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OZET

Akrilamit (AA) halk saghg icin risk olusturan 6nemli bir kimyasaldir. Argan
yagi (AR), antioksidanlar ve fenolik bilesikler bakimindan zengindir. Bu
calismada, rat karaciger ve bobreginde AA ile olusabilecek olas1 mitokondriyal
oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyonlar iizerine AR’min Kkoruyucu
etkisinin ¢alisiimas1 amaclanmistir. Bu nedenle, Sprague Dawley ratlara AA (50
mg / kg i.p, haftada 3 giin), AR (6 ml / kg o0.p, her giin) ve AA ile birlikte AR
olmak iizere 30 giin boyunca verildi.

Genel olarak, AA verilen rat karaciger ve bobreginde sitozolik glutatyon s-
transferaz (GST), glukoz-6P-dehidrogenaz (G6PD) aktivitelerinde azalma buna
karsin miyeloperoksidaz (MPO) ve total nitrik oksit (NOX) seviyelerinde 6nemli
artislar goriildii. AA etkisi ile mitokondriyal rediikte glutatyon (GSH) seviyesi
ve antioksidan enzimlerde azalma olurken, mitokondriyal lipit peroksidasyonu
(LP) ve protein karbonil (PK) seviyelerinde onemli artislar meydana geldi.
Ayrica, AA verilen hayvanlarin karaciger ve bobrek dokularinda elektron
transport zincir (ETS) ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisii enzim aktiviteleri,
ATP ve mitokondriyal metabolik fonksiyon (MTT) seviyeleri 6nemli derecede

azaldi. AA ile birlikte AR verilmesi, AA etkisi ile olusan oksidatif stres ve



mitokondriyal fonksiyon parametrelerini onemli olciide iyilestirdi ve cogu
parametre tamamen normale dondii. Elde ettigimiz bulgular, AR’nin AA etkisi
ile rat Kkaraciger ve bobrek dokusunda artan oksidatif stres ve bozulan

mitokondriyal fonksiyonlarin iyilestirilmesinde etkili oldugunu gostermektedir.
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ATP.
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ABSTRACT

Acrylamide (AA) is an important chemical that pose a risk to public health.
Argan oil (AR) is rich in antioxidants and phenolic compounds. We aimed to
study the protective effect of AR on mitochondrial oxidative stress and
mitochondrial functions that may occur with AA in rat liver and kidney. For
this purpose, Sprague Dawley rats were given with AA (50 mg/ kg i.p., 3 days a
week), AR (6 ml / kg o.p, per day) and AA together with AR for 30 days.

Cytosolic enzymes glutathione s-transferase (GST), glucose-6P-dehydrogenase
(G6PD) enzyme activities decreaded but myeloperoxidase (MPO) and total
nitric oxide (NOXx) levels increased in the AA treated rats. By the effect of AA,
mitochondrial reduced glutathione (GSH) level and mitochondrial antioxidant
enzyme activities decreased. In contrast, significant increases were seen in
mitochondrial lipid peroxidation (LP) and protein carbonyl (PC) levels. In
addition, significant decreases were observed in the activities of electron
transport chain (ETC) and the tricarboxylic acid (TCA) cycle enzymes and also
ATP and mitochondrial metabolic function (MTT) levels decreased by the
effects of AA. AR administration together with AA improved significantly
oxidative stress and mitochondrial function parameters caused by AA and most

parameters were completely normalized. Findings show that AR is effective in



vii

improving mitochondrial oxidative stress and deteriorating mitochondrial

functions in rat liver and kidney tissue with AA effect.
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1. GIRIS

Mitokondri, tim bitki ve hayvan hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan biiyiik
organellerdir. Hiicrede bulunan oksijeni kullanan mitokondri, kimyasal enerjiyi,
hiicredeki gidalardan hiicrenin kullanabilecegi bir bi¢imde enerjiye doniistiiriir. Bu
isleme oksidatif fosforilasyon denir ve mitokondrinin i¢inde meydana gelir.
Mitokondri matrisinde sitrik asit veya krebs dongiisii olarak bilinen reaksiyonlar
NADH (Nikotinamid adenin diniikleotit) ad1 verilen bir kimyasal iiretir. NADH daha
sonra adenozin trifosfat (ATP) tiretmek i¢in mitokondriyal i¢ zar igerisinde gomiilii
enzimler tarafindan kullanilir. ATP' de enerji, kimyasal baglar biciminde saklanir.
Mitokondriyal hiicreler kendi dairesel deoksiriboniikleik asit (DNA) zincirlerini
kullanarak boliiniirler ve sonug¢ olarak bir hiicrede bir¢ok mitokondri olabilir
[Boveris, 1984]. Mitokondriler ¢ok onemli enerji doniistiiriiciileridir ve siiregte
reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilan “serbest radikaller” iretirler. ROT"
lar mitokondriyal DNA' vya zarar verebilir, mitokondriyal DNA enerji
doniistiiriiciilerine ¢ok yakin bulundugu i¢in agirlikla saldirtya ugrayabilir, bazen
siradan bir hiicredeki niikleer DNA on kat daha hizli degisir [Drose ve ark., 2012].
Bu mutasyonlar, beyin, kaslar, kalp, karaciger, bobrek ve gz gibi yiiksek enerji
talebi olan dokular etkileyerek hastaliklara neden olmaktadir. Nitekim Parkinson
veya Alzheimer hastalig1 olan insanlar saglikli insanlara kiyasla ¢ok daha yiiksek bir
mitokondriyal mutasyon oranina sahiptir ve bu nedenle bu hastaliklarda
mitokondrinin biiyiik etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Mitokondrinin ¢agin
hastaliklar1 olarak nitelendirilen ve hipertrigliseridemi, kolestrol, insiilin direnci,
anormal glukoz toleransi ve hipertansiyon gibi belirtilerle karekterize olan metabolik
sendromun mitokondri fonksiyonlarinin bozulmasi ile yakin iligkili oldugu

bilinmektedir [Akalin, 2005; Degli Esposti ve ark., 2012].

Cok yiiksek kimyasal aktiviteye sahip doymamis karbonil bilesigi olan AA, kozmetik
ve kagit ambalajlama gibi endiistriyel imalattan laboratuvar g¢alismalarina kadar
birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir [Alturfan ve ark., 2012]. Gidalardaki
AA miktarlarin1 agiklayan Diinya Saglik Orgiitii’niin 2002 yilinda yaymladig1 rapor
AA toksitesine olan ilgiyi artirmistir [WHO, 2002]. Deney hayvanlar1 ve insan
tizerinde yapilan caligmalarda AA’in viicutta hizli bir sekilde dagilim gosterdigi fakat



diger dokulara gore en fazla karaciger ve bobrek dokusunda bulundugu goriilmiistiir

[NTP-CERHR monograph, 2005].

AA hayvanlarda norotoksik, genotoksik, karsinojenik ve lireme toksititesine sahiptir
[Shipp et al., 2013]. Mitokondriyal hasar1 olusturarak ortaya ¢ikardigi bu nérotoksik
Ozelliginin yaninda AA’in son zamanlarda karacigerde de mitokondriyal oksidatif

strese neden oldugu gosterilmistir [Zhao et.al., 2015].

AR, iiretildigi agacin diinya iizerinde tek bir yerde Afrika kitasinin kuzey bolgesinde
yer alan Fas’ta yetistiginden dolay1 oldukca kiymetli bir yagdir. Bu bolgede AR, ¢ok
eski zamanlardan itibaren saglik amacl olarak kullanilmis ve hala da kullanilmaya
devam etmektedir. AR, oleik ve linoleik asit basta olmak tizere yag asitlerini igerir,
tokoferol (E vitamini), fenol, karoten, skualen diger temel bilesenleridir. AR’1n
antioksidan ozellikleri bir ¢ok in vivo ve in vitro caligma ile gosterilmistir
[Khallouki ve ark.,2003; EI Abbassi ve ark., 2014]. AR gelencksel tipta karaciger
koruyucu olarak olarak kullanilmaktadir [Necip ve ark., 2013; EI Abbassi ve ark.,
2014] ve hemodiyaliz hastalarinda oksidatif stres ve lipid degerlerini olumlu yonde

etkiledigi goriilmiistiir [Eljaoudi ve ark., 2015].

Mitokondrinin oksidatif stresin onemli bir kaynagi oldugu goz Oniine alindiginda
oksidatif stres kaynakli doku hasarlarmin iyilestirilmesinde mitokondriyal
antioksidanlarin ¢ok dnemli oldugu goriilecektir. Bizde buradan yola ¢ikarak AA’in
karaciger ve bobrek dokusu iizerinde olusturacagi muhtemel oksidatif stres ve
mitokondriyal hasar iizerine AR’in etkisini incelemeyi amagladik. Zira AR bol
miktarda tokoferol, polifenol ve koenzim Q-10 (CoQ-10) gibi mitokondriye 6zgii

antioksidanlar icermektedir [Lopez ve ark., 2013].

Bu nedenle ¢alismamizda karaciger ve bobrekte olast AA toksisitesine karst AR’ 1n
etkisi, sitozolik (GST, G6PD,NO, MPO) ve mitokondriyal oksidatif stres
parametreleri (Mn-SOD, GPx, GSH, LP, PK degerlerini), mitokondriyal elektron
tasima zinciri enzimleri (kompleks I-1V), TCA dongiisii enzimleri, MTT ve ATP

seviyeleri degerlendirildi.



2. GENEL BiGILER
2.1. Akrilamit (AA)
2.1.1. Akrilamitin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve olusum mekanizmalari

Dogal sartlarda gidalarda bulunmayan ama isleme esnasinda yiiksek sicakliklarda
meydana gelen AA’in, norotoksik ve karsinojenik etkiler gosterdigi ispatlanmis ve
AA uluslararasi kanser arastirma ajanst (IARC) tarafindan insanlar igin olasi
karsinojen madde olarak (2A grubu) smiflandirilmis toksik bir bilesiktir [IARC,
1994; Yerlikaya ve arkadaslari, 2012].

AA renksiz, erime noktas1 84,5°C ve kaynama noktast 125°C olan beyaz renkli,
kokusuz, kristal gseklinde bir maddedir. Buhar basmeci 20°C’de 0,007 mmHg
seklindedir. Molekiil agirligi 71,08 g/mol olan AA suda, asetonda, kloroform ve
etanolde ¢ozlinebilmektedir fakat sudaki ¢oziiniirliigi olduke¢a yiiksektir [Friedman,
2003].

- HC=(H,

HN—C

V4

Sekil 2.1. Akrilamitin kimyasal yapisi [Altinoz, 2009]

AA, monomerik ve polimerik olmak iizere iki farkli formda bulunmaktadir.
Besinlerde 1s1 etkisi ile olusan formu monomerik formudur. Polimerik formu su
gecirmeyen bir jel olmasi nedeniyle essiz bir bilesiktir. Poliakrilamit endiistriyel
uygulamalarda olusan polimerik AA formudur. I¢gme ve atik sularin
iyilestirilmesinde, sabun yapiminda, zenginlestirilmis petroliin geri kazaniminda,
plastik tiretiminde, partikiillerin ve diger katisik maddelerin temizlenmesinde, kagit
ve kozmetiklerden yapistirict madde yapiminda ve ayrica makromolekiillerin
elektroforezinde olmak fizere cesitli kimyasal ve ¢evresel uygulamalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir [Arusoglu, 2015].



Besinlerde AA olusumu, pisme siiresine, besinsel kaynagin ¢esidine, pisen besinin
sekline ve pisme 1sisinina baghdir. Ortam sicakligi 180°C’ye ¢ikarildiginda AA
olusumu en yiiksek diizeye ulasmaktadir [Arusoglu, 2015]. En fazla AA olusumu
karbonhidrat bakimindan zengin besinlerin 1sitilmasi sonucunda olusmaktadir. AA’in
olusumu akrolein ya da akrilik asit reaksiyonu yoluyla, malik asit, laktik asit ve sitrik
asit iceren temel bazi organik asitlerin dehidrasyon-dekarboksilasyonu yoluyla ve
serbest halde bulunan asparajin amino asitinin indirgen sckerler ile olusturdugu

Maillard reaksiyonu ile gerc¢eklesebilir [Yildiz ve ark., 2010].

Maillard reaksiyonlarinda AA’in olusabilmesi icin tepkimeye giren aminoasidin
asparajin olmasi 6nem tasir [Stadler et al., 2002; Richmond and Borrow, 2003].
Buna karsin glikoz ile glisin, sistein veya metionin aminoasitleri 185°C 1sitildiginda,
AA meydana gelmemektedir (olusma siniri, 0,5 mg/mol). Glutamin ve aspartik asit
1stya maruz kaldiklarinda sadece eser miktarlarda AA meydana gelir (0,5-1 mg mol-
1) [Becalski et al., 2003].
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Sekil 2.2. Farkli sekillerde akrilamit olusum mekanizmalar1 [Guenther et al., 2007]



Gidalarda AA olusumunun en 6nemli yolu maillard reaksiyonudur. Bunun diginda da
akrolein bilesigi, azotlu bilesikler, 3-amino propiyonamide ve okside olmus lipitler
tizerinden de AA olusabilmektedir [Yildiz, 2014]. Akroleinlerin akrilik asite
oksidasyonu ile devam eden reaksiyonda, amonyak ile tepkimeye girmesi sonucu AA
meydana gelmektedir. Bunun yani sira lipit oksidasyon iiriinlerinden 2-alkenaller ve
2,4-dekadienaller asparajinin strecker pargalanmasinda karbonil kaynagi olarak
kullanilarak AA meydana getirebilirler [Mottram et al., 2006; Ozcandir Kivang,
2013].

Yaglarin yiiksek sicaklikta parcalanmasi sonucu akrolein bilesigi olusturdugu
gbzlenmistir. Bu bilesigin oksidasyonu sonucu olusan akrilik asidin amonyak ile
tepkimeye girerek AA olusturdugu bildirilmistir [Yasuhara et al., 2003]. Baska bir
calismada yaglarin, asparajin ile birlikte 1sitilmas1 sonucu AA meydana geldigi ve
daha yiiksek oranda doymamis yag asiti iceren balik yaginin, hayvansal yag ve misir
yagina oranla yaklasik on kat daha fazla AA meydana getirdigi rapor edilmistir
[Yildiz, 2014].



Cizelge 2.1. Tiirkiye kaynakli baz1 gidalardaki akrilamit analiz sonuglar

[Olmez ve ark., 2008; Altindz, 2009]

GIDA MADDESI

AKRILAMIT(ng/kg)

Piring pilavi

Olgiilebilir degerin altinda

Tahin helvast

Olgiilebilir degerin altinda

Kebap, doner, 1zgara

Olgiilebilir degerin altinda

Cavdar ekmegi Olgiilebilir degerin altinda
Beyaz ekmek (kabukta) 40-160
Kizarmig ekmek (hazir) 200

Hazir ¢orbalar 40-60

Tulumba tatlist 40-45

Bebe biskiivileri 150-610
Biskiiviler 260-1450
Krakerler 180-420
Kahvaltilik gevrekler 80-350
Ekmek 40-160
Kizarmis ekmek 90-1430
Sade kek 150-400

Zencefilli kek 1070-1450

Cesitli firincilik Griinleri 230-3200
Kahvaltilik tahillar 30-1400
Patates kizartmasi 330-3700
Kahve(bir bardak) 25




2.1.2. Akrilamit metabolizmasi ve akrilamitle ilgili yapilan deneysel cahismalar

Fare, sigan, domuz ve tavsanlarda AA’in letal dozunun (LD 50) 107-203 mg/kg
viicut agirligr degerleri arasinda degistigini, insanlarda akut zehirlenme dozunun 375
mg/kg viicut agirligr oldugu ve bu dozun karacigerde olumsuzluklar ile perfirik
noropati (omurilik sinirlerinde goriilen fonksiyon bozuklugu) gibi etkilere sebep
oldugu bildirilmektedir [Brent and Stanley, 2003]. AA’in insanlarda 2A grubu bir
kanserojen oldugunu belirten IARC, bu kararini AA’in kemirgenlerin lireme ve
somatik hiicrelerinde yaptigr kromazomal anormalliklere ve gen mutasyonlarina
dayandirmistir, ayrica laboratuvarda hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢aligmalarda da AA’in
gen mutasyonlar1 ve kromazomal anormallikler yaptig1 goriilmistiir [Besaratinia and

Pfeifer, 2003].

Ratlar, domuzlar ve kdpekler lizerinde yapilan ¢alismalarda AA’in viicutta hizli bir
sekilde dagilim gosterdigi fakat diger dokulara gore en fazla karaciger ve bobrek
dokusunda bulundugu goriilmiistir [NTP-CERHR monograph, 2005]. Tim viicutta
bulunan GSH’in yaklagik % 60’1inin karacigerde bulunmasi nedeniyle ¢ok daha
yiiksek bir kapasite ile AA, karacigerde AA-GSH konjugatina gevrilerek biiyilik
oranda idrarla viicut disina atilir. Ancak, sulu ortamlarda kolaylikla ¢oziinebilme
ozelligi nedeniyle AA’in bir kismida biitiin viicut dokularma dagilim gosterir.
AA’nin esas transformasyon yolu hepatik GST enziminin AA’i glutatyona
baglayarak fare ve ratlarda bir idrar metaboliti olan N-asetil-S-(3-amino-3-
oksipropil) sistein ve insanlarda ise N-asetil-S-(2-karbamoetil) sisteine ¢evirmesidir.
Diger bir transformasyon yolu ise insanlarda ve hayvanlarda sitokrom P450
tarafindan AA’in glisemide doniistiiriilmesidir. Yiiksek dozda AA, GST enzimini
inhibe etmekte ve GSH diizeyini diisiirmektedir [Kirman et al., 2003; NTP-CERHR
monograph, 2005].

Ratlara 10 giin siiresince 40 mg/kg intraperitoneal (i.p.) AA verildiginde karaciger ve
bobrek fonksiyonlarinda bozulmalar goriilmiistiir. Buna ilave olarak dokularda
oksidatif stresin arttigi, bir DNA hasar markir1 olan 8-hidroksideoksiguanozin (8-
OHDG) miktarinin ve dokulara nétrofil infiltrasyonunun (MPO aktivitesinde artis)
arttig1 gorilmiisttir [Alturfan ve ark., 2012].



Ratlar 3 hafta boyunca (20 mg/kg) AA ile muamele edildiginde nefrotoksititeye
maruz kaldiklar1 goriilmiistiir. Plazma iire ve kreatin konsantrasyonlarinda artig ve
bobrek dokusunda LP ve PK seviyesinin arttigi buna karsilik rediikte glutatyon
(GSH), non-protein thiol, vitamin C seviyesinin diistiigii ve biitiin bunlara ilave
olarak katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitelerinde de diisme
goriilmiistiir [Ghorbel et al., 2015].

Ratlara 15 giin siiresince verilen AA (6 mg/kg i.p.) sonucunda bazi serum
enzimlerinin (AST, ALT,ALP, LDH, BUN, kreatin gibi) arttig1, karaciger CAT,
stiperoksit dismutaz (SOD), GPX, GST enzimlerinin ve GSH seviyesininn azaldigi
buna karsin LP ve PK miktarinin arttigi goriilmistiir [Khan et al., 2011]. Ratlara 21
giin siireyle gavajla 25 mg/kg AA verilerek ince bagirsak, kalin bagirsak, karaciger
ve kan ornekleri alinarak yapilan bir ¢calismada AA’in basta karaciger olmak iizere
genel olarak dokularda GSH miktarim distirdiigli buna karsin LP’yi artirdig
goriilmistiir. Lenfositlerin Comet analizinde DNA hasarmin arttg1 goriilmistiir
[Altindz, 2009].

Yapilan g¢alismalar AA’in biyolojik makromolekiillere zarar vererek ve normal
metabolizmay1 bozarak oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir. Bunun
yaninda genotoksik etkileride bilinmektedir. Son zamanlarda AA’in genotoksik
oldugu, gen interaksiyonlarna ve kromozomal anomalilere sebep oldugu
belirlenmistir. Bes giin boyunca 50 mg/kg AA verilen rat karacigerinde DNA hasar
markirt 8-OHDG seviyesinin arttig1 buna karsin GST enzim aktivitesinin azaldigi
goriilmistiir [Ansar et al., 2016]. AA, fare ve siganlar igin kanserojendir. AA’in igme
suyu ya da diger yollarla uzun siire verilmesi, her iki tiirde de gesitli organlarda
timor gelismesine sebep olmaktadir. AA, farelerde alveol kaynakli akciger
timorlerinin gelisim oranini artirir ve dermal uygulamadan sonra deri tiimdorlerinin
olusumunda da bir artis gozlenmistir. Sicanlarda yapilan bu AA uygulamasi testis,
tiroid ve memeyle ilgili tiimor olusumunu tetikledigini gozlenmistir. Kisacast AA
hayvanlarda norotoksik, genotoksik, karsinojenik ve iireme toksititesine sahiptir

[Shipp et al., 2013].



AA’In gerek endiistriyel ¢alisanlarda gerekse deney hayvanlarinda norotoksik etkiler
gosterdigi bilinmektedir [Crofton et al., 1996]. Dahasi Muralidhara [2013]; El-
Beltagi ve Mohamed [2013] c¢alismalarinda siyatik sinirlerde ve beynin farkli
bolgelerinde (korteks, serebellum) AA’in malondialdehit (MDA), NO gibi oksidatif
stres parametrelerini artirdigi gézlemlemistir. AA’in bir metaboliti olan glisamid,
spermatit protoaminlerine baglanarak sperm morfolojisini etkilemekte ve sperm
6liimlerine neden olmaktadir [Tyl and Friedman, 2003]. Buna ilave olarak 10 hafta
boyunca 0,5, 5, 25, 50, 250 ve 500 mikrogram/kg olarak i¢gme suyuna katilan AA’in
ratlarda karaciger ve testislerde transaminaz ve fosfataz enzim aktivitelerini, plazma
ve beyin asetilkolin esteraz aktivitesini azalttigini gozlemlemislerdir. Ayrica doza
bagli olarak plazma, karaciger, testis, beyin ve bobrekte siilfidril gruplarinin azaldigi,
antioksidan enzim aktivitelerinde bozulmalar ve LP ‘nda artislar gézlemlenmistir
[Yousef and El-Demerdash, 2006]. Son zamanlarda AA kaynakli hepatik, renal ve
beyin dokularindaki hiicresel hasarda oksidatif stresin anahtar rol oynadigina dair

calismalar bulunmaktadir [Abdel-Daim et al., 2014].
2.2.Argan Yag1 (AR)
2.2.1. Argan yaginin icerigi ve biyolojik aktivitesi

Son yillarda kozmetikte olduk¢a yaygm kullanilan AR, Argania spinosa L.
(Sapotaceae) bitkisinin meyvelerinden elde edilmektedir. Argan bitkisi (Argonia
spinosa(L.)) sadece Giiney Bat1 Fas’in kisir topraklarinda yavag biiyiiyen endemik bir
agactir. Kozmetik AR sampuan, nemlendiriciler ve kozmetik {iriinler hazirlanirken
bilesen olarak kullanilir. Fas yerlileri tarafindan AR’1n tedavide kullanimi 800 yildir

devam etmektedir. Fakat uzun bir siire {izerinde bilimsel arastirmalar yapilmamistir

[Guillaume ve Charrouf, 2011].



Cizelge 2.2. Organik Fas argan yaginin yag asiti, sterol ve tokoferol
icerikleri [Aydin, 2017]

10

Yag asitleri % Spinasterol 34,0
Miristik asit (C14:0) 0,1 A 7-avenasterol 4,0-7,0
Palmitik asit (C16:0) 12 Stigmasta-8,22-dien-3p-ol. 3,2-5,7

Palmioleik asit (C16:1) 0,1 Kampesterol ve Kolesterol <0,4
Heptadekanoik asit 0,1 Tokoferoller (637 mg/kg oil)

Stearik asit (C18:0) 5,6 Alfa tokoferol 6,0-9,0
Oleik asit (C18.1) 46,1 Beta tokoferol 0,1-0,3
Linoleik asit (C18:2) 34 Gama tokoferol 80,0-91,0
Linoleik asit (C18:3) 0,1 Delta tokoferol 5,0-10,2

Arasidik asit (C20:0) 0,4 | Fenolik Bilesikler (3,262 mg/kg
oil)
Gadoleik asit (C20:1) 0,4 Ferulik asit 96,47
Helenik asit (C22:0) 0,1 Vanilik asit 2,05
Steroller % Syringik asit 1,13
Schottenol 44 Tyrosol 0,36
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Sekil 2.3. Argan yaginda bulunan antioksidanlar
[El-Abbasi, 2014; Charrouf & Guillaume, 2002; Khallouki et al., 2005].

AR son zamanlarda kozmetik alanda diinyadaki en degerli olan yaglardan biri haline
gelmistir. AR ve preparatlar1 Fas tibbinda kuru cilt, akne, sedef, egzama, kirigikliklar,
sucicegi kabarciklari, eklem agris1 ve deri iltihab1 gibi cesitli rahatsizliklarin
tedavisinde ylizyillardir kullanilmaktadir. Son zamanlarda igerdikleri saponin
tirevlerinin, enfektif mantarlara karsti koruyucu maddeler olduklar1 ileri
sirilmektedir. AR nemlendirici, onarict ultraviole-B 1sigindan kaynaklanan
kirigikliklarin  giderilmesinde, kollojen yikiminin ve inflamasyonun onlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Kozmetikte kullanilmasinin en ©6nemli nedeni anti-
inflamasyonel olmasi ve bol miktarda polifenol o6zellikle de ve zararli 1ginlara karsi
etkili oldugu bilinen iki 6nemli bilesik ferulik asit ve kafeik asit igeriginin fazla
olmasidir [Saija et al., 2000].
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Genel olarak degerlendirildiginde yara iyilestirici, akne Onleyici, anti-proliferatif,
obezite Onleyici, yaslanma karsiti, nemlendirici ve karaciger koruyucu o6zellikleri

bulunmaktadir [Guillaume ve Charrouf, 2011].

AR’m %99’unu trigliseritler olusturmaktadir. Bilesimlerinde ise %80 oraninda
oleik ve linoleik asit bulunmaktadir. Linolenik asit eser miktardadir. Sabunlagsmayan
kismin bilesiminde %37 karoten, %8 tokoferol, %20 triterpenik alkol, %20 sterol ve
%5 ksantofil bulunmaktadir. AR zeytinyagindan yaklasik iki kat daha fazla tokoferol
icermektedir (Tokoferol miktar1 zeytinyaginda 300 mg/kg iken argan yaginda 600
mg/kg'dir). Tokoferol igerigi degiskenlik gdstermesine ragmen AR’da en fazla
bulunan tokoferol formu y-tokoferol'diir. y-tokoferol'iin prostat (LNCap and PC-3)
ve akciger kanser (A549) hiicrelerindeki ¢ogalmayi a-tokoferole gore ¢ok daha fazla

inhibe ettigi goriilmustiir [Jiang et al., 2004].

o-tokoferol daha diisiik oranda bulunur. a-, -, y-ve o-tokoferol antioksidan
Ozelliktedir ve yagin stabilitesinden sorumludur. AR’da spinasterol ve schottenol
diye adlandirilan steroller mevcuttur. AR’nun sabunlasmayan kisimlarindan cesitli
triterpen alkoller izole edilmistir. Butirospermol, tirukallol ve p-amirin ana
maddelerdir. Lupeol, 24-metilen sikloartanol ve sitrostadienol az miktarda bulunan
triterpen alkollerdir. Ekstraksiyon artiginin bilesiminde; glusitler, proteinler ve
saponinler yer almaktadir. Son zamanlarda o6zellikle saponin bilesikleri dikkat
cekmektedir. Ekstraksiyon artigr %26.3 nem, %3.6 kiil,  %24.6 azotlu bilesikler,
%18.5 lipit, %26.6 glukozit ve %]17.6 selillozdan olusmaktadir [Cetin ve Deliorman
Orhan, 2015].

2.2.2. Argan ile ilgili yapilan calismalar

AR ayrica zeytinyaginda bulunmayan fenolik bilesiklerden, 6zellikle ferulik asit ve
syringik asitce (sirasiyla 3147 ve 37 ug / kg) zengindir. AR’da spinasterol ve
schottenol diye isimlendirilen sterollerde bulunmaktadir. Antikanser 6zellikleri ile
bilinen bu iki sterol ailesi, diger bitkisel yaglarda nadiren goriiliir. AR eser miktarda
antikanser 6zelligi olan skualen igerir (zeytinyaginda 4990 mg / kg'a kars1 3140 mg /
kg) icermektedir. Bu bilesikler ayni zamanda oksidasyonu onleyerek yagin

stabilitesine katkida bulunurlar [Guillaume ve Charrouf].
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Fas piyasasindan toplanmig 22 virgin AR’1n, antioksidan kapasitesinin arastirildigi
caligmanin sonucunda, yagin gida olarak tiiketilen diger yaglara (virgin zeytinyagi,
keten tohumu, soya fasiilyesi, musir, fistik, ay¢icegi, kolza ve {iziim yaglar1) gore
yiikksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu tespit edilmistir [Marfil et al.,
2011].

Sican ve insan plazmasinda yapilan g¢alismalarda AR, LP’yi Onlemekte ya da
azaltmaktadir. AR’in  kimyasal bilesiminde bulunan tokoferol bilesiklerinin
igerisinde gii¢lii antioksidan aktivite gosteren vy-tokoferol, AR’da olduk¢a yiiksek
oranda bulunmaktadir. Bunun yaninda yiiksek oranda bulunan skualen bilesikleri de
kansere karsi koruyucu etki gostermektedir. AR’in polifenol ve sterolleri insan
prostat hiicre dizilerinde doz bagimli olarak sitotoksik ve antiproliferatif etki
gostermistir. Bu etkinin prostat kanserinin tanimlayicist olan ornitin dekarboksilaz
enziminin ve epitelyal biliylime faktorii reseptoriiniin  otofosforilasyonunun
inhibisyonu ile gergeklestigi diistiniilmektedir [Bennani et al.,, 2007; Cetin ve
Deliorman, 2015]. Genis 6l¢ekli epidemiyolojik ¢alismalar ile y-tokoferolden zengin
beslenme ile vy-tokoferoliin prostat kanserine karst koruyucu etkili oldugu

gosterilmistir [Cetin ve Deliorman Orhan, 2015].

Bu bilesigin sicanlarda alloksan ile indiiklenmis diyabet {izerinde iyilestirici etki
yaptigi bu nedenle antidiyabetik etkisi oldugu bilinmektedir. Bir hafta boyunca
2ml/kg AR verilen ratlarda hepatik glukojen seviyesinin arttigi buna karsin kan
sekerinin anlamli derecede diistiigli goriilmiistiir [Bellahcen et al., 2012]. AR’1n
antidiyabet Ozelliklerinin yaninda antitrombotik etkisinin de oldugu ve bu etkinin
antikoagulan  aktiviteden ziyade antiplatelet aktivitesinden kaynaklandigi
goriilmistiir [Mekhfi et al., 2012]. Diyetle giinliik olarak aliman AR’in kalp
hastaliklarint 6nledigi, kan sekeri ve kolestrol seviyesini diigiirdiigii ve romatizmal
agrilan iyilestirdigi bilinmektedir [Charrouf and Guillaume, 1999]. Drissi ve ark
(2004) yaptiklart calismada AR tiiketen Fas yerlilerinin tiiketmeyenlere gore daha
diisik LDL kolesterol (Diisiik yogunluklu lipoprotein), plazma lipit peroksitleri ve
daha fazla a-tokoferol ve plazma antioksidan miktarina sahip olduklar1 gériilmiistiir
[Drissi et al., 2004]. AR sicanlara 3 hafta boyunca 5 ml / kg verildiginde bobrekte
civa kloriir kaynakli oksidatif stresi onledigi GSH, GPx ve GST gibi oksidatif
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stress parametrelerini iyilestirdigi goriilmiistiir [Necib et al., 2013]. Ratlara 10 giin
boyunca 0,5ml/kg AR verildiginde civa kloriir (HgCl,) ile baskilanmis fagositik
aktivitenin diizeldigi ve AR’ immiinomodiilator bir etkiye sahip oldugunu

gosterilmistir [Necib et al., 2013].
2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasiyla ya da atom veya
molekiile bir elektron ilavesiyle serbest radikaller olusurlar. Olusan bu radikaller cok
reaktif ve ayn1 zamanda kararsizdirlar. Diger molekiillere elektron verebildiklerinden
ya da onlardan elektron alabildiklerinden dolay1r viicutta indirgeyici veya

yiikseltgeyici olarak davranirlar [Caylak, 2011].
2.3.1. Siiperoksit radikali (O;")

Siiperoksit radikali organizmada meydana gelen ilk radikal olup kararsiz yapidadir.
Oksidatif fosforilasyonun ana bileseni olan oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu siiperoksit radikali meydana gelir. Siiperoksit radikalinin kendisi direkt
olarak zarar vermez, asil 6nemi hidrojen peroksit (H,O;) kaynagi olmasidir.
Siiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktif olmaktadir. Oksidan (O;")
perhidroksi radikali (HO;) olusturmak iizere protonlanabilir. Stiperoksit radikali ile
perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girebilmekte ve biri okside olurken
digeri indirgenmektedir. Bu dismutasyon reaksiyonuyla molekiiler oksijen (O,) ve

H.0O, meydana gelmektedir [Turan, 2014; Wickens, 2001].
0, +e” -»0;5-
03+ H* - HO;
HO, + 05+ H* - H,0, + 0,

Siiperoksit radikali ge¢is metalleri iyonlarinin indirgeyicisi (Fenton reaksiyonu)

olmasi agisindanda 6nemlidir [Bozkurt, 2014].
Fet?2 4+ 0~ - Fe*3 + 03

Cut + 0~ - Cu*? + 03
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2.3.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen Peroksit, siiperoksidin gevresindeki molekiillerden bir elektron almasi veya
molekiiler oksijenin gevresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu olusan
peroksidin, iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik
sistemlerdeki hidrojen peroksidin asil dretimi, siiperoksidin dismutasyonuyla
gerceklesir. iki siiperoksit molekiilii, iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijeni olustururlar. Hidrojen peroksitin, yapisinda paylasilmamis elektron
bulunmadigi i¢in radikal Ozellik gostermez. Hidrojen peroksit radikal ozellikte
olmadig1 halde ROT kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir
rol oynar. Ciinkii hidrojen peroksitin Fe*? veya diger gecis metallerinin varliginda
Fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OHe)
olusturur [Bozkurt, 2014; URL-2]

Fe*? + H, 0, » Fe*3+ OH™ + OH™
02 + Hzoz + H+ - 02 + H20 + OH™
2.3.3. Hidroksil radikali (OHe)

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitten Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu meydana gelir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi ve UV 1s18ina maruz kalmasi sonucuyla da hidroksil
radikali olusabilmektedir. Hidroksil radikali biyolojik sistemlerin tanidigi en aktif tiir
olup ¢ok reaktif bir radikaldir. Yarilanma 6émrii ¢ok kisa olmasina ragmen su da dahil
ortamda rastladig1 her biyomolekiille tepkimeye girerek olustugu yerde biiyiik hasara
sebep olur. Hidroksi radikalinin en ¢ok bilinen hasar1 LP’dir. Hidroksil radikali
biyomembranlardaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin metilen grubundan bir hidrojen

atomu kopmasina ve LP’nin baglamasina neden olmaktadirlar [LIoyd et al., 1997]
2.3.4. Nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOQO)

NO, gaz yapisindadir ve radikal ozelliktedir. NO, oldukg¢a basit bir yapiya sahip

olmasina ragmen farkli ve zit etkilere sahip olup bazi durumlarda bir antioksidan gibi
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davranip LP’ye karsi koruma saglarken, bazi durumlarda siiperoksidle reaksiyona
girerek prooksidan gibi davranirlar. Oksijen varliginda nitrik oksit sentaz enzimi
araciligiyla damar endotel hiicreleri, notrofiller, aktive olmus makrofajlar ve diger
hiicre tiplerinin uyarilmasiyla, L-arjininden nitrik oksit ve L-sitrullin sentezlenir. Bu
reaksiyon i¢in ortamda oksijen ile birlikte nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH), flavin adenin diniikleotid (FAD) gibi bazi kofaktorlerin de bulunmasi
gerekir. Nitrik oksit yagda c¢oziinebilen ozelikte olup biyolojik zarlardan kolay
gegebilir [Liew et al., 1990; Uyumlu, 2007].

Siiperoksit radikalinin, radikal olan NO ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiirii
olan peroksinitrit meydana gelir. Reaksiyon ¢ok hizli olusur. Sadece ksantin oksidaz
ile aktive noétrofillerin hizli siiperoksit olusturmasi ve nitrik oksit sentetaz

aktivasyonu sonucu olusur. Reaksiyon su sekilde gergeklesir [Turan, 2014]:
NO~™ + 07" - ONOO~
2.3.5. Singlet oksijeni (*O2)

Molekiiler oksijende eslesmemis iki dis elektronun spinleri aynidir fakat farklh
yoriingelerde bulunurlar. Molekiiler oksijen yiiksek enerji ile uyarildiginda bu
eslenmemis elektronlardan biri ya kendi spininin tersi yoniinde hareket eder veya
bulundugu orbitalden baska bir orbitale gegis yapar. Bu sekilde singlet oksijen (‘0y)
ortaya cikar. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu olustugu gibi, serbest radikal
reaksiyonlarinin baslamasina da neden olur. Radikal olmadigi halde ¢ok reaktif
olmasi ve radikal tepkimelerinin baglamasina sebep olmasi sebebiyle radikal sinifina
kabul edilir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksil
radikalini (RO2) meydana getirir ve lipit peroksidasyonunu baglatabilir [Wright et
al., 2002].

2.4.Serbest Radikallerin Kaynaklari

Hiicrelerde en fazla serbest oksijen radikali, mitokondriyal elektron transport
zincirinden sizintiyla meydana gelir. Mitokondri i¢ zarinda bulunan oksidatif
fosforilasyon zinciri elemanlar indirgendigi zaman mitokondriyal siiperoksit radikali

tiretimi artar. Hayvan hiicrelerinde siiperoksit radikalinin bir baska kaynagida
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askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi bilesiklerin
otooksidasyonudur. Membrana bagli sitokromlarin oksidasyonuyla, endoplazmik
retikulum ve niikleer membranda serbest radikal iiretimi artar. Bircok enzimin

katalitik dongiisii sirasinda da serbest radikaller meydana gelir [Yeloglu, 2012].

ROT’un diger 6nemli bir metabolik kaynagi da arasidonik asit metabolizmasidir.
Fagositik hiicrelerin uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve
plazma membranindan arasidonik asidin serbestlesmesine Sebep olur. Arasidonik
asidin enzimatik oksidasyonuyla da c¢esitli serbest radikal ara iirlinleri olusur.

Arasidonik asit metabolizmas1 sonucu serbest radikal {iretimine enzimatik LP denir

[Pham-Huy et al., 2008].

Ozellikle demir ve bakir gibi gecis metalleri, fizyolojik sartlarda elektron alis verisi
seklinde gergeklesen oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda rol alirlar. Gegis metalleri
bu ozellikleri nedeniyle serbest radikal reaksiyonlarin1 hizlandiran katalizér gorevi
goriirler. Demir ve bakir, tiyollerden tiyil sentezini, H,O, ve Oz den OHe sentezini
katalizler. Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki esas 6nemi LP’deki
etkileriyle ilgilidir. Geg¢is metalleri, LP’yi baslatmaktan ziyade sentezlenmis olan
lipid hidroperoksitlerinin  (LOOH) pargalanmalarin1 saglayip, LP’nin zincir
reaksiyonlarin1 katalize ederler. Boylece daha az zararli olan radikalleri daha ¢ok

zararli hale getirirler [Halliwell and Gutteridge, 1990].

Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde, fagositik solunumsal patlama
sirasinda da ¢esitli serbest radikaller olusur. Bazi1 yabanci toksik maddeler hiicrede
serbest radikal tiretimini artirirlar. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler
ya da serbest radikallerin ortadan kaldirilmasimi saglayan antioksidan aktiviteyi
diistiriirler. Ayrica diyet faktorleri, ilaglar, ksenobiyotikler, alkol, sigara, uyusturucu
maddeler, cevresel ajanlar, hava kirliligine sebep olan fotokimyasal ajanlar,
pestisitler, hiperoksi, solventler, aromatik hidrokarbonlar, radyasyon, x-ray, UV

1sinlari, sicak sokuda serbest radikal iiretimini artirir [Konukoglu, 1997].
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2.5.Serbest Radikallerin Yol Actig1 Hasarlar

Reaktif oksijenler elektron almak {izere lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA
ile reaksiyona girmektedirler. Bu oksidanlar fazla miktarda oldugunda membrandaki
lipidlerin peroksidasyonuna yol agarak permeabilitenin bozulmasina, dolayisiyla
hiirce i¢i iyon dengesizligine neden olmaktadirlar. Ayrica karbonhidratlarin,
proteinlerin, DNA ve RNA gibi molekiillerin yapisini bozarak bir¢cok hastaligin

olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar [Sezer ve Keskin, 2014].

Solunum
enzimleri
€ T &

Protein
hasar1

Mitokondriyal

hasar
Membran
hasar1
Hiicre
DNA hasari sismesi
Gegirgenlik
artisi
Ca*? larm biiytik akini

Lipid peroksidasyon

Sekil 2.4. Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar [URL-2]
2.5.1. Karbonhidratlar iizerine etkileri

Monosakkaritlerin - otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler olusur. Aciga c¢ikan oksoaldehitler proteinlere baglanabilme
Ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gostererek tesir ederler. Oksolaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanir ve antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanmaya

neden olurlar [Kayis, 2010].
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2.5.2. Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu (LP))

Biyomolekiiller serbest radikaller tarafindan etkilenir ancak serbest radikallerin
etkilerine kars1 en hassas olan grup lipitlerdir. Hiicre membranlarindaki kolesterol ve
doymamis ¢oklu yag asitlerinin (PUFA) doymamis baglari, serbest radikallerle
hizlica tepkimeye girerek peroksidasyon tirtinleri olusturur ve bu olay kendi kendini
devam ettiren zincir tepkimeler seklinde ilerlemektedir. ROT’lar, hiicre
membranlarinda lipit serbest radikalleri (Le) ve lipit peroksit radikallerinin (LOOe)
meydana gelmesine neden olmaktadir. Serbest radikallerin sebep oldugu LP

nonenzimatik lipit peroksidasyonu olarak adlandiriimaktadir [Cetik, 2014].
LP zinciri su sekilde gergeklesir:

Baslangig: Hidroksil radikali ve siiperoksit, bir yag asidinin metilen kismindan bir
hidrojen atomu kopararak bir lipit radikali olusturur. LP, yag asitlerindeki konjuge
cift baglardan bir elektron iceren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun
sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali 6zelligi kazanmasiyla baslar. Lipit
radikali (Le) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Bu reaksiyon hem

membran lipitleri hem besinsel yaglar igin gegerlidir [Yarsan, 1998].

HO-+ LH-> H,0+ L

Ilerleme: Lipit radikallerinin (L) molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucunda
lipit peroksit radikalleri (LOO¢) olusmaktadir. Lipit peroksit radikalleri (LOO®),
membran yapisindaki diger doymamis ¢oklu yag asitlerini etkileyerek yeni lipit
radikallerinin olusumuna yol acgarken kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini
alarak lipitperoksitlerine (LOOH) déniisiirler ve boylece bu olay kendi kendini

katalizleyerek devam eder. Bu LP’nin ilerleme agamasidir [Memisogullari, 2005].

L + 0, - LOO:
LOO' + LH — LOOH + L
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3- Sonlanma: LP, lipit peroksitlerinin (LOOH), aldehit ve diger karbonil bilesiklerine
yikilmasi ile son bulur. Yikildiklarinda, ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler
meydana gelir ve bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metobolize edilir ya da
baslangictaki etki bolgelerinden hiicreye diflize olup hiicrenin diger boliimlerine
hasar1 yayarlar. Ug veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu MDA olusur [Chauhan et al., 2004]. LP’nin ¢ok rastlanan iki sonucundan
birincisi membranlarin yapisal hasari, ikincisi ise sekonder iriinlerin olugmasidir.
Membran hasari, endosiklizasyon, lipid-protein capraz baglari, lipid-lipid g¢apraz
baglar1 ve fragmente yag acil zincirlerinin olusumu sonucu meydana gelirken, LP’nin
ikincil drtinleri ise MDA, akrolein, 4-hidroksi-2-hekzenal (HHE) ve 4-hidroksi-2-
nonenal (HNE) gibi kimyasal olarak reaktif aldehitlerdir. Urettigi reaktif aldehitlerle
indirekt olarak diger hiicre bilesenlerine zarar vererek doku hasarina ve bir¢ok
hastaliga sebep olur. LP ile meydana gelen membran hasari geri doniisiimsiizdiir

[Uyumlu, 2007].
2.5.3. Proteinler iizerine etkileri

Protein oksidasyonu, proteinlerin ROT veya oksidatif stres iiriinleri ile kovalent
modifikasyonu sonucu olusur. Protein oksidasyonu lipid oksidasyonuna benzeyip
baslangi¢, yayillma ve bitis asamalarindan olusan bir dizi zincirleme reaksiyon
(otooksidasyon) ile gergeklesir. Protein oksidasyonunun baslayabilmesi i¢in ROT
veya reaktif azot tiirevlerinin (RAT), protein molekiilinden bir H atomu
uzaklastirmas: gerekmektedir. ROT ve RAT’lar biyolojik sistemlerde Ozellikle
mitokondriyal elektron tagima sistemlerinin reaksiyon triinleri olarak olusur. Ayrica
bu bilesikler radyasyona (x ve gamma 1ginlari), endiistriyel kimyasallara, metallere,
v.b. maruz kalma gibi dig etkenler sonucu da olusabilmektedir [Ergezer ve ark.,
2014].

Protein molekiiliinden ROT ve RAT’lar aracilig1 bir hidrojen atomunun ayrilmasiyla
birlikte karbon merkezli bir radikal protein meydana gelir (P¢) (Denklem 1). Oksijen
varliginda bu radikal protein peroksi radikale (POO¢) doniismekte (Denklem 2) ve
peroksi radikali saglam bagska bir proteini hedef alarak buradan bir hidrojen atomunu

kopartmak suretiyle hidroperoksit (POOH) olusumuna sebep olmakta ve bdylece
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zincir reaksiyonlart devam etmektedir (Denklem 3). Hidroperoksitler kararsiz olup
hizla bozunarak alkoksi (PO¢) ve hidroksi radikaline (HO™*) doniistirler (Denklem 4)
ve son agsamada protein, alkoksi ve peroksi radikalleri birleserek radikal o6zellik
gostermeyen protein karbonilleri gibi (Denklem 5) bilesiklere dontisiirler [Lund et
al., 2011; Soladoye et al., 2015].

PH + OH' — P + H,0 (Denklem 1)
P-4+ 0, — POO' (Denklem 2)
POO  + PH — POOH + P (Denklem 3)
POOH — PO" + HO;(Denklem 4)
P-4+ PO' = PCO (Denklem 5)

Lipid oksidasyonunda hedef molekiill doymamis yag asitleri olup ROT’lar ¢ift bag
iceren karbonlara bitisik karbon molekiiliinden hidrojen atomunu ayirarak baslangig
reaksiyonlarini tetiklemekte ve lipid oksidasyonu tiim doymamis yag asitlerinde ayni
sekilde meydana gelmektedir. Ancak protein oksidasyonunda ROT ve RAT’larin
hedefinde, aminoasitlerin hem merkezi karbon atomu hem de yan zincirleri
bulunmaktadir ve dolayisiyla protein oksidasyonu reaksiyonlar1 lipid oksidasyonu
reaksiyonlarindan biraz daha karmasiktir. Protein oksidasyonu sonucu aminoasit yan
zincirinde modifikasyonlar, peptid baglarinda kopmalar ve farkli proteinlerin
birbirine ¢apraz baglanmalari s6z konusu olabilir (Sekil 2.5.). Aminoasit yan zincir
modifikasyonu sonucu PK’lar ve protein hidroperoksitleri meydana gelir. Protein
oksidasyonunun Kkantitatif olarak belirlenmesinde PK’lar en yaygin kullanilan
belirtectir. Bununla birlikte protein capraz baglanmalar1 sonucunda da disiilfit ve

ditirozin olusumlar1 meydana gelmektedir [Ergezer ve ark., 2014].
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Isinlama 151k metal
peroksidasyon / Protein ¢apraz baglanmasi

= l

Protein radikali Aminoasit yan zincir modlflkasyonu

Peptid bag1 kirilmasi

Sekil 2.5. Protein oksidasyonunun en yaygin sonuglar1 [Ergezer ve ark., 2014]
2.5.4. Niikleik asitler ve DNA'ya etkileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir molekiildiir. Iyonize edici radyasyonla
olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve hiicre 6liimiine
sebep olabilir. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit
membranlardan kolayca geger, hiicre ¢ekirdegine kadar ulasir ve burada hidroksil
radikali olusur. Olusan hidroksil radikali dort DNA baziyla kolayca reaksiyona
girerek baz modifikasyonlarina yol acar ve bdylece DNA hasarma, hiicre
disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Stiperokside maruz kalan DNA
molekiilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik gdsterirler.
Ciinkii otoimmiin bir hastalik olan sistemik lupus eritematozusta ve romatoit artritte
dolagimda anti-DNA antikorlar bulunur [Turan, 2014; Uyumlu, 2007].

2.6. Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmalarda devamli olusturulur, antioksidan savunma
sistemiyle de diizenli olarak ortadan kaldirilirlar. Saglikli organizmalarda serbest
radikaller ile antioksidan savunma mekanizmasi denge halinde ¢alisir. Bu dengenin
bozulmasiyla oksidatif stres olusur. Oksidatif stres, serbest radikaller tiretildigi
zaman artar; serbest radikallerin temizlenmesiyle veya oksidatif modifiye
molekiillerin onarimiyla azalir. Oksidatif stresin azaltilmasi {i¢ farkli basamakta

gerceklesebilir. Oksidasyona sebep olan g¢evresel zararli maddeler azaltilabilir,
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endojen ve eksojen antioksidanlari arttirilabilir ve mitokondriyal enerji tiretimini ve
etkinligini arttirilarak, oksidatif stres olusumunu azaltilabilir [Kurt, 2008; Poljsak,
2011].

2.7. Antioksidanlar

ROT’larin olugmasimi ve ROT’larin meydana getirdigi hasar1 6nlemek amaciyla
birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar kisaca "antioksidanlar"
olarak bilinmektedirler. Antioksidanlar adindan da anlasilacagi {izere oksijenin diger
maddelerle birlesmesini onleyerek canlidaki maddelerin okside olmasini engellerler
[Karabulut ve Giilay, 2016]. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyerek veya ROT’lar1 toplayarak LP’yi engellerler. Antioksidan sistem biitiin
bunlart yaparken serbest radikalleri hiicre zarmna, niikleik asitlere ve hiicre
bilesenlerine saldirmadan kendine ¢eker ve baglar. Serbest radikalleri nétralize eden,
serbest radikal hasarlarin1 tamir etmeye yardimci olan ve viicudun onlardan
etkilenmesini minimize eden veya kendini yenilemesini saglayan besinlerde

antioksidan siifindadir [Kunwar and Priyadarsini, 2011].
Antioksidanlar dort farkli sekilde etki ederler. Bunlar:

1) Toplayict Etki: Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlart
yakalar ya da daha zayif yeni molekiile ¢evirirler. Antioksidanlarin bu etkisi toplayict
etkidir. Antioksidan enzimler, trakeo bronsiyal mukus ve kiiciik molekiiller bu tip

etki gosterirler [Memisogullari, 2005].

2) Bastirict Etki: Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkileyip onlara bir
hidrojen aktarirlar. Boylece radikallerin aktivitelerini azaltir veya inaktif sekle
doniistiiriirler. Antioksidanlarin bu etkisi bastirici etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu

tarz bir etkiye sahiptirler [Sener ve Yegen, 2009].

3) Zincir Kirict Etki: Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini baglayarak
zincirlerini kirar ve boylece radikallerin fonksiyonlarin1 engelleyici etki yapar.
Antioksidanlarin bu etkisi zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve

mineraller zincir kiric etki gosterirler [Barber and Haris; Yildiz, 2014].
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4) Onaric1 Etki: Antioksidanlarin serbest radikallerin olusturduklari hasari onarmasi

onarici etkisidir.

Vitamin E
B-karoten S T 3 Onarim
i« S Vitamin C ve E,
Nucleus
= {DONA) p-karoten
& 5SER
Lizozom

?’?-;3@ RER

Sitoplazma

Peroksizom GSH

CAT N O S) 3
SOD T '
Y Mitokondri ‘

Vitamin C

Kompartlama GPx

L

Cift tabakali

hiicresel f SOD+GPx+GSH
membran Vitamin E

+B-Karoten

Sekil 2.6. Hiicrede antioksidan mekanizmalari [URL-2]

Antioksidanlar, endojen kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Eksojen
antioksidanlar; vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olmak iizere lige ayrilirlar.
Endojen (dogal) antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa

ayrilirlar.
2.7.1. Enzim olan endojen antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

SOD enzimi hemen hemen biitiin aerobik organizmalarda bulunup, antioksidan
savunma sisteminin ilk basamagini olusturur. Yani serbest radikallere karsi
organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gergeklesir. SOD enzimi, siiperoksit

radikalinin, hidrojen perokside ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalize ederek
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bu radikallerin etkisini azaltmaktadir. SOD ayrica LP’yi inhibe eden bir
metalloenzimdir [Karabulut ve Giilay].

SOD
205 4 2H* — H, 0, + 0,

SOD enzimi hem antioksidan (siiperoksit anyonunu uzaklastiran) hem de prooksidan
(hidrojen peroksidin enzimatik olusumunu saglayan) olarak gorev yapmaktadir. SOD
enzimi H,0; iirettigi i¢in, H,O; uzaklastirict enzimler olan GPx ve CAT enzimleriyle
isbirligi halinde ¢alisip H,O,’yi etkisiz hale getirmektedir. Oksijen kullanimi fazla
olan dokularda SOD aktivitesi yiiksek olurken, hiicre dist sivilarda SOD aktivitesi
¢ok diigiiktiir [Tuna, 2007].

Insanlarda SOD’un ii¢ farkli formu bulunur. Bunlardan Cu ve Zn igeren bakir ¢inko
stiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) sitozolde, Mn igeren mangan siiperoksit dismutaz
(Mn-SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC-SOD) hiicre dist

stvilarda bulunmaktadir [Karabulut ve Giilay].

Hiicre membrani

O,

Oksidazlar

Mitokondri

Sekil 2.7. SOD’un ii¢ farkli formu ve hiicrede bulundugu kisimlar

SOD izoenzimlerinden sitozolik dimerik Cu/Zn-SOD, 32 kda molekiil agirligina
sahiptir ve iki esit alt {initeden olusmaktadir. Her bir alt {initesinde bir Cu ve bir Zn
atomu igerip, hiicrelerde en ¢ok bulunan SOD formudur. Bir diger SOD izoenzimi
olan mangan Mn-SOD, 80 kda molekiil agirligindadir. Mitokondriyal bir enzim olup
dort esit alt tiniteye sahiptir. Aktif bolgesinde Mn*® bulunur ve farkliliklara ragmen
Cu/Zn-SOD ile aymi tepkimeleri katalizlemektedir. Mitokondrideki siiperoksit
radikaline etki eden tek enzim Mn-SOD’dur. Mn-SOD organizmadaki tiim SOD
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aktivitesinin sadece %10-15’ini olusturdugu halde yapilan arastirmalarda dogustan
Mn-SOD eksikligi olan fareler 5-10 giin iginde oliirken, Cu/Zn-SOD ve EC-SOD
eksikligi olan fareler hayatta kalabilirler [Zejnilovig, 2007].

Mn-SOD mitokondride stiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniisiimiinii katalize eden ¢ok Onemli bir antioksidan enzimdir. Normal
fizyolojik kosullar altinda, mitokondri siiperoksid iiretiminin baglica kaynagidir.
Birgok calisma, Mn-SOD' un hiicrelerin oksidatif stresden korunmasinda ve tiimor
olusumunu inhibe etmesinde 6nemli bir rol oynadigimi gdstermistir. Mn-SOD,
bakterilerden insanlara kadar neredeyse tiim aerobik  ve hatta anaerobik

organizmalarda bulunan bir metaloenzimdir [Weisiger and Fridovich, 1973].

Mn-SOD, prokaryotik hiicrelerdeki sitoplazma boyunca esit olarak dagitilir. Cok
hiicreli dkaryotik hiicreler i¢in, Mn-SOD sadece mitokondri ile iliskilidir. Insan Mn-
SOD bir homotetremerdir. Aktif bdlge metal kompleksi ve dort protein yan
zincirinden olusur. Aktif bolgedeki manganez, iki siiperoksit radikali arasinda bir
elektron transferi gergeklestirir. Mn-SOD ailelerinde kesinlikle muhafaza edilen bir
dizi kalinti, katalitik islev icin esastir. Pek c¢ok farkli tiimor tiirii diisiik Mn-SOD
seviyesini ifade eder. Mn-SOD' nun asir1 ekspresyonu tiimorii bastirir. Cok sayida
bulgu Mn-SOD' un bir timor giderici oldugunu desteklemektedir [Oberley and
Buettner, 1979].

Mitokondriyal enzim bir niikleer gen tarafindan kodlanir ve iki mitokondriyal
membrandan matrikse tasinmasi gerekir. Mn-SOD' un mitokondriyal matrikse
verilmesi organel fonksiyonu i¢in gereklidir. Mn-SOD katalizér mekanizmasindaki
temel ¢aligmalar kinetik calismalarla aydinlatilmistir. Enzimatik reaksiyon, iki farkli
yarim reaksiyonu igeren bir katalitik dongii ile bir bimolekiiler reaksiyondan olusur;
Siiperoksit substratin oksijene oksidize edildigi bir oksidatif reaksiyon ve
stiperoksitin H,O,' ye doniistiigii bir indirgeme yarim reaksiyonundan olusur [Bull et

al., 1991].
Oz:-+ Mn[llI1]SOD — O + Mn[I1]SOD -------- yiikseltgenme reaksiyonu

Oy~ + 2H+ + Mn[lI]SOD — H,0; + Mn[l11]]SOD--- indirgenme reaksiyonu
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Bu iki reaksiyon, metal iyonunun oksidasyon durumunda ve indirgeyici yari
reaksiyonda proteinlerin tutulumunda farklilik gosterir. Mn-SOD i¢in kristal yapilar

yiiksek ¢Oziiniirliikte ¢oziilmiistiir.

Mn-SOD, hiicrelerin  oksidatif hasarlara kars1 korunmasinda ve hiicresel
metabolizmanin asir1 oksidan ve istenmeyen bir yan iiriinii olan siiperoksitin hiicresel
konsantrasyonunun diizenlenmesinde anahtar rol oynar. Mn-SOD diizeylerindeki
degisiklikler, Parkinson hastaligi, Duchenne kas distrofisi, Charcot-Marie-Dis
hastaligr ve Kennedy-Alter-Sung sendromu dahil bir dizi norodejeneratif hastalikla

iliskilendirilmistir [Luo, 2001].

Pek cok farkli tiimor tiiriinde diistik Mn-SOD aktivitesi oldugu gosterilmistir. Mn-
SOD' nun asin ekspresyonu (ifade edilmesi), insan melanom hiicrelerinin, meme
kanseri hiicreleri ve glioma hiicrelerinin tiimorijenisitesini bastirir, bu Mn-SOD' un
cok cesitli kanserlerde bir tiimor baskilayici oldugunu diisiindiirmektedir. Ornegin,
St. Clair ve arkadaslari, Mn-SOD ile tiimor metastazinin bastirilmasinin, azaltilmis
tiimdrijenitesi ve yiiksek fibronektin ile iligkili olduklarimi bildirmistir. Tiim Mn-
SOD ile transfekte edilen hiicrelerden tiiretilen tiimoérlerin median timor biiyiime
stirelerinin ebeveyn hiicrelerinkinden daha uzun oldugunu bulmuslardir. Ayrica, Mn-
SOD ile transfekte edilen hiicre hatlarinda artmis hiicre dist matris fibronektin

seviyeleri bildirilmistir [Clair et al., 1997].

EC-SOD, 135.000 kda molekiiler agirligindadir. EC-SOD, her bir alt iinitesinde bir
Cu ve bir Zn atomu bulundurup, enzimatik aktivite i¢in gereklidir. EC-SOD’
oncelikli yeri ekstraselliiler matriks ve hiicre yiizeyleridir. Bu bodlgelerde plazmada
bulunandan daha yiiksek yogunlukta EC-SOD bulunur. EC-SOD, fibroblast
hiicreleri, glia hiicreleri ve endotel hiicreleri tarafindan sentezlenip, salgilanmaktadir.
Akciger dokusunda tip II epitel hiicrelerinin, solunum yollar1 ve kan damarlarini
cevreleyen diiz kas hiicrelerinin yogunluguna bagli olarak EC-SOD seviyeleri
yiiksektir. Ekstraselliiler diizeyde enzimatik olarak siiperoksitleri etkisizlestirebilen
tek antioksidan olmasi sebebiyle, EC-SOD oksidan hasari, yangi ve fibrozis gibi
birgok akciger hastaliklarindan korunmada ¢ok 6nemli bir géreve sahiptir [Karabulut
ve Giilay, 2016].
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Katalaz (CAT,EC 1.11.1.6)

Katalaz yapisinda Fe*® bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir hemoproteindir.
Peroksizomlarda yiiksek derisimlerde bulunur. Daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte
yogundur. SOD’un olusturdugu H,O,’ yi CAT enzimi peroksidazlarla beraber
oksijen ve suya parcalar. HyO,, CAT tarafindan parcalanmazsa viicut i¢in ¢ok
tehlikeli bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin Onciilii olarak davranir ve

boylece bu radikal hiicrede kalic1 hasarlara sebep olur [Memisogullari, 2005].

CAT
2H,0, — 2H,0 + 0,

Ayrica katalaz fenol, alkol gibi farkli substratlarin, hidrojen peroksitin ¢ift
rediiksiyonu ile detoksifikasyonunu saglar [Antmen, 2005].

CAT
H,0, + RH, — R + 2H,0

Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9)

GPx, 85 kd molekiiler agirligindadir, sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu igerir,
tetramerik yapidadir ve hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu enzimdir.
Ayrica, GPx lipit peroksidasyonunun baglamasini ve gelisimini engelleyici 6zellikte
olan bir enzimdir. Selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki farkli tipi
bulunur. Bagimsiz GPx sadece lipit hidroperoksitleri, buna karsilik selenyuma
bagimli olan1 ise HO,' yi ve lipit hidroperoksitleri metabolize ettigi saptanmistir.
Enzim aktivitesinin en yogun oldugu dokular eritrosit ve karacigerdir [Kiran, 2007,

Cavusoglu, 2009].

GPx organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) veya
H20,’nin GSH tarafindan indirgenmesi tepkimesini katalize eder. GPx, GSH’1 okside
ederek H,O,’yi H»O’ya indirgemekte ve glutatyonun okside formunun (GSSG)
tekrar GSH’ya indirgenmesi ise glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan
gerceklestirilmektedir [Caylak, 2011].
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GPX
H,0, 4+ 2GSH — 2H, O + GSSG

GPX
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H,0

Molekiil agirligi 20 kd olan fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPX)
monomerik yapida, Selenyum ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Fosfolipid
hidroperoksid glutatyon peroksidaz enzimi membran fosfolipid hidroperoksitleri
(PLOOH) alkole indirger ve ayrica E vitamini yetersizliginde PLGPx membrani

peroksidasyona kars1 korur.
PLGPX
H,0, + 2GSH —— GSSG + 2H,0
PLGPX
ROOH + 2GSH —— GSSG + ROH + H,0
PLGPX
PLOOH + 2GSH —— GSSG + PLOH + H,0

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)

GR, FAD igeren flavoprotein bir enzimdir ve NADPH nin bir elektronunu okside
glutatyonun disiilfid baglarina aktararak yeniden GSH’ye doniisiimiinii katalizler. Bu
nedenle NADPH serbest radikal hasarin1 engellemek icin gereklidir olup en dnemli

kaynagi heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur [Giilay ve Karabulut].
GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP +

Glutatyon S-transferazlar (GST, EC 2.5.1.18)

GST, sitozolde bulunup dimerik yapiya sahiptir. GST, basta arasidonik asit ve
lineolat hidroperoksitleri olmak {iizere lipit peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz
GPx aktivitesi gostererek bir antioksidan savunma mekanizmas1 meydana getirir.
GST, ksenobiyotik ve karsinojenlere karst hiicresel savunmada yer alan, tagidigi bir
elektrofilik merkez ve indirgenmis GSH ile konjugasyon yoluyla daha ¢6ziinebilir ve
daha kolay ayristirilabilir bilesiklere doniistiiren, intraseliiler bir protein ailesidir
[Kiran, 2007, URL-2].
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GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara iiriinlere
doniistiiriilen yabancit maddeleri, glutatyon transferazlar daha az reaktif konjugatlara
dontistiriir. Bu iglemi yaparken GSH’daki sisteine ait —SH grubunu yabanci
maddelere baglayarak elektrofilik bolgelerini notralize eder ve boylece iirlinii daha

fazla suda ¢Oziiniir hale getirerek organizmadan atilimini saglar [Akkus, 1995].
2.7.2. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar

Glutatyon, melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin,
bilirubin, sistein, metiyonin, iirat, laktoferrin ve albiimin enzimatik olmayan

antioksidanlara ornek verilebilir.

Glutatyon (GSH)

Suda kolayca ¢oziinebilen, organizmanimn tiim hiicrelerinde bulunan glutamikasit-
sistein-glisinden sentezlenen bir tripeptidtir. Glutatyonun sentezlenmesi iki asamada
gerceklesir. Ilk asamada glutamin-sistein ligaz (GCL), glutamin ve sisteini
baglayarak y-glutamilsisteini olusturur. Ikinci asamada glutatyon sentetaz (GSS), y-
glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekiiliinii olusturur. Glutamin-sistein
ligaz, katalitik (GCLC) ve diizenleyici (GCLM) alt birimlerden meydana gelir.
Glutamin-sistein ligazin katalitik alt birimi, katalitik aktivite igin sistein ve
glutaminin baglanmasindan sorumludur; diizenleyici alt birimi ise GCLC’nin etkisini

artirir [Giilay ve Karabulut].
- . . GCL . . .
Glutamin + Sistein — y — Glutamil sistein

GSS
y — glutamilsitein + glisin — Glutatyon

GSH redoks dongiisiiniin bir substrati olarak, hidroksil radikalleri ile singlet
oksijenin temizlenmesinde rol alir. Direk olarak serbest radikalleri temizlemesinin
yanisira; GPx ile birlikte enzimatik olarak da etki gosterir. GSH hiicrelerde enzim ve
diger hiicresel bilesenlerin rediikte halde tutulmamalari i¢in hayati rol oynar. GSH en

cok karacigerde sentezlenir ve yaklasik % 40’1 safra ile atilir. Safradaki bu GSH’nin
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diyetteki ksenobiyotiklere kars1i viicudu korudugu, barsak liimenindeki lipit
peroksidasyonu onledigi ve barsak epitelyumunu oksijen radikallerine karsi
savundugu diistinilmektedir [Caylak, 2011; Maher et al., 2008]

GSH, hiicreleri oksidan hasara kars1 koruyan hiicre i¢indeki en onemli antioksidan
bilesiktir. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine dontistimiiniin
engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte
halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona kars1 korur, boylece fonksiyonel proteinlerin
ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabanc1 bilesiklerin detoksifikasyonu
ve amino asitlerin membranlardan transportunu da saglar. GSH eritrositleri,
l16kositleri ve gbz mercegini oksidatif strese karst korumada hayati 6neme sahiptir

[Sener ve Yegen].

Birgok hiicrede bulunan ve bir tripeptid-tiol olan GSH, H,0,’yi kimyasal olarak
detoksifiye edebilir. GPx tarafinfan katalizlenen bu reaksiyon sonucu, artik koruyucu
ozellikte olmayan GSSG olusur. Hiicre, indirgeyici elektronlarin kaynagi olarak
NADPH’1 kullanan GR’nin katalizledigi bir reaksiyon ile GSH’1 tekrar olusturur.
Boylece, NADPH hidrojen peroksidin indirgenmesinde indirekt olarak elektronlari

saglar.

Indirgenmis Ghutatyon

(2 GSH)
NADP'\ / \

Ghrtan on Reduktaz Ghrtah on Peroksidaz

ﬂlhﬁﬂa\rlln -
(FAD)

), selenyum
NADPH+H* -/ / \P‘
(GSSG)

Yitkseltgenmis Glutatyon

Sekil 2.8. Hidrojen peroksidin, NADPH tarafindan glutatyon
araciligiyla indirgenmesi
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2.8. Mitokondri
2.8.1. Mitokondrinin yapisi

Mitokondri sitoplazmada bulunan ve besinden enerji ireten organeldir. Hiicre
icindeki sayilar1 hiicrenin enerji ihtiyacina gore dogru orantili olarak degisir.
Mitokondriler hiicrenin toplam hacminin yaklasik % 20 gibi biiylik bir kisminm
kaplar. Mitokondri organellerinin biiytikligl ve sekli degiskenlik gosterebilir. Bunlar
birka¢ yiiz mikron c¢apinda kiiresel sekilde olabilecekleri gibi, bir mikron ¢apinda
ipliksi sekilde de olabilmektedirler. Mitokondrinin yapisinda i¢ ve dis membran,

membranlar aras1 bosluk, matriks ve krista bulunur [Coskun, 2011].

i¢ zar Dig zar

Resim 2.1. Mitokondri yapis1

D1s zar bir¢ok iyonun ve kiiclik molekiillerin serbest gecisini saglayan porlar tagir.
Membranlar arasindaki  bosluk bu molekiillerin  gegisine engel olmaz.
Intermembranal bosluk, mitokondriyal matriks ile sitoplazma arasinda siki bir
bariyer kurar. Dig zar krebs ¢emberinde katalizor rolii oynayan monoamine oksidaz,
sitokrom-c rediiktaz enzimleri yanisira fosfolipit ve fosforik asit sentezi i¢in gerekli

birgok enzime sahiptir [Shao et al., 2008; Akarsu, 2014].

Mitokondri i¢ zar1 cok kivrimlidir. Bu kivrimlara krista ad1 verilir ve membran yiizey
alanint ileri derecede artirirlar. Elektron transport zinciri enzimleri ve oksidatif
fosforilasyona ait enzimler burada yerlesmistir. Mitokondri i¢ zar1 bes ayr1 enzim

kompleksine ayrilabilir ve bunlara kompleks I, II, I1I, IV, V adi verilir.
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Kompleks | (Nikotinamit adenin diniikleotit (NADH): ubikinon oksidorediiktaz),
kompleks Il  (siiksinat:ubikinon oksidorediiktaz), kompleks Il (ubikinol:
ferrositokrom ¢ oksidorediiktaz), kompleks IV (ferrositokrom c: oksijen
oksidorediiktaz veya sitokrom c oksidaz), ve kompleks V (ATP sentaz)’dir.
Kompleks L, II, IIL, IV’ iin her birisi elektron transport zincirinin bir boliimiinii igerir.

Kompleks V ise ATP sentezini katalize eder [Clay et al., 2011].

Her kompleks elektronlarini, koenzim Q ve sitokrom C gibi goreceli olarak hareketli
elektron tasiyicilarina verir. Ayrica ATP, ADP ve P1, piruvat, siiksinat, malat, sitrat
ve a-ketoglutarat gibi 6zel maddeler i¢in tasima sistemine sahiptirler. i¢ zar segici
gecirgenlik gosterir. I¢ zar H*, Na*, K* da dahil olmak iizere kii¢iik iyonlarin ¢oguna,
ATP, ADP, piriivat gibi kiicilk molekiillere ve mitokondri fonksiyonu i¢in dnemli
olan diger metabolitlere gegirgen olmayan o6zellesmis bir yapidir. Iyonlarin ve
molekiillerin bu membrandan gegebilmesi i¢in 6zellesmis tasiyicilara veya transport

sistemlerine gerek vardir [Harvey et al., 2007].

Matriks jel kivaminda olup i¢inde erimis bircok enzim bulunur. Bu enzimler, i¢
membranda yerlesmis oksidatif enzimlerle isbirligi yaparak besinlerin CO, ve H,O’
ya cevrilmesine sonu¢ ATP adi verilen yiiksek enerjili bir maddenin olusumuna
neden olurlar. Matriks sivist yiizde elli proteinden olusur. Bu sivi piruvat,
aminoasitler ve yag asitlerinin oksidasyonundan sorumlu enzimleri (beta oksidasyon)
ve TCA dongiisii enzimlerini icerir. Ayrica matrikste NAD" ve FAD ile ATP sentezi
icin gerekli olan ADP ve Pi bulunur. Mitokondrilerde matrikste ayrica hiicre
cekirdegindekine benzeyen fakat tamamen ayni olmayan mitokondriyal DNA, RNA
ve mitokondriyal ribozomlar da bulunmaktadir. Mitokondriyal DNA mitokondrilerin
cogalmasinda rol oynar. Intron ve histondan yoksun sirkiiler ve polisistronik DNA’s1
ile mitokondri bakterilere benzetilmektedir. Mitokondriyal DNA 16.6-kilobayt
(kB)’lik genoma sahiptir ve 37 gen igerir. Bu genlerden 22’si transfer RNA, 2’si
ribozomal RNA’dan Sorumludur. Diger genlerden 7’si ETS kompleks I, 1’i
kompleks 111, 3°ii kompleks IV, 2’si kompleks V fonksiyonlarinda yer alir [Wallace,
2005].
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2.8.2. Hiicresel solunum ve mitokondriyal enzimler
Hiicresel solunum glikoliz, TCA dongiisii ve ETS olmak iizere ii¢ evrede gergeklesir.
Glikoliz

Glikozun ¢esitli enzimler yardimiyla piriivata kadar yikimina glikoliz denir. Glikoliz
oksijenli ve oksijensiz solunumun ortak basamagi olup tiim canli hiicrelerde
sitoplazmada gerceklesir. Ara iiriinlerden kopan hidrojen atomlari NAD® koenzimi
tarafindan yakalanir. Glikozun aktivasyonu i¢in 2 ATP harcandiktan sonra, substrat

seviyesinde fosforilasyon ile 4 ATP iiretilir. Boylece hiicrenin net kazanc1 2ATP dir.

AsetilCoA Olusumu

Piriivatin TCA dongiisiine girebilmesi i¢in dnce mitokondri i¢ine alinmasi gerekir.
Bu olay piruvatin i¢ mitokondriyel membrandan ge¢mesine yardimei olan, 6zgiin bir
piriivat tasiyicist ile saglanir. Glikoliz sonucu olusan iki piruvatin oksidatif
dekarboksilasyonu ile asetii CoA meydana gelir. Bu aktiflesmis asetil birimi,

mitokondri matriksinde bir seri reaksiyonla CO,’ye kadar tamamen oksitlenir.
Piriivat Dehidrogenaz

Glikoliz ile TCA donglisii arasindaki baglanti, matriksteki piruvatin
dekarboksilasyonla asetil CoA’ya ¢evrilmesi sonucu kurulmaktadir. Sitoplazmada
meydana gelen piruvat i¢ membranda bulunan spesifik ‘piruvat tasiyicit proteini’
tarafindan bir H* beraberliginde yada OH™ karsiliginda mitokondri matriksine tasinr.
Pirlivat matrikse gelince, burada bulunan piriivat dehidrogenaz kompleksi
tarafindan asetil CoA’ya doniisiir. Bu reaksiyon tersinmezdir. Bdylece asetil
CoA’dan glukoz olusumu engellenir. Piriivat dehidrogenaz kompleksi tamamen TCA
dongiisiinlin bir parcast degildir ama dongiiniin iki karbonlu subsrati olan asetil

CoA’nin ana kaynagidir [Keha ve Kiifrevioglu, 2010].

Piruvat + CoA + NAD — Asetil CoA + CO, + NADH
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Trikarboksilik Asit Sikliisii (TCA)

Olusan asetil CoA, trikarboksilik asit dongiisiine (Sitrik asit devri) girer. Dort
karbonlu bilesik olan okzaloasetat, iki karbonlu asetil CoA ile birleserck alt1
karbonlu bir sitratt meydana getirir. Sitrat dekarboksile olarak bes karbonlu bir
bilesik olan alfa-ketoglutarat meydana gelir. Bununda oksidatif dekarboksilasyonu
ile dort karbonlu siiksinat meydana gelir. Daha sonra siiksinat gesitli oksidasyon
basamaklarindan gegerek tekrar okzaloasetata ¢evrilerek dongii tamamlanir. Sonugta
4CO,, 6NADH+6H ve 2FADH; molekiilii ile substrat seviyesinde fosforilasyon ile 2
ATP dretilir. Bu asamaya kadar olusan NADH ve FADH molekiilleri ETS’ye
aktarilarak ATP sentezinde kullanilir [Celik, 2007].
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Sekil 2.9. TCA dongiisii ve enzimleri
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Sitrat Sentaz (EC 2.3.3.16)

TCA dongilisti okzaloasetatin sitrat sentaz enzimi aracilifiyla asetil CoA’nin asetil
grubuyla birlesme reaksiyonu ile baglar. Bu bir hidroliz olayini i¢erdiginden bir su
molekiilii de kullanilir. Once okzaloasetat, asetil CoA ile kondanse olarak sitril CoA
olusturur sonra da sitrat ve CoA’ya hidroliz olur. Sitrat sentaz, allosterik olarak Ca™
ve ADP ile aktive edilir. ATP, NADH, siiksinil CoA ve yag acil CoA tiirevleri
tarafindan da inhibe edilir. Bununla beraber reaksiyonun hizini oncelikle belirleyen
okzaloasetat ve asetil CoA varligidir. Sitrat TCA dongiisii ara iiriinii olmas1 yani1 sira
yag asitlerinin sitozolik sentezleri i¢in asetil CoA kaynaginida olusturur. Sitrat ayrica
glikolizin hiz belirleyici enzimi olan fosfofruktokinazi inhibe eder. Yag asiti
sentezinin hiz kisitlayict enzimi olan asetil CoA karboksilazi aktive eder [Keha ve
Kiifrevioglu, 2010].

Akonitaz (EC 4.2.1.3)

Ikinci reaksiyon sitratin &nce bir dehidrasyon, daha sonradan da bir hidrasyon olay1
ile izositrata doniistirilmesidir. Bunun sonucu olarak molekiil karbon atomlar:
arasinda H ve OH degisimi goriiliir. Her iki basamagida katalizleyen enzime ara
bilesik cis-akonitatdan dolay1 akonitaz adi verilir. Bu enzimin aktif bolgesinde Fe

bulunur [Harvery et al., 2007].
Izositrat Dehidrogenaz (1SD, EC 1.1.1.42)

Izositratin alfa-ketoglutarata oksidatif dekarboksilasyonu, ISD enzimi tarafindan
katalizlenir. Bu ilk redoks reaksiyonudur. Reaksiyonun ara bilesigi okzalsiiksinat
olup, enzime bagli iken hemen CO, ve alfa-ketoglutarata parcalanir. 1ISD, izositratin
tersinmez oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyerek dongiide olusan iic NADH
molekiiliiniin birincisini ve ilk CO7’yi agiga ¢ikarir. Bu TCA dongiisiinlin hiz
kisitlayic1 basamaklarindan birisidir. Enzim Ca*? ve ADP tarafindan allosterik olarak
aktive edilir. Hiicrede enerji depolart dolu oldugu zaman miktarlar1 artan ATP ve
NADH’la da inhibe edilir. Hiicrelerde iki ¢esit 1SD enzimi vardir. Bunlardan birisi
NAD" yi, digeri de NADP™ yi koenzim olarak kullanir. Sitrik asit devrinde nemli
olan NAD™li enzim mitokondride yer alirken, NADP" spesifik enzim hem



37

mitokondri, hem de sitozolde bulunur ve farkli bir metabolik yola sahiptir [Keha ve
Kifrevioglu, 2010].

Alfa Ketoglutarat Dehidrogenaz (a-KD, EC 2.3.1.61)

TCA dongiisiin dordiincii reaksiyonu, alfa ketoglutaratin oksidatif dekarboksilasyonu
ile siiksinal CoA’ya doniisimiidiir. Bu olay ii¢ enzimatik aktive igeren o-KD
kompleksi tarafindan gergeklestirilir. Gerekli olan koenzimler tiyamin pirofosfat,
lipoik asit, FAD, NAD" ve koenzim A’dir. o-KD kompleksini ATP, GTP, NADH ve
siiksinil CoA inhibe ederken, Ca*? aktive eder [Keha veKiifrevioglu, 2010].

Siiksinil CoA Sentetaz (Siiksinat tiokinaz, E.C.6.2.1.5)

Besinci basamakta siiksinil CoA sentetaz, siiksinil CoA’nin yiliksek enerjili thioester
bagin1 kirar. Siiksinal CoA bu enzim ile siiksinata doniisiir. Siiksinil CoA’ daki
tiyoester bag1 enerjice zengin bir bagdir. Bu tiyoester baginin par¢alanmasi guanizin
difosfatin fosforillenmesiyle beraber yiiriir. GTP’deki fosforil grubu kolayca ADP’ye
aktarilarak ATP sentezlenir. Bu transfer reaksiyonu niikleosit difosfokinaz enzimi

tarafindan katalizlenir [Keha ve Kiifrevioglu, 2010].

GTP + ADP < GDP + ATP

Siiksinat dehidrogenaz (EC, 1.3.5.1)

Siiksinatin  fumarata oksidasyonu siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan
gerceklesir. Bu reaksiyonun serbest enerjisi NAD"’yi indirgemeye yeterli olmadig
i¢cin hidrojen alicis1t FAD’dir. Siiksinat dehidrogenaz FAD’nin yanisira dort adet Fe
ve dort adet de inorganik kiikiirt(S) igerir. Demir atomlari, inorganik ve protein
yapisindaki sistein rezidiileri kiikiirt atomlarma baghdir. Bu tipteki bir protein,
demir-kiikiirt (FeS) proteini veya hem (demir ihtiva eden porfirin halkasi,
hemoglobindeki gibi) yapisinda olmayan demirli protein adini alir. Siiksinat
dehidrogenaz, birisi FAD ve ikisi FeS kiimesi ihtiva eden 70 kda molekiil
agirhiginda, digeride 27 kda agirliginda ve tek bir FeS kiimesi tagiyan iki alt birimden
ibarettir. Bu enzim i¢ mitokondri zarmin bir integral proteini olarak da TCA

dongiisiin diger enzimlerinden ayrilir. Gergekten siiksinat dehidrogenaz elektron
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transport sistemine direk baglidir. FADH, olustugu zaman NADH gibi enzimden
ayrilmaz. Yapisindaki iki elektronu dogrudan enzimdeki Fe*? atomlarma ve oradan
da ETS’deki CoQ’ya aktarir. Siiksinat dehidrogenaz okzaloasetatla inhibe olur [Keha
ve Kiifrevioglu, 2010; URL-2].

Fumaraz (Fumarat hidrataz, EC 4.2.1.2)

Fumaratin L-malata hidrasyonu, fumaraz enzimi tarafindan katalizlenirken, H ve OH
stereospesifik olarak trans halde katilarak yalniz L-malat izoemerinin olusumu

gerceklestirilir [Keha ve Kiifrevioglu, 2010].
Malat dehidrogenaz (MD, E.C.1.1.1.37)

Son olarak malatin okzaloasetata yiikseltgenmesi reaksiyonu, malat dehidrogenaz
enzimi katalizorligiiyle ve NAD+ elektron alicis1 beraberliginde meydana gelir

[Keha ve Kiifrevioglu, 2010].

Malat* + NAD +< Okzalasetat + NADH + H*

Elektron tasima sistemi (ETS) ve oksidatif fosforilasyon (OF)

ETS, NADH ve FADH; gibi elektron tasiyicilarimin verdikleri elektronlart ETS
elemanlarinda redoks tepkimelerine sokarak ATP iiretimini saglayan sistemin adidir.
Mitokondri i¢ zar1 bes ayr1 enzim kompleksine ayrilabilir ve bunlara kompleks I, 11,
I, IV, V ad1 verilir. Kompleks 1, II, III, IV’iin her birisi elektron transport zincirinin
bir boliimiini icerir. Kompleks V ise ATP sentezini katalize eder. Her kompleks
elektronlarmi koenzim Q ve sitokrom C gibi goreceli olarak hareketli elektron
tasiyicilarma verir. Elektron transport zincirinin her tasiyicist bir elektron
vericisinden elektronlarini alir, zincirdeki bir sonraki tastyiciya verir. Bu elektronlar

sonunda oksijen ve protonlarla birleserek su olustururlar.
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Zarlar arasi bosluk

NADH+H* QD

Resim 2.2. Elektron tagima sistemi birimleri
Kompleks | (NADH dehidrogenaz, NADH-Q rediiktaz, EC 1.6.99.3)

[k reaksiyon NADH’1n, NADH dehidrogenaz multienzim kompleksi araciligiyla
yiikseltgenmesidir. Bu multienzim kompleksi bakterilerde en az 16, dkaryotlarda 43
polipeptid zincirinden olusmaktadir. NADH’dan iki elektron, enzimin prostetik
grubu olan flavin mononiikleotid (FMN)’e aktarilarak FMNH;’ye indirgenir, sonra
elektronlar FMNH;’den NADH dehidrogenaz kompleksinin bir bagka prostetik
grubunu teskil eden bir seri demir-kiikiirt(FeS) komplekslerine aktarilir. Burada
demir atomlart ‘hem’ grubuna ait degildir. NADH dehidrogenaz enzimindeki demir-
kiikiirt merkezlerinden elektronlar, koenzimQ (CoQ)’ya transfer edilir [Harvery et
al., 2007].

CoQ wuzun bir izopren zinciri takili bir kinon tiirevi olup Ubikinon olarak da
isimlendirilir. Izopren birimlerinin sayisi tiirden tiire degisir. Memelilerde en bol
bulunan n=10 izopren birimine sahiptir ve CoQ 10 olarak gdsterilir. Izopren zinciri
CoQ’yu oldukg¢a apolar yapar ve i¢ mitokondri membraninda hidrokarbon fazina
kolayca diflize olmasini saglar. CoQ solunum zincirinde bir proteinin prostetik grubu

olmayan tek elektron tasiyicisidir ve zincirin flavoproteinleri ile stokromlar1 arasinda
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oldukga hareketli bir tasiyicilik gorevi yapabilmesine yol acar. CoQ hidrojenlerini
hem NADH dehidrogenaz tarafindan olusturulmus FMNH,’den hem de siiksinat
dehidrogenaz ve asil CoA dehidrogenaz tarafindan olusturulmus FADH, den
(Kompleks 29 alabilir [Keha ve Kiifrevioglu, 2010].

Kompleks Il (Siiksinat CoQ Rediiktaz, EC 1.3.5.1)

TCA dongiisiinde, stiksinatin  siliksinat dehidrogenaz enzimiyle fumarata
yiikseltgenmesiyle FADH; olusur. Siiksinat dehidrogenaz, siiksinat-CoQ rediiktaz
enzim kompleksinin bir bileseni olup, diger bilesenide 3 adet FeS merkezine sahip
olan bir proteindir. Bu enzim kompleksi i¢ mitokondri membraninin integral
proteinidir. FADH,’deki yiiksek potansiyele sahip elektronlar enzim kompleksindeki
FeS merkezlerine, oradanda solunum zincirindeki CoQ’ya aktararak CoQH;’yi
olustururlar. Bu enzim kompleksinin yapisinda membrana gomiilii altbirimlerine
bagli olarak bir Hem prostetik grubu bulunmaktadir. Ancak bu grup elektron
transferinde gorev almaz, sliperoksit olusumunun engellenmesinde bulunur. CoQH;
ile O, arasindaki elektron tasiyicilarindan FeS proteinindiginda hepsi sitokromlardir.
Sitokromlar prostetik grup olarak ‘hem’ grubu igeren elektron tasiyici proteinlerdir.
Sitokromlardaki Fe atomlari indirgenmis Fe*? hali ile yiikseltgenmis Fe™ hali
arasinda mekik dokur. Hem grubu bir FeS merkezi gibi tek elektron tasiyabilir. Fakat
NADH, flavinler ve CoQ iki elektron transfer edebilir. Nitekim bir CoQH; molekiilii
yiiksek potansiyelli iki elektronunu solunum zincirinin daha sonraki tiyesi olan iki
adet sitokrom b’ye aktarir. CoQH, ile O, arasinda bes g¢esit sitokrom vardir.
Sitokrom b ve c1, bir tane FeS proteini ile beraber CoQ-Sit ¢ rediiktaz multienzim
kompleksinin bilesenleridir. Sitokrom c, elektronlar1 bu kompleksten, bilesen olarak
sitokrom a ve a3 ihtiva eden, sitokrom c oksidaz kompleksine transfer ederler. Bu
sitokromlar artan indirgenme potansiyellerine gore siralanmiglardir [Keha

veKiifrevioglu, 2010; URL-1].

QH,_, Sitb — FeS - Sitcl — Sitc— Sita— Sita3 - 0,
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Kompleks 111 (CoQ-sit ¢ Rediiktaz, sitokrom bcy kompleksi, ubikinon-sitokrom c
oksidorediiktaz, EC 1.10.2.2)

Ubikinon-sitokrom c¢ oksidorediiktaz kompleksi elektronlart CoQH,’den sitokrom
c’ye transfer eder. Yani kompleks III yapisinda bulunan sitokrom b, elektronlari
sitokrom c yapisina aktarir. Kompleks III, bir proton pompasi olarak fonksiyon
goriir; kompleksin asimetrik oryantasyonunun bir sonucu olarak, UQH,’nin UQ’a
okside olmasiyla serbestlesen protonlar, membranlar arasi bosluga salinirlar. Béylece

bir proton gradienti olusur [Gegkil, 2012].
Kompleks IV (Sitokrom C Oksidaz, EC 1.9.3.1)

Sitokrom oksidaz, mitokondrilerde bulunan solunum zincirinin son enzimidir.
Indirgenmis sitokrom c, elektronunu sitokrom oksidaz kompleksine aktarir. Sitokrom
¢’nin gérevi CoQ’ya benzer, solunum zincirindeki kompleksler arasinda hareketli bir
elektron tagiyicisi gorevi yapar. Bu kompleks tarafindan en son elektron alicisi
oksijenin rediiksiyonu gergeklesir. Bu kompleks iki tip sitokrom a igerir (a ve a3). Bu
sitokromlar iki hem grubunun yaninda kompleks iki bakir iyonunu da tasir.
Elektronlar 6nce kompleksin sitokrom a bilesenine, oradanda bakir i¢eren sitokrom
a3’e aktarilir. Bu bakir atomu sit a3’den O;’ye elektronu transfer ederken +2 ve +1
yiikseltgenme basamaklari arasinda mekik dokur. Bu kompleks araciligiyla 4
elektron ile O, rediiksiyonu saglanir ve iki H,O molekiilii olusur. Bu olayla hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri gibi tam olarak indirgenmemis, hiicre yapilarimi
tahrip edecek mollekiillerin yapimi 6nlenir. Kompleks 1 ve 3 gibi, kompleks 4 de bir
proton pompasi olarak gorev yapar, proton gradienti olusumuna katki saglar.
Sitokrom oksidaz, sitokrom a3 olarak da isimlendirilir [Gegkil,2012; Keha ve
Kiifrevioglu, 2010].

Kompleks V (ATP sentaz,EC 3.6.3.14)

ATP sentaz, i¢ mitokondriyal membranin ATP sentezleyen enzim kompleksi olup
mitokondri matriksine dogru c¢ikinti yapan kiireler seklinde goriiliir. Solunum
zincirinde elektronlarin kompleks I, III ve IV iizerinden aktarilmasi sirasinda

protonlar matriksten membranlar arasi bosluga pompalanirlar bu sirada ic
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membranda bir proton gradienti olusur. Protonlar yiikli partikiiller olduklarindan
proton gradientinin elektriksel ozellikleri bulunmaktadir ve matriks negatif,
membranlar arasi bosluk pozitif yiiklii oldugu i¢in voltaj farki olusmaktadir. Olusan
elektrokimyasal gradient, protonlarin matrikse geri donmeleri i¢in proton hareket
ettirici giic ortaya c¢ikarir. Bu gii¢ etkisiyle protonlar matrikse geri donerler ve
elektrokimyasal gradientteki enerji, protonlarin matrikse geri donmeleri sirasinda
ATP olusumunda kullanilir. Oksidatif fosforilasyon olarak bilinen bu olay, ATP
sentaz tarafindan katalizlenir. ATP sentaz, Fo (integral protein) ve F1 (periferal
protein) olmak {izere baslica iki komponente sahiptir. Protonlarin membranlar arasi
bosluktan matrikse doniisiinde ATP sentazin Fo alt birimi gorev alir; ATP sentazin
F1 alt birimi ise ADP ve Pi kullanilarak ATP sentezini gergeklestirmektedir [Harvey
etal., 2007; URL-1].

2.9. Miyeloperoksidaz (MPO, EC 1.11.1.7)

MPO, memeli nétrofillerinin graniillerinde yaklasik % 5 oraninda yer alan bir
enzimdir. Ayrica monositlerde (toplam proteinin ~ %1°i) ve doku makrofajlarinda
MPO varligindan s6z edilmektedir. MPO fagosite edilmis bakterilerin
oldiiriilmesinde onemli rol oynamaktadir. MPO'nun salyada bulunduguna dair
bulgular mevcuttur ve kokeni tiikriik bezi hiicreleri oldugundan peroksidaz olarak
tanimlanmaktadir. MPO, H,0, ile birlikte tiyosiyonat iyonlarin veya
halojeniyonlardan(iyodit, bromit, klorit) birinin de beraber bulundugu bir ortamda
antibakteriyel etki (oksijene bagli)) gostermektedir. H,O,'nin antibakteriyel
mekanizmadaki gorevi mikrobiyal metabolizma iizerine etkisinin olmasidirve
H,O,'nin ayrica tek basina da antibakteriyel etkisi vardir. Ortamdaki H,O, ise,
fagositoz yapan hiicrelerden iretilip ortama salinmaktadir [Lau and Baldus, 2006;

Develioglu ve Taner, 1998].
2.10. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD, EC 1.1.1.49)

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-glucose 6-phosphate: NADP+ oxidoreductase,
G6PD) heksoz monofosfat yolunun ilk basamagimi katalize eden Kilit bir enzimdir.
Eritrositlerde NADPH olusumu igin tek kaynak heksoz monofosfat metabolik yolu
olup, G6PD eksikliginde NADPH iiretimi nemli miktarda azalmaktadir. Heksoz
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monofosfat yolu defektlerinin en Onemlisi, G6PD enziminin eksikligine bagh
olanidir. G6PD eksikligi X’e bagl ve resesif olarak gecis gosteren bir hastaliktir. Bu
hastaligin diinyada olduk¢a genis yayilimi olup, yaklasik 400 milyon Kkisiyi
etkilemektedir. G6PD enzimi eritrosit i¢indeki indirgenmis glutatyon diizeyinin
devamliligint saglamak icin gereklidir. Boylece bu hiicreler oksidatif strese karsi
korunmus olur. Bu hastaliga tutulmus kisiler bazi ilaglara (primakin, aspirin,
sulfonamidler), kimyasal maddelere (metilen mavisi, naftalen) ve fava fasulyesine
maruz kalirlarsa yagh eritrositlerde hemoliz gelisir. Anemi, hemoglobinemi,
hemoglobiniiri, sirt agrisi, sarilik ve retikiilositoz gelisir [Biiylikokuroglu ve

Stileyman].

Enzim eksiklikleri icinde G6PD enzim eksikligi insidansi oldukga yiiksektir. G6PD
glutatyonun hiicre i¢i diizeyinin normal tutulmasinda gerekli olan NADPH’in
yapiminda rol almaktadir. G6PD eksikliginde eritrositler oksitleyici bir strese
ugradiklarinda hemoliz gelisir. Eritrositlerde oksidatif hasara kars1 gelisen savunma,

mevcut enzim aktivasyonu ile orantilidir [Kantekin Unal ve Tur, 2016].
2.11. Mitokondri ve Oksidatif Stres

Mitokondriyal DNA’da (mtDNA) oksidatif hasar ve bu hasara bagli mutasyonlar
yaslanma siirecinde 6nemlidir. Giinlimiize dek yapilmig olan arastirmalar fizyolojik
yaslanma, prematiir yaslanma semptomlari; Alzheimer hastaligi, diyabet, kalp
yetersizligi, sagirlik, optik sinir dejenerasyonu, bir¢ok ilerleyici kas hastaligi ve
kanser gibi yasglanma ile sikliklar1 artan hastaliklarin mutasyona ugramig DNA igeren
disfonksiyonel mitokondrilerin varligi ile ilgili oldugunu ortaya koymustur. Oksidatif
hasara bagli mutasyonel yiikk artarken koruyucu ve onarici proteinlerin
azalmasi/hasarlanmas1 mitokondrilerin hasar ve mutasyona yatkinligini arttirir ve

dolayzsi ile hiicresel yaslanmay1 hizlandirir [Ogiit ve Atay, 2012].
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Sekil 2.10. Oksidatif mtdna hasar1 ve yaslanma [Ogiit ve Atay, 2012].

Aralarinda, canlilarda yasamsal 6nemi olan, oksijenin bazi ara bilesiklerinin de
bulundugu serbest radikaller hiicresel diizeyde toksik etki gosterirler. Mitokondri i¢
zart oksidatif fosforilasyondan &tiirti, ROT’larin biiylk Olglide iiretildigi yerdir.
Normal metabolizma iirlinleri olan ROT’lar, DNA'da ¢esitli bozulmalara, 6zellikle
kopmalara yol agar. Mitokondri DNA'sinda, normal durumdakinden farkli olarak
ortaya ¢ikan oksitlenmis bazlarin, ¢ekirdek DNA'sindakinlerden 16 kat daha fazla
oldugu bulunmustur. Bu durum, ROT'larin, mtDNA'da ¢ok sayida hasar meydana
getirebilecegini gdstermektedir [Ogiit ve Atay, 2012].

2.12. Mitokondriyal Hastalklar

Mitokondriyal hastalik, hiicrenin mitokondrisi hiicre veya organ fonksiyonu igin
yeterli enerjiyi liretmediginde ortaya c¢ikan kronik veya genetik bir hastaliktir.
Mitokondriyal hastaligin birgok formu vardir ve bir cogu kalitsaldir. Bebeklerde,
cocuklarda ve yetiskinlerde mitokondriyal hastaliklart goriilebilir. Mitokondriyal

hastaliklar hafif ile siddetli arasinda degisen bir hastalik yelpazesine sahip olabilirler.
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Mitokondriyal hastalik semptomlarinin siddeti kisiden kisiye farklilik gosterir. En
yaygin belirtiler sunlardir: Zayif biiylime, kas kordinasyon kaybi, kas giigsiizliigi,
norolojik problemler, nobetler, otizm, otistik spektrum, otistik benzeri 6zellikler,
gdrme ve / veya isitme sorunlari, gelisimsel gecikmeler, 6grenme giigliikleri, kalp,
karaciger veya bobrek hastaliklari, gastrointestinal bozukluklar, agir kabizlik,
diyabet, artmig enfeksiyon riski, tiroid ve / veya adrenal disfonksiyon, yonelim
bozuklugu ve hafiza kaybiyla karakterize edilen noropsikolojik degisiklikler olarak
verilebilir.. Mitokondriyal hastaliklarin bir¢ogu kalitsal olmakla birlikte ilaglar veya
diger toksik maddeler mitokondriyal hastaligi tetikleyebilir. Yetiskinlerde,
yaslanmaya bagli olarak gelisen bircok hastaligin mitokondri islevinin yitirmesine
bagli olarak ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir; Bunlar; Tip 2 diyabet, parkinson hastaligi,
aterosklerotik kalp hastaligi, inme, alzheimer hastaligi ve kanseri icermekle birlikte
bunlarla sinirli degildir [Akalin, 2005].

Hiicre metabolizmasi ile tiiretilen elektronlar iki koenzim olan NADH ve FADH; ile
ETS’ye ulasirlar. Daha sonra, i¢ mitokondriyal membraninda bulunan bes protein
kompleksinden olusan ETS boyunca ilerlerler. Elektronlar, bu parcaciklarin ig¢
mitokondriyal zarin dis tarafina tasinmasiyla tiretilen bir proton gradyani sayesinde I,
III ve IV komplekslerinden geger. Kompleks V daha sonra elektron naklinden
tiiretilen enerjiyi ATP sentezine ¢evirir. Bu siirecte, solunum zincirinden gelen
elektron kagagi, siiperoksit radikalerinin olusumuna neden olur ve yaklasik olarak
gecen elektronlarin % 0.4-4 oraninda siiperoksit radikali olusturulur. Sonug olarak
mitokondri, ROT'un birincil kaynagidir [Boveris, 1984]. Biyolojik durumlarda
mitokondrinin iyi bilinen bir antioksidan sistemi vardir. H,O,, GPx ve GSH

tarafindan etkili bir sekilde temizlenir [Drose and Brandt, 2012].

Mitokondriyal solunum zincirine bagl olarak goriilen bazi hastaliklar asagida

verilmistir;

Kompleks 1 eksikligi; Kompleks | (NADH:ubiquinon oksidorediiktaz) eksikligi,
Mitokondriyal solunum zinciri bozukluklarindan en sik goriilenidir ve oksidatif
fosforilasyon sistemi bozukluklarinin {igte birini olusturur. Mitokondriyal oksidatif

fosforilasyon sistemi bozukluklari, en sik goriilen metabolik hastaliklar grubundan
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olup siklig1 1:5000-10000 canli dogumdur. Klinik olarak agir neonatal laktik asidoz,
Leigh sendromu, farkli kombinasyonlarda santral sinir sistemi, kas, kardiyak, hepatik

ve renal tutulum ile belirti verebilir [Kilig ve ark., 2015].

Kompleks II eksikligi; Kompleks II eksikligi, siiksinat sitokrom c rediiktaz ve
siiksinat  dehidrogenaz  eksiligine bagli ortaya c¢ikar. Klinik bulgular,
ensefalomiyopati, gelisme geriligi, hipotoni, letarji, ataksi ve miyoklonus ile

karakterizedir [Kog ve ark., 2003].

Kompleks III eksikligi; Oksidatif fosforilasyon bozukluklari ¢ok degisken klinik
ozellikler gosteren heterojen bir grup hastaliktir. Izole kompleks III eksikligi
cocuklukta nadir géiilen bir bozukluktur. Yakin zamanda kompleks III'{in yapisal bir
proteinini kodlayan BCSIL genindeki mutasyonlar sonucu erken karaciger
yetmezligi, tiibiilopati ve ensefalopati ile seyreden hastalar bildirilmistir. Burada
BCSIL geninde daha once bildirilen bir mutasyon i¢in homoplazmik olan ve erken
renal tiibiiler yetmezlik ve karaciger fonksiyon bozuklugu olan bir olgu ve yiiksek

doz bikarbonat tedavisi deneyimi sunulacaktir [Ezgii ve ark., 2005].

Kompleks IV eksikligi; Kompleks IV’de sitokrom c¢ oksidaz eksikligi vardir. Bebek
dogumda hipotoniktir ve buna gii¢siizliik, solunum yetmezligi, laktik asidoz eslik
eder. Kalp, karaciger ve beyin klinik olarak etkilenmez fakat bobrek tutulumuna

bagli Toni-Fanconi-Debre sendromu goriilebilir. Hastalar solunum yetmezligi ile

erken donemde kaybedilir [Dubowitz, 2000].
Pearson sendromu

Nadir goriilen bu hastalik tedaviye yanit vermeyen sideroblastik anemi, pansitopeni
(yeteri kan hiicreleri iiretilemedigi durum), oksidatif fosforilasyon eksikligi, pankreas
ekzokrin salgir yetmezligi ve degisik derecelerde karaciger, bobrek ve endokrin
yetmezlik ile karakterize 6liimciil bir hastaliktir. Patogenezi karmasik olup halen tam
olarak anlasgilamamistir ve genetik caligsmalarla mtDNA’nin biiyiikk bir parcasinin

delesyonu veya kaybinin rol oynadig1 gosterilmistir [Pearson et al., 1979].

Oksidatif fosforilasyon eksikligine bagli direngli laktik asidemi goriilebilir ve diger

organlar etkilenebilir. Karacigerin etkilenmesine bagli transaminazlar yiikselir,
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hiperbiluribinemi, hiperlipidemi ve karacigerde yaglanma meydana gelir. Bazi
hastalarda karaciger yetmezligi ortaya c¢ikar. Bobrek tutulumu sik olup Fanconi
sendromu gibi tubulopatiler gelisebilir [Gibson et al., 1992; URL-3]. Pankreas
endokrin bezleri fonksiyonel kalmakla birlikte diyabetes mellitus gelisen birka¢ hasta
rapor edilmistir. ileri yaslarda bu hastalarda KSS’a ait klinik bulgular goriilebilir.
Pearson sendromlu bazi olgularda 3-metilglutanoik asitiiri saptanmig ve bu hastaligin

tanisinda 6nemli bir ip ucu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [Rotig et al., 1990].
Alper hastaligi

Oksidatif fosforilasyon bozukluklarina bagli olarak ortaya cikan, ndbet, demans,
spastisite, korliik, karaciger fonksiyon bozukluklar1 ve serebral dejenerasyonla giden
ender bir hastaliktir. Otozomal resesif kalitimla geger fakat bazen kardeslerde de
goriilebilir. Karaciger fonksiyonu bozulur ve buna ait klinik bulgular goriiliir.
Cocukluk doneminde hizli ilerleyen karaciger yetmezligine bagli hastalar kaybedilir.
Bazen de kardiyorespiratuar yetmezlik bu hastalarda 6liim nedenidir [Kog¢ ve ark.,
2003].

Luft hastaligi

Genetik gecis sekli tam olarak bilinmeyen bu hastalikta klinik bulgular, metabolizma
artisl, ates, sicak intoleransi, polifaji, polidipsi ve istirahat tasikardisi ile
karakterizedir. Eksersiz intoleransi ve hafif derecede gii¢siizliik bu bulgulara eslik
edebilir. Bu hastalardan yapilan kas biyopsisisinde RRF’lar goriiliir [Kog ve ark.,
2003].

Costeff sendromu

Costeff sendromu, metil glutakonik asitiiri tip 3 olarak da adlandirilir. 3-metil
glutakonik asidiiri, siklikla diigilk miktarlarda 3-metilglutarik asid atilimi ile birlikte
olup, en az dort adet farkli ve goriiniiste birbirinden bagimsiz olan kalitsal metabolik

hastalikta ortaya ¢ikar [Kocabas, 2008].
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Karnitin eksikligi

Karnitin uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye transportuna aracilik eden bir
kofaktor olup eksikliginde lipid depo hastaliklar1 ortaya ¢ikar. Karnitin eksikliginin
biyolojik etkileri, normal degerinin %10-20’sinin altina ininceye kadar ortaya
¢tkmaz. Solunum zincir defekti karnitin eksikligine neden olabilir; ¢linkii karnitin
almmmi ATP’ye bagimli bir olaydir. L-karnitin eksikligi diyabet, siroz ve kronik
bobrek yetmezligi gibi kronik hastaliklarda sik goriilmesine ragmen genellikle nadir
ortaya ¢ikmaktadir. L-karnitin eksikliginde yangi, kilo kaybi, stres ve
mikroorganizmalara karst direncin diismesi, miyopati, ilerleyici kas zayifligi,
kardiyomiyopati, karaciger yetersizligi, periferik ve merkezi noropati, biliylime
geriligi ve tekrarlayan infeksiyonlar, ensefalopati, hepatomegali, egzersizlerden
sonra kas yorgunlugu, kramp, hipoglisemi, kanser, diyabet, alzheimer hastaligi ve

kalp yetmezligi gibi rahatsizliklar gériilebilir [Umutlu, 2012].
Familial rekiirren rabdomioliz

Rames ve Gardner-Medwin [1992], egzersizle ortaya ¢ikmayan familyal parosismal
rabdomiyolisli iki aile tanimlamis ve bu hastaligin miyoglobiniiri, kaslarda gii¢siizliik
ve bobrek yetmezligine neden olarak yasami tehdit eden bir hastalik oldugunu rapor

etmistir [Kog ve ark., 2003].
2.13. Karaciger
2.13.1. Karacigerin yapisi ve gorevleri

Karaciger viicudumuzdaki en agir ve en biiyiik organlardan biridir. Karin bélgesinin
sag ust kisminda, kaburgalarin tam altinda bulunmaktadir. Karaciger sag ve sol
olmak tizere iki loptan olusur. Sag lob, sol lobdan biiyiiktiir. Karaciger hem arteriyel
(A. Hepatica), hem de venal (V. Portae) sistemden kan alan bir organdir. Karacigerde
hepatosit, endotel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellat hiicreleri ve safra kanali epitel
hiicreleri olmak tizere bes tiir hiicre bulunmaktadir. Tiim hiicre tiplerinin % 80’ini

hepatositler olusturur [Tiir, 2008].
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Karacigerin hem endokrin hem ekzokrin gorevi bulunmaktadir. Protein sentezi, safra
salgilanmasi, detoksifikasyon, A, D, E, K, Bj, vitaminlerinin depolanmasi, A
vitamininin tretimi, glikozun glikojen seklinde depolanmasi, kan pihtilasmasinda
gorev alan proteinlerin {iiretilmesi, lenf yapiminda gorev almak gibi ¢ok Onemli
gorevleri  bulunmaktadir. Ayrica portal sistemde bagirsaklardan  gelen
mikroorganizmalar hepatik siniislerde bulunan makrofajlar(kuppfer hiicreleri)
araciligi ile filtrelemektedir. Hidrofilik olmamalar1 nedeniyle bobrekten atilamayan
zararl trlinler hepatositlerde oksidasyon ve konjugasyon yolu ile zararsizlagtirilir.
Bunun i¢in gerekli enzimler agraniiler endoplazmik retikulum membranlarinda
bulunur. Kolesterol, safra tuzlariin olusmasinda ve VLDL (Cok Diisiikk Yogunluklu
Lipoproteinler) sentezinde kullanilir. Amonyaktan ornitin dongiisii ile iire sentezinde
gorevlidir. Tiroksin, biiylime hormonu, insiilin, glukagon gibi hormonlarin

modifikasyonunun yapildig: yerdir [Bozkurt, 2014].
2.13.2. Karaciger hastaliklar1 ve mitokondri

Karaciger, mitokondrinin say1 ve yogunlugu acisindan en zengin organlardan biridir.
Mitokondri, karaciger hiicresinin biitiinliglinii ve iglevlerini siirdiirmesinde ¢ok
Oonemli bir rol oynamaktadir. Mitokondriyal bir bozukluk oldugunda karaciger
hiicresinde fizyolojik stres artar. Son 20-30 yilda kalitsal veya edinilmis
mitokondriyal bozukluklara bagli akut ve kronik karaciger hastaliklari teshis
edilmistir. Cogu kronik karaciger hastaligi, hasar gormiis mitokondrilerin sayisinin
artmasi ile iliskilidir. Hepatik mitokondri, karbonhidratlarin, lipidlerin ve proteinlerin
karaciger metabolizmasint biitiinlestiren merkez oldugu i¢in diger organlarin
mitokondrisine kiyasla ¢ok daha biiyiik bir 6neme sahiptir [Degli Esposti et al.,
2012].

Solunum organelleri olarak mitokondriler, yliksek enerjili subsratlardan enerjinin
elde edilmesinde, hiicrelerin metabolik fonksiyon ve biitiinliigiinde 6nemlidir. Bu
metabolik makinelerde olusan kusurlar sonucunda hiicresel enerji depolari
tilkenebilir, oksidatif stres meydana gelebilir veya apoptosis gergekleslesebilir.

Mitokondriler karaciger hiicre hacminin % 20'sini isgal eder. Karaciger biyokimyasal
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testlerinde hafif anormalliklerden, akut veya kronik karaciger yetmezligine kadar

gidebilen diizeyde farkl belirtiler goriiliir [Hassanein and Frederick, 2004].

Kronik karaciger hastaliklarinin bir¢ogu anormal ROT olusumu, GSH tiikenmesi, PK
gruplarindaki artis ve solunum kompleksi degisiklikleri olan hasarlanmis
mitokondrilerin birikimi ile iliskilidir. Mitokondriyal degisiklikler dogalarina ve
ciddiyetlerine bagli olarak lipid birikimi, apoptoz ve/veya nekroza sebep olabilir,
boylelikle inflamasyona neden olabilirler. Bu patolojik olaylar, laktakidoz,
hipoglisemi, yiiksek serum transaminazlari, yliksek konjuge bilirubinemi ve
hiperammonemi gibi farkli klinik 6zelliklere karsilik gelebilir. Mitokondri ROT un
onemli bir kaynagidir ve ROT zararli 6zelliklerinin yaninda ayn1 zamanda hiicrelerin
cogalmasi ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte, farkl: stres
tipleri, uyusturucu, viris, hipoksi, inflamasyona neden olan sitokinler, 3-oksidasyon
fazlaligi, sitokrom P450'nin asir1 ekspresyonu gibi nedenlerle karaciger mitokondrisi
zarar gorebilir. Bu durumda, ROT'un asir1 iiretilmesi hem mitokondriyal hem de
oksidatif fosforilasyon enzimlerinin protein alt birimleri, lipid zarlar1i, mitokondriyal
veya niikleer DNA gibi diger hiicresel bilesenlere zarar verebilir. Bu hiicresel
lezyonlar, yagli karaciger veya hepatoseliiler karsinom gibi doku lezyonlarinin

gelisimine katkida bulunabilir [Degli Esposti et al., 2012].

Karaciger hastaliklarinda, hem ROT artis1 hem de hiicrelerde lipid peroksidasyonu,
DNA ve proteinlerin yikiminina yol actifindan karaciger hasarimi artirmaktadir.
Yilmaz ve Bahgecioglu, yapmis olduklar1 bir ¢alismada karbonterakloriir (CCI4) ile
karaciger sirozu olusturulan ratlarda, karaciger dokusunda MDA, GPx, G6PD ve
piriivat kinaz aktivitelerini 6l¢gmiislerdir. Sirozlu grubun karaciger MDA diizeylerinin
kontrollere gore yiiksek, GPx ve G6PD aktivitelerinin ise diigiik oldugunu
bulmuglardir. Bu ¢alisma sonucunda sirozun antioksidan savunma sisteminde
degisikliklere ve dolayisiyla oksidatif stres ve peroksidasyona yol agabilecegi

belirlenmistir [ Yi1lmaz ve Bahgecioglu, 2000].

Deneysel olarak alkolik yagli karaciger olusturulan ratlarda ise karaciger GPx
aktivitesi ve lipid peroksidasyonu OoOlc¢iilmiistiir. Karaciger lipid peroksidasyon

igeriginin 4-6. haftalarda, GPx aktivitesinin ise 4. haftada arttig1 ve karaciger GPx
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aktivitesindeki artisin lipid peroksid iiretimiyle ilgili olabilecegi belirlenmistir.
Alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi sonucunda olusan hepatitisde, oksidatif
stresin etiyolojik mekanizmasi ile iligkili olabilecek lipid peroksidasyon, karaciger
demir seviyesi ve hiperinsilunemi olmak tizere 3 faktér One siiriilmektedir
[Tabakoglu ve Durgut, 2013].

Lipid peroksidasyonu, serbest reaktif oksijen tiirlerinin artigi, glutatyon, Evitamini,
beta-karoten ve C vitamini gibi antioksidanlarin azalmasi ile karaciger oksidatif
hasara acik hale gelmektedir. Asir1 miktardaki intraseliiler yag asitleri, oksidatif stres,
ATP azalmast ve mitokondriyal disfonksiyon karaciger hasarinda onemlidir.
Mitokondriyal disfonksiyon sebebiyle artan sitokin salimimi ve ROT’lar
antioksidanlarin azalmasi ve lipid peroksidasyonu nekroinflamasyonu artirir [Glingor

ve Tiirker].
2.14. Bobrek
2.14.1. Bobregin yapisi ve gorevleri

Bobrekler karin arka duvarinda retroperiton olarak yerlesmislerdir, bobrek medulla
renalis ve korteks renalis olmak iizere iki kistmda incelenir. Idrar yapan olusumlar
cortex renalis’te, toplayici kanallar medulla renalis’te bulunur. Bobregin islevsel
birimi nefrondur, nefronlar idrar olusturma yetenegine sahiptir. Her bir bobrek
yaklasik olarak bir milyon nefrona sahiptir. Nefronlar, glomeriil ve uzun tiibiillerden
meydana gelir. Glomeriil kandan biiyiilk miktarda sivinin filtre edilmesini saglayan
bir glomeriil kapiller yumagindan meydana gelir. Tiibiiller ise filtre edilen sivinin
idrara doniistiiriildiigli kanallardir. Glomertil diger kapiller aglara gore daha yiiksek
basinca sahiptir ve glomeriil kapilleri, epitelyum hiicreleri ile Ortiilmiis olup tiim
glomeriil bowman kapsiilii ile sarihidir. Glomeriil kapillerinde filtre olan sivi,
bowman kapsiiliine oradan da proksimal tiibiile gecer. Proksimal tiibiil bdbrek
korteksinde yer alir. Proksimal tiibiildeki sivi henle kivrimina akar. Henle kulpundan
sonra makula densaya oradan da distal tiibiile ve birlestirici tiibiil ile kortikal
toplayici tiibiile ulasir. Kortikal toplayici kanallar genisleyerek daha biiyiik kanallar
olusturup, foramina papillaris aracilifiyla bobrek pelvisine bosalirlar [Kasirga,
2015].
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Bobrekler kanin osmotik basincini sabit tutmak icin degisik miktarda elektrolit
atilmasmi saglayarak, viicudu zararli maddelerden temizleyen ve metabolizma
sonucu meydana gelen atik maddelerden iire, kreatinin, iirik asit gibi toksik
maddelerin atilmasini saglayan organdir. Ayn1 zamanda viicut i¢in gerekli olan
maddelerin geri emilimini saglayarak da (glikoz, aminoasit gibi) madde kaybini 6nler
ve asit baz dengesinin diizenlenmesine de yardimei olurlar [Yirekli, 2014].
Bobrekler eritropoietin salgilayarak eritrosit yapiminin diizenlenmesi, arteryel kan
basincinin diizenlenmesi, bazi hormonlarin salgilanmasi, metabolize edilmesi ve
atilmasi, uzun siireli aglik esnasinda aminoasitlerden glikoz sentezleme
(glikoneogenez) gibi gorevleri vardir [Kasirga, 2015]. Ayrica bdbreklerden
hemoglobinin yikimi sonucu olusan son {iriin biluribin, hormon metabolitleri, ilaglar

ve besin maddeleri gibi disaridan alinan yabanci maddelerde atilir.
2.14.2. Bobrek hastaliklar1 ve mitokondri

Bobrek viicudun metabolizmasini, plazma hemodinamigini, elektrolitleri ve su
homeostazini, besin maddelerinin tekrar emilimini ve hormon salgilanmasini aktif
olarak korumak i¢in olaganiistii miktarda enerji isteyen hayati bir organtir. Bobrek
oldukga enerjik bir organdir ve mitokondri sayisi ve oksijen tiiketiminde kalpten
sonra ikinci sirada yer almaktadir. Bu nedenle, enerji santrali mitokondrideki
bozukluklar bobrek hastaliklarinin patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir [Duann
and Lin, 2017].

Mitokondrinin ¢ogalmasi anlamina gelen mitokondriyal biyojenez diger dokularda
oldugu gibi bobrek i¢inde ¢ok Onemlidir. Dokudaki mitokondri sayisnin artmasi
yaslanma, doku hipoksisi, asir1 glikoz veya yag asidi yiiklenmesi sonucu ortaya ¢ikan
hiicre hasarini ortadan kaldiracak olan antioksidan savunma mekanizmalarini arttirir.
Eger dokuda yeterli mitokondri yoksa bu metabolik siire¢lerdeki olumsuzluklar akut

ve kronik bobrek hastaliklarina neden olur [Weinberg, 2011].

Bobrek hiicrelerinde ve dokularinda mitokondriyal pargalanma sonucunda diyabetik
nefropatinin yani sira akut bobrek hasarinin da ortaya ¢iktigi deneysel modellerle
gosterilmistir. Hem akut hem de kronik bobrek hastaliklart mitokondriyal patolojinin

rol oynadigi karmagsik patojenik mekanizmalar1 igermektedir. Son zamanlarda
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yapilan c¢aligmalar, bdbrek iskemi-reperfiizyonu, nefrotoksisite, ndrodejeneratif
hastaliklar ve bdbrek yetmezligi gibi akut ve ilerleyici bobrek hastaliginda
mitokondriyal dinamiklerdeki degisikliklerin 6nemli rol oynadigi ortaya konmustur
[Zhan et al., 2013].

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) oksidatif stres ile seyreden sebep-sonug iliskisi
bilinmeyen klinik tablolardan bir tanesidir. Son zamanlarda KBY hastalarinin
tedavilerinden birisi olan hemodiyaliz de oksidatif stresi arttirict etki gostermektedir.
Hemodiyaliz esnasinda ortaya ¢ikan serbest oksijen radikallerinin en 6nemli kaynagi
membranin aktive ettigi polimorfoniikleer lenfositlerdir. Aktive olan PMNL’den
salan stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve hipoklorik asit
gibi reaktif oksijen iirlinleri protein ve lipid yapilarda hasara neden olmaktadir

[Koken ve ark., 2004].

Son zamanlarda yapilan hayvan galismalarinda ROT'larin bobrek hastaliklarinda
patofizyolojik onemleri tespit edilmistir. Bobrek dokusu veya idrarda oksidan hasar
tirtinlerinin  tespit edilmesi yaninda, ROT inhibitorleriyle koruyucu etkinin
gosterilmesi bunu kanitlamistir. Glomeriiler hastaliklar, akut bobrek yetmezligi ve
pyelonefrit ROT'larin  patogenezinde rol oynadigi diisiiniilen  bobrek
hastaliklarindandir. ROT kaynaklar1 bobrek hiicreleri, nétrofiller veya dolagimdaki
diger hiicreler olabilir. Glomeriiler mesangial hiicreler kompleman 5b-9-membran
kompleksleriyle reaksiyona girdiklerinde ROT sentezleyebilirler. Bobreklerde olusan
ve doku hasarina yol agan oksidan radikaller bobregin antioksidan savunma
sistemleriyle temizlenirler. KBY’nde ise ROT'lar artmig, antioksidan savunma ise
azalmistir. Bozulan bu denge iiremiye bagli aneminin patogenezinde de rol
oynayabilir. Anjiotensin doniistiiriici enzim inhibitorii olan kaptopril siilfidril grubu
da icerdiginden in vivo antioksidan Ozellige de sahip olup KBY ve diyabetik
nefropatili hastalarda hastaligin progresyonunu azaltabilmektedir [Cavdar ve ark.,
1997].

Bobrek kan akimindaki azalma veya kesilme ve sonradan olusan reperfiizyon ile
birlikte ¢esitli derecelerde doku hasar1 olusturmaktadir. Bobrek iskemi/reperfiizyon

hasarinda, iskemi sonrasi bobrek fonksiyon bozukluklarinda ROT en 6nemli rolii
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oynamaktadir. Ayrica reperfiizyonu takiben ROT’da hizla yiikselme oldugu ve
bunun sonucu olarak lipit peroksidasyon diizeyinde artis oldugu bildirilmektedir. I/R
hasarmin geriye donebilmesi, bobrek tiibiiler hiicrelerinin nefron boyunca hasarli
epitel hiicrelerinin yerini alma ve yenilenme yetenegine baghdir [Aydogdu ve ark.,

2005].

Diabetes Mellitus, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden
kronik bir hastaliktir. Diyabetik nefropati diinyada ve ililkemizde son dénem bdbrek
yetersizligi (SDBY) nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Diyabetik
nefropatide en 6nemli glomeriiler lezyonlar, kapiller bazal membran kalinlagmalari,
diffiiz glomeriiloskleroz ve nodiiler glomeriilosklerozdur. Diffiiz glomeriiloskleroz,
mezengial hiicre proliferasyonu ve beraberinde mezengial matrikste diffiiz artis
olarak tanimlanabilir ve her zaman bazal membran kalinlasmasi ile iliskilidir. SDBY
pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bulunan denge oksidatif stresin artmasi
yoniine kaymustir. Bu yiizden son zamanlarda SDBY hastalarinda oksidatif stres ve
antioksidanlarla ilgili ¢alismalar 6nem arz etmektedir. Deneysel olarak diyabet
yapilan sicanlarda ve diyabet hastalarinda oksijen radikallerinin ve lipid

peroksidasyonunun arttig1 tespit edilmistir [Donder ve ark., 2012].

Zhang ve ark.’nin yaptiklar1 ¢aligmada hiperglisemide serbest radikal tiretimindeki
artisin diyabet komplikasyonlarmin gelisiminde rol aldigini, oksidatif stres artiginin
apoptozise yol acgtigim1 ve apoptozisin diyabetik nefropati gelisiminde etkili

olabilecegini gostermislerdir [Oniz, 2004].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Deneysel ¢alismamizin deney hayvanlari ile olan kism1 Ondokuz Mayis Universitesi
Cerrahi Arastirma Merkezi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda, Samsun Ondokuz
May1s Universitesi Etik Kurulu'nun (HADYEK 2014/24) sayili izni ile yapilmistir.
Biyokimyasal ¢alismalar ise Amasya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimii ve Amasya Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.
3.1.1. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

Spektrofotometre (Shimadzu UV-VIS 1240), Hassas terazi (Mettler Toledo MS
2045/01), Santrifiij (Sigma 3-30K), Homojenizator (IKA digital T25), Mikroplaka
okuyucu (Multiscan GO, Thermo Scientific), -20°C derin dondurucu (Vestel), Etiiv
(UN160, Memmert), -80°C derin dondurucu (Thermo Scientific), Ultra saf su cihazi
(Direct-Q 8UV, Merck), Vorteks (Vortex 4, 1KA), Otomatik pipetler (Thermo
Scientific), Isiticili manyetik karistirict (C-MAG HS7, IKA), pH metre (Radiometer
Analytical PHM 210), Su banyosu, Sonikatér (Jeiotech 3T-13AB-239), makas,

nester, jilet, whatman siizge¢ kagidu.
3.1.2.Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve hazirlamislar:

Akrilamit (CAS Number 79-06-1) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan
satin alindi. Caligmada kullanilan akrilamit %0, 9’luk NaCI kullanilarak 3,1 gr/ml
olacak sekilde stok ¢ozelti olarak hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden hayvanlarin
agirliklart goz Onlinde bulundurularak 50 mg/kg olarak introperitonal verildi.
Moroccan organik argan yagi Alassala Ltd. (Nottingham, UK)’ den satin alindu.
Caligmada kullanilan argan yaginin igerigi Tablo 2.2°de verilmistir. Argan yagi
herhangi bir ¢oziicli kullanilmadan, deney hayvanlarina direkt olarak gavaj aleti ile 6

ml/kg olacak sekilde verildi.

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

Calismalarda kullanilan diger kimyasal maddeler analitik safliktadir.
3.1.3. Deney hayvanlari ve deney gruplari

Deneysel ¢alismamizda 225-275 gram agirlikta saglikli, Spraque Dawley cinsi, 20
adet disi albino siganlar kullanildi. Deney siirecinde (30 giin) tiim sicanlar
polikarbonat seffaf kafeslerde standart sigan yemi ile beslenmis ve ¢esme suyu
verilmistir. Deney hayvanlar1 arasindan rastgele secimle her birinde n=5 sigan olmak

lizere toplam 4 grup olusturuldu. Bu gruplar;

Grup (K): Bu gruptaki ratlara 30 giin boyunca hergiin intraperitonal (i.p) 1 ml %0,9
lukNaCl verildi.

Grup (AK): Deney hayvanlarina haftada 3 giin olacak sekilde i.p olarak 50 mg/kg

olacak sekilde akrilamit verildi.

Grup (AR): Deney hayvanlarina her giin 6 ml/kg olacak sekilde oral yolla (gavaj aleti

kullanilarak) argan yagi verildi.

Grup (AK+AR): Deney hayvanlarina 30 giin boyunca yukaridaki doz ve siirelerde

akrilamitle birlikte argan yagi verildi.
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Deney asamasi boyunca ratlarin yeme ve igmelerinde higbir kisitlamaya gidilmeden
gerekli miktarda yem ve su verilip, temizlige ¢ok dikkat edilerek 30 giinliik deney

asamasi bitirildi.
3.2. Metod
3.2.1. Dokularinin elde edilmesi ve analizlere hazirlanmasi

Otuz giinliik deney sonunda servikal dislokasyonla oldiiriilen ratlarin karaciger ve
bobrekleri 0,15 M NaClI solisyonu kullanilarak perfiize edildi, kirmizi kan hiicreleri
dokulardan uzaklastirildi. Dokular hizli bir sekilde kurutma kagidi ile kurutuldu,
tartild1 ve kullanilincaya kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi. Dokularin bir
kism1 % 1,17 KCI igeren fosfat tamponunda (0,1 M, pH 7,4) homojenize edildi.
Homojenatlar tiilbentten siiziildii ve 600 g de 4°C’de 1 saat santrifiij edildi.
Stipernatantin bir kism1 NOXx tayini i¢in kullanildi. Stipernatin bir kismi ise 10,000 g,
4°C’de 15 dk tekrar santrifiij edildi ve siipernatant sitozolik GST ve G6PD aktivite
tayininde kullanildi. Dokularin kalan kismi1 % 0,5 HTAB igeren fosfat tamponu (0,05
M, pH 6) i¢inde homojenize edildi. Boylelikle dokularda membrana bagli bulunan
MPO agi8a cikarildi. Homojenat daha sonra 10,000 g de, 4°C’de 10 dk santrifii
edildi ve stipernatant MPO aktivite tayini igin kullanildi.

3.2.2. Karaciger ve bobrekten mitokondri izolasyonu

Karaciger ve bobrekden mitokondri izolasyonu diferansiyel santrifiij yontemi
kullanilarak yapild1 [Johnson and Lardy, 1967]. Dokular A tamponunda (250 mM
stikroz, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, pH 7,6) homojenize -edildi.
Homojenizasyondan sonra pH test kagitlar1 ile 2 M Tris kullanilarak 7,6’ya
ayarlandi. Homojenatlar 1,000 g de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak
7,000 g de 10 dk daha santrifiij edildi. Buradan elde edilen siipernatantlar ayrildi ve
post mitokondriyal fraksiyon olarak saklandi. Bu asamadan sonra pellet kisminda
kalan mitokondriyal fraksiyon ile ¢alisildi. Mitokondriyal fraksiyonlar B tamponu
[250 mM siikroz, 10 Mm Tris—HCI, 0,AmM EGTA, pH 7,6] kullanilarak 1,000 ve
7,000 g de 15 dksantrifiij edilerek yikandi. B tamponu ile yikanma sirasinda cam

cubuklar kullanilarak mitokondriyal pelletin iyice dagilmasi ve yikanmasi saglandi.
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Elde edilen yikanmis pellet daha sonra az miktarda tampon B ile siispanse edildi. Bu
slispansiyonda protein tayini yapildi [Lowry et al. 1951]. Mitokondriyal fraksiyon ve
post mitokondriyal fraksiyon kullanilincaya kadar —80 °C’de derin dondurucuda

saklandi.
3.2.3. Miyeloperoksidaz aktivitesinin belirlenmesi

MPO aktivitesi Bradley et al. [1982]’¢ gore yapildi. Kisaca 0,1 ml siipernatant
tizerine 2,9 ml 0,19 mg/ml o-dianizidin kloriir substrat olarak 0,0005% H,0O; igeren
fosfat tamponu (0,05 M, pH 6) eklendi. Bes dakika siiresince o-dianozidinin okside
formlar1 ile olusan renkli solisyonun absorbans1 460 nm’ de spektrofotometrik olarak
ol¢iildii. Bir U MPO aktivitesi x/y"‘l.lSXlO'2 formiilii kullanilarak hesaplandi.
Burada x, AOD ve y, reaksiyon siiresini gostermektedir. Sonuglar U/g protein olarak
ifade edildi.

3.2.4. Dokularda total nitritin (NOXx) belirlenmesi

Total nitrit (NO; + NO3) seviyesinin belirlenmesinde Doganay ve ark., [2002]’in
enzimatik metodu kullanildi. Bu metod dokudaki total nitritin belirlenmesinde son
derece hassas bir yontemdir. Ilk once doku nitrati (NO3) NADH-bagimli nitrat
rediiktaz enzimi kullanilarak nitrite (NO,) donistiiriiliir. Daha sonra dokudaki total
nitrit seviyesi Griess reaksiyonu ile 6l¢iiliir. Standart olarak sodyum nitrat (NaNO,)

(10-100 uM) kullanildi ve doku total nitrit seviyesi pmol/g doku olarak belirlendi.

3.2.5. Glutatyon-S-transferaz ve glukoz-6P-dehidrogenaz aktivitelerinin

belirlenmesi

GST aktivitesi Habig et al. [1974]’e gore yapildi. Reaksiyon GSH’in CDNB ile
reaksiyona girerek konjugasyon olusturmasi ve bu konjugasyonun 340 nm de
absorbansinin 6lgiimiine dayanir. Reaksiyon karigimi 0,1M, pH 6,5 fosfat tamponu
icinde 30 mM CDNB ve 30 mM GSH icermektedir. Sonuglar pmol/dk mg protein

olarak ifade edilmistir. Reaksiyonda post mitokondriyal fraksiyon kullanilmstir.

G6PD aktivitesi Zaheer et al. [1965]” e gére yapilmustir. U¢ m1’lik reaksiyon karisimi
0,3 ml Tris-HCI tamponu (0,05 M, pH 7,6), 0,1 ml NADP (0,1 M), 0,1 ml glukoz-6-
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fosfat, 0,1 ml MgCl;, ve 2,1 ml distile su igermektedir. Absorbans degisimi 340 nm
de kaydedildi ve enzim aktivitesi NADP i¢in molar absorpsiyon katsayisi, &=
6,22x10°M™ cm™ kullanilarak hesapland1 ve sonuglar nmol redukte NADP/dk/mg

protein olarak ifade edildi.
3.2.6. Mitokondriyal oksidatif stresin belirlenmesi

Mitokondriyal Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Mn-SOD aktivitesi (EC 1.15.1.1) Madamanchi et al. [1984]’e gére yapild:.
Reaksiyon karigimi fosfat tamponu (0,05 M, pH 7) 0,1 mM EDTA, 13 mM
methionin, 2 uM riboflavin, nitrobluetetrazolium (NBT) ve enzim ektrakti
icermektedir. Uriin karistirilarak karanlik bir ortamdaki florasans 1s13a (15-W) 30 dk.
maruz birakildi. Isik kapatildi, reaksiyon durduruldu. Numunelerin absorbanslari
1518a maruz birakilmayan kore kars1 560 nm’de okundu. Isik ve riboflavin varliginda
560 nm’de NBT nin %50 inhibisyonuna karsilik gelen enzim 1 U olarak tanmimlandi.

Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

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

Rediikte Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

Dokulardaki GSH diizeyi Moron et al. [1979]’a gore yapildi. Reaksiyon karigimi
fosfat tamponu (0,15 M, pH 7), 5SmM EDTA ve DTNB’den olusmaktadir. Reaksiyon
sonucunda olusan sar1 renkli bilesik 5-thio-2-nitrobenzoik asit 412 nm’de
spektrofotometrik olarak izlenmektedir. 5-thio-2-nitrobenzoik asit i¢in molar
absorblama katsayis1 €e=13,6 mM™ cm™ kullamilarak hesaplama yapildi ve nmol/mg

protein olarak ifade edildi.
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Lipit peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi

Doku LP seviyesi Esterbauer ve Chessman [1990]’a goére yapildi. Uygun miktarda
mitokondriyal fraksiyon 1hacim %20 TCA ve 2 hacim TBA (%0,67) ile
karistirilarak 45 dk 80 °C’lik su banyosunda bekletildi. Buzda sogutulan 6rnekler oda
isisinda 10 dk 3,000 g de santrifiij edildi. Temiz sitipernatantlar 535 nm ‘de
spektrofotometrede kore karst okundu. LP idrlinlerinin % 99’unu MDA
olusturmaktadir ve MDA i¢in molarabsorblama katsayisi e=1,56x10°> M cm™
kullanilarak hesaplama yapildi ve sonuglar nmol malondialdehit/mg protein olarak

ifade edildi.

Protein Karbonil Miktarinin Belirlenmesi

PK miktarinin belirlenmesinde PK gruplarinin DNPH ile reaksiyonlar1 esas alinarak
calisgilmistir [Levine et al. 1990]. Mitokondriyal fraksiyonlar {izerine olasi DNA
kontaminasyonunu ortadan kaldirmak amaci ile %10 olacak sekilde streptomisin
stilfat eklendi ve 11,000 g de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatantlar alinarak 0,5
ml DNPH ilave edildi, 15 dakikada bir vortekslenerek oda 1sisinda, karanlikta 1 saat
beklendi. Proteinlerin ¢okmesi i¢in 0, 5 ml %20°1lik TCA ilave edildi. Karistirildiktan
sonra 11,0009’ de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi, siipernatant atildi. Pellet 3 kez
etanol:etil asetat (1:1,v/v) ile yikanarak serbest DNPH ve lipit kontaminantlari
uzaklastirildi. En son pellet 6 M guanidine hidroklorit icinde 37°C’de 1 saat
bekletilerek ¢coziinmesi saglandi. Protein karbonil miktar1 dinitrofenil hidrazinin 370
nm’deki molar absorbsiyon katsayisi €=22 mM ' cm ™ esas almarak olgiildii.

Sonuglar nmol DNPH /mg protein olarak ifade edildi.

Mitokondriyal Oksidatif Fosforilasyon ve TCA Enzimlerinin Belirlenmesi

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon enzimleri tayin edilmeden 6nce mitokondri
membranina tutunmus bu enzimlerin serbest hale getirilebilmesi i¢in hidrofobik
membran proteinlerinin izolasyonunda etkili fakat diger deterjanlara goére enzim
aktivitelerini daha iyi koruyan non-iyonik bir deterjan olan dodesil-B-D-maltozid
kullanildi. Mitokondriyal fraksiyon {izerine 1/10 olacak sekilde bu deterjandan ve %
1 olacak sekilde proteaz inhibitor kokteyl ilave edildi.
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Belirli araliklarla yaklasik 10 dakika orta hizda su banyosunda sonike edildi. Final
protein konsantrasyonu Tris—HCI tamponu (50 mM, pH 7,5) kullanilarak 5 mg/ml
olacak sekilde ayarland1 ve 10,000 g’de 4 °C’de 15 dk santrifiij edilerek siipernatant
ayrildu.

Komplex | (NADH ubikinonoksidorediiktaz veya NADH dehidrogenaz) aktivitesinin

belirlenmesi

Komplex 1 aktivitesi Janssen ve ark. [2007]’na gore yapildi. Reaksiyon karisimi
fosfat tamponu (0,025 M, pH 7,2), 1 uM antimisin A, 3 g/L BSA, 2 mM KCN, 5 mM
MgCI2, ubikinon, 80 puM 2,6-diklorofenolindofenol (DCIP), 0,2mM NADH ve
mitokondriyal proteinden olusmaktadir. Absorbans 600 nm ‘de 2 dk boyunca izlenir.
DCPIP i¢in £=19,1 mM™ cm™ kullanilarak hesapland: ve sonuglar pmol DCIP/dk/mg
protein olarak ifade edildi.

Komplex 1l (Siiksinatdehidrogenaz) aktivitesinin belirlenmesi

Komplex Il aktivitesi de Janssen ve ark.[2007]’na gore yapildi. Reaksiyon karisimi
fosfat tamponu (0,050 M, pH 7,2), 3 g/L BSA, 1 uM antimisin A, 2 mM EDTA, 2
mM KCN, 1 uM rotenon, 20 mM sodyum siiksinat, ubikinon ve mitokondriyal
proteinden olugsmaktadir. Reaksiyon DCIP’in ilavesi ile baslatildi ve
spektrofotometrik olarak 600 nm’de 4 dk izlendi. Sonuglar pmol DCIP/dk/mg
protein olarak ifade edildi.

Komplex IV (sitokromoksidaz veva sitokrom aa3) aktivitesinin belirlenmesi

Kompleks IV aktivitesi c¢alisilmadan o©nce sodyum dithionat kullanilarak
ferrisitokrom C’den 1 mM’lik ferrositokrom C g¢ozeltisi elde edildi [Spinazzi et
al.,2012]. Bunun ig¢in ferrisitokrom C fosfat tamponunda ¢6ziildi (20 mM, pH 7) ve
1 ml hacim i¢in pipetin ucu 5-10 tane sodyum dithionat ilave edildi. Solisyonun rengi

kahverenginden turuncu-pembeye doniinceye kadar vortexlendi.

Kompleks IV aktivitesi Trounce ve ark. [1996]" na gore yapildi. 1 ml ferrositokrom
C uygun miktardaki mitokondriyal protein ile karigtirildi. Mitokondriyal protein

kullanilmadan o6nce %0,5 Tween 80 igeren fosfat tamponunda bir ka¢ kez
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dondurulup ¢oziildii. 550 nm’de absorbans 4 dk o6l¢iildii ve sonuglar pmol okside

stokrom C/dk/mg protein olarak ifade edildi.

[zositratdehidrogenaz Aktivitesinin Belirlenmesi

NADP" bagimli mitokondriyal izositrat dehidrogenaz (mID) aktivitesi Fatania ve
ark.[1993]’na gore yapildi. Reaksiyon karisimi Tris tamponu (0,040 M, pH 7,4), 2
mM NADP®, 2 mM MgCl,, izositrat ve bir miktar mitokondriyal proteinden
olugmaktadir. Reaksiyon 25 °C’de 340 nm’de okundu, enzim aktivitesi NADP+ icin
e= 6,22x10°M™ cm™ kullanilarak hesaplandi ve sonuglar pmol rediikte
NADP+/dk/mg olarak ifade edildi.

Alfa Ketoglutarat Dehidrogenaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Alfa ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesi Lucas ve ark.[2003]’nin metoduna gore
yapildi. Reaksiyon karigimi fosfat tamponu (0,025 M, pH 7,2), 5 mM MgCl,, 40 Mm
rotenon, alfa-ketogluterat, 40 uM asetilkoenzim A, 0,2 mM, tiaminpirofosfat, 0,5
mM NAD" ve sonike edilmis mitokondriyal proteinden olusmaktadir. Reaksiyon oda
isisinda 340 nm’de NAD"nin rediiksiyonu spektrofotometrik olarak izlendi.

Sonuglar pmol rediikte NAD" /dk/mg protein olarak ifade edildi.

Malatdehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

MD aktivitesi Gelpi ve ark. [1992]’na gore belirlendi. Reaksiyon karigimi fosfat
tamponu (0.1M, pH 7,4), 0,14 mM NADH, oksaloasetat ve mitokondriyal proteinden
olusmaktadir. Reaksiyon 30 °C’de 340 nm’de NAD"nin rediiksiyonu
spektrofotometrik olarak izlendi. Sonuclar pumol rediikte NAD" /dk/mg protein
olarak ifade edildi.

ATP Seviyesinin Belirlenmesi

ATP tayini ticari olarak satilan kolorimetrik/florometrik ATP tayin kiti kullanilarak
yapildi. Absorbanslar 570 nm’de numunelerin 30 dk’lik inkiibasyonunun ardindan
mikroplaka cihazinda (Thermo, Multiskan GO) okundu. ATP kitindeki Onergelere
uygun olarak hazirlanan ATP standart grafiginden yararlanilarak konsantrasyonlar

hesapland1 ve sonuglar nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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Mitokondral Metabolik Fonksiyonun Belirlenmesi

Mitokondriyal metabolik fonksiyonun belirlenmesinde Berridge ve Tan [1993]’1n
yontemi kullanildi. Kisaca mitokondri 6rnekleri 1 ml tampon (Mannitol-siikroz-
HEPES, 20 mM sodyum siiksinat, 1 mM NADH, pH 7,4) i¢inde inkiibe edildi. Bu
karisima 15 mikrolitre MTT (5 mg/ml) ilave edildi ve 370 C'de 1 saat inkiibe edildi.
Formazan kristaller sodyum dodesil siilfat-dimetil siilfoksit tamponunda saf suyla %
45'lik dimetil sulfoksit hazirlandi ve bu % 10 luk sodyum dodesil siilfatla
birlestirilerek pH 4,7 'ye ayarlandi. Cozeltinin absorbansi 570 nm'de absorbans

degisimleri okundu. Sonuglar AOD/ mg protein olarak ifade edildi.

[statiksel Analiz

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

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger ve Bobrekte Sitozolik G6PD ve GST, MPO Aktiviteleri ve
Toplam NOXx Seviyeleri

AA verilen ratlarda, kontrol grubuna kiyasla GST aktivitesinin karaciger ve bobrekte
sirast ile % 21 ve % 32 oraninda azaldigr goriilmistiir (p<0,05). Benzer sekilde
G6PD aktivitesinde de karaciger ve bobrekte sirasi ile % 29ve % 12 oraninda
azaldig1 gorilmistiir (p<0,05). AR’mn tek basina verildigi grup kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, karaciger ve bobrekte ne GST ne de G6PD aktivitesinde 6nemli bir
degisiklige neden olmadig1 goriilmistiir (p>0,05). AA’nin AR ile birlikte verildigi
grupta karacigerde ve bobrekte GST ve G6PD aktivitelerinde kontrol grubuna goére
onemli bir fark bulunamamistir (p>0,05). AA etkisi ile bu enzimlerde goriilen
baskilanmanin AR ile birlikte verildiginde ortadan kalktig1 ve enzim seviyelerinin
tamamen normale dondiigii goriilmiistiir. AR’ I GST ve G6PD aktiviteleri {izerine

bobrekte karacigere gore daha etkili oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.1. Gruplarin karaciger ve bobrekte GST aktivitesi
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Sekil 4.2. Gruplarin karaciger ve bobrekte G6PD aktivitesi

AA verilen ratlarda, kontrol grubuna kiyasla MPO aktivitesinin karaciger ve
bobrekte sirasi ile % 44 ve % 32 oraninda arttigi goriilmustiir (p<0,05). Benzer
sekilde, NOx seviyesininde karaciger ve bobrekte sirasi ile % 17 ve % 23 oraninda
artis gorilmistir (p<0,05). AR yaginin tek basma verildigi grup kontrol ile
kiyaslandiginda karaciger ve bobrekte MPO aktivitesinde ve NOx seviyesinde
onemli bir farklilik goriillmemistir (p>0,05). AA ve AR yag: birlikte verildigi grup
kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki inflamasyonel belirtegde de azalma

gorilmiis ve degerler normale donmiistiir.
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Sekil 4.3. Gruplarin karaciger ve bobrekte MPO aktivitesi
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Sekil 4.4. Gruplarin karaciger ve bobrekte NOx diizeyleri

4.2. Karaciger ve Bobrek Mitokondrisindeki Enzimatik ve Enzimatik Olmayan

Oksidatif Stres Parametreleri

Sekil 4.5.’de ve 4.6.’da gosterildigi gibi, AA verilen grupta Mn-SOD kontrol grubu
ile kiyaslandiginda karacigerde %30, bobrekte %23 ve GPx karacigerde % 36 ve
bobrekte % 37 oraninda belirgin oranda azalmistir (p <0,05). Buna karsin bobrek
Mn-SOD aktivitesinde AA etkisi ile belirgin bir degisiklik goriillmemistir. Tek basina
AR verilen grup kontrol grubu ile kiyaslandiginda her iki enzimde de 6nemli bir fark
goriilmemistir (p>0,05). AA ile birlikte AR verildiginde her iki dokuda da Mn-SOD

ve GPx aktivitelerinin tamamen normale dondiigli gorilmiistiir.
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Sekil 4.5. Gruplarin karaciger ve bobrekte Mn-SOD aktiviteleri
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Sekil 4.6. Gruplarin karaciger ve bobrekte GPx aktiviteleri

AA etkisi ile GSH miktar1 karacigerde % 35, bobrekte % 34 oraninda azalmistir (p
<0,05). Diger oksidatif stres parametrelerinden farkli olarak karacigerde tek basina
AR vyagi verilen grupta kontrol grubuna gore GSH miktarinda artis oldugu
goriilmistiir (p<0,05). AA+AR grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda ozellikle
karacigerde olmak iizere her iki dokuda da GSH miktarinin arttig1 goriilmistiir (Sekil

4.7).
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Sekil 4.7. Gruplarin karaciger ve bobrekte GSH seviyeleri
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Buna karsin 6nemli oksidatif stres parametresi olan LP’nin karacigerde %47 ve
bobrekte %36 oraninda arttigi goriilmistiir. Benzer sekilde AA etkisi ile PK
diizeyinin de karacigerde %57 ve bobrekte %68 oraninda onemli derecede arttigi
goriilmiistiir (p <0,05). AA ile birlikte AR yaginin verilmesi mitokondriyal GSH
miktarini artirarak, LP ve PK miktarin1 azaltarak AA ile indiiklenen mitokondriyal
oksidatif stres hasarini1 6nemli derecede azalttigi goriilmistiir (p <0,05). Her iki etken
maddenin birlikte verildigi grup, kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki dokuda
da LP ve PK degerlerinde anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.8. ve

Sekil 4.9.).
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Sekil 4.8. Gruplarin karaciger ve bobrekte LP seviyeleri
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Sekil 4.9. Gruplarin karaciger ve bobrekte PK seviyeleri
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4.3. Karaciger ve Biobrek Mitokondrisindeki Oksidatif Fosforilasyon, TCA
Enzimleri, ATP Seviyesi ve Mitokondriyal Metabolik Fonksiyonun

Degerlendirilmesi

AA etkisi ile karaciger ve bobrekte oksidatif fosforilasyon enzimlerde énemli oranda
baskilanma goriilmistiir (p<0,05); Kompleks I, II ve IV i¢in sirasi ile karacigerde
%50, %28, %41 ve bobrekte %29,% 47, %16 oraninda azalmalar meydana gelmistir.
AA+AR grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, bobrekteki komplex IV
aktivitesi harig, diger tiim oksidatif fosforilasyon enzimlerin aralarinda 6nemli bir
fark olmadigi (p>0,05) yani AR yagmin AA etkisi ile azalan oksidatif fosforilasyon

enzimleri normalize ettigi gorilmiistiir.
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Sekil 4.10. Gruplarin karaciger ve bobrekte kompleks I aktiviteleri
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Sekil 4.11. Gruplarin karaciger ve bobrekte kompleks IT aktiviteleri
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Sekil 4.12. Gruplarmn karaciger ve bobrekte kompleks IV aktiviteleri

Benzer sekilde, TCA enzimleri ISD, a-KD enzimlerinde de AA etkisi ile sirasi ile
karacigerde %51, %40 ve bobrekte %28, %48 azalma goriilmistiir. AA ya da AR
yagi tek tek veya birlikte verildiginde bobrekte veya karacigerdeki MD aktivitesi
tizerine herhangi bir etki yapmamistir (p>0,05). AA ve AR yaginin birlikte verildigi
grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda AR yagi etkisi ile genel olarak enzim
aktivitelerinin arttifi ve gruplar arasinda istatiksel olarak bir fark olmadigi
goriilmiistiir. Istisnai olarak, AA+AR grubunda o-KD enzim aktivitesinin AA verilen
gruba gore arttg1 (p<0,05) fakat kontrol grubu ile kiyaslandiginda, bu artisin yeterli
olmadigi AA+AR grup degerlerinin kontrol grubu ile istatiksel olarak farkli oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Gruplarin karaciger ve bobrekte ISD aktiviteleri
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Sekil 4.14. Gruplarmn karaciger ve bobrekte a-KD aktiviteleri
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Sekil 4.15. Gruplarin karaciger ve bobrekte MD aktiviteleri

Genel olarak degerlendirildiginde, AR yaginin karacigerde a-KD ve bdbrekte
kompleks IV hari¢c hemen hemen biitiin oksidatif fosforilasyon ve TCA enzimlerini
tyilestirdigi, normale dondirdigii goriikmektedir. AR yaginin tek basina verildigi
grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece karacigerde o-KD enzim
aktivitesinin bobrekte ise komplex IV enzim aktivitesinin arttgi (p<0,05), diger

enzim aktiviteleri ile bir fark olmadigi (p>0,05) goriilmistiir.
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4.4. Karaciger ve Bobrekte ATP Miktar1 ve Mitokondriyal Membran

Potansiyeli Uzerine Etkisi

AA etkisi ile ATP miktar1 karacigerde %55, bobrekte % 33 oraninda azalmistir (p
<0,05). AR yagmin tek basina verildigi grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark goriilmemistir (p>0,05). AA+AR grubu kontrol grubu ile kiyaslandiginda
onemli bir farklilik goriilmemistir yani AR yagi karaciger ve bobrekte AA’le
indiiklenen ATP seviyesindeki azalmayi ortadan kaldirmistir (p>0,05).
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Sekil 4.16. Gruplarin karaciger ve bobrekte ATP seviyeleri

Benzer sekilde, AA etkisi ile MTT degeri karacigerde %25, bobrekte %28 oraninda
azalmistir (p <0,05). AR yaginin tek basina verildigi grup ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark goériilmemistir (p>0,05). AA+AR grubu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda o6nemli bir farklilik goriilmemistir yani AR yagi karaciger ve
ozellikle de bobrekte AA ile indiiklenen MTT degerindeki azalmayi ortadan
kaldirmistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Diyet, kimyasallar, endiistriyel ve laboratuvar ortamlar1 gibi ¢evresel faktorler goz
Oniine alindiginda AA modern insanin kaginilmaz olarak maruz kaldigi 6nemli bir
kimyasaldir. AA biiyiik oranda hemoglobine baglanir. Bu baglanma kimyasal sentez
fabrikalarinda, laboratuvarda poliakrilamit jel analizlerinde (54 pmol / g globin) ve
sigara igenlerde (116 pmol / g globin sigara igmeyenlerde 31 pmol/ g globin) olarak
tespit edilmistir. AA yiiksek 1sida pismis karbohidrattan zengin gidalarda bol
miktarda bulunmaktadir, 6rnegin ticari patates iirlinleri ve gevrek ekmekler yiiksek
sicakliklarda 1sitildiginda (150-4000 pg/kg) arasinda AA tespit edilebilmektedir. AA'

in kii¢iik ama siirekli maruz kalinan dozlari insan i¢in 6nemli tehlike arz etmektedir.

Litaratiirde AA'in dokularda nétrofil inflitrasyonunu ve MPO aktivitesini artirdigina
dair c¢alismalar bulunmaktadir. Calismamizda argan yaginin anti-inflamasyonel
etkisini gostermek i¢in oksidatif stresle de yakindan ilgili MPO aktivitesine ve doku
NOXx seviyesine bakildi. MPO, hidrojen peroksti uzaklastiran ve toksik hipoklor
(HOCI) olusumuna neden olarak inflamasyonu artiran bir lizozomal enzimdir
[Lefkowitz and Lefkowitz, 2008]. MPO ayni zamanda ROT’un, nitrik oksit
radikallerinin, komplement faktorlerin ve pro-inflamasyonel sitokininlerin
olusmasinda rol oynar. MPO sadece graniilositler tarafindan olusturulan
antimikrobiyal amagl bir enzim degildir ayn1 zamanda dejeneratif ve immiinolojik
bobrek hastaliklarinin gelisiminde de rol oynar [Malle et al.,2003]. Calismamizda
AA etkisi MPO aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. Ondort giin boyunca 5, 10 ve 20
mg/kg AA verilen ratlarin bobrek, karaciger ve beyin dokularinda MPO aktivitesinin
arttg1 goriilmiistiir [Zhang et al., 2013]. Benzer sekilde ratlara 10 giin boyunca
verilen 40 mg/kg (i.p) AA’in karaciger, bobrek, beyin ve testislerde notrofil
infilitrasyonunun artigina paralel olarak MPO aktivitesinin de anlamli derecede
artirdigr gézlemlenmistir [Alturfan et al., 2012]. Ratlara 30 giin boyunca 20 mg/kg
gavajla AA verilen ratlarin karaciger, beyin ve testislerinde MPO aktivitesinin arttig1
goriilmiistiir [El-Beltagi and Ahmed, 2016].

Her ne kadar diisiik miktardaki NO diger serbest radikaller gibi basta karaciger

olmak iizere dokularda dolagimin optimal olarak ger¢eklesmesinde Onemli rol
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oynasada asir1 liretimi nitrosative stresin sebebi olmaktadir. Karacigerde hem endotel
hiicreleri eNOS (endotelyal nitrik oksit sentetaz) ve kupffer hiicreleri iINOS
(indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz) iireterek vazodilasyonu artirmakta ve doku
dolasiminin saglikli olmasini saglamaktadir. Ancak diger serbest radikallerle birlikte
NO ve sitokininlerin tiretimi kanin sekilli elemanlarinin  endotel hiicrelere
yapigmasina ve doku iskemisine neden olarak dokuda hasarina neden olmaktadir. NO
dokuda serbest radikallere baglanarak onlarin etkisini azaltiyor gibi goéziikse de
olusan peroksinitrit hemen uzaklastirilmaz ise nitrosative strese neden olur bu durum
ise lipit peroksidasyonuna ve doku hasarina neden olmaktadir. Nitekim deneysel
olarak karaciger toksititesi olusmadan 6nce NO olusumunu bloke eden L-NAME
gibi maddelerin verilmesi hasari o6nleyebilmektedir [Tir, 2008]. Prasad ve
Muralidhara [2014] yaptiklar1 c¢aligmalarda haftada 3 giin 5 hafta boyunca (50
mg/kg) AA verilen ratlarin beyinlerinde oksidatif stresle birlikte NOx seviyesinin
arttigin1 gozlemlemislerdir. Onbes giin boyunca 20 mg/kg agirhiginda AA verilen rat
karaciger ve bobrek dokusunda NO miktarmin arttigi goriilmistiir [Abdel-Daim ve
ark., 2015]. Benzer sekilde 1 mg/kg/giin AA ile beslenen rat karaciger ve beyin
dokularinda NO miktarinin arttig1 gosterilmistir [Ghareeb et. al., 2010].

Calismamizda gerek karaciger gerekse bobrek mitokondrilerinde AA etkisi ile PK ve
LP'nin belirgin bir sekilde arttigi goriilmiistir. Dokularda artan bu oksidatif stres
parametreleri artan MPO ve NOx seviyesi ile ilgilidir ¢linkii MPO tarafindan
olusturulan klorlu bilesikler nitril kloriir (NO,CI) ve azot dioksit (NO)
mitokondriyal lipit ve proteinleri etkileyerek PK ve LP'nin artmasina neden
olmustur. AA uygulanmis BV-2 mikrogliyal hiicrelerde NO miktarinin arttigi ve
kompleks I, Il ve IV oksidatif fosforilasyon enzimlerinin baskilanarak mitokondriyal

fonksiyonlarin bozuldugu goértilmiistiir [Liu ve ark., 2015].

Calismamizda haftada 3 giin 50 mg/kg AA verilen ratlarda sitozolik GST ve G6PD
aktivitelerinin hem karacigerde hem de bobrekte belirgin bir sekilde azaldig fakat bu
baskilanmanin AR yagi etkisi ile ortadan kalktigi goriilmektedir. Bunun aksine
Zhang ve ark., (2013) 14 giin boyunca 5, 10 ve 20 mg/kg AA verilen ratlarin bobrek,
karaciger ve beyin dokularinda GST aktivitesinin arttdin1 rapor etmislerdir. GST

enziminin regule edilmesinde G6PD enziminin 6nemi biyiiktir. G6PD enzimi
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pentoz fosfat yolunun yani sitozolik NADPH olusturan metabolik yolun énemli bir
enzimidir. NADPH hi¢ kuskusuz en 6nemli rediiktanlardan biridir, GSSG glutatyon
rediiktaz tarafindan tekrar GSH haline donisiimiinii saglar ve oksidatif stresin
Oonlenmesinde son derece Onemlidir. G6PD enzimi bakimindan mutant farelerin
bobreklerinde GSH seviyesinin azaldigi ve oksidatif hasarin arttigi gorilmistiir [Xu
et.al., 2010]. AR yagmin G6PD enzimi iizerindeki etkisi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya
konmustur. Fakat AR yaginin glutatyon bagimli enzim olan GST aktivitesi iizerine
regiile edici etkisi rat karacigerinde gosterilmistir. Argan yaginin 3 hafta boyunca 5
ml/kg gavaj yolu ile verilmesi rat karacigerinde civa klorir ile baskilanan GST

enziminin normale dénmesine neden olmustur [Necib et al., 2013].

Daha oOnce yapilan calismalar AA toksititesinin esas mekanizmasinin GSH
miktarindaki baskilanma ile ilgili oldugunu ortaya koymuslardir [Yousef and El-
Demerdash,2006; Krishna and Muralidhara, 2015]. Litaratiirde AA'in gesitli
dokularda oksidatif stres olusturduguna iliskin deneysel hayvan ¢alismalari
bulunmaktadir fakat subselliller diizeyde yani sitozolik ve mitokondriyal
fraksiyonlarda karaciger ve bobrek dokusunda AA'in olusturdugu hasar detayl
olarak ilk kez bu ¢aligma ile ortaya konmustur. S6zgelimi; AA’in karaciger, akciger,
beyin ve testis gibi dokularda GSH seviyesini diisiirdiigii ve LP seviyesini artirdigin
Alturfanve ark [2012] tarafindan rapor edilmistir. Bes giin boyunca 50 mg/kg AA
verilen farelerde karaciger sitozolik CuZn-SOD ve GPx aktivitelerinde baskilanma
oldugu goriilmiistiir [Zhao ve ark.,2015]. Calismamizda AA etkisi ile mitokondriyal
GSH seviyesindeki azalma mitokondrideki ROT'nin ve LP'mun artmasina neden
olarak mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina neden olmustur. GSH
seviyesindeki azalma karaciger ve bobrek mitokondrisinde yer alan—SH igeren enzim
ve proteinlerin yapilarinin bozulmasina da sebep olabilmektedir. AA verilen deney
hayvanlarinda mitokondriyal GSH seviyesinin diigmesine bagli olarak ortaya ¢ikan
mitokondriyal oksidatif stres rat karacigerinde [Lee ve ark., 2012] ve beyin
dokusunda [Krishnave Muralidhara, 2015; Aydin, 2017] gosterilmistir.

AA’in in vivo karaciger ve bobrek mitokondriyal antioksidan enzimleri {izerine olan
etkisi ilk kez bu calisma ile gosterilmistir. AA ile mitokondriyal LP ve PK miktari

artmig, mitokondriyal antioksidan enzimler (MnSOD ve GPx)’nin seviyelerinde
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onemli diigiisler meydana gelmistir. Biitiin bu bulgular 50 mg/kg haftada 3 giin 30
giin boyunca verilen AA’in karaciger ve bobrek mitokondrilerinde ciddi oranda
oksidatif stress meydana getirdigini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde ayn1 dozdaki
AA’in rat beyin mitokondrilerinde de oksidatif strese neden oldugu goriilmiistiir

[Aydin, 2017].

AA ile birlikte AR yagi verilmesi her iki dokuda da MPO, NOx, PK, LP ve
enzimatik mitokondriyal enzim aktivitelerinin normale donmesine neden olmustur.
Elde ettigimiz bu bulgular AR yagmin antioksidan o6zelik tasidigini gostermektedir
ve litaratiirdeki bazi in vivo ve in vitro ¢aligmalar AR yagmin antioksidan
ozelliklerini destekler niteliktedir [Aydin, 2017; Khallouki ve ark., 2003; Necib ve
ark., 2013;El Abbassi ve ark., 2014; Eljaoudi ve ark., 2015]. AR yagi ayn1 zamanda
karaciger koruyucu 6zelligi tasimaktadir [El Abbassi ve ark., 2014] ve hemodiyaliz
hastalarinda oksidatif stresi ve kan lipit diizeylerini iyilestirdigi rapor edilmistir

[Eljaoudi ve ark., 2015].

Calismamizda AA’in mitokondriyal proton motive edici giiciinii azalttigi buna bagh
olarak ratlarin karaciger ve bobrek dokularinda ETS'nin inhibe edilerek ATP
sentezinin Onlendigi gorilmistir. Kompleks I ve kompleks IV ATP'nin
tiretilmesinde kritik rol oynayan mitokondriyal solunum enzimleridir. Zhao ve
ark.,[2015] yaptiklar1 galigmalarda AA verilen fare karacigerinde ROT miktarinin
arttigini, solunum enzimleri (kompleks I-1V) 'nin baskilandigini, mitokondriyal
membranindaki kardiolipin diizeyindeki azalmaya bagli olarak mitokondriyal
fonksiyonlarin ~ bozuldugunu rapor etmislerdir. Kardiolipin  mitokondriyal
membranlarin yag asiti komponentidir ve ETS i¢in son derece onemlidir. Hepatik
steatosisli hastalarda karacigerde bu fosfolipitin peroksidasyona ugramasi sonucu
kompleks 1 aktivitesinin bozuldugu gorilmistir [Gusdon ve ark., 2014].
Calismamizda haftada 3 giin 50 mg/kg AA verilen ratlarda oksidatif fosforilasyon
enzimlerinin baskilandigini gozlemledik. Ote yandan, Lee ve ark. [2012], igme
suyuna 500 mg / L AA'in 3 hafta siireyle verilmesinin, Big Blue fare karacigerlerinde
oksidatif fosforilasyon ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerinin 6nemli 6l¢iide
indiikledigini gézlemlemislerdir. AR yagmin karaciger ve bobrekte ETS enzimlerini

normalize ettigi AA ile olusan bu enzim aktivilerindeki baskilanmanin ortadan
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kalktigin1 gormekteyiz. Oleik asit (C18:1) argan yaginda bulunan esas tekli
doymamis yag asitidir. Mitokondriyal membranlarda tekli doymamis yag miktarinin
artmast mitokondriyal membranlarin peroksidatif hasara karsi dayanikliligini

artirmakta ve ETS'yi oksidatif hasara kars1 korumaktadir [Quiles ve ark., 2016].

Calismamizda ilk kez AA etkisi ile karaciger ve bobrek hasarinin TCA enzimleri,
ATP seviyesi ve mitokondriyal metabolik fonksiyonla iliskilerini ortaya
koyulmustur. Calabrese ve ark. [2001], oksidatif stresin ETS ve TCA enzimlerini
inhibe ederek ATP miktarin1 azalttigi ve hiicresel disfonksiyona neden oldugunu

gostermislerdir.

Memelilerde ISD'in degisik formlar1 bulunmaktadir. Biz ¢alismamizda mitokondriyal
NADP* bagimli ISD aktivitesini inceledik. 1SD mitokondriyal GSH'n
rejenerasyonunu saglayan NADPH "1 tireten ve bu nedenle mitokondriyal oksidatif
hasarin onlenmesinde ¢ok onemli rol oyanayan bir enzimdir. Calismamizda, AA
etkisi ile ISD aktivitesinin baskilandigin1 gozlemledik. Bu durum goéz Oniine
alindiginda AA etkisi ile karaciger ve bobrek mitokondrisindeki GSH miktarinin
diismesi beklenen bir sonugtu. ISD enzimindeki sistein residiilerinin enzimin
katalitik fonksiyonunda onemli rol oynadiklar1 ve bu sistein residiilerinin NO,
peroksinitrit, membran lipit peroksidasyon iiriinii 4- hidroksinonenal, H,O,, diamid
ve agir metaller tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir [Lee ve ark.,2003]. AA ile
birlikte AR verildiginde, AA tarafindan baskilanan ISD enzinin normale dondiigii
goriilmektedir. Bu durum AR yaginin enzimin muhtemel inhibitorleri olan membran
lipit peroksidasyon iiriinii 4- hidroksinonenal ve H,O;'in olusumunun engellenmesi
ile agiklanabilir. Ciinkii AR yagi lipit peroksidasyonunu ve HyO; olusumunu biiyiik
Ol¢iide engellemektedir [Eljaoudi ve ark., 2015; Aydin, 2017]. Calismamizda AA'in
a-KGD aktivitesini de inhibe ettigi goriilmektedir. a-KGD, NADH olusumunda
gorev alan ¢ok Onemli bir TCA dongiisii enzimidir. Bu enzimde ISD enziminde
oldugu gibi oksidanlara kars1 duyarlidir ve MPO f{iriinii hipoklorik asit ve mono-N-

kloramin gibi oksidanlar tarafindan inhibe edilebilmektedir [Jeitner ve ark., 2005].

Siiksinat dehidrogenaz ETS' nin konstitiiv bir enzimi olup MTT'den formazon

olusturur. MTT degeri mitokondrinin canliligini ve bioenergetigin davranigini
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gosterir. Calismamizda AA verilen farelerde MTT degerinin yani mitokondrinin
bioenergetik faaliyetlerinin azaldigr goriilmektedir bu bulgularin daha Onceki
caligmalarla uyumlu oldugu goriilmektedir [Krishna ve Muralidhara, 2015;
Aydin,2017]. AR yag tarfindan mitokondriyal dehidrogenazlarin, 6zellikle de

stiksinat dehidrogenazin aktivitesindeki artts MTT rediiksiyonunu artirmistir.

AR yag tarafindan mitokondriyal oksidatif stresin, bioergetigin, ETS ve TCA
enzimlerinin normallestirilmesi AR’ essiz igerigi ile ilgilidir. AR tokoferoller,
polifenoller ve. CoQ10 gibi 6nemli mitokondriyal antioksidanlar igermektedir
[Lopez ve ark., 2013]. Vitamin E'nin mitokondrideki siiperoksit olusumunu regiile
ettigi ve diyetsel vitamin E'nin doza bagl olarak iskelet kasi ve karacigerde
mitokondriyal H,O; olusumunu azalttig1 rapor edilmistir [Chow ve ark., 1999]. AR
ayn1 zamanda vanilik asit, siyringik asit, tirozol ve yiiksek miktarda ferulik asit
icermektedir [Khallouki ve ark., 2003]. Ferulik asitin dogal bir antioksidan oldugu,
ratlarin karaciger ve bdbreginde sepsisle indiiklenen oksidatif hasar1 onledigi
gosterilmistir [Bacanli ve ark., 2014]. Benzer sekilde CoQ10' da iyi bir antioksidan
olmanin yanisira elektron ve protonlarin transportunda ve ATP iiretiminde rol
oynayan dehidrogenaz enzimlerinin koenzimi olarak gorev yapmaktadir [Crane et.al.,
1997].
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6. SONUC VE ONERILER

AA, karaciger ve bobrek dokusunda direkt veya indirekt olarak reaktif oksijen ve
nitrojen tiirlerinin artmasina, oksidatif ve nitrositatif stresi artirarak doku hasarina
neden olmustur. AR yagi, inflamasyonu ve oksidatif stresi iyilestirmis, mitokondriyal
metabolik fonksiyon, ATP seviyesi, ETS ve TCA enzimlerinin aktivitesini
normallestirmistir. Sonug olarak AR yagmin AA ile indiiklenen oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirdigi sdylenelebilir. Bu sonuglarin 1g181inda, gida
kaynaklt AA toksikasyonlarindan korunabilmek ic¢in: Gidalarin 120 °C’den yiiksek
sicakliklarda pisirilmemesi, 6zellikle asparajin amino asidi bakimindan zengin olan
gidalarin (patates gibi) kizartilmasi yerine haslanarak tiiketilmesi tercih edilmelidir.
Gida kaynakli AA’e maruz kalan insanlar, sindirim kanali dokularinda ve
karacigerde GST aktivitesini artiran flavonoidlerden zengin sebze ve meyveleri
yeterli miktarlarda ve giinliik olarak tiiketmelidir. Gidalar ile viicuda alinan AA,
GSH ile konjuge edilerek viicut disina atilirken, genel olarak hiicrelerde bir GSH
azalmast meydana gelmektedir. Bunun i¢in insanlarm, énemli bir GSH 6nciilii olan
sistein amino asidinden zengin gidalar1 yeterli miktarlarda ve giinliik olarak
tilketmesi gerekir. Stirekli gida kaynakli AA’e maruz kalan insanlarin, genel olarak
viicudun antioksidan kapasitesini artiran maddeleri igeren gidalar1 sogan, sarimsak,
lahana, pirasa vb. bitkisel tiirleri, likopen igeren renkli sebze ve meyveleri, E
vitamini igeren kuruyemisleri giinliik diyetlerinde yeterli miktarlarda tiiketmelerini

ozellikle tavsiye ediyoruz.
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