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OZET
Ilac Toksisitesinde Mitokondrinin Roliiniin Degerlendirilmesi

Mitokondri hiicresel enerjinin iiretildigi, oksidatif solunumun ve diger bircok yasamsal
oneme sahip olaym gerceklestigi organeldir. Bu nedenle ilaglarin neden oldugu
mitokondriyel yapisal ya da islevsel bozukluklar, organizma ac¢isindan ciddi sonuglar
dogurabilmektedir. Bu tez kapsaminda toksisite mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olan
bazi ilaglarin mitokondri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Klozapin
kullanan hastalarda gozlenen kardiyotoksisite ve parasetamol kullanan hastalarda olusan
nefrotoksisitenin mekanizmasi heniiz anlagilamamustir, ancak biyotransformasyonuyla iliskili
oldugu diisliniilmektedir. Advers ilag reaksiyonlarnin o6nemli bir kisminin ilag
molekiilinden olusan reaktif metabolitlerle iliskili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle her iki
ilacin toksisitesinde mitokondriyel ve mikrozomal biyoaktivasyonun rolii arastirilmigtir. Bu
amagla Oncelikle hastalardan elde edilen karaciger ve bobrek dokularindan hazirlanan
mikrozomlar parasetamolle inkiibe edilmis, olusan reaktif metabolit miktarlart ve
biyoaktivasyonu katalize eden enzim aktivitelerinde bireyler arasi ve organlar arasi
farkliliklar ortaya konmustur. Calismanin hipotezlerinden birisi olan “ilaglarin mitokondri
igerisinde lokal reaktif metabolit {ireterek toksisiteye yol agmasi” olasiligi parasetamol ve
klozapin igin test edilmis, bu amagla Oncelikle cesitli tekniklerle saf mitokondriyel
fraksiyonlar elde edilmis ve saflik Western blot teknigi ile gosterilmistir. Klozapinin fare
karaciger ve kalp mitokondriyel fraksiyonlar1 ile inkiibasyonlar1 gergeklestirilmis,
mitokondriyel enzimler araciligiyla stabil metabolitlerin yani sira reaktif metabolit olusumu
gosterilmistir. Benzer sekilde mitokondriler tarafindan parasetamolden reaktif metabolit
olusumu da gdsterilmistir. Mitokondrilerin yapisal ve islevsel biitlinliiglinlin gostergesi
olarak “mitochondrial permeability transition pore (MPTP)” olusumu 6l¢iilmiis ve 3 ay
siireyle doku ya da izole halde -86°C’de saklanan mitokondrilerin biitiinliigiinii korudugu
gozlenmistir. Klozapin ve parasetamol disinda olanzapin, nifedipin, diklofenak, valproik asit,
metformin, dapson, tiyaprofenik asit ve siilfafenazoliin de kalsiyuam varliginda ve
yoklugunda mitokondrideki MPTP indikleyici etkileri arastirilmis, diklofenak ve valproik
asitin kalsiyum tarafindan indiiklenen MPTP olusumunu siddetlendirdigi, ancak higbir ilacin
tek basina MPTP olusturmadigi gozlenmistir. Genlerin aktivitelerini belirleyen 6nemli
olaylardan birisi olan DNA metilasyonunun mitokondriyel DNA’da c¢alisilan ilaglar
tarafindan degistirilip degistirilmedigi arastirilmis, tiim incelenen ilaglarin anlamli derecede
hipometilasyona yol actigi, klozapinin bu etkisinin reaktif metaboliti araciligi ile oldugu
gosterilmistir. Arastirilan ilaglarin mitokondrilerde gergeklesen en 6nemli metabolik siireg
olan oksijen tiiketim hizin1 etkileyip etkilemedigi incelenmis, klozapin, olanzapin, nifedipin,

valproik asit, dapson ve tiyaprofenik asitin tiikketim hizim1 diisiirdiigii, siilfafenazoliin ise



ilging bir sekilde artirdig1 gozlenmistir. Son olarak mitokondriyel ila¢ biyotransformasyonu
acisindan 6nemli olan insan karaciger ve kalp mitokondrilerinin antioksidan ve konjugasyon
enzim aktiviteleri, otopsi sirasinda farkli bireylerden elde edilen dokularda incelenmis, her
iki organ mitokondrilerinde GSTT, GSTM, CAT ve Se-GPx aktiviteleri insanda
gosterilmistir. Tez caligmasinda ¢aligilan ilaglarin mitokondride yapisal ve/veya islevsel
etkilerinin incelenmesiyle sadece toksik degil, olas1 terapdtik hedefler igin de veri saglanmus,
klozapin-aracilikli kardiyotoksisite ve parasetamol-aracilikli nefrotoksisite mekanizmalari
acisindan yeni fikirler ortaya konmustur. Gelistirilen bu deneysel yaklagimlar farkl ilag, ilag
adaylar1 ya da diger kimyasal maddelerin olast mitokondriyel toksisitelerini taramak tizere

sonraki ¢aligmalar i¢in yol gosterici olacaktir.

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



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°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



interestingly caused an increase. Finally human liver and heart antioxidant and phase Il
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. GIRIS

llaglarin profilaksi, tan1 ya da tedavi amaciyla kullanilan dozlarinda ortaya ¢ikan
advers ilac reaksiyonlari, oliim dahil olmak iizere saglik kayiplarina neden olmakta, ayrica
tilke ekonomisini olumsuz yonde etkilemektedir. Ruhsatlandirilarak kullanima girdikten
sonra kabul edilemeyecek diizeyde toksik etkilerin belirmesi, ilacin geri ¢ekilmesi ve
gelistirilmesi i¢in harcanan siirenin ve paranin kaybedilmesi anlamina gelmektedir. Bu
nedenle ilaglarin advers etkilerinin ve bu etkilerin mekanizmalarinin en erken dénemde tespit
edilmesi gereklidir. Advers ve idyosinkratik ila¢ reaksiyonlarinin yasamsal, saglik, etik ve
ekonomik sonuglari diisiiniildiigiinde tamamen 6nlenmeleri ya da miimkiin olan en az diizeye

indirilmeleri gereklidir.

Son yillarda yapisal ya da islevsel mitokondriyel bozukluklarin bir¢ok ilacin toksik
etkisinde rol oynayabilecegi diistiniilmektedir. Mitokondri hiicresel enerji iiretiminin ve
bir¢cok hiicresel olaymn gergeklestigi yasamsal Oneme sahip bir organeldir. Dolayisiyla
mitokondri igerisinde ilaglar ve metabolitleri a¢isindan fazla sayida yapisal ve/veya islevsel
hedef bulunmaktadir. Bu nedenle mitokondriyel toksisite son yillarda dikkat ¢eken ¢alisma
konular1 arasindadir. ilag molekiillerinden biyotransformasyon sonucu reaktif metabolit
olusumu, ilaca bagli gozlenmesi muhtemel advers ilag reaksiyonlarinin 6nemli bir
bolimiinden sorumludur. Bu nedenle gerek farmasotik endistride, gerekse akademik
arastirmalarda ilag ve ilag adaylarmin reaktif metabolit olusturma kapasiteleri
arastirilmaktadir. Mitokondrilerin zengin enzim igerigine karsin bu organelde lokal olarak
biyoaktivasyon gerceklesip gerceklesmedigi konusu tartismalidir. Dolayisiyla olusmasi
muhtemel reaktif metabolitlerin mitokondriyel hedeflerle etkilesip etkilesmedigi de
netlesmemistir. Bu nedenlerden dolay1 tez ¢alismasi kapsaminda toksik etki mekanizmasi
bilinmeyen bazi ilaglar se¢ilmis, ilaglarin ve/veya metabolitlerinin mitokondriyel yapi
ve/veya islevler tizerindeki olasi etkilerinin bu mekanizmalarda rol oynayip oynamadigi
arastirilmigtir. Bu amagla dncelikle farkli organ mitokondrilerinin biyoaktivasyon kapasitesi
olup olmadigi arastirilmis ve mikrozomal aktivite ile kiyaslanmigstir. Bireyler arasinda
mitokondriyel antioksidan ve detoksifikasyon enzim aktivite farkliliklar1 belirlenmistir. Yani
sira caligilan ilaglarin  mitokondriyel oksijen metabolizmasi, i¢ ve dis mitokondriyel

membran ve mtDNA metilasyon diizeylerine etkileri incelenmistir.

Tez caligmast sonucunda parasetamol kaynakli nefrotoksisitenin tam anlagilamamus
mekanizmasina iliskin veriler elde edilmis, mitokondrilerin biyoaktivasyon kapasitesi
gosterilmis, farkli insan organ mitokondrilerinde bazi antioksidan ve detoksifikasyon
enzimlerinin varligi belirlenmis, test edilen ilaglardan bazilarinin mitokondriyel oksijen

tiikketimini 6nemli derecede degistirdigi, membranlar {izerinde hasar olusturdugu ve MPTP



olusumunu etkiledigi, son olarak calisilan tiim ilaglarin mtDNA metilasyon diizeylerini
onemli derecede azalttigi gosterilmistir. Bu bulgularin net sonucu, ilag ve ilag adaylarimin
toksisite mekanizmalarinda mitokondriyel etkilerinin rol alip almadigini test etmeye yonelik

bir model sunmasi, boylece toksisitesi daha az ilaglarin gelistirilmesine katki saglamasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mitokondri

Mitokondriler hiicrenin, dolayisiyla organizmanin ana enerji kaynagi olan, hiicresel
solunumun ve hiicre canliligiyla ilgili birgok 6nemli islevin gergeklestigi organellerdir (1).
Memeli eritrositleri ve monocercomonoides disinda tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan
mitokondriler genellikle 0.5-1 um ¢apinda, 0.2-5 pm boyundadir. Hiicrenin metabolik
ihtiyacina ve hiicre tipine gore mitokondri sayist ve sekilleri hiicreden hiicreye
degismektedir. Bir hiicredeki mitokondri sayis1 ortalama 1000 — 2000 arasindadir. iskelet kas
hiicreleri ile kalp kas1 hiicrelerinin (kardiyomiyosetler) enerji ihtiyaclari diger hiicrelere gore
fazladir. Bu nedenle bu hiicreler daha fazla mitokondri ve mitokondrileri de daha ¢ok krista
igerir. Kalp kasi hiicresinde 5000, karaciger ve beyin hiicrelerinde 2000’den fazla mitokondri
varken (2, 3) akyuvarlar 100 (4), sperm hiicresi 25-50 arasinda mitokondriye sahiptir. Buna
karsin degisen gevresel ve fizyolojik kosullara yanit olarak hiicrelerin mitokondri sayilari da
degismektedir (5, 6). Dokudan dokuya sekil ve say1 olarak farkliliklar gésteren mitokondriler

ve genel yapilar1 Sekil 1°de gosterilmistir.

Mitokondriler dinamik bir sekilde fiizyon ve fizyon denilen olaylarla sirasiyla
gereklilik durumunda birlesebilmekte ve bir mitokondriden boliinme yoluyla iki mitokondri
olusabilmektedir (7). Bunlarin yani sira mitofaji denilen olay, hiicre igerisinde belirli sayida

mitokondrinin sindirilerek yok edilmesi siirecidir.

Endosimbiyotik hipoteze gore, mitokondrinin 2 milyar yil 6nce hayvan hiicresine
difiize olarak ortaklasa yasamaya baslayan bir tek hiicreli canli (arkaik bir bakteri) oldugu
diistiniilmektedir (8-10). Kendine ait deoksiriboniikleik asitinin (DNA) olmasi ve membran
yapisinin prokaryotik canlilarla biiyiik benzerlikler tasimasi bu hipotezi giiclendirmektedir.
1886°da Richard Altmann tarafindan ilk defa tanimlanan bu organel, basta “bioblast” olarak
adlandirilmig, 1897 yilinda ise Benda, Yunanca’da iplikli tanecik anlamina gelen
“mitokondri” terimini ortaya atmistir. 1920’lerde Warburg, oksidatif reaksiyonlarin hiicrede
bu organellerde gergeklestigini gozlemistir (11). 1950’lerin baslarinda mitokondrilerde dis
ve i¢ olmak tizere iki tabakali lipid membran yapisinin bulundugu elektron mikroskobu ile
gosterilmistir (12). Dokudan dokuya sekil ve say1 olarak farkliliklar gosteren mitokondriler

ve genel yapilar1 Sekil 1’°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Farkli dokulara ait mitokondrilerin elektron mikroskop goriintiileri ve mitokondri yapilarinin
sematik gosterimi. A, Farkli dokulara ait mitokondrilerin elektron mikroskop goriintiileri (13); B,

Mitokondri yapilarinin sematik gosterimi

Mitokondrilerde diger organellerden farkli olarak dista diiz bir membran, igte ise katl
yapidaki ikinci bir membran bulunmaktadir. Bu iki membran arasinda kalan alan
membranlar arast bosluk, i¢ membranin kapsadigi ¢oziiniir fraksiyon ise mitokondriyel
matriks olarak adlandirilmaktadir. Dig membran fosfolipid yapidadir. Porin proteinler olarak
adlandirilan transport proteinleri 5000 Dalton’dan kiiglik olan molekiillerin gegisini
saglamaktadir. Iyonlar, nutrientler, adenozin trifosfat (ATP), adenozin difosfat (ADP) gibi
molekiiller dis membrandan kolaylikla gegebilir. I¢ membran “krista” denilen ve birgok
biyokimyasal reaksiyonun gerceklestigi girintili-cikintili bir yapiya sahiptir, kristalar ig
membranin ylizey alanini arttirmakta, dolayisiyla membran araciligi ile gergeklesen
islevlerin kapasitesini de artirmaktadir (11). Lipid bileseni agisindan zengin olan dis
membrana kiyasla i¢ membran proteince zengindir. I¢ membrandaki lipid bilesenlerini
olusturan kardiyolipin, ksenobiyotiklerin mitokondriyel hedefleri arasindadir. Bir¢ok ilag
(adriyamisin tipi antrakinonlar) kardiyolipine yiiksek afinite gosterir ve i¢ membrana

baglanarak burada birikebilir.

Oksidatif fosforilasyonda gorev yapan elektron tasima zincir (ETC) proteinleri,
protein pompalar1 ve ATP sentaz, i¢c membran zarma bagli halde bulunmaktadir. i¢ membran
sadece oksijen, karbondioksit ve suya tamamen gegirgendir. Tastyici spesifik proteinler

yardimiyla piruvat, yag asitleri, glutatyon (GSH), ADP gibi baz1 kii¢iik endojen molekiillerin



ve ksenobiyotiklerin i¢ membrandan gecisi saglanmaktadir (14, 15). Hiicresel solunum,
mitokondri i¢ membraninda bulunan ETC araciligi ile gergeklesir. Bu zincir dort ardisik
protein kompleksinden olusur ve burada molekiiler oksijen suya yikilarak detoksifiye edilir.
Matriks, mitokondrinin kendi genomu olan mitokondriyel deoksiriboniikleik asit (mtDNA),
sitrik asit dongiisiinde veya yag asidi oksidasyonunda gorevli olan enzimler, ¢oziiniir halde
bulunan oksijen (O,), karbondioksit (CO,), metabolik yolaklarda olusan ara triinler gibi

molekiilleri barindirir (11).

Hiicrelerin enerji ihtiyacina gore mitokondrilerdeki mtDNA sayis1 degismektedir.
Beyin, karaciger, kalp, bobrek gibi metabolik islevleri ve dolayisiyla enerji ihtiyacglari fazla
olan hiicrelerde yiiz binlerce mtDNA kopyasi varken, kan hiicrelerinde 2-10 kopya
bulunmaktadir (16, 17, 18). mtDNA ¢ift zincirli, sirkiiler, 16.6 kilobaz uzunlugundadir ve 37
gen bolgesine sahiptir. Mitokondriyel proteinler mtDNA ve niikleer DNA olmak {izere 2
farkli genetik materyal tarafindan kodlanmaktadir. mtDNA, oksidatif fosforilasyonun
gergeklestigi Kompleks I, 111, IV ve V’in yapisal alt tniteleri olan toplam 13 polipeptidi
kodlar (19). Bu polipeptitlerin transkripsiyon ve translasyonu igin gerekli ribozomal (rRNA)
ve transfer RNA’lar da (tRNA) yine mtDNA tarafindan sirasiyla 2 ve 22 gen aracigiyla
kopyalanir (20, 21).

Diger tiim mitokondriyel proteinler, niikleus tarafindan kodlandiktan sonra hiicre
sitozoliinde sentezlenerek mitokondriye gonderilir (translokasyon/import). Mitokondriyel ya
da niikleer genetik temelli mitokondriyel islev bozukluklari, klinik belirtilerle kendini
gosteren hastaliklarin da nedenidir (22, 23). Genetik temelli mitokondri islev bozukluklarinin

norodejeneratif hastaliklar (24), diyabet (25) ve kanserle (26) iliskili oldugu gosterilmistir.

Mitokondri, olduk¢a dinamik bir organeldir (27). Yasam dongiisii boyunca hiicrenin
ATP ihtiyacina gore ¢ok sik fiizyon (iki mitokondrinin i¢ ve dis zarlarinin tamamen
kaynasarak daha biiyiik bir mitokondri olusturmasi) ve fizyona (mitokondrinin boliinmesi)
ugrar. Mitokondriyel fizyon, hiicresel olaylarin devamliligini saglamak i¢in yeterli sayida
mitokondrinin olmasini, yeni organellerin yapilmasini ve mitofaji i¢in mitokondrilerin
hedeflendirilmesini  kontrol eder (28). Yiiksek ATP ihtiyaci oldugu durumlarda
mitokondriler fiizyona ugrayarak oksidatif fosforilasyonun saglikli bir sekilde siirdiiriilmesi

ve mitokondriyel membran potansiyelinin korunmasi saglanir (29).

Mitokondriyel dinamik hiicre dongiisiiniin regiilasyonu, apoptoz, mitofaji gibi
yasamsal dneme sahip hiicresel olaylar agisindan dnemlidir (30-32). Mitofusinler (Mfn1/2)
ve opacity protein 1 (Opal) fiizyon sirasinda, dynamin-related protein 1 (Drpl) ve
mitochondrial fission 1 protein (Fisl) de fizyonda onemlidir. Mitokondri homeostazinda,

mitokondriyel dinamige ek olarak rol oynayan bir diger mekanizma ise hasan telafi



edilemeyen mitokondrilerin secici olarak ortadan kaldirildigi mitofajidir. Mitokondriyel
dinamik fiizyon, fizyon ve mitofaji arasindaki dengenin korunmasiyla kontrol edilir (32-34).
Mitokondriyel dinamigin bozulmasi 6zellikle ndrodejeneratif hastaliklar gibi bircok

hastalikla iligkili bulunmustur (30-32, 35).

2.2. Mitokondrinin Gorevleri

Mitokondri hiicrenin enerji liretiminde ve diger birgok metabolik olayda goérev alan,
yasamsal dneme sahip bir organeldir. Hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ana kaynagi
olan mitokondri ayrica hiicresel kalsiyum (Ca*’) homeostazimin saglanmasi, sinyal
yolaklarinin ve apoptotik siireglerin yonetilmesi gibi hiicre canlilig1 igin kritik olan birgok
islevde rol alir (36). Mitokondrinin gorevleri basliklar altinda ayrintili bir sekilde

agiklanmaktadir.

2.2.1. Piriivat ve Yag Asitlerinin Oksidasyonu ve Oksidatif Fosforilasyon

Organizmanin canliligimt  silirdiirmesi i¢in gerekli enerjinin biiylik bir kism
mitokondride piruvat, yag asitleri ve aminoasitler (glutamat, alanin, valin vb.) gibi birgok
substratin oksidasyonu araciligiyla saglanir (37). Hiicre igine alinan glukoz, sitozolde
glikoliz reaksiyonlar1 ile piruvata dontistiiriiliir. Mitokondriye gecen piriivat buradaki piruvat
dehidrogenaz enzimi araciligiyla asetil CoA’ya donistiiriiliir ve trikarboksilik asit (TCA,

Krebs) dongiisiine girer.

Glukozun pargalanmasi sonucu olusan piriivatin yani sira yag asitleri de mitokondri
igine alinirlar. Kisa (C4-Cg) Ve orta (Ce-Cyy) zincirli yag asitleri mitokondri mebranini serbest
bir sekilde gegerken, uzun zincirli (C14-Cyg) yag asitlerinin gegisi karnitin palmitoiltransferaz
| ve diger baz1 enzimler araciligi ile olur. Mitokondri i¢ine gegen yag asitleri, S-oksidasyon
ile asetil CoA’ya doniistiriiliir. Olusan asetil CoA ise daha ileri reaksiyonlar ile ya keton

cisimciklerine dontstiiriiliir ya da trikarboksilik asit dongiisiine girer (38,39).

Glukoz ve yag asidi metabolizmasi sirasinda olusan asetil CoA ve diger karbon
substratlar1 TCA dongiisiinde okside olurken NADH (nikotinamid adenin diniikleotid) ve
FADH, (flavin adenin diniikleotid) gibi proton kaynagi ve elektron kaydirici rediikte
kofaktorler sentezlenir. Bu rediikte kofaktorler elektronlarini mitokondriyel ETC’ye
aktarirlar. Kompleks | (NADH-ubikinon oksidorediiktaz) ve Kompleks Il (siiksinat-ubikinon
oksidorediiktaz) sirastyla NADH ve FADH;’den aldig1 elektronlar1 i¢ membranin hareketli

elektron tasiyicist olan ubikinona (Koenzim Q) verir. Elektronlar ubikinondan Kompleks



I1I’e (ubikinol-sitokrom C oksidorediiktaz), oradan da Kompleks 1V’e (Sitokrom C oksidaz)
taginir (40). Sitokrom oksidaza ulasan elektronlar molekiiler oksijene aktarilir ve molekiiler
oksijeni anyon (negatif yiiklii iyon) haline getirir. Olusan anyonun noétrlesmesi icin

ortamdaki su molekiiliinden bir proton (H") molekiile aktarilir ve su olusur.

Oksidatif fosforilasyon sirasinda NADH ve FADH,’den alinan elektronlar kompleks
proteinlerine aktarilirken protonlar ise mebranlar arasi bosluga pompalanir. Bu durum
membranlar arasi boslugun protonca zengin olmasina ve i¢ membran boyunca yiiksek bir
elektrokimyasal potansiyelinin olusumuna neden olmaktadir (36, 41, 42). Protonlarin
matrikse geri doniisii sadece Kompleks V (FO/F1-ATP sentaz) {izerinden olmaktadir.
Protonlar ATP sentazdan matrikse geri donerken olusan enerji, ADP ve inorganik fosfattan
(Pi) ATP sentezlenmesinde kullanilir. Hiicre sitozoliinde ADP/ATP orami yiikseldiginde
(yani enerji tiiketildiginde) artan ADP, mitokondri matriksindeki ATP ile yer degistirir ve
burada ATP sentaz araciligiyla yiiksek enerjili fosfat bagi igeren ATP’ye dontstiriiliir (43,
44).

2.2.2. Mitokondrinin Apoptotik Hiicre Oliimiindeki Rolii

Organizmanin homeostazi, hiicre 6limii ve hiicre ¢ogalmasi arasindaki dengeye
baglidir. Apoptoz, embriyonik dénemden itibaren tiim yasam boyunca pek cok fizyolojik
veya patolojik olayda gozlenen programli hiicre oliimiidiir. Cesitli hastaliklar (diyabet,
parkinson, alzheimer), viral enfeksiyonlar, biyolojik ve kimyasal maddeler, X 1sinlar1 ve
radyasyona maruz kalma sonucu hiicrelerde olusan hasarlar, apoptotik hiicre Oliimiinii
indiikleyebilir (45). Hiicrede enerji iiretiminin bozulmasi (46), oksidatif stresin olusumu (47),
DNA hasar1 (48) mitokondri islev bozukluklarina, dolayisiyla hiicresel toksisiteye neden
olmaktadir. Intrinsik apoptoz, bircok sinyal proteini yardimiyla mitokondriler tarafindan
diizenlenir. ATP tiretiminin merkezi olan ve kaspaz aktivasyonunda rol alan mitokondriler,

apoptotik 6liim siirecinde de 6nemlidir.

Mitokondriyel dis membran ATP iiretiminde gorev almasa da gecirgenligindeki
degisiklikler oksidatif fosforilasyonu, diger tiim mitokondri fonksiyonlarimi ve dolayisiyla
hiicrenin canliligini etkilemektedir. Fizyolojik kosullarda dis membran sitokrom ¢ ve diger
apoptotik sinyal proteinlerine gegirgen degildir. Dig membran permiabilitesi ¢esitli uyaranlar
nedeniyle bozulursa ADP, malat, fosfat, siiksinat, piriivat gibi metabolik anyonlarin
mitokondriye VDAC (voltage dependent anion channel) transport proteini araciligiyla girisi
engellenir (49, 50). Bu durumda sitrik asit dongiisii ve ATP sentezi bozulur. Hiicrenin enerji

kapasitesi azalir. Mitokondriyel reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi artar, oksidatif stres



nedeniyle membranlar ve diger endojen yapilar zarar goriir. Mitokondrilerin igine su girer ve
dis membran biitiinliigii bozulur. Sitokrom ¢ membranlar aras1 bosluktan sitozole salinir ve
apoptotik peptidaz aktiflestirici protein (Apaf-1) ile kompleks olusturur, prokaspaz 9 aktive
olur. Proteolitik kaspaz yolag: baslar ve hiicre apoptoza gider (51, 52).

Bcl-2 grubu proteinleri, mitokondrinin dig membran biitiinliigiinii ve fonkisyonlarini
diizenleyen, dolayisiyla apoptozu kontrol eden genis bir protein ailesidir (51, 53). Bu protein
ailesi, homoloji ve islevlerindeki farkliliklar nedeniyle ii¢ grup altinda incelenir; anti-
apoptotik proteinler (B-cell lymphoma; Bcl-2 ve B-cell lymphoma-extra large; Bcl-xL),
proapoptotik liyeler (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 kosullarda acgilip kapanmasini kontrol ederler. Mitokondrinin
ve dolayisiyla hiicrenin homeostazini saglarlar. Bax ise dis membran gegirgenligini bozar,
molekiiller aras1 baglantilar kurarak dis membranda biiyiik porlarin olusumuna neden olur.
Bu durum apoptotik siirecin baslamasinda etkilidir (54, 55). Bu ayrintili deneysel verilere
karsin apoptoz regiilasyonunda Bcl proteinlerinin rolleri ve mekanizmalarina iligkin tam

olarak aydinlatilamamis noktalar vardir.

2.2.3. Hiicresel Kalsiyum Diizeyinin Regiilasyonu

Kalsiyum, okaryotik hiicrelerde birgok sinyal yolaginda gorevli olan ikincil
habercilerden biridir (56,57). Hiicredis1 sivida Ca*™ konsantrasyonu, sitozole gore ¢ok daha
yiiksektir. Buna karsin hiicre iginde mitokondri, endoplazmik retikulum (ER), golgi aparati,
lizozom gibi organeller, Ca*? depolaridir. Sitozolik Ca* konsantrasyonu 0.1 pM iken,
hiicrediginda 1 mM ve ER’de ise 0.5 mM’dir (58). Fizyolojik ya da patolojik birgok
mediyatoriin hiicreye ulasmasi sonucu Ca**nin sitozolik konsantrasyonunda artis olur.
ER’de depolanan Ca**un serbestlesmesinden inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3), hiicre disindaki

Ca*”’un sitozole girisinden ise plazma membranindaki tasiyic1 proteinler sorumludur (59).

Hiicre i¢i Ca™ diizeylerinin artisi, birgok sinyal yolagini ve proteini (kinazlar,
transport proteinleri, kontaktil proteinler) aktive eder. Ca*?; gen transkripsiyonunda, hiicre
proliferasyonunda ve farklilagmasinda, kaslarin kasilmasinda, néronlarin uyarilmasinda,
norotransmitter iletiminde, membran transportunda, enzimatik reaksiyonlarda, hormonlarin
salinmasinda ve kamin pihtilasmasinda rol alir (56). Dolayisiyla Ca** diizeylerinin
regiilasyonu, hiicrenin canliliginin ve islevselliginin korunmasi i¢in énemlidir. ER ve Ca"
baglayan proteinler gibi mitokondriler de Ca*? homeostazinda énemlidir. Mitokondri hiicre

ici Ca*® diizeyini Ca*® depolayarak, akisini kontrol ederek ve sinyal yolaklari araciligiyla



diizenlemektedir (60). Dinlenme aninda mitokondrilerde Ca* konsantrasyonu nmol
diizeyindedir. Ancak bir uyaran varliginda sitozolden matrikse gecisi nedeniyle 1-20 uM’a
ulagir (61-63). Oksidatif stres; mitokondriyel membran hasar1 olusumuna, mitokondriyel
Ca'*® diizeyinin artmasina, mitokondriyel gegirgenlik-d6niisiim porlarinin (MPTP) olusumuna

ve patolojik olaylarin daha da siddetlenmesine neden olabilmektedir (36).

2.2.4. Endojen Metabolizmada Rolii

Mitokondriler bulunduklar1 hiicre tipine gore oOzellesmis metabolik gorevlere
sahiptirler. Hiicre fonksiyonlar1 icin gerekli esansiyel maddelerin sentezi, yikilmasi,
metabolizmasinin kontroli, steroid hormonlarin sentezi (64), kolestrol metabolizmasi (39),
tire dongiistinde amonyagin detoksifikasyonu (65) ve hem sentezi, mitokondrinin metabolik

gorevleri arasinda sayilabilir (66).

Mitokondriyel sitokrom P450 enzimleri (P450) kolestrol, steroid hormon ve D
vitamini gibi endojen madde metabolizmasinda goérev alir. Mitokondrilerin bu endojen
metabolik kapasitesi ve enzimatik icerigi nedeniyle viicuda disaridan giren kimyasal

maddelerin biyotransformasyonunda da rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (67-69).

2.2.5. Mitokondriyel Oksidatif Solunumun Yan Uriinii Olarak Siiperoksit

Radikali ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Molekiiler oksijen, hayvan hiicresinde oksidatif metabolizmada elektron transport
zincirinde son elektron yakalayicisidir. Solunan atmosferik oksijen, mitokondride toplam
dort elektron rediiksiyonu sonucu detoksifiye edilir. Buna karsin oksidatif fosforilasyon
sirasinda ETC’den molekiiler oksijene elektron sizmasi nedeniyle (tek elektron rediiksiyonu)
% 1-5 arasinda siiperoksit anyon radikali (O,") olusur. Bu radikal kismen hidrojen peroksite
(H20O,) dontsir (70). Fizyolojik diizeylerde olusan O,” ve H,0,’ye Kkarsi enzimatik
antioksidan savunma sistemi devreye girer ve her iki reaktif oksijen tiiriinii detoksifiye eder.
S6z konusu ROT’larin fizyolojik diizeylerin iizerindeki miktarlarda olustugu ve/veya
savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda ortamdan uzaklastirilamayan H,0,, bilinen
en reaktif radikal olan hidroksil radikaline (OH) doniisiir ve devaminda hiicresel proteinler
basta olmak fiizere hiicresel makromolekiilleri ve lipidleri hidroksile ederek yapisal ve
islevsel hasara yol acar. Siiperoksit anyon radikali i¢in bir bagka toksik yolak, nitrik oksit
radikali (NO) ile reaksiyona girerek peroksinitrit anyonu (ONOO") olusturmasidir. Bu anyon

basta hiicresel proteinler olmak iizere nitrasyon yaparak benzer sekilde hasara yol agar (71).



Bu yolaklarda yer alan kimyasal yapilar sirasiyla reaktif oksijen (ROT) ve reaktif nitrojen
tiirleri (RNT) olarak adlandirilirlar. En 6nemli ROT ve RNT olusum yolaklar1 oksidatif
fosforilasyon, sitokrom P450 monooksijenazlar, ksantin oksidazlar, nitrit oksit sentaz (NOS)
ve nikotinamit adenin diniikleotid fosfat-oksidaz (NADPH oksidaz) aktivitesidir (72).
Oksidatif fosforilasyon sirasinda molekiiler oksijenin rediiksiyonu sonucu hiicre i¢i
ROT’larmm %80’1 olugmaktadir (73). Oksijenin tek elektron rediiksiyonu sonucu olusan
stiperoksit anyon radikali, Kompleks | ve 11l diizeyinden, daha az oranda da Kompleks I1’den
matrikse salinir (74, 75). Ayrica, mitokondride ETC proteinleri disinda p66Shc, monoamin
oksidaz A ve B, NADH oksidaz 1V gibi proteinlerin de ROT iretiminde pay1 vardir (76).
Hiicresel metabolizmanin iriinleri olan ROT ve RNT fizyolojik diizeylerde hiicresel sinyal
yolaklarinda ikincil tasiyict rolii oynarlar, ayrica gen ekspresyonu, inflamasyon, hiicre
biiylimesi ve apoptoz gibi fizyolojik siireglerde de gorev alirlar (77-81). Ancak, yiiksek
miktarda olusumlar1 durumunda lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel bilesenlerde hasara
neden olur (82).

Aerobik organizmalar, ROT’un zararli etkilerine karsi enzimatik ve enzimatik
olmayan iki ayr1 antioksidan savunma sistemine sahiptir. Asir1 miktarda ROT iiretimi ya da
antioksidan savunmanin yetersiz kalmasi sonucu oksidatif denge bozulur ve oksidatif hasar
olusabilir. Oksidatif stres kanser, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi/reperfiizyon hasari (83),
norolojik hastaliklar (84, 85) gibi bir¢ok patolojik siiregte artmaktadir. ETC; siiperoksit
anyon radikalinin dolayisiyla ROT’larin ana kaynaklarindan birisi oldugu icin oksidatif
dengenin antioksidan savunma mekanizmalariyla kontrol altinda tutulmasi mitokondriyel

toksisite acisindan kritiktir.

ROT lar, serbest radikaller ve radikal yapida olmayan molekiiller olmak tizere iki grup
altinda incelenir. Serbest radikallerin tasidig1 tek ya da daha fazla ortaklasmamis elektron
molekiile reaktivite kazandirir. Iki serbest radikalin ortaklasmamus elektronlarim paylasmasi
sonucu radikal olmayan yapilar olugmaktadir. Ug: ana ROT; O,", OH ve H,0O,’dir.
Siiperoksit anyon radikali, molekiiler oksijene bir elektron eklenmesi sonucunda olusur (86).
Bu elektron eklenmesi daha once vurgulandigi gibi ana olarak mitokondriyel elektron
transportu sirasinda gergeklesmesinin yani sira NAD(P)H oksidaz ve ksantin oksidaz
enzimlerinin ¢alismasi sirasinda da olugsmaktadir. Normal sartlarda elektronlar ETC boyunca

hareket eder. Oksijen suya indirgenirken, elektronlarin % 1- 5’1 siiperoksit anyonu olusturur.

Siiperoksit anyon radikali, sliperoksit dismutaz enzimi (SOD) ile hidrojen peroksite
cevrilir. Siiperoksit anyon radikalinin aksine H,0,, plazma membranlarindan kolayca difiize
olur. H,O, ayrica ksantin oksidaz, aminoasit oksidaz ve NAD(P)H oksidaz tarafindan

oksidatif reaksiyonlar sonucunda da olusur (87, 88). Ortamda demir (Fe), bakir (Cu) gibi
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metallerin varliginda H,O,, Fenton Reaksiyonu ile hidroksil radikaline (OH) doniisiir (89).
Bilinen en reaktif, yani en tehlikeli radikal olan "OH’ne karsi enzimatik antioksidan savunma
sistemi yoktur; bu nedenle protein, lipid ve DNA’ya zarar verebilir. Miyeloperoksidaz
(MPOQO)-H,0,-CI" sistemiyle hipokloréz asite (HOCI) déntisen H,O, (90), DNA-protein

capraz baglari olusmasina neden olur (91).

Diger oksijen tiirevi radikaller, EPO ve MPO araciligiyla hiicresel proteinler {izerinde
olusan tirozil ve peroksil radikalleridir (ROO). Serbest radikaller, yag asitlerinin metilen
karbonundan bir hidrojen atomu c¢ikartarak yag asitini radikal haline getirir ve lipid
peroksidasyonu (LPO) zincir reaksiyonunu baglatir. Ara basamaklarda olusan lipid peroksil
radikalinin neden oldugu =zincir reaksiyonu sonucu doymamis yag asitleri, lipid
hidroperoksitlere doniisiir. Lipid hidroperoksitler kimyasal agidan dayaniksiz bilesiklerdir ve
4-hidroksi-2,3-nonenal, malondialdehit (MDA) gibi birgok kii¢iilk molekiilli LPO

parc¢alanma iiriinii olusumuna neden olur (92).

Ayrica anti-inflamatuvar, antikoagiilan ve vazodilator etkili NO, hizlica oksijenle
reaksiyona girerek giiclii bir nitrozan olan ONOO™ anyonunu olusturur. Bu anyon,
mitokondri ve endotel hasarina neden olabildigi i¢in hiperkolesterolemi, hipertansiyon,

diyabet gibi hastaliklarin patojenezinde ve yaslanma siirecinde rol alir (72, 93).

2.2.5.1. Oksidatif Stres ve Oksidatif Hasar

Antioksidan savunma sisteminin kapasitesinin azalmasi1 ya da asir1 miktarda ROT
birikimi sonucu oksidatif denge bozulur ve oksidatif stres olusur; DNA, protein ve lipidlerin
yap1 ve iglevleri zarar goriir. Birgok transkripsiyon faktorii aktive olur, pro-inflamatuvar ve

anti-inflamatuar sitokinler salinir (94, 95).

ROT’lar DNA’da bazlarin pargalanmasi, DNA kirikliklarin olusumu, piirin-pirimidin
modifikasyonlari, mutasyonlar, delesyonlar, translokasyon, DNA metilasyonu Vve
proteinlerde capraz baglanma gibi bir¢ok farklt mekanizmayla hasar olusturur. Birgok DNA
modifikasyonu karsinojenezis, yaslanma, ndrodejeneratif, kardiyovaskiiler, otoimmiin
hastaliklar ile iligkilidir. Oksidatif stres sonucu lipid peroksidasyonu artar ve lipid yapidaki
membranlar zarar goriir. Bu durum, membrana gémiilii reseptor proteinlerin ve enzimlerin
aktivitesinin kaybina ve membran gegirgenliginin de bozulmasina yol agar. MDA, doymamis
aldehitler gibi lipid peroksidasyonu firinleri, proteinlerde capraz baglanma yaparak
proteinlerin aktivitesinin kaybina, hiicresel GSH konsantrasyonunun azalmasina neden olur
(96).
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ROT; peptid zincirinde fragmentasyona, proteinlerin yiiklerinin degismesine, ¢apraz
baglanmaya, spesifik aminoasitlerin oksidasyonuna neden olarak proteinlerin spesifik
proteazlar tarafindan yikilmasina yol agar. Proteinlerdeki sistein ve metiyonin aminoasitleri,
oksidasyona en duyarli kisimlardir. Bu aminoasitlerin oksidasyonu sonucu proteinde
konformasyonel degisiklikler, katlanma problemleri, protein aktivite kayiplar1 ve kismi ya da
tam parcalanma gerceklesir. Aktif bolgesinde metal igceren enzimler, oksidatif strese daha

duyarlidir (97).

2.2.5.2. Antioksidan Savunma Sistemi

ROT’lara karst enzimatik ve enzimatik-olmayan 2 ayri savunma sistemi vardir.
Vitaminler (Vitamin C ve E), B-karoten (Vitamin A onciilii), tirik asit, GSH gibi diisiik

molekiil agirlikli bilesikler, enzimatik-olmayan antioksidanlardir.

2.2.5.2.1. Enzimatik Antioksidanlar

En Onemli antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz’dir (GPx). Ayrica hem-oksijenaz 1 ve redoks proteinleri de antioksidan

savunma sisteminde énemli rol oynamaktadir.

2.2.5.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit ve peroksinitrit radikaline karsi en 6nemli savunmay1 olusturur. Siiperoksit
anyon radikali, SOD enzimi tarafindan H,0,’ye doniistiiriilerek reaktivitesi 6nemli oranda
azaltillir. H,O, CAT, GPx ya da peroksiredoksin (Prxs) enzimiyle suya (H,O) doniistiirtiliir.
SOD’1n katalize ettigi dismutasyon reaksiyonu asagidaki gibi sematize edilebilir:

02'_ + 02'_+ 2H+ SO—D> H202+ 02

Memelilerde farkli genler tarafindan kodlanan ve farkli hiicresel bdliimlerde yer
almasma ragmen aymi reaksiyonu katalize eden ii¢ ayr1 SOD izoenzimi vardir; SODI1
(Cu,Zn-SOD), SOD2 (Mn-SOD), SOD3 (ecSOD). Bu enzimlerin aktif kisimlarinda bulunan
ve elektronlarm transferinde gorev alan metal atomlari farklidir (98). SOD1 aktif bolgesinde

Cu ve Zn igerirken, SOD2 Mn tasir.
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SODL1 (Sitozolik Cu,ZnSOD)

SOD1; 32 kDa agirliginda, esas olarak hiicre sitozoliinde, ayrica eser miktarda
mitokondrinin membranlar arasi boslugu, niikleus, lizozom ve peroksizomda bulunmaktadir
(99-101). SOD1 enzimin katalitik aktivitesi, aktif bolgesinde Cu ya da ¢inko (Zn) varligina
baglidir. Zn, proteinin katlanmasinda ve stabilitesinin siirdiiriilmesinde gorevlidir. Zn, Cu ya
da kobalt (Co) atomlar ile yer degistirebilir. Zn atomu enzim aktivitesi i¢in gerekli degilken,
Cu enzimin aktif bolgesinde bulunur ve enzimin katalitik aktivitesi i¢in sarttir. Fizyolojik
kosullarda sitozolde ¢6ziiniir halde bulunan Cu atomu, Cu tasiyic1 proteinler, yani saperonlar

aracilig ile hedefe ulagtirtlir (102, 103).

SOD2 (Mn-SOD)

Aktif bolgesinde mangan (Mn) iceren bu izoenzim 96 kDa agirligindadir.
Mitokondrinin matriksinde bulunur ve burada ana olarak ETC tarafindan yan iriin olarak
iiretilen O, nin H,0,’ye donisiimiinii katalize eder (104). SOD2 sitozolde sentezlenir.
Aminoasit diziliminin N-terminaline eklenen sinyal peptid araciligiyla mitokondriye
hedeflenir. SOD2 enziminin aktif bolgesi, SOD1 enzimi ile benzerlik gostermezken,
Okaryotlarda bulunmayan FeSOD enziminin aktif bolgesi ile hemen hemen aynidir (105).
SOD2 enziminin aktif bolgesine Mn ya da Fe atomlar1 baglanabilir ancak, sadece MnSOD
enzimi katalitik olarak aktiftir (106, 107).

Mn-SOD, aerobik organizmalarda hayati Oneme sahiptir. Farelerle yapilan bir
¢alismada Mn-SOD enziminin eksprese edilmemesi durumunda farelerin kardiyomiyopati ve
norodejenerasyon sonucu yasam siirelerinin kisaldigi gozlenmistir (108). Mn-SOD enzim
eksikligi olan farelerde Kompleks Il ve Krebs Dongiisii’'nde gorevli akonitaz enzim

aktivitesinin azaldigi, mitokondriyel fonksiyon kayiplarinin oldugu gosterilmistir (109).

Fare embriyonik fibroblastlari (MEF) ile yapilan bir c¢alismada SOD2 geninin
silinmesi sonucu ATP iiretiminin ve O, tiikketiminin azaldigi, ROT iiretiminin arttig1 ve bu
toksisite mekanizmalarina bagl olarak da farelerin 6miirlerinin azaldig1 gosterilmistir (110,
111). SOD2 enzimindeki genetik polimorfizm ile tip Il diyabet, hipertansiyon, astim,
parkinson, akciger kanseri ve prostat kanseri gibi hastaliklar arasinda iliskinin incelendigi
birgok calisma bulunmaktadir; Mn-SOD ekspresyonunun azalmasi, bu hastaliklara yatkinlig
arttirmaktadir (112-115). Mn-SOD geninin promotor bolgesinde 102. konumdaki sisteinin
timine mutasyonu, 93. koda alanin eklenmesi, 58. aminoasitin 15sin yerine treoninin olmasi

sonucu enzimin yapist bozulur, ekspresyonu ve mitokondriye girisi azalir. Bu genetik
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mutasyonlar enzimin ekspresyonu ve aktivitesindeki bireyler arast farkliliklart
aciklamaktadir (116).

SOD3 (Ekstraselliiler Cu,ZnSOD ya da ecSOD)

SOD3, aktif bolgesinde Cu atomu tasiyan ve esas olarak vaskiiler ekstraselliiler
boslukta ayrica akciger, bobrek ve uterusta bulunan bir izozimdir; vaskiiler diiz kas hiicreleri
ve fibroblastlar tarafindan sentezlenir (117). Vaskiiler tonusun diizenlenmesinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir. SOD3 izoenzimi ayrica, dokuda hasar olustugu zaman ya da ateroskleroz

sirasinda infalamasyon hiicrelerinde de sentezlenmektedir (118).

2.2.5.2.1.2. Katalaz

Aktif bolgesinde hem grubu (dolayisiyla Fe) barindiran tetramerik bir enzimdir.
Hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya yikarak uzaklagtirir. Molekiil agirligi yaklasik

240 kDa’dir. Katalaz enziminin katalize ettigi reaksiyon su sekilde sematize edilebilir (119).

Katalaz-Fe (llIl) + HLO, ———» Bilesik I

Bilesik I + H,0, » Katalaz-Fe (I11) + 2 H,0 + O,

En yiiksek katalaz aktivitesi karaciger ve eritrositlerdedir, ancak enzim degisen

miktarlarda biitiin dokularda bulunmaktadir (120).

Katalaz enzimi ana olarak hiicre sitozoliinde ve hidrojen peroksitin yogun olarak
iiretildigi peroksizomlarda bulunmaktadir. Mitokondrilerde oksidatif fosforilasyon sirasinda
kompleks proteinlerde olusan siiperoksit radikali mitokondriyel matrikse salimir ve SOD
enzimleriyle H,O,’ye doniisiir. Bu nedenle mitokondrilerde katalaz aktivitesinin olmasi,
oksidatif hasarin olusmasimi engellemektedir. 1991 yilinda Radi ve ark., sigan kalp
mitokondriyel matriksinde (121), 2007 yilinda Salvi ve ark., sican karaciger mitokondriyel
matriksinde katalaz enzim aktivitesini belirlemisler ve bu enzimin, matrikste H,0O,
diizeylerinin kontroliinde ve mitokondrileri oksidatif hasara kars1 korumada 6nemli oldugunu
gostermislerdir (122). Mitokondriyel katalaz enziminin N-terminal kismindaki pozitif yiikli
20-60 aminoasit sekansi hedeflendirici dizidir ve sitozolde sentezlenen enzimin
mitokondriye taginmasini saglar (123-125). Farkli caligmalarda iskelet kas (126) ve santral
sinir sistemi hiicrelerinin mitokondrilerinde katalaz aktivitesi arastirilmig, ancak bu

hiicrelerin mitokondrilerinde enzim saptanamamustir (127).
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Mitokondrilerde H,O, nin % 80’1 matrikste olusur. Olusan peroksitin ortalama % 60’1
katalaz, % 15’1 GPx ve % 3’ ise fenton reaksiyonu araciligiyla suya yikilirken, geri kalan
sitozole difiize olur (128). Mitokondriyel katalaz aktivitesi olmayan sicanlarla yapilan bir
calismada bu deney hayvanlarinin lipid peroksidasyona c¢ok daha duyarli olduklari, bu
nedenle mitokondriyel katalazin oksidatif dengeyi saglamada 6nemli oldugu gosterilmistir
(129, 130).

2.2.5.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz

GSH gibi disik molekiil agirlikli tiyollerden sagladigi proton ile H,O, ve lipid
peroksitleri rediikte eden sitozolik bir enzim grubudur. Lipid peroksitler karbon sayisina
denk gelen alkol tiirevine, H,O, ise suya yikilir. Boylece GPx hiicre proteinlerini ve hiicre

zarini oksidatif hasara kars1 korur (131).

GPx
2GSH+H,0, — 3 GSSG + 2 H,0

GSH tiim hiicrelerde bulunan, GPx ve GST gibi detoksifikasyon enzimleri ic¢in
niikleofilik kofaktdrdiir. GSH elektronlarint H,O,’ye aktarir ve kendisi okside glutatyona
(GSSG) yiikseltgenir. GSSG, NAD(P)H’1 elektron kaynagi olarak kullanan GSH rediiktaz ile
tekrar GSH’a indirgenir (132). Memeli dokularinda hidroperoksitlerin GSH bagimli
indirgenmesine sadece GPx enzimlerinin degil, ayn1 zamanda GSTA’nin da katki sagladigi
bilinmektedir, bu enzim Se-bagimsiz GPx olarak da adlandirilir (133).

GPx enzimleri, hemen hemen biitiin memeli dokularinda bulunmasina ragmen en
yiksek miktarda bulunduklar1 doku karacigerdir (120). Memelilerde enzimin aktif
bolgesinde selenosistein aminoasidi bulunan dort ana izoenzim vardir; GPx-1, (hiicresel
GPx) eritrositlerde, karaciger, akciger ve bobrekte bulunur, H,O, ve yag asidi peroksitlerinin
rediiksiyonunda gorevlidir (134). GPx-2 (gastrointestinal GPx), gastrointestinal epitel
hiicrelerinde bulunur, diyet kaynakli peroksitlerin indirgenmesini saglar (135). GPx-3
(ekstraselliiler GPx), memelilerde ekstraselliiler antioksidan enzimlerin en 6nemlisidir ve
bobrek, akciger, epididimis, plesanta, kalp ve kasta bulunmaktadir. GPx-4 (fosfolipid
hidroperoksit GPx) ise esterlenmis peroksil lipitlerin rediiksiyonundan sorumlu, membran
bagimli bir enzimdir. Ayrica memelilerde tanimlanan diger iki izoenzimGPx-5 ve GPx-6
enzimleri de GPx-3 ile yapica benzerlik gostermektedir. GPx-5 aktif kisminda selenyum

tasimayan ve epididimisten salgilan izoenzimdir. Selenyuma bagimli bir izoenzim olan GPx-
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6’nin ise insanda burun epitelinde varlig1 gosterilmistir. Son yillarda memelilerde enzimin
aktif kisminda selenosistein yerine sadece sistein aminoasidi tasiyan yeni bir aile
tammlanmigtir. 22 kDa agirhiginda, katalitik aktivitesi diislik, Ozellikle memeli salgi
bezlerinde bulunan NPGPx (selenosistein igermeyen fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz) enzimleri 7. GPx ailesi olarak tanimlanmistir (136).

Izoenzimlerin hiicre i¢i konumlar1 farklidir. GPx-1 sitozol, niikleus ve
mitokondrilerde, GPx 2 sitozol ve niikleusta, GPx-3 sitozolde, GPx-4 ise sitozol, niikleus ve
mitokondrilerde bulunan membrana bagli izoenzimdir (137). Memeli mitokondrilerinde GPx
enzimlerinden GPx-1 ve GPx-4 bulunmaktadir (138, 139).

Ana olarak sitozolde bulunan GPx-1 izoenzimin mitokondri i¢indeki miktari, dokudan
dokuya farklilik gostermektedir. GPx-1’in karaciger ve bdbrek mitokondrilerinde fazla
miktarda bulunmasina ragmen beyin ve kas mitokondrilerinde az miktarda oldugu tespit
edilmistir. GPx-1 eksikligi lipid peroksidasyonunun ve mitokondriyel H,O, olusumunun
artmasina, oksidatif fosforilasyonun ise azalmasina neden olmaktadir (140). GPx-4
(fosfolipid hidroperoksit GPx) mitokondrilerde en fazla bulunan GPx iiyesi olup membrana
bagli izoenzimdir (141). Enzim sitozolde uzun peptid (L form; 23 kDa) ya da kisa peptid (S
form; 20 kDa) olarak sentezlenir. L formu mitokondriyi hedefleyen sinyal dizisi yardimiyla
mitokondriye girer. Bu enzimin ana gorevi lipid hidroperoksitlerin detoksifikasyonudur, bu
nedenle oksidatif membran hasarma karst koruyucudur. Beyin ve testis mitokondrisinde
onemli miktarda bulunan GPx-4 izozimi, karaciger ve bobrek mitokondrilerinde ise minor
seviyede bulunmaktadir (140). En 6nemli proapoptotik faktorlerden biri olan sitokrom c,
kardiyolipine baglanirken kardiyolipin hidroperoksidaza baglanamaz. GPx-4 ekspresyonu
artan hiicrelerde oksidatif stres sonucu olusan membran potansiyelindeki kaybin azaldigi,
sitokrom ¢ salimminin ve kaspaz yolagi aktivasyonunun engellendigi gosterilmistir (142,
143). Bu nedenle GPx-4’iin apoptoz kontroliinde de 6nemli oldugu ileri stiriilmistiir (144,
145). Mitokondriyel GPx miktarlarinin azalmasi, mitokondri islevlerinde bozukluga neden
olmaktadir. Ornegin, homozigot mutant GPx-1 farelerinin viicut agirhgmin diger farelerden
% 20 daha az oldugu, karacigerde H,O, miktarlarinin ve lipid peroksitlerin arttigi,

solunumun ise azaldig1 gosterilmistir (140).

2.2.5.2.1.4. Glutatyon S-transferaz Enzimleri

Glutayon S-transferazlar (GST), endojen ya da eksojen kaynakli elektrofilik,
hidrofobik maddelerin ve reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda ya da bu maddelerin

hiicre i¢i ve hiicreler arasi1 tasinmalarinda gérev alan niikleofilik bir enzim ailesidir (146,
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147). GST enzimleri, konjugasyon reaksiyonlarinin yaninda izomerizasyon, rediiksiyon gibi
farkl1 reaksiyonlar1 da katalize edebilirler. Steroid ve prostaglandin biyosentezi, tirozin
katabolizmasi, apoptoz gibi bircok biyokimyasal siiregte rol oynamaktadirlar (148). Hiicre

icindeki dnemli rolleri nedeniyle GST enzimleri ayn1 zamanda toksisite hedefidir.

GST enzimleri tarafindan katalizlenen displacement (yver degistirme) reaksiyonu,
glutatyonun aktif siilfidril grubunun substratlarin elektrofilik merkezlerine niikleofilik atagi

sonucu gerceklesir. Reaksiyon asagidaki gibidir;

GST
GSH+R-X —— 3 GSR+HX

Bu konjugasyon reaksiyonu sonucu olusan glutatyon konjugati, glutamin ve glisin
aminoasitlerini kaybederek sistein konjugatina doniisiir. Sistein konjugatinin amin grubu

asetillenir ve idrarla atilima uygun merkaptiirik asit tiirevi olusur (149).

Insanlarda GST enzimleri sitozolik, mitokondriyel ve eikosanoid ya da glutatyon
metabolizmasinda gdrevli membran bagimli mikrozomal GST’ler olmak {izere 3 siifta
incelenebilir (150). Sitozolik GST enzimleri aminoasit sekanslarina gore alfa (5 tiye), mii (5
iye), pi (1 iiye), teta (2 iiye), zeta (1 iiye), omega (2 liye) ve sigma (1 iiye) olmak iizere 7 alt
aileye ayrilir (151). Ayni sinifa ait enzimlerin aminoasit sekanslar1 birbirine en az % 40
oranda benzerlik gostermektedir. Sitozolik GST enzimleri, esas olarak sitozolde
bulunmalarina ragmen niikleus ya da mitokondrilerde de aktivite gosterirler. Ornegin; GSTPi
1 (GSTP1) doksorubisin kaynaklit DNA hasarina kars1 hiicreyi korur, yani niikleusta aktivite
gosterir. Mitokondriyel GST enzimleri kimyasal ya da oksidatif strese karsi savunma

mekanizmasinda rol oynarlar (152).

Insanlarda birgok GST enzimi ilag ve diger ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyon
reaksiyonlarini katalize eder (146). Teta sinift GST’lerin siilfataz aktivitesi de vardir (153).

Omega sinifi enzimler ise disiilfit rediiksiyonunu katalize ederler (154).

Mikrozomal GST (mGST), yap1 ve biiyiiklik olarak mitokondriyel ve sitozolik
enzimlerden farklidir (155). Okaryotik mikrozomal GST ailesi mGST 1, 2, 3, lokotrienC4
sentaz (LTC4), 5-lipooksijenaz aktive edici protein mikrozomal prostaglandin E2 sentaz 1
(MPGES1) olmak iizere 6 alt aileden olusmaktadir. Bu enzim ailesi ksenobiyotik

detoksifikasyonu ve hiicreyi oksidatif strese karsi korumada rol alirlar (156).
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2.2.5.3.1.4.1. Mitokondriyel Glutatyon S-transferaz Enzimleri

Mitokondri organizmada oksijen metabolizmasinin merkezi olmalart nedeniyle
oksidatif stresin hem kaynagi hem de hedefidir. Mitokondriyel GST enzimlerinin sitozolik
tiplerinin hiicresel peroksitler ve doymamus yag asitleri gibi oksidatif stres iiriinlerini
rediikleyerek detoksifikasyonda rol oynadigi bilinmektedir (157). Mitokondriyel GST
enzimleri niikleer DNA tarafindan kodlandiktan sonra hiicre sitozoliinde sentezlenirler ve
amino asit dizilimlerinin N-terminallerindeki hedeflendirici dizi ile mitokondriyel matrikse
yonlendirilirler (158). Robin ve ark. 2003 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada cercopithecus
aethiops kidney (COS) hiicreleri ile ¢alismis ve GSTA4-41in siklik adenozin monofosfat
(cAMP) aracili fosforilasyonu sonucu mitokondriye girdigini gostermislerdir. Proteinin N-
terminal hedeflendirici sinyal dizisi ile C-terminal kismindaki 20 aminoasit bolgesi protein
kinaz A tarafindan Ser-189, protein kinaz C ile Thr-193 aminoasitinden fosforillenir.
Fosforilasyon sonucu proteinin, heat shock protein 70 (Hsp70)’e afinitesi ve dolayisiyla
mitokondriye girisi artar (159). Sicanda diyabet gibi oksidatif stres kosullarinda sitozolik
GST izoenzimlerinin de mitokondriye yonlendigi gosterilmistir (160).

Farkli tiirlerle yapilan ¢alismalarda memeli mitokondrilerinde GST izoenzimlerinin
aktivitesi gosterilmistir. Fare karaciger mitokondrilerinde alfa (152, 161), sican karaciger
mitokondriyel matrikste kappa ve teta sinifi GST’lerin varligi kanitlannmstir (162). Insan
karaciger mitokondriyel matrikste GSTA4 (163), Al, A2 ve P1 enzimlerinin varhigi ve
aktiviteleri gosterilmistir (157).

GST kappa diger GST izoenzimlerinden farkli olarak sadece mitokondriyel
fraksiyonda bulunmaktadir (164). Ilk olarak sican karaciger mitokondriyel matriksinde
gosterilen GST kappa’nin (162) fare karaciger ve bobreginde de varligi kanitlanmigtir (165).
2004 yilinda ise insan karaciger mitokondriyel matriksinde de GSTK aktivitesinin oldugu
bildirilmistir (166).

GSTK, genel GST susbtrati 2,4-dinitroklorobenzen (CDNB) ve GSTP substrati
etakrinik asite kars1 aktivite gdstermesine ragmen spesifik substrati heniiz tanimlanamamistir

(167).

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

aktivite tayinlerinde kullanilan substratlar1 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Memeli mitokondrilerinde bulunan GST enzimleri, fonksiyonlar1 ve spesifik substratlart
(MLMx, fare karaciger mitokondriyel matriks;, RLMX; si¢an karaciger mitokondriyel matriks; HLMX,
insan karaciger mitokondriyel matriks; MKMX, fare bobrek 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-nitrobenzilkloriir; EPNP, 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksil) propan.

N Hiicresel . Genel / Spesifik
GST izozimi Konumu Fonksiyonu (170) Substrat
ST alfa MLMx (161) Demplf;g'k':"i‘tsyon CDNB /Etakrinik asit
HLMx (157) R (171)
rediiksiyonu
. - CDNB /DCNB (172),
GST mii MLMx (152) Detoksifikasyon PBO (168), NBC (168)
GST pi HLMx (157) Detoksifikasyon S /(Eltglg)rlnlk asit
Detoksifikasyon
RLMXx (162) Peroksit
GST teta MLMx (168) redikdan e é EPP ggg;
HLMx (157) Haloalkan
konjugasyonu
'\R/ILLII\\A/I))(( ((11%?) Detoksifikasyon
GST kappa MKMXx (165) ) g’?lio!(snn CDNB/ -
HHMXx (169) cdukstyonu

2.2.5.2.2. Enzimatik Olmayan Mitokondriyel Antioksidanlar

Mitokondrilerde ayrica GSH gibi enzimatik-olmayan bircok antioksidan
bulunmaktadir. GSH sitozolde sentezlenerek ER, mitokondri ve niikkleusa gonderilir (174).
GSH’1in mitokondrilere girmesi i¢in rediikte olmasi gerekmektedir. Mitokondriyel matrikste
rediikte glutatyonun elektronlarimi elektrofilik maddelere vermesi sonucu okside glutatyon
(GSSG) olusur. GSH, GSH rediiktaz, GPx, GST ya da GSH ile iligkili mitokondriyel redoks

enzimleriyle (glutaredoksin, tiyoredoksin, peroksiredoksin) tekrar rediikte hale gelir.

19



GSSG ve diger okside mitokondriyel tiyollerin rediiksiyonunda gorev alan
glutaredoksin, hem mitokondriyel, hem de niikleer fraksiyonlarda bulunmaktadir (175).
Doksorubisinle indiiklenen kardiyak hasart azaltici etkisi vardir (176). Ayrica
mitokondrilerde diger disiilfit rediiktaz Uyeleri tiyoredoksin 2 ve peroksiredoksin de
bulunmaktadir (177).

Koenzim Q (CoQp), ETC’de Kompleks I ve 1I’den aldig1 elektronlart Kompleks 111’e
aktaran lipofilik bir antioksidandir. Okside form ubikinon ile rediikte form ubikinol arasinda
iki elektron degisimini saglamasi, CoQio’nun antioksidan kapasitesini olusturmaktadir.
Ubikinol, siiperoksit ve serbest radikallerden elektronlar1 iizerine alabilen ayrica protein ve
DNA oksidasyonunu ve lipit peroksidasyonunu inhibe eden zincir kirici bir antioksidandir
(178).

2.3. Mitokondriyel Toksisite Mekanizmalari

Advers Ilag Reaksiyonlar1 (AIR), Diinya Saglik Orgiitii tarafindan bir ilacin profilaksi,
tan1 ya da tedavi amaciyla kullanilan dozlarinda ortaya c¢ikan zararli, amaglanmamig ve arzu
edilmeyen etkileri olarak tanimlanmaktadir (179). Bu agidan bakildiginda her ne kadar daha
giivenli ilaglar gelistirilmesi amaglansa da AIR ilag gelistirme asamalarinda ve ilag
tedavisinde karsilasilan ana komplikasyonlardan biridir. Piyasaya c¢ikan ilaglarin % 1°i
oliimciil advers ilag reaksiyonlarina neden olduklarindan dolay1 geri ¢ekilmistir (180). Son
yillarda mitokondriyel toksisitenin AIR’nin nedenleri arasinda oldugu diisiiniilmektedir.
Mitokondri, 6zellesmis yapist ve hiicre icin kritik islevleri nedeniyle bir¢ok ksenobiyotigin
hedefidir (181). Mitokondrilerde yapisal ya da islevsel herhangi bir bozukluk hiicre ve

organizma i¢in karmasik, hayati sonuglart olusturmaktadir.

Karaciger sistemik dolasima giren ila¢ ve diger kimyasallara yiliksek konsantrasyonda
maruz kaldig1 i¢in, kalp, bobrek ve santral sinir sistemi ise enerji agisindan oksidatif
fosforilasyona daha fazla bagimli olduklar1 igin mitokondriyel toksisitenin hedefi olan
organlardir. ilaglar hiicresel enerji iiretimin inhibisyonu, mitokondriyel permiabilite por
olusumunun indiiksiyonu, yag asidi dongiisiiniin bozulmasi, oksidatif stres, mtDNA hasari
gibi farkli mekanizmalarla mitokondriyel toksisiteye neden olabilirler (182). Mitokondriyel

toksisite mekanizmalar1 asagida ayrintili bir sekilde agiklanmustir.
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2.3.1. Oksidatif Fosforilasyonun inhibisyonu

Baz1 ilaglar mtDNA {izerinden mitokondriyel transkripsiyonu ya da protein
transformasyonunu etkileyerek, bazi ilaglar ise dogrudan ETC zincirindeki elektronlarin
gecisini bozarak solunumu inhibe ederler (182). Elektron tasima zincirinde (Kompleks I-1V)
elektron akisinin inhibisyonu, oksidatif fosforilasyonun bozulmasina neden olmaktadir.
Ksenobiyotikler, elektron akigini iki farkli mekanizmayla bozabilirler; 1) proteinin bir ya da
daha fazla alt {lnitesine baglanarak enzimin inhibe edilmesi ya da 2) elektronlar1 kendi
tizerlerine ¢ekerek ubikinon ya da sitokrom c’nin elektron tasimasinin engellenmesi (182,
183).

Mitokondriyel oksidatif fosforilasyonun bozulmasi ATP iiretiminin azalmasina,
dolayisiyla hiicrenin iglevselliginin ve canliligiin etkilenmesine neden olmaktadir. Elektron
akigimin  kesilmesi sonucunda NADH’in, NAD"’ya oksidasyonu azalir. NADH/NAD"
oraninin yiikselmesiyle piruvat dehidrogenaz enzimi tarafindan gergeklestirilen piruvatin
asetil CoA’ya oksidasyonu engellenir. Piriivatin laktata dontisimii artar ve asir1 laktik asit
birikimi sonucu laktik asidoz goriilebilir (183). NAD" ve flavin adenin diniikleotid (FAD)
seviyelerindeki diisiis, yag asitlerinin f-oksidasyonunun da azalmasina neden olur. Hiicrenin

enerji metabolizmasi daha da kotiilesir (184).

Ayrica elektronlarin kompleks proteinler iizerinden akisinin bozulmasi, elektronlarin
matrikste birikmesine neden olur. Mitokondriyel ROT iiretimi artar ve oksidatif stres olusur.
Reaktif oksijen tiirleri proteinlere, lipit membranlara ve/veya mtDNA’ya baglanir ve islev
kayiplar1 olusur. mtDNA tarafindan kodlanan proteinlerin ekspresyon diizeyleri azalir,

mitokondrilerin morfolojileri ve fonksiyonlart bozulur (1).

Elektron transport zincirini olusturan Kompleks I, 11, IV ve V’in klasik inhibit6rleri
sirastyla rotenon, antimisin A, siyaniir (CN) ya da karbonmonoksit (CO) ve oligomisindir.
Klinikte kullanilan bir¢ok ilag, kompleks proteinlerini degisen derecelerde inhibe ederek

oksidatif fosforilasyonu bozabilir (185).

NSAI ilaglarin neden oldugu oksidatif streste ve hiicre hasarinda mitokondriyel islev
bozuklugu o©nemli rol oynamaktadir. Aspirin, indometazin, diklofenak, piroksikam,
ibuprofen Kompleks I’i inhibe eder. Bu durum ROT olusumunun artmasina, oksidatif strese,

ATP sentezinin azalmasi yoluyla toksisiteye neden olmaktadir (186).

Haloperidol, klorpromazin, flufenazin ve risperidon gibi antipsikotik noroleptik
ilaclarin (187), idiyosenkratik hepatotoksisiteye neden olan antidepresan nefazodonun,
barbitiiratlarin, prostat kanseri tedavisinde kullamilan nilutamit ve flutamitin (188),

antiaritmik amiodaronun (189) Kompleks I inhibisyonu yaptigi bildirilmistir (190). Ayrica
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yasa dis1 sentezlenen eroin 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridin (MPTP)’nin metaboliti
olan 1-metil-4-fenil piridin (MPP"), dopaminerjik noronlarda Kompleks I’i inhibe eder ve
parkinson benzeri semptomlar olusturur (191).

Hiperlipidemi tedavisinde kullanilan peroxisome proliferator-activated receptor
(PPARa) agonistlerinin (klofibrat, fenofibrat) yine Kompleks I inhibisyonuna bagl karaciger
toksisitesine neden oldugu gosterilmistir (192). Antidiyabetik ilaclar troglitazon, rosiglitazon
ve pioglitazon da Kompleks | inhibitori ilaglardir. Troglitazonun piyasadan geri ¢ekilmesine
neden olan hepatotoksisitesinin altinda yatan mekanizma, 6nemli derecede mitokondriyel
islev kaybidir (193-195). Rosiglitazon ve pioglitazon ise kardiyotoksisite nedeniyle dikkatli
olunmasi gereken ilaglar siifindadir (181). Antidiyabetik ilaglardan fenformin, buformin ve
metformin de Kompleks | inhibit6rii olarak tanimlanmustir. Mitokondriyel solunumu giiglii
bir sekilde inhibe eden fenformin ve buformin, laktik asidoza neden olduklari i¢in piyasadan
geri cekilmistir. Metformin ise daha zayif inhibisyona neden olmakta ve tedavide hala

kullanilmaktadir (196).

H2 reseptor blokorii oksmetidin, Kompleks I’den elektronlari kendi iizerine alarak
ubikinona aktarimini engeller (197). Simvastatin Kompleks I, II, I, IV ve V aktivitesini
inhibe eder (181). Antineoplastik tamoksifen, Kompleks Il ve 11I’iin zayif, Kompleks V’in ise
giicli inhibitériidir (198). NSAI ilag diklofenak, Kompleks V inhibitoridir (199).
Klorpromazinin 6zellikle Kompleks V, ayrica Kompleks 1l ve I1I’in de aktivitesini azalttigi

gosterilmistir (181).

Mitokondri aracilikli toksisitenin en iyi bilinen Orneklerinden biri siyaniir (CN")
toksisitesidir Siyaniir, uygun molekiiler boyutlar1 ve fizikokimyasal ozellikleri nedeniyle
viicuda girdiginde hizli ve kolay bir bigimde mitokondriye kadar ulagir. ETC’deki sitokrom
oksidazin aktif bolgesinde bulunan Fe**e ¢ok yiiksek bir afinite ile baglanarak bu enzimi
bloke eder. Sitokrom oksidaz inhibisyonu, hiicreye gelen oksijeni toplam 4 elektron
transferiyle suya metabolize eden ETC’nin bu islevini Kompleks IV diizeyinde durdurur,
hiicresel solunum ve ATP iiretimi inhibe olur. Viicuda giren CN’nin dozuna bagl olarak bu

inhibisyon oliimle sonuglanabilir (200).

2.3.2. Kenetsizleyici Etki

ETC {izerindeki elektron akigi sirasinda matriksten membranlar arasi bosluga aktarilan
protonlarin, FoF;-ATP sentaz tizerinden degil de i¢ membran boyunca matrikse geri donmesi
sonucunda kenetsizleyici etki (uncoupling effect) goriilmektedir. Bu durumda ATP iiretimi

engellenir ve fosfat baglarinda yakalanmayan enerji, 1s1 olarak ortaya cikar (44, 200).
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Uretilen ATP miktarinin azalmas1 ve oksijen tiiketiminin artmasi sonucu hiicre hasar1 olusur

ve apoptotik/nekrotik siirecler indiiklenir.

Bazi ilaglar ve kimyasal maddeler, membran yapisinda degisiklikler olusturarak ya da
tasiyici proteinleri (termojenin, Kenetsizlestirici protein; UCP1, adenin niikleotit translokaz;
ANT, aspartat-glutamat tasiyicisi;; AGC) etkileyerek protonlarin anormal bir sekilde i¢
membran boyunca matrikse serbestce gegmesine neden olabilirler. Bu durumda protoforetik
giic azalir ve elektronlarin oksijene aktarilmasiyla ATP sentezi arasindaki iligki, yani

oksidatif fosforilasyon bozulur (201).

En ¢ok bilinen mitokondriyel kenetsizleyici madde, 2.,4-dinitrofenol’diir (DNP).
1930’larda kilo verdirme amaciyla kullanilan DNP, ciddi hipertermiye neden oldugu i¢in
6liimlere yol agmustir (202). DNP ve karbonilsiyaniir p-triflorometoksifenilhidrazon (FCCP)
gibi zay1f lipofilik asitler, membranlar arasi boslukta protonlanir ve i¢ membrandan matrikse
dogru difiize olurlar. Yapilarindaki protonlar1 matrikse birakarak, membranlar arasi bosluga

geri donerler.

Diklofenak, indometazin, naproksen, nimesulid, mefenamik asit, tolfenamid asit,
flufenamik asit, diflunisal gibi birgok NSAI ilag, kenetsizleyicidir. Lipofilik yapilar1 ve zayif
asidik ozellikleri nedeniyle bu ilaglar, protonofor oOzelliktedirler, yani mitokondriyel i¢
membranin membranlar arasi bosluk tarafinda birikerek membran yapilarinda degisikliklere
neden olurlar (MPTP olusumu) ve tasiyici proteinler araciligiyla proton gegisine yol agarlar
(203,204).

Bir calismada kenetsizleyici olarak bilinen bazi NSAI ilaglarin solunuma etkileri
incelenmis ve mefenamik asitin % 60, difenilaminin % 40, diklofenakin % 25 oraninda

oksidatif fosforilasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (205).

Mitokondriyel matriks, membranlar arasi bosluga gore daha negatif yiiklii ve alkali
oldugu icin lipofilik katyonik bilesikler matriks iginde birikme egilimindedirler. Imipiramin,
klorpromazin, fentamidin, dibukain, kinidin gibi lipofilik katyonik ilaglar, matrikste
birikerek mitokondrinin i¢ membrani boyunca olusan elektrokimyasal yiik dengesinin

bozulmasina ve oksidatif solunumla fosforilasyon arasinda kenetsizlenmeye neden olurlar

(206).

2.3.3.Yag Asidi Oksidasyonunun inhibisyonu

Mitokondriyel yag asidi oksidasyonu, hiicre homeostazi ve islevleri i¢in gerekli olan

ATP tiretiminin temel kaynagidir. Bu siiregte yag asidinden olusan asetil CoA molekiilleri
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TCA dongiistine girerek NADH ve FADH iiretimini saglarlar. NADH ve FADH da ETC’de
kullanilip ATP firetimine katki saglar. f-oksidasyonun bozulmasi, enerji iiretiminin
engellenmesine ve hiicre 6liimiine giden patolojik siirecin baglamasina neden olmaktadir (14,
38).

Birgok ilag yag asitlerinin aktivasyonunu ya da f-oksidayonunda gorev alan enzimleri
inhibe ederek yag asidi metabolizmasini bozar. Bu durumda sitozolde asir1 miktarda lipid

birikimi, yani steatozis gergeklesir ve karaciger hasar1 olugur (207).

Valproik asit ve amiodaron gibi ilaglarin toksisite mekanizmalarindan biri de
mitokondride yag asidi oksidasyonunun inhibisyonudur (208). Antiepileptik valproik asit, iki
ayr1 mekanizmayla yag asidi oksidasyonunu bozar. Matrikste CoA ile VPA-CoA olusur ve
mitokondri igindeki CoA diizeyi azalir. Ayrica, 4-en-VPA-CoA ve 2,4-dien-VPA-CoA
metaboliti, yag asidi oksidasyonunda gorev alan enzimleri inhibe ederek A-oksidasyonu

bozar, hepatik steatozis olusur (209).

Atipik bir antipsikotik ilag¢ olan klozapinle birlikte olanzapin ve risperidon kullanimi
sirasinda insiilin direnci, glukoz intoleransi, metabolik sendrom, diyabet gibi metabolik
bozukluklar goriilebilmektedir. Metabolik sendrom, insiilin direnci, abdominal obezite,
glukoz ve lipid metabolizmasinda bozukluk, hipertansiyon ve koroner arter hastaligi gibi
sistemik bozukluklarin birbirine eklendigi 6liimciil bir endokrin hastaliktir. Bu ilaglarin
neden oldugu s6z konusu metabolik bozukluklarin mekanizmast tam olarak
aydinlatilamamasina ragmen mitokondriyel islevleri bozarak toksisite olusturduklari
diistintilmektedir. Fare ve siganlarla yapilan in vivo c¢alismalar sonucu bu ilaglarin
mitokondriyel yag asidi oksidasyonunu ve plazma glukoz seviyelerini artirdigi,

mitokondrilerde oksijen tiiketimini ise azalttig1 gosterilmistir (210-212).

Asetilsalisilik asit (ASA) ve metabolitlerinin, mitokondriyel islev bozukluguna neden
olduklart son yillarda tartistlan bir konudur. Bu etkinin aspirin kullanan hastalarda
goriilebilen Reye Sendromu’nun mekanizmasinda rol oynayabilecegi diisiinilmektedir.
ASA’nin temel metaboliti olan salisilik asitin uzun ve orta uzun zincirli yag asidi
oksidasyonunu inhibe ettigi, sican karaciger mitokondrisinde, sican karaciger doku
kesitlerinde (213), sigan hepatositlerinde (214) ve in vivo olarak farede (215) gosterilmistir.
Ancak 2017 yilinda yayinlanan bir ¢alismada ASA’nmin orta zincirli yag asidi
metabolizmasimi etkilemezken, uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonunu ve mitokondriyel
proteinlerin asetilasyonunu artirdig: bildirilmistir. Uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye
girisinin azalmast ve yag asidi metabolizmasinin bozulmasi sonucu mitokondri
morfolojisinde degisikliklerin olustugu ve ETC’nin etkilendigi yine ayni ¢aligmada
gosterilmistir (216).
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Ayrica, yiksek doz tetrasiklin sonucu olusan steatozis ve trisiklik antidepresan
amineptin kullanim1 sonucu goriilen hepatitin altinda yatan mekanizmanin da mitokondriyel

matrikste yag asidi oksidasyonunun bozulmasi oldugu bildirilmistir (38, 217).

2.3.4. Oksidatif Stres Indiiksiyonu

Serbest radikaller DNA, proteinler ve lipidlerle reaksiyona girerek geri doniissiiz
oksidatif hasara neden olurlar. Mitokondrilerde serbest radikallerin artmasi durumunda
mtDNA, mitokondriyel membran hasar1 ve ETC’de hasarlar olusur, hassas bir sekilde
diizenlenen kalsiyum homeostazi bozulur. Bu durum ROT’larin olusumunu daha da artirir ve

hiicre apoptotik ya da onkotik siirece girer (218-224).

SOD, CAT, GR, vitamin C ve E gibi hiicresel antioksidanlar saglikli kosullarda
hiicrede ROT’larin belirli diizeylerde tutulmasini saglarlar. Ancak bu antioksidan savunma
sisteminin bir nedenle zayiflamasi sonucu ROT regiilasyonu bozulur ve hiicre oksidatif
hasara karsi korunmasiz hale gelir. Proteinlerin islevlerini normal bi¢imde siirdiirmesi ve

hiicrenin canliligini korumasi i¢in hiicrede ROT homeostazi denetim altinda tutulmalidir (36,

225).

Parasetamoliin 1 ve 10 pM dozlan ile inkiibe edilen J774.2 (fare makrofaj)
hiicrelerinde ve 1 mM parasetamole maruz kalan izole fare hepatositlerinde mitokondriyel
GSH konsantrasyonunun Onemli derecede azaldigi, lipid ve protein peroksidasyon
diizeylerinin arttigi ve bu nedenle ROT olusumunda artis oldugu gézlenmistir (226). Bir
bagka c¢alismada fare hepatositleri 1 mM parasetamole maruz birakilmis ve 2 saat
inkiibasyonun sonunda oksidatif stresin olustugu, MPTP’nin indiiklendigi ve membran
potansiyelinde kayip oldugu gosterilmis, parasetamoliin neden oldugu mitokondriyel

toksisitede oksidatif stresin rolii oldugu sonucuna varilmistir (227).

Valproik asit hepatotoksisitesinin mekanizmasi olan mitokondriyel toksisitenin ana
nedeninin mitokondriyel oksidatif stres oldugu bilinmektedir. Valproik asit sigan primer
hepatositlere 10-1 000 uM konsantrasyonda uygulandiginda mitokondrilerde doza bagl bir
sekilde 2’,7'-diklorofloressein (DCF) floresans siddetinin arttigi, 400 uM ve lizeri dozlarda
ise ROT olusumundaki artigin istatistiksel olarak Onemli oldugu gosterilmistir. DCF
floresanst 1 000 uM valproik asit dozunda 5 kat, okside glutatyon diizeyi ise 1.5 kat artmistir
(228). Yapilan diger caligmalar incelendiginde valproik asitin sican karaciger
mitokondrilerinde 100 ve 200 uM, HEPG2 hiicrelerinde ise 2 mM dozda oksidatif stresi
anlamli sekilde artirdig1 gésterilmistir (229, 230).
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Sican hepatositlerinde 6 mM olanzapin oksidatif stresi 2 kat artirmis ve ilaca bagl
hepatotoksisitenin nedeninin oksidatif stres sonucu mitokondriyel hasar oldugu ileri

stiriilmusgtiir (231).

Doksorubisin, kinon yapisinda bir antineoplastik ilagtir. Mitokondriye ulagan
doksorubisin, Kompleks 1’den elektron alarak semikinona indirgenir. Bu ara {iriin oksijeni
indirgeyerek siiperoksit anyon radikali olusumu araciligiyla GSH’1n tiikkenmesine neden olur
(232).

Nefrotoksisite ve ototoksisiteye neden olan antineoplastik sisplatinin ROT olusumunu
arttirip antioksidan savunmayi zayiflattigi, mitokondriyel islev bozuklugu olusturdugu ve bu

nedenlerle proksimal tiibiil hiicrelerinin apoptoza gittigi bildirilmistir (233).

Human immunodeficiency virus (HIV) enfeksiyonu sonucu ortaya c¢ikan aquired
immunodeficiency syndrome (AIDS) tedavisinde uzun dénem zidovudin kullanimi néropati
ve kardiyotoksisiteye neden olmaktadir. insan kas hiicreleriyle yapilan in vitro ve farelerle
yapilan in vivo ¢aligmalar sonucu ilacin toksisite hedefinin mitokondri oldugu bildirilmistir
(234). Zidovudin kullanimiyla oksidatif stres olustugu, mitokondri membran potansiyelinin

diistigii ve sitokrom c salinimi oldugu gosterilmistir (235, 236).

Antiaritmik bir ilag olan amiodaron kullanimi sirasinda goriilen hepatotoksisitenin
nedeninin oksidatif stres indiiksiyonuna bagli mitokondriyel toksisite oldugu gosterilmistir.
Amiodaron; mitokondriyel H,O, sentezini arttirir, oksidatif fosforilasyonu bozar ve
membran fosfolipitlerinin oksidasyonuna neden olur. Olusan oksidatif stres nedeniyle

mitokondriyel islevler bozulur ve hepatotoksisite ortaya ¢ikar (189).

2.3.5. Mitokondriyel Geg¢irgenlik-Doniisiim Porlarimn (MPTP) Olusumu

Mitokondriyel membran permiabilitesindeki artis olarak tamimlanan MPT, hiicre
hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olan patolojik bir siiregtir (237). MPT porlarinin agilmasi; i¢
membran potansiyelinin diismesine, oksidatif fosforilasyonda kenetsizleyici etkiye,
mitokondriden iyon ve metabolik ara triinlerin digar1 salinmasina, matrikse ¢ok miktarda su
girisi sonucu mitokondrilerin sismesine, ATP sentezinin bozulmasma ve dis membran
hasaria neden olur (238-241). Mitokondriyel membranlar arasi1 bosluktan salinan sitokrom
¢, apoptotik siireci indiikleyen sitozolik kaspazlari ve DNAaz’1 aktive eder, devaminda DNA
kiriklar1 olusur ve apoptotik siire¢ baslar (242, 243). Peroksit ya da peroksinitrit gibi
oksidanlar, Ca*?ve inorganik fosfat MPT por olusumunu indiiklerken, Mg*?, ADP, diisiik pH

ve yliksek membran potansiyeli por olusumunu inhibe etmektedir.
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MPTP; dis membran proteini VDAC, i¢ membran proteini ANT, FoF; ATP sentazin C
alt tinitesi, matriks proteini siklofilin D (CyD) ve membranlar arasi boslukta bulunan kreatin
kinaz gibi bircok proteinin dahil oldugu bir multiprotein kompleksidir, bu proteinlerin
etkilesimi sonucunda i¢ ve dis mitokondri membranini birbirine baglayan bir por olusur.

Immiin baskilayic ilag siklosporin A, CyD’ye baglanarak por olusumunu engeller (244).

MPTP olusumu, Ca*? bagiml bir siirectir (245). Ca*’, MPTP olusumunu bir¢ok
asamada etkiler. Ca**’nin mitokondrideki tek anyonik lipid bileseni olan i¢ membrandaki
kardiyolipine baglanmasi sonucu membranm yapisi bozulur. Ayrica Ca*?, membran
proteinlerindeki tiyol gruplarmin reaktivitesini de degistirir. Bu durum, oksidatif stres

varliginda daha da siddetlenmektedir.

MPTP i¢ membranin proton ve kiigiik iyonlara gegirgenliginin artis1 ile baglar, kiigiik
molekiil agirlikli proteinler ve karbonhidratlarin gecisiyle devam eder, en son ise yiiksek
molekiil agirlikli proteinlerin gegisi gergeklesir. Son agsamada geri doniilmez mitokondriyel
fonksiyon kayiplart olusur (246). Gegirgenlikteki artis, mitokondriyel membran
proteinlerinin tiyol gruplarinin oksidasyonu ve ¢apraz baglanmastyla iligkilidir. Bu durumda

proteinlerde yapisal degisiklikler ve spesifik olmayan biiyiik porlar olusur (247).

MPT porlariin agilmasiyla i¢c membran biitiinliigli ve dolayisiyla ATP sentezi
bozulur. i¢ membran gegirgenliginin artis apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom ¢’nin
sitozole salinimina ve apoptotik siirecin indiiksiyonuna neden olmaktadir. Eger bu patolojik
durum smirli sayida mitokondride olursa hiicrenin ATP ihtiyaci saglikli diger hiicreler
tarafindan saglanirken, ¢ok sayida mitokondrinin etkilenmesi sonucu hiicrenin ATP igerigine
bagli olarak onkotik ya da apoptotik 6liim gerceklesir (14, 183). Ayrica, MPT por olusumu
olmaksizin Bax ve Bak gibi proapoptotik proteinler aracilikli dig membran gecirgenligi

artabilmektedir (248, 249).

MPT porlarinin fizyolojik rollerinin olup olmadig: tartismali bir konudur. Eldrod ve
ark. 2010 yilinda, MPT porlarimin kisa siireli agilmasiyla matrikte Ca*? seviyesinin kontrol
edildigini ve bdylece mitokondri homeostazinin saglaniyor olabilecegini ileri stirmislerdir

(250) ancak bu hipotez hala soru isaretleri barindirmaktadir (251, 252).

Son yillarda bir¢gok ilacin MPTP indiiksiyonundaki rolii farkli caligmalarla
incelenmistir. izole sican mitokondrileri kullanilarak yapilan bir calismada 12.5-100 pM
diklofenakin MPTP olusumuna etkisi arastirilmistir. Diklofenakin doza bagimli bir sekilde
mitokondriyel matriks hacminde artisa neden oldugu, membran potansiyelini diisiirdiigii,

kenetsizleme yoluyla oksidatif fosforilasyonu bozdugu gosterilmistir. Diklofenakin neden
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oldugu idyosinkratik hepatotoksisitede MPT por indiiksiyonunun rolii oldugu ileri
stiriilmustiir (253).

2016 yilinda Tatematsu ve ark., NSAI ilaglarin mitokondriyel toksisite
mekanizmalarimi aragtirmiglardir. Mefenamik asit, flufenamik asit, meklofenamik asit ve
tolfenamik asitin 200 uM dozlartyla izole sigan karaciger mitokondriyel matriks hacminde
onemli derecede artis oldugu, aym1 dozda diklofenakin neden oldugu toksisitenin ise diger
ilaglara gore daha az oldugu gosterilmistir (254). Bir bagka caligmada ise izole si¢an
karaciger mitokondrilerinde 2.5-20 pM mefenamik asit uygulamasiyla bile MPTP
indiiksiyonu oldugu gézlenmistir (255).

Valproik asite bagli mitokondriyel toksisite mekanizmalarinin arastirildigr bir
makalede ilacin 25 ve 50 puM dozlarinin izole sigcan karaciger mitokondrisinde MPT por
Olusumunu ve membran potansiyelini degistirmezken, 100 ve 200 uM dozlarin oksidatif
strese, mitokondriyel matriksin gigsmesine, membran potansiyelinde diislise, sitokrom c
salinimia neden oldugu gosterilmistir. Valproik asite bagli MPTP indiiksiyonunun, gii¢li
antioksidan oOzellikteki biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ile dnlenmesi, MPTP olusumu
mekanizmasinin oksidatif stres oldugunu diistindiirmiistiir (256). Bir bagka ¢alismada 37.5 —
300 uM salisilat ve valproik asitin sigan karaciger mitokondrisinde MPTP indiiksiyonuna
neden oldugu gosterilmistir (257). Insan primer hepatositleriyle yapilan bir ¢alismada ise
MPTP olusumunun gostergesi olarak kaspaz 3 aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. 250, 350 ve 450 uM
valproik asitin kaspaz 3 salinimini kontrole gore sirasiyla 2, 4 ve 5 kat arttirdigi gozlenmistir
(258).

Parasetamoliin hepatotoksisite mekanizmasinda mitokondriyel toksisitenin 6nemli
oldugu bilinmektedir. MPTP indiiksiyonunun nekrotik hiicre Oliimii ve devaminda
hepatotoksisiteye neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bir ¢alismada farelere intraperitoneal
(i.p.) 350 mg/kg dozda parasetamol verilmis ve 8 saat sonunda ilaca bagli MPTP
indiiksiyonu gosterilmistir. Ayni ¢calismada fare karacigerinden izole edilen mitokondriler ile
de calisilmustir. izole mitokondriler 25 veya 50 uM N-asetil-p-benzokinonimin (NAPQI) ile
inkiibe edilmis ve MPTP indiiksiyonunun gdstergesi olan 540 nm dalga boyunda
absorbanstaki diistislerin sirastyla 0.05 ve 0.1 birim oldugu gosterilmistir. Bu degerler ilag
uygulanmayan kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. GSH depolariin
tikenmesi sonucu olusan oksidatif stresin MPTP indiiksiyonuna ve membran

potansiyelindeki diisiise neden oldugu yorumu yapilmustir (259).

Ciddi hepatotoksisiteye neden oldugu i¢in klinik kullanimdan geri ¢ekilen nimesulidin

toksisite mekanizmasi, kenetsizleyici etki ve MPTP indiiksiyonudur (260, 261). Benzer
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sekilde geri ¢ekilen troglitazon ve gemfibrozilin de toksisite mekanizmalar1 arasinda MPT

por indiiksiyonu yer almaktadir (194, 262).

2.3.6. Mitokondriyel DNA Replikasyon ya da Translasyonunun Bozulmasi

Mitokondriyel DNA (mtDNA) replikasyonunun ya da protein sentezinin inhibisyonu,
mitokondriyel toksisiteye neden olmaktadir. Oksidatif fosforilasyonda gorevli 13 protein,
mtDNA tarafindan kodlanmaktadir. Bu nedenle mtDNA replikasyonu, transkripsiyonu ve
translasyonundaki degisiklikler hiicresel solunumun bozulmasina, oksidatif stresin
indiiksiyonuna, mitokondriyel membran hasarina ve onkotik ya da apoptotik 6liime yol agar
(263,264). mtDNA kopya sayisinin % 20-40 oraninda azalmasi sonucu hiicrelerde ciddi
mitokondriyel fonksiyon bozukluklari olusmaktadir (14). Ayrica mtDNA histon proteinleri
icermedigi ve onarim mekanizmalar1 yetersiz oldugu icin niikleer DNA’ya gore oksidatif
hasara daha fazla duyarlidir. Bu nedenle mtDNA, mitokondriyel oksidatif stres
indiiksiyonuna yol acan ilaglarin hedefidir (265).

HIV ya da hepatit B tedavisinde kullanilan niikleozid analoglari, DNA sentezini
bozarlar. Zalsitabin, abakavir, stavudin gibi niikieozid-revers transkriptaz inhibitorleri, DNA
polimeraz’1 inhibe ederek mtDNA replikasyonunu engellerler; mtDNA tarafindan kodlanan
13 polipeptidin ekspresyon diizeyleri azalir (266) ve oksidatif fosforilasyon bozulur. Bu in
vitro veriler, ilaglarn klinik kullanimi sirasinda goriilen semptomlarla desteklenmektedir. Bu
ilaglar1 kullanan hastalarda periferal néropati, kardiyomiyopati, hepatik steatozis, laktik

asidoz, tip II diyabet ve insiilin direnci goriilmektedir (234).

Bakteriyel ve mitokondriyel ribozomlarin yapisal benzerligi nedeniyle prokaryotik
ribozomlar1 hedefleyen kloramfenikol, tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler gibi
antibakteriyel ilaclar mitokondriyel ribozomlar1 da etkileyerek mitokondriyel protein

sentezini inhibe edebilirler (267-269).

Le Guillou ve ark. 2018 yilinda yayimladiklar1 bir ¢aligmada, HepaRG hiicre hattinin
hepatotoksik yan etkisi olan imipramin ve ritonavir ile inkiibasyonu sonucu mitokondriyel

translasyonun azaldigin1 ancak mtDNA seviyelerinde degisiklik olmadigini gézlemislerdir

(270).
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2.3.7. Mitokondriyel DNA Metilasyon Diizeylerinin Degismesi

DNA metilasyonu, epigenetik DNA modifikasyonu mekanizmalarindan birisidir.
Sitozin (C) bazimin 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3) takilmasi sonucu 5-metil sitozin (5-
mC) yapisinin olusmasiyla karakterize edilir. DNA metilasyonu bazi genlerin ifade edilmesi,
bazi genlerin ise susmasi, yani protein kodlamamasiyla sonuglanir (271, 272). Metilasyon
gen regiilasyonunda, hasarli genlerin ortadan kaldirilmasinda, kadinlarda X kromozomunun
susturulmasinda rol oynar (273). Fizyolojik metilasyon diizeyleri degisirse (hiper ya da
hipometilasyon) hayati éneme sahip genlerin susmasiyla kritik proteinlerin ekspresyonu
azalabilir ya da susmasi gereken genler aktive olabilir. Bazi otoimmiin hastaliklar, kanser ve
norolojik hastaliklarin patojenezinde DNA metilasyon diizeylerinde anormal degisimlerin rol

oynadigi ileri siiriilmektedir (274, 275).

Mitokondriyel DNA’da histon proteinlerinin olmamasi ve metilazlarin bulunup
bulunmadiginin  tam  bilinmemesinden dolayt mtDNA’nin  metilasyona maruz
kalmayabilecegi ileri siiriilmiistiir (276). Ancak son yillarda sadece niikkleer DNA’nin degil,
mtDNA’nin da epigenetik modifikasyonlara ugradigina iliskin veriler elde edilmistir (277).
Omegin; 2011 yilinda mtDNA’da 5-mC tespit edilmistir (278). Yine aymi yil Shock ve
Chestnut tarafindan mitokondrilerde metiltransferaz enziminin varligi gosterilmis (270, 280)
ve son yillarda yapilan caligmalarda “mitoepigenetik” kavrami ortaya atilmustir (281).
Niikleer DNA’da oldugu gibi mtDNA’nin metilasyon diizeylerindeki degisikliklerin nedeni
birtakim hastaliklar, ilag ve diger ksenobiyotiklere maruz kalma, oksidatif stres ve yaslanma

olabilir (282-284).

Giiniimiizde birgok ilacin niikleer DNA’da metilasyonu etkiledigi bilinmektedir (285,
286). Bu ilaglar arasinda bulunan histon deasetilaz inhibit6rii valproik asitin mtDNA
metilasyonuna etkisinin arastirildigt calismada, ilacin niikleer DNA’da oldugu gibi

mtDNA’da da hipometilasyona neden oldugu gosterilmistir (287).

Mitokondriyel DNA metilasyonu mitokondriyel gen ekspresyonunu, mitokondri
dinamigini ve islevlerini etkilemektedir. Herhangi bir epigenetik modifikasyon, ETC
proteinlerinin sentezinde dolayisiyla enerji tiretimde degisikliklere neden olabilmektedir.
Epigenetik mekanizmalar ve sonuglar1 nispeten yeni bir ¢calisma alanidir ve niikleer DNA’da

oldugu gibi mtDNA i¢in de aydinlatilmasi gereken siireclerdir (288).
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2.4. Mitokondriyel Islevlerin Analizi

Gilinlimiizde bir¢ok ilacin toksisite mekanizmasinda mitokondriyel islev kaybinin rol
oynadig1 bilinmektedir. laglarin ya da ilag adaylarinin mitokondriyel toksisite profilinin tam
olarak ortaya konulmasi giivenilir ilaglarin iiretilmesine, ilag endiistrisindeki maliyetlerin

azaltilmasina ve hasta sagliginin korunmasina katki saglayabilir.

Kimyasal maddelerin mitokondriyel toksisitesi izole hayvan mitokondrisi (289), insan
hiicre hatlar1 (290), 3 boyutlu doku modelleri gibi farkli in vitro, in vivo ya da in silico
modeller kullanilarak arastirilabilmektedir. Yapilacak olan g¢alismalar tasarlanirken dogru
test parametresi ve teknigi segilmelidir. Giintimiizde kullanilan mitokondriyel toksisite

belirleme yontemleri agsagidaki metinde ayrintili bir sekilde agiklanmustir.

2.4.1. Mitokondriyel Oksijen Tiiketim Hizinin Olciilmesi

Doku, hiicre kiiltiirii ya da izole mitokondride oksijen tiiketim hizindaki (oxygen
consumption rate; OCR) degisiklikler mitokondri islevlerinin dolayisiyla ilag toksisitesinin
bir gostergesidir. Bu amagla kullanilan ilk yontem, ¢6ziinmiis oksijen miktarinin 6lgtilmesini
saglayan oksijene duyarli, Leland C. Clark tarafindan 1953 yilinda gelistirilen Clark
elektrotu’dur. Elektrodun katodu platin ya da altin, anodu ise glmiis metalinden
olugmaktadir. Elektriksel potansiyel uygulandiginda anottaki giimiis (Ag), giimiis kloriire
(AgCl) okside olurken, ortamdaki O,, katotta OH™ iyonuna rediiklenir. Katot ve anottaKki
elektron iiretimi ya da kullanimi 1 pA’lik akim olusmasina yol acar. Olusan akimin siddeti
ornekteki ¢Oziinmiis oksijen miktari gostermektedir. Son yillarda birgok ticari firma

tarafindan bu tarz elektrotlar gelistirilmistir (291).

Izole mitokondrilerde (291), homojenize doku &rneklerinde (292, 293) ve intakt
hiicrelerde (294) oksijen tiiketiminin Clark elektrodu kullanilmasiyla belirlendigi bir¢ok
calisma bulunmaktadir. Az miktarda 6rnek gereksinimi, deney sirasinda sicakligin sabit
tutulabilmesi ve kullanilan bazik boyalar ile mitokondriyel diger parametrelerin (H,O,

seviyesi, membran potansiyeli vb.) Olgiilebilmesi yontemin avantajlar1 arasindadir (291,
295).

Solunumun farkli evrelerinde mitokondriyel solunum hizi 6lgiilerek kimyasallarin
toksisite mekanizmasi detayli olarak aragtirilabilir. Ortamda substrat yokken
mitokondrilerdeki oksijen tiiketim hizinin dl¢iilmesi Evre | diizeyindeki solunumu gosterir,
bu evrede OCR c¢ok diisiik seviyededir. Evre I1I’de ortama substratlar eklenir ve OCR, Evre

I’e gore artmasina ragmen hala diisiiktiir. Bu evrede i¢ membrandaki proton akigindan dolay1

31



membran potansiyeli azalir. Evre Il1, fosforilasyon asamasidir. Fosfat iyonu (Pi) varliginda
ortama ADP eklenir ve ATP {retilir, membran potansiyeli tekrar artar. Tim ADP’nin
ATP’ye doniistimii ise Evre IV dedir. Bu asamada solunum azalir ve OCR, Evre Il agamasina
doner. Evre Il ve IV arasindaki OCR orani, mitokondriyel islev bozuklugunun gostergesidir.
Ornegin, Kompleks V inhibitorii oligomisin maruziyeti sonucunda Evre III’iin OCR diizeyi,
Evre IV’le esdegerdir. Test edilen kimyasal maddelerin farkli evrelere etkilerinin tespit
edilmesiyle kimyasallarin ETC komplekslerine etkisi ve dolayisiyla mitokondriyel solunuma
iliskin toksisite mekanizmalar1 arastirilabilir (289). Kesin ve giivenilir bir yontem olmasina

ragmen Clark elektrodunun en 6nemli dezavantaji yontemin zaman alict olmasidir.

Son yillarda Clark elektrodu kullanimindan daha hizli, verimli ve giivenilir yontemler
gelistirilmistir.  Bu  tekniklerden birisi Luxcel Biosciences tarafindan iiretilen
MitoXpress®Xtra oksijen kullanimi 6l¢iim kitidir. MitoXpress®Xtra floresan bir boyadir,
izole mitokondri ya da hiicre kiiltiirleriyle caligilabilmektedir. Ortamdaki ekstraseliiler
oksijen miktar1 tespit edilerek OCR hesaplanir. MitoXpress®Xtra boyasinin eksitasyon ve
emisyon dalga boylari sirasiyla 380 ve 535 nm'dir. Time resolved fluorescence (TRF
detection) Ol¢iimii ile gerceklestirilen yontem olduk¢a duyarhidir (296). Analiz sirasinda
mitokondrilerin Evre Il ya da Evre IlI’de tutulmasi saglanir. Kullanilan mineral yag ile
kuyucuklardaki reaksiyon ortami iizerinde ince bir tabaka olusturularak cevresel oksijenin
difiizyonu Onlenir. Son yillarda hiicre i¢i oksijen konsantrasyonunun ol¢iilmesini saglayan
bagka boyalar da gelistirilmistir (297, 298). Kit yardimiyla gergeklestirilen dolayli ve
dogrudan Olclimler hizlidir, ancak dogruluk deneysel kosullardan c¢ok kolay
etkilenebilmektedir (190).

Bir diger yontem ise hem OCR hem de ekstraseliiler asidifikasyon oraninin (ECAR)
olciildiigli, “The Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer” sistemidir. izole mitokondri
(299, 300), hiicre hatlar1 ve 3D hiicre kiiltirtiniin kullanildigi ¢alismalarda bu yontemin
uygulanmasiyla bazal respirasyon diizeyi, ATP sentezine bagli solunum kapasitesi ve
mitokondri digi solunum tayin edilerek hiicre ya da mitokondrilerin biyoenerjetik saglk
indeksi (BHI) hesaplanabilir (301). Hiicresel ve mitokondriyel metabolizmanin tam olarak
aragtirilabilmesine olanak saglayan, yiiksek verimli bu teknigin en 6nemli dezavantaji ise

maliyetinin fazla olmasidir.

2.4.2. Elektron Transport Zinciri Enzim Aktivitelerinin Ol¢iilmesi

Oksijen tiiketim oranindaki herrhangi bir 6nemli degisiklik mitokondriyel solunumda

bozulma oldugunu gdstermesine karsin molekiiler diizeyde etkilenen yer hakkinda bilgi
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vermez. ETC kompleks proteinleri kimyasal maddelerin 6nemli toksisite hedefleri
arasindadir ve bu kompleks proteinlerinin aktivitelerinin dlglilmesini saglayan kolorimetrik

ya da florimetrik temelli yontemler gelistirilmistir (302).

NADH varliginda 2,6-diklorofenolindofenol (DCPIP) absorbansindaki diisiisle
Kompleks I, desilubikinon (DubH2) varliginda okside sitokrom c¢ absorbansindaki artisla
Kompleks 11, indirgenmis sitokrom c¢ absorbansindaki azaligla Kompleks IV aktivitesi
Ol¢iilebilmektedir. Ancak bu spektrofotometrik olgiimler pH, ozmolarite, substrat
konsantrasyonu ve hiicre bilesimden ¢ok kolay etkilenir ve kenetsizlenme mekanizmasini

ortaya koyamaz (303).

Son yillarda enzim aktivitesinin ¢ok daha hassas dl¢iildiigli yontemler gelistirilmistir.
MitoSciences tarafindan gelistirilen yontemde aktivitesi arastirilacak olan enzim,
immiinolojik olarak yakalanir. Spesifik substratinin uygulanmasi sonucu substrat ya da
iiriiniin absorbans degisiminden enzim aktivitesi belirlenir. Cok daha hassas ve spesifik bir

analiz imkani saglayan bu yontemde es zamanli olarak OCR de saptanabilir (304-306).

2.4.3. Mitokondriyel ATP Miktarlarimin Olgiilmesi

Hiicrenin ATP konsantrasyonunda degisikliklerin olgiilmesi hiicrenin enerji
metabolizmas1 ve kimyasallarin neden oldugu mitokondriyel toksisite mekanizmalari
hakkinda 6nemli bilgiler verir. Oksidatif fosforilasyon hasar1 ya da kenetsizleyici etkiyi
gosteren en onemli parametrelerden biri ATP/ADP oramidir (307). Hiicrelerdeki ya da izole
mitokondrideki ATP diizeyinin 6lgiilmesi i¢in liiminesans, floresans ya da HPLC temelli

yontemler gelistirilmistir (308).

Biyoliiminesans yontemde substrat lusiferin; ATP ve magnezyum varliginda lusiferaz
enzimiyle lusiferil adenilat kompleksine doniisiir. Bu kompleksin oksidasyonu sonucu
oksilusiferin olusur, oksilusiferinin uyarilmig halden stabil hale ge¢isi sirasinda agiga ¢ikan

enerji 1s1ma seklinde gozlenir (309, 310).

Biyolojik 6rneklerin ATP, ADP ve AMP igerikleri polarite farkliliklarina bagh olarak
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile de tayin edilebilir (311).
Hassasiyeti yiiksek, ancak seciciligi diisiik olan biyoliiminesans yontemlerin yani sira hizl
ve dogru analiz imkani saglayan, ortamdaki tiim adenin niikleotidlere ait piklerin
gozlenebildigi HPLC temelli yontemler siklikla tercih edilmektedir (311, 312).
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2.4.4. Reaktif Oksijen Tiirleri Miktarinin Olgiilmesi

Mitokondriyel oksidatif stresin ve ROT seviyelerinin Olglilmesini saglayan
oksidasyona duyarli ya da redoks 6zelligi bulunmayan bir¢cok floresan madde gelistirilmistir
(313). 2',7'-diklorodihidroflorosein (DCFHy); H,O, (314) ve dihidrodamin ONOO " radikali
(315), dihidroetidium (DHE); hiicresel stiperoksit radikali ve MitoSOX ise mitokondriyel
stiperoksit radikali (316) diizeylerinin belirlenmesi igin kullanilmaktadir. Ayrica, HyPer
(yesil floresan protein) veya Orpl-roGFP2 (redoks duyarli yesil floresan protein) (317)
kullanilarak H,0,, diizeyi oOlgiilebilirken, cpYFP (sirkiiler sar1 floresan protein) ile de
stiperoksit radikali miktarlar1 belirlenebilir. Ancak bu proteinler birgok izole hiicresel
kompartmanda oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilmasina ragmen ortam pH’sindan ¢ok

kolay etkilendikleri igin dl¢iimlerin dogrulugu tartismalidir (318).

2.4.5. Mitokondriyel Transmembran Elektrik Potansiyelinin Ol¢iilmesi

Mitokondrilerin hiicre canliligi i¢in 6nemli olan islevlerini siirdiirebilmesi igin
transmembran elektrokimyasal potansiyeli’nin (Aym) korunmas: gereklidir (319). Ic
membrandaki membranlar arasi bosluga dogru proton akisi, membranlar arasi boslugun daha
katyonik olmasina ve mitokondriyel pH gradiyentinin (ApHm) olusumuna neden olmaktadir.
Nernst esitligine gore protonlarin hareket edici giicli (Ap), mitokondriyel pH gradiyentine ve
elektrokimyasal transmembran potansiyeline baglidir (Ap(mV); 37°C = Aym-60ApHm)
(320). ApHm’in saptanmasindaki giiclik nedeniyle genellikle birgok yontem, Aym

belirlenmesi tizerine kurulmustur (321).

Floresan lipofilik boyalar, Aym gostergesi olarak kullanilmaktadir. Bu maddeler,
membran potansiyeline bagli olarak mitokondriyel membranlari asar ve matrikste birikirler.
Matriks negatif yiikliiyken, yani mitokondriler polarize iken boya birikimi meydana gelir
(322, 323). Floresans siddeti konfokal mikroskop, floresans spektrometrisi ya da flow

sitometrisi ile 6l¢tliir (321).

En ¢ok kullanilan lipofilik katyonik boyalar kirmizi1 floresan; tetrametilrodamin metil
(TMRM) (324) ve etil (TMRE) esteri (325), yesil floresan boya; rodamin 123 (Rhod123)
(326), 3,3'-dihekzilokarbosiyanin iyodiir (DiOC6) ve kirmizi/yesil floresan oraninin
ol¢iildugn 5,5',6,6'-tetrakloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazol karbosiyanin iyodir’diir (JC-1)
(327).

Hiicreler test maddesine maruz birakildiktan sonra boya eklenir ve floresans siddeti

Olciiliir. Boyalar ¢ok yiiksek ya da cok diisiik konsantrasyonlarda kullanilabilir. Yiiksek
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konsantrasyonda boya kullanimi sirasinda, mitokondri depolarize durumda ise yani membran
potansiyeli hasar1 varsa boya sitozolde kalir ve floresans siddeti yiiksek olur. Mitokondriler

polarize durumda iken boya matrikste birikir, agregat olusur ve floresans siddeti azalir.

Diisiik konsantrasyonda kullanilan boyalar mitokondri iginde agregat olusturmaz. Bu
nedenle depolarizasyon sirasinda az miktarda boya matrikste birikerek diisiik floresans

olusurken hiperpolarize durumda ise floresans siddeti artar (323).

2.4.6. MPTP Olusumunun Olgiilmesi

MPT porlarinin olugmasi ve bu olusumun indiiksiyonunun arastirilmasi icin kobalt-
kalsein yontemi (328), mitokondriyel membran depolarizasyonunun belirlenmesi (329) ve
mitokondriyel sigmenin tayini (330) gibi yontemler kullanilmaktadir. Kobalt-kalsein teknigi,
hiicrelerde MPTP diizeylerinin dogrudan &lgiilmesini saglayan bir yontemdir. Oncelikle
hiicreler membran gegirgen boya olan kalsein-AM ile inkiibe edilir. Kalsein-AM mitokondri
ve diger hiicresel kompartmanlara girer ve buralarda esteraz enzimleriyle Kkalsein
serbestlesir. Eklenen C0+2, sitozoldeki kalsein floresansinin azalmasina neden olurken,
mitokondriyel kalseini etkilemez. MPT porlar1 agilirsa kalsein mitokondriyel matriksten

salinir, Co™® mitokondriye girer ve floresans siddeti diiser (331, 332).

Bir diger yontem ise mitokondriyel membran potansiyelinin (Aym) o6lgiilmesidir.
MPTP acildigi zaman mitokondrilerdeki i¢ membran boyunca olusan proton gradiyenti
bozulur ve Aym diiger. TMRM(E), Rhod123, JC-1 ya da DiOC6 gibi boyalar yardimiyla
Aym belirlenmektedir. Porlarin agilmasi, bu boyalarin floresans siddetinde azalisa neden

olmaktadir (329).

Kullanilan son yontem ise sadece izole mitokondrilerde uygulanabilen mitokondriyel
matriks hacminin 6l¢iilmesine dayali spektrofotometrik yontemdir. MPTP olusmasi
sonucunda ozmotik denge geregi matrikse yiiksek miktarda su girer. 540 nm’deki
absorbanstaki azalis matriks hacmindeki artigin gostergesidir (334, 335). MPTP indiiksiyonu
sonucu 1mL hacimde bulunan 0.2-0.5 mg mitokondriyel protein igin absorbansta 0.2-0.4
birimlik diisiis meydana gelmektedir. Mitokondriyel inkiibasyon ortamlarina Ca*? eklenmesi
ise absorbansta daha keskin diisiislere neden olmakta, etkinin daha net bir sekilde

izlenmesini saglamaktadir (336).
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2.4.7. Mitokondriyel Kalsiyum Diizeyinin Ol¢iilmesi

Mitokondriyel Ca*? seviyesi in vitro (izole mitokondri ya da hiicre kiiltiirii), in situ

(doku kesitleri) ya da in vivo olarak 6l¢iilebilmektedir (337).

Ca*? gostergesi olan floresans ozellikli Ca*™® duyarli boyalar (Rhod-2AM gibi),
liiminesans ve floresans 6zellikli proteinler (GFP) kullanilarak mitokondriyel Ca*? diizeyi

Sleiilebilir (338).

Ayrica, mitokondriyel Ca* seviyesinin belirlenmesinde Fura-2AM, Fluo-3 ve Fluo-4
gibi boyalar da kullanilabilmesine ragmen bu maddeler mitokondriye 6zgii olmamalari

nedeniyle tercih edilmemektedirler (339).

2.4.8. Mitokondriyel DNA Miktarimin Olgiilmesi

Hiicrelerdeki mitokondriyel genom kopya sayisinin belirlenmesi ve mitokondriyel
genom sayisinin niikleer genoma bdliinmesiyle elde edilen oran (Mt/N), mitokondri
islevlerinin 6nemli bir gostergedir (340, 341). Redoks dengesinin bozulmasi ve hiicresel
sinyal yolaklarinda olusan degisiklikler gibi nedenlerle hiicrelerde oksidatif stres olusur,
mtDNA ve protein hasarlar1 meydana gelir ve Mt/N orani azalir. Hasarli mtDNA’larin
hiicrede birikimi sonucu inflamatuvar yanit indiiklenir, hiicre canliliginin kaybina yol acan

stirecler baglayabilir.

mtDNA  miktar1 kolaylikla saptanabilen mitokondriyel stresin en Onemli
biyogostergelerinden biridir. mtDNA miktarindaki degisikliklerin bir¢ok hastalik (diyabet,
kanser vb.), fertilite problemleri, toksik bilesiklere maruz kalmakla iligkili oldugu
gozlenmistir (342). Bir¢ok hastaligin izlenmesinde, ilag gelistirme ve toksisite ¢alismalarinda
mtDNA miktart ve Mt/N oranmi hibridizasyon (343), realtime (RT-PCR) (344-346) ya da
dijital -polymerase chain reaction (PCR) (347) teknikleriyle belirlenmektedir. In vitro hiicre
hatlari, in vivo hayvan deneyleri ya da klinikte hasta biyolojik 6rnekleri kullanilarak mtDNA
miktarlar1 saptanabilir (308).

2.5. Ksenobiyotik Biyotransformasyonu

Organizmanin kendi irettigi endojen maddelerin haricinde dis fiziksel ortamdan
maruz kaldig1 ilaglar ve diger kimyasal maddeler “ksenobiyotik” olarak adlandirilir

(xenobiotic; biyolojik yapi1 tarafindan bilinmeyen). Ksenobiyotikler ¢esitli yollarla viicuda

36



girdikten sonra basta kan dolasimi araciligi ile farkli organlara dagilirlar ve farkh
mekanizmalarla elimine edilmeye c¢alisilirlar. Ksenobiyotikler, biyotransformasyon
reaksiyonlariyla absorpsiyona uygun lipofilik formdan daha hidrofilik hale getirilerek ¢esitli
itrah yolaklarindan viicuttan uzaklastirilirlar. Ilaglarin  biyotransformasyonu sonucu
farmakolojik ya da toksikolojik etkisinde artis ya da azalis meydana gelir. Ksenobiyotikleri
metabolize eden enzimler en fazla karaciger ve intestinal dokuda olmakla birlikte hemen
hemen tiim dokularda bulunmaktadirlar. Biyotransformasyon reaksiyonlar1 ve sonuglari
genetik polimorfizm, yas, cinsiyet, hastaliklar, kullanilan ilaglar, etkilesmeler gibi bir¢ok
faktor nedeniyle bireyler arasinda biiytik degiskenlikler gostermektedir (348, 349).

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 faz I, II ve III olmak {izere li¢ bashik altinda
incelenir. Faz | P450 monooksijenazlar ve diger bir¢ok enzim aracilifiyla gergeklesen
oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz ve dekarboksilasyon reaksiyonlaridir. Faz |
reaksiyonlarinda genellikle molekiile bir fonksiyonel grup (-OH, -SH, -COOH, -NH,) eklenir
ya da cikarilir. Bu reaksiyonlar ¢ogunlukla bilesigi faz II reaksiyonlarina hazirlar.
Oksidasyon, molekiiliin elektron kaybetmesidir. Bir oksijenin yapiya girmesi, Yyani
oksijenasyon, yapidan bir hidrojenin ayrilmasi (dehirojenasyon) ya da molekiile elektron
transferi sonucu ger¢eklesmektedir. Rediiksiyon reaksiyonlar1, molekiiliin elektron kazandigi
reaksiyonlardir. Bazi metaller ve azo, nitro, karbonil, disiilfit, siilfoksit, N-oksit, kinon,
aldehit, keton grubu tasiyan ksenobiyotikler, enzimatik ya da nonenzimatik olarak
reditksiyon reaksiyonlarina ugrarlar. GSH, FAD, flavin mononiikleotid (FMN),
nikotinadenin diniikleotid fosfat (NADP) gibi indirgen ajanlarla etkilesim sonucu alkol
dehidrojenaz, aldehit dehidrojenaz, P450 gibi enzimlerin katalizledigi rediiksiyon
reaksiyonlar1 gerceklesir. Molekiile su eklenmesiyle iki ya da daha fazla sayida yapilara
boliinmesi ise hidrolizdir. Yapica biiyiik olan ester, amin, hidrazin ve karbamatlar, genellikle

hidroliz reaksiyonlariyla biyotransformasyona ugrarlar (350).

Faz II konjugasyon reaksiyonlarinda ise ilag ya da metabolitinin fonksiyonel gruplari,
bazi endojen molekiillerle reaksiyona girer. Molekiiliin kendisi ya da faz I reaksiyonlar1
sonucu olusan metaboliti, faz Il reaksiyonuna ugrayabilir. Glukronidasyon, siilfatasyon,
asetilasyon, metilasyon, glutatyon ve amino asit konjugasyonu faz II reaksiyonlarindandir.
Metilasyon ve asetilasyon hari¢ konjugasyon reaksiyonlari sonucu molekiiliin hidrofilik
ozelliginde biiyiik Olciide artig olur ve molekiil viicuttan atilmaya hazir hale getirilir.
Glukronidasyon digindaki konjugasyon reaksiyonlar1 biiyiikk oranda ¢06ziiniir formda

(mikrozomal olmayan) enzimlerle gergeklesir.

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

elektronca zengin niikleofilik heteroatomlar1 (O, N, S) glukronidasyona ugrarlar.
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Reaksiyonda substrat olarak iiridindifosfat-glukronik asit (UDP-glukronik asit) kullanilir ve
reaksiyonu UDP-glukronil transferaz (UGT) enzimi katalize eder. Glukronidasyon sonucu

bilesigin suda ¢6ziiniirliigi artar ve itrah yolaklarindan atimi kolaylagir (351).

Stilfat konjugasyonu, bircok endojen madde ve ksenobiyotikten siilfotransferaz
enzimleri araciliiyla suda ¢oziiniirliigli yiliksek siilfiirik asit esterleri olusumudur. Siilfat
konjugatlar1 baslica idrarla atilir. Genellikle detoksifikasyonla sonuglanan siilfatasyon;
aromatik aminler ve metillenmis aromatik hidrokarbonlarin biyoaktivasyonunda rol
almaktadir (351).

Metilasyon, nispeten daha mindr bir biyotransformasyon yolagidir. Diger konjugasyon
reaksiyonlarinin aksine metilasyon sonucu bilesiklerin suda ¢oziiniirliigli azalir, toksisitede
artig gorilebilir. S-adenozilmetiyonin (SAM), reaksiyon igin gerekli substrattir. SAM’da
siilffonyum iyonuna bagli metil grubu bilesigin elektronca zengin heteroatomlara aktarilir.
Fenoller ve katekollerin metabolizmasinda O-metilasyon, siilfhidril grubu igeren
ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda S-metilasyon ve O6rnegin norepinefrinden

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

N-asetilasyon, aromatik amin veya hidrazin grubu tasiyan ksenobiyotiklerin ana
biyotransformasyon yolagidir. N-asetilasyon reaksiyonlarinda, amin grubu iyonize olmayan
bir grupla maskelenir, bu nedenle bilesigin sudaki ¢oziiniirliigii azalir. Endojen substrat
olarak asetil-koenzim A kullanilir. N-asetiltransferaz enzimi reaksiyondan sorumludur ve bu
enzim polimorfik bir enzimdir. Bu nedenle yavas ya da hizli asetilleyici bireylerde

ksenobiyotiklerin farmakolojik ve toksikolojik sonuglar1 degismektedir (350).

Alifatik, aromatik, heteroaromatik, arilasetik asit gibi karboksilik asit grubu tagiyan
ksenobiyotikler glisin, glutamin, taurin aminoasitlerinin amino grubuyla konjugasyona
ugrarlar. Aromatik hidroksilamin grubu igeren ksenobiyotikler ise serin ya da prolin gibi

aminoasitlerin karboksilik asit gruplariyla konjuge olurlar (350).

Glutatyon konjugasyonu; elektrofilik, hidrofobik maddelerin ve reaktif oksijen
tirlerinin niikleofilik kofaktor glutatyonla glutatyon S-transferaz enzimleri aracili ya da
spontan konjugasyonudur. Glutatyon; glisin, sistein ve glutamik asitten olusan atipik bir

tripeptittir. Karacigerde mM, karaciger dist dokularda ise nM diizeylerde bulunur.

Faz I ve faz II reaksiyonlar1 sonucu daha hidrofilik ve daha az toksik hale gelen
konjugatlar, konsantrasyon gradiyentine karsi hiicre disina dogru hareket edip kapiller
dolagimla atilim organlarma dogru ilerlerler. Faz III reaksiyonlar1 bu siirecte konjugatlarin

transporter proteinlerle yer degistirmesi ve ileri biyotransformasyona ugramasidir,
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biyoaktivasyonla da sonuglanabilmektedir. Faz III reaksiyonlarinin substratlart biiyiik

cogunlukla faz I ve faz II reaksiyonlarinin metabolitleridir (350).

2.5.1. Sitokrom P450 Enzimleri

Sitokrom P450 enzim ailesi, endojen bilesiklerin ve ksenobiyotiklerin oksidatif
metabolizmasinda rol oynayan “hem-tiolat” enzimleridir. Bugiine kadar insanlarda 57 farkli
CYP450 enzimi tanimlannus, bu enzimlerden 41’i fonksiyoneldir (352). Insan niikleer
DNA’sinda 57 fonksiyonel gen ve 58 psddogen tarafindan kodlanan P450 enzim ailesi,
aminoasit dizilerinin benzerligine gore smiflandirilir (353). Aile ismini belirten sayiy1
(6rnegin, 1, 2) alt aile numarasi (1A, 2D) ve her bir izoenzimin kendine ait numarasi (1A1,

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

P450 enzimlerinde hem demiri, ferrik (Fe™) formda bulunmaktadir. Ferrik demirin
ferrdz (Fe™) hale indirgenmesiyle CYP450 enzimleri, oksijen (O) ya da karbonmonoksit
(CO) gibi ligandlar1 baglayabilirler. CO ile enzimin +3 yiiklii demir atomu arasindaki
kompleksin Amax degeri 450nm oldugu i¢in bu enzimler “P450” olarak adlandirilmistir (355).

Sitokrom P450 enzimleri bakteriyel, mikrozomal ve mitokondriyel olmak tizere {ig
grupta siniflandirilabilirler. Bakteriyel ve mitokondriyel CYP450 sistemi, {i¢ proteinden
olugsmaktadir: 1) FAD iceren bir flavoprotein ya da nikotinamid-adenin diniikleotidin
mikrozomal indirgenmis formu; NADPH veya NADH bagimli rediiktaz, 2) demir-siilfiirlii
protein ve 3) CYP450. Okaryotik P450 sistemi ise, hem FAD, hem de flavin mononiikleotid
(FMN) igeren bir flavoprotein olan NADPH sitokromP450 rediiktaz ve CYP450’den
olugmaktadir. Enzimatik reaksiyon sirasinda enzim, substrat ve molekiiler oksijene dogrudan
baglanirken elektron kaynagi olan NADPH ya da NADH ile dogrudan baglantisi yoktur. Bir
flavoprotein olan NADPH sitokrom P450 rediiktaz araciligiyla NADPH’tan CYP450’lere

elektron transferi gergeklesir.

2.5.1.1. Mikrozomal CYP’ler

P450 enzim ailesinin biiyiik bir boliimiinii olusturan mikrozomal enzimler, diiz ER
zarina gomiili halde bulunmaktadirlar. P450 enzimleri NADPH’dan elektronlarini hem
FAD, hem de FMN igeren bir flavoprotein olan NADPH sitokrom P450 rediiktaz aracilig ile
almaktadir. CYP450 enzimleri gibi NADPH sitokrom P450 rediiktaz enzimi de ER zarinin
sitoplazmaya bakan yiiziine gomiilii halde bulunmaktadir (356). CYP450 enzimleri tiim
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dokularda eksprese edilmelerine ragmen, karaciger mikrozomlarinda en yiiksek miktarda ve
gesitte bulunurlar. Karaciger mikrozomlarinda 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 goérevi faz I monooksijenasyon reaksiyonlarim katalize
etmektir. Monooksijenasyon reaksiyonlarinda, oksijenin bir atomu substrata aktarilirken
digeri ise suya indirgenir. Enzimatik tirtinler, molekiiler yeniden diizenlenme nedeniyle alkol
ve fenollerle kisitli degildir (357-360). P450 enzimleri daha az olmakla beraber rediiksiyon
reaksiyonlarini da (azo, nitro, N-oksit ve siilfoksit rediiksiyonu, rediiktif dehalojenizasyon)
katalizleyebilmektedirler. CYP450 katalitik reaksiyonlar1 daha ¢ok ksenobiyotigin toksik
metabolitine biyoaktivasyonu, daha az miktada ise detoksifikasyonu ile sonu¢lanmaktadir
(350).

Genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle, CYP450 enzim miktarlar1 ve aktiviteleri
bireyler arasinda farklilik gosterebilmektedir. CYP450 enzim aktivitelerindeki azalma;
enzimin sentezini ya da stabilitesini etkileyen genetik mutasyonlar, CYP450 enzimlerinin
ekspresyonunu baskilayan ¢evresel faktorlere ya da enzimleri inaktive eden ksenobiyotiklere
maruz kalma sonucunda olmaktadir. Ilac-ilag etkilesimlerinin ana mekanizmasi enzim
inhibisyonudur CYP450 enzim aktivitesindeki artig; enzimlerin fazla miktarda
ekspresyonuna neden olan gen dublikasyonlari, kodlayici ya da promoter bolgedeki gen
mutasyonlari, enzimin degredasyonunu azaltan, sentezini veya aktivitesini arttiran
ksenobiyotiklere maruz kalma gibi yollarla olabilir. CYP2D6, 2C19, 2C9, 2B6, 3A5 ve 2A6
enzimlerinde bireyler arasinda genetik polimorfizme bagh farkli farmakogenetik genotipler
bulunmaktadir. CYP1A1, 1A2, 2C8, 2E1, 2J2, ve 3A4 enzimlerindeki polimorfizm ise daha
nadirdir, bu nedenle daha az dngoriilebilir P450 inhibisyonu ya da indiiksiyonunda en yaygin
mekanizma ksenobiyotiklere maruz kalmadir. Bir¢ok in vitro ve in situ c¢alismada
ksenobiyotik aracilikli CYP450 enzim indiiksiyonu arastirilmistir. Tavsan karaciger
mikrozomlarimin katalizledigi R-varfarinin 10-hidroksilasyon reaksiyonu, kinidine maruz
kalma sonucu 25 kat artig gostermistir. flaclar, besinler, alkol ve sigara kullanimi, hastaliklar
(diyabet, infeksiyon, inflamasyon, karaciger, bobrek ve tiroid hastaliklari) gibi birgok faktor
P450 seviyelerini ve aktivitesi etkilemektedir (361).

CYP450 enzimlerinin birgogu endojen metabolizmada goérevliyken ksenobiyotik
metabolizmasinda rol oynayan aile sayis1 siirlidir (362). CYP450 enzimlerinin giiniimiize
kadar tanimlanan substrat sayis1 2000’dir ve bu kimyasal maddelerin % 68’1 klinikte
kullanilan ilaglardir (308). CYP450 enzimleri, organizmadaki ana islevlerine gore de

siiflandirilabilmektedirler. Ksenobiyotik biyotransformasyonu, yag asidi hidroksilasyonu ve
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steroidojenezis, D vitamini metabolizmasi ve retinoik asit metabolizmasinda gérevli CYP’ler
ve islevleri heniiz aydinlatilamamig olanlar olmak iizere 5 grupta incelenebilirler.
Biyotransformasyon reaksiyonlarinda katalizor rolii oynayan CYP450 enzimleri 1, 2 ve 3
gen ailesinin lyeleridir. Bir bilesigin biyotransformasyonunda iki ya da daha ¢ok CYP450
enzimi rol alabilir. Ornegin; parasetamoliin reaktif metaboliti olan NAPQI’a
biyoaktivasyonu CYP1A2, CYP2E1 ve CYP3A4 enzimleri  tarafindan
katalizlenebilmektedir. Ayrica bir enzim ayni ilacin iki ya da daha fazla metabolik yolaginda
gorev alabilir. Kinidin biyotransformasyon yolagindaki CYP3A4 aracilikli 3-hidroksilasyon
ve N-oksijenizasyon reaksiyonu, metoksifenaminin CYP2D6 ile O-demetilasyonu ve 5-

hidroksilasyonu bu duruma 6rnek olarak verilebilir.

llaglarin biyotransformasyonunda &nemli rolleri olan CYP450 enzimleri asagida

aciklanmugtir.

CYP1A2. CYPI1A ailesi, 1A1 ve 1A2 olmak iizere iki enzimden olusmaktadir.
CYPI1AIl karacigerde az miktarda eksprese edilirken akciger, plesanta ve lenfositlerde
onemli miktarda bulunmaktadir. CYP1A2 ise ana olarak karacigerde bulunur. Bu enzimler
farkli kimyasal gruplarin bagli oldugu aromatik halkaya sahip molekiilleri biyotransforme
ederler. Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin metabolizmasinda goérev yapan CYP1A
enzimleri (363) ayn1 zamanda bu bilesikler tarafindan indiiklenebilir (364). CYP1A2
enziminin substratlar1 arasinda kafein ve melatonin gibi dogal bilesiklerin yan1 sira ¢esitli
ilaglar (parasetamol, flutamid, lidokain, olanzapin, takrin, teofilin, triamteren, zolmitran)
bulunmaktadir (365). Enzimin ekspresyonu ve aktivitesi bireyler arasi farkliliklar

gosterdiginden ilag klerensinde varyasyonlar goriilmektedir (366).

CYP2C5. Smirli sayida substratt tammlanmistir.  Diklofenakin  oksidasyon
reaksiyonunu Kkatalize eden enzimin potent inhibitorleri 4-metil-N-metil-N-(2-fenil-

2Hpirazol)-benzensiilfonamid gibi bazi siilfafenazol tiirevleridir (367, 368).

CYP2CS8. Esas olarak karacigerde bulunan, tim CYP450 enzimlerinin % 5-7’sini
olusturan ve birgok ilacin biyotransformasyonunda gorev alan bir enzim ailesidir (369).
CYP2CS8 enzimleri karaciger disinda beyin, over, kalp, endotel doku, bobrek, adrenal bezler,
meme ve gastrointestinal kanalda da eksprese edilir (370). Meme kanserinde enzimin
ekspresyon diizeyinin yiiksek olmasi 6nemli bir biyogostergedir (371). 15 alel tespit edilmis
ve bu genetik polimorfizmin ilag tedavisinde bireyler arasi farklilikta 6nemli oldugu
bildirilmistir. CYP2C8*2 ve CYP2C8*3 enzimleri diigiik katalitik aktivitede olup
CYP2C8*2 Afro-Amerikanlarda % 15, beyaz irkta % 1 oraninda, CYP2C8*3 polimorfizmi
ise beyazlarin % 20’sinde goriilmektedir (372). ilag-ilag etkilesimleri agisindan dikkat
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edilmesi gereken bir enzimdir. Serivastatin kullanan hastalarda gemfibrozil tarafindan

enzimin inhibe edilmesi sonucu 6liimciil rabdomiyoliz bildirilmistir (373, 374).

CYP2C8 enzimi, piyasadaki ilaglarin %20’sinden fazlasinin biyotransformasyonundan
sorumludur. (375). Ozellikle antineoplastik ila¢ paklitaksel (taksol) olmak iizere 60’dan fazla
antimalaryal, antidiyabetik, antiinflamatuvar ve antineoplastik ilact (amiodaron,
karbamazepin, serivastatin, diklofenak, ibuprofen, pioglitazon, rosiglitazon) metabolize eder.
CYP2J2’nin yani1 sira CYP2C8 enzimi de kardiyak doku i¢in 6nemlidir (376, 377).

CYP2C9. Enzimin substratlar1 varfarin, fenitoin, valproik asit, kandesartan,
glibanklamid, tolbutamin, ibuprofen ve diger NSAI ilaglar gibi zayif asidik grup iceren
kiiciik ve hidrofobik bilesiklerdir (378, 379). Enzim aymi zamanda kan basinci
regiilasyonunda gorev yapan arasidonik asit gibi bazi endojen maddelerin metabolizmasinda
da rol alir (380). CYP2C9 enzimindeki polimorfizm; enzimin etkinligini ve metabolik
aktivitesini degistirebilmekte, advers ilag reaksiyonlariin ve toksisitenin olugsmasina neden
olabilmektedir (379). Varfarin, fenitoin gibi terapdtik penceresi dar olan ilaglarla tedavide bu

durum daha da 6nem kazandigindan tedavi sirasinda hastalarin izlenmesi gerekir (378).

CYP2C19. Benzodiazepin tiirevi diazepamin yani1 sira omeprazol gibi proton pompasi
inhibitorleri, propanolol gibi klinikte yaygin bir sekilde kullanilan birgok ilag, polimorfik
CYP2C19’un substratidir (381-385).

CYP2D6. Klinikte kullanilan ilaglarm % 20-25’inin biyotransformasyonunda rol
oynayan CYP2D6, temel olarak karaciger ve beyin dokularinda eksprese edilmektedir (386).
Enzim ayrica bobrek, akciger, meme ve plesanta dokularinda bulunur (387). CYP2D6,
kardiyovaskiiler =~ ve santral sinir sistemi ilaglar1 olan lipofilik  aminlerin
biyotransformasyonunda  6nemlidir. Enzimin substratlar1 arasinda antiaritmikler,

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

Enzimin ekspresyonunu ve fonksiyonunu etkileyen genetik varyasyonlar nedeniyle
popiilasyonda bireyler arast CYP2D6 polimorfizmine sik rastlanmaktadir. CYP2D6
polimorfik enzimi i¢in 112 alelik varyant tanimlanmig ve bireyler zayif, orta, giiclii ve ¢ok
giiclii metabolize ediciler olmak tizere 4 fenotipik gruba siniflandirilmistir (390). CYP2D6
aracilikli zayif metabolize ediciler Beyaz irkta % 5-7, Afrikalilar ve Afrikan-Amerikalilarda
% 2-4, Asyalilarda ise % 1-2 oraninda goriilmektedir. Gen dublikasyonu nedeniyle ¢ok gii¢lii
CYP2D6 metabolizasyonu ise Etipyolalilarda % 29, Beyaz irkta % 5-10, Afrikalilar,
Afrikan-Amerikalilarda ve Asyalilarda % 2, Tiirklerde ise (Beyaz 1rk) % 5-10 oranindadir.
CYP2D6 polimorfizmi nedeniyle substrati olan ilaglarin farmakokinetigindeki degisiklikler

farmakodinamik yantin farklilasmasina yol a¢gmaktadir. CYP2D6 seviyelerinin hamilelik
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doneminde artmasi veya bobrek hasarinda azalmasmma ragmen enzim indiiklenebilen

enzimler arasinda siniflandirilmamaktadir (391).

CYP2EL. En ¢ok karacigerde olmak iizere bobrek, pankreas, beyin, akciger, intestin,
nazal epitel, kemik iligi ve lenfosit gibi bircok ekstrahepatik dokuda da eksprese
edilmektedir. CYP450 tiirevi bir enzim oldugu bilinmeyen yillarda mikrozomal etanol okside
edici sistem olarak tanimlanan (392) CYP2E1’in parasetamol, birgok ugucu halojenli alkan
(kloroform, karbontetrakloriir, vinil kloriir vb.), halojenli anestezikler (halotan, enfluran vb.),
kiiciik aromatik bilesikler (benzen, toluen, piridin, pirazol vb.), alkanlar (etan, hekzan),
alkoller (etanol, pentanol), kolon karsinojeni azoksimetan ve birgok mutajenik/karsinojenik
nitrézamin olusturan bilesigin biyotansformasyonunda rolii oldugu bilinmektedir (393).
CYP2EL1 aktivitesindeki bireyler arasi varyasyonlar diger CYP450 enzimlerine gore daha
azdir. CYP2EI1 geninde bir¢ok polimorfizm saptanmis ancak bunlarin enzimin ekspresyonu
ya da fonksiyonu iizerinde etkili olmadig1 gosterilmistir (393). Insan ve bircok memeli
tiirlinde CYP2E1 etanol, isoniazid, pirazol, aseton ve substrati olan diger kiiclik molekiiller
tarafindan 5-15 kat arasinda indiiklenebilmektedir. Diger birgok CYP450 enzim
indiiksiyonunun aksine 2E1 indiiksiyonu, transkripsiyon diizeyinde degil, translasyon ya da

protein stabilizasyonu diizeyindedir (394).

CYP2E!l tarafindan katalizlenen bircok reaksiyon sonucu ksenobiyotikler reaktif
metabolitlerine doniigiirler. Knockout farelerle yapilan ¢alismalar, CYP2EI enziminin in
vivo ilag biyoaktivasyonundaki 6nemini ortaya koymaktadir. CYP2EL ekspresyonu olmayan
fareler etil karbamatin karsinojenik etkisine, benzenin miyelotoksisitesine, parasetamol

aracilikli hepatotoksisiteye karsi direnglidir (394).

Hiicrelerde ROT {iretiminin  kaynaklarindan birisi de P450 oksidasyon
reaksiyonlaridir. CYP2EI1, iskemi/reperfiizyon hasar1 veya ksenobiyotik metabolizmasi
sirasinda ROT iiretiminde artisa neden olmaktadir. Bu durum katlanmamis ya da yanlig
katlanmis proteinlerin birikmesiyle sonuglanan ER stresine de neden olmaktadir (395, 396).
ER stresindeki artis kaspaz yolagmin aktive olmasi ve apoptotik siirecin baglamasiyla

sonug¢lanmaktadir.

CYP3A4. Hem endojen maddelerin (steroid hormonlar, vitamin D vb.) hem de
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda énemli rol oynayan CYP3A4, en fazla oranda karaciger
ve intestinal dokuda eksprese edilmekte ve hepatik P450 iceriginin % 40’11 olusturmaktadir
(397). Siklosporin (369), makrolid grubu antibiyotikler, statinler (398), sedatifler (diazepam,
midazolam, tiazolam), antidepresanlar (amitriptilin, imipiramin vb), antiaritmikler
(amiodaron, Kkinidin, propafenon), antihistaminikler (terfenadin, asemizol, loratidin),

kalsiyum kanal blokdrleri (nifedipin, diltiazem), bircok antimikrobiyal ve proteaz
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inhibitorleri (399) gibi piyasadaki ilaglarin % 50’sinden fazlasinin biyotrasformasyonunda

gorev almaktadir (397).

Memelilerde CYP3A4 enziminin islevleri ve regiilasyonu biiyiikk oranda
aydinlatilmistir. Enzim aktivitesinde bireyler arasi genotipik ya da fenotipik diizeyde
farkliliklar bulunmaktadir. CYP3A4*20, CYP3A4*22 gen varyasyonlaria sahip bireylerde
aktivitenin normal popiilasyona gore % 40-80 oraninda daha az oldugu gosterilmistir. Klinik
acidan 6nemli olan birgok ilag-ilag, ilag-bitki ve ilag-besin etkilesmeleri, bireylerde CYP3A4
inhibisyonuna ya da indiiksiyonuna neden olmaktadir. Spesifik inhibitorii ketokonazol (400)
olan CYP3A4 ayrica eritromisin, amiodaron, kinidin, siklosporin, diltiazem, fluoksetin gibi
bir¢ok ilagla inhibe olurken rifampisin, rifabutin, fenobarbital, fenitoin, karbamazepin ve St.
John’s wort ile indiiklenmektedir (401). Intestinal CYP3A4, ilaglarn presistemik
eliminasyonunda Onemli bir enzimdir (402, 403). Greyfurt suyu iginde bulunan
furanokumarinler, intestinal dokudaki ve enterositlerdeki izoenzimi inhibe ederler (404).
Enzim  aktivitesindeki  degisiklikler, bu  enzimin  substrati  olan ilaglarin
biyotrasformasyonunda artig ya da azalisa neden olmaktadir. Bu durum ila¢ ya da metabolit

nedenli farmakolojik ya da toksikolojik yanitin degismesiyle sonu¢clanmaktadir.

2.5.1.2. Mitokondriyel CYP’ler

Sitokrom P450 enzimlerinin mitokondrideki varligi ilk kez 1964 yilinda adrenal
korteks hiicrelerinde (405), daha sonraki yillarda ise memelilerin steroidojenik organlarinda
gosterilmistir  (406). Mitokondriyel CYP450’ler i¢ membran zarina bagl olarak
bulunmaktadir. Mitokondriyel ve mikrozomal CYP450’ler arasindaki en Onemli fark
NADPH’dan elektron transferini saglayan proteinlerin farkli olmasidir. Mitokondriyel
CYP450’ler monooksijenizasyon reaksiyonlar1 igin elektronlarni NADPH’dan matrikste
¢ozlinir halde bulunan iki protein araciligiyla (adrenodoksin; ADR ve NADPH-
adrenodoksin rediiktaz) almaktadirlar (407, 410).

Mitokondriyel CYP450 sisteminin bakteriyel ¢oziinir P450 sistemiyle (¢oziiniir
P450’ler, ferredoksin, NADH-ferredoksin rediiktaz) benzer oldugu ileri stiriilmiistiir (411).
Ancak hayvan hiicrelerindeki mitokondriyel CYP450’lerin prokaryotik orjinli olmadigi
diistiniilmektedir. Birgok kanit, mikrozom tipi CYP450’nin 6karyotik hiicre biyolojik evrimi
sirasinda mitokondriye girdigini distindiirmektedir (410, 411). Adrenodoksin; ferredoksin
tipi bir demir-siilfiir proteinidir. [2Fe-2S] grubu olan molekiil, 1 elektron alicis1 ya da
vericisi olarak gorev yapmaktadir. Adrenodoksin rediiktaz ise FAD igeren flavoproteindir.

En Onemli gorevleri mitokondriyel CYP450’lere elektron saglamak olan ADR ve
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rediiktazinin bir diger fizyolojik rolii ise siiksinat dehidrojenaz, akonitaz gibi bir¢ok Fe-S

proteinin aktif grubunun olusumuna katki saglamasidir (412).

2.5.1.2.1. CYP’lerin Biyosentez Sonrasi Hiicre icinde Hedeflendirilmesi

Okaryotik hiicrelerde tiim P450ler niikleer DNA tarafindan kodlanmaktadir. insan
genomundaki 57 P450 geninden sadece 7 gen bolgesi mitokondriyel P450’leri
kodlamaktadir. Enzimlerin ER ya da mitokondriye yonlendirilmesi, sentezlenen peptidin N-
terminal kisminda bulunan hedeflendirici dizi yardimiyla olmaktadir (413). Proteinin N-
terminal ucunda “mitokondri-hedeflendirici sekans” iceren CYP450’ler mitokondriye, “ER-

hedefleyici dizi” igerenler ise ER membranlarina taginmaktadir (408, 414).

Mikrozomal CYP450’ler sitozolde sentezlenmenin ardindan SER membranina
baglanirlar (415). Mikrozomal CYP450’lerdeki ER-hedeflendirici dizilerinin iki ana
fonksiyonu bulunmaktadir; 1) yeni olusturulan P450 peptitlerinin ER’ye hedeflendirilmesi,
2) katlanan CYP450 proteinlerinin SER membranlarina baglanmasinin saglanmasidir (409,
416). Peptitlerin N-terminal kisminda bulunan ER-hedeflendirici dizileri uzun hidrofobik
aminoasit zincirinden olusmaktadir (417). Bu diziyi sirasiyla topolojiyi belirleyen bazik
aminoasitlerin olusturdugu sekans ve proteinlerin dogru katlanmasi i¢in gerekli olan prolince

zengin sekans izlemektedir (418, 419).

Mitokondriyel CYP450’ler N-terminal ucunda sinyal dizisi i¢eren Onciil peptitler
olarak sitozolde sentezlenerek mitokondriyi hedeflemektedir. N-terminal ucundaki
mitokondriyel hedeflendirici dizi; nétral ve hidrofobik aminoasitler arasinda arjinin ve lizin
gibi birkag pozitif yiiklii aminoasitten olusmaktadir. Onciil peptitlerdeki mitokondri
hedeflendirici sekans iki sekilde aktive olmaktadir; bu mekanizmalardan ilki, sitozolik
endoproteazlar ile enzimin ER-hedeflendirici dizisinin kesilmesi ve ikincisi olarak
mitokondriyel hedeflendirici dizilerin aktive olmasidir Bir diger mekanizma ise protein
fosforilasyonu (protein kinaz A veya C aracihigiyla) sonucu latent mitokondriyel
hedeflendirici dizilerin aktif hale gelmesidir (416, 420). CYP1ALl proteolitik reaksiyon
sonucu, CYP2B1 ve 2E1 ise fosforilasyon sonucu mitokondriye hedeflenmektedir (420,
421).

Hedeflendirici dizideki pozitif yiiklii aminoasitlerin mitokondriyel dis membrandaki
the import channel of the mitochondrial outer membrane (TOM40) ve diger dis membran
protein komplekslerinin negatif yiiklii kisimlariyla etkilesmesi sonucu enzimin mitokondriye

girisi saglanir. CYP enzimleri i¢ membrandaki kanal proteinleri araciligiyla matrikse

45



gecerler. Matrikse gelen Onciil protein genellikle mitokondriye spesifik metaloproteazlar

tarafindan yikilir, ana protein yapist olusur ve i¢ membrana baglanir (422).

CYP1Al enziminin mitokondri ve ER’ye hedeflendirilmesinde farkli N-terminal
dizileri ve aktivasyon mekanizmalar1 gorev almaktadir (421-424). ER’de bulunan CYP1Al,
N-terminal ucunda ER hedeflendirici sinyal igerirken, 33-48 aminoasitleri arasi i¢ sekans
proteini mitokondriye hedeflemek igin bilgi saglar. Fare ve sicanlarda yapilan ¢aligmalarda
eksprese edilen CyplA1l enzimlerinin % 25’ine ER hedeflendirici dizisinin eklenmedigi ve
bu enzimlerin mitokondriye hedeflendigi gosterilmistir. Mitokondriye hedeflendirilmesi i¢in
sitozolde enzimin 33-48. aminoasitler arasinda bulunan gizli mitokondriyel sekansimin 33.
aminoasitten serin endoproteazla aktive olmasi gereklidir, bu durum insan dahil tim
memelilerde aynidir (425). Siganlarda daha az miktarda +5/1A1 saptanirken, +33/1A1 (MT-
CYP1Al) ise en baskin 1A1 olarak gosterilmistir (421-424, 426). Proteinin mitokondriye
girmesi icin sitozolik saperonlar Hsp70 ve Hsp90, mitokondriyel dis membran TOM

reseptorleri ve kanal proteinleri gereklidir (427).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarla (PAH) ile indiiklenebilen CYP1 ailesinin bir
diger iiyesi olan CYPIB1 de N-terminal ucundaki gizli sekans ile mitokondriye
hedeflendirilir. CYPLAL enzimine benzer olarak enzimin pozitif yiikli 41-48 aminoasit

dizisi sitozolik serin proteazlarla etkilesir ve aktiflesir (428, 429).

Insan karaciger dokusunda yapilan bir galismada hem uzun zincirli hem de N-
terminalden kesilmis CYP2C8 (varyant 3) enzimleri saptanmigtir. RT-PCR ve modelleme
caligmalariyla iki enzimin hem baglama bolgelerinin hemen hemen ayni oldugu, kisa
enzimin (wild-type; WT) N-terminal ucundaki 102. aminoasitten kesildigi, bu izoformun
yiiksek oranda (WT’den 3 kat daha fazla) mitokondriyi hedefledigi ve enzimlerin substrat
seciciliginin farkli oldugu gosterilmistir (430).

CYP2D6 enziminin mitokondriye hedeflendirilmesinde gizli mitokondriyel sinyalin
Ser-148 konumundan protein kinaz A tarafindan fosforilasyonu rol oynamaktadir. N-terminal
kisminin 23-33 aminoasitleri arasi kimerik sinyal dizisi tasir ve bu dizinin pozitif yiikli 24,

25, 26, 28 ve 32. aminoasitleri mitokondriye hedeflendirme igin 6nemlidir (67, 431, 432).

CYP2B1 enziminin ER ve mitokondriye hedeflendirilmesinde cAMP-bagiml
fosforilasyon rol oynamaktadir. Ser-128 konumundan protein kinaz A aracili fosforilasyon

sonucu enzim mitokondriye girer (433).

CYP2E1 enzimi de N-terminal Ser-129 konumundan protein kinaz A aracili

fosforilasyon sonrasi kriptik dizinin (N-terminal 21-31) aktivasyonu sonucu mitokondriye
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girer. Fosforilasyon iki enzimin de Hsp70/Hsp90 saperonlara afinitesini ve TOM40
kompleksine baglanmasini artirir ve bdylece mitokondriye girislerini kolaylagtirir. CYP2EI
enzimin N-terminal kismindaki mutasyonlar sonucu enzimin hiicresel konumu degisir,
fizyolojik ve patofizyolojik degisiklikler olusur. CYP2E1 enzimindeki tek niikleozid
mutasyonlart (L32N, W30R, W23R, W23/30R) sonucu olusan mutant enzimler ER’yi
hedeflerler (410, 434, 435).

25.1.2.2. Endojen Metabolizma ve Ksenobiyotik Metabolizmasinda
Mitokondriyel CYP’lerin Rolleri

Mitokondriyel CYP enzimleri memelilerde endojen steroid metabolizmasinda
gorevlidir. Adrenal korteks, gonad ve over mitokondrilerinden ii¢ farkli P450 (11A, 11B1 ve
11B2) izoziminin saflagtirilmasi sonucu bu enzimlerin adrenal ve seks hormonlarinin
sentezindeki rolleri gosterilmistir. Memeli steroidojenik organlarinda steroid hormon
sentezinde hiz kisitlayici basmakta mitokondriyel CYP11A rol almaktadir (436, 437).
Andersson ve ark.’nin 1989 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, karacigerde kolestrolden safra
asitlerinin sentezinde CYP27A izoenziminin rol oynadigi (438) bildirilmis, ilerleyen yillarda

ise bu izoenzimin mitokondrilerde oldugu gosterilmistir (439, 440).

Vitamin D, D2 ve D3’iin aktif formlara metabolik doniisiimii iki mitokondriyel enzim
(CYP27A ve 27B) tarafindan gerceklestirilmektedir. CYP27A, D vitamininin karacigerde
25-hidroksilasyonunu, ~CYP27B ise  bobrekte  25-hidroksivitamin D3’in  la-
hidroksilasyonunu (D vitaminin aktivasyonu) katalizlemektedir (441, 442). 25-
hidroksivitamin D3’iin 1a,25-dihidroksivitamin D3’e doniisiimii, bobrek mitokondrilerinde

CYP24A tarafindan gergeklestirilmektedir (443).

Tablo 2’de mitokondriyel CYP450 enzimleri ve endojen metabolizmadaki bilinen rolleri

Ozetlenmistir.
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Tablo 2. Mitokondriyel P450 enzimlerinin endojen metabolizmadaki rolleri ve bulunduklar1 dokular

P450 Endojen gorev Doku
Adrenal korteks,
11A Kolesterolden pregnenol olusumu gonadlar
(436,437)
o . . . Adrenal korteks
11B1 11-deoksikortizoliin kortizole 11-f hidroksilasyonu (436,437)
. . . Adrenal korteks
11B2 11-deoksi-kortikosterondan aldosteron sentezi (436,437)
. e - . . Bobrek
24A 25-hidroksivitamin D3’iin 24-hidroksilasyonu (443)
27A Vitamin D3’{in 25-hidroksilasyonu Karaciger, bobrek
Kolesteroliin 27-hidroksilasyonu (441,442)
. o e . . Bobrek
27B 25-hidroksivitamin D3’iin 21a-hidroksilasyonu (441,442)

Mitokondriyel CYP450’lerin endojen steroid ve D vitamini metabolizmasindaki rolleri
kanitlanmasina ragmen ksenobiyotik biyotransformasyonundaki rolleri tartigmalidir.
1980’lerin basinda izole karaciger ve bobrek mitokondrilerinin metabolizasyon kapasitesi

olabilecegi bildirilmis olmasina karsin veriler ¢ok ikna edici degildir (68, 69).

Bazi CYP450 enzimleri, mikrozom ve mitokondriyi ayri ayri hedeflerler. CYP1A1,
2A, 2BI1, 2C, 2E1, 3A, 2D6 gibi ila¢ biyotransformasyonunda goérevli izozimlerin
mitokondrilerde de bulundugu gesitli calismalarda bildirilmistir (423, 444-449).

Sican karaciger, beyin, akciger dokularmin mitokondrilerinde CyplAl varligi
immunoblotlama yontemiyle ve enzimin metabolik agidan kapasitesi ise N-demetilasyon

reaksiyonu ile gosterilmistir (410, 416, 421, 435).

COS-7 hiicrelerinin kullanildigi bir ¢alismada 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 6lgiimleri ile gosterilmistir (420).

Bir baska g¢alismada sican karaciger mitokondrilerinde yine EROD ve BROD
aktivitelerinin varhigr bildirilmistir. Ayrica sicanlarin bir kismina fenobarbital ve p-
naftoflavon uygulanmis ve mitokondriyel CYP’lerin de mikrozomal esdegerleri gibi

indiiklenebilir olduklari kanitlanmustir (408).

Farelerle yapilan bir g¢alismada mitokondriyel CyplAl’in eritromisin, morfin,

lidokainin yam sira bazi1 kardiyak ve antipsikotik ilaglarin (diazepam, imipiramin,
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amitriptilin) N-demetilasyonunu katalize ettigi gosterilmis ancak ayni reaksiyonlar
mikrozomal CyplAl ve elektron saglayici olarak NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
tarafindan katalize edilmemistir. Bu substratlar mikrozomal CYP2D6 ve CYP3A2’nin ana
substratlar1 oldugundan dolay1r mitokondriyel CYP1ALl’in mikrozomal forma gore farkl
fizyolojik ve metabolik rolleri oldugu sonucuna varilmigtir (408, 416, 450, 451). Bu 6rnekte
de goriildiigii gibi mitokondriye hedeflenen CYP enzimleri ile mikrozomal esdegerlerinin
substratlar1 farkli olabilmektedir. Mikrozomal CYP1A1l substratlari olan benzo-o-piren
(B[a]P) ve 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksinin (TCDD) ise mitokondriyel CYP1Al
tarafindan ¢ok fazla metabolize edilmedigi bilinmektedir. Mikrozomal eksprese eden
transgenik fareler B[a]P toksisitesine daha duyarli iken, mitokondriyel CYP1Al
ekspresyonunun oldugu farelerde toksisite daha az gbzlenmistir (428, 429, 452-454).

Mitokondriyel CYP1B1 enzimleri, PAH ile indiiklenen akciger toksisitesinde
onemlidir. Farelerle yapilan bir ¢aligmada wild-type (WT) ve transgenik (CYP1B1 geni
susturulmus) fareler kullanilmig, 6zellikle sigara dumaninda bulunan g¢evresel karsinojen
B[a]P uygulamasi yapilmistir. Akcigerde mitokondriyel toksisite gostergesi olarak oksijen
tiketimi ve mitokondriyel ROT diizeyleri Ol¢lilmiistiir (428). WT farelerde ciddi
mitokondriyel toksisite olusurken, transgenik hayvanlarda hasarin ¢ok az oldugu
gosterilmistir. Ayn1 calismada mitokondriyel Cyp1B1 hedeflendirilmesi baskin ve ER
hedeflendirilmesi baskin olmak {izere iki ayr1 hiicre hatt1 kullanilmistir. B[a]P ve TCDD
uygulanmasi sonucu birinci grup hiicrelerde mtDNA miktarinin ¢ok daha fazla miktarda

azaldigi tespit edilmistir (428).

HepG2 hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada mitokondride kisa peptid zincirli CYP2C8
enziminin WT enzime gore ¢ok daha fazla miktarda oldugu ancak, az miktarda da olsa
mitokondrilerde WT enzimin de bulundugu gosterilmistir. Hiicrelerden mikrozomal ve
mitokondriyel fraksiyonlar elde edilmis ve metabolit olusumlari sivi kromatografisi-kiitle
spektrometresi (LC-MS) ile saptanmustir. Paklitaksel 6-hidroksilasyonunun hem mikrozomal
hem de mitokondriyel WT tarafindan katalize edildigi, mitokondrilerde daha baskin olarak
bulunan kisa zincirli enzim tarafindan ise daha az katalize edildigi gosterilmistir.
Mitokondriyel formun arasidonik asit metabolizmasinda rol aldig1 bildirilmistir. Arasidonik
asit inkiibasyonu sonucu varyant 3 enzimini daha ¢ok eksprese eden HepG2 hiicrelerinde
ROT firetiminin ve mitokondriyel solunum hasarinin daha fazla oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle mitokondriyel CYP2C8’in ilag toksisitesinde onemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(430).

Sangar ve ark. 2009 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada, mikrozomal CYP2D6 enzimin

spesifik substrati olan 7-metoksi-4-(aminometil)kumarin  (MAMC) kullanarak insan
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karaciger mitokondrilerinde CYP2D6 enziminin i¢ membranda bulundugunu ve metabolik
aktivitesinin de oldugunu gostermislerdi. MAMC’in insan karaciger mitokondriyel
CYP2D6 ile 7-hidroksi-4-aminometilkumarine (HAMC) O-demetilasyonu spektroflorimetrik
olarak 6lglilmiistiir. Ayrica, yine ayni ¢alismada WT CYP2D6 hiicre hattindan izole edilen
mitokondrilerde CYP2D6 enzimi tarafindan katalize edilen bufuralolun 1-hidroksibufuralole
oksidasyon reaksiyonu LC-MS yontemiyle gosterilmistir (67).

COS-7 fibroblast hiicreleriyle yapilan bir calismada hiicrelerden mitokondri ve
mikrozomal fraksiyonlar elde edilerek bufuralol ve MPTP inkiibasyonlar1 gerc¢eklestirilmis
ve metabolitler LC-MS ile saptanmistir. Mitokondriyel CYP2D6’nin bufuralol
biyotransformasyonunda ve MPTP nin Kompleks | aktivitesini inhibe eden MPP" piridin

iyonuna oksidasyonunu katalize ettigi gosterilmistir (455).

CYP2E1’in % 40’min protein kinaz A tarafindan fosforilasyonu sonucu mitokondrinin
i¢c membranina yerlestigi, mitokondriyel izoenzimlerin de katalitik olarak aktif oldugu ve
endojen metabolizma sirasinda oksidatif streste artisa neden olduklar: bildirilmistir (456).
Mitokondriyel CYP2El’in mikrozomal izoenzime gore oksidatif stres olusturma
potansiyelinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Yiiksek dozdaki etanoliin mitokondriyel
CYP2E1 aracilikli metabolizmasi, COS-7 ve HepG2 hiicre hatlar1 kullanilarak aragtirilmisg,
bu calismada WT ile mutant hiicrelerdeki mitokondriyel etanol toksisitesi incelenmistir.
W23/30R mutasyonu nedeniyle CYP2E1 daha ¢ok mitokondriye, daha az mikrozoma
hedeflenir. Bu hiicrelerin etanol toksisitesine daha duyarli oldugu bulunmustur. Bu
hiicrelerde ROT iiretiminin arttig1, olusan oksidatif stres nedeniyle Sitokrom c oksidaz
enziminin islevselligini yitirdigi, OCR’nin azaldig1 ve sitotoksisite olustugu gosterilmistir.
CYP2E1 enziminin daha ¢ok mikrozomu hedefledigi L32N igeren hiicrelerde ise etanol
toksisitesine kars1 duyarliligin daha az oldugu gosterilmistir (434, 457, 458).

2.6. Cahsilan ilaclar
2.6.1. Klozapin

Klozapin, atipik antisizofrenik bir ilagtir. Klinik kullanimda hastalarin %2’sinde
nétropeni ve agraniilositoz gibi oldukga ciddi toksik etkilere neden olmasina karsin birtakim
klinik tistlinliikleri bulunmaktadir (459); diger sizofreni ilaglarina yanit vermeyen olgularda
klozapin ile ¢ok iyi sonu¢ alinmaktadir, ayrica klozapin sizofreni hastalarinda gozlenen

intihar egilimini 6nemli derecede azaltmaktadir (460-462).
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Klozapinin terapétik plazma konsantrasyonu 0.3 - 0.8 pg/mL (0.9 - 2.5 uM), toksik
plazma konsantrasyonu ise 0.9 ug/mL (2.7 uM)’dir (463). Organizmada klozapinin sadece
%0.12’si  degismeden atilir (464), yani yiiksek oranda metabolize olur. Ana
biyotransformasyon yolaklar1 sirastyla CYP450 aracilikli 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
olusmaktadir (468-474). Bu stabil metabolitlerin olusumu CYP1A2 ve CYP3A4 enzimleri
tarafindan katalize edilir. Yapilan in vivo bir ¢alismada klozapinin NorKLZ ve KLZ-N-
oksit’e doniisiimiinde en 6nemli payin CYPIA2 enzimine ait oldugu bildirilmistir (475).
Ayrica polimorfik enzim CYP2D6 ve 2C19’un da stabil metabolit olusumuna katildig
diistiniilmesine ragmen (474, 476) daha sonraki yillarda yapilan bir ¢alismada bu enzimlerin
diizeyleri ile metabolit olusumu arasinda bir iligski saptanamamustir (477). Klozapinin reaktif
metabolitleri Klozapin nitrenyum ve iminyum iyonlarinin ilagla gozlenen advers
reaksiyonlarin nedeni oldugu dusiiniilmektedir. CYP enzimleri aracilikli klozapin
biyoaktivasyonu sonucunda elektrofilik nitrenyum ve iminyum iyonlar1 olusmaktadir (478-
482). Klozapinin, NorKLZ’in ve KLZ-N-oksit’in piperazin halkalarmin dehidrojenasyonu
sonucunda olusan iminyum iyonunun in Vvitro mikrozomal inkiibasyon ortaminda sert
niikleofilik madde siyaniir ile, reaktif nitrenyum iyonunun ise yumusak niikleofilik madde
GSH ile konjugati olusturularak kimyasal yapilar1 tanimlanmistir (482-484). Piperazin
halkasindan azot-metilen zincirinin farkli bolgelerinin dehidrojenasyonu sonucunda iki farkl
iminyum iyonu olusabilmektedir. Klozapin biyoaktivasyonunda hangi CYP450 enzimlerinin
daha etkili oldugunun arastirildig1 bir in vitro calismada ilag, rekombinant insan karaciger
enzimleri ile inkiibe edilmis ve CYP3A4 ile CYP2D6’nin nitrenyum iyonu olusumunda en
yiiksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Enzimlerin spesifik inhibitdrlerinin inkiibasyon
ortamlarina eklenmesiyle en 6nemli roliin CYP3A4 enziminde oldugu, ¢alisilan 100 farkli
insan karaciger mikrozomlarinda bu enzim aktivitesinin yiiksek bir varyasyona sahip oldugu

gozlenmistir (485).

Klozapinin reaktif metabolitlerinin detoksifikasyonunda GST enzimlerinin rollerinin
arastirtldig1 bir calisgmada dort rekombinant GST enzimi varliginda (hGST A1-1, hGST M1-
1, hGST P1-1, and hGST T1-1) klozapin, mutant BM3 P450 102A1M11H enzimi ve sican
karaciger mikrozomlartyla inkiibe edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda GST enzimleri
yoklugunda klozapinin nitrenyum iyonunun GSH ile konjugasyonundan kaynaklanan ii¢ ayri
GSH konjugat1 tespit edilmistir. hGST P1-1, hGST M1-1 ve hGST Al-1 varliginda tim
GSH konjugasyonu artarken, en yiiksek konjugat miktarinin hGST P1-1 varliginda olustugu
gosterilmistir. Polimorfik hGST T1-1 enziminin ise konjugasyonda rolii bulunmamaktadir.

Bu ¢alismadaki 6nemli bir gézlem GST enzimlerinin varliginda reaktif metabolitin GSH ile
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farkli regioselektif konjugatlar olusturmasidir. Daha &nce in vivo olarak gosterilen iki yeni
GSH konjugati inkiibasyon ortamlarinda olusturulmus, bu konjugasyon reaksiyonlarinin en

cok hGST P1-1 tarafindan katalize edildigi gosterilmistir (481).

Klozapin kullanan hastalarda metabolik bozukluklar, hepatotoksisite ve hayati dneme
sahip agroniilositoz, ndtropeni ve kardiyotoksisite gibi advers etkiler goriilebilmektedir
(486). Klozapin kullanimi sirasinda olusan agraniilositoz nedeniyle hastalarin kan tablosu
rutin olarak kontrol edilir, gerektigi durumlarda tedaviye ara verilerek baska bir ilaca geg¢ilir
ve kan tablosunun diizelmesi beklenir. Bu yan etkinin altinda yatan mekanizmanin
klozapinden faz I biyotransformasyonu sonucu olusan elektrofilik nitrenyum iyonunun
notrofillerde hiicre Oliimiine yol agmast oldugu distinilmektedir (487). “Klozapini
nitrenyum iyonuna okside eden miyeloperoksidaz enziminin kemik iliginde fazla miktarda
bulunmasi1” kemik iliginin hedef olmasini agiklanmaktadir. Diger ileri siiriilen mekanizmalar
ise hipersensitivite ve genetik yatkinliktir (488). Bu hipotezlerin higbiri yeterince ikna edici

bigimde deneysel verilerle desteklenememistir.

Klozapin tedavisi sirasinda hastalarin % 37’sinde hafif hepatotoksisite olusurken bu
hastalarin sadece % 0.06’sinda karaciger hasar1 ilerlemektedir (489). Hepatotoksisitenin
altinda yatan mekanizmanin bir 6nceki paragrafta vurgulandigi gibi CYP enzimleri aracilikli
reaktif metabolit olusumu oldugu distiniilmektedir (468, 478, 487, 490). Toksisite
olusturmada temel olarak reaktif nitrenyum iyonu rol oynasa da (478) iminyum iyonunun da
pay1 olabilecegi gozardi edilmemelidir (482-484). Insan karaciger dokusunda klozapin
mikrozomal biyoaktivasyonundan sorumlu temel enzim olan CYP3A4 (485) yaninda
CYP2D6 ve CYP2C18’in ise ¢ok daha az olmakla beraber katki saglayabilecekleri ileri
striilmistiir (468).

Klozapinin yine az karsilasilan ancak yiiksek oranda oliimle sonuglanan bir baska
toksik etkisi ise kardiyomiyopati ve miyokardit seklinde ortaya ¢ikan kalp toksisitesidir.
Klozapin tedavisi uygulanan hastalarin % 1-3’tinde miyokardit (491, 492) ve % 0.02-
0.1’inde kardiyomiyopati (493) olusmaktadir. FDA verilerine gore 1989-1999 yillari
arasindaki 10 yil siirecinde klozapin kullanimina bagli 28 miyokardit (18 6lim) ve 41
kardiyomiyopati (10 6liim) vakas1 kaydedilmistir (494). Miyokardit ve kardiyomiyopati riski
klozapin kullananlarda genel toplama kiyasla sirasiyla 2000 ve 5 kat daha fazladir (495).
Oliimciil de olabilen kardiyotoksisik etkinin mekanizmasi tam olarak anlasilamanustir.
Klozapin tedavisi noradrenalin, adrenalin gibi katekolaminlerin plazma diizeylerini
artirmaktadir (496). Asirt miktarda katekolamin salinimi sonrasi olusan miyokardiyal iskemi

ROT diizeylerinin artisina neden olur. indiiklenen oksidatif stresin DNA hasarma ve hiicre
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canliliginin kaybina neden olabilecegi ileri siiriilmiistir (497), ancak deneysel verilerle

desteklenmemistir.

Mekanizmay1 aydinlatmaya yonelik yapilan bir ¢aligmada sigcan kalbinden elde edilen
mikrozomal fraksiyon, klozapin ile in vitro kosullarda inkiibe edilmis ve reaktif nitrenyum
iyonu olugumu gosterilmistir (498). Ancak bu veri dolayli bir parametre Sl¢limii ile elde
edilmistir ve klozapine bagli bu etkinin neden hastalarin kiiglik bir kisminda (% 1.2) ve
neden kalpte ortaya ¢iktig1 agiklanamamustir. Klozapin biyoaktivasyonundaki bireyler arasi
farkliligin nedenlerinin ilag biyoaktivasyonunda gorevli olan CYP3A4 ve diger CYP’ler ile
detoksifiye edici GST enzimlerinin genetik polimorfizmi, ksenobiyotik aracilikli enzim

indiiksiyonii ya da inhibisyonu olabilecegi bildirilmistir (485).

Klozapin tedavisi sirasinda hastalarda hiperglisemi, dislipidemi, metabolik sendrom,
obezite ve diyabet gibi metabolik bozukluklar gézlenmektedir. Klozapinin neden oldugu
metabolik advers etkileri agiklayan gesitli mekanizmalar onerilmistir; klozapin ya da reaktif
metabolitlerinin yag asidi metabolizmasim1 ve oksidatif fosforilasyonu bozarak
mitokondriyel hasara neden olmalari, piruvat kinaz, malat dehidrogenaz gibi mitokondriyel
proteinlerin oksidasyonuna yol agarak enerji metabolizmasin1 bozmalar1 bu hipotezlerden
bazilaridir. Sican ve fare beyin dokularinda yapilan calismalarda klozapinin enerji
metabolizmasini, siksinat dehidrogenaz ve sitokrom C oksidaz gibi ETC proteinlerinin
ekspresyonunu degistirerek mitokondriyel islevleri bozdugu bildirilmistir (499-503).
Diyabet, insiilin direnci gibi metabolik bozukluklari olan hastalarda mitokondriyel fonksiyon
bozukluklar1 saptanmistir. Bu hastalarda oksidatif fosforilasyonun bozuldugu, mitokondri
morfoloji ve sayisinin degistigi, kas hiicrelerinde mitokondriyel dinamigin bozuldugu ve
oksidatif stresin indiiklendigi gosterilmistir (504-506). Adiposit, miyoblast, hepatosit ve
monosit hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan bir calismada hiicreler 25, 50 ya da 75 pM
Klozapin ile 24 saat inkiibasyonun ardindan analiz edilmis, mitokondri morfolojilerinin
degistigi, fizyonun ve mitokondriyel matriks hacimlerinin arttig1 gézlenmistir. Mitokondriyel
membran potansiyeli degismis, 75 pM dozda membran potansiyelinde istatistiksel olarak
onemli derecede azalma kaydedilmistir. Ayrica ATP iiretiminin etkilendigi, 75 pM doz
diizeyinde % 60-80 arasinda ATP igeriginin azaldigr bulunmustur (507). Bu nedenlerle

klozapinin insiiline duyarli hiicrelerde mitokondriyel islev bozukluklarina yol agarak

metabolik sendroma neden oldugu diisiiniilmektedir.

Metabolik bozukluklar disinda klozapinin diger advers etkilerinin olusumunda da
mitokondriyel toksisitenin 6nemli bir mekanizma olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
klozapin ve/veya metabolitlerinin mitokondriye etkisinin arastirildigi ¢alismalar asagida

Ozetlenmistir;
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Maurer ve Moller tarafindan 1997 yilinda yapilan bir ¢alismada klozapinin insan
beyin dokusundan izole edilen mitokondrilerde Kompleks | aktivitesini 0.5 mM
konsantrasyonda inhibe etmeye basladigi ve 10 mM dozda ise inhibisyonun % 70 oldugu
gosterilmistir (187). 2003 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada klozapinin 200 uM dozda C6
astroglial (astosit benzeri) hiicre hattinda Kompleks 1'i % 25 oraninda inhibe ettigi ve oksijen
tilketiminde de % 18 oraninda azalmaya neden oldugu bulunmustur (508). Ayrica, 28 hafta
boyunca klozapin kullanan 21 hastanin mononiikleer kan hiicrelerinde klozapin kullanimi ile

Kompleks | inhibisyonu arasinda iliski oldugu gozlenmistir (503).

2012 yilinda Nadanaciva ve ark., klozapinin oksijen tiiketimine etkisini HepG2 hiicre
hattinda arastirmuslardir. 300 uM’a kadar test edilen klozapin, Kompleks | inhibisyonu

yapmis ancak oksijen tiiketiminde degisiklige neden olmamustir (509).

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada 25 mg/kg dozda klozapin 28 giin boyunca i.p. yolla
uygulanmig ve siirenin sonunda siganlarin beyin dokularinda gesitli enzimlerin aktiviteleri
Ol¢iilmistiir. Striatum bolgesinde mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz enzim aktivitesinde

onemli derecede inhibisyon gozlenmistir (502).

Bir baska calismada si¢anlara 38 giin boyunca 45 mg/kg/giin dozda i.p klozapin
uygulanmas1 sonucu serebral korteks ve serebellumda alti mitokondriyel oksidatif
fosforilasyon protein (ADH dehidrojenaz alfa 1-alt inite 10, NADH dehidrojenaz
flavoprotein 2, NADH dehidrojenaz Fe-S protein 3, F1-ATPaz beta alt iinitesi, ATPaz-H"
transport proteini; beta 56/58 kDa-izoform 2, ATPaz-H" transport proteini V1 alt {inite A)

diizeyinin Western blot analizi sonucunda azaldig1 gosterilmistir (501).

2.6.2. Parasetamol

Parasetamol terapdtik dozlarda kullamildiginda oldukga giivenli bir analjezik ve
antipiretik ilactir. Ancak terapotik dozlarin {izerinde alinmasi durumunda c¢ogunlukla
oliimciil olan hepatoselliiler nekroz ve akut karaciger hasarina yol agmaktadir (510, 511).
Parasetamol intoksikasyonu giiniimiizda akut karaciger hasarmin en sik nedenidir. Kronik
alkol kullanimi ve polifarmasi genellikle CYP enzimlerinin aktivitesinin artmasina, asiri
alkol kullanimma bagli malniitrisyon ise karacigerdeki tiyol seviyesinin diismesine neden
oldugu i¢in alkoliklerde ya da c¢oklu ilag kullanan bireylerde terapotik dozlarda bile (3-4
g/giin) parasetamol hepatoksisitesi goriilebilmektedir (512). Parasetamoliin terapétik plazma
konsantrasyonu 2.5 - 25 ug/mL (17- 170 uM), toksik plazma konsantrasyonu ise 75 pg/mL
(510 uM)’dir (463). Parasetamoliin neden oldugu hepatotoksisitede 6nemli derecede bireyler

arast farkliliklar s6z konusudur. Parasetamol biyoaktivasyonunda rol oynayan
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enzimlerindeki (6zellikle CYP2E1, CYP3A4, CYP1A2) ve faz Il enzimlerdeki (UDP-
glukroniltransferaz, siilfotransferaz, glutatyon-S-transferaz) genetik polimorfizm ve
fenotipik farkliliklar bireyler arasi farkliliklar1 agiklamaktadir (513, 514).

Karaciger toksisitesinde en ¢ok etkilenen boliim, CYP igeriginin yani biyoaktivasyon
kapasitesinin fazlaligi nedeniyle sentrolobiiler bolgedir (Zon 3). Cok yiiksek dozlarda ise
Zon 1 ve Zon 2’de de nekroz goriilmektedir. Karaciger toksisite mekanizmasi,
parasetamoliin biyotransformasyonu ile iligkilidir. Terapotik dozlarda viicuda giren
parasetamol baslica glukronidasyon (%60) ve siilfatasyon (%35) sonucu, %1 oraninda ise
degismeden idrarla atilir. %4 oraninda ise ana olarak CYP2E1 ayrica CYP3A4, CYP1A2
enzimleri araciligi ile elektrofilik metaboliti olan NAPQI’a okside olur. NAPQI, GSH ile
konjuge olarak detoksifiye edilir. Ancak doz asimi durumunda hiicresel GSH ve siilfat
depolar tiikeneceginden dolay1 serbest kalan NAPQI, basta mitokondriyel proteinler olmak
tizere bir¢ok hiicresel proteine baglanarak toksisite yolagini baslatir (515, 516).

Yiiksek doz parasetamol maruziyetinde karaciger toksisitesinin yani sira hastalarin %
1-2’lik  kisminda bobrek toksisitesi de gozlenmektedir (517). Parasetamole bagh
nefrotoksisite mekanizmasinin hepatotoksisite mekanizmasindan farkli olabilecegi
diistiniilmektedir. Bunun nedenleri; bobrek toksisitesinin karaciger hasarindan bagimsiz
olarak da gelisebilmesi (518, 519), karacigeri ¢ikarilmis farelerde ya da in vitro bobrek
modellerinde de nefrotoksisite gozlenmesi (520, 521) ve parasetamole bagli karaciger
hasarinin antidotu olan N-asetilsisteinin bobrek toksisitesini engellememesi hatta artirmasidir
(522). Bobrekte karacigerden farkli olarak fazla miktarda bulunan prostaglandin
endoperoksit sentetaz (PTGS) enziminin NAPQI olusumunu katalize etmesinin yani sira N-
asetil-p-benzosemikinonimin serbest radikalinin oliusumuna da neden olmasinin parasetamol
aracilikli  bobrek toksisitesinde rolii oldugu disiintilmektedir (523). Fischer F344
sicanlarinda parasetamoliin ve NAPQI'in bobrekte deasetilasyon sonucu p-aminofenole
(PAP) dontstiigii gosterilmistir. PTGS enzimi nedeniyle parasetamoliin bu doniisiime daha
fazla ugradigi bulunmustur. Parasetamol tedavisi sonrasi insanlarin idrar 6rneklerinde PAP
ve metabolitlerinin saptanmasi, bu oksidasyon reaksiyonunun insanlarda da gerceklestigini
gostermektedir. 2005 yilinda Parasetamol-SG konjugatinin GI kanal ve bobrekte yikimi
sirasinda olusan Parasetamol-sistein konjugatinin renal toksisitede payi olabilecegi One
stiriilmiistiir. Sistein konjugatinin y-Glutamil dongiisiine girmesi sonucu GSH depolarinin

tiikkenecegi ve bu nedenle toksisite olusabilecegi diistiniilmektedir (524-526).

Son yillarda insanlarda parasetamol hepatotoksisitesinde mitokondriyel hasar ve
niikleer DNA fragmentasyonunun gerceklestigine dair bulgular elde edilmistir (527). Yiiksek

miktarda NAPQI olusumu sitozolik ve mitokondriyel GSH’1n azalmasina neden olur. Serbest
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kalan NAPQI basta siiksinat dehidrogenaz (Kompleks 1) olmak iizere yag asidi
oksidasyonunda da gorev alan diger baz1 mitokondriyel proteinlere baglanarak oksidatif stres
ve mitokondriyel solunum hasari olusturur (528). Oksidatif fosforilasyonun bozulmasi

sonucu ATP iiretimi azalir, mitokondri fonksiyonlart bozulur (529, 530).

Parasetamol toksisitesinde ROT iiretiminin 6nemli bir neden oldugu bilinse de
deneysel caligmalar siiperoksit anyonunun NO ile reaksiyona girerek olusturdugu
peroksinitrit anyonunun 6nemli pay1 oldugunu gostermistir (531). Parasetamol uygulanan
farelerde NO sentezinde artis oldugu ve nitrotirozin protein katim {iriinleri olusumunun
onemli derecede arttigi gozlenmistir (532). Kupffer hiicreleri, hepatositler ve endotel
hiicrelerinin karacigerde NO sentezine katkis1 vardir. Siiperoksit radikalinin ana kaynagi
mitokondride ETC’dir, bunun yam sira inflamasyon sirasinda aktive olan makrofajlar da
inflamasyon bdlgesindeki siiperoksit radikali {iretimine katkida bulunur. Yapilan bazi
caligmalarda Kupffer hiicrelerinin aktiviteleri kisitlandiginda parasetamol toksisitesinin
azaldig1 goriilmiis, bu nedenle Kupffer hiicrelerindeki NADPH oksidaz enzimin siiperoksitin
ana kaynag1 olabilecegi ileri stiriilmiistiir (533-535). Ancak 2003 yilinda yayimlanan basgka
bir ¢alismada NADPH oksidaz aktivitesi olmayan farelerde parasetamol uygulamasi sonucu
hepatik hiicrelerdeki nitrotirozin diizeylerinin yabanil farelerle ayni derecede oldugu
gosterilmistir (536). 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada parasetamol toksisitesinde ROT un

artmasinin MPTP indiiksiyonundan kaynaklandig ileri siiriilmistiir (227).

Parasetamol hepatotoksisitesinde iki ayr1 faz goriilmektedir. Ik faz olan metabolik
faz; parasetamol metabolizmas ile iliskili olup reaktif metabolit olusumu, GSH tiikenmesi
ve NAPQI’1n proteinlere kovalent baglanma siireglerini kapsamaktadir. ikinci faz ise MPTP
olusumu ve sonrasinda gelisen toksik siireglerin goriildiigii oksidatif stres fazidir (227).
Hiicre ig¢i ROT seviyesindeki artis nedeniyle Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK)
aracilikli olaylar dizisi aktiflesir, c-Jun N-terminal kinase (JNK) fosforilasyonu baslar.
Phospho-JNK dis membranin sitozole bakan yiiziindeki proteinlere baglanir ve mitokondri
icine girer. Mitokondriyel oksidatif stresi daha da artirir ve MPTP olusumu indiiklenir (537-
539). MPTP olusumuyla i¢ membran permiabilitesi artar ve sitokrom ¢ gibi proteinler
sitozole salinir. Sitokrom ¢ kaspaz yolaginin aktive olmasiyla hiicreyi apoptoza gotiiriir (540,

543).

Hiicresel ATP diizeyindeki diislise bagli olarak apoptoz yerine hiicre onkotik nekroza
da gidebilir. Ayrica, plazma membranindaki Ca*>-Mg*°ATPaz’m inhibisyonu ve
mitokondriyel Ca* salmimi nedeniyle hiicre icinde Ca** birikir. Artan Ca** seviyeleri birgok
enzimin aktivasyonuna neden olur, yapisal proteinlerde degredasyon baslar (544). Nekrotik

hiicrelerden salinan proteolitik enzimler bir¢ok komsu hiicrenin de zarar gérmesine neden
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olmaktadir (545). Parasetamol toksisitesinde es zamanli ilerleyen sitozolik ve mitokondriyel
olaylara niikleer DNA hasar1 da eslik etmektedir. Sitozolik Ca*? seviyelerindeki artis sonucu
Ca*? bagiml endoniikleazlar aktiflesir ve DNA fragmentasyonu baslar (546, 548). Tiim bu
hiicresel toksisite mekanizmalarint takiben nekroptozis sonucu hiicre oOliime gider
(programlanmis nekrozis) (549). Ayrica farelerde parasetamol uygulamasi sonucunda
karacigerde saptanan 20 arillenmis proteinin 8 tanesinin mitokondriyel protein olmasi (550,
551), parasetamol aracilikli hepatotoksisitede mitokondrilerin hedef olabilecegi hipotezini
giiclendirmektedir. Bobrek ile karaciger toksisite mekanizmasindaki NAPQI olusumu ve
proteinlere baglanma benzerdir. Kemiricilerin bobrek hiicrelerinde  parasetamoliin
mitokondriyel solunumu inhibe ettigine dair bulgular olmasina ragmen (552, 553) oksidatif
stresin, kinaz aktivasyonunun, MPTP olusumunun, mitokondriyel islev bozuklugununun
nefrotoksisitede 6nemli mekanizmalar olup olmadig1 ya da hangi oranda rol oynadig: heniiz

netlesmemistir (526).

2.6.3. Diklofenak

Diklofenak 6zellikle osteoartrit, romatoid artrit, akut kas agris1 ve ankilozan spondilit
tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilan antiinflamatuar bir ilagtir (554). Farmakolojik
etkisini siklooksijenaz (COX) enzimlerini inhibe ederek gosterir.

Diklofenak fenilasetik asit grubunun baglh oldugu diklorofenil halkasindan
olusmaktadir. Diklofenakin terapotik plazma konsantrasyonu 0.5 - 3 pg/mL (1.6 - 9.6 uM),
toksik plazma konsantrasyonu ise 60 pg/mL (192 pM)’dir (463). insanlarda temel olarak faz
I oksidasyon ve faz II glukronidasyon reaksiyonlari ile biyotransformasyona ugramaktadir
(555). CYP2C9 enzimi ile diklofenak hidroksilasyonu sonucunda majér metabolit 4-
hidroksidiklofenak (4-OHDik) olusmaktadir (556). Yiiksek dozlarda ise fenilasetil grubunun
CYP3AA4 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 {riinleri olusur.
Benzokinonimin ara triinleri elektrofilik yapidadir ve protein, protein dis1 siilthidril (-SH)
gruplarina kovalent baglanarak oksidatif stres olusturabilirler. Bu reaktif metabolitlerin tiimii
GSH ile konjuge edilir. 5-hidroksi-4-glutatyon-S-diklofenak, 4-hidroksi-3-glutatyon-S-
diklofenak ve 5-hidroksi-6-glutatyon-S-diklofenak tanimlanan diger metabolitlerdir (558,
559). Oksidasyon reaksiyonlar1 sonucu olusan diklofenak metabolitleri toksisiteden sorumlu
ana metabolitlerdir (55, 560).
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Diklofenakin glukronidasyon reaksiyonu sonucu belirli kosullarda olusan 1-
diklofenak-1-O-agil glukronid (DikGluA) kimyasal olarak reaktiftir, proteinlere kovalent
baglanarak onlarin iglevlerini bozabilir ya da immiin yaniti siddetlendirebilir (561, 562).
Birgok in vivo ¢alismada acil glukronidin hepatik proteinlere, albiimine, tiibiline, UDP-
glukroniltransferaz ve SOD gibi enzimlere baglandigi ve bu proteinlerin aktivitelerini

azalttig1 bildirilmistir (563).

Yan ve ark.’min 2016 yilinda yaptiklart ¢alismada insan karaciger mikrozomal
inkiibasyon ortaminda yeni bir metabolit bulunmustur. Diklofenakin C-3 pozisyonundan
oksidasyonu sonucu 3,4-oksit ve 2,3-oksit tiirevleri olusmaktadir. Bu metabolitlerin ileri
oksidasyonu ve GSH konjugasyonu sonucunda olusan yeni bir GSH kojugati tanimlanmistir
(564).

Aren oksit yapilart bircok toksik bilesigin toksisite mekanizmasinda rol almaktadir
(358). Bu nedenle diklofenak ilacina ait arenoksit yapilarmin tespiti toksisite

mekanizmalarinin aydinlatilmasina da katki saglayabilir (564).

Diklofenak kullanimi sirasinda en sik gozlenen advers etki gastrointestinal (GI)
komplikasyonlardir. Bu durumun nedeni COX enzim inhibisyonu sonucu GI mukozada
koruyucu etki yapan prostoglandinlerin azalmasidir. Bir diger advers etki olan
hepatotoksisite ise diklofenak kullanan 100.000 hastadan 1’inde goriilmekte iken, ilacin
kronik kullanim1 sonucu oran 6/100.000’¢ yiikselir (565).

Diklofenak tedavisi sirasinda gozlenen idiyosenkratik hepatik hasar serum aminaz
seviyelerinde artisa (566), hepatoselliiler ve kolestatik karaciger hasarina neden olmaktadir
(560, 567, 568). Hepatotoksisitenin altinda yatan mekanizma tam olarak aydinlatilamamis
olsa da reaktif metabolit aracilikli mitokondriyel hasarin ve immiinojenik katim {irlinii
olusumunun toksisitede Onemli rol oynadigi disiiniilmektedir (569). Diklofenakin
biyoaktivasyonu sonucu olusan reaktif metabolitlerin hiicresel proteinlere baglanarak sinyal
yolaklarinda ya da immiin yanitta degisiklikler olusturdugu bildirilmistir (560). Diklofenak-
aracilikli hepatotoksisitede ana roliin faz [ reaktif metaboliti 4-OHDik’e ait oldugu
bilinmesine ragmen faz II metabolitlerinin de toksisiteye onemli katkilar1 vardir. Diklofenak
acil glukronidleri hepatoselliiler proteinlere kovalent baglanarak katim iiriinii olustururlar ve
bu nedenle islevsel proteinlerin aktiviteleri bozulur (570). In vitro veriler yapilan in vivo
caligmalarla da desteklenmistir. Sicanlarla gergeklestirilen bir¢ok calismada DikGluA’in 110
kD agirligindaki kanalikiiler membran proteinleri ve plazma membran proteinleri
(dipeptidilpeptidaz 1V, Mg**-ATPaz, I6sin aminopeptidaz) ile katim iiriinleri olusturdugu, bu
proteinlerin aktivitelerinin azaldig1 gosterilmistir (571, 572). DIKGIUA ve GSH arasindaki

reaksiyon sonucu olusan ve mindr metabolit olarak tanimlanan DikSG’nin de tiyol
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gruplarina reaktivitesinin DikGluA’a gore daha fazla olmasindan dolay1 hepatotoksisitede

pay1 olabilecegi diisiintilmektedir (573, 574).

Diklofenak ve metabolitlerinin  ATP sentezini inhibe ederek mitokondriyel ve
dolayisiyla hiicresel hasara neden olmalarinin, hepatotoksisitenin ana nedeni oldugu
diistiniilmektedir. Syed ve ark., 2016 yilinda yayinladiklar1 bir caligmada diklofenak ve
metabolitlerinin (4'-OH-Dik, 5-OH-Dik, DikGluA, DikSG) ATP sentezi iizerindeki etkilerini
aragtirmiglardir. Bu ¢alismada mitokondriler ortamda GSH varken diklofenak ile inkiibe
edildiginde ATP sentezindeki inhibisyonun 6nemli derecede azaldigi goriilmistiir. 4'-OH-
Dik, DikGluA ve DikSG’nin ATP sentezini 2-5 kat oraninda azalttigi, 5'-OH-Dik’in ise
DIK’e gore inhibitor etkisinin daha az oldugu gosterilmistir (563).

ATP sentezinin inhibisyonunun ardinda farkli toksisite mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Bu mekanizmalardan ilki kenetsizleyici etkidir. Diklofenak diger zayif asidik ve lipofilik
maddelerde oldugu gibi protonoforetik etkiye sahiptir; protonlarin mitokondri membranlari
arasina girisini artirir. Mitokondriyel iki membran arasina giren diklofenak anyonu burada
protonlanarak matrikse gecer ve nispeten bazik matrikste tekrar anyonik forma doniisiip
membranlar arasi bosluga geri doner. Bu dongii sirasinda ATP sentezinin bagimli oldugu
proton gradiyenti bozulur, ETC’ye oksijen girisi artar ve kenetsizleyici etki yoluyla ATP
sentezi azalir (575). Diklofenak ayrica, ETC Kompleks 11l (Rip1P alt iinitesi) ve 1V (Cox9P
alt iinitesi) proteinlerinin inhibisyonuna neden olarak oksidatif fosforilasyonun bozulmasina
neden olmaktadir (576). Diklofenak ya da reaktif metabolitlerininin mitokondrilerde
hedefledigi {icilincii toksisite mekanizmast ise MPTP olusumunun indiiklenmesidir.
Mitokondriyel dis membran permeabilitesindeki artis sonucu Bax/Bak proteinleri aktiflesir
(577), MPT porlari olusur, i¢ membran potansiyeli azalir, proton gradiyenti bozulur, ATP
sentezi azalir ve apoptoz indiiklenebilir (253, 578). 1999 yilinda Pessayre ve ark. tarafindan
gergeklestirilen bir ¢alismada diklofenakin 2 uM gibi diisiik konsantrasyonda bile MPT por
olusmasina ve mitokondriyel membran hasarina neden oldugu gosterilmistir (579).
Diklofenakin ve metabolitlerinin oksidatif strese yol acarak mitokondriyel membranlarda
hasar olusturdugu ve bu durumun da MPT porlarinin olugsmasina neden oldugu diisiiniilse de
altta yatan mekanizma tam olarak aydimnlatilamamustir (253). Ozellikle kinonimin ve agil
glukronid reaktif metabolitlerinin oksidatif stres olusumunda payr bulunmaktadir. Siganlara
diklofenak uygulanmas: sonucu hepstositlerde oksidatif stresin arttigi, mitokondriyel
membranlarda yapisal ve islevsel kayiplarin oldugu, sitozole sitokrom € saliniminin arttigi

gosterilmistir (580).

Hepatotoksisiteye katki saglayan bir diger toksisite mekanizmasi ise diklofenak ya da

metabolitleri tarafindan mitokondriyel yag asidi oksidasyonunun inhibe edilmesidir. Bir
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calismada diklofenak uygulanan farelerin karaciger mitokondrilerinde uzun zincirli yag asidi
oksidasyonunun gii¢lii sekilde inhibe oldugu gosterilmistir. Yag asidi oksidasyonunun
bozulmasi sonucu lipid metabolizmasinda ve mitokondrilerin lipid membranlarinda
degisiklikler meydana gelir, membran permiabilitesi degisir. Kontrolsiiz Ca** gegisi sonucu
mitokondrilerin homeostazi bozulur, oksidatif stres meydana gelir ve devamindaki

mitokondriyel hasar hiicresel toksisiteye neden olur (581).

Diklofenak kullanimi sirasinda gozlenen hepatotoksisite idiyosinkratik tarzda bir
advers etkidir. Ilacin biyoaktivasyonunda gérev alan CYP2C9, UGT2B7 enzimlerinin
genetik acidan polimorfik olmalar1 ekspresyon ve/veya aktivitelerinde farkliliklara neden
olmaktadir. UGT2B7 enzim geninin iki alelik formu vardir; UGT2B7*2 aleli tasiyan
bireyler, UGT2B7*1 homozigot bireylere gore diklofenak hepatotoksisitesine daha
duyarhdirlar (582). Ayrica, MPT por olusumda yer alan CyD ve ANT proteinlerinin,
DikGluA metbolitinin karacigerden safraya ya da hiicre disina atilminda gorev alan
multidrug resistance associated proteins’in (Mrp) ekspresyonundaki farkliliklar da bireyler
arasi toksisite farkliliklarina neden olabilmektedir (564,583,584).

Yasamu tehdit eden kardiyovaskiiler toksisite diklofenak kullaniminda dikkat edilmesi
gereken bir advers etkidir (585). Diklofenak kullanan hastalarin % 40’indan fazlasinda
koroner arter problemleri goriilmektedir. Asir1 doz diklofenak kullanimi sonucu kalp
yetmezligine bagl oOliimler kaydedilmistir (586, 587). Diklofenakin neden oldugu
kardiyotoksisite mekanizmast tam olarak aydinlatiilmamis olsa da COX-2 enzim
inhibisyonunun toksisitenin nedeni oldugu disiiniilmektedir (588). Son yillarda farkli hiicre
hatlartyla yapilan c¢aligmalarda COX enzim inhibisyonundan bagimsiz toksisite
mekanizmalarinin da olabilecegi bildirilmistir (589). Diklofenakin kardiyomiyositlerde
oksidatif strese neden oldugu ve hiicrelerde oliime kadar giden toksisite yolaklarinin
olustugu  gosterilmistir.  Mitokondri  hasarinin  hepatotoksisitede  oldugu  gibi
kardiyotoksisitedeki rolii de son yillardaki arastirma konulari arasindadir. 2016 yilinda
yayinlanan bir ¢aligmada diklofenak maruziyeti sonucu kardiyomiyositlerde Kompleks 111’tin
giicli. bir sekilde inhibe oldugu, mitokondriyel membran potansiyelinin ise azaldigi
gosterilmistir. Hiicredeki oksidatif stresin ana kaynaginin mitokondriyel toksisite oldugu

bildirilmis ve kardiyotoksisitenin altinda mitokondriyel hasarin oldugu vurgulanmistir (590).

2.6.4. Valproik Asit

Epilepsi, bipolar hastaliklar ve migren tedavisinde ¢ok sik regetelendirilen valproik

asit terapotik indeksi dar oldugu i¢in gozetim altinda kullanilmasi gereken bir ilagtir (591).
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Valproik asidin terapdtik plazma konsantrasyonu 40 - 100 pg/mL (0.3 — 0.75 mM), toksik
plazma konsantrasyonu ise 120 - 150 pg/mL (0.9 — 1.125 mM)’dir (463). Toksik epidermal
nekroza, Stevens-Johnson sendromuna ve ciddi hepatotoksisiye neden olabilmektedir (592,
593). Valproik asit biyotransformasyonu ¢ok biiyiik oranda karacigerde gerceklestigi i¢in
karaciger valproik asit icin hedef organdir. Ekstrahepatik biyotransformasyonun (deri,
akciger, bobrek vb.) eliminasyona katkisi tam olarak bilinmemektedir. Valproik asit iki tiir
hepatoksisiteye neden olmaktadir. Birincisi; karaciger enzimlerde artis ve fibrinojende
azalisla karakterize olan doza bagimli, geri doniislii toksisite ya da idiyosinkratik tarzda, geri
doniigsiiz ve oliimciil karaciger hasaridir. (591, 594, 595). ikinci hepatotoksik etki ise

steatozis ve karaciger nekrozudur (594).

Valproik asit kimyasal agidan orta zincirli yag asidi benzedigi i¢in mitokondriye
serbestce girebilir. Mitokondriyel matrikste VPA-CoA yapisi olusur ve bu bilesik yag asiti
oksidasyonunu inhibe eder. Valproik asit biyotransformasyonu sonucunda 50’den fazla
metabolit olustugu gosterilmistir (596). Toksisiteden esas olarak sorumlu metabolit
CYP2C9, CYP2A6 (597) ve CYP2B6 (596) enzimi araciligiyla olusan 4-en-VPA
mitokondriye girer, burada 4-en-VPA-CoA ve diger metabolitler olusur. 4-en-VPA ve 2,4-
dien-VPA, GSH ile konjuge edilir. idrar ve safrada en fazla bulunan metabolit ise glukronik
asit konjugatidir (598). VPA-glukronid hidroliz reaksiyonlar1 sonucu proteinlerle kovalent

baglanarak (599) immiin yanit olusmasina neden olabilir (599-601).

Karaciger toksisitesinin altinda yatan neden tam olarak aydinlatilamamis olsa da ana
olarak mitokondriyel islev bozuklugunun rol oynadigi diisiiniilmektedir (602). Valproik
asidin hepatotoksik metaboliti 4-en-VPA’nin olusturdugu reaktif ara {riin karacigerde
hiicresel makromolekiilleri alkiller, yag asidi p—oksidasyonunu inhibe eder ve hepatik
steatozisi indiikler (592, 593).

Valproik asite maruz kalma ile mitokondriyel solunum inhibe olur. Insan dokularryla
yapilan galigma sayisi kisitli olmasina ragmen hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda valproik asit
nedenli solunum inhibisyonunun mitokondriye siiksinat girisinin degismesine (603), ayrica
yiiksek dozlarda ise Kompleks IV diizeyindeki inhibisyona bagli oldugu gosterilmistir (38,
604). Valproik asit inkiibasyonu sonucu ATP {iretimi ve mitokondri membran potansiyeli
azalir. Bu durum, mitokondriyel islev bozukluguna ve oksidatif stresin daha da artmasina
neden olur (605). Yag asidi oksidasyonu, glukoneogenezis ve iire sentezi inhibe olurken,
hiicre i¢i trigliserid seviyeleri artar ve laktik asidoz gelisir (14, 579, 591). Lipid
peroksidasyonu diizeylerinde artis, GSH ve antioksidan enzim seviyelerinde azalig gozlenir
(606, 607). Ayrica mitokondriyel membran potansiyelindeki diisiis MPTP olusumu ve ATP

tiretiminin bozulmasi sonucu hiicre onkotik nekroza gider (228, 608).
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2.6.5. Olanzapin

Olanzapin sizofreni tedavisinde kullanilan, ekstrapiramidal yan etkileri diger ilaglara
gore daha az olan bir noroleptiktir (609). Ancak, olanzapin kullanimi hastalarda glukoz ve
lipid metabolizmasinda ciddi bozukluklara neden olmaktadir. (610-612).

Olanzapin ve klozapinin insan l6kosit hiicrelerinde neden olduklar1 toksisitenin
incelendigi bir ¢calismada her iki ilacin da nétrofillerdeki ana okside edici bilesik olan HOCI
tarafindan reaktif tiirevlerine okside oldugu, ancak agraniilositozun olanzapin kullanimu ile
daha az ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (613). Kemik iligi stroma hiicrelerinde yapilan bir diger
calismada ise benzer sekilde olanzapinin de biyoaktivasyona ugrayarak reaktif ara {iriin
olusturmasina karsin sitotoksisiteye yol agmadigi gosterilmistir (614). Olanzapin kullanan
hastalarda hayati 6nem tasiyan hepatotoksisite goriilmektedir. (615, 616). Olanzapin tedavisi
sonucu karaciger enzim seviyelerinde degisim oldugu ve akut kolestatik hepatik hasarin
olusabildigi bildirilmistir (617-620). Bu advers etkinin mekanizmasinin aydinlatilmasi
amaciyla yapilan bir arastirmada sigan karaciger doku kesitlerinde diisiik ve yiiksek doz
olanzapin maruziyeti sonucu histopatolojik degisikliklerin oldugu goriilmiistiir (621). Ayrica,
2016 yilinda yayinlanan bir bagka arastirmada sigan hepatositleri kullanilmis ve olanzapinin
hiicrede lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif stres olusturdugu, GSH seviyelerini

azalttig1 ve mitokondriyel membran potansiyelini diigiirdiigii gosterilmistir (231).

Olanzapinin terapétik plazma konsantrasyonu 0.001 — 0.02 ug/mL (3.2 - 64 nM),
toksik plazma konsantrasyonu ise 1 - 4.9 pg/mL (3.2 - 16 uM)’dir (463) .Olanzapin esas
olarak 10-N-glukronid, 4’-N-desmetilolanzapin (DMO) ve olanzapin-N-oksite metabolize
olur. Bu reaksiyonlarda flavin icerikli monooksijenaz enzimleri, CYP1A2, CYP2D6 ve UGT
rol oynar (622). insan karaciger mikrozomlari ile yapilan in vitro inkiibasyonlar sonucunda
bilinen faz I ve Il metabolitlerinin yaninda yeni bir hidroksillenmis metabolit de saptanmistir

(623).

2.6.6. Nifedipin

Nifedipin hipertansiyon, angina pectoris ve Raynaud fenomeni gibi vaskiiler
hastaliklarin  tedavisinde kullanilan dihidropiridin smifi  kalsiyam antagonistlerinin
prototipidir. Nifedipinin terapotik plazma konsantrasyonu 0.025 — 0.1 ug/mL (72 - 288 nM),
toksik plazma konsantrasyonu ise 0.1 pg/mL (288 nM)’dir (463). Dihidropiridin yapisinda
olan nifedipin ana olarak karacigerde mikrozomal CYP3A4 enzimi ile aktif olmayan piridin
tirevine doniisiir (624). Nifedipine ait herhangi bir reaktif metabolit tanimlanmamigtir.

Genetik polimorfizm ve enzim indiiksiyonu ya da inhibisyonuna neden olan ksenobiyotiklere

62



maruz kalma nedeniyle ilacin hipotansif etkisinde bireyler aras1 farkliliklar olugmaktadir.
Nifedipin tedavisi sirasinda hastalarda hafif karaciger hasari (serum aminaz diizeylerinde
artis), ayrica makrovezikiiler steatozis ve steatohepatit goriilebilir. Hepatotoksisitenin
nedeninin mitokondriyel p-oksidasyon inhibisyonu oldugu diistiniilmektedir. Ancak bu

hipotez heniiz deneysel ¢alismalarla ispatlanmamustir (207).

Nifedipin tedavisi sirasinda gastrointestinal advers etkiler, negatif inotropik etki ve
vazodilatasyon da goriilebilmektedir. Vazodilatasyon nedeniyle bas agrisi, bas donmesi,
tasikardi, 6dem ve hipotansiyon goriilebilir. Ayrica nifedipin pulmoner damarlarin

gecirgenligini arttirarak akciger 6demine de neden olabilmektedir (625, 626.)

2.6.7. Tiyaprofenik asit

Tiyaprofenik asit romatoid artrit ve osteoartrit tedavisinde kullanilan arilpropiyonik
asit tiirevi bir NSAI ilagtir. Tiyaprofenik asitin terapotik plazma konsantrasyonu 20 - 35
ug/mL (0.07- 0.13 mM)’dir (627). Karacigerde iki stabil metaboliti olan a-(5-benzilalkol-2-
tienil) propanoik asit (rediiktif metabolit) ve oksidasyonu sonucu a-[5-(4-hidroksibenzil)-2-
tienil] propanoik asit olusur (628). Ilacin biiyiik bir kismi1 (% 63) ise idrarla degismeden atilir
(629). Kronik ilag kullanimu sistite ve gastrointesinal hasara neden olabilmektedir (630, 631).
Tiyaprofenik asit kullanim1 sonucu kiitandz fotosensitivite goriilmekte ve bu durum eritrosit

lizisi ve histidin degredasyonuna neden olmaktadir.

flacin toksisite mekanizmalarmin arastirildigi calisma sayisi kisithdir. Geneve ve ark.,
farelere i.p. yolla tiyaprofenik asit uygulamis ve mitokondriyel solunum ile S-oksidasyon
diizeylerini Olgmiislerdir. Bu c¢aligmada tiyaprofenik asitin mitokondriyel solunumu
etkilemedigi ancak p-oksidasyonu Asetil-CoA karboksilaz diizeyinde inhibe ettigi
gosterilmistir (632). Tiyaprofenik asit eritrositlerin lizisine ve histidin degredasyonuna neden
olmaktadir. Bu advers etkinin altinda yatan mekanizmanin arastirildigi bir ¢alismada oksijen
ve azot konsantrasyonunun artmasit sonucu toksisitenin arttigi, GSH ya da BHT uygulamas1
sonucu ise toksisitede azalma oldugu gézlenmistir. Bu nedenle oksidatif ve nitrézatif stresin
toksisiteye yol agabilecegi ileri siiriilmektedir (633). Orhan ve Sahin tarafindan 2001 yilinda
yayinlanan bir bagka in vitro ¢alismada ise insan eritrositlerinin terapétik dozda tiyaprofenik
asit ile inkiibasyonu sonucu GST ve GPx enzim aktivitelerinin azaldigi, CAT aktivitesinde

ise inhibisyon gozlenmedigi bildirilmistir (634).
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2.6.8. Dapson

Dapson romatolojik hastaliklarin profilaksisinde, inat¢1 cilt hastaliklar1 ve lepranin
tedavisinde kullanilan antimikrobiyal/antiprotozoal ve antiinflamatuvar etkili siilfon grubu
bir ilagtir. Dapsonun terapdtik plazma konsantrasyonu 0.5 - 2 ug/mL (2 - 8 pM), toksik
plazma konsantrasyonu ise 10 pg/mL (40 uM)’dir (463). Dapson tedavisi sirasinda ilacin
kullanimin1 kisitlayan ciddi hematolojik advers etkiler goriilebilmektedir, ilac1 kullanan
hastalarin kiigiik bir boliimiinde (1: 2000) agraniilositoz ve atesin eslik ettigi hayati tehdit
eden idiyosinkratik reaksiyon olusabilir (635). Bu advers etkinin mekanizmasi tam olarak
ortaya konulamamistir ancak hidroksilamin metaboliti ve bu metabolitin ileri biyoaktivasyon
tirlinlerinin toksisitede rolii oldugu diigiiniilmektedir. Ayrica hidroksilamin ve nitrozo-dapson
reaktif ~ metabolitleri  nedeniyle  olusan  Stevens-Johnson  sendromunun  ve
methemoglobineminin de dapson tedavisi sirasinda gorildigi bildirilmistir. Dapson
kullaniminda akut methemoglobinemi nadir goriiliir ancak anemi ve vaskiiler kollaps 6liimle
sonuclanabilen bir advers etkidir. Ayrica dermatit, {irtiker, eritem, toksik epidermal nekrozis
gibi dermatolojik advers etkiler (636), fotosensitivite reaksiyonlari, primer motor fonksiyon
kayiplarimin eslik ettigi periferik noropati ve karaciger fonksiyon testlerinde bilirubin ve
karaciger enzimlerinin artigi, hepatik fonksiyon bozukluklar1 ve hepatit de bildirilmistir
(637).

Dapsonun advers etkilerinin mekanizmalar1 tam aydinlatilmamis olmakla beraber
toksisitede ilacin aktif metabolitlerinin onemli payr oldugu disiiniilmektedir (638).
Toksisiteden sorumlu olan N-hidroksilasyon reaksiyonu temel olarak karacigerde
gergeklesmektedir. Sigan karacigerinde bu reaksiyon CYP2C11 ve CYP3Alenzimleriyle
katalize edilirken (639), insanlarda N-hidroksilasyondan sorumlu enzimler CYP2C9,
CYP3A4 ve CYP2E1’dir (640, 641). Ayrica ilacin hepatik biyotransformasyonunda flavin
monooksijenaz ve prostaglandin H sentetaz enzimleri de rol oynamaktadir. Dapson

l6kositlerde miyeloperoksidaz ile oksidasyona ugramaktadir (642-644).

2.6.9. Siilfafenazol

Lepra tedavisinde kullanilan siilfonamid sinifi atipik bir antibakteriyel ilagtir.
Farmakolojik etkisini folat sentezinde gorev yapan dihidropterolat sentaz enzimini
kompetitif tarzda inhibe ederek gostermektedir. CYP2C9 enziminin spesifik inhibitoridiir.
Bu nedenle ilag-ila¢ etkilesimlerine neden olabilir. Siilfafenazol ile birlikte CYP2C9
enziminin substrat1 olan ilaglarm kullanimi sonucu farmakolojik ve/veya toksikolojik yanit

degisebilir (645). Siilfafenazoliin antiprotozoal amodiakuin, beta blokér metoprolol ve NSAI
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piroksikam ile birlikte kullanim1 sonucu bu ilaglarin plazma konsantrasyonlarinin arttigi
gosterilmistir. Ayrica yine CYP2C9 inhibisyonu nedeniyle varfarinin aktif metabolitine
dontigiimiiniin inhibe oldugu, bu nedenle farmakolojik etkisinin azaldigi bildirilmistir.
CYP2C9 enzimi ile detoksifiye olan deksketoprofen ile birlikte kullanildiginda
deksketoprofenin advers etkileri artar (646). Siilfafenazolin terapotik plazma
konsantrasyonu 35 - 75 pg/mL (0.11 — 0.24 mM), toksik plazma konsantrasyonu ise 200 -
400 pg/mL (0.64 — 1.28 mM)’dir (463).

Siilfafenazol uygulanan siganlarin kardiyak iskemik hasara daha az duyarli oldugu
gosterilmistir. Bunun nedeni ilacin CYP inhibisyonuna bagli olarak ROT olusumunu
azaltmasi1 ve oksidatif stres kaynakli kardiyak iskemiyi engellemesidir (647). Buna karsin
stilfafenazole ait toksisite bilgileri ve toksisite mekanizmalarinin arastirildigi ¢aligma sayist
¢ok kisithidir.

2.6.10. Metformin

Tip 1l diyabet hastalariin tedavisinde kullanilan metformin, biguanid smifi bir
antidiyabetiktir. Metforminin terapotik plazma konsantrasyonu 0.1 - 1 pg/mL (0.7 - 7
uM)’dir (463). ilag gastrointestinal kanal absorpsiyonunu takiben intestin, karaciger,
bobrekler ve diger birgok dokuya dagilir, biiyiik oranda degismeden idrarla atilir. Metformin
farmakokinetiginde bireyler aras1 farkliliklar fazladir. flacin karacigere gecisi organic cation
transporter-1 (OCT-1) ve OCT-3, bobreklere girisi OCT-2, bobreklerden liimene atilimi ise
multi-antimicrobial ~ extrusion  protein  (MATE) tasiyict  proteinleri  aracihigiyla
gerceklesmektedir. Bu tasiyict  proteinlerin - ekspresyonlarindaki  degisiklikler ilacin

Kinetiginde ve ilaca kars1 verilen yanitta bireyler arasi farkliliklara neden olur (648).

Metformin son yillarda mitokondriyel ve hiicresel etkileri nedeniyle dikkat
¢ekmektedir. Metforminin mitokondriyel toksisitesi hala tartismali olup mekanizmalar tam
olarak aydinlatilamamistir. Son yillarda yapilan caligmalarda metforminin Kompleks I’i
inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu bozdugu gosterilmistir (649). Ilag oral yoldan
kullanildiginda karaciger, portal dolasim nedeniyle yiiksek dozda metformine maruz
kalmaktadir. Enerji iretimin azalmasi sonucu glukoneogenez azalir, hiperglisemi ve

hiperinsiilinemi tablosu olusabilir.

Son yillarda metformin, mitohormesis mekanizmas: yoluyla umut verici bir anti-aging
ilag olarak tanimlanmistir. ETC’de oksijenin rediiksiyonunu ve reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu belirli bir diizeye kadar artirarak paradoksal bir sekilde yaslanmay1 geciktirici

etki yapan metforminin bu etkisi terapétik etkisinden bagimsiz goriinmektedir ve son 10 yil
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icerisinde ortaya konulmustur. 2014 yilinda tamamlanan bir retrospektif caligmaya gore
metformin kullanimiyla insan dmriiniin 120 yila kadar uzayacag: tahmin edilmektedir (650).
Dolayistyla metformin, Food and Drug Administration (FDA) tarafindan ilk onaylanan anti-

aging ilag olacaktir (651).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde

1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB)
1,2-epoksi-3-(4-nitrofenoksi)propan (EPNP)
1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)

% 30 Akrilamid/Bis Cozeltisi

Amonyum persiilfat (APS)

Anti-binding immunoglobulin protein; Bip
Anti- cytochrome ¢ oxidase 1V; COXIV
Anti-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Anti- heat shock protein; Hsp60

Anti-mouse 1gG (H+1)-HRP

Anti-rabbit 19gG (H+I)-HRP

Anti-voltage dependent anion channel; VDAC |
Asetonitril (Acn)

Askorbik asit

Bradford

Bromofenol mavisi

Dapson

Diklorometan

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPOy,)

Firma Ad1

Sigma D68800
Sigma E7004

Sigma 138630
Biorad 161-0158
Biorad 161-0754
Proteintech 3177-S
Proteintech-66110-1
Proteintech 60004-1-1
Proteintech 66041-1
Proteintech-1706516
Proteintech-1706515
Proteintech-4661-S
Sigma 34870

Sigma 50-81-7;
Sigma B6916
SantaCruz 115-39
Fluca 46158

Merck 106054
AppliChem A-3006

AppliChem A-2945
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DMEM F12
Etanol

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

Etilenglikol-bi(2-aminoetileter)-N,N,N’,N'-tetraasetik

asit (EGTA)

Fetal sigir serumu (FBS)

Formik Asit

Gliserol

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
Glikoz-6-fosfat disodyum tuzu
HEPES

Hidrojen peroksit

Hidroklorik asit

Kalsiyum kloriir (CaCl,)

Mannitol

Metformin

Mitokondriyel DNA izolasyon Kkiti
Mitokondriyel DNA metilasyon kiti
Nikotinamit adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
Nifedipin

Oksijen tiiketim hiz1 tayin kiti

Olanzapin

Parasetamol

GIBCO 41966
Merck 100986
Sigma E5134

Sigma E3889

GIBCO 7F-188145
Sigma 27001
Fluka BioChemika 49781
Sigma G8404
Applichem-A3789
RES6003H-B701X
Merck 108600
Sigma 07102

Carlo Erba 439355
Merck 105982
Sentez
Abcam-ab65321
Epigentek P-1034
Applichem -A1395
Sigma 724041

Luxcel Biosciences
MitoXpress® Xtra Oxygen

Consumption Assay Kit
Abdi Ibrahim Ilag hibesi

96/8045-9601021
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Percoll

Pirogallol

p-nitrofenol

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy,)

Potasyum siyaniir (KCN)

PVDF membran

Rediikte glutatyon (GSH)
S1gir serum albiimini (BSA)
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksit (NaOH)
Sodyum karbonat (Na,COs)
Sodyum kloriir (NaCl)

Susuz magnezyum kloriir (MgCl,)
Sodyum azit (NaNs;)

Siikroz

Stilfafenazol

TEMED

Tiyaprofenik asit

Trans-4-fenil-3-biiten-2-on

Trietilamin
Trietilsilan
Trifloroasetik asit

Tripsin-EDTA

Sigma P4937
Sigma P0381

Fluka 73560
AppliChem A-2946

Riedel-De Haen AG-067103
ve Merck 3008518

Biorad 162

Sigma G4251
Sigma A8022
Sigma 151-21-3
Merck B733062
Sigma S7795
Atabay AT053-S30
M-8266

Merck K20741188
Merck M107651.1000
Sigma S0758

Biorad 161-0801

Sigma 241091

Sigma T0886
Sigma 617-86-7
Sigma T6220

GIBCO 25200-056
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Tris baz (Tris(hidroksimetil)aminometan)
Tris-HCI
Tween 20

Valproik asit

3.1.2. Kullanilan Gerecler

Makine ve Techizat

LC-MS/MS

Multiplaka okuyucu
pH metre

Santrifiij

Vorteks

Manyetik karistirict

Su banyosu

Su aritma cihazi
Saf su cihaz
Thermo shaker

Derin dondurucu (-86°C)

Sigma T1378
Sigma T3253
Sigma 9005-64-5

Sigma P4543

Firma Ad1

Thermo Scientific TSQ Quantum
Access Max

Thermo Scientific Varioskan Flash
Hanna Instruments HI 221
Thermo Scientific CL31R
Multispeed Centrifuge

Velp Scientifica Niive NM 110
Velp Scientifica 2x°

Velp Scientifica 100162

Wisestir MSH-20A

Niive-BM 302

Millipore Direct Q

ELGA PureLab Classic UV
BOECO Germany, TS-100

New Brunswick Scientific U 410

Premium
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Buzdolab:1
Ultrasonik Banyo
Hassas Terazi

Daunce homojenizatorii

Hassas Terazi (FABAL)

Buz Makinesi

Otomatik mikropipet

Ceker ocak

Inkiibator

Laminar Hava Akimli Steril Kabin
El homojenizatorii

Western blotlama sistemi

Argelik

Elma Transsonic T460IH
Sartorious GP1200P
Teflon-Kolben fiir Potter S, BBI-
8542805

Denver Instrument TB 215D
Hoshizaki

Eppendorf, Gilson
Shinsaeng Fumehood
Nuaire NU-5510E
Shinsaeng SCBN-1013/1300

Heidolp SilentCrusher

Mini-PROTEAN Tetra Cell, Mini

Trans-Blot  Module, PowerPac;

1658033
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3.1.3. Kullanilan Cézeltiler

3.1.3.1. Mikrozomal Fraksiyon Hazirlanmasinda Kullanilan Cézeltiler
% 0.9 NaCl igeren 100 mM fosfat tamponu; pH:7.40

% 0.9 NaCl igeren 50 mM fosfat tamponu; pH: 7.40

% 25 Gliserol ve % 0.1 EDTA igeren 100 mM fosfat tamponu; pH 7.40

3.1.3.2. insan Dokularindan Mitokondriyel Fraksiyon Hazirlanmasinda

Kullanilan Cozeltiler
Siikroz-mannitol tamponu (20 mM hepes, 70 mM siikroz, 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. Insan Disi Tiirlerden Mitokondriyel Fraksiyon Hazirlanmasinda

Kullanilan Cozeltiler

Mitokondri izolasyon tamponu (0.3 M siikroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA, %
0.1 BSA pH:7.20)

BSA’siz izolasyon tamponu (0.3 M siikroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA, pH:
7.20)

3.1.3.4. Protein Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler
1mg/ml Albiimin stok ¢6zeltisi

Bradford ¢ozeltisi

3.1.3.5. Western Blot Tekniginde Kullanilan Cozeltiler
1 M Tris tamponu; pH:8.80

1 M Tris tamponu; pH:6.80
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% 10 Amonyum persiilfat
% 20 SDS
% 30 Akrilamid-bis akrilamid ¢ozeltisi

Laemmli tamponu (200 mM Tris-HCI; pH 6.80, % 8 SDS, % 0.4 bromofenol mavisi,
% 40 gliserol)

Yiiriitme tamponu (250 mM Tris bazi, 1.92 M glisin, % 1 SDS)
Transfer tamponu (% 0.025 SDS, 39 mM glisin, 48 mM Tris bazi)

TBS tamponu (100 mM Tris tamponu; pH 8.00, 1.5 M NaCl)

3.1.3.6. Total GST Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
100 mM Potasyum fosfat tamponu; pH:6.50
40 mM Rediikte glutatyon ¢ozeltisi

40 mM CDNB ¢ozeltisi

3.1.3.7. GSTM Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
100 mM Potasyum fosfat tamponu; pH:7.50

40 mM Rediikte glutatyon ¢6zeltisi

20 mM DCNB ¢ozeltisi

20 mM trans-4-fenil-3-biiten-2-on ¢ozeltisi

3.1.3.8. GSTT Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler
100 mM Potasyum fosfat tamponu; pH:6.50
40 mM Rediikte glutatyon ¢6zeltisi

20 mM EPNP ¢ozeltisi
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3.1.3.9. Total SOD Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler
50 mM Tris ¢ozeltisi

50 mM Tris tamponu; pH: 8.20 (1 mM EDTA igerir.)

10 mM HCI ¢ozeltisi

6 mM Pirogallol ¢ozeltisi

3.1.3.10. Mn-SOD Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullamlan Céozeltiler

50 mM Tris ¢ozeltisi tamponu; pH: 8.20 (1 mM EDTA ve 1 mM KCN igerir)

3.1.3.11. CAT Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
50 mM Potasyum fosfat tamponu; pH: 7.00

30 mM H,0, ¢ozeltisi

3.1.3.12. GPx Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
50 mM Tris-HCI tamponu; pH:7.60 (1 mM EDTA igerir.)
8.8 mM H,0, ¢ozeltisi

Reaksiyon karigimi

3.1.3.13. Mitokondriyel ve Mikrozomal Inkiibasyon Calismalarinda Kullanilan

Cozeltiler

100 mM Potasyum fosfat tamponu pH: 7.40
10 mM Parasetamol ¢ozeltisi

10 mM Klozapin ¢ozeltisi

50 mM Rediikte glutatyon ¢ozeltisi

50 mM NADPH c¢ozeltisi
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50 mM Glukoz-6-fosfat ¢ozeltisi
Hareketli faz A (98.9:10:0.1 (%) oraninda distile su: Acn : formik asit)

Hareketli faz B (98.9:10:0.1 (%) oraninda Acn : distile su : formik asit)

3.1.3.14. CYP3A4 Aktivite Olciimiinde Kullamlan Cozeltiler
0.1 M Potasyum fosfat tamponu; pH: 7.85

20 mM Nifedipin ¢ozeltisi

10 mg/ml NADPH ¢ozeltisi

100 mM Glukoz-6-fosfat ¢6zeltisi

2 M NacCl i¢eren Na,CO; tamponu; pH: 10.50

Hareketli faz (55:45:0.2 (%) oraninda metanol : distile su : formik asit)

3.1.3.15. CYP2E1 Aktivite Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler

50 mM Potasyum fosfat tamponu; pH: 6.80 (2 mM MgCl, ve 1 mM askorbik asit

igerir)

10 mM p-nitrofenol ¢ozeltisi

5 mM NADPH ¢ozeltisi

50 mM Glukoz-6-fosfat ¢ozeltisi
25 mM Askorbik asit ¢ozeltisi

Hareketli faz (59.9 : 40 : 0,1 (%) oraninda distile su : Acn : formik asit)

3.1.3.16. Penetrasyon Testinde Kullanilan Cozeltiler
10 mM Klozapin ¢ozeltisi

100 mM Tris tamponu; pH: 7.40

75



3.1.3.17. MPTP Deneyinde Kullamlan Cozeltiler

Solunum tamponu (125 mM siikroz, 50 mM KCI, 5 mM HEPES, 2 mM KH,PO,ve 1
mM MgCl,; pH: 7.20)

10 mM Kalsiyum kloriir ¢ozeltisi

Ilag stok ¢ozeltileri (Dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde 10 mM klozapin, olanzapin,

nifedipin, valproik asit, dapson, tiyaprofenik asit, siilfafenazol, metformin ¢6zeltileri)

3.1.3.18. Mitokondriyel DNA Metilasyonun Belirlenmesinde Kullanilan Cézeltiler
10 mM rediikte glutatyon ¢ozeltisi

llag stok ¢ozeltileri (DMSO iginde 10 mM klozapin, olanzapin, nifedipin, valproik

asit, dapson, tiyaprofenik asit, siilfafenazol, metformin ¢ozeltileri)

3.1.3.19. Mitokondriyel Oksijen Tiiketiminin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler

flag stok ¢ozeltileri (DMSO iginde 10 mM klozapin, olanzapin, nifedipin, valproik

asit, dapson, tiyaprofenik asit, siilfafenazol, metformin ¢ozeltileri)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicresel Fraksiyonlarin izole Edilmesi

3.2.1.1. Mikrozomal Fraksiyonlarin Hazirlanmasi

3.2.1.1.1. insan Dokularindan Mikrozomal Fraksiyon Hazirlanmasi

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi ve Uroloji Anabilim Dallarinda sirastyla
karaciger ve bobrek kanseri tanisi konan ve cerrahi operasyon karari alinan hastalardan
gbniilli  olur formu imzasiyla saglanan Kkaraciger ve bobrek doku o6rnekleri,
laboratuvarimizda mikrozomal fraksiyon hazirlanmasinda kullanilmistir. Tiim protokol Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Yerel Etik Kurulu onayz ile (belge no = 2016-
008) gergeklestirilmistir. Bu amagla 9 farkli kisiden karaciger dokusu (4 kadin, 5 erkek) ve 8
farkli kisiden bobrek dokusu (3 kadin, 5 erkek) saglanmistir. Her bir birey ve doku igin ayri
ayr1 mikrozomal fraksiyonlarin elde edilmesinde kademeli santrifiij yontemi uygulanmustir.
Bunun i¢in 0.5 mg doku saat camu {izerinde makas ve bistiiri yardimiyla kiigiik pargalara
ayrilarak g organ/2 mL olacak sekilde fosfatla tamponlanmis serum fizyolojik ¢ozeltisi
(PBS; phosphate buffered saline, % 0.9 NaCl iceren 100 mM fosfat tamponu, pH:7.40)
iceren tiiplere alimmigtir. Ardindan tiip lokal 1stnmay1 engellemek amaciyla sulu buz iceren
beher igerisinde tutulurken blender tipi homojenizator (Heidolph homogenizers
SilentCrusher) yardimiyla homojenize edilmistir (25000 rpm, 2 dk). Elde edilen doku
homojenati, onceden +4°C’ye sogutulmus santrifiijde 10 dk boyunca 12.000 xg hizda
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda sitozolik ve mikrozomal fraksiyonlar igeren
ust faz temiz ultrasantrifiij tiiplerine alinarak 105000xg hizda 1 saat siire ile +4°C’de
santrifiij edilmistir. Sitozolik fraksiyonu olusturan iist faz Eppendorf tiiplere alinarak farkli
calismalar i¢in depolanmustir. Pellet halinde ¢oktiiriilen mikrozomal fraksiyon tizerine ayni
hacimde tampon ¢o6zelti (% 0.9 NaCl iceren 50 mM fosfat tamponu; pH: 7.40) eklenerek
pipet yardimiyla siispande edilmis ve ayni kosullarda tekrar santrifiij edilerek iist faz pipet
yardimiyla atilmistir. Coktiiriilen mikrozomal fraksiyon, % 25 gliserol ve % 0.1 EDTA
igeren pH 7.40 100 mM fosfat tamponu icerisinde teflon homojenizatér yardimiyla homojen
bir sekilde siispande edilmis ve porsiyonlara ayrilarak deneysel ¢alismalara kadar -86°C'de
depolanmistir (652). Insan karaciger dokularindan izole edilen mikrozomal fraksiyonlar
HLM (human liver microsomes), bobrek dokularindan izole edilen mikrozomal fraksiyonlar

ise HKM (human kidney microsomes) olarak kodlanmgtir.
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3.2.1.1.2. Fare Dokularindan Mikrozomal Fraksiyon Hazirlanmasi

Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
ticari olarak saglanan BALB/c tiirii fareler, Ege Universitesi Rektorliigii lla¢ Arastirma
Gelistirme ve Farmakokinetik Uygulama ve Aragtirma Merkezi’ne getirilmiglerdir. Tim
protokol Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Yerel Etik Kurulu onay1 ile (belge no =
21589509/39) gerceklestirilmistir. Adaptasyonlarinin saglanmasi amaciyla yiiz fare, sekizerli
gruplar halinde 3 giin boyunca oda 1sisinda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta ve uygun
nem oraninda bakilmis ve bu siire boyunca fareler standart laboratuvar yemi ve suyu ile
beslenmislerdir. Siirenin sonunda fareler ketamin anestezisi (i.p. 1 ml/kg viicut agirlig) ile
uyutulmuslardir. Karin ve gogiis bosluklar: bir makas yardimiyla agilan farelerin karaciger,
bobrek ve kalpleri ¢ikartilmistir. Dokular PBS ile yikanarak porsiyonlara ayrilmis ve
ardindan mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonlarin izolasyonuna kadar -86°C'de
depolanmustir. Fare karaciger ve kalp dokularindan mikrozomal fraksiyonlarin elde
edilmesinde insan dokularina da uygulanan yontem uygulanmustir (652). Fare karaciger
dokusundan hazirlanan mikrozomal fraksiyonlar MLM (mouse liver microsomes), bobrek
dokusundan hazirlanan mikrozomal fraksiyonlar ise MHM (mouse heart microsomes) olarak

adlandirilmistir.

3.2.1.2. Mitokondriyel Fraksiyon Hazirlanmasi
3.2.1.2.1. insan Dokularindan Mitokondriyel Fraksiyon Hazirlanmasi

Adli Tip Kurumu Izmir Grup Baskanhg tarafindan gergeklestirilen otopsiler sirasinda,
olen Kisinin yasal temsilcisinden 6nceden onay alinmis ve bu ¢alismada kullanilmak tizere
karaciger ve kalp dokular1 saglanmistir. Bu 6rneklerin alinabilmesi i¢in Adli Tip Kurumu
Baskanhigi’'ndan ve Ege Universitesi Yerel Etik Kurulu'ndan gerekli onaylar saglanmstir
(belge no = 21589509/39). Doku orneklerinin alinmasinda dahil olma olgiitleri olarak
otopsisi yapilan kisilerin 18-50 yas araliginda olmas: ve 6rnek alinacak dokularda herhangi
bir kalitsal ya da sonradan kazanilmis hastalik olmamasi ya da hasar gelismemis olmas: esas
alinmigtir. Karaciger nispeten homojen bir doku oldugundan herhangi bir b6lgesinden, ancak
anatomik olarak portal {i¢lii ve hepatik venle birlikte safra kanallarin1 mutlaka igerecek
sekilde, kalp dokusu olarak miyokard, bobrek dokusu olarak ise korteksten papillaya dogru
tim anatomik tabakalar icerecek sekilde doku 6rnegi adli tip hekimi tarafindan alinmistir
(n=12, 5 kadin, 7 erkek). Doku o6rnekleri soguk zincir kosullarinda Ege Universitesi.

Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali Laboratuvarr’na ulastirtlmistir.
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Karaciger, kalp veya bobrek dokusunun 1.5 g’1 petri kabi {izerinde bistiiri yardimiyla
kiiclik pargalara ayrilmigtir. Cam Potter homojenizasyon tiipiine alinan doku, 5mL siikroz-
mannitol tampon ¢ozeltisi (20 mM hepes, 70 mM siikroz, 220 mM mannitol, 2 mM EDTA,
0.5 mg/ml BSA, pH: 7.50) i¢inde teflon havaneli yardimiyla 20-30 vurus uygulanarak
homojenize edilmistir. Doku homojenati ayn1 tamponla 15 mL’ye tamamlanarak, +4°C’de
10 dk boyunca 6nce 600 xg, sonra ise 650 xg hizda santrifiij edilmistir. Patlamamis hiicreler,
nispeten biiyilk membran pargalart ve dansitesi yiiksek olan niikleus ¢okeltisinin
uzaklastirilmasimin ardindan st faz 8000xg hizda 15 dk boyunca tekrar santrifiij edilerek
mitokondrilerin ¢okmesi saglanmistir. Bu ham mitokondriyel ekstraktin siikroz-mannitol
tampon ¢ozeltisiyle iki kez yikanmasinin ardindan (8000xg, 15 dk, +4°C) siikroz gradiyenti
yontemiyle saflagtirma asamasia gegilmistir. Ham mitokondri ekstrakti, 0.8 M siikroz
cozeltisi tizerine eklenmis ve 14000xg hizda 30 dk boyunca santrifiij edilerek mitokondriyel
fraksiyonun diger hiicresel kontaminantlardan ayrilmasi saglanmustir. Elde edilen pellet, iki
kez siikroz-mannitol tamponu ile yikanmis (8000xg, 15 dk, +4°C) ve “saf mitokondri
fraksiyonu” elde edilmistir (67, 434).

Mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarinin ayri ayri izole edilebilmesi
amactyla mitokondriler sonikasyon iglemi uygulanarak patlatilmistir. 30 kHz’de her biri
10’ar sn olacak sekilde ii¢ kez sonikasyon uygulanmis, membran ve matriks fraksiyonlar
santrifiijle birbirinden ayrilmistir (160000xg, 1 saat,+4°C). Membranlarin 10 mM pH: 8.50
Tris-HCI tamponu ile yikanarak (160000xg, 1 saat, +4°C) matriksten tamamen temizlenmesi
saglanmistir. Her iki fraksiyon da deneysel calismalar gergeklestirilene kadar -86°C’de

saklanmistir (653).

Karaciger dokusundan izole edilen mitokondri fraksiyonu “LMit” (liver
mitochondria), kalp dokusundan izole edilen mitokondri fraksiyonu ise “HMit” (heart
mitochondria) olarak isimlendirilmistir. Mitokondriyel membranlar doku kaynagina bagl
olarak LMM (liver mitochondrial membranes), HMM (heart mitochondrial membranes)
olarak kodlanirken, matriks fraksiyonlari ise LMx (liver mitochondrial matrix), HMx (heart

mitochondrial matrix) olarak kodlanmistir.

3.2.1.2.2. insan Dis1 Tiirlerden Mitokondriyel Fraksiyon Hazirlanmasi

Klozapin biyotransformasyon calismalarinda BALB/c tiirii fare karaciger ve kalp
dokusu, ilacin mitokondri igerisine penetrasyonu deneyinde Wistar albino tiirii sigan
karaciger dokusu kullanilmistir. MPTP deneyleri i¢in sigir karaciger dokusundan mitokondri

izolasyonu yapilmigtir. Cam Potter homojenizasyon tiipii i¢ine alinan 1 g doku, 5 mL
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mitokondri izolasyon tampon ¢ozeltisi (0.3 M Siikroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA, %
0.1 BSA pH: 7.20) i¢inde 20-30 vurus uygulanarak homojenize edilmistir. Doku homojenati,
ayni tampon ¢ozelti ile 30 mL’ye tamamlanarak 15 mL’lik iki ayr falkon tiipe ayrilmis ve
+4°C°de 800xg hizda 10 dk boyunca iki kez santrifiij islemi uygulanmustir. Ust faz +4°C’de
9.000xg hizda 10 dk boyunca santrifiij edilmis ve ham mitokondri ekstrakti (crude
mitochondrial extract) elde edilmistir. MPTP deneyinde ham mitokondri ekstrakti

kullanilirken, diger deneyler i¢in saflastirma asamasina geg¢ilmistir.

Ham mitokondriyel ekstrakti, 4 mL % 18’lik Percoll ¢6zeltisi i¢inde siispande edilerek
tizerine 4’er mL damla damla sirasiyla % 30 ve % 60°lik Percoll ¢ozeltileri eklenmis ve
ardindan karaciger mitokondrileri i¢in 9000 xg, kalp mitokondrileri iginse 29000 xg hizda
santrifiij islemi uygulanmistir (+4°C; 10 dk). Santrifiij sonunda % 30 ve % 60’lik Percoll
gradiyentleri arasinda kalan saf mitokondriyel fraksiyon cam pastor pipeti yardimiyla
toplanmistir (Sekil 2). Toplanan mitokondri fraksiyonu sigir serum albiimini (BSA)
icermeyen izolasyon tamponu ¢ozeltisi ile (0.3 M siikroz, 5 mM trietilsilan, 0.2 mM EGTA,
pH: 7.20) 9000 xg hizda 10 dk boyunca iki kez yikanmustir. Mitokondriyel membranlarin
(MM) ve ¢Oziinlir fraksiyon olan matriksin (Mx) elde edilebilmesinde mitokondriler
sonikasyon ile patlatilmistir. Ucer kez 30 kHz’de 10 sn boyunca sonikasyon uygulamasinin
ardindan ekstraktlar +4°C’de ve 147000 xg hizda 1 saat boyunca santrifiij edilmistir. Ust fazi
olusturan matriks fraksiyonu ve ¢oken mitokondri membran fraksiyonu, porsiyonlara
ayrilarak planlanan deneysel calismalar gerceklestirilene kadar -86°C’de saklanmustir (13,

654).
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Sekil 2. Percoll dansisite gradiyenti (% 18, 30 ve 60) yardimiyla farkli dokulardan mitokondriyel
fraksiyon izole edilmesi. Mitokondriyel fraksiyon % 30 - % 60 Percoll gradiyentleri arasindan

toplanmustir (13)

3.2.2. Protein Miktar Tayini

Mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonlarin protein miktar tayinleri Bradford
yontemine gore 96 kuyucuklu plakalarda yapilmistir(655). 1 mg/mL stok BSA ¢6zeltisinden
hareketle bir seri protein standart cozeltisi (125, 250, 500, 750, 1000 pg/mL BSA)
hazirlanmig, kor ¢ozelti olarak distile su kullanilmistir. Her bir 6rnek, kor ve standart
gozeltisinin 5 uL’si tizerine 250 uL Bradford ¢ozeltisi eklenmistir. 5 dk boyunca oda 1sisinda
gergeklestirilen inkiibasyonun ardindan 595 nm’de kuyucuklarin absorbansi olgiilmistiir.
Standart seriden hareketle elde edilen kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi yardimiyla

orneklerin toplam protein miktarlar1 hesaplanmigtir.

3.2.3. Western Blot Teknigiyle Saflik Kontrolii

Mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonlarin saflik derecesi, Western blot (WB)
teknigiyle kontrol edilmistir. Bu teknigin kullanilmasinin iki amaci vardir, birincisi
izolasyonun basarili olup olmadiginin, yani izole edilmek istenen hiicresel fraksiyonun
gercekten elde edilip edilemediginin anlasiimasidir. Tkinci amag ise izole edilen fraksiyonun
safliginin, yani diger hiicresel bilegenlerle kontamine olup olmadiginin belirlenmesidir. Bu
amaglarla Towbin ve ark.’mim 1979 yilinda yayimladiklar1 yontem, laboratuvarimizda bazi

degisikliklerle uygulanmistir (656).
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Mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonlarin izole edilebildigini ve bu iki fraksiyonun
birbiriyle ya da diger hiicresel fraksiyonlarla kontamine olup olmadigini gostermek tizere

secilen proteinler Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Hiicresel fraksiyonlarin izole edilebildigini ve birbirleriyle kontaminasyon derecesini

belirlemeye yonelik segilen ve western blot tekniginde kullanilan markér proteinler (657).

Mitokondriyel Proteinler

Protein (kisaltma) Bulundugu fraksiyon kDa
Voltage dependent anion channel; Dis membran 31-33
VDAC
Cytochrome c oxidase 1V; COXIV I¢ membran 17-18
Heat shock protein 60; Hsp60 Matriks 60

Sitozolik Proteinler

Protein (kisaltma) kDa

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPDH 36

ER Spesifik Proteinler

Protein (kisaltma) kDa

Binding immunoglobulin protein; Bip /

Glucose-regulated protein; GRP78 78

Mikrozomal ve mitokondriyel proteinler (10-50 pg) % 12 sodyumdodesil siilfat-
poliakrilamid jeli’ne (SDS/PAGE) uygulanmis ve elektroforez tankina yerlestirilmistir.
Elektriksel voltaj 15 dk boyunca 80 V degerinde tutulmus, proteinlerin aynmi hizaya
gelmesinin ardindan ise 120 V’a ¢ikarilmustir. Jel {izerinde yiirimesi tamamlanan proteinler
polivinilidin floriir (PVDF) membrana aktarilmigtir; transfer islemi 2 saat boyunca 120 V

uygulanarak gergeklestirilmistir. Uygulanacak olan antikorlar ile membranlarin spesifik
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olmayan etkilesimlerini dnlemek amaciyla bloklama islemi uygulanmig, membranlar TBS-T
(% 0.1 Tween 20 iceren Tris tamponu) iginde % 5’lik siit tozu ile 1 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Ardindan her bir membran iizerine varligi arastirilan proteine Ozgii anti-
GRP78/Bip (tavsan, poliklonal, 1:5000), anti-VDAC1/porin (tavsan, poliklonal, 1:2000),
anti-COX IV (tavsan, poliklonal, 1:5000) ve anti-HSP60 (tavsan, poliklonal, 1:10000)
primer antikorlari belirtilen diliisyon oranlarinda uygulanarak gece boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Primer antikor inkiibasyonunun ardindan TBS-T ile membranlar iki kez
yikanmis, sekonder antikor uygulamasi amaciyla Horseradish peroxidase (HRP)-konjuge
antikor ile (1:3000) 2 saat inkiibe edilmistir. Sekonder antikor uygulanmasinin ardindan
membranlar TBS-T c¢ozeltisi ile ii¢ kez yikanmig ve goriintiileme iglemi i¢in 2 mL
kemiliiminesans substrati membran yiizeyine steril bir pipetle uygulanarak reaksiyon igin 2
dk beklenmistir. Kemiliiminesans ajani, ikincil antikor ile ayn1 konjuge grubu tasidigi i¢in bu
antikora baglanarak 1sima yapmaktadir. FUSION FX7 kemiliiminesans jel goriintiileme

sistemi yardimiyla membranlardaki bantlarin goriintiilenmesi saglanmistir (656).

3.2.4. Ila¢ Biyoaktivasyon Calismalar

3.2.4.1. Bireyler ve Organlararasi Parasetamol Biyoaktivasyonu Farkhihg:

Calismasi
3.2.4.1.1. Mikrozomal Cahsmalar
3.2.4.1.1.1. Olusan NAPQI’1n Miktar Tayini

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi ve Uroloji Anabilim Dallari’ndan
saglanan 9 farkli hastaya ait karaciger ve 8 farkli hastaya ait bobrek doku 6rneklerinden
hazirlanan  mikrozomal  fraksiyonlarla  parasetamoliin  in  vitro inkiibasyonlari
gerceklestirilmis ve her bir dokunun parasetamolden NAPQI reaktif metabolit olusturma
kapasitesi belirlenmistir. Son hacmi 250 pL olan inkiibasyonlarda 100 mM potasyum fosfat
tamponu ¢ozeltisi (pH 7.40, 5 mM MgCI, igeren) igerisine sirasiyla son konsantrasyonu 250
uM olacak sekilde parasetamol, 5 MM GSH, 1mg protein /mL HLM ya da HKM eklenmistir.
500 uM NADPH (baz1 inkiibasyonlarda ayrica NADPH-iiretici sistem (NRS); 500 pM
glukoz-6-fosfat ve 1 U/mL glukoz-6-fosfat dehidrojenaz dahil edilmistir) eklenmesiyle
reaksiyon baglatilmigtir. Calkalamali blok 1sitictda 300 rpm devirde ve 1 saat boyunca
37°C’de inkiibasyon gerceklestirildikten sonra reaksiyon, 50 uL fosforik asit (% 10, V/V)
eklenmesiyle sona erdirilmistir. Internal standart (1.S.) olarak laboratuvarimizda daha énce
sentezlenen [’Ds]-NAPQI-SG, son konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde inkiibasyon
ortamlarina eklenmistir. 14000xg hizda 25°C’de 10 dk boyunca santrifiij islemi uygulanarak
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tist berrak fazlar viyallere aktarilmis ve 25 pL 6rnek, guard kolon bagli HPLC kolonuna
enjekte edilmistir (Phenomenex Inertsil, ODS-2.5 pm 4.6x15 mm). HPLC sistemi Thermo
Accela system controller, LC gradiyent pompa, kolon firini, enjektdr ve bir ultraviyole (UV)
detektorden (254 nm) olusmaktadir. Yiizde 0.2 formik asit iceren su igerisinde asetonitril
(Acn) gradiyenti uygulanmistir; % 1 Acn ile baglanmisg, 20 dk sonunda % 99 Acn’e ¢ikilmis,
2 dk sonra % 10’a, 3 dk sonra ise tekrar % 1 Acn’e donilmiistiir. Akis hizi 0.5 mL/dk’dir.
HPLC-UV detektoriinden c¢ikan eliient, elektrosprey iyonizasyon kaynagi igeren triple
quadrupole kiitle spektrometresine yonlendirilmistir (Thermo Quantum Access Max). Kiitle
spektrometresi, NAPQI-SG konjugatinin [M+H]" iyonundan piroglutamik asitin nétral kayb1
ve glisin kaybini izlemek i¢in pozitif iyonizasyon (+ESI) ile selected reaction monitoring
(SRM) modunda cahstirilmistir. Ana molekiil parasetamol, NAPQI-SG ve 1.S. [?Dy]-
NAPQI-SG i¢in izlenen reaksiyonlar ve olusan kiitle fragmentleri Sekil 3 ve asagidaki

tabloda gosterilmistir:

Madde Baslangi¢ Parcalanma Iyonizasyon
lyonu tiriinii (m/z) enerijisi (V)
[M +H]"
110
Parasetamol 152 131 20
328
NAPQI-SG 457 382 20
2 331
[‘D3]-NAPQI-SG 460 385 20

Eliient piiskiirtiicii (nebulizer), yardimci (auxiliary) ve kaplayici/kilif (sheath) gaz
olarak azot gazi kullamlmustir. Buharlastirici ve kapiller sicakliklari sirasiyla 350°C ve
370°C’dir. Kapiller voltaj 3500 V, nebulizer gaz basinci 40 psig, m/z tarama aralig1 50-1000,
tarama siklig1 1.003 spektra/sn olarak ayarlanmustir. Carpigsma (collision) enerjisi hem dogal

konjugat hem de doteryum isaretli konjugat i¢in 20 V olarak uygulanmustir.
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Sekil 3. NAPQI-SG ve 1.S. D;-NAPQI-SG’nin porzitif elektrosprey iyonizasyonu sonrasinda izlenen

reaksiyonlar1 ve kiitle fragmentleri

Her bir inkiibasyon ortaminda olugsan metabolitin miktar tayininin gerceklestirilmesi
amaciyla 5 uM L.S. igeren parasetamol standart ¢ozeltileri (0.5, 0.25, 0.125 ve 0.0625 mM)
hazirlanarak LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Her bir standart ¢ozeltideki parasetamol pik
alani, L.S. pik alanina béliinmiis ve bu pik alani oranlar1 konsantrasyona karsi grafige
gegirilerek bir kalibrasyon dogrusu elde edilmistir. Her bir 6rnegin pik alan oram [Pik
alanparyPik alani (s)] kullanilarak inkiibasyon ortamlarinda olusan NAPQI-SG miktarlari,
dogru denkleminden hareketle hesaplanmistir. Ardindan protein basina olusan NAPQI-SG

miktarlari karsilastirmali olarak grafige gecirilmistir.

3.2.4.1.1.2. NAPQI-SG Olusumda NADPH Bagimhiliginin Belirlenmesi

NAPQI-SG olusumunun siirekli elektron akigina bagli olup olmadiginin arastirilmasi
amaciyla NRS iceren ve icermeyen HLM ve HKM inkiibasyonlar1 eszamanli

gerceklestirilmistir. 9 ayr1t HLM (+/- NRS) ve 8 ayr1t HKM (+/- NRS) inkiibasyonlarinda
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olusan NAPQI-SG miktarlarinin ortalama degerleri belirlenerek NRS gerekliligi her iki

organ igin ayr1 ayr belirlenmistir.

3.2.4.1.1.3. Bireyler Aras1 Mikrozomal CYP3A4 Aktivite Farkhilhiklar

CYP3A4 enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla enzim tarafindan katalize edilen
nifedipin oksidasyonu reaksiyonundan yararlanilmistir (658). Insan dokularina oldukga zor
ve ¢ok az miktarda ulasiliyor olmasi nedeniyle literatiirde HPLC i¢in tanimlanmis aktivite
Olglim yontemi tarafimizdan LC-MS cihazina uyarlanmis, daha az doku ile yiiksek
hassasiyet, dogruluk ve secicilikte bir analiz hedeflenmistir. Bu amagla gelistirilen yontemde

1/10 oraninda mikrozom ile ¢aligilmustir.

Dokuz ayri HLM ve 8 ayrt HKM ile nifedipinin in vitro inkiibasyonlar
gergeklestirilmistir. Nifedipin son konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde 0.1 M potasyum
fosfat tamponu ¢ozeltisi igerisinde (pH:7.85) ve 10 uL mikrozom (HLM ya da HKM)
siispansiyonu varliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyonlar amber renkli viyallerde, son hacim
425uL olacak sekilde yapilmigtir. Calkalamali blokta 5 dk siireyle 37°C’de tutulmasinin
ardindan her inkiibasyon ortamma 75 pL NADPH ve NRS karigimi (10 mg/mL NADPH,
100 mM glukoz-6-fosfat, 1 U/mL glukoz-6-fosfat dehidrojenaz) eklenmesiyle oksidasyon
baslatilmistir. 37°C'de 10 dk inkiibasyon sonrasinda 2 mL diklorometan ve 100 uL. Na,CO;
(1 M) tamponu ¢ozeltisi (2 M NaCl igeren) eklenmis ve devaminda 15 dk siireyle 1 000xg’de
santrifiij edilerek st faz uzaklastirllmistir. Berrak alt faz, azot gazi yardimiyla kuruluga
kadar ugurulmus ve kalint1 100 pL. metanolde ¢oziilerek teknik ayrintilar1 bir 6nceki baslik
altinda tanimlanan HPLC-MS sistemine enjekte edilmistir. Farkli olarak Symmetry Shield
(RP18 3.5 um 4.6x100 mm) HPLC kolonu kullanilmis, enjeksiyon hacmi 25 pL, akis hiz
0.7 mL/dk, analiz siiresi 25 dk ve gradiyent yerine izokratik akis uygulanmistir. Hareketli faz
olarak 55:45:0.2 (%) oraninda metanol : distile su : formik asit kullanilmig, SRM yerine
(+ESI) QIMS modunda calisilmistir. Nifedipinin molekiiler parcalanma profilinin tayin
edilmesi i¢in 1 ppm nifedipin ¢ozeltisi infiizyon seklinde dogrudan MS detektore verilmis ve

en uygun analiz yontemi olusturulmustur.
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Sekil 4. CYP2E1 ve CYP3A4 enzim aktivitelerinin LC-MS ile aktivite 6l¢timiinde kullanilan iki
substratin elektrosprey iyonizasyonu sonucu izlenen reaksiyonlari. A: p-Nitrofenol ve metaboliti 4-
nitrokatekoliin Q1 ve Q2 iyonizasyonlar1 ve olusan iyonlari. B: Nifedipin ve piridin tiirevi

metabolitinin Q1 iyonizasyonlar1 ve protonlanmig iyonlart.
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Inflizyon sirasinda belirlenen kosullara gore kapiller voltaj 3500V, azot gazi sicaklig
350°C, nebulizer gaz basinci 40 psig, iyonizasyon enerjisi 25 V, m/z tarama araligi 50-1000,
tarama siklig1 1.003 spektra/sn olarak ayarlanmistir. LC-MS’de izlenen reaksiyonlar ve

olusan iyonlar Sekil 4 ve agagidaki tabloda gosterilmistir:

Madde Baslangic iyonu Iyonizasyon
M+ H]* enerjisi (V)
Nifedipin 347 25
Nifedipin oksit 345 25

Nifedipin ve nifedipin oksitin (piridin tirevi metabolit) Q1 iyonizasyonlari, MS
detektorii yardimiyla izlenmistir. Orneklerde olusmus nifedipin oksit metabolitinin pik
alanlar1 belirlenmistir. Miktar tayininin gergeklestirilmesi amaciyla standart nifedipin
¢ozeltileri (0.2, 0.01, 0.005 ve 0.0025 mM) hazirlanarak LC-MS'e enjekte edilmis ve pik
alanlar1 belirlenmistir. Her bir standart ¢dzeltinin konsantrasyonuna karsi pik alanlar1 grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu
denklemi yardimiyla her bir ornekteki ana madde ve metabolit konsantrasyonlar
hesaplanmigtir. Hem ayni organ igin bireyler arasi, hem de aym bireyde organlar arasi

CYP3A4 farkliliklar1 belirlenmistir.

3.2.4.1.1.4. Bireyler Aras1 Mikrozomal CYP2E1 Aktivite Farkhiliklar:

CYP2EL aktivitesi bu enzim tarafindan katalize edilen p-nitrofenol’iin 4-nitrokatekol
metabolitine yiikseltgendigi oksidasyon reaksiyonu araciligi ile Olgtlmiistiir. Elbarbry
tarafindan 2006 yilinda gelistirilen HPLC analiz yontemi laboratuvarimizda LC-MS/MS

cihazina uyarlanmistir (659).

Dokuz ayr1 HLM ve 8 ayrt HKM ile p-nitrofenol’iin in vitro inkiibasyonlar
gerceklestirilmistir. Final hacim olan 0.5 mL igerisinde son konsantrasyonu 0.2 mM olacak
sekilde 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) varliginda 50 mM fosfat tamponu
¢ozeltisi icinde (pH: 6.80, 2 mM MgCl, ve 1 mM askorbik asit igceren) inkiibe edilmistir. Bir
saat siireyle 37°C sicaklikta ve 300 rpm hizda calkalamali blokta gergeklestirilen
inkiibasyonun ardindan 10000xg'de 15 dk santrifiij islemi uygulanmstir. Ust berrak fazlar
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viyallere aktarilarak HPLC kolonuna enjekte edilmistir. HPLC kolonu olarak Symmetry
Shield (RP18, 3.5 pm 4.6x100 mm) kullanilmis, enjeksiyon hacmi 50 pL, akis hiz1 0.7
mL/dk, analiz siiresi 25 dk ve hareketli faz olarak distile su : Acn : formik asit (% 59.9 : 40 :
0.1) ile izokratik akis uygulanmistir. UV deteksiyonun ardindan eliient onceki bdlimde
tanimlanan triple quadrupole-kiitle spektrometresine yonlendirilerek negatif iyonizasyon-
elektrosprey modunda (-ESI) analiz edilmistir. Biyolojik 6rneklerin analizi &ncesinde
molekiiler par¢alanma profilinin tayin edilmesi i¢in 1 ppm p-nitrofenol ¢ozeltisi, inflizyon
teknigiyle dogrudan MS detektére uygulanmis, optimum analiz kosullar1 belirlenerek
yontem olusturulmustur. MS detektorde p-nitrofenol ve 4-nitrokatekolden Q1 iyonizasyon
sirasinda olusan [M-H] iyonlarinin her ikisinden NO grubunun kaybi, negatif iyonizasyon (-
ESI) ile SRM modunda izlenmistir. Izlenen reaksiyonlar ve kiitleler Sekil 4 ve asagidaki

tabloda gosterilmistir.

Madde Ana iyon Parcalanma iiriinii | Iyonizasyon enerjisi
(m/z) (m/2) V)
p-nitrofenol 138 48 22
108
4-nitrokatekol 154 124 15

Miktar tayininin gergeklestirilmesi amaciyla standart p-nitrofenol ¢6zeltileri (0.2, 0.01,
0.005 ve 0.0025 mM) hazirlanarak LC-MS/MS ile analiz edilmis ve pik alanlari
belirlenmistir. Konsantrasyona karsi pik alami grafigi c¢izilerek kalibrasyon dogrusu
hazirlanmis ve dogru denklemi elde edilmistir. Her bir 6rnekte olusmus olan 4-nitrokatekol
metabolitinin miktar tayini yapilarak CYP2EI aktiviteleri hesaplanmistir. Boylece hem ayni
organ i¢in bireyler arasit CYP2E1 aktivite farkliliklar1 hem de ayni birey i¢in organlar arasi

farkliliklar belirlenmistir. Her iki enzimin aktiviteleri asagidaki formiile gore hesaplanmigtir:
Enzim aktivitesi = nmol (iiriin) /nmol (P450) / inkiibasyon siiresi

1 mg karaciger mikrozomal proteindeki P450 miktar1 0.75 nmol, 1 mg bdbrek mikrozomal
proteindeki P450 miktar1 0.22 nmol kabul edilerek inkiibasyon ortamlarindaki "nmol P450"

degeri, her bir mikrozomun total protein degerinden hesaplanmistir (658).
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3.2.4.1.2. Mitokondriyel Parasetamol Biyotransformasyonu

Mitokondrilerin NAPQI olusturma kapasitesinin arastirilmasi amaciyla sican karaciger
ve kalp dokularindan izole edilen mitokondriyel fraksiyonlar, in vitro kosullarda
parasetamolle inkiibe edilmistir. Enzim kaynagi olarak taze izole edilen mitokondriyel
membran ya da matriks fraksiyonu kullanilmig, inkiibasyon ortamindaki protein son
konsantrasyonu olarak da 0.5 mg protein/mL, membran+matriks inkiibasyonlarinda ise 1 mg

protein/mL olacak sekilde uygulanmustir.

Iki ayr1 kontrol inkiibasyonu gerceklestirilmistir. Kontrol inkiibasyonlarindan ilki “-
Enzim -GSH”, yani hem enzim kaynagi hem de GSH yoklugunda gergeklestirilen
inkiibasyondur. Ikinci kontrol inkiibasyonu “-Enzim +GSH”, yani enzim kaynag
yoklugunda ancak GSH varliginda gerceklestirilen inkiibasyondur. inkiibasyon ortamindaki
konsantrasyonu 100 uM olan parasetmol, mitokondriyel enzim kaynaklari ile 100 mM
potasyum fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH 7.40, 5 mM MgCl, igeren) igerisinde inkiibe
edilmistir. 250 pL’lik inkiibasyon ortamina 5 mM GSH eklenmesinin ardindan 1 mM
NADPH ve NRS (1 mM G6P, 1 U/mL G6PD) eklenmesiyle inkiibasyon baslatilmistir.
Calkalamali blok 1siticida 1 saat boyunca 300 rpm devir ve 37°C’de inkiibasyon
gerceklestirilmis, reaksiyon % 10 (V/V) Acn eklenmesiyle sonlandirilmistir. 14 000Xg hizda
25°C’de 10dk boyunca santrifiyj islemi uygulanarak iist berrak fazlar viyallere aktarilmis ve
ornekler LC-MS/MS ile analiz edilmistir. LC-MS/MS analiz kosullar1 “Olusan NAPQI 'n
Miktar Tayini” basligi altinda ayrintili bir sekilde anlatilmigtir. Her bir inkiibasyon ortaminda
olusan NAPQI''m pik alanlari, inkiibasyon ortamimin protein miktar1 basina grafige
gecirilerek farkli mitokondriyel enzim kaynaklarinin biyoaktivasyon kapasitesi birbiriyle

kiyaslanmistir.

3.2.4.2. Klozapin Biyoaktivasyonu Calismalari
3.2.4.2.1. Mitokondriyel Klozapin Biyotransformasyonu

Klozapinin mitokondriyel (LMM, HMM, LMx, HMx) ve mikrozomal (LM, HM)
inkiibasyonlari, Balb/c soyundan fare karaciger ve kalbinden elde edilen fraksiyonlarla
gergeklestirilmistir. Karaciger ve kalp dokularindan hem mitokondriyel hem de mikrozomal
fraksiyonlarin izolasyonu saglanmustir. Inkiibasyonlar ve kontrol inkiibasyonlar1 bir énceki

boliimde parasetamol i¢in tarif edildigi gibi yapilmustir.

Inkiibasyon ortamindaki konsantrasyonu 100 uM olan klozapin, farkli enzim

kaynaklar1 ile 100 mM potasyum fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH 7.40, 5 mM MgCI; iceren)
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icerisinde inkiibe edilmistir. 250 uL’lik inkiibasyon ortamina 5 mM GSH eklenmesinin
ardindan 1 mM NADPH ve NRS (1 mM G6P, 1 U/mL G6PD) eklenmesiyle inkiibasyon
basglatilmistir. Calkalamali blok 1siticida 1 saat boyunca 300 rpm devir ve 37°C’de
inkiibasyon gerceklestirilmis, reaksiyon % 10 (V/V) Acn eklenmesiyle sonlandirilmustir. 14
000xg hizda 10 dakika boyunca santrifiij islemi uygulanarak tist berrak faz viyallere alinmig
ve LC-MS/MS ile analiz edilmistir. Her bir inkiibasyon ortaminda olusan stabil metabolitler
NorKLZ, KLZ-N-Oksit ile reaktif nitrenyum iyonunun GSH konjugatina (KLZ-SG) ait pik
alanlar1 belirlenmistir. Her 3 metabolit i¢in izlenen reaksiyonlar ve olusan iyonlar Sekil 5’de
gosterilmistir. Pik alanlari, inkiibasyon ortaminin protein miktar1 basina grafige gecirilerek

farkli enzim kaynaklarinin biyoaktivasyon kapasitesi birbiriyle kiyaslanmistir (485).

Triple quadrupole LC-MS/MS analizi, onceki bdliimlerde tanimlanan Thermo
Quantum Access Max cihazinda gergeklestirilmistir. Kullanilan kolon “Phenomenex Inertsil,
ODS-2 RP18, 5 um 4.6x15 mm”, enjeksiyon hacmi 25 pL, akis hiz1 0.7 mL/dk, analiz siiresi
25 dk’dir. UV analizinde kullanilan 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 iizere 2 ayr1 hareketli faz ile gradiyent eliisyon uygulanmistir. HPLC kolonundan
baslangigtan 3. dk’ya kadar % 100 A gecirilmis, 20 dk.’da % 100 B’ye birim zamanda
dogrusal degisimle c¢ikilmis, 22. dk.’da % 90 A’ya, 25. dk.’da ise tekrar % 100 A’ya

dontilmiistiir.

Klozapin ve metabolitleri elektrosprey-pozitif iyonizasyon ile (+ESI) SRM modunda
analiz edilmistir. Kapiller voltaj 3500 V, azot gazi sicakligi 350°C, nebilizer 40 psig,
iyonizasyon enerjisi 25 V, m/z tarama araligi 50-1000, tarama sikligi 1.003 spektra/sn olarak
ayarlanmigtir. LC-MS/MS analizinde izlenen reaksiyonlar, par¢alanma iriinii iyonlar ve

iyonizasyon enerjileri Sekil 5 ve asagidaki tabloda gosterilmistir:

Anaiyon | Parcalanma Iyonizasyon
Madde (Miz) | iiriinii (m/z) | enerjisi (V)
Klozapin 328 271 39
. 192
KLZ-N-Oksit 343 55
256
NorKLZ 313 192 52
503
KLZ-SG 632 40
302
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Sekil 5. Klozapin biyotransformasyonu analizinde izlenen reaksiyonlar ve olusan iyonlar.

3.2.4.2.2. Mitokondriyel Penetrasyonun Belirlenmesi

In vivo kosullarda hiicre sitoplazmasina kadar ulasan klozapinin karaciger ve kalp
mitokondrisine ne kadarmin gectiginin belirlenmesi amaciyla si¢anlarin karaciger ve kalp

dokusundan intakt mitokondri elde edilmis ve 2 saat i¢inde kullanilmistir.

Mitokondri igerisine gegme oranini belirlemek tizere 100 uM klozapin, in vitro
biyoaktivasyon inkiibasyonlarinda oldugu gibi, ancak bu kez yapisal biitiinliigli korunmus
(intakt) si¢an karaciger mitokondrileri (LMit) veya sigan kalp mitokondrileri (HMit) ile son
protein konsantrasyonu 1.2 mg/mL olacak sekilde, 100 mM Tris tamponu (pH 7.40) ¢ozeltisi
icinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon calkalamali blok 1siticida 37°C’de 1 saat siireyle
gerceklestirilmistir. Stire sonunda inkiibasyon ortami +4°C’de 15 dk siireyle santrifiij

edilerek (800xg) mitokondrilerin ¢oktiiriilmesi saglanmstir. Ust faz, inkiibasyon ortaminda
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kalan ve mitokondriye girmemis olan klozapin miktarimin (KLZ4) belirlenmesi igin
saklanmistir. Pellet, yani ¢Oktiiriilmiis mitokondri fraksiyonu aymi Tris tamponu ile 3 kez
yikanmig ve her seferinde santrifiijle tekrar ¢oktiiriilerek (+4°C’de 15 dk, 7000xg) yikama
cozeltisi atilmistir. Ardindan mitokondrilerin patlatilmas1 amaciyla pellet 3 kez 10’ar sn
stireyle 30 kHz’de sonikasyona tabi tutulmustur. Sonikasyonun ardindan mitokondriyel
matriksi elde etmek amaciyla sonike edilen homojenat +4°C’de 1 saat siireyle 147000xg
hizda santrifiij edilmistir. Mitokondri matriksinden olusan iist faz, mitokondriye girmis olan

klozapin miktarini1 (KLZ,) belirlemek amacryla saklanmugtir.

KLZ;s ve KLZ, miktarlari, bir onceki “Mitokondriyel Biyotransformasyonun
Belirlenmesi” basligi altinda tanimlanan triple quadrupole LC-MS/MS yontemiyle analiz
edilmistir. Inkiibasyon ortamma son konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde eklenen
Klozapinin mitokondri i¢ine giren ve girmeyen miktarlart aragtirilmistir. Ayrica, inkiibasyon
ortaminda mitokondri i¢inde ve disinda klozapinin iki stabil metaboliti olan NorKLZ ve
KLZ-N-Oksit de olgiilmistiir. Tris tamponu ¢ozeltisi iginde hazirlanan ancak mitokondri
fraksiyonu eklenmeden ayni kosullarda inkiibe edilen 100 puM klozapin ¢ozeltisindeki
klozapinin cihazda verdigi pik alami referans alinarak, KLZ4, ve KLZ;, oOrneklerindeki

klozapin ve metabolit miktarlar1 % referans olacak sekilde grafige gegirilmistir.

3.2.4.2.3. Siganda in vivo Klozapin Dagiliminin Belirlenmesi

Oral uygulama sonrasinda kolzapinin organizmada dagilimmi belirlemek amaciyla
dort Wistar Albino sigana, 20 mg/kg klozapin gavajla oral yoldan uygulanmistir. iki saatlik
slire sonunda hayvanlar anestezi altinda agilmis, iki hayvanin (#3 ve #4 nolu hayvanlar) kalp
ve karacigerleri kanindan kurtarmak amaciyla perfiize edilerek, diger ikisinin ise perfiize
edilmeden cikarilmistir. Kalp ve karaciger yaninda kemik iligi, kan (kalp iginden) ve idrar
(mesaneden) toplanmistir. Kan 6rneklerinin yarisi antikoagiilan uygulamasi sonrasi santrifiij
edilerek plazma elde edilmistir. Ardindan ornekler analize hazirlanmis ve her bir 6rnekte
klozapin, desmetilklozapin ve klozapin-N-oksit LC-MS/MS yontemiyle oOlglilmiis ve

dokulara dagilan miktarlar grafige gegirilmistir.

3.25. Farkh Saklama Sicakhklarinda Mitokondri Islevselliginin MPTP

Olusturma Yetenegi Aracihgiyla izlenmesi

“Genel Bilgiler” boliimiinde tanimlandigr gibi MPTP olusumu yapisal ve islevsel

biitiinligiinii koruyan, yani saglikli, intakt mitokondride gerceklesen, ancak patolojik bir
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slirectir; Ornegin agir1 kalsiyum varliginda mitokondri i¢ ve dig zarinda yer alan belirli
proteinler iliskiye geger ve s6z konusu porlart olusturur. Bu tez ¢alismasinda MPT por
olusumunun mitokondri stabilitesini izlemede bir parametre olarak kullanilabilirligini test
etmek amaciyla taze saglanan si@ir karacieri porsiyonlara ayrilmis, farkli ortam
sicakliklarinda depolanmig ve belirli zaman noktalarinda izole edilen mitokondrilerin MPTP
olusturma Ozellikleri belirlenmistir. Baglangic noktasi olarak doku alinir alinmaz ilk
porsiyondan hemen mitokondri izole edilmis (13,654) ve zaman gecgirmeden Ca++
tarafindan indiiklenen MPTP olusumu olgtilmiistiir (baglangic degeri) (253). Porsiyonlardan
bir grup 1 hafta siireyle +4°C’de, bir grup ise 3 ay siireyle -86°C’de saklanmis, belirli zaman
noktalarinda mitokondri izole edilerek MPTP olusumu 6l¢ililmiis, baslangic degerine gore

por olusturabilme kapasitesindeki degisiklik grafige gecirilmistir.

Ayrica yine aymi dokudan izole edilen mitokondriyel fraksiyon da ii¢ porsiyon
grubuna ayrilmig, baglangic MPTP degeri kaydedilmis ve benzer sekilde farkli ortam
sicakliklarinda saklanmislardir; 6 saat siireyle oda sicakliginda, 24 saat siireyle +4 °C’de ve 3
ay siireyle -86°C’de saklanan izole mitokondriyel fraksiyonlarin MPTP olusturma kapasitesi

belirli zaman noktalarinda 6l¢iilmiistiir.

MPTP testinde izole mitokondriler 96-kuyucuklu plakada son protein konsantrasyonu
1 mg/mL olacak sekilde solunum tamponu ¢ozeltisi (pH:7.20, 125 mM siikroz, 50 mM KCl,
5 mM HEPES, 2 mM KH,PO, ve 1 mM MgCl,) iginde, 30°C’de 10 dk siireyle inkiibe
edilmistir. Kalsiyum kloriir (CaCl,) MPTP indiiksiyonu amaciyla pozitif kontrol olarak
kullanilmig, son konsantrasyonu 250 uM olacak sekilde CaCl, varliginda inkiibasyonlar
gergeklestirilmistir. CaCl, uygulamasinin ardindan 10 dk boyunca absorbanstaki diisiis (540
nm) Thermo Scientific Varioskan Flash Mikroplaka Okuyucuda izlenmistir. Okuma siiresi 10
dk, okuma siklig1 ise 1 dk’dir. Deney ve okuma asamalarinda sicaklik 30°C’de sabit
tutulmus ve her bir kuyucuktaki absorbans degisim oranlari (AA) hesaplanmistir (253).
CaCl, uygulanan mitokondriyel inkiibasyonlarin AA degerleri hesaplanarak mitokondriyel

stabilite degerlendirmesi yapilmistir.

3.2.6. Calisilan ilaclarin Mitokondriyel Islevlere Etkilerinin Degerlendirilmesi

Klozapin, olanzapin, valproik asit, diklofenak, metformin, dapson, tiyaprofenik asit ve
siilfafenazol tez ¢alismasi kapsaminda mitokondriyel toksisite hedefleri arastirilan ilaglardir.
Bu amagla ilaglarin MPTP olusumu, mtDNA metilasyonu ve mitokondriyel oksijen tiiketim

hiz1 (OCR) iizerinde etkileri olup olmadigi incelenmistir.

94



3.2.6.1. ilaglarin MPTP Olusumu Uzerine Etkilerinin Test Edilmesi

Bu deney kapsaminda klozapin, olanzapin, valproik asit, diklofenak, dapson,
tiyaprofenik asit ve siilfafenazoliin 1, 10 ve 100 uM olacak sekilde belirlenen ii¢ dozu ile
caligtlmistir. In vitro inkiibasyonlarda kullanilan bu dozlar ilaglarin insanda kararli kan
konsantrasyonlar1 dikkate alinarak diisiik, terapotik ve toksik dozlar olarak secilmistir.
Mitokondriyel stabilitenin arastirilmasi asamasinda oldugu gibi bu testlerde de sigir
karacigeri kullanilmistir. Dokularin ¢ikarilmasimi takiben mitokondri izolasyonu 4 saat
icinde gerceklestirilmistir. Caligmaya ii¢ ayr1 kontrol grubu dahil edilmistir; ilki ilaglarin
¢oziiciisli olarak kullanilan % 1 DMSO, ikincisi herhangi bir ilag ve DMSO igermeyen
mitokondriyel fraksiyon, iigiinciisii ise pozitif kontrol olarak CaCl,’dir (son konsantrasyonu
250 uM).

[laglarin olas1 etkisi iki diizeyde incelenmistir:

1. Kendilerinin MPTP olusturma olasiliklari (Ca™ yoklugunda),

2. Ca" tarafindan indiiklenen MPTP olusumu iizerinde olas etkileri (Ca™ varliginda).

Tim inkiibasyonlar deneysel varyasyonu tespit edebilmek icin tiglii seriler halinde
(triplike) “Farkli Saklama Sicakliklarinda Mitokondri Islevselliginin MPTP Olusturma
Yetenegi Araciligiyla Izlenmesi” bashig1 altinda tanimlandig1 sekilde gergeklestirilmistir. Ca™
varliginda gerceklestirilen inkiibasyonlarda ilaglar ortama eszamanl olarak eklenmistir. Tiim

inkiibasyonlarin AA degerleri hesaplanarak grafige gecirilmistir.

3.2.6.2. flaclarin mtDNA Metilasyonu Diizeylerine Etkileri

Test edilen ilaglarin mtDNA metilasyon diizeyleri ve mitokondriyel oksijen tiiketimi
tizerine etkileri CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary) hiicre hattinda ¢aligilmustir. Besi ortami
olarak % 10 fetal bovine serum (FBS) iceren DMEM-F-12K (1:1) kullanilmustir. Hiicreler 25
cm?lik flasklarda 37°C’de, nemli ortamda ve % 5 CO, iceren inkiibatorde siirdiiriilmiis,
testler en az 3 kez pasajlanan hiicrelerle gergeklestirilmistir. CHO-K1 hiicrelerinin
stirdiiriilmesinde giin asir1 besi ortami uzaklastirilmig, hiicreler 4 mL PBS ile yikanarak besi
ortamn kalintis1 uzaklastirlmustir. 1.5 mL tripsin ¢ozeltisi eklenerek hiicreler 37°C’de 2 dk
bekletilmis, hiicrelerin flask yilizeyinden ayrilmasi saglanmistir. Ardindan ortama 4 mL besi
ortami1 eklenerek tripsin aktivitesi sonlandirilmistir. Hiicre siispansiyonu 5 dk boyunca

+4°C’de santrifiij edilmis (800xg), ¢coken hiicre pelletine taze besi ortami eklenmistir.

Onceki calismalarimizda  ilaglarin  sitotoksisite  olusturmayan en yiiksek

konsantrasyonlar1 belirlenmis ve bu konsantrasyonlarda ilaglarin mtDNA metilasyonu
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diizeyine etkileri test edilmistir. Klozapin 10 ve 50 uM, olanzapin 100 uM, nifedipin 10 pM,
valproik asit 100 uM, diklofenak 0.01 uM, dapson 100 uM, tiyaprofenik asit 100 uM ve

stilfafenazol 100 uM konsantrasyonlari ile ¢aligilmustir.

Klozapinin iki doz diizeyi i¢in de hiicre inkiibasyonlar1 GSH varliginda ve yoklugunda
ayr1 ayr1 yapilmigtir. Bunun nedeni, goriilmesi olasi etkinin reaktif metabolit aracilikli olup
olmadiginin belirlenmesidir. GSH igeren inkiibasyonlarda GSH’in son konsantrasyonu 5
mM’dir. Caligmada kullanilan iki kontrol grubundan ilki ¢6ziicii kontrol (% 1 DMSO), digeri
ise literatiirde mtDNA metilasyonunu 6nemli derecede artirdigi gosterilen 15 mM valproik

asit (660) yani pozitif kontroldiir. Tiim inkiibasyonlar triplike gergeklestirilmistir.

CHO-K1 hiicreleri hemositometreyle sayilarak DMEM-F-12K besi ortami igerisinde
stispande edilmistir. Her kuyucukta 2 milyon hiicre olacak sekilde hiicreler 6 kuyucuklu
plakalara ekilmistir. Hiicrelerin 4 saat tutunma siiresi boyunca 37°C bekletilmesinin ardindan
caligilacak olan ilaglar uygulanmig, 16 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler tripsin
uygulanarak kaldirilmis ve mtDNA izolasyonu asamasina gecilmistir. Izolasyon “Abcam-
ab65321 mitDNA Izolasyon Kiti” kullanilarak yapilmugtir. Hiicreler 5 mL soguk PBS ile 2
kez yikanmig ve PBS santrifiijle uzaklastirilmistir (6000 xg, 10 dk, +4°C). Hiicreler Potter
tipiinde sitozol ekstraksiyon tamponu iginde teflon havaneli yardimiyla 50 wvurus ile
patlatilmistir. Homojenat 10 dk siireyle +4°C’de santrifiij edilerek (7000 xg) st faz
alinmustir. 30 dk siireyle +4°C’de yapilan ikinci santrifiij (10000 xg) sonrasinda pellet, yani
izole mitokondri elde edilmistir. Mitokondriyel fraksiyon 10 dk sireyle 30 pL lizis
tamponunda bekletilmis ve siire sonunda 5 pL enzim karisimi eklenerek 1 saat siireyle 50°C
su banyosunda inkiibe edilmistir. 100 uL absolii etanol eklenmesinin ardindan mitokondriler
10 dk siireyle -20°C’de tutulmus, +4°C’de 10 dk santrifiij islemi (14000 xg) uygulanarak
mtDNA’nin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Pellet, yani mtDNA hizlica kuru buz iginde
dondurularak metilasyon deneylerinin yapildig1 Istanbul Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi’ne

gonderilmistir.

Kontrol ve ilag inkiibasyonlarinda mtDNA metilasyon diizeyleri “EpiGentek
MethylFlash™ Methylated DNA” kiti kullanilarak belirlenmistir. 96 kuyucuklu plakada her
kuyucuga 80 pL ME2, 1 puL ME3, 1 uL ME4 ¢ozeltileri, 100 ng mitokondriyel DNA
eklenmistir. Plaka parafilm ile kaplanarak 37°C’de 90 dk boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki ¢dzeltiler uzaklastirilmis, kuyucuklar 3 kez
150 uL MEI yikama ¢ozeltisiyle yikanmistir. Kuyucuklara seyreltilmis MES eklenerek oda
1sisinda 1 saat inkiibasyon saglanmistir. Siirenin sonunda MES ¢ozeltisi uzaklagtirilmis,
kuyucuklar yikanmistir. Yikama isleminin ardindan 150 pL ME6 ve ME7 ¢ozeltileri ile 30

dk inkiibasyon saglanmistir. Siirenin sonunda yikama islemi tekrarlanmistir. Her kuyucuga
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100 pL MES ¢ozeltisi eklenerek oda 1sisinda 10 dk inkiibasyon yapilmistir. ME8 ¢ozeltisi
metillenmis DNA varliginda mavi rengi almaktadir. 100 pL. ME9 eklenerek reaksiyon

durdurulmus ve maviden yesile donen renk 450 nm’de 10 dk boyunca izlenmistir.

3.2.6.3. Tlaclarin Mitokondriyel Oksijen Tiiketimine Etkileri

Bu deneyler yine CHO-K1 hiicrelerinde gergeklestirilmistir. Klozapin, olanzapin,
nifedipin, valproik asit, diklofenak, metformin, dapson, tiyaprofenik asit ve siilfafenazoliin 1,
10 ve 100 uM dozlar ile ¢alisilmistir. Bu ilaglarin CHO-K1 hiicrelerinin oksijen tiikketimine
etkileri “Luxcel Biosciences MitoXpress®Xtra Oxygen Consumption Assay Kit” yardimiyla
incelenmistir. MitoXpress®Xtra reajaninin verdigi floresans, O, miktari ile ters orantili bir
sekilde azalmaktadir, yani hiicre disina ¢gikan oksijen miktari ile floresans siddet arasinda ters
oranti vardir. Hiicresel solunum sirasinda O, konsantrasyonu azalacagl igin
MitoXpress®Xtra sinyali zamanla artar. Bu sayede oksijen tiiketim hizi, zaman igerisinde
floresans sinyaldeki degisimden hesaplanabilir. Tiim kontrol ve ila¢ uygulamalan triplike

olacak sekilde gerceklestirilmistir.

96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 60000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. 37
°C’de 16 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besi ortamlar1 (DMEM-F-
12K) uzaklastirilmistir. Her bir kuyucuga 150 pL taze besi ortami eklenmesinin ardindan kor
kontrol disindakilere 10 uL Mitoxpress®Xtra ajan1 eklenmistir (kor kontrole bunun yerine
10 pL besi yeri eklenmistir). DMSO i¢inde test maddesi ya da kontrol inkiibasyonunda
sadece DMSO (2.5 pL) her bir kuyucuga eklenmistir. Kit i¢erigindeki onceden 1sitilmig HS
mineral yagin 2 damlas1 (ya da 100 pL) hava kabarcigi olusturmadan hizlica eklenerek
floresans okuma asamasina gec¢ilmistir. Thermo Scientific Varioskan Flash Mikroplaka
Okuyucu’da 200 dk boyunca (her 3 dk’da bir) time-resolved fluorescence (TRF) modunda
kinetik okuma yapilmstir. Deney ve okuma asamalarinda sicaklik 37°C’de sabit tutulmustur.
Eksitasyon 380 nm, emisyon 650 nm, delay time 30us, integration time 100 us olarak

ayarlanmustir.
Calismada 5 ayr1 kontrol kullanilmistir. Kontrol gruplari agagida 6zetlenmistir;
Kor kontrol: Hiicre igeren kuyucuklara sadece 150 plL taze besi yeri eklenmistir.

Sinyal kontrolii: Hiicre igermeyen kuyucuklara 150 pL taze besi yeri ve 10 Mitoxpress®Xtra

eklenmistir.

Test maddesi icermeyen kontrol: Hiicre igeren kuyucuklara 150 pL taze besi yeri ve 10 plL

Mitoxpress®Xtra ajan1 eklenmistir.
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Pozitif kontrol (Antimisin A): Hiicre igceren kuyucuklara 50 pL taze besi yeri, 1 pL Antimisin
A stok ¢ozeltisi (DMSO iginde, son kons. 150 uM) ve 10 pL Mitoxpress®Xtra eklenmistir.

Coziicii kontrolii: Hiicre igeren kuyucuklara 150 pL taze besi yeri, 2.5 uL. DMSO ve 10 uL
Mitoxpress®Xtra eklenmistir.

Kor kontroliin, yani reaktif ajan icermeyen, sadece hiicre barindiran kuyucuklarin
sinyal ortalama degerleri Orneklerden cikarilmistir. Tim kontrol gruplart ve ilag
inkiibasyonlarina ait zamana bagli floresans siddetindeki degisiklikler grafige gecirilerek
dogrusal zaman araliklar1 belirlenmis, dogrunun egiminden hareketle OCR yiizde olarak

hesaplanmustir.

3.2.7. insan Mitokondriyel Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

Otopsi sirasinda alinan dokulardan hazirlanan 12 ayr1 insan karaciger ve kalp
mitokondriyel matriks fraksiyonlarinda (LMx, HMx) GST, SOD, CAT ve Se-GPx

enzimlerinin spesifik aktiviteleri arastirilmustir.

3.2.7.1. Total GST Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

GSTT disindaki tiim GST izoenzimleri CDNB’ye kars1 aktivite gosterirler (173). Bu
nedenle mitokondri orneklerinde o6ncelikle genel GST aktivitesi, substrat olarak GST
kullanilarak Habig ve ark.’inin yontemi esas alinarak spektrofotometrik olarak 6lgiilmiistiir
Bu amagla 1 mL’lik kuvartz spektrofotometre kiivetinde 100 mM fosfat tamponu (pH: 6.50)
igerisine son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde sirasiyla CDNB, 1 mM GSH ve 20 puL
LMx ya da HMx eklenerek 20 sn 6n inkiibasyondan sonra enzimatik triin (CDNB-SG
konjugati) olusumu, 340 nm’de 2 dk boyunca izlenmistir (661).

3.2.7.2. GST Izoenzimlerinin Spesifik Aktivite Ol¢iimleri

DCNB ve trans-4-fenil-3-biiten-2-on, GSTM’niin (172), EPNP ise GSTT nin spesifik
subtratlaridir (662). Bu substratlardan uygun kosullarda ilgili GST izoenzimiyle iiriin

olusumu izlenerek enzimlerin spesifik aktiviteleri tayin edilmistir.

GSTM aktivitesi iki ayr1 substrat araciligiyla olgiilmiistiir. DCNB’ye karsi GSTM

aktivitesinin belirlenmesi sirasinda 100 mM fosfat tamponu (pH: 7.50) igerisine DCNB (son
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konsantrasyonu 1 mM), GSH (son konsantrasyonu 5 mM) ve 20 pL enzim kaynagi
eklenmistir. 345 nm’de 2 dk boyunca {iriin olusumu izlenmistir. Trans-4-fenil-3-buten-2-on’a
karsi GSTM aktivitesinin belirlenmesi sirasinda ise 100 mM fosfat tamponu (pH: 6.50)
igerisine  trans-4-fenil-3-buten-2-on  (son konsantrasyonu 0.25 mM), GSH (son
konsantrasyonu 0.5 mM) ve 20 pL enzim kaynagi eklenmis, 290 nm’de 2 dk boyunca iiriin

olusumu izlenmistir (661).

GSTT aktivitesi igin, 100mM fosfat tamponu (pH: 6.50) igerisine EPNP (son
konsantrasyonu; 0.5 mM), GSH (son konsantrasyonu; 5 mM) ve 20 pL enzim kaynagi

eklenmis, 360 nm’de 2 dk boyunca iiriin olusumu izlenmistir (661).

3.2.7.3. Total SOD Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Total SOD aktivitesinin 6lgiilmesi amaciyla 50 mM Tris HCI tamponu ¢ozeltisi (pH:
8.20, 1 mM EDTA igeren) igerisine 17 pL 6 mM pirogallol ¢ozeltisi ve 20 pL LMx ya da
HMx eklenmistir. 20 sn 6n inkiibasyon siiresinin ardindan 420 nm’de pirogalloliin

otooksidasyonunun inhibisyonu 1 dk boyunca izlenmistir (663).

3.2.7.4. Mn-SOD Aktivitesinin Olgiilmesi

Total SOD aktivitesinin 6l¢iilecegi reaksiyon ortami tekrar hazirlanmis ve 1 mM KCN
eklenerek Mn-SOD digindaki diger SOD izozimlerinin inaktive olmasi saglanmistir. Béylece
Orneklerdeki Mn-SOD aktivitesi belirlenmistir (664).

3.2.7.5. Cu,Zn-SOD Aktivitesinin Olgiilmesi

Total SOD aktivitesinden Mn-SOD aktivitesinin ¢ikarilmasi sonucu o&rneklerdeki
Cu,Zn-SOD aktivitesi hesaplanmustir (664).

3.2.7.6. CAT Aktivitesinin Olgiilmesi

CAT aktivitesinin ol¢iilmesi sirasinda 50 mM fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH: 7.00), 20
uL LMx ya da HMx eklenmistir. 1 mL 30 mM hidrojen peroksitin (H,O,) ilave edilmesi
sonrasi 30 sn boyunca kiivetler karistirilmis ve H,O,’nin enzimatik yikilmasi 240 nm’de 2 dk

boyunca izlenmistir (665).
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3.2.7.7. Se-GPx Aktivitesinin Olgiilmesi

Orneklerdeki Se-GPx aktivitesi, Pleban ve ark.’mm yontemi kullanilarak
belirlenmistir (666). indirgenmis glutatyon (GSH) hidrojen peroksit varliginda GPx enzimi
ile okside glutatyona (GSSG) doniisiir, GSSG ise glutatyon rediiktaz enzimi ile tekrar GSH'a
rediiklenir. Olusan tepkimede, ortamdaki NADPH'm NADP"ya doniismesi 340 nm dalga
boyunda izlenerek GSSG olusum hiz1 6l¢iilmiis ve GPx enzim aktivitesi hesaplanmistir. 980
uL reaksiyon ortamina 15 uL. 100 mM fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH: 7.40) ve 20 uL LMx ya
da HMx eklenmistir. Bes dakika 6n inkiibasyon siiresi sonunda 8.8 mM H,0, 10 uL olacak

sekilde ortama eklenmis ve enzimatik oksidasyon 3 dk boyunca izlenmistir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Tiim testlerde elde edilen veriler “ortalama+ standart hata” seklinde ifade edilmistir.
Istatistiksel onem testi olarak unpaired t test kullamilmistir. iki ortalama arasindaki farkin
onem testinde *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 diizeylerinde yanilma paylar1 esas

alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Bireyler ve Organlararasi1 Parasetamol Biyoaktivasyonu Farklihgi Calismasi

Bulgulan
4.1.1. Mikrozomal Calismalara Ait Bulgular
4.1.1.1. Olusan NAPQI’1in Miktar Tayini

Parasetamoliin 9 farkli hastadan alinan karaciger ve 8 farkli hastadan alinan bobrek
dokularindan  hazirlanan ~ mikrozomal  fraksiyonlarla in  vitro  inkiibasyonlar
gergeklestirilmistir. Hastalardan birisine ait karaciger mikrozomlariyla yapilan ilag
inkiibasyonunun kromatogram: Sekil 6’da gosterilmektedir. Sekil 6A’da, NAPQI’'in GSH
konjugatina (NAPQI-SG) ait total iyon kromatogrami, Sekil 6B’de NAPQI-SG ve Sekil
6C’de [°Ds]-NAPQI-SG (1.S.) konjugatina ait SRM déniisiimlerini gosteren kromatogramlar
bulunmaktadir. Sekil 6D ise ayn1 6rnegin 254 nm’deki HPLC-UV sinyalini gostermektedir.

Sekil 6D’de goriildiigii gibi UV detektor, diisiik miktardaki metaboliti (NAPQI-SG)
Olcebilmek icin yeterince segici ve duyarli degildir. Bu nedenle kiitle spektrometrisine dayali
yonteme ihtiya¢ duyulmustur. Sekil 6B ve 6C’de goriildiigii gibi NAPQI-SG konjugatt MS
dedektor ile 8.78.dk’da (m/z 457 [M]" — m/z 328 [M-129]*, m/z 382 [M-75]"), 2Ds-NAPQI-
SG ise 8.74.dk’da tespit edilmistir (m/z 460 [M]" — m/z 331 [M-129]", m/z 385 [M-75]").
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Sekil 6. Bir hastanin karaciger mikrozomal fraksiyonu tarafindan olusturulan N-asetil-p-
benzokinonimin’e (NAPQI) ait total iyon ve SRM kromatogramlari. A, Kiitle spektrumunun total iyon
kromatogrami; B, NAPQI-SG’nin m/z 457 [M]"dan m/z 328 [M-129]" ve m/z 382 [M-75]" kiitle
déniisiimiinlerine ait SRM kromatogrami; C, *D3-NAPQI-SG’nin m/z 460 [M]"’dan m/z 331 [M-129]*
ve m/z 385 [M-75]" kiitle déniisiimiinlerine ait SRM kromatogranu; D, HPLC-ultraviyole (UV)
kromatogrami (254 nm).

Her bir hastaya ait karaciger veya bobrek mikrozomal inkiibasyonlarinda olusan
NAPQI-SG miktarlari, LC-MS/MS kromatogramlarindan hareketle “Gere¢ ve Yontem”
boliimiinde aciklandigi sekilde hesaplanmis ve sonuglar ilerleyen sayfalarda diger

parametrelerle birlikte siitun grafikler seklinde sunulmustur.

P450 aracilikli Kkatalitik reaksiyonlarmm devamli elektron akigina bagimli olup
olmadiginin arastirilmasi amaciyla insan karaciger ve bobrek mikrozomal inkiibasyonlari,
NADPH-regenerating system (NRS) varliginda ve yoklugunda ayri ayri yapilmistir. Sekil
7°deki ilk stitun NRS igeren, ikinci siitun ise NRS i¢ermeyen inkiibasyonlarda olusan
NAPQI-SG  miktarlarinin  ortalama  degerleridir.  Parasetamoliin  bireyler  arasi
biyoaktivasyonu karaciger mikrozomlarinda ortalama 450 umol metabolit/g protein arasinda,
bobrek mikrozomlarinda ise 12 umol metabolit/g protein arasinda degismektedir (Sekil 7).

Sonuglar, HLM ve HKM ile konjugat olusumunun siirekli elektron akisina bagli oldugunu
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gostermektedir (Sekil 7A ve B). HLM ile NAPQI olusumu NRS varliginda 45 kat, HKM ile
14 kat artmaktadir. Beklenildigi gibi karaciger mikrozomlartyla olusan konjugat miktari,

bobrek mikrozomlariyla olusan miktarin 24 katidir.

600+
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|

HLM+NRS HLM-NRS

301

20+

154
3m
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Sekil 7. NADPH iiretici sistem (NRS) varliginda ve yoklugunda inkiibasyon ortaminda olusan
NAPQI-SG miktarlari. A, Insan Kkaraciger mikrozomal (HLM; human liver microsomal)
inkiibasyonlar1; B, Insan bébrek mikrozomal (HKM; human kidney microsomal) inkiibasyonlari.
Degerler ort+ standart hata seklinde ifade edilmistir. * +NRS’ye kiyasla 6nemli derecede (p < 0.05)
farkli.
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4.1.1.2. Bireyler Aras1 Mikrozomal CYP3A4 Aktivite Farkhihiklar: Bulgulan

CYP3A4 aktivitesi, enziminin secici bir bicimde Katalize ettigi nifedipin oksidasyon
reaksiyonundan yararlanilarak ol¢tilmiistiir. Literatiirde HPLC-UV teknigi i¢in tanimlanmig
olan yontem, Gere¢ ve Yontem Boliimiinde agiklandigi lizere ¢ok daha az insan doku
materyali ile calisabilmek ilizere LC-MS teknigine uyarlanmustir. Nifedipin ve oksidatif
metaboliti olan nifedipin oksit i¢in ESI pozitif iyon modu kullanilmig, analiz igin QIMS
yeterince duyarl ve secici bulundugundan tandem MS teknigine gerek duyulmamustir. iki
bilesigin de pozitif elektrosprey iyonizasyonu ile gergeklestirilen analizleri sonucu elde
edilmis olan bir hastaya ait temsili kromatogramlar, Sekil 8’de gdsterilmistir. Inkiibasyon
ortamina ait total iyon kromatogrami Sekil 8A’da goriilmektedir. Nifedipinin protonlanmis
molekiiler iyonuna ait pik 11.2. dk’da (Sekil 8B), metabolit nifedipin oksitin protonlanmis
molekiiler iyonuna ait pik ise 5.2.dk’da goriilmektedir (Sekil 8C). 254 nm’deki HPLC-UV
sinyal piki ise Sekil 8D’de gosterilmistir. Nifedipin oksite ait UV ve MS detektor sinyal
yogunluklar1 kiyaslandiginda LC-MS tekniginin hassasiyet ve segicilik acisindan ¢ok daha
tistiin oldugu gortilmektedir (Sekil 8C ve D).
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Sekil 8. Nifedipin’in mikrozomal oksidasyonuna ait total iyon, QIMS ve UV (254 nm)
kromatogramlari. A, MS total iyon kromatogrami; B, Nifedipin’e ait Q1 MS iyonizasyon
kromatogrami (Rt:11.2 dk., m/z 346 [M]* —m/z 347 [M+H]"); C, Nifedipin piridin metabolitine ait
Q1 MS iyonizasyon kromatogram (Rt:5.2 dk., m/z 344 [M]" —m/z 345 [M+H]"); D, HPLC-UV

kromatogrami (254 nm).
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Karaciger ve bobrek mikrozomlarina ait bireysel CYP3A4 aktiviteleri sirasiyla Sekil
9A ve B’de gosterilmektedir. Karaciger mikrozomlarindaki enzim aktiviteleri 1.5 ile 9.8
nmol tirtin/nmol P450/dk, bobrek mikrozomlarinda ise 8.8 ile 47.2 nmol tirtin/nmol P450/dk
arasinda degiskenlik gostermektedir. Karaciger ve bobrek mikrozomlarindaki bireyler arasi
CYP3A4 aktivite farkliliklar1 incelendiginde en diisiik ve en yiiksek degerler arasindaki
farkin 6 kat oldugu goriilmektedir (Sekil 9). Karaciger mikrozomal CYP3A4 enziminin
ortalama aktivite degeri, bobrek mikrozomal CYP3A4 ortalamasindan 6.3 kat daha distiktiir.
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Sekil 9. Hastalarin bireysel mikrozomal CYP3A4 aktiviteleri. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde

substrat olarak Nifedipin kullanilmistir. A, Karaciger; B, Bobrek.
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4.1.1.3. Bireyler Aras1 Mikrozomal CYP2E1 Aktivite Farkliliklar1 Bulgular:

Mikrozomal fraksiyonlarin CYP2EI aktivitesi, bu enzim tarafindan katalize edilen p-
nitrofenoliin 4-nitrokatekole oksidasyonu reaksiyonunun izlenmesi esasina dayali olan, tez

caligmasi kapsaminda gelistirilen LC-MS/MS yontemiyle belirlenmistir (Sekil 10).

Ana ilag p-nitrofenol ve metaboliti 4-nitrokatekol tayini i¢in ilacin standart
cozeltisinin dogrudan MS detektore inflizyonu ile yapilan optimizasyon ¢aligmasina gore
negatif iyonizasyon (-ESI) modunda triple quadrupole tandem MS ile c¢alisilmustir; Q1
iyonizasyon p-nitrofenol ve metaboliti 4-nitrokatekoliin her ikisinden bir proton kaybina
neden olarak [M-H]" molekiiler iyonlarinin olusmasina, Q2 iyonizasyon ise [NO] grubunun
molekiilii terk etmesiyle her iki analitten kinon tiirevlerinin olusumuna neden olmustur.
Dolayisiyla analiz yonteminde bu reaksiyon serileri SRM modunda izlenmistir. Reaksiyon
sonunda inkiibasyon ortaminin enjekte edildigi LC-MS/MS analizi total iyon kromatogrami
Sekil 10A’da, p-nitrofenol’e ait SRM kromatogrami Sekil 10B’de ve oksidasyon {iriinii
metaboliti 4-nitrokatekole ait SRM kromatogrami ise Sekil 10C’de gosterilmektedir. Sekil
10D, ayni 6rnegin MS detektoriin hemen 6ncesindeki HPLC-UV (254 nm) kromatogramini
gostermektedir. Bu kromatogramda p-nitrofenol ve metabolitinin alikonma zamanlari, MS
detektorle tespit edilen alikonma zamanlarina gore sirastyla 0.05 ve 0.03 dk daha erkendir.
Bu durumun nedeni; inkiibasyon orneginin LC kolonunu terk etmesinden o6nce UV-
detektorden gegmesi, ardindan belirli bir mesafeyi katederek MS detektore ulasmasi ve
sinyal vermesidir. UV ve MS detektor sinyalleri arasindaki zaman farki, analit sinyallerinin
MS detektorden once UV-detektorle izlendigi NAPQI olusumu ve CYP3A4 anlizi igin de
gecerlidir. CYP2E1 aktivite 6l¢iim yonteminde 4-nitrokatekol’e ait UV sinyal ¢ok zayif ve
yetersizdir (Sekil 10D). Ayn1 miktar metabolit MS detektore ulastiginda ¢ok daha giiglii (700
kat) bir sinyal olusturmaktadir (Sekil 10C).
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Sekil 10. p-nitrofenol’iin p-nitrokatekol’e mikrozomal oksidasyonuna ait total iyon, SRM ve UV (254
nm) kromatogramlari. (p-nitrofenol alikonma zamam: 5.06 dk., [M-H]-:138 — 108, 46; p-
nitrokatekol alikonma zamam 3.36 dk., [M-NO]: m/z 154 — m/z 125). A, MS total iyon
kromatogrami; B, p-nitrofenol’iin m/z 139 [M]’dan m/z 138 [M-H]" ve m/z 108 [M-30]" kiitle
doniisiimiinlerine ait SRM kromatogrami); C, p-nitrokatekol’iin m/z 155 [M]’den m/z 154 [M-H]"
ve m/z 125 [M-30]" kiitle doniisiimiinlerine ait SRM kromatogrami); D, HPLC-UV kromatogrami
(254 nm).

Sekil 11A ve B, sirasiyla karaciger ve bobrek mikrozomlarindaki bireysel CYP2E1
aktivitelerini gdstermektedir. Karaciger mikrozomlarinda enzim aktiviteleri 0.84 ile 219.3
nmol zriin/nmol P450/dk arasinda, bobrek mikrozomlarinda enzim aktiviteleri ise 0.12 ile
0.61 nmol iiriin/nmol P450/dk arasinda degismektedir. Karaciger CYP2E1 aktivitesinde
bireyler arasi biiylik farkliliklar bulunmaktadir; en yiiksek ve en diisiik CYP2E1 aktivitesi
arasindaki fark 261 kat iken, bobrek mikrozomlarinda bu fark sadece 5’dir. Bu ¢alismada
organlar arasi ortalama spesifik CYP2E1 aktiviteleri kiyaslandiginda, literatiire uygun
bi¢imde karacigerde aktivitenin bobrege kiyasla 124 kat fazla oldugu gézlenmistir (667,
668).
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Sekil 11. Hastalarin bireysel mikrozomal CYP2E1 aktiviteleri. Enzim aktivitesinin belirlenmesinde

substrat olarak p-nitrofenol kullanilmustir. A, Karaciger; B, Bobrek.

4.1.1.4. Cinsiyetler Aras1 Biyoaktivasyon ve Enzim Aktivitesi Farklihg Bulgular:

Sekil 12’de NAPQI olusturma kapasitesi, CYP2E1 ve CYP3A4 aktivitelerindeKi
cinsiyete bagh farkliliklar gosterilmistir. Karacigerde NAPQI olusturma kapasitesi ag¢isindan
erkek ve kadin arasinda fark gozlenmezken (Sekil 12A), bobrekte erkeklerin kadinlara
kiyasla onemli derecede yiliksek NAPQI firettigi gozlenmistir (Sekil 12D). Kadinlarda
karaciger dokusunda CYP2E1 aktivitesi erkeklere kiyasla yiikseklik egilimi gostermesine
karsin ¢alismaya dahil edilebilen birey sayisinin diistikliigli (4 kadin, 5 erkek) ve bireyler
aras1 varyasyonun yiiksekligi nedeniyle istatistiksel bir fark bulunmamustir (Sekil 12B). Buna
karsin erkeklerde bobrek CYP2E1 aktivitesi kadinlara kiyasla énemli derecede yiiksektir
(Sekil 12E). Son olarak CYP3A4 aktivitesi hem karaciger (Sekil 12C) hem de bobrekte
(Sekil 12F) erkeklerde yiikseklik egilimi gosterse de CYP2E1 igin de gecgerli olan

nedenlerden dolay1 bu fark istatistiksel agidan 6nemsizdir.
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Sekil 12. Reaktif metabolit olusturma kapasitesi ve P450 aktivitelerinde cinsiyete bagl farkliliklar. A,

Karaciger mikrozomal NAPQI olusumu; B, Karaciger mikrozomal CYP3A4 aktivitesi; C, Karaciger
mikrozomal CYP2EI aktivitesi; D, Bobrek mikrozomlartyla NAPQI olusumu; E, Bobrek mikrozomal
CYP3A4 aktivitesi; F, Bobrek mikrozomal CYP2EL aktivitesi. Degerler ort+ standart hata seklinde

ifade edilmistir. * Kadinlara kiyasla 6nemli derecede (p < 0.05) farkl.

Bu calismada son olarak mikrozomlar tarafindan olusturulan NAPQI miktarlar: ile

CYP3A4 ve CYP2E1l aktiviteleri arasindaki olast korelasyon iligkisi arastirtlmigtir.

Korelasyon katsayilari (r) ve p degerleri hesaplanarak Tablo 4’de gosterilmistir.
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Tablo 4. Karaciger ve bobrek tarafindan iiretilen NAPQI-SG miktarlar1 ile ayni organlarin CYP2EL

ve CYP3A4 aktiviteleri arasindaki korelasyon katsayilari ve istatistiksel dnemleri.

Enzim r p degeri
NAPQI-CYP2E! (karaciger) 0.784 0.012
NAPQI-CYP3A4 (karaciger) 0.26 0.499

NAPQI-CYP2E! (bobrek) 0.221 0.674
NAPQI-CYP3A4 (bobrek) 0.493 0.32

4.1.2. Mitokondriyel Biyoaktivasyon Bulgulari

Mitokondriyel enzim kaynaklar1 ile parasetamolden olusan reaktif metabolit
NAPQI’'in GSH konjugatina (NAPQI-SG) ait sonuglar Sekil 13’de gosterilmektedir. Grafik
karaciger ve kalp inkiibasyon sonuglarini kapsamakta olup ayni fraksiyona ait siitunlar
(mitokondriyel membran ve mitokondriyel matriks) yan yana olacak sekilde verilmistir.
Farkli inkiibasyon ortamlarinda olugsan metabolit miktarlari, ortama eklenen gram cinsinden
protein miktarina oranlanarak gdsterilmistir. Kontrol inkiibasyonu olan “-Enzim+GSH” ile

test inkiibasyonlar1 karsilastirilarak istatistiksel onem analizleri yapilmustir.

En yiiksek oranda metaboliti karaciger mitokondriyel membran fraksiyonunun
olusturdugu gorilmektedir (Sekil 13). Mitokondriyel matriks ile kiyaslandiginda
membranlarin 9.5 kat daha fazla NAPQI olusturdugu gozlenmistir. Membran ve matriks
fraksiyonunun kombine kullanildig1 inkiibasyonlarda karacigerde olusan konjugat miktari
membran fraksiyonunun tek basina olusturdugu kadarken, kalp dokusunda matriks katkisi
gozlenmektedir (Sekil 13). Kalp dokusundan izole edilen mitokondriyel fraksiyonlarla
yapilan inkiibasyonlarda membran fraksiyonu matriksten 2.8 kat fazla NAPQI olusturmustur.
Her iki enzim kaynagmi da birlikte igeren inkiibasyonda ise olusan metabolit miktari,
yukarida bahsedildigi gibi fraksiyonlarin tek tek olusturduklart miktarin toplamina yakindir.
Karaciger mitokondriyel membran fraksiyonu kalp mitokondriyel membran fraksiyonundan
3.5 kat fazla NAPQI olustururken, iki dokunun mitokondriyel matriks fraksiyonlarinin
NAPQI olusturma kapasitesi ise birbirine yakindir (Sekil 13).
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Sekil 13. Sican karaciger ve kalp mitokondriyel fraksiyonlar1 varliginda parasetamol biyoakitvasyonu.
LMM, karaciger mitokondriyel membranlar;, HMM, kalp mitokondriyel membranlar;, LMX,
karaciger mitokondriyel matriks; HMX, kalp mitokondriyel matriks. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <
0.001.

4.2. Klozapin Biyoaktivasyonu Calismalarina Ait Bulgular
4.2.1. Western Blot ile Saflik Kontrolii Bulgular:

Fare karaciger ve kalp dokusundan izole edilen mitokondriyel membran ve
mitokondriyel matriks fraksiyonlarinin saflik kontrolii amaciyla WB teknigi kullanilmistir.
[zolasyonun basarisini gdstermek amactyla mitokondri i¢ membran proteini olan COXIV, dis
membran protein olan VDAC1 ve matriks proteini HSP60, fraksiyonlarda analiz edilmistir.
Ayrica, hiicrenin mikrozomal ya da sitozolik fraksiyonundan kaynaklanabilecek
kontaminasyon diizeylerini belirlemek igin sirasiyla Bip/GRP78 ve GAPDH proteinleri
aragtirtlmigtir. Sekil 14, izole edilen fraksiyonlarda WB analiz sonuglarin1 géstermektedir.
VDAC1 ve COXIV proteinlerinin beklenildigi gibi membran fraksiyonlarinda (LMM,
HMM), HSP60 proteinin ise matriks fraksiyonlarinda (LMx, HMx) saptanmasi, izolasyonun
basarilt bir sekilde yapildigin1 gostermektedir. Sitozolik protein GAPDH ve mikrozomal
protein Bip/GRP78’in bantlari, mitokondriyel fraksiyonlarda saptanmamistir. Bu sonuglar
dogrultusunda mitokondriyel fraksiyonlarin karaciger ve kalp dokularindan yiiksek saflikta

ve giivenilir bir sekilde izole edildigi gézlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14. Fare karaciger ve kalbinden izole edilen mitokondriyel fraksiyonlarin Gere¢ ve Yontem
Boliimii’nde tanimlanan uygun antikorlarla Western blot analizi. Standart/markor proteinlerin molekiil
agirliklari, sag siitunda oklarla gosterilmistir. 1k siitun, kullanilan 15-100 kDa arasi protein standartina
aittir. Mitokondriyel protein olarak dis membran proteini VDACI, i¢ membran proteini COXIV ve
matriks proteini HSP60 kullanilmistir. Bip/GRP78 ve GAPDH ise sirastyla mikrozomal ve sitozolik
kontaminasyonu test etmek i¢in analiz edilmistir. LMM, karaciger mitokondriyel membran; HMM,
kalp mitokondriyel membran; LMx, karaciger mitokondriyel matriks; HMx, kalp mitokondriyel

matriks.

Izole edilen ham mitokondriyel ekstraktlar, Percoll ya da siikroz dansite gradiyenti
teknigi ile ileri saflagtirllmistir; 6rnek olarak Percoll gradiyent isleminin performansi Sekil
15’de karsilastirmali olarak gosterilmektedir. Fare karaciger mitokondriyel membran ve
matriks fraksiyonlarinda bulunan mikrozomal kontaminant Bip/GRP78 ve sitozolik
kontaminant GAPDH, uygulanan Percoll gradiyenti sonrasi tamamen uzaklastirlmistir

(Sekil 15).
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Sekil 15. Fare karaciger ve kalp mitokondriyel fraksiyonlarmin Percoll dansite gradiyenti
saflastirmas1 dncesi ve sonrasinda mikrozomal ve sitozolik kontaminasyon diizeylerinin Western blot
analizi. Bip/GRP78 ve GAPDH sirasiyla mikrozomal ve sitozolik kontaminasyon diizeyleri agisindan
belirleyici ER-spesifik protein ve sitozolik ¢oziiniir protein olarak kullanildi. Standart/markor
proteinlerin molekiil agirliklari, sag siitunda oklarla gosterilmistir. MM, saflagtirilmis mitokondriyel
membran; MM;, ham mitokondriyel membran; MMx,, saf mitokondriyel matriks; MMx;,, ham

mitokondriyel matriks.

4.2.2. Mitokondriyel Biyotransformasyonun Belirlenmesine Ait Bulgular

Mitokondriyel fraksiyonlarin varliginda olusan stabil metabolitler (NorKLZ ve KLZ-
N-oksit) ve reaktif metabolit nitrenyum iyonunun GSH konjugatina (KLZ-SG) ait sonuglar,
Sekil 16°da gosterilmistir. Mitokondrinin metabolik kapasitesini karsilagtirabilmek amaciyla
ayni fare karaciger ve kalp dokusundan elde edilen mikrozomal fraksiyonlarin varliginda
olusan metabolit miktarlar1 da gosterilmistir. Farkli inkiibasyon ortamlarinda olusan
metabolit miktarlari, ortama eklenen gram cinsinden protein miktarlarina oranlanarak
sunulmustur. Calismada -Enzim-GSH ve -Enzim+GSH olmak iizere iki ayr1 kontrol 6rnegi
bulunmaktadr. istatistiksel Snem analizlerinde test inkiibasyonlar1 sonucu olusan metabolit
miktarlari, -Enzim+GSH kontrol inkiibasyonu sonucu olusan eser miktardaki metabolit
miktarlar1 ile karsilastirilmis, enzim yoklugunda gozlenen bu miktarlar enzim fraksiyonu
varliginda olusan ilgili metabolit miktarlarindan ¢ikarilmistir. Sekil 16-iist paneli, karaciger
ve kalp mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonlar: varliginda olusan NorKLZ metabolit
miktarlarim1  gostermektedir. NorKLZ beklenildigi gibi en yiiksek oranda karaciger
mikrozomal fraksiyonu ile olusmustur. Ancak karaciger mitokondriyel membran ve matriks
fraksiyonlart da mikrozomal fraksiyonun % 30’u gibi Onemli miktarda metabolit
olugturmuslardir. Bu iki fraksiyonun birlikte inkiibasyon ortamina kondugu durumlarda

metabolit miktari, tek tek olusturduklart miktarin toplami kadar olugsmustur. Buna karsin kalp
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dokusundan izole edilen mikrozomal, mitokondriyel membran ve mitokondriyel matriks

fraksiyonlariyla olugan NorKLZ miktarlar1 karaciger dokusu ile kiyaslandiginda sirasiyla %
16, % 2.6 ve % 4.6 kadardr.

Mikrozomal inkiibasyonda olugan NorKLZ, kontrol inkiibasyonuna kiyasla 144 kat
daha fazladir. Karaciger mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarmin her ikisi de
kontroliin yaklasik 45 kati kadar NorKLZ olusturmustur. Olusan NorKLZ miktarlarina
istatistiksel analiz uygulandiginda sadece karaciger fraksiyonlar1 kontrole kiyasla anlamli
derecede metabolit iiretmistir. Karaciger mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlari,
mikrozomal fraksiyonun % 30’u kadar NorKLZ olusturmustur. Karaciger mitokondriyel
membran fraksiyonunun NorKLZ olusturma kapasitesi, matriks fraksiyonuyla hemen hemen
aynidir. Mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarinin birlikte kullanildig1 inkiibasyon
ortaminda ise her iki fraksiyonla tek basina olusan miktarlarin toplami kadar metabolit
olusmustur (Sekil 16-iist panel). Kalp dokusuna ait sonuglara bakildiginda ise olusan
metabolit miktarinin kontrol inkiibasyonlar1 kadar oldugu goériilmektedir. Kalp mikrozomu
kontroliin 1.4 kati, mitokondriyel membranlar ve matriks fraksiyonu ise 1.2 kati1 oraninda
metabolit olusturmustur. Kardiyak mikrozomal ve mitokondriyel enzimlerin NorKLZ

olusturmada etkili bir rolii yoktur (Sekil 16-iist panel).

KLZ-N-oksit’e ait sonuglar ise Sekil 16 orta panel’de gosterilmistir. Karaciger
mikrozomal fraksiyonu, beklenildigi gibi yine en yiiksek oranda metabolit olustururken,
karaciger mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlar: sirasiyla mikrozomun % 50’si ve
% 30’u kadar metabolit olusturmuslardir. Bu iki fraksiyonun KLZ-N-oksit olusturma
kapasiteleri kiyaslandiginda mitokondriyel membran fraksiyonunun matriksten 1.7 kat daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Her iki fraksiyonu birlikte iceren inkiibasyonlarda ise olusan
metabolit miktari, fraksiyonlarin tek baslarina olusturduklari miktarin yaklagik toplami
kadardir. Kalp dokusundan izole edilen fraksiyonlarla yapilan inkiibasyonlarda kardiyak
mikrozomal fraksiyon, karaciger mikrozomal fraksiyonunun % 16’s1 kadar, mitokondriyel
membran ve matriks fraksiyonlari ise karaciger dokusu karsiliklarina gore sirasiyla % 2.6 ve
% 4.6’s1 kadar KLZ-N-oksit olusturmaktadir. KLZ-N-oksit agisindan membran ve matriks
fraksiyonlarmin kapasitesi hemen hemen aynidir. Membran ve matriks fraksiyonunu birlikte
igeren inkiibasyonlarda, fraksiyonlarin tek baslarina olusturduklar1 miktarin toplami kadar
metabolit olusmustur (Sekil 16-orta panel). Karaciger membrani kalp membranindan 36 kat,
matriksi ise kalp matriksinden 20 kat daha fazla KLZ-N-Oksit olusturmustur (Sekil 16-orta
panel).

Klozapinin reaktif metabolitinin glutatyon konjugatt KLZ-SG ise karaciger

mikrozomal fraksiyonu ile kontrole kiyasla 7270 kat, kalp mikrozomal fraksiyon ile ise 347
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kat daha fazla olusmustur (Sekil 16-alt panel). Mitokondriyel fraksiyonlar kontrol
inkiibasyonu ile kiyaslandiginda karaciger membranlar ile 1587 kat, matriksiyle 1020 kat
daha fazla reaktif metabolit iiretildigi goriilmiistiir. Kalp mitokondriyel membranlan ise
kontroliin 420 kati, matriksi ise 653 kati oraninda daha fazla konjugat olusturmustur.
Karaciger mikrozomu karaciger mitokondriyel membranlarina gore 4 kat fazla glutatyon
konjugati olusturuken, kalp membranlar1 kalp mikrozomunun 1.2 kati konjugat

olusturmustur. Ayni durum matrikste de gézlenmektedir.

Karaciger mikrozomu, karaciger mitokondriyel matriksin 6 kati kadar fazla SG
konjugati olustururken, kalp mitokondriyel matriksi kalp mikrozomunun 1.8 kati kadar
konjugat olugsmasina neden olmustur. Karaciger membranlarinin konjugat olusturma giicii
matriksin 1.6 kati daha fazla iken sasirtici sonuclar kalp mitokondriyel fraksiyonlar
arasindadir. Kalp mitokondriyel matriksi membranlarina gore 1.6 kat daha fazla SG
konjugati olusturmustur. Mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlarinin birlikte
kullanildig1 inkiibasyonlarda ise karacigerde membranin 2.6 kati, kalp i¢in ise membranin
3.4 katt oramnda konjugat olustugu goriilmektedir. ki doku arasindaki sonuglar
kiyaslandiginda ise karaciger mikrozomlarinin kalp mikrozomlarina gore 18 kat, karaciger
mitokondiyel membranlarinin kalp mitokondiyel membranlarina gore 3.8 kat daha fazla
konjugat olusturdugu goriilmektedir. Matriks fraksiyonlarinin reaktif metabolit olusturma
kapasitesine bakildiginda ise karaciger matriksinin kalbin sadece 1.6 kati oldugu

gozlenmistir (Sekil 16 alt panel).
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Sekil 16. Fare karaciger ile kalp mikrozomal ve mitokondriyel fraksiyonlar1 varhiginda klozapin
biyotransformasyonu. LM, karaciger mikrozomlar;, HM, kalp mikrozomlar;, LMM, karaciger
mitokondriyel membranlary, HMM, kalp mitokondriyel membranlari; LMX, karaciger 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 hastalarin sadece % 2’sinde ortaya ¢ikan, ancak bunlarin yarisinda
O0lime yol acan kardiyak toksisite mekanizmasi daha once de belirtildigi gibi
bilinmemektedir. Bizim bu konudaki hipotezimiz; klozapinin enerji ihtiyaci yiiksek olan kalp
kasi hiicrelerinin mitokondrisinde biyoaktivasyona ugrayarak devaminda ATP iiretimi dahil
olmak iizere mitokondriyel islevleri bozdugu yoniindedir. Bu hipotezin gecerliliginin test
edilmesinde ilk basamak olan saf mitokondriyel fraksiyonlarin varliginda reaktif metabolit
olusumu, bir onceki bolimde gosterilmistir. Bir sonraki asamada hiicre sitozoliine kadar
ulagsan klozapinin mitokondri ic¢ine girip girmedigi test edilmistir. Bu amagla izole
mitokondriler belirli konsantrasyonda klozapin ile inkiibe edildikten sonra inkiibasyon

ortaminda klozapin ve stabil metabolitleri LC- MS/MS y6ntemiyle 6l¢iilmiistiir.

Penetrasyon deneyleri karsilastirma amaciyla yine hem karaciger hem de kalp
dokusundan izole edilen mitokondrilerle gergeklestirilmistir. Sekil 17’de klozapinin
karaciger ve kalp mitokondrisine ne oranda girdigi, ayn1 zamanda inkiibasyon ortaminda
olusan stabil metabolit oranlar1 gésterilmistir. inkiibasyonlar 1 mg/mL protein mitokondriyel
fraksiyon ve 100 uM klozapin ile gergeklestirilmis, bu miktar ilacin pik alan1 % 100 kabul
edilerek mitokondri icinde ve disindaki miktarlar buna gore oranlanmistir. Sekil 17A,
karaciger sonuglarini gdstermektedir. Inkiibasyon sonunda mitokondri disinda klozapin,
baslangi¢ konsantrasyonunun % 67’sine diismiistiir (Sekil 17A). Kalp inkiibasyonlarinda ise
mitokondri diginda kalan oran % 70’dir (Sekil 17B). Buna karsin ilacin mitokondri i¢inde

olgtilen klozapin orani karacigerde % 0.3, kalpte % 0.4”diir.
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Sekil 17. Klozapinin si¢an karaciger ve kalp mitokondrisine penetrasyonu. A:Karaciger, B:Kalp.
Gruplar halinde gosterilen siyah siitunlar klozapin, koyu gri siitunlar Norklozapin, agik gri siitunlar ise

klozapin N-oksit’e aittir. LMit, karaciger mitokondrisi; HMit, kalp mitokondrisi.

Inkiibasyon sonucunda disarda kalan miktardan kayip her iki organ icin yaklasik % 30
olmasina karsin mitokondri iginde dlgiilen miktarlarin % 1’in altinda olmasinin ilk akla gelen
aciklamasi, ilacin inkiibasyon ortaminda mitokondri i¢inde ve/veya disinda metabolize
olmas1 olasiligidir. Sitokrom P450 aracilikli faz 1 reaksiyonlar1 i¢in gerekli kosubstratlar
ortama eklenmemis olsa da mitokondrinin kendi yapisinda barindirdig1 kofaktorler aracilig

ile metabolize olma olasilig1 gozardi edilemez. Bu olasilig1 test etmek iizere inkiibasyon
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ortaminda mitokondri i¢inde ve disinda klozapinin iki stabil metaboliti olan NorKLZ ve
KLZ-N-Oksit ol¢iilmiistiir. Stabil metabolitlerin toplam orani karaciger i¢in % 1.5 (% 1.07
NorKLZ ve % 0.43 KLZ-N-oksit) ve kalp i¢in % 1.4 (% 1.01 NorKLZ ve % 0.39 KLZ-N-
oksit)’diir. Bu oranlarla inkiibasyondaki % 30 kayip arasinda yaklasik % 28.5 fark vardir. Bu
farkin bir boliimii, stabil metabolitler gibi klozapinden olusmasi olasi reaktif metabolit olan
klozapin nitrenyum iyonudur. Bu elektrofilik metaboliti 6l¢ebilmenin yolu, daha onceki
bolimlerde uygulandigi sekilde ortama niikleofilik GSH koymak ve nitrenyum iyonunu
stabil konjugati seklinde hapsetmektir. Bu deneylerde klozapinin mitokondriye girisi
iizerinde herhangi olas1 bir etkiyi elimine etmek iizere ortama GSH eklenmemis, dolayisiyla
olas1 reaktif metabolit 6lciilmemistir. inkiibasyon sirasindaki klozapin kaybi ve sonunda
Ol¢iilen metabolitler arasindaki farkin son agiklamasi, ila¢ molekiiliiniin enzimatik olmayan
yollarla yani kimyasal olarak kismen farkli yapilara parcalanmig olmasidir. Bu iki olasilik
doktora sonrasi ¢aligmalar arasinda planlanmistir; 100 uM klozapin mitokondri icermeyen
ortamda ancak ayni kosullarda inkiibe edilerek kimyasal pargalanma orani belirlenecek,
ayrica mitokondri igeren inkiibasyonlarda ortama GSH konarak reaktif metabolit miktari

belirlenecektir.

4.2.4. Sicanda in vivo Klozapin Dagiliminin Belirlenmesine ait Bulgular

Dozlanan dort Wistar si¢can dokularinin analizine ait sonuglar, Sekil 18’de
gosterilmistir. Sekilden goriilecegi gibi kalbe ulasan ilag miktar1 diger organlarla
karsilastirilabilir diizeydedir. Karacigere kiyasla 1/3 kadar klozapin kalp dokusuna ulagmigtir
(Sekil 18).
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Sekil 18. Oral uygulama sonrasi klozapinin sican dokularinda dagilimi. Dort sigana oral yoldan 20

mg/kg klozapin uygulanmis, anestezi altinda agilan hayvanlardan #3 ve #4 nolu si¢anlarin kalp ve

karacigerleri perflize edilmistir.

4.3. Farkh Saklama Sicakhklarinda Mitokondri Islevselliginin MPTP Olusturma

Yetenegi Aracihgiyla izlenmesine Ait Bulgular

Mitokondri i¢ ve dis membran proteinlerinin etkileserek por olusturabilme yeteneginin
mitokondri stabilitesini gosterebilecek bir parametre olarak kullanilabilirligini test etmek
amaciyla sigir karaciger dokusundan taze izole edilerek +25°C (oda sicakligl), +4°C ve -
86°C’de saklanan mitokondriyel fraksiyonlarin stabilite grafikleri, Sekil 19A’da
gosterilmistir. Oda sicakliginda saklanan mitokondrilerde CaCl, ile indiiklenen MPTP
olusumunun 2. saatin sonunda % 40, 4. saatin sonunda ise % 60 oraninda azaldig, 6. saatte
ise mitokondrilerin por olusturamadigi gozlenmistir (Sekil 19A). +4°C’de saklanan
mitokondrilerde 6. saatte MPTP indiiksiyonu % 60 oraninda azalmig, 24. saatte ise por

acilimi gergeklesmemistir (Sekil 19A).

izole mitokondri halde saklamanin stabiliteye etkilerinin yani sira doku halde
saklamanin mitokondri stabilitesine etkisi, yine farkli ortam sicakliklarinda ve farkli zaman
noktalarinda MPTP olusturma yetenegi Ol¢iimii ile test edilmistir. Bu amacla karaciger
dokusu porsiyonlara ayrilmis, farkli ortam sicakliklarinda tutulmus (+4°C ve -86 °C) ve
belirli zaman noktalarinda bunlardan izole edilen mitokondrilerin MPTP olusturma

yeteneklerinde bir degisiklik olup olmadigi, baglangi¢ (0. dk.) dl¢limii ile kiyaslanarak analiz
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edilmigtir. Sekil 19B, taze sigir karaciger dokusunun +4°C 1 haftaya kadar ve -86°C’de ise 3
aya kadar saklanmasi sonucu farkli zaman noktalarinda mitokondriyel fraksiyon izole
edilerek uygulanan MPTP test sonuglarmi gostermektedir. +4°C’de saklanan doku
orneginden 12, 48, 72 saat ve 1 hafta sonunda izole edilen mitokondrilerde CaCl, ile MPTP
acilmasi1 48 saat sonunda ise % 50’ye diismiistiir, 72. saat sonunda ise MPTP olusumu
gerceklesmemistir. Bu veriler, mitokondri yapisal ve/veya islevsel biitlinligiiniin hizh
bozulmasi nedeniyle dokularin +4°C’de saklanmasinin uygun olmadigini gostermektedir
(Sekil 19B). Ayni izolasyon protokolii ve MPTP testi -86°C’de saklanan doku i¢in de 3 ay
boyunca uygulanmis ve mitokondriyel stabilitede Onemli degisikliklerin olmadigt

gortilmiistir. (Sekil 19B).

Doku ve izole mitokondriler i¢in en uygun saklama sicakliginin -86°C oldugu
goriilmektedir; mitokondrilerde CaCl, uygulamasi sonucu absorbans siddetindeki azalma 3
aya kadar aynidir, yani mitokondrinin yapisal ve islevsel biitiinliigii korunmustur (Sekil 19A
ve B).
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Sekil 19. Farkli depolama sicakliklarinin izole mitokondri ve doku stabilitesine etkisinin MPTP testi
ile degerlendirilmesi. A, +25°C, +4°C ve -86°C’de saklanan izole mitokondri; B, +4°C ve -86°C’de

saklanan doku 6rnekleri. X skalasinda birimler esit aralikli kullanilmamastir.

4.4. Cahsilan flaclarin Mitokondriyel Islevlere Etkilerine Ait Bulgular
4.4.1. laclarin MPTP Olusumu Uzerine Etkilerinin Test Edilmesine Ait Bulgular

Sekil 20°de ¢alisma dahilindeki ilaglarn 1, 10, 100 uM konsantrasyonlarinda MPTP
olusumuna etkileri gdsterilmektedir. Kolon sayilar1 fazla oldugu icin ilaglar A ve B seklinde
iki grup halinde gosterilmistir. Kontrol inkiibasyonlarindan ilki ¢dziicii kontrol olan % 1
DMSO’dur. Bir diger kontrol inkiibasyonu ila¢ ya da CaCl, igermeyen mitokondriyel
inkiibasyon ortamdir. Pozitif kontrol olarak 250 uM CaCl, kullanilmig, mitokondriyel
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inkiibasyon ortamina eklenerek MPTP indiiksiyon diizeyi oOl¢iilmiistiir. Ayrica g¢aligma
dahilindeki ilaglarin mitokondriyel inkiibasyonlar1 CaCl, igeren ve igermeyen iki ayri
ortamda da gergeklestirilmis, tim sonuglar Sekil 20’de o6zetlenmistir. 250 uM CacCl,
uygulanmasi, MPTP olusumunda yaklasik 72 kathik bir artis meydana getirmistir
(“Mit+CaCly”, “Mit” ile kiyaslanmustir).

Test edilen ilaglardan sadece 10 uM ve 100 uM diklofenak (Sekil 20A) ile 100 uM
valproik asit (Sekil 20B) Ca*" ile indiiklenen MPTP olusumunu anlamli derecede artmustir.
“flag+CaCl,” inkiibasyonlarinin istatistiksel dnemi, “Mit+CaCl,” pozitif kontrol grubuna
kiyasla hesaplanmustir. Ortamda Ca™ bulunmayan, ilaglarm tek basma inkiibe edildigi
durumlarda MPTP olusumu gerceklesmemistir. Diklofenak sonuglarinda doza bagimli bir

artig egilimi olsa da istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Sekil 20. Cesitli ilaglarin MPTP olusumuna etkileri. Kolon sayilari fazla oldugu i¢in sonuglar “A” ve
“B” olacak sekilde iki grup halinde verilmistir. A, Klozapin, olanzapin, nifedipin ve diklofenak in
MPTP olusumuna etkisi, B, valproik asit, dapson, tiyaprofenik asit, siilfafenazoliin MPTP olusumuna
etkisi. (D: % 1 DMSO, ¢oziicii kontrolii, Mit: sadece mitokondri igeren inkiibasyon, Mit+CaCl, :

250uM CaCl; iceren mitokondriyel inkiibasyondur. Calisma kapsamindaki ilaglarin 1, 10 ve 100 uM
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olmak iizere 3 ayr1 doz diizeyindeki MPTP olusumuna etkileri CaCl, ile beraber ya da ayri olarak
incelenmistir. Degerler orttstandart hata seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel énem analizleri
yapilirken “Mit+CaCl,” 6rnegi “Mit” ile “Mit+ilag+CaCl,” inkiibasyonlar1 ise “Mit+CaCl,”
inkiibasyonu ile kiyaslanmigtir. (*** p < 0.001)

4.4.2. Tlaglarin Mitokondriyel DNA Metilasyonu Diizeylerine Etkilerine Ait

Bulgular

Tez kapsaminda mitokondriyel yapilar ve islevler iizerinde olas1 etkileri arastirilan
ilaglar, mtDNA metilasyonu iizerindeki olas1 etkileri agisindan da incelenmis, sonuglar Sekil
21 ve 22°de % metilsitozin cinsinden gosterilmistir. Caligmadaki iki kontrol grubundan ilki
ilaglarin ¢oziiciisii olarak kullanilan % 1 DMSO (D), digeri ise 2017 yilinda in vitro ortamda
15 mM konsantrasyonda mtDNA diizeylerini % 92 oraninda disiirdiigii bildirilmis olan
valproik asittir (pozitif kontrol; VPA) (660). ilaglarin inkiibasyon ortaminda uygulanan
konsantrasyonlar1 daha oOnceki ¢alismalarimizda belirlenen sitotoksisite olusturmayan en
yiiksek konsantrasyonlaridir. Olanzapin, tiyaprofenik asit, siilfafenazol ve dapson i¢in 100
uM, nifedipin ve valproik asit i¢in 10 uM, Klozapin ig¢in 10 ve 50 uM, diklofenak igin ise
0.01 pM konsantrasyonlarda galigilmustir.

Herbir ilag varliginda belirlenen mtDNA metilasyon diizeyi, % 1 DMSO kontrol ile
karsilastirilarak istatistiksel analiz yapilmistir. Tim ilaglar calisilan dozlarda mtDNA
metilasyonunu anlamli bigimde azaltmistir (Sekil 21). Farkli olarak klozapin ile 2 ayr1 doz
diizeyinde ¢alisilmig, 10 uM dozda mtDNA metilasyonunu %1 DMSO kontrole kiyasla %73
oraninda azaltirken, ilacin dozunun 50 pM’a cikarilmasiyla metilasyon % 83 oraninda
azalmistir (Sekil 22). Gozlenen bu etkinin reaktif nitrenyum iyonuna bagli olup olmadigini
test etmek tlizere ayni inkiibasyonlar 5 mM GSH varliginda da gergeklestirilmis, GSH
yoklugunda metilasyonda goézlenen azalmalar sirasiyla % 30 ve % 80 oraninda geri

dondiirtilmiistir (Sekil 22).

Pozitif kontrol olarak calisilan valproik asit 15 mM dozda literatiirde bildirilene
benzer sekilde %92 oraninda hipometilasyona neden olurken (660), doz 1/1500 oraninda
azaltilmasina karsin, yani 100 uM’da da % 78 gibi ilkine ¢ok yakin oranda bir

hipometilasyona neden olmustur (Sekil 21).

Diklofenak 0.01uM dozda kontrole gore metilasyonu % 44 oraninda, 100 uM

olanzapin ve 10 uM nifedipin ise birbirine esdeger bicimde % 41 oraninda azaltmistir (Sekil
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21). Inkiibasyon ortamindaki son konsantrasyonu 100 uM olarak segilen dapson,
tiyaprofenik asit ve siilfafenazol ise mtDNA metilasyonunda sirastyla % 62, % 65 ve % 69

oraninda azalmalara neden olmuslardir (Sekil 21).
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Sekil 21. Baz ilaglarin sitotoksisiteye neden olmayan en yiiksek konsantrasyonlarinda CHO-K1
hiicrelerinde mtDNA metilasyonuna etkileri. D: % 1 DMSO, ¢oziicii kontrol. VPA, valproik asit;
DIK, diklofenak; OLA, olanzapin; NIF, nifedipin; MET, metformin; DAP, dapson; TiA, tiyaprofenik
asit; SULF, siilfafenazol. Degerler ort+ standart hata seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel 6nem

analizleri “%1 DMSO” kontrol grubuna gore yapilmistir; *p < 0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Sekil 22. Klozapinin GSH varliginda ve yoklugunda CHO-K1 hiicrelerinde mtDNA metilasyon
diizeylerine etkileri. D, % 1 DMSO ¢o6ziicii kontrol; KLZ, klozapin. Degerler ort+ standart hata
seklinde ifade edilmistir. Istatistiksel Snem analizleri “% 1 DMSO” kontrol grubuna gore yapilmustir;

*p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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4.4.3. Tlaclarin Mitokondriyel Oksijen Tiiketimine Etkilerine Ait Bulgular

Caligilan ilaglarin CHO-K1 hiicrelerinin mitokondrilerinde oksijen tiiketimine etkileri,
floresan bazli bir kit olan Luxcel®Xtra kullanilarak 1, 10 ve 100 uM olmak iizere {i¢ doz
diizeyinde 6l¢iilmiistiir. Once hiicreler 96 kuyucuklu plakaya ekilip tutunmalar1 saglandiktan
sonra reajan eklenmekte ve hiicrelerin {lizeri atmosferik oksijen ile aligverisi kesmek {izere
mineral yag damlacigi ile kapatilmaktadir. MitoXpress®Xtra reajaninin verdigi floresans ile
hiicre digina ¢ikan oksijen miktar1 arasinda ters orant1 vardir. Hiicresel solunum sirasinda O,
konsantrasyonu azalacagi i¢in MitoXpress®Xtra sinyali zamanla artar. Bu sayede oksijen
tiikketim hizi, zaman igerisinde floresans sinyaldeki degisimden hesaplanabilir. Caligmada bes
ayr1 kontrol (kor kontrol, ¢o6ziicli kontrol, test maddesi igermeyen kontrol, pozitif kontrol;
Antimisin A ve sinyal kontrolii) kullanilmistir. Kontrollerin ve ilag inkiibasyonlariin
zamana bagl floresan sinyal grafikleri ¢izilerek dogrusal zaman araliklarinin 42-99. dk’lar

arast oldugu belirlenmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Kontrol 6rneklerinin OCR degerleri ve klozapinin 3 ayri konsantrasyonda CHO-K1
hiicrelerinin oksijen tiiketim hizina (OCR; oxygen consumption rate) etkisi. Oksijen tiiketim hizi
Time-Resolved Fluorescence modunda izlenmistir (eks. 380 nm, em. 650 nm, okuma siiresi: 200 dKk,
okuma siklig1: 3 dk). inkiibasyonlar iiglii seriler halinde (triplike) yapilmustir, her bir renk, iiclii seriyi
temsil etmektedir. Ilk siitundaki grafikler (A-C) deneydeki kontrol &rneklerini gostermektedir; A, % 1
DMSO ¢oziicti kontrolii; B, Bazal (test maddesi icermeyen kontrol; C, Pozitif kontrol (Antimisin A);
D, 1 uM Kklozapin varhiginda OCR; E, 10 uM klozapin varliginda OCR; G, 100 uM Kklozapin
varliginda OCR.

Caligilan ilaglarin CHO-K1 hiicrelerinde OCR fizerindeki etkileri toplu halde Sekil
24°de gosterilmistir. Kontrollerden ilki olan kor kontroliin, yani reaktif ajan igermeyen ve
sadece hiicre barmdiran kuyucuklarin sinyal ortalama degerleri, tiim Orneklerden
cikarilmistir. Her 6rnek i¢in elde edilen egimden hareketle OCR degerleri hesaplanmistir. Bir
diger kontrol ise ¢dziicii kontrol olan % 1 DMSO’dur. ilaglarmn tasiyicisi olan DMSO’nun
inkiibasyon ortamlarindaki son konsantrasyonu % 1 oldugu i¢in ilag uygulanmayan hiicrelere
ayni oranda DMSO konmugstur. Coziicii kontroliin OCR degeri % 100 kabul edilerek tiim
inkiibasyonlarin % OCR degerleri oranlanarak hesaplanmis ve Sekil 24’de grafige
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gecirilmistir. Ilag ya da herhangi bir madde uygulanmayan, sadece hiicre ve reaktif ajan
iceren kontrol, hiicrelerin bazal OCR diizeyini yansittigi icin bazal kontrol olarak
isimlendirilmistir. Bir diger kontrol 6rnegi ise ROT olusumunu arttiran ve Kompleks 11l
diizeyinde mitokondriyel solunumu 150 pM konsantrasyonda % 60 inhibe eden Antimisin
A’dir. 100 uM klozapin, OCR’de % 67 oraninda inhibisyona neden olurken 10 ve 100 pM
dozlarinda benzer etki gézlenmemistir. Olanzapin 10 uM konsantrasyonda OCR’de % 50,
100 uM konsantrasyonda ise % 54 oraninda diisise neden olmaktadir. 1 uM nifedipin
OCR’de % 36, 10 uM nifedipin % 44 ve 100 uM ise % 57 oraninda azalmaya neden
olmustur. Valproik asit, tiyaprofenik asit ve dapson 100 pM konsantrasyonda OCR’yi
sirastyla % 75, % 40 ve % 44 oraninda azaltmustir. Siilfafenazol test edilen {i¢ doz degerinde
de oksijen tiiketim orani arttirmistir. Diklofenak ve metforminde de azalma egilimi olmasina

karsin istatistiksel analiz sonucunda 6nemli bir fark bulunmamustir (Sekil 24).

200+
150+

100+

% OCR

50

L
D B A KLZ OLA NIF DIK VPA MET DAP TiA SULF

Sekil 24. CHO-K1 hiicrelerinin farkli ilaglarla inkiibasyonu sonucu oksijen tiiketim hizindaki (OCR)
degisiklikler. (Calismadaki ii¢ dnemli kontrol grubuna ait % OCR degerleri grafikte gosterilmistir; D;
%1 DMSO, ¢oziicii kontrolii, B; bazal OCR kontrol, A; Antimisin A, pozitif kontrol. Calisilan ilaglar
ise KLZ; klozapin, OLA; olanzapin, NiF; nifedipin; DIK; diklofenak, VPA; valproik asit, MET;
metformin, DAP; dapson, TIA; tiyaprofenik asit ve SULF; siilfafenazol. Tiim ilaglarin 1, 10 ve 100
uM olmak iizere ti¢ ayr1 konsantrasyonlar1 ¢alisilmistir). Degerler ort+standart hata seklinde ifade
edilmistir. Istatistiksel dnem analizleri “%1 DMSO” kontrol grubuna gére yapilmustir; * p < 0.05, **

p < 0.01, *** p < 0.001.
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Bu sonuglar birkag agidan ilgingtir; 100 pM klozapinin ve valproik asitin oksijen
tilketim hizi tizerindeki inhibisyonu, ETC Kompleks Ill diizeyinde inhibisyon yaptigi iyi
bilinen Antimisin A’nin 150 uM konsantrasyonu ile saglanan % 60 oranindan fazladir. Bu
durum, klozapin ve valproik asitin son derece potent bir oksidatif solunum inhibitorii
olabilecegini gostermektedir (Sekil 24). Ayrica 100 uM olanzapin ve nifedipinin de hemen
hemen pozitif kontrol kadar inhibisyona neden olmasi bu ilaglar i¢in de ayn1 durumun gegerli

oldugunu diistindiirmektedir.

4.5. Insan Mitokondriyel Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimleri

Otopsi sirasinda alinan dokulardan hazirlanan 12 ayr1 insan karaciger ve kalp
mitokondriyel matriks fraksiyonlarinda GST, SOD, CAT ve Se-GPx enzimlerinin spesifik

aktiviteleri arastirilmisgtir.

GSTT disindaki tiim GST izoenzimleri, CDNB’nin GSH ile konjugasyonunu katalize
ederler, yani CDNB tiim izozimler igin ortak substrattir. Sekil 25’de toplam 12 bireyin
karaciger ve kalp mitokondriyel matriks fraksiyonlarindaki GST enzimlerinin CDNB’ye
kars1 toplam aktiviteleri gosterilmektedir. GST genel aktivitesi karaciger mitokondrilerinde
6.6 ve 39 wumol/dk/mg protein arasmmda (ortalama 26 umol/dk/mg protein), kalp
mitokondrilerinde ise 2.64 ve 25 umol/dk/mg protein arasinda (ortalama 17 umol/dk/mg
protein) degismektedir. Bireylerin karaciger ve kalp mitokondrilerindeki ortalama GST
aktiviteleri arasinda 1.5 katlik fark bulunmaktadir (Sekil 25).
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Sekil 25. Insan karaciger ve kalp dokusunda bireyler aras1 mitokondriyel total GST enzim aktivitesi
farkliliklar1. Tkili gruplar halinde gosterilen siyah siitunlar karaciger, gri siitunlar ise ayni bireylerin
kalp dokusu aktivitesini gostermektedir. Karaciger ve kalp mitokondriyel GST aktiviteleri,
izoenzimlerin genel susbtrati olan CDNB’ye karsi 6l¢lilmiistiir, bu nedenle her bir aktivite, GSTT

disinda tiim mitokondriyel GST izoenzimlerinin toplam aktivitesini yansitmaktadir.

GSTM izoenzimi spesifik aktivitesinin belirlenmesinde ise iki ayri1 substrat
kullanilmistir. Bu substratlardan ilki DCNB’dir. DCNB’ye karsi olciilen bireysel
mitokondriyel GSTM aktiviteleri karacigerde 2.02 ile 6.38 umol/dk/mg protein arasinda
(ortalama 4.73 umol/dk/mg protein), kalp mitokondrilerinde ise 1.09 ile 4.55 umol/dk/mg
protein arasinda (ortalama 3.29 umol/dk/mg protein) degismektedir (Sekil 26). Ikinci
spesifik substrat trans-4-fenil-3-buten-2-on’a kars1 olgiilen GSTM aktiviteleri ise karaciger
mitokondrilerinde 1 ile 2.96 umol/dk/mg protein arasinda (ortalama 1.72 umol/dk/mg
protein), kalp mitokondrilerinde ise 0.17 ile 2.7 umol /dk/mg protein arasindadir (ortalama
1.63 umol/dk/mg protein) (Sekil 26).
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Sekil 26. Insan karaciger ve kalp dokusunda bireyler arasi mitokondriyel GSTM enzim aktivitesi
farkliliklari. Ikili gruplar halinde gosterilen siyah siitunlar karaciger, gri siitunlar ise aym bireylerin
kalp dokusu aktivitesini gostermektedir. A, DCNB spesifik substratina karst GSTM aktivitesi; B,
trans-4-fenil-3-buten-2-on’a spesifik substratina karst GSTM aktivitesi.

GSTT aktivitesi ise EPNP substrati kullanilarak dl¢iilmiis, karaciger mitokondrilerinde
GSTT aktivitesinin 1 ile 2.96 umol/dk/mg protein arasinda (ortalama 2 umol/dk/mg protein),
kalp mitokondrilerinde ise 0.19 ile 2.58 umol/dk/mg protein arasinda (ortalama 1.5
umol/dk/mg protein) degistigi gosterilmigtir (Sekil 27). Bireylerin karaciger ve kalp
mitokondrilerindeki ortalama GSTT aktiviteleri arasinda 1.3 katlik fark bulunmaktadir.
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Sekil 27. Insan karaciger ve kalp dokusunda bireyler arasi mitokondriyel GSTT enzim aktivitesi
farkliliklari. Ikili gruplar halinde gosterilen siyah siitunlar karaciger, gri siitunlar ise aym bireylerin
kalp dokusu aktivitesini gostermektedir. Karaciger ve kalp mitokondriyel GSTT aktiviteleri, EPNP’ye

kars1 6l¢iilmiistiir.

“Genel Bilgiler Boliimii”nde bahsedildigi lizere iki SOD enziminin (SOD1 ve SOD2)
aktivitesi once total 6l¢iilmekte, daha sonra aktif bolgesinde Cu ve Zn tasiyan sitozolik SOD
(SOD1), CNiile inhibe edilerek aktif bolgesinde Mn tasiyan mitokondriyel SOD (SOD2)
aktivitesi Olglilmekte, total aktivite ve SOD2 arasindaki farktan da SODI1 aktivitesi
hesaplanmaktadir. Total SOD aktivitesine bakildiginda (Sekil 28A) orneklerin ikisinde, 6 ve
9 nolu bireylerde karaciger ve kalpte SOD aktivitesi saptanmamustir; 6 nolu karacigerde eser
miktarda aktivite vardir. Karaciger mitokondriyel matriks 6rneklerinde Mn-SOD aktivitesi, 0
ile 424 iinite/mg protein, kalp mitokondriyel matriksinde ise O ile 330 iinite/mg protein
arasinda degismektedir. Bireylerin karaciger ve kalp mitokondrilerindeki ortalama Mn-SOD
aktiviteleri arasinda 1.6 katlik fark bulunmaktadir (Sekil 28B). Sitozolde bulunan Cu,Zn-
SOD enziminin mitokondriyel matriks fraksiyonlarinda aktivite gostermemesi gerekir, buna
karsin hem karaciger, hem kalp mitokondriyel matriks fraksiyonlarinda Cu,Zn-SOD enzim
aktivitesi saptanmustir (Sekil 28C), bu durum matriks fraksiyonunun kontamine oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan Mn-SOD aktivitesi (Sekil 28B) ve Cu,Zn-SOD aktivitesi
(Sekil 28C) karsilastirildiginda Mn-SOD aktivitesi en az 150 kat daha yiiksektir, dolayisiyla
kontaminasyonun derecesi ¢ok disiiktiir. Cu,Zn-SOD enzim aktivitesi karacigerde 0 ile 3

tinite/mg protein, kalpte ise 0 ile 3.15 iinite/mg protein arasinda degismektedir (Sekil 29C).
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Sekil 28. Insan karaciger ve kalp dokusunda bireyler arasi mitokondriyel SOD enzim aktivitesi

Cu,Zn-SOD
(iinite/mg protein)

farkliliklar1. Ikili gruplar halinde gosterilen siyah siitunlar karaciger, gri siitunlar ise ayni bireylerin
kalp dokusu aktivitesini gostermektedir. A, Total SOD aktivitesi; B, Mn-SOD (SOD?2) aktivitesi; C,
Cu,Zn-SOD (SOD1) aktivitesi. SOD aktivitesi, pirogallol otooksidasyonunun enzim varliginda
engellenmesi yoluyla 6l¢iilmustiir.
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Bireyler arasinda SOD aktivitelerine bakildiginda ilk géze ¢arpan sonug, 6 ve 9 nolu
bireylerin karaciger ve kalp mitokondriyel matrikslerinde total enzim aktivitesinin
bulunmayisidir (Sekil 28A). Mitokondriyel MnSOD aktivite sonuglart bu bulguyla tamamen
uyumludur (Sekil 28B). MnSOD aktivitesinin en ¢ok 1/150’si oraninda belirlenen Cu,Zn-
SOD aktivitesi, matriks elde edilmesi sirasindaki sitozolik bulasigr gostermektedir,
dolayisiyla ideal durumda “0” olmasi gerekir. Bu nedenle Cu,ZnSOD aktivitesi, total ve
MnSOD aktivitesine kiyasla daha az sayida 6rnekte saptanmustir, ayrica sonuglarimiz bu
bulasigin gozardi edilebilecek kadar kiiciik oldugunu gostermektedir. flging bir sekilde
Cu,ZnSOD 6 ve 9 nolu bireylerde bulasik olarak da bulunmamaktadir (Sekil 28C). Bu

bireylerde mitokondriyel form olan MnSOD exprese edilmiyor olabilir.

Bir diger antioksidan enzim CAT’dir. Insanlarda CAT aktivitesi karaciger
mitokondriyel matriks fraksiyonlarinda 0.98 - 25 iinite/mg protein, kalp mitokondriyel
matrikslerinde ise 0.23 - 20.2 iinite/mg protein arasinda degismektedir. Karaciger ve kalp
mitokondrilerindeki ortalama CAT aktiviteleri arasinda 1.25 katlik bir fark bulunmaktadir

(Sekil 29).
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Sekil 29. Insan karaciger ve kalp dokusunda bireyler arasi mitokondriyel CAT enzim aktivitesi
farkliliklar1. Ikili gruplar halinde gosterilen siyah siitunlar karaciger, gri siitunlar ise aym bireylerin
kalp dokusu aktivitesini gostermektedir. Karaciger ve kalp mitokondriyel CAT aktiviteleri, substrat

olarak H,O, kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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Tez caligmasinda insan karaciger ve kalp dokularunda aktivitesi belirlenen son
antioksidan enzim Se-GPx’dir. Enzim aktivitesi karaciger mitokondriyel matriks
fraksiyonlarinda O - 398 iinite/mg protein, kalp mitokondriyel matriksinde ise 0 - 299
tinite/mg protein arasinda degismektedir. Bireylerin karaciger ve kalp mitokondrilerindeki

ortalama GPx aktiviteleri arasinda 1.3 katlik fark bulunmaktadir (Sekil 30).
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Sekil 30. insan karaciger ve kalp dokusunda bireyler aras1 mitokondriyel Se-GPx enzim aktivitesi
farkliliklar. Ikili gruplar halinde gosterilen siyah siitunlar karaciger, gri siitunlar ise aym bireylerin
kalp dokusu aktivitesini gostermektedir. Karaciger ve kalp mitokondriyel Se-GPx aktiviteleri, substrat

olarak H,O, kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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Bireylerin karaciger ve kalp mitokondriyel matrikslerinde dlgiilen enzim aktiviteleri

arasinda korelasyon iliskisi aragtiritlmig, sonuglar Tablo 5°de gosterilmistir.

Tablo 5. Karaciger ve kalp mitokondriyel enzimlerin korelasyon degerleri.

Enzim Korelasyon Katsayisi; r p Degeri
(karaciger-kalp) (karaciger-kalp)
GST (CDNB) 0,840 <0,0001
GSTM (DCNB) 0.895 <0.0001
GSTM (trans-4-fenil-3- 0.902 <0.0001
buten-2-on)

GSTT (EPNP) 0.942 <0.0001
Mn-SOD 0.936 <0.0001

CAT 0.753 0.005
GPx 0.955 <0.0001

137



5. TARTISMA

llaglarla gozlenen advers etkilerin mekanizmasinda yapisal ya da islevsel
mitokondriyel bozukluklarin ¢esitli derecelerde rol oynayabilecegi diisiincesi, son 15 yildir
o6nem kazanmistir (669), bu durum tolkapon, troglitazon, serivastatin gibi bazi ilaglarin
klinik kullanimdan kaldirilmasina dahi yol agmugtir (585). Bu tez ¢alismasinda
mitokondrilerin kompleks yapilarimin ve hiicre canliliginin siirdiiriilmesindeki islevlerinin

hedef olabilmesi ve/veya toksik yolaklar1 dogrudan baglatabilme kapasiteleri aragtirilmisgtir.

5.1. Bireyler ve Organlar Arasi Parasetamol Biyoaktivasyonu Farklihig

Bu c¢alismada parasetamoliin bireyler arasi ve organlar arasi biyoaktivasyon
farkliliklarinin in vitro belirlenmesi amaciyla cerrahi operasyonlardan karaciger ve bobrek
dokular1 saglanmustir. Insan doku Orneklerine ulasim cogu zaman gii¢, bazi durumlarda
imkénsizdir. Doku oOrnegine ulasilabilse dahi miktarlar genellikle diisiik oldugundan
uygulanacak analitik ve/veya biyokimyasal yontemlerin miimkiin oldugunca hassas olmasi
gerekir. Hastalarin karaciger ve bobrek dokularinin reaktif metabolit N-asetil-p-
benzokinonimin olusturma kapasiteleri ve bu reaksiyonu katalize eden CYP2E1 ve CYP3A4
enzim aktivitelerinin 6l¢iilmesi planlanmistir. Literatiirde bu amacla tanimlanmis yontemler
nispeten ¢ok miktarda doku gerektirdigi i¢in (658, 659) tarafimizdan ¢ok daha hassas
yontemler gelistirilmis ve gereken doku miktarlar1 1/4 ile 1/10 oraninda azaltilmistir. Sekil 8
ve 10’da goriilen piklerin yiikseklikleri dikkate alindiginda bu oranlarin 1/10 daha da
azaltilabilecegi goriilmektedir. Parasetamol biyoaktivasyonu oncelikle insan karaciger ve
bobrek mikrozomal fraksiyonlar1 ile gergeklestirilmistir. Parasetamoliin neden oldugu
hepatotoksisite mekanizmasi ¢ok iyi ortaya konmus olmasma ragmen nefrotoksisite
mekanizmasi tam olarak anlasgilamamustir (523). Parasetamol doz asiminda bazi durumlarda
hepatotoksisite yokluguna karsin nefrotoksisite gozlenmesi (670, 671, 672), karacigeri
¢ikarilmug farelerde ve in vitro bobrek modellerinde bobrek toksisitesi olusmast (520, 521)
ve hepatotoksisite antidotu olan N-asetilsisteinin nefrotoksisiteyi Onlememesi (522)
nefrotoksik mekanizmanin farkli oldugunu gostermektedir. Calisma sonuglarimiz beklendigi
gibi karaciger NAPQI olusturma kapasitesinin bobrege kiyasla 25 kat daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (Sekil 7). iki farkli organin NAPQI olusturma kapasitelerinin rediikleyici
kofaktdr olan NADPH’1n in vitro inkiibasyon ortaminda siirekli iiretilmesine bagimli olup
olmadigini incelemek amaciyla inkiibasyonlar 1 mM NADPH’ye ek olarak NADPH iiretici
sistem (NADPH regenerating system; NRS) varliginda ve yoklugunda gerceklestirilmistir.
NRS varliginda olusan NAPQI miktarinda biiyiik oranda artis meydana gelmistir (Sekil 7).

Bu nedenle inkiibasyon ortaminda kofaktorlerin reaksiyon tamamlanmadan tiikkendigi
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sOylenebilmektedir. Bu durum ortamda parasetamol konsantrasyonunun ¢ok yiiksek
miktarda olmasiyla agiklanabilir. NADPH ve NADPH sitokrom P450 rediiktaz varhiginda
NAPQI’'m % 80’den fazlasinin parasetamole hizla geri rediiklendigi daha once yapilan
calismalarda bildirilmistir (673). Buna karsin NRS tarafindan inkiibasyon ortaminda siirekli
NADPH saglanmasi, geri rediiksiyonun engellendigini gostermektedir. Bu durumun nedeni
NAPQI’In GSH ile konjugasyonunun parasetamole geri rediiksiyonuna gére ¢ok daha baskin
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum in vivo ¢alismalarla da ortaya konulursa, asirt doz
parasetamoliin neden oldugu toksik sonuglarin 6nlenmesinde NADPH gibi kofaktorlerin

hiicre i¢i konsantrasyonlarinin azaltilmasi 6nemli olabilir.

Mikrozomal inkiibasyon sonuglarinda bobrekte gozlenen CYP3A4 enziminin
karacigere gore ¢ok daha yiiksek aktivite gdstermesi sasirticidir, ¢iinkii CYP3A4 bobrekte
eksprese edilmemektedir. Yiiksek CYP3A4 aktivitesi, CYP3A5 enziminin nifedipin
oksidasyonunu Kkatalize etmesiyle agiklanabilir;, CYP3A4 ile CYP3A5 sekanst % 85
benzerlik  gostermektedir (674). Bir c¢alismada CYP3A5 enziminin nifedipin
metabolizmasina katkisinin CYP3A4’e gore daha az oldugu bildirilmistir (675). Buna karsin
CYP3A5 enzimi, CYP3A ailesi i¢inde bobrekte eksprese edilen tek izozimdir (676).
CYP3AS5 enzimi CYP3A4’e gore lapatinip ve tebain gibi bazi substratlara ¢ok daha fazla
aktivite gosteren polimorfik bir enzimdir (677, 678). Nifedipinin bobrekte CYP disindaki
enzimlerle okside olmasi, bu durumu agiklayan bir diger neden olabilir. Prostaglandin-
endoperoksit sentaz enzimi de parasetamoliin NAPQI’a iki elektron oksidasyonunu katalize
ederken yolagin tamamlanmayip tek elektron rediiksiyonuyla olusan N-asetil-p-
benzosemikinonimin serbest radikali, parasetamol nefrotoksisitesine katkida bulunuyor
olabilir (523). Bobrekte bu dontlisimden farkli oksidazlar da sorumlu olabilir. NAPQI
olusumundaki majér enzim olan CYP2E1 aktivitesinin karacigerde NAPQI miktariyla
korelasyon gosterirken bobrekte korele olmamasi (Tablo 4), bu hipotezi desteklemektedir.
Bu aktivite farkliliginin son agiklamasi c¢alismada kullanilan bdbrek dokularinin timor
dokusu olmasiyla iligkili olabilir; literatiirde ¢eligkili calismalar da olsa bazi timor

dokularinda CYP3A4’iin eksprese edildigi bildirilmektedir (679-681).

CYP2EL1L enziminin parasetamol biyoaktivasyonundan sorumlu ana enzim oldugu ve
kemiricilerde ozellikle bobrekte testosteron ile indiiklendigi bildirilmistir; kemiricilerde
yapilan bir ¢alismada parasetamol metabolizmas: Ve toksisitesinde cinsiyetler arasinda fark
gbzlenmesine ragmen (682) insanda benzer farkliliklar hentiz bildirilmemistir. Calismamizda
ornek sayisinin yetersiz olmasina karsin erkeklerde bobrek CYP2E1 enzim aktivitesinin
kadinlara kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir. Buna karsin karaciger

CYP2EL enzim aktivitesinde cinsiyet farki gdzlenmemistir.
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Sican karaciger ve kalp dokularindan elde edilen mitokondriyel fraksiyonlarla da
(mitokondriyel membran ve matriks fraksiyonlar1) calisildiginda, tir farki olsa da
mitokondrinin NAPQI olusturma kapasitesi oldugu gosterilmistir (Sekil 13). Bu sonug,
mitokondriyel proteinlere kovalan baglandigi bildirilen NAPQI'm (683), sitozolde
olustuktan sonra mitokondriye yonlenmek yerine mitokondrilerin igerisinde lokal olarak da
olusabilecegi hipotezimizi desteklemektedir. Parasetamoliin doz asiminda nadir gbzlenen
nefrotoksik etkisinin mekanizmasi anlagilamamustir (517). Parasetamoliin neden oldugu
tiibiiler hasarin mekanizmasinda bir olasilik olarak mitokondriyel biyoaktivasyon test edilmis
ve parasetamoliin elektrofilik metaboliti olan NAPQI'nin olustugu gosterilmistir (Sekil 13).
Parasetamol doz asimi kaynakli nefrotoksisite konusunda da grup olarak calismalarimiz

devam etmektedir.

5.2. Klozapin Dagilimi ve Biyoaktivasyonu Calismalari

Mitokondrilerin kompleks yapilar1 ve hiicrede kritik metabolik ve biyokimyasal
yolaklardan sorumlu olmalar1 nedeniyle ilaglar ve diger ksenobiyotiklerin hedefi olmalarinin
yani sira reaktif metabolit olusumunu dogrudan katalize edip etmedikleri anlagilamamustir.
llaglar ve diger kimyasallarin mitokondri igerisinde P450 tarafindan katalize edilen
reaksiyonlarla metabolize olup olmadiklari konusu wuzun siiredir tartigmalidir.
Mitokondrilerde sitokrom P450 varligi ilk kez 1964 yilinda bildirilmistir. Cyp11A, 11B1 ve
11B2’nin kolesterolden bazi hormonlarin biyosentezini katalize ettikleri gosterilmistir (684).
Karacigerde yeni bir mitokondriyel P450 olan 27A ve bdbrekte 27B’nin yine bir sterol tiirevi
olan vitamin D aktivasyonunu katalize ettigi bildirilmistir (439). Bu sonuglar toplu olarak
yorumlandiginda mitokondriyel P450’lerin mikrozomal benzerlerinden farkli olduklar1 ve
endojen steroid tlirevleri ve iligkili bilesiklerin metabolizmasindan sorumlu olduklari
goriilmektedir. Insan genomunun 57 CYP450 genine sahip oldugu ve bunlarin 7’sinin
mitokondriyel, kalan 50’sinin ise mikrozomal enzimleri kodladigi bilinmektedir (685).
Mikrozomal P450’ler gibi mitokondriyel P450’lerin de membran bagimli olduklari,
mitokondri i¢ membranina bagli halde bulunduklar1 gosterilmistir (408). Bununla birlikte
bazi arastirma gruplart memeli mitokondrilerinde bakteriyel forma benzer sekilde ¢oziiniir
formda P450’ler oldugunu bildirmislerdir (420). Mitokondriyel fraksiyonlarin ilaglar dahil
kimyasal maddeleri biyoaktive etme kapasitesine sahip olabilecegine iligkin ilk makaleler
1980’li yillarin baginda yayimlanmaya baglamistir; en 6nemli drnekleri aflatoksin B1, benzo-
a-piren, trisiklik antidepresanlar gibi noroaktif ilaglar, antikonviilsanlar ve diger bazi
ilaglardir (686, 687, 428).
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Mitokondriyle ilgili deneysel sorun, izolasyon sirasinda hiicrenin diger enzim igeren
fraksiyonlari ile kontaminasyonu 6nlemenin ¢ok zor olmasidir; bu durum mitokondrilerin
ksenobiyotik metabolize etme kapasitesi caligmalart agisindan kisitlayict  faktordiir.
Gergekten de yukarida sayilan c¢aligmalarda %1-2 oraninda da olsa mikrozomal
kontaminasyon vardir. Daha da Onemlisi mitokondrilerin metabolik kapasitesi dogrudan
metabolitleri belirlemek yerine inkiibasyon ortaminda radyoaktif isaretli madde
metabolitlerinin calf-thymus DNA’sina baglanmasi, ya da ana molekiilden olusmasi
muhtemel ikincil iiriin olarak formaldehitin 6l¢iilmesi gibi dolayli yontemlerle incelenmistir
(458). Oysa bu yontemlerin 6nemli zayifliklari vardir; ilkinde non-spesifik baglanma
nedeniyle yaniltict sonu¢ alinabilir, ikincisinde ise formaldehit fizikokimyasal 6zellikleri
nedeniyle her tiirli ortami kontamine ettigi icin yine yaniltici sonuglara neden olabilir.
Muhtemelen calismalardaki bu zayif yonler nedeniyle P450 enzimlerini kesfeden Tsuneo
Omura, 2006 yilinda yayimladigi makalesinde mitokondriyel P450’lerin ilag metabolize
edici aktivitelerinin fizyolojik dneminin halen aydinlatiimay1 bekleyen bir sorun oldugunu
vurgulamustir (412). Bu nedenle biz kendi ¢alismamizda bu iki 6nemli noktaya yogunlasarak
hem daha saf mitokondriyel fraksiyonlar elde ettik, hem de model olarak segtigimiz klozapin
ve parasetamoliin mitokondriyel fraksiyonlar tarafindan metabolize olup olmadigini test
etmek {izere her iki ilacin metabolitlerini kiitle spektrometrisi teknigiyle dogrudan belirledik.
ER ve mitokondrinin, Ca*? diizeylerinin kontrolii gibi ortak metabolik gérevleri (688, 689)
nedeniyle hiicresel konumlar1 birbirine ¢ok yakindir. Mitokondriyle iligki membranlar
(mitochondrial-associated membrane; MAM) ER’nin alt {initesini olusturan tiibiiler
membran yapilardir ve iki organel arasinda direkt baglanti olustururlar (690). Bu nedenle
mitokondri izolasyonunda MAM kontaminasyonun tamamen Onlenmesi gerekmektedir.
Calismamizda izole edilen mitokondriyel fraksiyonlarda ER ve sitozolik kontaminantlarin
bulunmamasi sonuglarimizin giivenilirligini artirmigtir (691). Saf mitokondriyel fraksiyon
elde etmek icin bizim yaklagimimiz, standart prosediirii uyguladiktan sonra doku
homojenatindan izole edilen ham mitokondriyel fraksiyonun Percoll ya da siikroz dansite
gradiyenti yontemiyle ileri saflagtirilmasidir. Bu yontemde ajanlarin farkli konsantrasyonlari
ile hazirlanan ¢ozeltiler birden fazla tabaka olusturup bir elek gorevi gormekte ve homojenat
icindeki mitokondri dahil hiicresel parcaciklarin 6zagirliklarina gore tabakalanmasini
saglamaktadir. Diger bilesenlerden ayrilan ve mitokondrileri iceren tabakanin pipetle
alimmasiyla saf mitokondri elde edilmistir (Sekil 2). Bu saflagtirmanin basaris1 Western blot
teknigiyle markor proteinler analiz edilerek gosterilmistir (Sekil 14). ER (endoplazmik
retikulum, mikrozomal fraksiyon) markor proteini olan Bip ve sitozolik markor protein olan
GAPDH, Percoll 6ncesinde net bir sekilde gozlenirken, Percoll sonrasinda tamamen

kaybolmuslardir. Buna karsin mitokondriyel membran fraksiyonunun igermesi gereken
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VDACI1 ve COX IV, mitokondriyel matriks fraksiyonunun icermesi gereken HSP60, net bir
sekilde gozlenmistir (Sekil 15).

Karaciger mitokondriyel membran inkiibasyonlarinda beklenildigi gibi olusan KLZ-
SG konjugati miktari, mitokondriyel matriks inkiibasyonlarina kiyasla daha fazladir. Eger
klozapini metabolize eden enzimler mitokondriyel CYP(ler) ise bu enzimlerin i¢ membrana
bagli olmasi (408), bu sonucu agiklayabilir. Kalp mitokondriyel inkiibasyon sonuglari ise
karacigerden farklidir; kalp mitokondriyel matriksinin KLZ-SG olusturma kapasitesi
mitokondriyel membran fraksiyonuna gore 1.6 kat daha fazladir. Mitokondriyel matriksin
proteince zengin oldugu ve ¢6ziiniir CYP izozimleri igerdigi bildirilmistir (420). Kalp
dokusundaki KLZ biyoaktivasyonunda ¢oziiniir CYP ya da farkli enzimlerin rol almasi, bu
sonuglart agiklayabilir. Karaciger ve kalp dokusunda olasi enzim igerigi/miktarlar1 ve/veya
biyoaktivasyon yolagi farkliliklari, kalbin hedef organ olmasini agiklayabilir. Calismalarda
Balb/c tiirii fare dokular1 kullanilmis olmasi, bu durumun tiire 6zgii bir farklilik olabilecegi
ihtimalini de diisiindiirmektedir, bu nedenle benzer deneylerin insan dokusu ile yapilmasi

doktora sonrasi ¢aligmalar igerisinde planlanmistir.

Her iki organda da en yiiksek metabolit olusumu, mitokondriyel membran ve matriks
fraksiyonlarmin kombine kullanildig: inkiibasyonlarda elde edilmistir. Mitokondriyel CYP
enzimlerinin Kkatalitik ac¢idan mikrozomal karsiliklarindan en Onemli farklari, elektron
kaynagi olarak NADPH ve NADPH P450 rediiktaz yerine sirasiyla ferredoksin (Fdx) ve
ferredoksin rediiktaz (Fdr) sistemini kullanmalaridir (692). Fdx ve Fdr, mitokondrilerin
matriksinde bulunan sirasiyla 12 ve 53 kDa agirhigindaki ¢oziiniir proteinlerdir (67).
Mitokondri membranlarint ve matriksini birlikte iceren inkiibasyonlarda membrana gomiilii
halde bulunan CYP enzimlerine matriksteki Fdx-Fdr sistemi devamli elektron akisi
saglayarak enzimin katalitik aktivitesini ve dolayisiyla biyoaktivasyon reaksiyonunu
gerceklestirmis olabilir. Buna karsin mitokondriyel membranlarin tek basilarina metabolit
olusturmasi, ayrica “membran + matriks” kombinasyonunda olugan metabolit miktarlarinin

yaklasik 2 kat olmasi bu olasilig1 zayiflatmaktadir.

Mitokondrilerin metabolik kapasitesini test etmek amaciyla se¢mis oldugumuz ilk ilag
klozapindir. Klozapinin segilmis olmasinin bir bagka nedeni, “Genel Bilgiler” bolimiinde
ayritil anlatildigi sekilde ilacin diistik siklikta goriilmesine karsin mekanizmasi bilinmeyen
bir sekilde oliimciil kardiyak toksisiteye yol agmasidir (491, 493). Klozapin tedavisi
uygulanan hastalarim % 2’sinde kardiyotoksisite gézlenmekte, bu belirtilerin ortaya ¢iktig
her iki hastadan biri ise dlmektedir (495). Mekanizmay1 aydinlatmaya yonelik yapilan bir
calismada sigan kalbinden elde edilen mikrozomal fraksiyon, klozapin ile in vitro kosullarda

inkiibe edilmis, klozapinin kardiyak mikrozomlar varliginda reaktif nitrenyum iyonuna
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biyoaktive oldugu gosterilmis ve bu mekanizmanin insanlarda klozapin kullanimina bagl
miyokardit ve kardiyomiyopati patojenezinde rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir (498). Ancak
bu c¢alismada klozapin Kkardiyotoksisitesinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar
aciklanmamus, ayrica klozapine bagli bu etkinin neden hastalarin kiigiik bir kisminda (% 1-2)
ve neden kalpte ortaya c¢iktigi da agiklanmamustir. Diger dokulara kiyasla kalp kasi
hiicrelerinde daha yiiksek oranda eksprese edilen sitokrom P450 izozimlerinin (CYP2C9,
CYP2C8 ve CYP2J2) yani sira mitokondrilerinde de bazi faz-l1 ve faz-ll enzimlerinin
bulunduguna dair veriler vardir (408, 447, 693, 694). Bu bilgilerin dogrultusunda bu tez
kapsaminda Klozapinin olas1 kardiyotoksisite mekanizmasinda mitokondrilerin rolii olup
olmadigi arastirllmustir. Bu konuda bizim hipotezimiz, klozapinin kalp kasi hiicrelerinde
ve/lveya bu hiicrelerin mitokondrilerinde lokal olarak elektrofilik nitrenyum iyonuna
biyoaktive oldugu, detoksifikasyon mekanizmalarinin diger organlara gore yetersiz kaldigt
ve kalp kasi hiicrelerinde enerji iiretiminin bozulmasiyla toksisitenin ortaya ¢iktig
seklindedir. Yiiksek enerji ihtiyaci olan kalp kas1 hiicrelerinde yapisal ya da fonksiyonel bir
mitokondriyel hasarin gelismesi, kardiyomiyopatiye ve devaminda &liime neden oluyor
olabilir. Bu hipotezimizi test etmenin ilk basamagi, klozapinin mitokondriler tarafindan
biyoaktive edilip edilmediginin gosterilmesidir. Saf mitokondriyel fraksiyonlarla elde
ettigimiz sonuglar, fare kalp kasi hiicrelerinden izole edilen mitokondrilerin in vitro
kosullarda klozapin elektrofilik metabolite olan nitrenyum iyonunu olusturabildigini
gdstermistir (Sekil 16). Inkiibasyonlar eszamanli olarak aymi deney hayvanlarinin karaciger
mitokondrileri ile de yapilarak sonuglar karsilagtirmali bir bicimde verilmistir (Sekil 16).
Buna gore kalp kast hiicrelerinde karacigerin % 37’si kadar elektrofilik metabolit
olugmaktadir. Kalp kasi hiicrelerinin mitokondrilerinde yapisal ve/veya islevsel kritik bir
hasar yoluyla ciddi bir toksik etkiye neden olabilecek organ hasarini baglatmak igin gerekli
olan elektrofilik metabolit miktar1 ayr1 bir ¢alisma konusudur ve caligmalar
laboratuvarimizda devam etmektedir. In vitro kosullarda elde ettigimiz sonuglarin fizyolojik
gecerliligini arastirmak tizere Oncelikle yine in vitro kosullarda yapisal ve islevsel
biitiinliigiinii koruyan mitokondrilerle inkiibe edilen klozapinin ne kadarinin mitokondri
icerisine girdigi test edilmistir. Inkiibasyon sonunda ortamda test edilen klozapin miktarinda
%30 oraninda azalma olmustur. Buna karsin mitokondri igerisine giren ana ilag ve
mitokondri disinda olusan iki stabil klozapin metaboliti (klozapin-N-oksit ve
desmetilklozapin) miktarlar, ekstinksiyon katsayilarmin aymi oldugu varsayilarak
hesaplandiginda % 30’luk kaybin % 1.4’{inii karsiladigi goriilmektedir. Elektrofilik metabolit
olan klozapin nitrenyum iyonu, inkiibasyon ortamina niikleofilik GSH konmadigi i¢in
Ol¢iilmemistir. Ancak mitokondriyel fraksiyonlarla inkiibasyon sonuglarini dikkate alacak
olursak olusmasi muhtemel elektrofilik metabolitin de % 0.06’lik kismui olusturmasi

beklenebilir. Bu sonuglar in vivo kosullarda kalp kas1 hiicrelerine kadar ulasan klozapinin %
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1.46°lik kisminin mitokondri tarafindan metabolize edildigini gostermektedir (Sekil 17). In
Vivo uygulama sonrasinda (si¢an, oral, 20 mg/kg) dokulara ulasan klozapin miktarlart Sekil
18’de gosterilmistir. Kalbe ulasan ilag miktar1 diger organlarla karsilastirilabilir diizeydedir.
Karacigere kiyasla 1/3 kadar klozapin kalp dokusuna ulagmistir (Sekil 18). Bir onceki
bolimde yorumlandigi gibi bu konuda daha kesin sonuglara ulasabilmek igin dokuya
ulagarak hiicrelere ve oradan mitokondrilere girerek biyoaktivasyona ugrayan ilagtan
olusacak elektrofilik metabolit miktari ile ortaya ¢ikan toksik etki arasindaki iliski kantitatif

olarak ortaya konmalidir.

5.3. Farkh Saklama Sicakhiklarinda Mitokondri Stabilitesinin MPTP Olusturma

Yetenegi Aracihigiyla izlenmesi

Mitokondri bir¢ok biyokimyasal ve fizyolojik isleve sahip bir organel oldugu igin in
vitro ¢alismalarda saglikli sonuglara ulagabilmek igin yapisal, dolayisiyla islevsel
ozelliklerini ne kadar siireyle koruyabildigi 6nemlidir. Literatiirde taze dokudan mitokondri
izole edildikten sonra genellikle 3-4 saat igerisinde c¢alismanin yapilmasi gerektigi
bildirilmektedir (13). Buna karsin izole mitokondri ya da dokularin hangi sicakliklarda ne
kadar siireyle saklanabilecegine dair bir veri yoktur. Oysa deneysel caligsmalarda bazi
kosullarda elde edilen dokuyla hemen ¢aligmak miimkiin olmamakta ve bir siire depolama
gerekebilmektedir. Bu tez calismasinda mitokondrinin yapisal ve islevsel biitiinliigiinii
(intactness) koruyup korumadigini test etmenin bir yolu olarak kalsiyum (Ca*") tarafindan
indiikklenen MPTP olusturma yeteneginden yararlanilmasi disiiniilmiistir. MPTP, Genel
Bilgiler bolimiinde agiklandigi gibi mitokondri i¢ ve dig membraninda yer alan bazi
proteinlerin etkileserek matriks ve hiicre sitozolli arasinda agilan bir kanaldir. Bu kanal
araciligryla sitozolden matrikse dogru bir icerik gegisi s6z konusu olur ve mitokondri siger.
Gilintiimiize kadar MPTP olusumu patolojik bir siire¢ olarak tanimlanmis, fizyolojik olarak
gerceklesip gerceklesmedigi netlik kazanmamistir (250). MPTP’yi olusturan proteinlerin
etkilesebilmesi i¢in mitokondrinin yapisal stabilitesini siirdiirmesi gerekir. Farkli
sicakliklarda saklanan doku ya da izole mitokondriyel fraksiyonlarin stabilitesini test etmek
amaciyla taze dana karacigeri porsiyonlara ayrilmis, bir porsiyondan mitokondriyel
fraksiyon izole edilerek hem dokular hem de izole mitokondriyel fraksiyonlar oda 1s1s1, +4°C
ve -86 °C’de depolanmustir. izole mitokondriyel fraksiyonlarda dogrudan, dokularda ise
belirlenmis zaman noktalarinda mitokondri izole edilerek MPTP olusturma yetenekleri
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Sonuglar beklendigi sekilde saklama sicakligi
diistiriildiik¢e mitokondri stabilitesinin hem izole halde (Sekil 19A) hem de doku halde daha
iyi korundugunu gostermektedir (Sekil 19B). izole mitokondrinin MPTP olusturma yetenegi
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oda 1sisinda hizla azalmakta ve 6. saatte sifirlanmaktadir. Buzdolabinda +4°C’de saklanan
izole mitokondrilerin MPTP olusturma yeteneklerinin sifirlanmasi, 24. saate kadar
uzamaktadir. Doku halinde sadece +4°C ve -86 °C’de saklama kosullar1 ¢alisilmistir. Buna
gore +4°C’de doku halde MPTP olusturma yeteneginin sifirlanmasi 72. saati bulmaktadir.
Calismada uygulanan en diisiik saklama sicakligi olan -86 °C’de ise gerek izole mitokondri,
gerek dokuda MPTP olusturma yeteneginde yok sayilabilecek kadar kiiciik azalmalar
gozlenmistir; son zaman noktasi olan 3. ayda izole mitokondrilerdeki yetenek kaybi
baglangica gore % 2.5, dokularda ise % 1.1°dir (Sekil 19A ve B). Mitokondri i¢ ve dis
membraninin 3. ayda bile birbiriyle etkilesme ve MPTP olusturma yetenegini korumasi, i¢
membran-aracilikli yiiriiyen oksijen metabolizmasi (ETC) ve buna bagli ATP sentezi gibi
kritik hiicresel islevlerin de biiyiik olasilikla siirdiigiinii diisiindiirmektedir. MPTP olusturma
yeteneginin 3. aymda bu tiir diger islevlerin arastirilmasi, tez sonrasi c¢alismalarimiz

icerisinde planlanmistir.

5.4. Tlaclarin MPTP Olusumuna Etkileri

MPTP olusturma yeteneginin belirli bir zaman araliginda bir stabilite parametresi
olarak kullanilmasmin ardindan tez kapsaminda mitokondri iizerinde etkileri ¢alisilan
ilaglarin Ca*™ ile indiiklenen MPTP olusturma yetenegine etkileri olup olmadigi test
edilmistir. Bu amagla toplam 8 ilag, Ca™ varliginda ve yoklugunda izole mitokondriyel
fraksiyon ile inkiibe edilmistir. Ca™ yoklugunda yapilan deney, calisilan ilacin dogrudan
kendisinin MPTP olusturma yetenegi olup olmadigimni test etmek iizere planlanmisken, Ca*™
varliginda yapilan deney ise ilacin indiiklenen MPTP olusumunu artirip artirmadigini
gostermek tlizere planlanmistir; bu iki siirecin mekanizmalari farkli olabilir. Sonuglar
ilaglarin ¢aligilan dozlarda MPTP olusumunu indiiklemedigini, ancak diklofenakin 10 ve 100
uM’da, valproik asitin ise 100 pM’da Ca*" tarafindan indiiklenen MPTP olusumunu anlamli
derecede artirdigini gostermektedir (Sekil 20A). Bu durum in vivo kosullarda ilaci kullanan
hastalarda eszamanli bir Ca™* konsantrasyonu artigina bagli olarak ya da farkli mekanizmayla

indiiklenen MPTP olugumunun siddetlenebilecegini diisiindiirmektedir.

5.5. laclarin mtDNA Metilasyon Diizeylerine Etkileri

Tez kapsaminda etkisini aragtirdigimiz ilaglarin mitokondriyel yapilar ve/veya islevler
iizerinde inceledigimiz bir bagka parametre, son yillarda Onemi artmig olan mtDNA
metilasyon  diizeyleridir. DNA  metilasyonu, epigenetik DNA  modifikasyonu

mekanizmalarindan birisidir ve fizyolojik metilasyon diizeyleri degismesi hayati 6neme
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sahip genlerin susmasi yoluyla kritik proteinlerin ekspresyonunu azalatabilir ya da susmasi
gereken genler aktive olarak eksprese edilmemesi gereken proteini sentezleyebilir. Bu
nedenlerden dolayr bazi otoimmiin hastaliklar, kanser ve norolojik hastaliklarin
patojenezinde DNA metilasyon diizeylerinde anormal degisimlerin rol oynayabilecegi ileri
siiriilmektedir (274, 275). Ilaglar ya da kimyasallarm mtDNA metilasyon diizeyini etkilemesi
ETC proteinlerinin sentezinde, dolayisiyla enerji iiretiminde degisikliklerin olugmasina yani
mitokondriyel/hiicresel toksisiteye neden olabilir. Tez ¢aligmasinda arastirdigimiz tiim ilaglar
uygulanan dozlarda in vitro ortamda mtDNA metilasyon diizeylerini anlamli derecede
diistirmistiir (Sekil 21 ve 22). Valproik asitin 15 mM konsantrasyonda giiglii hipometilasyon
yaptig1 gosterildigi i¢in (287) bu ilag pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Calisilan daha
diisiik valproik asit dozu olan 10uM’da dahi ilag, anlamli derecede hipometilasyon yapmustir
(Sekil 21). Tez c¢alismasida arastirilan ana ilag olan klozapinin mtDNA metilasyon
diizeylerine etkisi 10 ve 50 uM olmak ftizere iki dozda incelenmistir. Bu etkinin klozapinin
elektrofilik metaboliti olan nitrenyum iyonuna bagli olup olmadigini test etmek tizere ayni
inkiibasyonlar 5 mM GSH varliginda tekrarlanmistir. Her iki konsantrasyondaki
sonuglarimiz  klozapin kaynakli hipometilasyonun metabolit aracilifiyla oldugunu
diistindiirmektedir; 10 pM konsantrasyonda hipometilasyon etkisi yar1 yariya engellenirken,
50 uM konsantrasyonda ilging bir sekilde tamamen kontrol diizeylerine geri donmiistiir.
MtDNA hipometilasyonun ETC proteinlerinin sentezinde degisiklige yol agip agmadiginin
test edilmesi amaciyla ETC’de yer alan enzim aktivitelerinin 6lgiilmesi ve mitokondrilerin
ATP iiretme kapasitesinin belirlenmesi ileri c¢alismalarimiz olarak planlanmigtir. ETC
kompleks proteinlerinin mtDNA tarafindan kodlanarak sentezlenmeleri diizeyinde herhangi
bir azalma, hiicresel enerji tiretiminin bozulmasi yoluyla klozapin kaynakli kardiyak

toksisiteye katkida bulunuyor olabilir.

5.6. Ilaclarin Mitokondriyel Oksijen Tiiketim Hizina Etkileri

Mitokondrilerde gerceklesen en hayati islev; oksijenin suya kadar yikilarak
detoksifiye edilmesi ve buna bagli bir bigcimde besin maddelerinden enerji tiretilmesidir.
Dolayisiyla mitokondrilerin oksijen kullanimini etkileyen herhangi bir ajan hem ciddi hem
de karmasik toksik yolaklarin baglamasina neden olabilir. Tez kapsaminda calistigimiz
ilaclarin mitokondrilerin oksijen tiiketim hizlar1 (OCR) {izerinde bir etkileri olup olmadigi
test edilmistir. Tlaglar DMSO iginde ¢oziildiikleri igin ilag inkiibasyonlarindan elde edilen
OCR degerleri, % 1 DMSO’nun OCR degeriyle kiyaslanarak istatistik analiz uygulanmstir.
% 1 DMSO’nun kendisi bazal OCR diizeylerinde anlamli bir azalmaya neden olmustur. Bu

calismada sitokrom c rediiktaz (kompleks Ill) inhibitorii olan antimisin A, pozitif kontrol
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olarak kullamlmustir. Ilaglarmn 1, 10 ve 100 uM konsantrasyonlari ile galisildiginda klozapin,
olanzapin, nifedipin, valproik asit, dapson ve tiyaprofenik asitin 100 uM dozda, ilk i¢ ilacin
ek olarak 10 uM dozda da anlamli derecede OCR’yi engelledigi gozlenmistir (Sekil 24). Bu
sonuglar birka¢ acidan ilgingtir; 100 uM klozapin, olanzapin, nifedipin ve valproik asitin
oksijen tiiketim hizi iizerindeki inhibisyonlari, ETC Kompleks Ill diizeyinde inhibisyon
yaptig1 iyi bilinen Antimisin A’nin 150 pM konsantrasyonu ile saglanan % 60 inhibisyon
oranindan daha fazladir. Bu durum, bu ilaglarin olduk¢a potent oksidatif solunum inhibit6rii
olduklarim1 ~ gostermektedir (Sekil 24). Ancak bu ilaglarla inhibisyon gozlenen
konsantrasyonlarin, terapétik kan konsantrasyonlarinin oldukca iizerinde ve toksik aralikta
olmasindan dolay1 ilaglar1 kullanan hastalar icin bu agidan herhangi bir risk s6z konusu
degildir. flging bir baska sonug, siilfafenazoliin her ii¢ konsantrasyonda diger ilaglarin tam

tersine OCR’de anlamli artisa neden olmasidir.

Valproik asit mekanizmasi bilinmeyen bir sekilde hepatotoksisiteye neden olan bir
ilagtir (602). Valproik asit ile elde ettigimiz OCR’deki anlamli inhibisyonla uyumlu bir
bigimde mitokondriyel solunumun inhibe oldugunu gosteren hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda;
valproik asitin mitokondriye siiksinat girisini degistirdigi gosterilmistir (603, 604, 638). Bir
caligmada valproik asitin 0.5 mM olan terapotik kan konsantrasyonunu da igeren 0-2 mM
ila¢ doz araliginin HepG2 hiicrelerinin oksijen tiiketim hizina etkisi arastirilmisg, 1 ve 2 mM
dozlarin OCR’de anlamli bir azalisa neden oldugu gozlenmistir (230). Bir baska caligmada
sican karaciger mitokondrilerinde valproik asitin oksidatif fosforilasyona etkileri hem ATP
sentezinin hem de OCR’nin O6lgiilmesiyle degerlendirilmis, valproik asitin 0,1-1 mM

konsantrasyon araliginda her ikisini de onemli derecede azalttig1 gdzlenmistir (697).

Olanzapinin mitokondriyel solunum fiizerindeki etkisini inceleyen iki ayri ¢alisma
bulunmaktadir. Bir ¢alismada domuz beyin dokusundan izole edilen mitokondrilerde
olanzapinin 1mM dozda Kompleks I’i inhibe ettigi gosterilmistir (698). Bir baska ¢alismada
ise 0-25 uM olanzapin ile ¢alisilmis, HepG2 hiicrelerinin oksijen tiiketim hizina herhangi bir
etkisinin olmadigi bildirilmistir (699). Bizim c¢alismamizda ise 10 ve 100 uM olanzapin,
CHO-K1 hiicrelerinde oksijen tiiketim hizin1 6nemli derecede azaltmistir. Olanzapinin sigan
hepatositlerinde hiicresel lipit peroksidasyonunu arttirarak oksidatif stres olusturdugu, GSH
seviyelerini azalttigi ve mitokondriyel membran potansiyelini diigtirdiigii bilinmektedir
(231). Olanzapinin mekanizmasi tam olarak agiklanamayan hepatoksisitesinin altinda diger
toksisite mekanizmalarinin yani1 sira oksijen tiketim hizinin azalmasi ve oksidatif

fosforilasyonun inhibisyonu da rol aliyor olabilir.

Dapson ve tiyaprofenik asitin toksisite mekanizmalarinin arastirildigi ¢alisma sayisi

son derece azdir. Geneve ve ark., farelere tiyaprofenik asit uygulamis ve mitokondriyel
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solunum ile p-oksidasyon diizeylerini dl¢iilmiislerdir. Bu ¢alismada tiyaprofenik asitin -
oksidasyonu Asetil-CoA karboksilaz diizeyinde inhibe ettigi, mitokondriyel solunumu ise
etkilemedigi gosterilmistir (632). Dapsonun oksidatif fosforilasyona etkilerini inceleyen
herhangi bir caligma bulunmamaktadir. 100 uM dapson ve tiyaprofenik asitin oksijen
tilketimini azaltmas1 deney hayvanlari ya da insan 6rneklerinde yapilacak olan ¢aligmalarla
desteklenirse bu bulgular ilaglarin toksisite mekanizmalarinin ortaya cikarilmasina katki

saglayabilir.

Nifedipin kullanan hastalardaki klinik gézlemlerde kalp atim hizinin ve kan basincinin
Olciilmesi yoluyla tedavinin oksijen tiiketimi hizinda diisiise neden oldugu soylenmistir
(700). Bir bagka ¢alismada ise i.v. infiizyonla verilen 1 mg nifedipin hastalarda oksijen
titketiminde herhangi bir degisiklige neden olmazken, intrakoroner olarak uygulanmasi ¢ok
hizli diisiise yol agmustir (701). Literatiirde nifedipinin izole mitokondrilerdeki oksijen
tilketimine etkilerinin arastirildigi herhangi bir calisma bulunmamaktadir. 2013 yilinda
yayinlanan bir c¢aligmada nifedipinin hepatotoksisitesinin nedeninin mitokondriyel -
oksidasyon inhibisyonu oldugu onerilmistir (207). Calismada, nifedipin ¢alisilan ti¢ dozda da
(1, 10 ve 100 uM) CHO-K1 hiicrelerinde oksijen tiiketim hizin1 6nemli derecede azaltmistir.
Oksijen tiiketiminin inhibisyonu da hepatotoksisitenin olusumuna neden olan bir diger

mitokondriyel toksisite mekanizmasi olabilir.

Bazi calismada klozapinin Kompleks | inhibisyonu yaptigi bildirilmistir (187, 508).
Nadanaciva ve ark. 2012 yilinda klozapinin oksijen tiiketimine etkisini HepG2 hiicre
hattinda arastirmiglardir. 300 pM’a kadar test edilen klozapin, Kompleks I inhibisyonu
yapmis, ancak oksijen tiiketiminde degisiklige neden olmamustir (509). Bu tez ¢aligmasinda
ETC Kompleks aktiviteleri 6l¢iilmemistir ancak Nadanaciva ve ark.’nin aksine 100 pM
dozda OCR iizerinde % 60’dan fazla inhibisyon gézlenmistir. Bir 6nceki ¢alisma ile kendi
bulgumuz arasindaki bu farklilign acgiklamaya yonelik olarak ilk akla gelen olasilik,
calismalarda kullanilan hiicrelerin farkli olmasidir. Klozapinin bu etkisinde reaktif
metabolitinin rol oynayip oynamadigini test etmek tizere GSH varliginda gerceklestirilecek

inkiibasyonlar, doktora sonrasi ¢aligmalar i¢inde planlanmuistir.

5.7 insan Mitokondriyel Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Tez ¢aligmasinin ana eksenini olusturan mitokondrilerin ilag toksisitesindeki rolleri
agisindan enzim igerikleri 6zel bir 6neme sahiptir ¢linkii biyotransformasyon, toksik etkiye
neden olan ve/veya nicelik ya da niteligini degistiren énemli bir faktoérdiir. Hiicrede asil

olarak endoplazmik retikulum ve hiicre sitozoliinde yer alan ve Ila¢ Metabolize Edici
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Enzimler (IME) olarak adlandirilan enzimler igin gegerli oldugu gibi, mitokondrilerde de faz
I enzimleri olan CYP izozimlerinin yaninda antioksidan ve faz II konjugasyon
reaksiyonlarinda rol alan enzimlerin de varlig1 gosterilmistir (121, 122, 140, 141, 162-169).
Bu aragtirmalarin biiyiik kismi1 deney hayvani ¢alismalaridir. Ancak bu tez galigmasinin
konusunu olusturan ilag toksisitesi mekanizmalarini arastirtyor olmamizin nihai hedefinin
insanda gozlenen toksik etkilerin mekanizmasini1 anlamaya yonelik olmasi nedeniyle, insan
kaynakli mitokondrilerin enzim igeriklerini ortaya koymay: amagcladik. Bu nedenle Izmir
Adli Tip Kurumu otopsilerinde 12 farkli kisiden saglamis oldugumuz karaciger ve kalp
dokularinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), selenyum bagimli glutatyon
peroksidaz (Se-GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) izozimlerinin mitokondri matriksinde
aktiviteleri aragtirilmistir. Sonuglara bakildiginda ilk géze c¢arpan bireyler arasinda gerek
karaciger, gerekse kalp mitokndriyel matriksi enzim aktivitelerinde bireyler arasi
varyasyonun iki birey disinda yiiksek olmamasidir. Bir diger bulgu, karaciger ve kalp
mitokondriyel matriksinde enzim aktivitelerinin karsilastirilabilir diizeyde olmasi, biiytik
cogunlukla karaciger mitokondrilerinde aktivitenin biraz daha yiiksek olmasina karsin
GSTM ve CAT aktivitesinin bazi bireylerde kalp dokusunda daha yiiksek olmasidir. SOD
izoenzimlerinden yine mitokondriye 6zgli olan SOD2’nin diger izozime gore ¢ok yiiksek
aktivite gostermesi, izolasyonun basarisin1 gostermektedir. Enzim aktivitesi ¢alisilan 6 ve 9
nolu bireylerin her iki dokusunda ilging bir sekilde GSTM aktivitesi diginda tim aktiviteler
ya ¢ok diisiik 6l¢iilmiis ya da saptanamamistir. Bu bireylerden erkek olan 6 nolu kisi trafik
kazasinda hayatin1 kaybetmistir, kadin olan 9 nolu ise 6li bulunmustur. Her iki bireyin de
bilinen bir karaciger ya da kalp rahatsizligi yoktur. Doktora sonrasi ¢aligmalarda bu tip
durumlarda genetik polimorfizm gosteren enzimleri arastirabilmek agisindan daha fazla doku
Ornegi alinmasi planlanmaktadir. Bu enzimler icerisinde polimorfik olmayanlar igin ilging
olabilecek bir olasilik vardir; karaciger ve kalp mitokondrilerinde aktivitesi arastirilan bu
enzimlerin timii niikleer DNA tarafindan kodlandiktan sonra hiicre sitoplazmasinda
sentezlenmekte ve bazi 6zel peptid dizileri takilarak mitokondrilere yonlendirilmektedirler.
Enzimlerin niikleer DNA tarafindan kodlanmas1 ve sentezlenmesi asamalarinda herhangi bir
sorun olmayabilir, ancak posttranslasyonel asamada mitokondriye yonlendirilmek iizere
aminoasit dizilimlerinin modifikasyonu ve/veya enzimlere baglanmasi asamalarinda yine
genetik ya da sonradan kazanilmis bazi aksakliklar olabilir. Bu tiir olasiliklar, doktora

sonrast ¢alismalar icerisinde planlanmustir.

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda insan karaciger mitokondriyel matriksinde
GSTA4-4tiin (163) yam sira GSTA1l, GSTA2 ve GSTPI izoenzimlerinin varligi ve
aktiviteleri gosterilmistir (157). GST kappa (GSTK), diger GST izozimlerinden farkli olarak

sadece mitokondriyel fraksiyonda bulunmaktadir (164). Ik olarak sican karaciger
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mitokondriyel matriksinde gosterilen GSTK’nin (162) fare karaciger ve bobreginde de
varligt kanitlanmistir (165). 2003 yilinda ise insan karaciger mitokondriyel matriksinde de
GSTK1 aktivitesinin oldugu bildirilmistir (169). Bu izozimin spesifik substrati olmadig1 i¢in
tez calismamizda aktivitesi ayrica Ol¢iilememistir. Literatiirde insan dokularinin kullanildig:
calisma sinirhdir. Bir calismada insan karaciger dokularinda GST A4-4 ve GSTK1
izoenzimlerinin varligt WB yontemiyle kanitlanmis, ancak enzim aktiviteleri galisilmamistir
(163, 169). Bir baska ¢alismada insan karaciger mitokondrilerinde GST genel aktivitesi 11.3
umol/dk/mg protein bulunmustur; bu ortalama deger, tez ¢alismasinda belirledigimiz 6l¢giim
araligindadir. Ayni c¢alismada insan karaciger mitokondrisinde DCNB’ye karst GSTM
aktivitesi tespit edilememistir, ancak tek bir kisinin dokusuyla calisilmistir (157). Tez
calismamizda 12 bireyin hem karaciger, hem kalp mitokondrilerinde varligi bugiine kadar
arastirilmamis olan GSTT ve GSTM izoenzimlerinin aktiviteleri gosterilmistir.

Literatiirde insan mitokondriyel CAT enzim aktivitesi bildiren bir c¢alismaya
rastlanmamigtir. Sigan kalp ve karaciger mitokondriyel matrikslerinde CAT aktivitesi
gosterilmistir Bu galigmalarda sigan karaciger mitokondrisinde total CAT aktivitesi 825 {inite
olarak bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda bireylerin karaciger mitokondrilerindeki ortalama
CAT spesifik aktivitesi 15 iinite/mg protein (0.98-25 iinite/mg protein) olup bireyler arasinda
26 kat fark bulunmaktadir. Kalp mitokondrisinde ise ortalama CAT aktivitesi 12 iinite/mg
protein’dir (0.23-20.2 iinite/mg protein) ve bireyler arasinda 88 kat fark bulunmaktadir. Radi
ve ark. sigan kalp mitokondrilerinde CAT aktivitesinin 20 +/- 5 inite/mg protein oldugunu
gostermislerdir (121, 122). Ancak, bu calismanin sonuglar1 insani yansitmayacagi igin

aktivite degerleri birbiriyle kiyaslanamamaktadir.

GPx enzimlerinden GPx-1 ve GPx-4’tin farkli miktarlarda olmakla beraber fare ve
sican karaciger, bobrek, beyin ve kas mitokondrilerinde oldugu bulunmustur (122, 140, 141).
Calismamizda bireylerin ortalama GPx aktivitesi, karaciger mitokondrilerinde 214 iinite/mg
protein (0-398 iinite/mg protein), kalp mitokondrilerinde ise 167 iinite/mg protein (0 -299
tinite/mg protein) arasinda degismektedir. Literatiirde insan mitokondrilerinde GPx

aktivitesinin arastirildig1 bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

SOD izoenzimlerinden Mn-SOD enzimi ise mitokondriyel matrikse 6zgtdiir ve O, nin
sitozole kolayca difiize olabilen H,O,’ye donilisiimiinii katalize eder (104). Tez ¢alismasinda
karaciger orneklerinde ortalama Mn-SOD aktivitesi 232 iinite/mg protein (0-424 iinite/mg
protein), kalp mitokondriyel matriksinde ise 146 tinite/mg protein (0-330 iinite/mg protein)
olarak belirlenmistir. Insan bébrek hiicre hatti olan HEK293T hiicreleri kullanilarak
gerceklestirilen bir baska calismada Mn-SOD aktivitesi 200 iinite/mg protein olarak
bulunmustur (702). SOD2 enziminin klozapinden nitrenyum iyonu olusumunda rol oynama

olasilig1 bulunmaktadir. Daha 6nceki yillarda gergeklestirilen bir ¢calismada si¢an kalp doku
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homojenati klozapin ile inkiibe edilmis, ortama CAT ile birlikte SOD eklendiginde reaktif
nitrenyum metaboliti olusumu 6-7 kat azalmistir. Bu sonug¢ Klozapin biyoaktivasyonunda
SOD substrati olan siiperoksit anyon radikali ve/veya CAT substrati olan hidrojen peroksitin
rol oynayabilecegini gostermektedir Bu nedenle otopsilerden saglanan insan kalp
mitokondrilerinde SOD2 (mitokondriyel SOD) ve CAT enzimlerinin aktivitelerinde
gozlenen bireyler arasi farkliliklar, kardiyotoksisitenin bazi bireylerde ortaya ¢ikmasinin

nedenleri arasinda olabilir.

Tez galigmasinda karaciger ve kalp mitokondrilerinde aktivitesi 6lgiilen enzimler iki
organ arasinda giiglii korelasyon gostermektedir (Tablo 5). Bu sonug en azindan bu enzimler

acisindan dokular aras1 degiskenliklerin yiiksek olmadigini gostermektedir.

Insan dokularinda mitokondriyel ve ayn1 zamanda mikrozomal enzimlerde protein ya
da aktivite diizeyindeki farkliliklarin ilag toksisitesindeki rollerini kapsamli bigimde
degerlendirmek iizere proje hazirligi ¢alismamiz devam etmektedir. Mali destek saglanmasi
durumunda tez kapsaminda 6n g¢aligma niteliginde gerceklestirilen ve ilging olasiliklari

giindeme getiren konularin aydinlatilmas1 miimkiin olabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Mitokondriyel CYP450’lerin ilag metabolize edici aktivitelerinin fizyolojik Onemi,
literatiirde halen aydinlatilmayr bekleyen bir sorundur. Mitokondrilerin icerdigi diger
enzimlerin ilag biyotransformasyonunda rol oynaylp oynamadiklari da heniiz
aydinlatilmamistir. Bu nedenle bu tez kapsaminda model olarak segtigimiz klozapin ve
parasetamoliin mitokondriyel fraksiyonlar tarafindan metabolize edilip edilmedigi test
edilmis, mitokondrilerin biyoaktivasyon kapasitesi gosterilmistir. Boylece klozapin kaynakli
kardiyotoksisite ve parasetamol kaynakli nefrotoksisite mekanizmalarini agiklamaya yonelik
yeni olasiliklar sunulmustur. Caligmalarimizda izole edilerek ileri saflastirilan mitokondriyel
fraksiyonlarda endoplazmik retikulum ve sitozolik kontaminasyonun olmamasi,

sonuglarimizin gilivenilirligini artirmigtir.

Parasetamoliin mitokondriyel enzim kaynaklariyla biyoaktive oldugu gosterilmistir.
Bu nedenle mitokondriyel proteinlere kovalan baglandigi gosterilen reaktif metabolit
NAPQI'nin sitozolde olustuktan sonra mitokondriye transfer olmasi yerine dogrudan
mitokondrilerin igerisinde lokal olarak olusabilecegi gosterilmistir. Parasetamol doz
asiminda gozlenen nefrotoksisite mekanizmasinin aydinlatilmasit konusunda grup olarak

calismalarimiz devam etmektedir.

Klozapinin olas1 kardiyotoksisitesi konusundaki calismalarimiz, fare kalp kasi
hiicrelerinden izole edilen mitokondrilerin in vitro kosullarda elektrofilik metabolit olan
nitrenyum iyonunu olusturabildigini gostermistir. Kalp mitokondriyel inkiibasyonlarinda
karacigerin aksine matriks fraksiyonunun reaktif metabolit olusturma kapasitesi, mitokondri
membranlarina gore daha fazla bulunmustur. Bu durum, kardiyak mitokondrilerde ¢oziiniir
CYP450 ya da farkli enzimlerin klozapin biyoaktivasyonunu katalize etmesiyle agiklanabilir.
Karaciger ve kalp dokusunda olas1 enzim igerigi/miktarlar1 ve/veya biyoaktivasyon yolagi
farkliliklar1, kalbin hedef organ olmasini agiklayabilir. Calismalarda Balb/c tiirii fare
dokular1 kullanilmis olmasi, bu durumun tiire 6zgii bir farklilik olabilecegi olasiligini da
diisiindiirmiistiir. Bu nedenle benzer deneylerin insan dokusu ile yapilmasi doktora sonrasi

calismalar icerisinde planlanmustir.

S6z konusu ¢aligmalarda deneysel agidan 6nemli olan mitokondri stabilitesinde doku
ve izole mitokondri fraksiyonlari igin en uygun saklama sicakliginin -86°C oldugu

gosterilmistir.

Calisma kapsamindaki ilaglarin mitokondri islevselligine etkileri “MPTP olusumu
testi, mtDNA metilasyon diizeylerinin belirlenmesi ve mitokondriyel oksijen tiiketim hizinin

belirlenmesi” yontemleriyle arastirilmistir. Sonuglar ilaglarin ¢alisilan dozlarda MPTP
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olusumunu indiiklemedigini, ancak diklofenakin 10 ve 100 uM’da, valproik asitin ise 100
uM’da kalsiyum tarafindan indiiklenen MPTP olusumunu anlamli derecede artirdigini
gbstermektedir. Bu durum in vivo kosullarda ilacin, hastalarda Ca™ konsantrasyonu artisina
baglh ya da farkli mekanizmayla indiiklenen MPTP olusumunu siddetlendirebilecegini

diisiindiirmektedir.

Tiim ilaglarin mtDNA metilasyonu diizeyini azalttigi, klozapinin bu etkisinde reaktif
metabolitinin roli oldugu gosterilmistir. mtDNA hipometilasyonun ETC proteinlerinin
sentezinde degisiklige yol agip agmadiginin test edilmesi amaciyla ETC’de yer alan enzim
aktivitelerinin Olglilmesi ve mitokondrilerin ATP iretme kapasitesinin belirlenmesi ileri
caligmalarimiz olarak planlanmistir; ETC kompleks proteinlerinin mtDNA tarafindan
kodlanarak sentezlenmeleri diizeyindeki herhangi bir degisiklik, hiicresel enerji {liretiminin

bozulmasi yoluyla klozapin kaynakli kardiyak toksisiteye katkida bulunuyor olabilir.

Klozapin, olanzapin, nifedipin, valproik asit ve tiyaprofenik asitin 100 uM dozda, ilk
3 ilacin ek olarak 10 pM dozda da anlamli derecede oksijen tiiketim hizimi degistirdigi
gozlenmistir. Klozapin, olanzapin, nifedipin ve valproik asitin 100 uM konsantrasyonda
oksijen tiiketim hizi iizerindeki inhibisyonlari, ETC Kompleks III diizeyinde inhibisyon
yaptig1 iyi bilinen Antimisin A’nin 150 pM konsantrasyonu ile saglanan % 60 inhibisyon
oranindan daha fazladir. Bu durum, bu ilaglarin oldukca potent oksidatif solunum inhibitorii
olduklarin1 gostermektedir ancak etki gosterdikleri konsantrasyonlar terapétik diizeylerin

iizerinde oldugu i¢in dozasimi disinda sorun arz etmemektedir.

Tez ¢aligmasinin ana eksenini olusturan mitokondrilerin ilag toksisitesindeki rolleri
agisindan enzim igerikleri 6zel bir dneme sahiptir. insan dokularinda mitokondriyel ve ayni
zamanda mikrozomal enzimlerde protein ya da aktivite diizeyindeki farkliliklarin ilag
toksisitesindeki rollerini kapsamli bigimde degerlendirmek {iizere bir proje hazirhig
calismamiz devam etmektedir. Bu tez c¢aligmasi kapsaminda insan karaciger ve kalp
mitokondrilerinde faz II detoksifikasyon enzimi GST’ler ve gesitli antioksidan enzimlerin
mitokondrilerdeki varh@ gosterilmistir. Iki bireyde hem karaciger, hem de kalp
mitokondrilerinde bazi enzim aktiviteleri ya hi¢ gdzlenmemis, ya da diger bireylere gore ¢cok
az bulunmustur. Bu enzimlerden bazilarinin genetik polimorfizm gostermeyen enzimler
olmasi, hiicre sitozoliinde sentezlendikten sonra post-translasyonel siirecte mitokondriye
hedeflendirilirken baz1 kalitsal ya da sonradan kazanmilmis aksamalar olabilecegini
disiindiirmiistiir. Diger calismalarimizin yani sira bu sekilde farkli bireylere rastlanmasi
durumunda bu tiir post-translasyonel aksama olasiliklarin g¢alisilmasi amaciyla daha fazla

doku 6rnegi alinmasi planlanmaktadir.
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Mali destek saglanmasi durumunda tez kapsaminda On c¢aligma niteliginde
gerceklestirilen ve ilging olasiliklar1 giindeme getiren insan dokularinda enzim igerikleri ve

bireyler arasi farkliliklar gibi konularin aydinlatilmas1 miimkiin olabilecektir.
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