynıdır, yani mitokondrinin yapısal ve iĢlevsel bütünlüğü korunmuĢtur (ġekil 19A 

ve B).  
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ġekil 19. Farklı depolama sıcaklıklarının izole mitokondri ve doku stabilitesine etkisinin MPTP testi 

ile değerlendirilmesi. A, +25°C, +4°C ve -86°C’de saklanan izole mitokondri; B, +4°C ve -86°C’de 

saklanan doku örnekleri. X skalasında birimler eĢit aralıklı kullanılmamıĢtır.  

 

 

4.4. ÇalıĢılan Ġlaçların Mitokondriyel ĠĢlevlere Etkilerine Ait Bulgular 

4.4.1. Ġlaçların MPTP OluĢumu Üzerine Etkilerinin Test Edilmesine Ait Bulgular 
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inkübasyon ortamına eklenerek MPTP indüksiyon düzeyi ölçülmüĢtür. Ayrıca çalıĢma 

dâhilindeki ilaçların mitokondriyel inkübasyonları CaCl2 içeren ve içermeyen iki ayrı 

ortamda da gerçekleĢtirilmiĢ, tüm sonuçlar ġekil 20’de özetlenmiĢtir. 250 µM CaCl2 

uygulanması, MPTP oluĢumunda yaklaĢık 72 katlık bir artıĢ meydana getirmiĢtir 

(“Mit+CaCl2”, “Mit” ile kıyaslanmıĢtır). 

Test edilen ilaçlardan sadece 10 µM ve 100 µM diklofenak (ġekil 20A) ile 100 µM 

valproik asit (ġekil 20B) Ca
++

 ile indüklenen MPTP oluĢumunu anlamlı derecede artmıĢtır. 

“Ġlaç+CaCl2” inkübasyonlarının istatistiksel önemi, “Mit+CaCl2” pozitif kontrol grubuna 

kıyasla hesaplanmıĢtır. Ortamda Ca
++

 bulunmayan, ilaçların tek baĢına inkübe edildiği 

durumlarda MPTP oluĢumu gerçekleĢmemiĢtir. Diklofenak sonuçlarında doza bağımlı bir 

artıĢ eğilimi olsa da istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır. 

 

 

 

ġekil 20. ÇeĢitli ilaçların MPTP oluĢumuna etkileri. Kolon sayıları fazla olduğu için sonuçlar “A” ve 

“B” olacak Ģekilde iki grup halinde verilmiĢtir. A, Klozapin, olanzapin, nifedipin ve diklofenak ın 

MPTP oluĢumuna etkisi, B, valproik asit, dapson, tiyaprofenik asit, sülfafenazolün MPTP oluĢumuna 

etkisi. (D: % 1 DMSO, çözücü kontrolü, Mit: sadece mitokondri içeren inkübasyon, Mit+CaCl2 : 

250µM CaCl2 içeren mitokondriyel inkübasyondur. ÇalıĢma kapsamındaki ilaçların 1, 10 ve 100 µM 
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olmak üzere 3 ayrı doz düzeyindeki MPTP oluĢumuna etkileri CaCl2 ile beraber ya da ayrı olarak 

incelenmiĢtir. Değerler ort±standart hata Ģeklinde ifade edilmiĢtir. Ġstatistiksel önem analizleri 

yapılırken “Mit+CaCl2” örneği “Mit” ile “Mit+Ġlaç+CaCl2” inkübasyonları ise “Mit+CaCl2” 

inkübasyonu ile kıyaslanmıĢtır. (*** p < 0.001) 

 

 

4.4.2. Ġlaçların Mitokondriyel DNA Metilasyonu Düzeylerine Etkilerine Ait 

Bulgular 

Tez kapsamında mitokondriyel yapılar ve iĢlevler üzerinde olası etkileri araĢtırılan 

ilaçlar, mtDNA metilasyonu üzerindeki olası etkileri açısından da incelenmiĢ, sonuçlar ġekil 

21 ve 22’de % metilsitozin cinsinden gösterilmiĢtir. ÇalıĢmadaki iki kontrol grubundan ilki 

ilaçların çözücüsü olarak kullanılan % 1 DMSO (D), diğeri ise 2017 yılında in vitro ortamda 

15 mM konsantrasyonda mtDNA düzeylerini % 92 oranında düĢürdüğü bildirilmiĢ olan 

valproik asittir (pozitif kontrol; VPA) (660). Ġlaçların inkübasyon ortamında uygulanan 

konsantrasyonları daha önceki çalıĢmalarımızda belirlenen sitotoksisite oluĢturmayan en 

yüksek konsantrasyonlarıdır. Olanzapin, tiyaprofenik asit, sülfafenazol ve dapson için 100 

µM, nifedipin ve valproik asit için 10 µM, klozapin için 10 ve 50 µM, diklofenak için ise 

0.01 µM konsantrasyonlarda çalıĢılmıĢtır.  

Herbir ilaç varlığında belirlenen mtDNA metilasyon düzeyi, % 1 DMSO kontrol ile 

karĢılaĢtırılarak istatistiksel analiz yapılmıĢtır. Tüm ilaçlar çalıĢılan dozlarda mtDNA 

metilasyonunu anlamlı biçimde azaltmıĢtır (ġekil 21). Farklı olarak klozapin ile 2 ayrı doz 

düzeyinde çalıĢılmıĢ, 10 µM dozda mtDNA metilasyonunu %1 DMSO kontrole kıyasla %73 

oranında azaltırken, ilacın dozunun 50 µM’a çıkarılmasıyla metilasyon % 83 oranında 

azalmıĢtır (ġekil 22). Gözlenen bu etkinin reaktif nitrenyum iyonuna bağlı olup olmadığını 

test etmek üzere aynı inkübasyonlar 5 mM GSH varlığında da gerçekleĢtirilmiĢ, GSH 

yokluğunda metilasyonda gözlenen azalmalar sırasıyla % 30 ve % 80 oranında geri 

döndürülmüĢtür (ġekil 22). 

Pozitif kontrol olarak çalıĢılan valproik asit 15 mM dozda literatürde bildirilene 

benzer Ģekilde %92 oranında hipometilasyona neden olurken (660), doz 1/1500 oranında 

azaltılmasına karĢın, yani 100 µM’da da % 78 gibi ilkine çok yakın oranda bir 

hipometilasyona neden olmuĢtur (ġekil 21). 

Diklofenak 0.01µM dozda kontrole göre metilasyonu % 44 oranında, 100 µM 

olanzapin ve 10 µM nifedipin ise birbirine eĢdeğer biçimde % 41 oranında azaltmıĢtır (ġekil 
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21). Ġnkübasyon ortamındaki son konsantrasyonu 100 µM olarak seçilen dapson, 

tiyaprofenik asit ve sülfafenazol ise mtDNA metilasyonunda sırasıyla % 62, % 65 ve % 69 

oranında azalmalara neden olmuĢlardır (ġekil 21).  
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ġekil 21. Bazı ilaçların sitotoksisiteye neden olmayan en yüksek konsantrasyonlarında CHO-K1 

hücrelerinde mtDNA metilasyonuna etkileri. D: % 1 DMSO, çözücü kontrol. VPA, valproik asit; 

DĠK, diklofenak; OLA, olanzapin; NĠF, nifedipin; MET, metformin; DAP, dapson; TĠA, tiyaprofenik 

asit; SULF, sülfafenazol. Değerler ort± standart hata Ģeklinde ifade edilmiĢtir. Ġstatistiksel önem 

analizleri “%1 DMSO” kontrol grubuna göre yapılmıĢtır; *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 

 

 

 

ġekil 22. Klozapinin GSH varlığında ve yokluğunda CHO-K1 hücrelerinde mtDNA metilasyon 

düzeylerine etkileri. D, % 1 DMSO çözücü kontrol; KLZ, klozapin. Değerler ort± standart hata 

Ģeklinde ifade edilmiĢtir. Ġstatistiksel önem analizleri “% 1 DMSO” kontrol grubuna göre yapılmıĢtır; 

*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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4.4.3. Ġlaçların Mitokondriyel Oksijen Tüketimine Etkilerine Ait Bulgular   

ÇalıĢılan ilaçların CHO-K1 hücrelerinin mitokondrilerinde oksijen tüketimine etkileri, 

floresan bazlı bir kit olan Luxcel®Xtra kullanılarak 1, 10 ve 100 µM olmak üzere üç doz 

düzeyinde ölçülmüĢtür. Önce hücreler 96 kuyucuklu plakaya ekilip tutunmaları sağlandıktan 

sonra reajan eklenmekte ve hücrelerin üzeri atmosferik oksijen ile alıĢveriĢi kesmek üzere 

mineral yağ damlacığı ile kapatılmaktadır. MitoXpress®Xtra reajanının verdiği floresans ile 

hücre dıĢına çıkan oksijen miktarı arasında ters orantı vardır. Hücresel solunum sırasında O2 

konsantrasyonu azalacağı için MitoXpress®Xtra sinyali zamanla artar. Bu sayede oksijen 

tüketim hızı, zaman içerisinde floresans sinyaldeki değiĢimden hesaplanabilir. ÇalıĢmada beĢ 

ayrı kontrol (kör kontrol, çözücü kontrol, test maddesi içermeyen kontrol, pozitif kontrol; 

Antimisin A ve sinyal kontrolü) kullanılmıĢtır. Kontrollerin ve ilaç inkübasyonlarının 

zamana bağlı floresan sinyal grafikleri çizilerek doğrusal zaman aralıklarının 42-99. dk’lar 

arası olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 23). 
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ġekil 23. Kontrol örneklerinin OCR değerleri ve klozapinin 3 ayrı konsantrasyonda CHO-K1 

hücrelerinin oksijen tüketim hızına (OCR; oxygen consumption rate) etkisi. Oksijen tüketim hızı 

Time-Resolved Fluorescence modunda izlenmiĢtir (eks. 380 nm, em. 650 nm, okuma süresi: 200 dk, 

okuma sıklığı: 3 dk). Ġnkübasyonlar üçlü seriler halinde (triplike) yapılmıĢtır, her bir renk, üçlü seriyi 

temsil etmektedir. Ġlk sütundaki grafikler (A-C) deneydeki kontrol örneklerini göstermektedir; A, % 1 

DMSO çözücü kontrolü; B, Bazal (test maddesi içermeyen kontrol; C, Pozitif kontrol (Antimisin A); 

D, 1 µM klozapin varlığında OCR; E, 10 µM klozapin varlığında OCR; G, 100 µM klozapin 

varlığında OCR.  

 

 

ÇalıĢılan ilaçların CHO-K1 hücrelerinde OCR üzerindeki etkileri toplu halde ġekil 

24’de gösterilmiĢtir. Kontrollerden ilki olan kör kontrolün, yani reaktif ajan içermeyen ve 

sadece hücre barındıran kuyucukların sinyal ortalama değerleri, tüm örneklerden 

çıkarılmıĢtır. Her örnek için elde edilen eğimden hareketle OCR değerleri hesaplanmıĢtır. Bir 

diğer kontrol ise çözücü kontrol olan % 1 DMSO’dur. Ġlaçların taĢıyıcısı olan DMSO’nun 

inkübasyon ortamlarındaki son konsantrasyonu % 1 olduğu için ilaç uygulanmayan hücrelere 

aynı oranda DMSO konmuĢtur. Çözücü kontrolün OCR değeri % 100 kabul edilerek tüm 

inkübasyonların % OCR değerleri oranlanarak hesaplanmıĢ ve ġekil 24’de grafiğe 
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geçirilmiĢtir. Ġlaç ya da herhangi bir madde uygulanmayan, sadece hücre ve reaktif ajan 

içeren kontrol, hücrelerin bazal OCR düzeyini yansıttığı için bazal kontrol olarak 

isimlendirilmiĢtir. Bir diğer kontrol örneği ise ROT oluĢumunu arttıran ve Kompleks III 

düzeyinde mitokondriyel solunumu 150 µM konsantrasyonda % 60 inhibe eden Antimisin 

A’dır. 100 µM klozapin, OCR’de % 67 oranında inhibisyona neden olurken 10 ve 100 µM 

dozlarında benzer etki gözlenmemiĢtir. Olanzapin 10 µM konsantrasyonda OCR’de % 50, 

100 µM konsantrasyonda ise % 54 oranında düĢüĢe neden olmaktadır. 1 µM nifedipin 

OCR’de % 36, 10 µM nifedipin % 44 ve 100 µM ise % 57 oranında azalmaya neden 

olmuĢtur. Valproik asit, tiyaprofenik asit ve dapson 100 µM konsantrasyonda OCR’yi 

sırasıyla % 75, % 40 ve % 44 oranında azaltmıĢtır. Sülfafenazol test edilen üç doz değerinde 

de oksijen tüketim oranı arttırmıĢtır. Diklofenak ve metforminde de azalma eğilimi olmasına 

karĢın istatistiksel analiz sonucunda önemli bir fark bulunmamıĢtır (ġekil 24).  

 

 

 

ġekil 24. CHO-K1 hücrelerinin farklı ilaçlarla inkübasyonu sonucu oksijen tüketim hızındaki (OCR) 

değiĢiklikler. (ÇalıĢmadaki üç önemli kontrol grubuna ait % OCR değerleri grafikte gösterilmiĢtir; D; 

%1 DMSO, çözücü kontrolü, B; bazal OCR kontrol, A; Antimisin A, pozitif kontrol. ÇalıĢılan ilaçlar 

ise KLZ; klozapin, OLA; olanzapin, NĠF; nifedipin; DĠK; diklofenak, VPA; valproik asit, MET; 

metformin, DAP; dapson, TĠA; tiyaprofenik asit ve SULF; sülfafenazol. Tüm ilaçların 1, 10 ve 100 

µM olmak üzere üç ayrı konsantrasyonları çalıĢılmıĢtır). Değerler ort±standart hata Ģeklinde ifade 

edilmiĢtir. Ġstatistiksel önem analizleri “%1 DMSO” kontrol grubuna göre yapılmıĢtır;  * p < 0.05, ** 

p < 0.01, *** p < 0.001. 
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Bu sonuçlar birkaç açıdan ilginçtir; 100 µM klozapinin ve valproik asitin oksijen 

tüketim hızı üzerindeki inhibisyonu, ETC Kompleks III düzeyinde inhibisyon yaptığı iyi 

bilinen Antimisin A’nın 150 µM konsantrasyonu ile sağlanan % 60 oranından fazladır. Bu 

durum, klozapin ve valproik asitin son derece potent bir oksidatif solunum inhibitörü 

olabileceğini göstermektedir (ġekil 24). Ayrıca 100 µM olanzapin ve nifedipinin de hemen 

hemen pozitif kontrol kadar inhibisyona neden olması bu ilaçlar için de aynı durumun geçerli 

olduğunu düĢündürmektedir. 

 

4.5. Ġnsan Mitokondriyel Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ölçümleri 

Otopsi sırasında alınan dokulardan hazırlanan 12 ayrı insan karaciğer ve kalp 

mitokondriyel matriks fraksiyonlarında GST, SOD, CAT ve Se-GPx enzimlerinin spesifik 

aktiviteleri araĢtırılmıĢtır.  

GSTT dıĢındaki tüm GST izoenzimleri, CDNB’nin GSH ile konjugasyonunu katalize 

ederler, yani CDNB tüm izozimler için ortak substrattır. ġekil 25’de toplam 12 bireyin 

karaciğer ve kalp mitokondriyel matriks fraksiyonlarındaki GST enzimlerinin CDNB’ye 

karĢı toplam aktiviteleri gösterilmektedir. GST genel aktivitesi karaciğer mitokondrilerinde 

6.6 ve 39 µmol/dk/mg protein arasında (ortalama 26 µmol/dk/mg protein), kalp 

mitokondrilerinde ise 2.64 ve 25 µmol/dk/mg protein arasında (ortalama 17 µmol/dk/mg 

protein) değiĢmektedir. Bireylerin karaciğer ve kalp mitokondrilerindeki ortalama GST 

aktiviteleri arasında 1.5 katlık fark bulunmaktadır (ġekil 25). 
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ġekil 25. Ġnsan karaciğer ve kalp dokusunda bireyler arası mitokondriyel total GST enzim aktivitesi 

farklılıkları. Ġkili gruplar halinde gösterilen siyah sütunlar karaciğer, gri sütunlar ise aynı bireylerin 

kalp dokusu aktivitesini göstermektedir. Karaciğer ve kalp mitokondriyel GST aktiviteleri, 

izoenzimlerin genel susbtratı olan CDNB’ye karĢı ölçülmüĢtür, bu nedenle her bir aktivite, GSTT 

dıĢında tüm mitokondriyel GST izoenzimlerinin toplam aktivitesini yansıtmaktadır. 

 

 

GSTM izoenzimi spesifik aktivitesinin belirlenmesinde ise iki ayrı substrat 

kullanılmıĢtır. Bu substratlardan ilki DCNB’dir. DCNB’ye karĢı ölçülen bireysel 

mitokondriyel GSTM aktiviteleri karaciğerde 2.02 ile 6.38 µmol/dk/mg protein arasında 

(ortalama 4.73 µmol/dk/mg protein), kalp mitokondrilerinde ise 1.09 ile 4.55 µmol/dk/mg 

protein arasında (ortalama 3.29 µmol/dk/mg protein) değiĢmektedir (ġekil 26). Ġkinci 

spesifik substrat trans-4-fenil-3-buten-2-on’a karĢı ölçülen GSTM aktiviteleri ise karaciğer 

mitokondrilerinde 1 ile 2.96 µmol/dk/mg protein arasında (ortalama 1.72 µmol/dk/mg 

protein), kalp mitokondrilerinde ise 0.17 ile 2.7 µmol /dk/mg protein arasındadır (ortalama 

1.63 µmol/dk/mg protein) (ġekil 26). 
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ġekil 26. Ġnsan karaciğer ve kalp dokusunda bireyler arası mitokondriyel GSTM enzim aktivitesi 

farklılıkları. Ġkili gruplar halinde gösterilen siyah sütunlar karaciğer, gri sütunlar ise aynı bireylerin 

kalp dokusu aktivitesini göstermektedir. A, DCNB spesifik substratına karĢı GSTM aktivitesi; B, 

trans-4-fenil-3-buten-2-on’a spesifik substratına karĢı GSTM aktivitesi.  

 

 

GSTT aktivitesi ise EPNP substratı kullanılarak ölçülmüĢ, karaciğer mitokondrilerinde 

GSTT aktivitesinin 1 ile 2.96 µmol/dk/mg protein arasında (ortalama 2 µmol/dk/mg protein), 

kalp mitokondrilerinde ise 0.19 ile 2.58 µmol/dk/mg protein arasında (ortalama 1.5 

µmol/dk/mg protein) değiĢtiği gösterilmiĢtir (ġekil 27). Bireylerin karaciğer ve kalp 

mitokondrilerindeki ortalama GSTT aktiviteleri arasında 1.3 katlık fark bulunmaktadır. 
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ġekil 27. Ġnsan karaciğer ve kalp dokusunda bireyler arası mitokondriyel GSTT enzim aktivitesi 

farklılıkları. Ġkili gruplar halinde gösterilen siyah sütunlar karaciğer, gri sütunlar ise aynı bireylerin 

kalp dokusu aktivitesini göstermektedir. Karaciğer ve kalp mitokondriyel GSTT aktiviteleri, EPNP’ye 

karĢı ölçülmüĢtür. 

 

 

“Genel Bilgiler Bölümü”nde bahsedildiği üzere iki SOD enziminin (SOD1 ve SOD2) 

aktivitesi önce total ölçülmekte, daha sonra aktif bölgesinde Cu ve Zn taĢıyan sitozolik SOD 

(SOD1), CN
-
ile inhibe edilerek aktif bölgesinde Mn taĢıyan mitokondriyel SOD (SOD2) 

aktivitesi ölçülmekte, total aktivite ve SOD2 arasındaki farktan da SOD1 aktivitesi 

hesaplanmaktadır. Total SOD aktivitesine bakıldığında (ġekil 28A) örneklerin ikisinde, 6 ve 

9 nolu bireylerde karaciğer ve kalpte SOD aktivitesi saptanmamıĢtır; 6 nolu karaciğerde eser 

miktarda aktivite vardır. Karaciğer mitokondriyel matriks örneklerinde Mn-SOD aktivitesi, 0 

ile 424 ünite/mg protein, kalp mitokondriyel matriksinde ise 0 ile 330 ünite/mg protein 

arasında değiĢmektedir. Bireylerin karaciğer ve kalp mitokondrilerindeki ortalama Mn-SOD 

aktiviteleri arasında 1.6 katlık fark bulunmaktadır (ġekil 28B). Sitozolde bulunan Cu,Zn-

SOD enziminin mitokondriyel matriks fraksiyonlarında aktivite göstermemesi gerekir, buna 

karĢın hem karaciğer, hem kalp mitokondriyel matriks fraksiyonlarında Cu,Zn-SOD enzim 

aktivitesi saptanmıĢtır (ġekil 28C), bu durum matriks fraksiyonunun kontamine olduğunu 

göstermektedir. Diğer taraftan Mn-SOD aktivitesi (ġekil 28B) ve Cu,Zn-SOD aktivitesi 

(ġekil 28C) karĢılaĢtırıldığında Mn-SOD aktivitesi en az 150 kat daha yüksektir, dolayısıyla 

kontaminasyonun derecesi çok düĢüktür. Cu,Zn-SOD enzim aktivitesi karaciğerde 0 ile 3 

ünite/mg protein, kalpte ise 0 ile 3.15 ünite/mg protein arasında değiĢmektedir (ġekil 29C). 
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ġekil 28. Ġnsan karaciğer ve kalp dokusunda bireyler arası mitokondriyel SOD enzim aktivitesi 

farklılıkları. Ġkili gruplar halinde gösterilen siyah sütunlar karaciğer, gri sütunlar ise aynı bireylerin 

kalp dokusu aktivitesini göstermektedir. A, Total SOD aktivitesi; B, Mn-SOD (SOD2) aktivitesi; C, 

Cu,Zn-SOD (SOD1) aktivitesi. SOD aktivitesi, pirogallol otooksidasyonunun enzim varlığında 

engellenmesi yoluyla ölçülmüĢtür.  
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Bireyler arasında SOD aktivitelerine bakıldığında ilk göze çarpan sonuç, 6 ve 9 nolu 

bireylerin karaciğer ve kalp mitokondriyel matrikslerinde total enzim aktivitesinin 

bulunmayıĢıdır (ġekil 28A). Mitokondriyel MnSOD aktivite sonuçları bu bulguyla tamamen 

uyumludur (ġekil 28B). MnSOD aktivitesinin en çok 1/150’si oranında belirlenen Cu,Zn-

SOD aktivitesi, matriks elde edilmesi sırasındaki sitozolik bulaĢığı göstermektedir, 

dolayısıyla ideal durumda “0” olması gerekir. Bu nedenle Cu,ZnSOD aktivitesi, total ve 

MnSOD aktivitesine kıyasla daha az sayıda örnekte saptanmıĢtır, ayrıca sonuçlarımız bu 

bulaĢığın gözardı edilebilecek kadar küçük olduğunu göstermektedir. Ġlginç bir Ģekilde 

Cu,ZnSOD 6 ve 9 nolu bireylerde bulaĢık olarak da bulunmamaktadır (ġekil 28C). Bu 

bireylerde mitokondriyel form olan MnSOD exprese edilmiyor olabilir.  

Bir diğer antioksidan enzim CAT’dır. Ġnsanlarda CAT aktivitesi karaciğer 

mitokondriyel matriks fraksiyonlarında 0.98 - 25 ünite/mg protein, kalp mitokondriyel 

matrikslerinde ise 0.23 - 20.2 ünite/mg protein arasında değiĢmektedir. Karaciğer ve kalp 

mitokondrilerindeki ortalama CAT aktiviteleri arasında 1.25 katlık bir fark bulunmaktadır 

(ġekil 29). 

 

 

 

ġekil 29. Ġnsan karaciğer ve kalp dokusunda bireyler arası mitokondriyel CAT enzim aktivitesi 

farklılıkları. Ġkili gruplar halinde gösterilen siyah sütunlar karaciğer, gri sütunlar ise aynı bireylerin 

kalp dokusu aktivitesini göstermektedir. Karaciğer ve kalp mitokondriyel CAT aktiviteleri, substrat 

olarak H2O2 kullanılarak ölçülmüĢtür. 
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Tez çalıĢmasında insan karaciğer ve kalp dokularunda aktivitesi belirlenen son 

antioksidan enzim Se-GPx’dir. Enzim aktivitesi karaciğer mitokondriyel matriks 

fraksiyonlarında 0 - 398 ünite/mg protein, kalp mitokondriyel matriksinde ise 0 - 299 

ünite/mg protein arasında değiĢmektedir. Bireylerin karaciğer ve kalp mitokondrilerindeki 

ortalama GPx aktiviteleri arasında 1.3 katlık fark bulunmaktadır (ġekil 30). 

 

 

 

ġekil 30. Ġnsan karaciğer ve kalp dokusunda bireyler arası mitokondriyel Se-GPx enzim aktivitesi 

farklılıkları. Ġkili gruplar halinde gösterilen siyah sütunlar karaciğer, gri sütunlar ise aynı bireylerin 

kalp dokusu aktivitesini göstermektedir. Karaciğer ve kalp mitokondriyel Se-GPx aktiviteleri, substrat 

olarak H2O2 kullanılarak ölçülmüĢtür. 
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Bireylerin karaciğer ve kalp mitokondriyel matrikslerinde ölçülen enzim aktiviteleri 

arasında korelasyon iliĢkisi araĢtırılmıĢ, sonuçlar Tablo 5’de gösterilmiĢtir.  

 

 

Tablo 5. Karaciğer ve kalp mitokondriyel enzimlerin korelasyon değerleri. 

Enzim  
Korelasyon Katsayısı; r 

(karaciğer-kalp) 

p Değeri 

 (karaciğer-kalp) 

GST (CDNB) 0,840 <0,0001 

GSTM (DCNB) 0.895 <0.0001 

GSTM (trans-4-fenil-3-

buten-2-on) 
0.902 <0.0001 

GSTT (EPNP) 0.942 <0.0001 

Mn-SOD 0.936 <0.0001 

CAT 0.753 0.005 

GPx 0.955 <0.0001 
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5. TARTIġMA 

Ġlaçlarla gözlenen advers etkilerin mekanizmasında yapısal ya da iĢlevsel 

mitokondriyel bozuklukların çeĢitli derecelerde rol oynayabileceği düĢüncesi, son 15 yıldır 

önem kazanmıĢtır (669), bu durum tolkapon, troglitazon, serivastatin gibi bazı ilaçların 

klinik kullanımdan kaldırılmasına dahi yol açmıĢtır (585). Bu tez çalıĢmasında 

mitokondrilerin kompleks yapılarının ve hücre canlılığının sürdürülmesindeki iĢlevlerinin 

hedef olabilmesi ve/veya toksik yolakları doğrudan baĢlatabilme kapasiteleri araĢtırılmıĢtır. 

 

5.1. Bireyler ve Organlar Arası Parasetamol Biyoaktivasyonu Farklılığı 

Bu çalıĢmada parasetamolün bireyler arası ve organlar arası biyoaktivasyon 

farklılıklarının in vitro belirlenmesi amacıyla cerrahi operasyonlardan karaciğer ve böbrek 

dokuları sağlanmıĢtır. Ġnsan doku örneklerine ulaĢım çoğu zaman güç, bazı durumlarda 

imkânsızdır. Doku örneğine ulaĢılabilse dahi miktarlar genellikle düĢük olduğundan 

uygulanacak analitik ve/veya biyokimyasal yöntemlerin mümkün olduğunca hassas olması 

gerekir. Hastaların karaciğer ve böbrek dokularının reaktif metabolit N-asetil-p-

benzokinonimin oluĢturma kapasiteleri ve bu reaksiyonu katalize eden CYP2E1 ve CYP3A4 

enzim aktivitelerinin ölçülmesi planlanmıĢtır. Literatürde bu amaçla tanımlanmıĢ yöntemler 

nispeten çok miktarda doku gerektirdiği için (658, 659) tarafımızdan çok daha hassas 

yöntemler geliĢtirilmiĢ ve gereken doku miktarları 1/4 ile 1/10 oranında azaltılmıĢtır. ġekil 8 

ve 10’da görülen piklerin yükseklikleri dikkate alındığında bu oranların 1/10 daha da 

azaltılabileceği görülmektedir. Parasetamol biyoaktivasyonu öncelikle insan karaciğer ve 

böbrek mikrozomal fraksiyonları ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Parasetamolün neden olduğu 

hepatotoksisite mekanizması çok iyi ortaya konmuĢ olmasına rağmen nefrotoksisite 

mekanizması tam olarak anlaĢılamamıĢtır (523). Parasetamol doz aĢımında bazı durumlarda 

hepatotoksisite yokluğuna karĢın nefrotoksisite gözlenmesi (670, 671, 672), karaciğeri 

çıkarılmıĢ farelerde ve in vitro böbrek modellerinde böbrek toksisitesi oluĢması (520, 521) 

ve hepatotoksisite antidotu olan N-asetilsisteinin nefrotoksisiteyi önlememesi (522) 

nefrotoksik mekanizmanın farklı olduğunu göstermektedir. ÇalıĢma sonuçlarımız beklendiği 

gibi karaciğer NAPQI oluĢturma kapasitesinin böbreğe kıyasla 25 kat daha yüksek olduğunu 

göstermektedir (ġekil 7). Ġki farklı organın NAPQI oluĢturma kapasitelerinin redükleyici 

kofaktör olan NADPH’ın in vitro inkübasyon ortamında sürekli üretilmesine bağımlı olup 

olmadığını incelemek amacıyla inkübasyonlar 1 mM NADPH’ye ek olarak NADPH üretici 

sistem (NADPH regenerating system; NRS) varlığında ve yokluğunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

NRS varlığında oluĢan NAPQI miktarında büyük oranda artıĢ meydana gelmiĢtir (ġekil 7). 

Bu nedenle inkübasyon ortamında kofaktörlerin reaksiyon tamamlanmadan tükendiği 
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söylenebilmektedir. Bu durum ortamda parasetamol konsantrasyonunun çok yüksek 

miktarda olmasıyla açıklanabilir. NADPH ve NADPH sitokrom P450 redüktaz varlığında 

NAPQI’ın % 80’den fazlasının parasetamole hızla geri redüklendiği daha önce yapılan 

çalıĢmalarda bildirilmiĢtir (673). Buna karĢın NRS tarafından inkübasyon ortamında sürekli 

NADPH sağlanması, geri redüksiyonun engellendiğini göstermektedir. Bu durumun nedeni 

NAPQI’ın GSH ile konjugasyonunun parasetamole geri redüksiyonuna göre çok daha baskın 

olmasından kaynaklanmaktadır. Bu durum in vivo çalıĢmalarla da ortaya konulursa, aĢırı doz 

parasetamolün neden olduğu toksik sonuçların önlenmesinde NADPH gibi kofaktörlerin 

hücre içi konsantrasyonlarının azaltılması önemli olabilir. 

Mikrozomal inkübasyon sonuçlarında böbrekte gözlenen CYP3A4 enziminin 

karaciğere göre çok daha yüksek aktivite göstermesi ĢaĢırtıcıdır, çünkü CYP3A4 böbrekte 

eksprese edilmemektedir. Yüksek CYP3A4 aktivitesi, CYP3A5 enziminin nifedipin 

oksidasyonunu katalize etmesiyle açıklanabilir; CYP3A4 ile CYP3A5 sekansı % 85 

benzerlik göstermektedir (674). Bir çalıĢmada CYP3A5 enziminin nifedipin 

metabolizmasına katkısının CYP3A4’e göre daha az olduğu bildirilmiĢtir (675). Buna karĢın 

CYP3A5 enzimi, CYP3A ailesi içinde böbrekte eksprese edilen tek izozimdir (676). 

CYP3A5 enzimi CYP3A4’e göre lapatinip ve tebain gibi bazı substratlara çok daha fazla 

aktivite gösteren polimorfik bir enzimdir (677, 678). Nifedipinin böbrekte CYP dıĢındaki 

enzimlerle okside olması, bu durumu açıklayan bir diğer neden olabilir. Prostaglandin-

endoperoksit sentaz enzimi de parasetamolün NAPQI’a iki elektron oksidasyonunu katalize 

ederken yolağın tamamlanmayıp tek elektron redüksiyonuyla oluĢan N-asetil-p-

benzosemikinonimin serbest radikali, parasetamol nefrotoksisitesine katkıda bulunuyor 

olabilir (523). Böbrekte bu dönüĢümden farklı oksidazlar da sorumlu olabilir. NAPQI 

oluĢumundaki majör enzim olan CYP2E1 aktivitesinin karaciğerde NAPQI miktarıyla 

korelasyon gösterirken böbrekte korele olmaması (Tablo 4), bu hipotezi desteklemektedir. 

Bu aktivite farklılığının son açıklaması çalıĢmada kullanılan böbrek dokularının tümör 

dokusu olmasıyla iliĢkili olabilir; literatürde çeliĢkili çalıĢmalar da olsa bazı tümör 

dokularında CYP3A4’ün eksprese edildiği bildirilmektedir (679-681).  

CYP2E1 enziminin parasetamol biyoaktivasyonundan sorumlu ana enzim olduğu ve 

kemiricilerde özellikle böbrekte testosteron ile indüklendiği bildirilmiĢtir; kemiricilerde 

yapılan bir çalıĢmada parasetamol metabolizması ve toksisitesinde cinsiyetler arasında fark 

gözlenmesine rağmen (682) insanda benzer farklılıklar henüz bildirilmemiĢtir. ÇalıĢmamızda 

örnek sayısının yetersiz olmasına karĢın erkeklerde böbrek CYP2E1 enzim aktivitesinin 

kadınlara kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğu gösterilmiĢtir. Buna karĢın karaciğer 

CYP2E1 enzim aktivitesinde cinsiyet farkı gözlenmemiĢtir. 
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Sıçan karaciğer ve kalp dokularından elde edilen mitokondriyel fraksiyonlarla da 

(mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonları) çalıĢıldığında, tür farkı olsa da 

mitokondrinin NAPQI oluĢturma kapasitesi olduğu gösterilmiĢtir (ġekil 13). Bu sonuç, 

mitokondriyel proteinlere kovalan bağlandığı bildirilen NAPQI’ın (683), sitozolde 

oluĢtuktan sonra mitokondriye yönlenmek yerine mitokondrilerin içerisinde lokal olarak da 

oluĢabileceği hipotezimizi desteklemektedir. Parasetamolün doz aĢımında nadir gözlenen 

nefrotoksik etkisinin mekanizması anlaĢılamamıĢtır (517). Parasetamolün neden olduğu 

tübüler hasarın mekanizmasında bir olasılık olarak mitokondriyel biyoaktivasyon test edilmiĢ 

ve parasetamolün elektrofilik metaboliti olan NAPQI’nın oluĢtuğu gösterilmiĢtir (ġekil 13). 

Parasetamol doz aĢımı kaynaklı nefrotoksisite konusunda da grup olarak çalıĢmalarımız 

devam etmektedir. 

 

5.2. Klozapin Dağılımı ve Biyoaktivasyonu ÇalıĢmaları 

Mitokondrilerin kompleks yapıları ve hücrede kritik metabolik ve biyokimyasal 

yolaklardan sorumlu olmaları nedeniyle ilaçlar ve diğer ksenobiyotiklerin hedefi olmalarının 

yanı sıra reaktif metabolit oluĢumunu doğrudan katalize edip etmedikleri anlaĢılamamıĢtır. 

Ġlaçlar ve diğer kimyasalların mitokondri içerisinde P450 tarafından katalize edilen 

reaksiyonlarla metabolize olup olmadıkları konusu uzun süredir tartıĢmalıdır. 

Mitokondrilerde sitokrom P450 varlığı ilk kez 1964 yılında bildirilmiĢtir. Cyp11A, 11B1 ve 

11B2’nin kolesterolden bazı hormonların biyosentezini katalize ettikleri gösterilmiĢtir (684). 

Karaciğerde yeni bir mitokondriyel P450 olan 27A ve böbrekte 27B’nin yine bir sterol türevi 

olan vitamin D aktivasyonunu katalize ettiği bildirilmiĢtir (439). Bu sonuçlar toplu olarak 

yorumlandığında mitokondriyel P450’lerin mikrozomal benzerlerinden farklı oldukları ve 

endojen steroid türevleri ve iliĢkili bileĢiklerin metabolizmasından sorumlu oldukları 

görülmektedir. Ġnsan genomunun 57 CYP450 genine sahip olduğu ve bunların 7’sinin 

mitokondriyel, kalan 50’sinin ise mikrozomal enzimleri kodladığı bilinmektedir (685). 

Mikrozomal P450’ler gibi mitokondriyel P450’lerin de membran bağımlı oldukları, 

mitokondri iç membranına bağlı halde bulundukları gösterilmiĢtir (408). Bununla birlikte 

bazı araĢtırma grupları memeli mitokondrilerinde bakteriyel forma benzer Ģekilde çözünür 

formda P450’ler olduğunu bildirmiĢlerdir (420). Mitokondriyel fraksiyonların ilaçlar dahil 

kimyasal maddeleri biyoaktive etme kapasitesine sahip olabileceğine iliĢkin ilk makaleler 

1980’li yılların baĢında yayımlanmaya baĢlamıĢtır; en önemli örnekleri aflatoksin B1, benzo-

α-piren, trisiklik antidepresanlar gibi nöroaktif ilaçlar, antikonvülsanlar ve diğer bazı 

ilaçlardır (686, 687, 428). 
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Mitokondriyle ilgili deneysel sorun, izolasyon sırasında hücrenin diğer enzim içeren 

fraksiyonları ile kontaminasyonu önlemenin çok zor olmasıdır; bu durum mitokondrilerin 

ksenobiyotik metabolize etme kapasitesi çalıĢmaları açısından kısıtlayıcı faktördür. 

Gerçekten de yukarıda sayılan çalıĢmalarda %1-2 oranında da olsa mikrozomal 

kontaminasyon vardır. Daha da önemlisi mitokondrilerin metabolik kapasitesi doğrudan 

metabolitleri belirlemek yerine inkübasyon ortamında radyoaktif iĢaretli madde 

metabolitlerinin calf-thymus DNA’sına bağlanması, ya da ana molekülden oluĢması 

muhtemel ikincil ürün olarak formaldehitin ölçülmesi gibi dolaylı yöntemlerle incelenmiĢtir 

(458). Oysa bu yöntemlerin önemli zayıflıkları vardır; ilkinde non-spesifik bağlanma 

nedeniyle yanıltıcı sonuç alınabilir, ikincisinde ise formaldehit fizikokimyasal özellikleri 

nedeniyle her türlü ortamı kontamine ettiği için yine yanıltıcı sonuçlara neden olabilir. 

Muhtemelen çalıĢmalardaki bu zayıf yönler nedeniyle P450 enzimlerini keĢfeden Tsuneo 

Omura, 2006 yılında yayımladığı makalesinde mitokondriyel P450’lerin ilaç metabolize 

edici aktivitelerinin fizyolojik öneminin halen aydınlatılmayı bekleyen bir sorun olduğunu 

vurgulamıĢtır (412). Bu nedenle biz kendi çalıĢmamızda bu iki önemli noktaya yoğunlaĢarak 

hem daha saf mitokondriyel fraksiyonlar elde ettik, hem de model olarak seçtiğimiz klozapin 

ve parasetamolün mitokondriyel fraksiyonlar tarafından metabolize olup olmadığını test 

etmek üzere her iki ilacın metabolitlerini kütle spektrometrisi tekniğiyle doğrudan belirledik. 

ER ve mitokondrinin, Ca
+2

 düzeylerinin kontrolü gibi ortak metabolik görevleri (688, 689) 

nedeniyle hücresel konumları birbirine çok yakındır. Mitokondriyle iliĢki membranlar 

(mitochondrial-associated membrane; MAM) ER’nin alt ünitesini oluĢturan tübüler 

membran yapılardır ve iki organel arasında direkt bağlantı oluĢtururlar (690). Bu nedenle 

mitokondri izolasyonunda MAM kontaminasyonun tamamen önlenmesi gerekmektedir. 

ÇalıĢmamızda izole edilen mitokondriyel fraksiyonlarda ER ve sitozolik kontaminantların 

bulunmaması sonuçlarımızın güvenilirliğini artırmıĢtır (691). Saf mitokondriyel fraksiyon 

elde etmek için bizim yaklaĢımımız, standart prosedürü uyguladıktan sonra doku 

homojenatından izole edilen ham mitokondriyel fraksiyonun Percoll ya da sükroz dansite 

gradiyenti yöntemiyle ileri saflaĢtırılmasıdır. Bu yöntemde ajanların farklı konsantrasyonları 

ile hazırlanan çözeltiler birden fazla tabaka oluĢturup bir elek görevi görmekte ve homojenat 

içindeki mitokondri dahil hücresel parçacıkların özağırlıklarına göre tabakalanmasını 

sağlamaktadır. Diğer bileĢenlerden ayrılan ve mitokondrileri içeren tabakanın pipetle 

alınmasıyla saf mitokondri elde edilmiĢtir (ġekil 2). Bu saflaĢtırmanın baĢarısı Western blot 

tekniğiyle markör proteinler analiz edilerek gösterilmiĢtir (ġekil 14). ER (endoplazmik 

retikulum, mikrozomal fraksiyon) markör proteini olan Bip ve sitozolik markör protein olan 

GAPDH, Percoll öncesinde net bir Ģekilde gözlenirken, Percoll sonrasında tamamen 

kaybolmuĢlardır. Buna karĢın mitokondriyel membran fraksiyonunun içermesi gereken 
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VDAC1 ve COX IV, mitokondriyel matriks fraksiyonunun içermesi gereken HSP60, net bir 

Ģekilde gözlenmiĢtir (ġekil 15). 

Karaciğer mitokondriyel membran inkübasyonlarında beklenildiği gibi oluĢan KLZ-

SG konjugatı miktarı, mitokondriyel matriks inkübasyonlarına kıyasla daha fazladır. Eğer 

klozapini metabolize eden enzimler mitokondriyel CYP(ler) ise bu enzimlerin iç membrana 

bağlı olması (408), bu sonucu açıklayabilir. Kalp mitokondriyel inkübasyon sonuçları ise 

karaciğerden farklıdır; kalp mitokondriyel matriksinin KLZ-SG oluĢturma kapasitesi 

mitokondriyel membran fraksiyonuna göre 1.6 kat daha fazladır. Mitokondriyel matriksin 

proteince zengin olduğu ve çözünür CYP izozimleri içerdiği bildirilmiĢtir (420). Kalp 

dokusundaki KLZ biyoaktivasyonunda çözünür CYP ya da farklı enzimlerin rol alması, bu 

sonuçları açıklayabilir. Karaciğer ve kalp dokusunda olası enzim içeriği/miktarları ve/veya 

biyoaktivasyon yolağı farklılıkları, kalbin hedef organ olmasını açıklayabilir. ÇalıĢmalarda 

Balb/c türü fare dokuları kullanılmıĢ olması, bu durumun türe özgü bir farklılık olabileceği 

ihtimalini de düĢündürmektedir, bu nedenle benzer deneylerin insan dokusu ile yapılması 

doktora sonrası çalıĢmalar içerisinde planlanmıĢtır. 

Her iki organda da en yüksek metabolit oluĢumu, mitokondriyel membran ve matriks 

fraksiyonlarının kombine kullanıldığı inkübasyonlarda elde edilmiĢtir. Mitokondriyel CYP 

enzimlerinin katalitik açıdan mikrozomal karĢılıklarından en önemli farkları, elektron 

kaynağı olarak NADPH ve NADPH P450 redüktaz yerine sırasıyla ferredoksin (Fdx) ve 

ferredoksin redüktaz (Fdr) sistemini kullanmalarıdır (692). Fdx ve Fdr, mitokondrilerin 

matriksinde bulunan sırasıyla 12 ve 53 kDa ağırlığındaki çözünür proteinlerdir (67). 

Mitokondri membranlarını ve matriksini birlikte içeren inkübasyonlarda membrana gömülü 

halde bulunan CYP enzimlerine matriksteki Fdx-Fdr sistemi devamlı elektron akıĢı 

sağlayarak enzimin katalitik aktivitesini ve dolayısıyla biyoaktivasyon reaksiyonunu 

gerçekleĢtirmiĢ olabilir. Buna karĢın mitokondriyel membranların tek baĢılarına metabolit 

oluĢturması, ayrıca “membran + matriks” kombinasyonunda oluĢan metabolit miktarlarının 

yaklaĢık 2 kat olması bu olasılığı zayıflatmaktadır. 

Mitokondrilerin metabolik kapasitesini test etmek amacıyla seçmiĢ olduğumuz ilk ilaç 

klozapindir. Klozapinin seçilmiĢ olmasının bir baĢka nedeni, “Genel Bilgiler” bölümünde 

ayrıntılı anlatıldığı Ģekilde ilacın düĢük sıklıkta görülmesine karĢın mekanizması bilinmeyen 

bir Ģekilde ölümcül kardiyak toksisiteye yol açmasıdır (491, 493). Klozapin tedavisi 

uygulanan hastaların % 2’sinde kardiyotoksisite gözlenmekte, bu belirtilerin ortaya çıktığı 

her iki hastadan biri ise ölmektedir (495). Mekanizmayı aydınlatmaya yönelik yapılan bir 

çalıĢmada sıçan kalbinden elde edilen mikrozomal fraksiyon, klozapin ile in vitro koĢullarda 

inkübe edilmiĢ, klozapinin kardiyak mikrozomlar varlığında reaktif nitrenyum iyonuna 
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biyoaktive olduğu gösterilmiĢ ve bu mekanizmanın insanlarda klozapin kullanımına bağlı 

miyokardit ve kardiyomiyopati patojenezinde rolü olabileceği ileri sürülmüĢtür (498). Ancak 

bu çalıĢmada klozapin kardiyotoksisitesinin altında yatan hücresel mekanizmalar 

açıklanmamıĢ, ayrıca klozapine bağlı bu etkinin neden hastaların küçük bir kısmında (% 1-2) 

ve neden kalpte ortaya çıktığı da açıklanmamıĢtır. Diğer dokulara kıyasla kalp kası 

hücrelerinde daha yüksek oranda eksprese edilen sitokrom P450 izozimlerinin (CYP2C9, 

CYP2C8 ve CYP2J2) yanı sıra mitokondrilerinde de bazı faz-I ve faz-II enzimlerinin 

bulunduğuna dair veriler vardır (408, 447, 693, 694). Bu bilgilerin doğrultusunda bu tez 

kapsamında klozapinin olası kardiyotoksisite mekanizmasında mitokondrilerin rolü olup 

olmadığı araĢtırılmıĢtır. Bu konuda bizim hipotezimiz, klozapinin kalp kası hücrelerinde 

ve/veya bu hücrelerin mitokondrilerinde lokal olarak elektrofilik nitrenyum iyonuna 

biyoaktive olduğu, detoksifikasyon mekanizmalarının diğer organlara göre yetersiz kaldığı 

ve kalp kası hücrelerinde enerji üretiminin bozulmasıyla toksisitenin ortaya çıktığı 

Ģeklindedir. Yüksek enerji ihtiyacı olan kalp kası hücrelerinde yapısal ya da fonksiyonel bir 

mitokondriyel hasarın geliĢmesi, kardiyomiyopatiye ve devamında ölüme neden oluyor 

olabilir. Bu hipotezimizi test etmenin ilk basamağı, klozapinin mitokondriler tarafından 

biyoaktive edilip edilmediğinin gösterilmesidir. Saf mitokondriyel fraksiyonlarla elde 

ettiğimiz sonuçlar, fare kalp kası hücrelerinden izole edilen mitokondrilerin in vitro 

koĢullarda klozapin elektrofilik metabolite olan nitrenyum iyonunu oluĢturabildiğini 

göstermiĢtir (ġekil 16). Ġnkübasyonlar eĢzamanlı olarak aynı deney hayvanlarının karaciğer 

mitokondrileri ile de yapılarak sonuçlar karĢılaĢtırmalı bir biçimde verilmiĢtir (ġekil 16). 

Buna göre kalp kası hücrelerinde karaciğerin % 37’si kadar elektrofilik metabolit 

oluĢmaktadır. Kalp kası hücrelerinin mitokondrilerinde yapısal ve/veya iĢlevsel kritik bir 

hasar yoluyla ciddi bir toksik etkiye neden olabilecek organ hasarını baĢlatmak için gerekli 

olan elektrofilik metabolit miktarı ayrı bir çalıĢma konusudur ve çalıĢmalar 

laboratuvarımızda devam etmektedir. In vitro koĢullarda elde ettiğimiz sonuçların fizyolojik 

geçerliliğini araĢtırmak üzere öncelikle yine in vitro koĢullarda yapısal ve iĢlevsel 

bütünlüğünü koruyan mitokondrilerle inkübe edilen klozapinin ne kadarının mitokondri 

içerisine girdiği test edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda ortamda test edilen klozapin miktarında 

%30 oranında azalma olmuĢtur. Buna karĢın mitokondri içerisine giren ana ilaç ve 

mitokondri dıĢında oluĢan iki stabil klozapin metaboliti (klozapin-N-oksit ve 

desmetilklozapin) miktarları, ekstinksiyon katsayılarının aynı olduğu varsayılarak 

hesaplandığında % 30’luk kaybın % 1.4’ünü karĢıladığı görülmektedir. Elektrofilik metabolit 

olan klozapin nitrenyum iyonu, inkübasyon ortamına nükleofilik GSH konmadığı için 

ölçülmemiĢtir. Ancak mitokondriyel fraksiyonlarla inkübasyon sonuçlarını dikkate alacak 

olursak oluĢması muhtemel elektrofilik metabolitin de % 0.06’lık kısmı oluĢturması 

beklenebilir. Bu sonuçlar in vivo koĢullarda kalp kası hücrelerine kadar ulaĢan klozapinin % 
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1.46’lık kısmının mitokondri tarafından metabolize edildiğini göstermektedir (ġekil 17). In 

vivo uygulama sonrasında (sıçan, oral, 20 mg/kg) dokulara ulaĢan klozapin miktarları ġekil 

18’de gösterilmiĢtir. Kalbe ulaĢan ilaç miktarı diğer organlarla karĢılaĢtırılabilir düzeydedir. 

Karaciğere kıyasla 1/3 kadar klozapin kalp dokusuna ulaĢmıĢtır (ġekil 18). Bir önceki 

bölümde yorumlandığı gibi bu konuda daha kesin sonuçlara ulaĢabilmek için dokuya 

ulaĢarak hücrelere ve oradan mitokondrilere girerek biyoaktivasyona uğrayan ilaçtan 

oluĢacak elektrofilik metabolit miktarı ile ortaya çıkan toksik etki arasındaki iliĢki kantitatif 

olarak ortaya konmalıdır. 

 

5.3. Farklı Saklama Sıcaklıklarında Mitokondri Stabilitesinin MPTP OluĢturma 

Yeteneği Aracılığıyla Ġzlenmesi 

Mitokondri birçok biyokimyasal ve fizyolojik iĢleve sahip bir organel olduğu için in 

vitro çalıĢmalarda sağlıklı sonuçlara ulaĢabilmek için yapısal, dolayısıyla iĢlevsel 

özelliklerini ne kadar süreyle koruyabildiği önemlidir. Literatürde taze dokudan mitokondri 

izole edildikten sonra genellikle 3-4 saat içerisinde çalıĢmanın yapılması gerektiği 

bildirilmektedir (13). Buna karĢın izole mitokondri ya da dokuların hangi sıcaklıklarda ne 

kadar süreyle saklanabileceğine dair bir veri yoktur. Oysa deneysel çalıĢmalarda bazı 

koĢullarda elde edilen dokuyla hemen çalıĢmak mümkün olmamakta ve bir süre depolama 

gerekebilmektedir. Bu tez çalıĢmasında mitokondrinin yapısal ve iĢlevsel bütünlüğünü 

(intactness) koruyup korumadığını test etmenin bir yolu olarak kalsiyum (Ca
++

) tarafından 

indüklenen MPTP oluĢturma yeteneğinden yararlanılması düĢünülmüĢtür. MPTP, Genel 

Bilgiler bölümünde açıklandığı gibi mitokondri iç ve dıĢ membranında yer alan bazı 

proteinlerin etkileĢerek matriks ve hücre sitozolü arasında açılan bir kanaldır. Bu kanal 

aracılığıyla sitozolden matrikse doğru bir içerik geçiĢi söz konusu olur ve mitokondri ĢiĢer. 

Günümüze kadar MPTP oluĢumu patolojik bir süreç olarak tanımlanmıĢ, fizyolojik olarak 

gerçekleĢip gerçekleĢmediği netlik kazanmamıĢtır (250). MPTP’yi oluĢturan proteinlerin 

etkileĢebilmesi için mitokondrinin yapısal stabilitesini sürdürmesi gerekir. Farklı 

sıcaklıklarda saklanan doku ya da izole mitokondriyel fraksiyonların stabilitesini test etmek 

amacıyla taze dana karaciğeri porsiyonlara ayrılmıĢ, bir porsiyondan mitokondriyel 

fraksiyon izole edilerek hem dokular hem de izole mitokondriyel fraksiyonlar oda ısısı, +4
o
C 

ve -86
 o

C’de depolanmıĢtır. Ġzole mitokondriyel fraksiyonlarda doğrudan, dokularda ise 

belirlenmiĢ zaman noktalarında mitokondri izole edilerek MPTP oluĢturma yetenekleri 

spektrofotometrik yöntemle belirlenmiĢtir. Sonuçlar beklendiği Ģekilde saklama sıcaklığı 

düĢürüldükçe mitokondri stabilitesinin hem izole halde (ġekil 19A) hem de doku halde daha 

iyi korunduğunu göstermektedir (ġekil 19B). Ġzole mitokondrinin MPTP oluĢturma yeteneği 
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oda ısısında hızla azalmakta ve 6. saatte sıfırlanmaktadır. Buzdolabında +4
o
C’de saklanan 

izole mitokondrilerin MPTP oluĢturma yeteneklerinin sıfırlanması, 24. saate kadar 

uzamaktadır. Doku halinde sadece +4
o
C ve -86

 o
C’de saklama koĢulları çalıĢılmıĢtır. Buna 

göre +4
o
C’de doku halde MPTP oluĢturma yeteneğinin sıfırlanması 72. saati bulmaktadır. 

ÇalıĢmada uygulanan en düĢük saklama sıcaklığı olan -86
 o

C’de ise gerek izole mitokondri, 

gerek dokuda MPTP oluĢturma yeteneğinde yok sayılabilecek kadar küçük azalmalar 

gözlenmiĢtir; son zaman noktası olan 3. ayda izole mitokondrilerdeki yetenek kaybı 

baĢlangıca göre % 2.5, dokularda ise % 1.1’dir (ġekil 19A ve B). Mitokondri iç ve dıĢ 

membranının 3. ayda bile birbiriyle etkileĢme ve MPTP oluĢturma yeteneğini koruması, iç 

membran-aracılıklı yürüyen oksijen metabolizması (ETC) ve buna bağlı ATP sentezi gibi 

kritik hücresel iĢlevlerin de büyük olasılıkla sürdüğünü düĢündürmektedir. MPTP oluĢturma 

yeteneğinin 3. ayında bu tür diğer iĢlevlerin araĢtırılması, tez sonrası çalıĢmalarımız 

içerisinde planlanmıĢtır. 

 

5.4. Ġlaçların MPTP OluĢumuna Etkileri 

MPTP oluĢturma yeteneğinin belirli bir zaman aralığında bir stabilite parametresi 

olarak kullanılmasının ardından tez kapsamında mitokondri üzerinde etkileri çalıĢılan 

ilaçların Ca
++

 ile indüklenen MPTP oluĢturma yeteneğine etkileri olup olmadığı test 

edilmiĢtir. Bu amaçla toplam 8 ilaç, Ca
++

 varlığında ve yokluğunda izole mitokondriyel 

fraksiyon ile inkübe edilmiĢtir. Ca
++

 yokluğunda yapılan deney, çalıĢılan ilacın doğrudan 

kendisinin MPTP oluĢturma yeteneği olup olmadığını test etmek üzere planlanmıĢken, Ca
++

 

varlığında yapılan deney ise ilacın indüklenen MPTP oluĢumunu artırıp artırmadığını 

göstermek üzere planlanmıĢtır; bu iki sürecin mekanizmaları farklı olabilir. Sonuçlar 

ilaçların çalıĢılan dozlarda MPTP oluĢumunu indüklemediğini, ancak diklofenakın 10 ve 100 

µM’da, valproik asitin ise 100 µM’da Ca
++

 tarafından indüklenen MPTP oluĢumunu anlamlı 

derecede artırdığını göstermektedir (ġekil 20A). Bu durum in vivo koĢullarda ilacı kullanan 

hastalarda eĢzamanlı bir Ca
++

 konsantrasyonu artıĢına bağlı olarak ya da farklı mekanizmayla 

indüklenen MPTP oluĢumunun Ģiddetlenebileceğini düĢündürmektedir. 

 

5.5. Ġlaçların mtDNA Metilasyon Düzeylerine Etkileri 

Tez kapsamında etkisini araĢtırdığımız ilaçların mitokondriyel yapılar ve/veya iĢlevler 

üzerinde incelediğimiz bir baĢka parametre, son yıllarda önemi artmıĢ olan mtDNA 

metilasyon düzeyleridir. DNA metilasyonu, epigenetik DNA modifikasyonu 

mekanizmalarından birisidir ve fizyolojik metilasyon düzeyleri değiĢmesi hayati öneme 
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sahip genlerin susması yoluyla kritik proteinlerin ekspresyonunu azalatabilir ya da susması 

gereken genler aktive olarak eksprese edilmemesi gereken proteini sentezleyebilir. Bu 

nedenlerden dolayı bazı otoimmün hastalıklar, kanser ve nörolojik hastalıkların 

patojenezinde DNA metilasyon düzeylerinde anormal değiĢimlerin rol oynayabileceği ileri 

sürülmektedir (274, 275). Ġlaçlar ya da kimyasalların mtDNA metilasyon düzeyini etkilemesi 

ETC proteinlerinin sentezinde, dolayısıyla enerji üretiminde değiĢikliklerin oluĢmasına yani 

mitokondriyel/hücresel toksisiteye neden olabilir. Tez çalıĢmasında araĢtırdığımız tüm ilaçlar 

uygulanan dozlarda in vitro ortamda mtDNA metilasyon düzeylerini anlamlı derecede 

düĢürmüĢtür (ġekil 21 ve 22). Valproik asitin 15 mM konsantrasyonda güçlü hipometilasyon 

yaptığı gösterildiği için (287) bu ilaç pozitif kontrol olarak kullanılmıĢtır. ÇalıĢılan daha 

düĢük valproik asit dozu olan 10µM’da dahi ilaç, anlamlı derecede hipometilasyon yapmıĢtır 

(ġekil 21). Tez çalıĢmasıda araĢtırılan ana ilaç olan klozapinin mtDNA metilasyon 

düzeylerine etkisi 10 ve 50 µM olmak üzere iki dozda incelenmiĢtir. Bu etkinin klozapinin 

elektrofilik metaboliti olan nitrenyum iyonuna bağlı olup olmadığını test etmek üzere aynı 

inkübasyonlar 5 mM GSH varlığında tekrarlanmıĢtır. Her iki konsantrasyondaki 

sonuçlarımız klozapin kaynaklı hipometilasyonun metabolit aracılığıyla olduğunu 

düĢündürmektedir; 10 µM konsantrasyonda hipometilasyon etkisi yarı yarıya engellenirken, 

50 µM konsantrasyonda ilginç bir Ģekilde tamamen kontrol düzeylerine geri dönmüĢtür. 

mtDNA hipometilasyonun ETC proteinlerinin sentezinde değiĢikliğe yol açıp açmadığının 

test edilmesi amacıyla ETC’de yer alan enzim aktivitelerinin ölçülmesi ve mitokondrilerin 

ATP üretme kapasitesinin belirlenmesi ileri çalıĢmalarımız olarak planlanmıĢtır. ETC 

kompleks proteinlerinin mtDNA tarafından kodlanarak sentezlenmeleri düzeyinde herhangi 

bir azalma, hücresel enerji üretiminin bozulması yoluyla klozapin kaynaklı kardiyak 

toksisiteye katkıda bulunuyor olabilir. 

 

5.6. Ġlaçların Mitokondriyel Oksijen Tüketim Hızına Etkileri 

Mitokondrilerde gerçekleĢen en hayati iĢlev; oksijenin suya kadar yıkılarak 

detoksifiye edilmesi ve buna bağlı bir biçimde besin maddelerinden enerji üretilmesidir. 

Dolayısıyla mitokondrilerin oksijen kullanımını etkileyen herhangi bir ajan hem ciddi hem 

de karmaĢık toksik yolakların baĢlamasına neden olabilir. Tez kapsamında çalıĢtığımız 

ilaçların mitokondrilerin oksijen tüketim hızları (OCR) üzerinde bir etkileri olup olmadığı 

test edilmiĢtir. Ġlaçlar DMSO içinde çözüldükleri için ilaç inkübasyonlarından elde edilen 

OCR değerleri, % 1 DMSO’nun OCR değeriyle kıyaslanarak istatistik analiz uygulanmıĢtır. 

% 1 DMSO’nun kendisi bazal OCR düzeylerinde anlamlı bir azalmaya neden olmuĢtur. Bu 

çalıĢmada sitokrom c redüktaz (kompleks III) inhibitörü olan antimisin A, pozitif kontrol 
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olarak kullanılmıĢtır. Ġlaçların 1, 10 ve 100 µM konsantrasyonları ile çalıĢıldığında klozapin, 

olanzapin, nifedipin, valproik asit, dapson ve tiyaprofenik asitin 100 µM dozda, ilk üç ilacın 

ek olarak 10 µM dozda da anlamlı derecede OCR’yi engellediği gözlenmiĢtir (ġekil 24). Bu 

sonuçlar birkaç açıdan ilginçtir; 100 µM klozapin, olanzapin, nifedipin ve valproik asitin 

oksijen tüketim hızı üzerindeki inhibisyonları, ETC Kompleks III düzeyinde inhibisyon 

yaptığı iyi bilinen Antimisin A’nın 150 µM konsantrasyonu ile sağlanan % 60 inhibisyon 

oranından daha fazladır. Bu durum, bu ilaçların oldukça potent oksidatif solunum inhibitörü 

olduklarını göstermektedir (ġekil 24). Ancak bu ilaçlarla inhibisyon gözlenen 

konsantrasyonların, terapötik kan konsantrasyonlarının oldukça üzerinde ve toksik aralıkta 

olmasından dolayı ilaçları kullanan hastalar için bu açıdan herhangi bir risk söz konusu 

değildir. Ġlginç bir baĢka sonuç, sülfafenazolün her üç konsantrasyonda diğer ilaçların tam 

tersine OCR’de anlamlı artıĢa neden olmasıdır.  

Valproik asit mekanizması bilinmeyen bir Ģekilde hepatotoksisiteye neden olan bir 

ilaçtır (602). Valproik asit ile elde ettiğimiz OCR’deki anlamlı inhibisyonla uyumlu bir 

biçimde mitokondriyel solunumun inhibe olduğunu gösteren hücre kültürü çalıĢmalarında; 

valproik asitin mitokondriye süksinat giriĢini değiĢtirdiği gösterilmiĢtir (603, 604, 638). Bir 

çalıĢmada valproik asitin 0.5 mM olan terapötik kan konsantrasyonunu da içeren 0-2 mM 

ilaç doz aralığının HepG2 hücrelerinin oksijen tüketim hızına etkisi araĢtırılmıĢ, 1 ve 2 mM 

dozların OCR’de anlamlı bir azalıĢa neden olduğu gözlenmiĢtir (230). Bir baĢka çalıĢmada 

sıçan karaciğer mitokondrilerinde valproik asitin oksidatif fosforilasyona etkileri hem ATP 

sentezinin hem de OCR’nin ölçülmesiyle değerlendirilmiĢ, valproik asitin 0,1-1 mM 

konsantrasyon aralığında her ikisini de önemli derecede azalttığı gözlenmiĢtir (697). 

Olanzapinin mitokondriyel solunum üzerindeki etkisini inceleyen iki ayrı çalıĢma 

bulunmaktadır. Bir çalıĢmada domuz beyin dokusundan izole edilen mitokondrilerde 

olanzapinin 1mM dozda Kompleks I’i inhibe ettiği gösterilmiĢtir (698). Bir baĢka çalıĢmada 

ise 0-25 µM olanzapin ile çalıĢılmıĢ, HepG2 hücrelerinin oksijen tüketim hızına herhangi bir 

etkisinin olmadığı bildirilmiĢtir (699). Bizim çalıĢmamızda ise 10 ve 100 µM olanzapin, 

CHO-K1 hücrelerinde oksijen tüketim hızını önemli derecede azaltmıĢtır. Olanzapinin sıçan 

hepatositlerinde hücresel lipit peroksidasyonunu arttırarak oksidatif stres oluĢturduğu, GSH 

seviyelerini azalttığı ve mitokondriyel membran potansiyelini düĢürdüğü bilinmektedir 

(231). Olanzapinin mekanizması tam olarak açıklanamayan hepatoksisitesinin altında diğer 

toksisite mekanizmalarının yanı sıra oksijen tüketim hızının azalması ve oksidatif 

fosforilasyonun inhibisyonu da rol alıyor olabilir. 

Dapson ve tiyaprofenik asitin toksisite mekanizmalarının araĢtırıldığı çalıĢma sayısı 

son derece azdır. Geneve ve ark., farelere tiyaprofenik asit uygulamıĢ ve mitokondriyel 
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solunum ile β-oksidasyon düzeylerini ölçülmüĢlerdir. Bu çalıĢmada tiyaprofenik asitin β-

oksidasyonu Asetil-CoA karboksilaz düzeyinde inhibe ettiği, mitokondriyel solunumu ise 

etkilemediği gösterilmiĢtir (632). Dapsonun oksidatif fosforilasyona etkilerini inceleyen 

herhangi bir çalıĢma bulunmamaktadır. 100 µM dapson ve tiyaprofenik asitin oksijen 

tüketimini azaltması deney hayvanları ya da insan örneklerinde yapılacak olan çalıĢmalarla 

desteklenirse bu bulgular ilaçların toksisite mekanizmalarının ortaya çıkarılmasına katkı 

sağlayabilir. 

Nifedipin kullanan hastalardaki klinik gözlemlerde kalp atım hızının ve kan basıncının 

ölçülmesi yoluyla tedavinin oksijen tüketimi hızında düĢüĢe neden olduğu söylenmiĢtir 

(700). Bir baĢka çalıĢmada ise i.v. infüzyonla verilen 1 mg nifedipin hastalarda oksijen 

tüketiminde herhangi bir değiĢikliğe neden olmazken, intrakoroner olarak uygulanması çok 

hızlı düĢüĢe yol açmıĢtır (701). Literatürde nifedipinin izole mitokondrilerdeki oksijen 

tüketimine etkilerinin araĢtırıldığı herhangi bir çalıĢma bulunmamaktadır. 2013 yılında 

yayınlanan bir çalıĢmada nifedipinin hepatotoksisitesinin nedeninin mitokondriyel β-

oksidasyon inhibisyonu olduğu önerilmiĢtir (207). ÇalıĢmada, nifedipin çalıĢılan üç dozda da 

(1, 10 ve 100 µM) CHO-K1 hücrelerinde oksijen tüketim hızını önemli derecede azaltmıĢtır. 

Oksijen tüketiminin inhibisyonu da hepatotoksisitenin oluĢumuna neden olan bir diğer 

mitokondriyel toksisite mekanizması olabilir.  

Bazı çalıĢmada klozapinin Kompleks I inhibisyonu yaptığı bildirilmiĢtir (187, 508). 

Nadanaciva ve ark. 2012 yılında klozapinin oksijen tüketimine etkisini HepG2 hücre 

hattında araĢtırmıĢlardır. 300 µM’a kadar test edilen klozapin, Kompleks I inhibisyonu 

yapmıĢ, ancak oksijen tüketiminde değiĢikliğe neden olmamıĢtır (509). Bu tez çalıĢmasında 

ETC Kompleks aktiviteleri ölçülmemiĢtir ancak Nadanaciva ve ark.’nın aksine 100 µM 

dozda OCR üzerinde % 60’dan fazla inhibisyon gözlenmiĢtir. Bir önceki çalıĢma ile kendi 

bulgumuz arasındaki bu farklılığı açıklamaya yönelik olarak ilk akla gelen olasılık, 

çalıĢmalarda kullanılan hücrelerin farklı olmasıdır. Klozapinin bu etkisinde reaktif 

metabolitinin rol oynayıp oynamadığını test etmek üzere GSH varlığında gerçekleĢtirilecek 

inkübasyonlar, doktora sonrası çalıĢmalar içinde planlanmıĢtır. 

 

5.7 Ġnsan Mitokondriyel Antioksidan Enzim Aktiviteleri 

Tez çalıĢmasının ana eksenini oluĢturan mitokondrilerin ilaç toksisitesindeki rolleri 

açısından enzim içerikleri özel bir öneme sahiptir çünkü biyotransformasyon, toksik etkiye 

neden olan ve/veya nicelik ya da niteliğini değiĢtiren önemli bir faktördür. Hücrede asıl 

olarak endoplazmik retikulum ve hücre sitozolünde yer alan ve İlaç Metabolize Edici 
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Enzimler (ĠME) olarak adlandırılan enzimler için geçerli olduğu gibi, mitokondrilerde de faz 

I enzimleri olan CYP izozimlerinin yanında antioksidan ve faz II konjugasyon 

reaksiyonlarında rol alan enzimlerin de varlığı gösterilmiĢtir (121, 122, 140, 141, 162-169). 

Bu araĢtırmaların büyük kısmı deney hayvanı çalıĢmalarıdır. Ancak bu tez çalıĢmasının 

konusunu oluĢturan ilaç toksisitesi mekanizmalarını araĢtırıyor olmamızın nihai hedefinin 

insanda gözlenen toksik etkilerin mekanizmasını anlamaya yönelik olması nedeniyle, insan 

kaynaklı mitokondrilerin enzim içeriklerini ortaya koymayı amaçladık. Bu nedenle Ġzmir 

Adli Tıp Kurumu otopsilerinde 12 farklı kiĢiden sağlamıĢ olduğumuz karaciğer ve kalp 

dokularında süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), selenyum bağımlı glutatyon 

peroksidaz (Se-GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) izozimlerinin mitokondri matriksinde 

aktiviteleri araĢtırılmıĢtır. Sonuçlara bakıldığında ilk göze çarpan bireyler arasında gerek 

karaciğer, gerekse kalp mitokndriyel matriksi enzim aktivitelerinde bireyler arası 

varyasyonun iki birey dıĢında yüksek olmamasıdır. Bir diğer bulgu, karaciğer ve kalp 

mitokondriyel matriksinde enzim aktivitelerinin karĢılaĢtırılabilir düzeyde olması, büyük 

çoğunlukla karaciğer mitokondrilerinde aktivitenin biraz daha yüksek olmasına karĢın 

GSTM ve CAT aktivitesinin bazı bireylerde kalp dokusunda daha yüksek olmasıdır. SOD 

izoenzimlerinden yine mitokondriye özgü olan SOD2’nin diğer izozime göre çok yüksek 

aktivite göstermesi, izolasyonun baĢarısını göstermektedir. Enzim aktivitesi çalıĢılan 6 ve 9 

nolu bireylerin her iki dokusunda ilginç bir Ģekilde GSTM aktivitesi dıĢında tüm aktiviteler 

ya çok düĢük ölçülmüĢ ya da saptanamamıĢtır. Bu bireylerden erkek olan 6 nolu kiĢi trafik 

kazasında hayatını kaybetmiĢtir, kadın olan 9 nolu ise ölü bulunmuĢtur. Her iki bireyin de 

bilinen bir karaciğer ya da kalp rahatsızlığı yoktur. Doktora sonrası çalıĢmalarda bu tip 

durumlarda genetik polimorfizm gösteren enzimleri araĢtırabilmek açısından daha fazla doku 

örneği alınması planlanmaktadır. Bu enzimler içerisinde polimorfik olmayanlar için ilginç 

olabilecek bir olasılık vardır; karaciğer ve kalp mitokondrilerinde aktivitesi araĢtırılan bu 

enzimlerin tümü nükleer DNA tarafından kodlandıktan sonra hücre sitoplazmasında 

sentezlenmekte ve bazı özel peptid dizileri takılarak mitokondrilere yönlendirilmektedirler. 

Enzimlerin nükleer DNA tarafından kodlanması ve sentezlenmesi aĢamalarında herhangi bir 

sorun olmayabilir, ancak posttranslasyonel aĢamada mitokondriye yönlendirilmek üzere 

aminoasit dizilimlerinin modifikasyonu ve/veya enzimlere bağlanması aĢamalarında yine 

genetik ya da sonradan kazanılmıĢ bazı aksaklıklar olabilir. Bu tür olasılıklar, doktora 

sonrası çalıĢmalar içerisinde planlanmıĢtır. 

Bugüne kadar yapılan çalıĢmalarda insan karaciğer mitokondriyel matriksinde 

GSTA4-4’ün (163) yanı sıra GSTA1, GSTA2 ve GSTP1 izoenzimlerinin varlığı ve 

aktiviteleri gösterilmiĢtir (157). GST kappa (GSTK), diğer GST izozimlerinden farklı olarak 

sadece mitokondriyel fraksiyonda bulunmaktadır (164). Ġlk olarak sıçan karaciğer 
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mitokondriyel matriksinde gösterilen GSTK’nın (162) fare karaciğer ve böbreğinde de 

varlığı kanıtlanmıĢtır (165). 2003 yılında ise insan karaciğer mitokondriyel matriksinde de 

GSTK1 aktivitesinin olduğu bildirilmiĢtir (169). Bu izozimin spesifik substratı olmadığı için 

tez çalıĢmamızda aktivitesi ayrıca ölçülememiĢtir. Literatürde insan dokularının kullanıldığı 

çalıĢma sınırlıdır. Bir çalıĢmada insan karaciğer dokularında GST A4-4 ve GSTK1 

izoenzimlerinin varlığı WB yöntemiyle kanıtlanmıĢ, ancak enzim aktiviteleri çalıĢılmamıĢtır 

(163, 169). Bir baĢka çalıĢmada insan karaciğer mitokondrilerinde GST genel aktivitesi 11.3 

µmol/dk/mg protein bulunmuĢtur; bu ortalama değer, tez çalıĢmasında belirlediğimiz ölçüm 

aralığındadır. Aynı çalıĢmada insan karaciğer mitokondrisinde DCNB’ye karĢı GSTM 

aktivitesi tespit edilememiĢtir, ancak tek bir kiĢinin dokusuyla çalıĢılmıĢtır (157). Tez 

çalıĢmamızda 12 bireyin hem karaciğer, hem kalp mitokondrilerinde varlığı bugüne kadar 

araĢtırılmamıĢ olan GSTT ve GSTM izoenzimlerinin aktiviteleri gösterilmiĢtir. 

Literatürde insan mitokondriyel CAT enzim aktivitesi bildiren bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır. Sıçan kalp ve karaciğer mitokondriyel matrikslerinde CAT aktivitesi 

gösterilmiĢtir Bu çalıĢmalarda sıçan karaciğer mitokondrisinde total CAT aktivitesi 825 ünite 

olarak bildirilmiĢtir. Bizim çalıĢmamızda bireylerin karaciğer mitokondrilerindeki ortalama 

CAT spesifik aktivitesi 15 ünite/mg protein (0.98-25 ünite/mg protein) olup bireyler arasında 

26 kat fark bulunmaktadır. Kalp mitokondrisinde ise ortalama CAT aktivitesi 12 ünite/mg 

protein’dir (0.23-20.2 ünite/mg protein) ve bireyler arasında 88 kat fark bulunmaktadır. Radi 

ve ark. sıçan kalp mitokondrilerinde CAT aktivitesinin 20 +/- 5 ünite/mg protein olduğunu 

göstermiĢlerdir (121, 122). Ancak, bu çalıĢmanın sonuçları insanı yansıtmayacağı için 

aktivite değerleri birbiriyle kıyaslanamamaktadır.  

GPx enzimlerinden GPx-1 ve GPx-4’ün farklı miktarlarda olmakla beraber fare ve 

sıçan karaciğer, böbrek, beyin ve kas mitokondrilerinde olduğu bulunmuĢtur (122, 140, 141). 

ÇalıĢmamızda bireylerin ortalama GPx aktivitesi, karaciğer mitokondrilerinde 214 ünite/mg 

protein (0-398 ünite/mg protein), kalp mitokondrilerinde ise 167 ünite/mg protein (0 -299 

ünite/mg protein) arasında değiĢmektedir. Literatürde insan mitokondrilerinde GPx 

aktivitesinin araĢtırıldığı bir çalıĢmaya rastlanmamıĢtır. 

SOD izoenzimlerinden Mn-SOD enzimi ise mitokondriyel matrikse özgüdür ve O2
-.
nin 

sitozole kolayca difüze olabilen H2O2’ye dönüĢümünü katalize eder (104). Tez çalıĢmasında 

karaciğer örneklerinde ortalama Mn-SOD aktivitesi 232 ünite/mg protein (0-424 ünite/mg 

protein), kalp mitokondriyel matriksinde ise 146 ünite/mg protein (0-330 ünite/mg protein) 

olarak belirlenmiĢtir. Ġnsan böbrek hücre hattı olan HEK293T hücreleri kullanılarak 

gerçekleĢtirilen bir baĢka çalıĢmada Mn-SOD aktivitesi 200 ünite/mg protein olarak 

bulunmuĢtur (702). SOD2 enziminin klozapinden nitrenyum iyonu oluĢumunda rol oynama 

olasılığı bulunmaktadır. Daha önceki yıllarda gerçekleĢtirilen bir çalıĢmada sıçan kalp doku 
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homojenatı klozapin ile inkübe edilmiĢ, ortama CAT ile birlikte SOD eklendiğinde reaktif 

nitrenyum metaboliti oluĢumu 6-7 kat azalmıĢtır. Bu sonuç klozapin biyoaktivasyonunda 

SOD substratı olan süperoksit anyon radikali ve/veya CAT substratı olan hidrojen peroksitin 

rol oynayabileceğini göstermektedir Bu nedenle otopsilerden sağlanan insan kalp 

mitokondrilerinde SOD2 (mitokondriyel SOD) ve CAT enzimlerinin aktivitelerinde 

gözlenen bireyler arası farklılıklar, kardiyotoksisitenin bazı bireylerde ortaya çıkmasının 

nedenleri arasında olabilir. 

Tez çalıĢmasında karaciğer ve kalp mitokondrilerinde aktivitesi ölçülen enzimler iki 

organ arasında güçlü korelasyon göstermektedir (Tablo 5). Bu sonuç en azından bu enzimler 

açısından dokular arası değiĢkenliklerin yüksek olmadığını göstermektedir. 

Ġnsan dokularında mitokondriyel ve aynı zamanda mikrozomal enzimlerde protein ya 

da aktivite düzeyindeki farklılıkların ilaç toksisitesindeki rollerini kapsamlı biçimde 

değerlendirmek üzere proje hazırlığı çalıĢmamız devam etmektedir. Mali destek sağlanması 

durumunda tez kapsamında ön çalıĢma niteliğinde gerçekleĢtirilen ve ilginç olasılıkları 

gündeme getiren konuların aydınlatılması mümkün olabilecektir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Mitokondriyel CYP450’lerin ilaç metabolize edici aktivitelerinin fizyolojik önemi, 

literatürde halen aydınlatılmayı bekleyen bir sorundur. Mitokondrilerin içerdiği diğer 

enzimlerin ilaç biyotransformasyonunda rol oynayıp oynamadıkları da henüz 

aydınlatılmamıĢtır. Bu nedenle bu tez kapsamında model olarak seçtiğimiz klozapin ve 

parasetamolün mitokondriyel fraksiyonlar tarafından metabolize edilip edilmediği test 

edilmiĢ, mitokondrilerin biyoaktivasyon kapasitesi gösterilmiĢtir. Böylece klozapin kaynaklı 

kardiyotoksisite ve parasetamol kaynaklı nefrotoksisite mekanizmalarını açıklamaya yönelik 

yeni olasılıklar sunulmuĢtur. ÇalıĢmalarımızda izole edilerek ileri saflaĢtırılan mitokondriyel 

fraksiyonlarda endoplazmik retikulum ve sitozolik kontaminasyonun olmaması, 

sonuçlarımızın güvenilirliğini artırmıĢtır. 

Parasetamolün mitokondriyel enzim kaynaklarıyla biyoaktive olduğu gösterilmiĢtir. 

Bu nedenle mitokondriyel proteinlere kovalan bağlandığı gösterilen reaktif metabolit 

NAPQI’nın sitozolde oluĢtuktan sonra mitokondriye transfer olması yerine doğrudan 

mitokondrilerin içerisinde lokal olarak oluĢabileceği gösterilmiĢtir. Parasetamol doz 

aĢımında gözlenen nefrotoksisite mekanizmasının aydınlatılması konusunda grup olarak 

çalıĢmalarımız devam etmektedir. 

Klozapinin olası kardiyotoksisitesi konusundaki çalıĢmalarımız, fare kalp kası 

hücrelerinden izole edilen mitokondrilerin in vitro koĢullarda elektrofilik metabolit olan 

nitrenyum iyonunu oluĢturabildiğini göstermiĢtir. Kalp mitokondriyel inkübasyonlarında 

karaciğerin aksine matriks fraksiyonunun reaktif metabolit oluĢturma kapasitesi, mitokondri 

membranlarına göre daha fazla bulunmuĢtur. Bu durum, kardiyak mitokondrilerde çözünür 

CYP450 ya da farklı enzimlerin klozapin biyoaktivasyonunu katalize etmesiyle açıklanabilir. 

Karaciğer ve kalp dokusunda olası enzim içeriği/miktarları ve/veya biyoaktivasyon yolağı 

farklılıkları, kalbin hedef organ olmasını açıklayabilir. ÇalıĢmalarda Balb/c türü fare 

dokuları kullanılmıĢ olması, bu durumun türe özgü bir farklılık olabileceği olasılığını da 

düĢündürmüĢtür. Bu nedenle benzer deneylerin insan dokusu ile yapılması doktora sonrası 

çalıĢmalar içerisinde planlanmıĢtır.  

Söz konusu çalıĢmalarda deneysel açıdan önemli olan mitokondri stabilitesinde doku 

ve izole mitokondri fraksiyonları için en uygun saklama sıcaklığının -86
o
C olduğu 

gösterilmiĢtir.  

ÇalıĢma kapsamındaki ilaçların mitokondri iĢlevselliğine etkileri “MPTP oluĢumu 

testi, mtDNA metilasyon düzeylerinin belirlenmesi ve mitokondriyel oksijen tüketim hızının 

belirlenmesi” yöntemleriyle araĢtırılmıĢtır. Sonuçlar ilaçların çalıĢılan dozlarda MPTP 
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oluĢumunu indüklemediğini, ancak diklofenakın 10 ve 100 µM’da, valproik asitin ise 100 

µM’da kalsiyum tarafından indüklenen MPTP oluĢumunu anlamlı derecede artırdığını 

göstermektedir. Bu durum in vivo koĢullarda ilacın, hastalarda Ca
++

 konsantrasyonu artıĢına 

bağlı ya da farklı mekanizmayla indüklenen MPTP oluĢumunu Ģiddetlendirebileceğini 

düĢündürmektedir.  

Tüm ilaçların mtDNA metilasyonu düzeyini azalttığı, klozapinin bu etkisinde reaktif 

metabolitinin rolü olduğu gösterilmiĢtir. mtDNA hipometilasyonun ETC proteinlerinin 

sentezinde değiĢikliğe yol açıp açmadığının test edilmesi amacıyla ETC’de yer alan enzim 

aktivitelerinin ölçülmesi ve mitokondrilerin ATP üretme kapasitesinin belirlenmesi ileri 

çalıĢmalarımız olarak planlanmıĢtır; ETC kompleks proteinlerinin mtDNA tarafından 

kodlanarak sentezlenmeleri düzeyindeki herhangi bir değiĢiklik, hücresel enerji üretiminin 

bozulması yoluyla klozapin kaynaklı kardiyak toksisiteye katkıda bulunuyor olabilir. 

Klozapin, olanzapin, nifedipin, valproik asit ve tiyaprofenik asitin 100 µM dozda, ilk 

3 ilacın ek olarak 10 µM dozda da anlamlı derecede oksijen tüketim hızını değiĢtirdiği 

gözlenmiĢtir. Klozapin, olanzapin, nifedipin ve valproik asitin 100 µM konsantrasyonda 

oksijen tüketim hızı üzerindeki inhibisyonları, ETC Kompleks III düzeyinde inhibisyon 

yaptığı iyi bilinen Antimisin A’nın 150 µM konsantrasyonu ile sağlanan % 60 inhibisyon 

oranından daha fazladır. Bu durum, bu ilaçların oldukça potent oksidatif solunum inhibitörü 

olduklarını göstermektedir ancak etki gösterdikleri konsantrasyonlar terapötik düzeylerin 

üzerinde olduğu için dozaĢımı dıĢında sorun arz etmemektedir. 

Tez çalıĢmasının ana eksenini oluĢturan mitokondrilerin ilaç toksisitesindeki rolleri 

açısından enzim içerikleri özel bir öneme sahiptir. Ġnsan dokularında mitokondriyel ve aynı 

zamanda mikrozomal enzimlerde protein ya da aktivite düzeyindeki farklılıkların ilaç 

toksisitesindeki rollerini kapsamlı biçimde değerlendirmek üzere bir proje hazırlığı 

çalıĢmamız devam etmektedir. Bu tez çalıĢması kapsamında insan karaciğer ve kalp 

mitokondrilerinde faz II detoksifikasyon enzimi GST’ler ve çeĢitli antioksidan enzimlerin 

mitokondrilerdeki varlığı gösterilmiĢtir. Ġki bireyde hem karaciğer, hem de kalp 

mitokondrilerinde bazı enzim aktiviteleri ya hiç gözlenmemiĢ, ya da diğer bireylere göre çok 

az bulunmuĢtur. Bu enzimlerden bazılarının genetik polimorfizm göstermeyen enzimler 

olması, hücre sitozolünde sentezlendikten sonra post-translasyonel süreçte mitokondriye 

hedeflendirilirken bazı kalıtsal ya da sonradan kazanılmıĢ aksamalar olabileceğini 

düĢündürmüĢtür. Diğer çalıĢmalarımızın yanı sıra bu Ģekilde farklı bireylere rastlanması 

durumunda bu tür post-translasyonel aksama olasılıkların çalıĢılması amacıyla daha fazla 

doku örneği alınması planlanmaktadır.  
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Mali destek sağlanması durumunda tez kapsamında ön çalıĢma niteliğinde 

gerçekleĢtirilen ve ilginç olasılıkları gündeme getiren insan dokularında enzim içerikleri ve 

bireyler arası farklılıklar gibi konuların aydınlatılması mümkün olabilecektir.  
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