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ÖZET 

 

Akrilamit (AA) halk sağlığı için risk oluĢturan önemli bir kimyasaldır. Argan 

yağı (AR), antioksidanlar ve fenolik bileĢikler bakımından zengindir. Bu 

çalıĢmada, rat karaciğer ve böbreğinde AA ile oluĢabilecek olası mitokondriyal 

oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyonlar üzerine AR’nın koruyucu 

etkisinin çalıĢılması amaçlanmıĢtır. Bu nedenle, Sprague Dawley ratlara AA (50 

mg / kg i.p, haftada 3 gün), AR (6 ml / kg o.p, her gün) ve AA ile birlikte AR 

olmak üzere 30 gün boyunca verildi. 

Genel olarak, AA verilen rat karaciğer ve böbreğinde sitozolik glutatyon s-

transferaz (GST), glukoz-6P-dehidrogenaz (G6PD) aktivitelerinde azalma buna 

karĢın miyeloperoksidaz (MPO) ve total nitrik oksit (NOx) seviyelerinde önemli 

artıĢlar görüldü. AA etkisi ile mitokondriyal redükte glutatyon (GSH) seviyesi 

ve antioksidan enzimlerde azalma olurken, mitokondriyal lipit peroksidasyonu 

(LP) ve protein karbonil (PK) seviyelerinde önemli artıĢlar meydana geldi. 

Ayrıca, AA verilen hayvanların karaciğer ve böbrek dokularında elektron 

transport zincir (ETS) ve trikarboksilik asit (TCA) döngüsü enzim aktiviteleri,  

ATP ve mitokondriyal metabolik fonksiyon (MTT) seviyeleri önemli derecede 

azaldı. AA ile birlikte AR verilmesi, AA etkisi ile oluĢan oksidatif stres ve 
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mitokondriyal fonksiyon parametrelerini önemli ölçüde iyileĢtirdi ve çoğu 

parametre tamamen normale döndü. Elde ettiğimiz bulgular, AR’nın AA etkisi 

ile rat karaciğer ve böbrek dokusunda artan oksidatif stres ve bozulan 

mitokondriyal fonksiyonların iyileĢtirilmesinde etkili olduğunu göstermektedir. 
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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 (NOx) 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 
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improving mitochondrial oxidative stress and deteriorating mitochondrial 

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

Mitokondri, tüm bitki ve hayvan hücrelerinin sitoplazmasında bulunan büyük 

organellerdir. Hücrede bulunan oksijeni kullanan mitokondri, kimyasal enerjiyi, 

hücredeki gıdalardan hücrenin kullanabileceği bir biçimde enerjiye dönüĢtürür.  Bu 

iĢleme oksidatif fosforilasyon denir ve mitokondrinin içinde meydana gelir. 

Mitokondri matrisinde sitrik asit veya krebs döngüsü olarak bilinen reaksiyonlar 

NADH (Nikotinamid adenin dinükleotit) adı verilen bir kimyasal üretir. NADH daha 

sonra adenozin trifosfat (ATP) üretmek için mitokondriyal iç zar içerisinde gömülü 

enzimler tarafından kullanılır. ATP' de enerji, kimyasal bağlar biçiminde saklanır. 

Mitokondriyal hücreler kendi dairesel deoksiribonükleik asit (DNA) zincirlerini 

kullanarak bölünürler ve sonuç olarak bir hücrede birçok mitokondri olabilir 

[Boveris, 1984].  Mitokondriler çok önemli enerji dönüĢtürücüleridir ve süreçte 

reaktif oksijen türleri (ROT) olarak adlandırılan “serbest radikaller” üretirler. ROT'‟ 

lar mitokondriyal DNA' ya zarar verebilir,  mitokondriyal DNA enerji 

dönüĢtürücülerine çok yakın bulunduğu için ağırlıkla saldırıya uğrayabilir, bazen 

sıradan bir hücredeki nükleer DNA on kat daha hızlı değiĢir [Drose ve ark., 2012]. 

Bu mutasyonlar, beyin, kaslar, kalp, karaciğer, böbrek ve göz gibi yüksek enerji 

talebi olan dokuları etkileyerek hastalıklara neden olmaktadır. Nitekim Parkinson 

veya Alzheimer hastalığı olan insanlar sağlıklı insanlara kıyasla çok daha yüksek bir 

mitokondriyal mutasyon oranına sahiptir ve bu nedenle bu hastalıklarda 

mitokondrinin büyük etkisinin olabileceği düĢünülmektedir. Mitokondrinin çağın 

hastalıkları olarak nitelendirilen ve hipertrigliseridemi, kolestrol, insülin direnci, 

anormal glukoz toleransı ve hipertansiyon gibi belirtilerle karekterize olan metabolik 

sendromun mitokondri fonksiyonlarının bozulması ile yakın iliĢkili olduğu 

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

Çok yüksek kimyasal aktiviteye sahip doymamıĢ karbonil bileĢiği olan AA, kozmetik 

ve kağıt ambalajlama gibi endüstriyel imalattan laboratuvar çalıĢmalarına kadar 

birçok alanda yaygın olarak kullanılmaktadır [Alturfan ve ark., 2012]. Gıdalardaki 

AA miktarlarını açıklayan Dünya Sağlık Örgütü‟nün 2002 yılında yayınladığı rapor 

AA toksitesine olan ilgiyi artırmıĢtır [WHO, 2002]. Deney hayvanları ve insan 

üzerinde yapılan çalıĢmalarda AA‟in vücutta hızlı bir Ģekilde dağılım gösterdiği fakat 
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diğer dokulara göre en fazla karaciğer ve böbrek dokusunda bulunduğu görülmüĢtür 

[NTP-CERHR monograph, 2005].  

AA hayvanlarda nörotoksik, genotoksik, karsinojenik ve üreme toksititesine sahiptir 

[Shıpp et al., 2013].  Mitokondriyal hasarı oluĢturarak ortaya çıkardığı bu nörotoksik 

özelliğinin yanında  AA‟in  son zamanlarda karaciğerde de mitokondriyal oksidatif 

strese neden olduğu gösterilmiĢtir [Zhao et.al., 2015]. 

AR, üretildiği ağacın dünya üzerinde tek bir yerde Afrika kıtasının kuzey bölgesinde 

yer alan Fas‟ta yetiĢtiğinden dolayı oldukça kıymetli bir yağdır. Bu bölgede AR, çok 

eski zamanlardan itibaren sağlık amaçlı olarak kullanılmıĢ ve hala da kullanılmaya 

devam etmektedir. AR, oleik ve linoleik asit baĢta olmak üzere yağ asitlerini içerir, 

tokoferol (E vitamini), fenol, karoten, skualen diğer temel bileĢenleridir. AR‟ın 

antioksidan özellikleri  bir çok in vivo ve in vitro çalıĢma ile gösterilmiĢtir 

[Khallouki ve ark.,2003; El Abbassi ve ark., 2014]. AR geleneksel tıpta karaciğer 

koruyucu olarak  olarak kullanılmaktadır [Necip ve ark., 2013; El Abbassi ve ark., 

2014] ve hemodiyaliz hastalarında oksidatif stres ve lipid değerlerini olumlu yönde 

etkilediği görülmüĢtür [Eljaoudi  ve ark., 2015]. 

Mitokondrinin oksidatif stresin önemli bir kaynağı olduğu göz önüne alındığında 

oksidatif stres kaynaklı doku hasarlarının iyileĢtirilmesinde mitokondriyal 

antioksidanların çok önemli olduğu görülecektir. Bizde buradan yola çıkarak AA‟in 

karaciğer ve böbrek dokusu üzerinde oluĢturacağı muhtemel oksidatif stres ve 

mitokondriyal hasar üzerine AR‟ın etkisini incelemeyi amaçladık. Zira AR bol 

miktarda  tokoferol, polifenol ve koenzim Q-10 (CoQ-10) gibi  mitokondriye özgü 

antioksidanlar içermektedir [López ve ark., 2013]. 

Bu nedenle çalıĢmamızda karaciğer ve böbrekte olası AA toksisitesine karĢı AR‟ın 

etkisi, sitozolik (GST, G6PD,NO, MPO) ve mitokondriyal oksidatif stres 

parametreleri (Mn-SOD, GPx, GSH, LP, PK değerlerini), mitokondriyal elektron 

taĢıma zinciri enzimleri (kompleks I-IV), TCA döngüsü enzimleri, MTT ve ATP 

seviyeleri değerlendirildi. 
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2. GENEL BĠGĠLER 

2.1. Akrilamit (AA) 

2.1.1. Akrilamitin yapısı, kimyasal özellikleri ve oluĢum mekanizmaları 

Doğal Ģartlarda gıdalarda bulunmayan ama iĢleme esnasında yüksek sıcaklıklarda 

meydana gelen AA‟in, nörotoksik ve karsinojenik etkiler gösterdiği ispatlanmıĢ ve 

AA uluslararası kanser araĢtırma ajansı (IARC) tarafından insanlar için olası 

karsinojen madde olarak (2A grubu) sınıflandırılmıĢ toksik bir bileĢiktir [IARC, 

1994; Yerlikaya ve arkadaĢları, 2012]. 

AA renksiz, erime noktası 84,5°C ve kaynama noktası 125°C olan beyaz renkli, 

kokusuz, kristal Ģeklinde bir maddedir. Buhar basıncı 20°C‟de 0,007 mmHg 

Ģeklindedir. Molekül ağırlığı 71,08 g/mol olan AA suda, asetonda, kloroform ve 

etanolde çözünebilmektedir fakat sudaki çözünürlüğü oldukça yüksektir [Friedman, 

2003]. 

 

ġekil 2.1. Akrilamitin kimyasal yapısı [Altınöz,  2009] 

AA, monomerik ve polimerik olmak üzere iki farklı formda bulunmaktadır. 

Besinlerde ısı etkisi ile oluĢan formu monomerik formudur. Polimerik formu su 

geçirmeyen bir jel olması nedeniyle eĢsiz bir bileĢiktir. Poliakrilamit endüstriyel 

uygulamalarda oluĢan polimerik AA formudur. Ġçme ve atık suların 

iyileĢtirilmesinde, sabun yapımında, zenginleĢtirilmiĢ petrolün geri kazanımında, 

plastik üretiminde, partiküllerin ve diğer katıĢık maddelerin temizlenmesinde, kâğıt 

ve kozmetiklerden yapıĢtırıcı madde yapımında ve ayrıca makromoleküllerin 

elektroforezinde olmak üzere çeĢitli kimyasal ve çevresel uygulamalarda yaygın 

olarak kullanılmaktadır [Arusoğlu, 2015]. 
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Besinlerde AA oluĢumu,  piĢme süresine, besinsel kaynağın çeĢidine, piĢen besinin 

Ģekline ve piĢme ısısınına bağlıdır. Ortam sıcaklığı 180°C‟ye çıkarıldığında AA 

oluĢumu en yüksek düzeye ulaĢmaktadır [Arusoğlu, 2015]. En fazla AA oluĢumu 

karbonhidrat bakımından zengin besinlerin ısıtılması sonucunda oluĢmaktadır. AA‟in 

oluĢumu akrolein ya da akrilik asit reaksiyonu yoluyla, malik asit, laktik asit ve sitrik 

asit içeren temel bazı organik asitlerin dehidrasyon-dekarboksilasyonu yoluyla ve 

serbest halde bulunan asparajin amino asitinin indirgen Ģekerler ile oluĢturduğu 

Maillard reaksiyonu ile gerçekleĢebilir [Yıldız ve ark., 2010].  

Maillard reaksiyonlarında AA‟in oluĢabilmesi için tepkimeye giren aminoasidin 

asparajin olması önem taĢır  [Stadler et al., 2002; Richmond and Borrow, 2003]. 

Buna karĢın glikoz ile glisin, sistein veya metionin aminoasitleri 185°C ısıtıldığında, 

AA meydana gelmemektedir (oluĢma sınırı, 0,5 mg/mol). Glutamin ve aspartik asit 

ısıya maruz kaldıklarında sadece eser miktarlarda AA meydana gelir (0,5–1 mg mol-

1) [Becalski et al., 2003]. 

 

ġekil 2.2. Farklı Ģekillerde akrilamit oluĢum mekanizmaları [Guenther et al., 2007] 

Akrolein 

Akrilamid 

Triaçilgliserol 

Monoaçilgliserol Asparagin Asparagin/karbonil 

Akrilik asit  

Buğday 

Gluteni 
Oksidasyon 

Aspartik asit 

Β-alanin Laktik asit 

Maillard 

Serin 

Sistein 
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Gıdalarda AA oluĢumunun en önemli yolu maillard reaksiyonudur. Bunun dıĢında da 

akrolein bileĢiği, azotlu bileĢikler, 3-amino propiyonamide ve okside olmuĢ lipitler 

üzerinden de AA oluĢabilmektedir [Yıldız, 2014]. Akroleinlerin akrilik asite 

oksidasyonu ile devam eden reaksiyonda, amonyak ile tepkimeye girmesi sonucu AA 

meydana gelmektedir. Bunun yanı sıra lipit oksidasyon ürünlerinden 2-alkenaller ve 

2,4-dekadienaller asparajinin strecker parçalanmasında karbonil kaynağı olarak 

kullanılarak AA  meydana getirebilirler [Mottram et al., 2006; Özçandır Kıvanç, 

2013]. 

Yağların yüksek sıcaklıkta parçalanması sonucu akrolein bileĢiği oluĢturduğu 

gözlenmiĢtir. Bu bileĢiğin oksidasyonu sonucu oluĢan akrilik asidin amonyak ile 

tepkimeye girerek AA oluĢturduğu bildirilmiĢtir [Yasuhara et al., 2003]. BaĢka bir 

çalıĢmada yağların, asparajin ile birlikte ısıtılması sonucu AA meydana geldiği ve 

daha yüksek oranda doymamıĢ yağ asiti içeren balık yağının, hayvansal yağ ve mısır 

yağına oranla yaklaĢık on kat daha fazla AA meydana getirdiği rapor edilmiĢtir 

[Yıldız, 2014]. 
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Çizelge 2.1. Türkiye kaynaklı bazı gıdalardaki akrilamit analiz sonuçlar  

                   [Ölmez ve  ark., 2008; Altınöz, 2009] 

GIDA MADDESĠ AKRĠLAMĠT(µg/kg) 

Pirinç pilavi Ölçülebilir değerin altında 

Tahin helvası Ölçülebilir değerin altında 

Kebap, döner, ızgara Ölçülebilir değerin altında 

Çavdar ekmeği Ölçülebilir değerin altında 

Beyaz ekmek (kabukta) 40-160 

KızarmıĢ ekmek (hazır) 200 

Hazır çorbalar 40-60 

Tulumba tatlısı 40-45 

Bebe bisküvileri 150-610 

Bisküviler 260-1450 

Krakerler 180-420 

Kahvaltılık gevrekler 80-350 

Ekmek 40-160 

KızarmıĢ ekmek 90-1430 

Sade kek 150-400 

Zencefilli kek 1070-1450 

ÇeĢitli fırıncılık ürünleri 230-3200 

Kahvaltılık tahıllar 30-1400 

Patates kızartması 330-3700 

Kahve(bir bardak) 25 
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2.1.2. Akrilamit metabolizması ve akrilamitle ilgili yapılan deneysel çalıĢmalar 

Fare, sıçan, domuz ve tavĢanlarda AA‟in letal dozunun (LD 50) 107-203 mg/kg 

vücut ağırlığı değerleri arasında değiĢtiğini, insanlarda akut zehirlenme dozunun 375 

mg/kg vücut ağırlığı olduğu ve bu dozun karaciğerde olumsuzluklar ile perfirik 

nöropati (omurilik sinirlerinde görülen fonksiyon bozukluğu) gibi etkilere sebep 

olduğu bildirilmektedir [Brent and Stanley, 2003]. AA‟in insanlarda 2A grubu bir 

kanserojen olduğunu belirten IARC, bu kararını AA‟in kemirgenlerin üreme ve 

somatik hücrelerinde yaptığı kromazomal anormalliklere ve gen mutasyonlarına 

dayandırmıĢtır, ayrıca laboratuvarda hücre kültüründe yapılan çalıĢmalarda da AA‟in 

gen mutasyonları ve kromazomal anormallikler yaptığı görülmüĢtür [Besaratinia and 

Pfeifer, 2003]. 

Ratlar, domuzlar ve köpekler üzerinde yapılan çalıĢmalarda AA‟in vücutta hızlı bir 

Ģekilde dağılım gösterdiği fakat diğer dokulara göre en fazla karaciğer ve böbrek 

dokusunda bulunduğu görülmüĢtür [NTP-CERHR monograph, 2005]. Tüm vücutta 

bulunan GSH‟ın yaklaĢık % 60‟ının karaciğerde bulunması nedeniyle çok daha 

yüksek bir kapasite ile AA, karaciğerde AA-GSH konjugatına çevrilerek büyük 

oranda idrarla vücut dıĢına atılır. Ancak, sulu ortamlarda kolaylıkla çözünebilme 

özelliği nedeniyle AA‟in bir kısmıda bütün vücut dokularına dağılım gösterir. 

AA‟nın esas transformasyon yolu hepatik GST enziminin AA‟i glutatyona 

bağlayarak fare ve ratlarda bir idrar metaboliti olan N-asetil-S-(3-amino-3-

oksipropil) sistein ve insanlarda ise N-asetil-S-(2-karbamoetil) sisteine çevirmesidir. 

Diğer bir transformasyon yolu ise insanlarda ve hayvanlarda sitokrom P450 

tarafından AA‟in glisemide dönüĢtürülmesidir. Yüksek dozda AA, GST enzimini 

inhibe etmekte ve GSH düzeyini düĢürmektedir [Kirman et al., 2003; NTP-CERHR 

monograph, 2005]. 

Ratlara 10 gün süresince 40 mg/kg intraperitoneal (i.p.) AA verildiğinde karaciğer ve 

böbrek fonksiyonlarında bozulmalar görülmüĢtür. Buna ilave olarak dokularda 

oksidatif stresin arttığı, bir DNA hasar markırı olan  8-hidroksideoksiguanozin (8-

OHDG) miktarının ve dokulara nötrofil infiltrasyonunun (MPO aktivitesinde artıĢ) 

arttığı görülmüĢtür [Alturfan ve ark., 2012]. 
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Ratlar 3 hafta boyunca (20 mg/kg) AA ile muamele edildiğinde nefrotoksititeye 

maruz kaldıkları görülmüĢtür. Plazma üre ve kreatin konsantrasyonlarında artıĢ ve 

böbrek dokusunda LP ve PK seviyesinin arttığı buna karĢılık redükte glutatyon 

(GSH), non-protein thiol, vitamin C seviyesinin düĢtüğü ve  bütün bunlara ilave 

olarak katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitelerinde de düĢme 

görülmüĢtür [Ghorbel et al., 2015]. 

Ratlara 15 gün süresince verilen AA (6 mg/kg i.p.) sonucunda  bazı serum  

enzimlerinin (AST, ALT,ALP, LDH, BUN, kreatin gibi) arttığı, karaciğer CAT,  

süperoksit dismutaz (SOD), GPx, GST enzimlerinin  ve GSH  seviyesininn azaldığı 

buna karĢın LP  ve PK miktarının arttığı görülmüĢtür [Khan et al., 2011]. Ratlara 21 

gün süreyle gavajla 25 mg/kg AA verilerek ince bağırsak, kalın bağırsak, karaciğer 

ve kan örnekleri alınarak yapılan bir çalıĢmada AA‟in baĢta karaciğer olmak üzere 

genel olarak dokularda GSH miktarını düĢürdüğü buna karĢın LP‟yi artırdığı 

görülmüĢtür. Lenfositlerin Comet analizinde DNA hasarının arttğı görülmüĢtür 

[Altınöz, 2009]. 

Yapılan çalıĢmalar AA‟in biyolojik makromoleküllere zarar vererek ve normal 

metabolizmayı bozarak oksidatif strese neden olduğunu göstermektedir. Bunun 

yanında genotoksik etkileride bilinmektedir. Son zamanlarda AA‟in genotoksik 

olduğu, gen interaksiyonlarına ve kromozomal anomalilere sebep olduğu 

belirlenmiĢtir.  BeĢ gün boyunca 50 mg/kg AA verilen rat karaciğerinde DNA hasar 

markırı 8-OHDG seviyesinin arttığı buna karĢın GST enzim aktivitesinin azaldığı 

görülmüĢtür [Ansar et al., 2016]. AA, fare ve sıçanlar için kanserojendir. AA‟in içme 

suyu ya da diğer yollarla uzun süre verilmesi, her iki türde de çeĢitli organlarda 

tümör geliĢmesine sebep olmaktadır. AA, farelerde alveol kaynaklı akciğer 

tümörlerinin geliĢim oranını artırır ve dermal uygulamadan sonra deri tümörlerinin 

oluĢumunda da bir artıĢ gözlenmiĢtir. Sıçanlarda yapılan bu AA uygulaması testis, 

tiroid ve memeyle ilgili tümör oluĢumunu tetiklediğini gözlenmiĢtir. Kısacası AA  

hayvanlarda nörotoksik, genotoksik, karsinojenik ve üreme toksititesine sahiptir 

[Shıpp et al., 2013]. 
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AA‟in gerek endüstriyel çalıĢanlarda gerekse deney hayvanlarında nörotoksik etkiler 

gösterdiği bilinmektedir [Crofton et al., 1996]. Dahası Muralidhara [2013]; El-

Beltagi ve Mohamed [2013] çalıĢmalarında siyatik sinirlerde ve beynin farklı 

bölgelerinde (korteks, serebellum) AA‟in malondialdehit (MDA), NO gibi oksidatif 

stres parametrelerini artırdığı gözlemlemiĢtir. AA‟in bir metaboliti olan glisamid, 

spermatit protoaminlerine bağlanarak sperm morfolojisini etkilemekte ve sperm 

ölümlerine neden olmaktadır [Tyl and Friedman, 2003]. Buna ilave olarak 10 hafta 

boyunca 0,5, 5, 25, 50, 250 ve 500 mikrogram/kg olarak içme suyuna katılan AA‟in 

ratlarda karaciğer ve testislerde transaminaz ve fosfataz enzim aktivitelerini, plazma 

ve beyin asetilkolin esteraz aktivitesini azalttığını gözlemlemiĢlerdir. Ayrıca doza 

bağlı olarak plazma, karaciğer, testis, beyin ve böbrekte sülfidril gruplarının azaldığı, 

antioksidan enzim aktivitelerinde bozulmalar ve LP „nda artıĢlar gözlemlenmiĢtir 

[Yousef and El-Demerdash, 2006]. Son zamanlarda AA  kaynaklı hepatik, renal ve 

beyin dokularındaki hücresel hasarda  oksidatif stresin anahtar  rol oynadığına dair  

çalıĢmalar bulunmaktadır [Abdel-Daım et al., 2014]. 

2.2.Argan Yağı (AR) 

2.2.1. Argan yağının içeriği ve biyolojik aktivitesi 

Son yıllarda kozmetikte oldukça yaygın kullanılan AR, Argania spinosa L.  

(Sapotaceae) bitkisinin meyvelerinden elde edilmektedir. Argan bitkisi (Argonia 

spinosa(L.)) sadece Güney Batı Fas‟ın kısır topraklarında yavaĢ büyüyen endemik bir 

ağaçtır. Kozmetik AR Ģampuan, nemlendiriciler ve kozmetik ürünler hazırlanırken 

bileĢen olarak kullanılır. Fas yerlileri tarafından AR‟ın tedavide kullanımı 800 yıldır 

devam etmektedir. Fakat uzun bir süre üzerinde bilimsel araĢtırmalar yapılmamıĢtır 

[Guillaume ve Charrouf, 2011]. 
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Çizelge 2.2. Organik Fas argan yağının yağ asiti, sterol ve tokoferol 

                   içerikleri [Aydın, 2017] 

Yağ 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 

AraĢidik asit (C20:0) 0,4 Fenolik BileĢikler (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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ġekil 2.3. Argan yağında bulunan antioksidanlar   

                 [El-Abbasi, 2014; Charrouf & Guillaume, 2002; Khallouki et al., 2005]. 

AR son zamanlarda kozmetik alanda dünyadaki en değerli olan yağlardan biri haline 

gelmiĢtir. AR ve preparatları Fas tıbbında kuru cilt, akne, sedef, egzama, kırıĢıklıklar, 

suçiçeği kabarcıkları, eklem ağrısı ve deri iltihabı gibi çeĢitli rahatsızlıkların 

tedavisinde yüzyıllardır kullanılmaktadır. Son zamanlarda içerdikleri saponin 

türevlerinin, enfektif mantarlara karĢı koruyucu maddeler oldukları ileri 

sürülmektedir.  AR nemlendirici, onarıcı ultraviole-B ıĢığından kaynaklanan 

kırıĢıklıkların giderilmesinde, kollojen yıkımının ve inflamasyonun önlenmesinde 

önemli rol oynamaktadır.  Kozmetikte kullanılmasının en önemli nedeni anti-

inflamasyonel olması ve bol miktarda polifenol  özellikle de  ve zararlı ıĢınlara karĢı 

etkili olduğu bilinen  iki önemli bileĢik ferulik asit ve kafeik asit içeriğinin fazla 

olmasıdır [Saija et al., 2000]. 

Tirosol 

Kafeik asit 

Ferulik asit 

Oleuropein  

Siringik asit 

Tokoferoller 
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Genel olarak değerlendirildiğinde yara iyileĢtirici, akne önleyici, anti-proliferatif, 

obezite önleyici, yaĢlanma karĢıtı, nemlendirici ve karaciğer koruyucu özellikleri 

bulunmaktadır [Guillaume ve Charrouf, 2011]. 

AR‟ın %99‟unu trigliseritler oluĢturmaktadır.  BileĢimlerinde ise  %80 oranında 

oleik ve linoleik asit bulunmaktadır. Linolenik asit eser miktardadır. SabunlaĢmayan 

kısmın bileĢiminde %37 karoten,  %8 tokoferol,  %20 triterpenik alkol, %20 sterol ve 

%5 ksantofil bulunmaktadır. AR zeytinyağından yaklaĢık iki kat daha fazla tokoferol 

içermektedir (Tokoferol miktarı zeytinyağında 300 mg/kg iken argan yağında 600 

mg/kg'dır). Tokoferol  içeriği değiĢkenlik göstermesine rağmen AR‟da en fazla 

bulunan tokoferol formu   γ-tokoferol'dür. γ-tokoferol'ün prostat (LNCap and PC-3) 

ve akciğer kanser (A549) hücrelerindeki çoğalmayı α-tokoferole göre çok daha fazla 

inhibe ettiği görülmüĢtür [Jiang et al., 2004]. 

δ-tokoferol daha düĢük oranda bulunur. α-, β-, γ-ve δ-tokoferol antioksidan 

özelliktedir ve yağın stabilitesinden sorumludur. AR‟da spinasterol ve schottenol 

diye adlandırılan steroller mevcuttur. AR‟nun sabunlaĢmayan kısımlarından çeĢitli 

triterpen alkoller izole edilmiĢtir. Butirospermol, tirukallol ve β-amirin ana 

maddelerdir. Lupeol,  24-metilen sikloartanol ve sitrostadienol az miktarda bulunan 

triterpen alkollerdir. Ekstraksiyon artığının bileĢiminde; glusitler, proteinler ve 

saponinler yer almaktadır. Son zamanlarda özellikle saponin bileĢikleri dikkat 

çekmektedir. Ekstraksiyon artığı %26.3 nem, %3.6 kül,    %24.6 azotlu bileĢikler,  

%18.5 lipit,  %26.6 glukozit ve  %17.6 selülozdan oluĢmaktadır [Çetin ve Deliorman 

Orhan, 2015]. 

2.2.2. Argan ile ilgili yapılan çalıĢmalar 

AR ayrıca zeytinyağında bulunmayan fenolik bileĢiklerden, özellikle ferulik asit ve 

syringik asitce (sırasıyla 3147 ve 37 ug / kg) zengindir. AR‟da spinasterol ve 

schottenol diye isimlendirilen sterollerde bulunmaktadır. Antikanser özellikleri ile 

bilinen bu iki sterol ailesi, diğer bitkisel yağlarda nadiren görülür. AR eser miktarda 

antikanser özelliği olan skualen içerir (zeytinyağında 4990 mg / kg'a karĢı 3140 mg / 

kg) içermektedir. Bu bileĢikler aynı zamanda oksidasyonu önleyerek yağın 

stabilitesine katkıda bulunurlar [Guillaume ve Charrouf]. 
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Fas piyasasından toplanmıĢ 22 virgin AR‟ın, antioksidan kapasitesinin araĢtırıldığı 

çalıĢmanın sonucunda, yağın gıda olarak tüketilen diğer yağlara (virgin zeytinyağı,  

keten tohumu, soya fasülyesi, mısır, fıstık, ayçiçeği, kolza ve  üzüm  yağları) göre  

yüksek  bir  antioksidan kapasiteye sahip olduğu tespit edilmiĢtir [Marfil et al., 

2011]. 

Sıçan ve insan plazmasında yapılan çalıĢmalarda AR, LP‟yi önlemekte ya da 

azaltmaktadır. AR‟ın kimyasal bileĢiminde bulunan tokoferol bileĢiklerinin 

içerisinde güçlü antioksidan aktivite gösteren  γ-tokoferol, AR‟da oldukça yüksek 

oranda bulunmaktadır. Bunun yanında yüksek oranda bulunan skualen bileĢikleri de 

kansere karĢı koruyucu etki göstermektedir. AR‟ın polifenol ve sterolleri insan 

prostat hücre dizilerinde doz bağımlı olarak sitotoksik ve antiproliferatif etki 

göstermiĢtir. Bu etkinin prostat kanserinin tanımlayıcısı olan ornitin dekarboksilaz 

enziminin ve epitelyal büyüme faktörü reseptörünün otofosforilasyonunun 

inhibisyonu ile gerçekleĢtiği düĢünülmektedir [Bennani et al., 2007; Çetin ve 

Deliorman, 2015]. GeniĢ ölçekli epidemiyolojik çalıĢmalar ile γ-tokoferolden zengin 

beslenme ile γ-tokoferolün prostat kanserine karĢı koruyucu etkili olduğu 

gösterilmiĢtir [Çetin ve Deliorman Orhan, 2015]. 

Bu bileĢiğin sıçanlarda alloksan ile indüklenmiĢ diyabet üzerinde iyileĢtirici etki 

yaptığı bu nedenle antidiyabetik etkisi olduğu bilinmektedir. Bir hafta boyunca 

2ml/kg AR verilen ratlarda  hepatik glukojen seviyesinin arttığı buna karĢın kan 

Ģekerinin anlamlı derecede düĢtüğü görülmüĢtür [Bellahcen et al., 2012]. AR‟ın 

antidiyabet özelliklerinin yanında antitrombotik etkisinin de olduğu ve bu etkinin 

antikoagulan aktiviteden ziyade antiplatelet aktivitesinden kaynaklandığı 

görülmüĢtür [Mekhfi et al., 2012]. Diyetle günlük olarak alınan AR‟ın kalp 

hastalıklarını önlediği, kan Ģekeri ve kolestrol seviyesini düĢürdüğü ve romatizmal 

ağrıları iyileĢtirdiği bilinmektedir [Charrouf and Guillaume, 1999]. Drissi  ve ark 

(2004) yaptıkları çalıĢmada  AR tüketen Fas yerlilerinin tüketmeyenlere göre daha 

düĢük LDL kolesterol (DüĢük yoğunluklu lipoprotein), plazma lipit peroksitleri ve 

daha fazla a-tokoferol  ve plazma antioksidan miktarına sahip oldukları görülmüĢtür 

[Drissi et al., 2004]. AR sıçanlara  3 hafta boyunca 5 ml / kg  verildiğinde böbrekte  

civa klörür  kaynaklı  oksidatif stresi önlediği  GSH, GPx ve GST gibi oksidatif 
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stress parametrelerini iyileĢtirdiği görülmüĢtür [Necib et al., 2013]. Ratlara 10 gün 

boyunca 0,5ml/kg AR verildiğinde civa klorür (HgCl2)  ile baskılanmıĢ fagositik 

aktivitenin düzeldiği ve AR‟ın  immünomodülatör bir etkiye sahip olduğunu 

gösterilmiĢtir [Necib et al., 2013]. 

2.3. Reaktif Oksijen Türleri (ROT) 

Radikal olmayan bir atom veya molekülden bir elektron çıkmasıyla ya da atom veya 

moleküle bir elektron ilavesiyle serbest radikaller oluĢurlar. OluĢan bu radikaller çok 

reaktif ve aynı zamanda kararsızdırlar. Diğer moleküllere elektron verebildiklerinden 

ya da onlardan elektron alabildiklerinden dolayı vücutta indirgeyici veya 

yükseltgeyici olarak davranırlar [Çaylak, 2011]. 

2.3.1. Süperoksit radikali (O2
.-
) 

Süperoksit radikali organizmada meydana gelen ilk radikal olup kararsız yapıdadır. 

Oksidatif fosforilasyonun ana bileĢeni olan oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi 

sonucu süperoksit radikali meydana gelir. Süperoksit radikalinin kendisi direkt 

olarak zarar vermez, asıl önemi hidrojen peroksit (H2O2) kaynağı olmasıdır. 

Süperoksit radikali düĢük pH değerlerinde daha reaktif olmaktadır. Oksidan (O2
.-
)  

perhidroksi radikali (HO2
.
) oluĢturmak üzere protonlanabilir. Süperoksit radikali ile 

perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girebilmekte ve biri okside olurken 

diğeri indirgenmektedir. Bu dismutasyon reaksiyonuyla moleküler oksijen (O2) ve 

H2O2 meydana gelmektedir [Turan, 2014; Wickens, 2001]. 

        
    

  
          

  

                                                
    

                

Süperoksit radikali geçiĢ metalleri iyonlarının indirgeyicisi (Fenton reaksiyonu) 

olması açısındanda önemlidir [Bozkurt, 2014]. 
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2.3.2. Hidrojen peroksit (H2O2) 

Hidrojen Peroksit, süperoksidin çevresindeki moleküllerden bir elektron alması veya 

moleküler oksijenin çevresindeki moleküllerden iki elektron alması sonucu oluĢan 

peroksidin, iki proton (H
+
) ile birleĢmesi sonucu meydana gelir. Biyolojik 

sistemlerdeki hidrojen peroksidin asıl üretimi, süperoksidin dismutasyonuyla 

gerçekleĢir. Ġki süperoksit molekülü, iki proton alarak hidrojen peroksit ve moleküler 

oksijeni oluĢtururlar. Hidrojen peroksitin, yapısında paylaĢılmamıĢ elektron 

bulunmadığı için radikal özellik göstermez.  Hidrojen peroksit radikal özellikte 

olmadığı halde ROT kapsamına girer ve serbest radikal biyokimyasında önemli bir 

rol oynar. Çünkü hidrojen peroksitin Fe
+2 

 veya diğer geçiĢ metallerinin varlığında 

Fenton reaksiyonu sonucu; süperoksit radikalinin varlığında Haber-Weiss reaksiyonu 

sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH•) 

oluĢturur [Bozkurt, 2014; URL-2] 

                                                               

  
                      

2.3.3. Hidroksil radikali (OH•) 

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitten Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss 

reaksiyonu sonucu meydana gelir. Ayrıca suyun yüksek enerjili iyonize edici 

radyasyona maruz kalması ve UV ıĢığına maruz kalması sonucuyla da hidroksil 

radikali oluĢabilmektedir. Hidroksil radikali biyolojik sistemlerin tanıdığı en aktif tür 

olup çok reaktif bir radikaldir. Yarılanma ömrü çok kısa olmasına rağmen su da dahil 

ortamda rastladığı her biyomolekülle tepkimeye girerek oluĢtuğu yerde büyük hasara 

sebep olur. Hidroksi radikalinin en çok bilinen hasarı LP‟dir. Hidroksil radikali 

biyomembranlardaki çoklu doymamıĢ yağ asitlerinin metilen grubundan bir hidrojen 

atomu kopmasına ve LP‟nin baĢlamasına neden olmaktadırlar [Lloyd et al., 1997] 

2.3.4. Nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO
-
) 

NO, gaz yapısındadır ve radikal özelliktedir. NO, oldukça basit bir yapıya sahip 

olmasına rağmen farklı ve zıt etkilere sahip olup bazı durumlarda bir antioksidan gibi 
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davranıp LP‟ye karĢı koruma sağlarken, bazı durumlarda süperoksidle reaksiyona 

girerek prooksidan gibi davranırlar. Oksijen varlığında nitrik oksit sentaz enzimi 

aracılığıyla damar endotel hücreleri, nötrofiller, aktive olmuĢ makrofajlar ve diğer 

hücre tiplerinin uyarılmasıyla, L-arjininden nitrik oksit ve L-sitrullin sentezlenir. Bu 

reaksiyon için ortamda oksijen ile birlikte nikotinamid adenin dinükleotid fosfat 

(NADPH), flavin adenin dinükleotid (FAD) gibi bazı kofaktörlerin de bulunması 

gerekir. Nitrik oksit yağda çözünebilen özelikte olup biyolojik zarlardan kolay 

geçebilir [Lıew et al., 1990; Uyumlu, 2007]. 

Süperoksit radikalinin, radikal olan NO ile birleĢmesi sonucu bir reaktif oksijen türü 

olan peroksinitrit meydana gelir. Reaksiyon çok hızlı oluĢur. Sadece ksantin oksidaz 

ile aktive nötrofillerin hızlı süperoksit oluĢturması ve nitrik oksit sentetaz 

aktivasyonu sonucu oluĢur. Reaksiyon Ģu Ģekilde gerçekleĢir [Turan, 2014]: 

                                                        
         

2.3.5. Singlet oksijeni (
1
O2) 

Moleküler oksijende eĢleĢmemiĢ iki dıĢ elektronun spinleri aynıdır fakat farklı 

yörüngelerde bulunurlar. Moleküler oksijen yüksek enerji ile uyarıldığında bu 

eĢlenmemiĢ elektronlardan biri ya kendi spininin tersi yönünde hareket eder veya 

bulunduğu orbitalden baĢka bir orbitale geçiĢ yapar. Bu Ģekilde singlet oksijen (
1
O2) 

ortaya çıkar. Serbest radikal reaksiyonları sonucu oluĢtuğu gibi, serbest radikal 

reaksiyonlarının baĢlamasına da neden olur. Radikal olmadığı halde çok reaktif 

olması ve radikal tepkimelerinin baĢlamasına sebep olması sebebiyle radikal sınıfına 

kabul edilir. DoymamıĢ yağ asitleri ile doğrudan tepkimeye girerek peroksil 

radikalini (RO2
.
) meydana getirir ve lipit peroksidasyonunu baĢlatabilir [Wright et 

al., 2002]. 

2.4.Serbest Radikallerin Kaynakları 

Hücrelerde en fazla serbest oksijen radikali, mitokondriyal elektron transport 

zincirinden sızıntıyla meydana gelir. Mitokondri iç zarında bulunan oksidatif 

fosforilasyon zinciri elemanları indirgendiği zaman mitokondriyal süperoksit radikali 

üretimi artar. Hayvan hücrelerinde süperoksit radikalinin bir baĢka kaynağıda 
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askorbik asit, tiyoller, adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazı bileĢiklerin 

otooksidasyonudur. Membrana bağlı sitokromların oksidasyonuyla, endoplazmik 

retikulum ve nükleer membranda serbest radikal üretimi artar. Birçok enzimin 

katalitik döngüsü sırasında da serbest radikaller meydana gelir [Yeloğlu, 2012]. 

ROT‟un diğer önemli bir metabolik kaynağı da araĢidonik asit metabolizmasıdır. 

Fagositik hücrelerin uyarılması, fosfolipaz ve protein kinazın aktivasyonuna ve 

plazma membranından araĢidonik asidin serbestleĢmesine sebep olur. AraĢidonik 

asidin enzimatik oksidasyonuyla da çeĢitli serbest radikal ara ürünleri oluĢur. 

AraĢidonik asit metabolizması sonucu serbest radikal üretimine enzimatik LP denir 

[Pham-Huy et al., 2008]. 

Özellikle demir ve bakır gibi geçiĢ metalleri, fizyolojik Ģartlarda elektron alıĢ veriĢi 

Ģeklinde gerçekleĢen oksidoredüksiyon reaksiyonlarında rol alırlar. GeçiĢ metalleri 

bu özellikleri nedeniyle serbest radikal reaksiyonlarını hızlandıran katalizör görevi 

görürler. Demir ve bakır, tiyollerden tiyil sentezini, H2O2 ve O2•
-
 den OH• sentezini 

katalizler. Metal iyonlarının serbest radikal reaksiyonlarındaki esas önemi LP‟deki 

etkileriyle ilgilidir. GeçiĢ metalleri, LP‟yi baĢlatmaktan ziyade sentezlenmiĢ olan 

lipid hidroperoksitlerinin (LOOH) parçalanmalarını sağlayıp, LP‟nin zincir 

reaksiyonlarını katalize ederler. Böylece daha az zararlı olan radikalleri daha çok 

zararlı hale getirirler [Halliwell and Gutteridge, 1990]. 

Aktive olmuĢ makrofajlar, nötrofiller ve eozinofillerde, fagositik solunumsal patlama 

sırasında da çeĢitli serbest radikaller oluĢur. Bazı yabancı toksik maddeler hücrede 

serbest radikal üretimini artırırlar. Bu maddeler ya doğrudan serbest radikal üretirler 

ya da serbest radikallerin ortadan kaldırılmasını sağlayan antioksidan aktiviteyi 

düĢürürler. Ayrıca diyet faktörleri, ilaçlar, ksenobiyotikler, alkol, sigara, uyuĢturucu 

maddeler, çevresel ajanlar, hava kirliliğine sebep olan fotokimyasal ajanlar, 

pestisitler, hiperoksi, solventler, aromatik hidrokarbonlar, radyasyon, x-ray, UV 

ıĢınları, sıcak Ģokuda serbest radikal üretimini artırır [Konukoğlu, 1997]. 
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2.5.Serbest Radikallerin Yol Açtığı Hasarlar 

Reaktif oksijenler elektron almak üzere lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA 

ile reaksiyona girmektedirler. Bu oksidanlar fazla miktarda olduğunda membrandaki 

lipidlerin peroksidasyonuna yol açarak permeabilitenin bozulmasına, dolayısıyla 

hürce içi iyon dengesizliğine neden olmaktadırlar. Ayrıca karbonhidratların, 

proteinlerin, DNA ve RNA gibi moleküllerin yapısını bozarak birçok hastalığın 

oluĢumunda önemli rol oynamaktadırlar [Sezer ve Keskin, 2014]. 

 

ġekil 2.4. Serbest radikallerin oluĢturduğu hasarlar [URL-2] 

2.5.1. Karbonhidratlar üzerine etkileri 

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve 

oksoaldehitler oluĢur. Açığa çıkan oksoaldehitler proteinlere bağlanabilme 

özelliklerinden dolayı antimitotik etki göstererek tesir ederler. Oksolaldehitler DNA, 

RNA ve proteinlere bağlanır ve antimitotik etki göstererek kanser ve yaĢlanmaya 

neden olurlar [KayıĢ, 2010]. 

Protein 
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2.5.2. Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu (LP)) 

Biyomoleküller serbest radikaller tarafından etkilenir ancak serbest radikallerin 

etkilerine karĢı en hassas olan grup lipitlerdir. Hücre membranlarındaki kolesterol ve 

doymamıĢ çoklu yağ asitlerinin (PUFA) doymamıĢ bağları, serbest radikallerle 

hızlıca tepkimeye girerek peroksidasyon ürünleri oluĢturur ve bu olay kendi kendini 

devam ettiren zincir tepkimeler Ģeklinde ilerlemektedir. ROT‟lar, hücre 

membranlarında lipit serbest radikalleri (L•) ve lipit peroksit radikallerinin (LOO•) 

meydana gelmesine neden olmaktadır. Serbest radikallerin sebep olduğu LP 

nonenzimatik lipit peroksidasyonu olarak adlandırılmaktadır [Çetik, 2014]. 

LP zinciri Ģu Ģekilde gerçekleĢir: 

1- BaĢlangıç: Hidroksil radikali ve süperoksit, bir yağ asidinin metilen kısmından bir 

hidrojen atomu kopararak bir lipit radikali oluĢturur. LP, yağ asitlerindeki konjuge 

çift bağlardan bir elektron içeren hidrojen atomlarının çıkarılması ve bunun 

sonucunda yağ asidi zincirinin bir lipit radikali özelliği kazanmasıyla baĢlar. Lipit 

radikali (L•) dayanıksız bir bileĢiktir ve bir dizi değiĢikliğe uğrar. Bu reaksiyon hem 

membran lipitleri hem besinsel yağlar için geçerlidir [Yarsan, 1998]. 

 

                

 

2- Ġlerleme: Lipit radikallerinin (L•) moleküler oksijenle (O2) etkileĢmesi sonucunda 

lipit peroksit radikalleri (LOO•) oluĢmaktadır. Lipit peroksit radikalleri (LOO•), 

membran yapısındaki diğer doymamıĢ çoklu yağ asitlerini etkileyerek yeni lipit 

radikallerinin oluĢumuna yol açarken kendileri de açığa çıkan hidrojen atomlarını 

alarak lipitperoksitlerine (LOOH) dönüĢürler ve böylece bu olay kendi kendini 

katalizleyerek devam eder. Bu LP‟nin ilerleme aĢamasıdır [MemiĢoğulları, 2005]. 

 

           

                 

 



 

20 

 

3- Sonlanma: LP, lipit peroksitlerinin (LOOH), aldehit ve diğer karbonil bileĢiklerine 

yıkılması ile son bulur. Yıkıldıklarında, çoğu biyolojik olarak aktif olan aldehitler 

meydana gelir ve bu bileĢikler ya hücre düzeyinde metobolize edilir ya da 

baĢlangıçtaki etki bölgelerinden hücreye difüze olup hücrenin diğer bölümlerine 

hasarı yayarlar. Üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin peroksidasyonu 

sonucu MDA oluĢur [Chauhan et al., 2004]. LP‟nin çok rastlanan iki sonucundan 

birincisi membranların yapısal hasarı, ikincisi ise sekonder ürünlerin oluĢmasıdır. 

Membran hasarı, endosiklizasyon, lipid-protein çapraz bağları, lipid-lipid çapraz 

bağları ve fragmente yağ açil zincirlerinin oluĢumu sonucu meydana gelirken, LP‟nin 

ikincil ürünleri ise MDA, akrolein, 4-hidroksi-2-hekzenal (HHE) ve 4-hidroksi-2-

nonenal (HNE) gibi kimyasal olarak reaktif aldehitlerdir. Ürettiği reaktif aldehitlerle 

indirekt olarak diğer hücre bileĢenlerine zarar vererek doku hasarına ve birçok 

hastalığa sebep olur. LP ile meydana gelen membran hasarı geri dönüĢümsüzdür 

[Uyumlu, 2007]. 

2.5.3. Proteinler üzerine etkileri 

Protein oksidasyonu, proteinlerin ROT veya oksidatif stres ürünleri ile kovalent 

modifikasyonu sonucu oluĢur. Protein oksidasyonu lipid oksidasyonuna benzeyip 

baĢlangıç, yayılma ve bitiĢ aĢamalarından oluĢan bir dizi zincirleme reaksiyon 

(otooksidasyon) ile gerçekleĢir. Protein oksidasyonunun baĢlayabilmesi için ROT 

veya reaktif azot türevlerinin (RAT), protein molekülünden bir H atomu 

uzaklaĢtırması gerekmektedir. ROT ve RAT‟lar biyolojik sistemlerde özellikle 

mitokondriyal elektron taĢıma sistemlerinin reaksiyon ürünleri olarak oluĢur. Ayrıca 

bu bileĢikler radyasyona (x ve gamma ıĢınları), endüstriyel kimyasallara, metallere, 

v.b. maruz kalma gibi dıĢ etkenler sonucu da oluĢabilmektedir [Ergezer ve ark., 

2014]. 

Protein molekülünden ROT ve RAT‟lar aracılığı bir hidrojen atomunun ayrılmasıyla 

birlikte karbon merkezli bir radikal protein meydana gelir (P•) (Denklem 1). Oksijen 

varlığında bu radikal protein peroksi radikale (POO•) dönüĢmekte (Denklem 2) ve 

peroksi radikali sağlam baĢka bir proteini hedef alarak buradan bir hidrojen atomunu 

kopartmak suretiyle hidroperoksit (POOH) oluĢumuna sebep olmakta ve böylece 
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zincir reaksiyonları devam etmektedir (Denklem 3). Hidroperoksitler kararsız olup 

hızla bozunarak alkoksi (PO•) ve hidroksi radikaline (HO
-
•) dönüĢürler (Denklem 4) 

ve son aĢamada protein, alkoksi ve peroksi radikalleri birleĢerek radikal özellik 

göstermeyen protein karbonilleri gibi (Denklem 5) bileĢiklere dönüĢürler [Lund et 

al., 2011; Soladoye et al., 2015]. 

              (Denklem 1) 

           (Denklem 2) 

                 (Denklem 3) 

            
  (Denklem 4) 

           (Denklem 5) 

Lipid oksidasyonunda hedef molekül doymamıĢ yağ asitleri olup ROT‟lar çift bağ 

içeren karbonlara bitiĢik karbon molekülünden hidrojen atomunu ayırarak baĢlangıç 

reaksiyonlarını tetiklemekte ve lipid oksidasyonu tüm doymamıĢ yağ asitlerinde aynı 

Ģekilde meydana gelmektedir. Ancak protein oksidasyonunda ROT ve RAT‟ların 

hedefinde, aminoasitlerin hem merkezi karbon atomu hem de yan zincirleri 

bulunmaktadır ve dolayısıyla protein oksidasyonu reaksiyonları lipid oksidasyonu 

reaksiyonlarından biraz daha karmaĢıktır. Protein oksidasyonu sonucu aminoasit yan 

zincirinde modifikasyonlar, peptid bağlarında kopmalar ve farklı proteinlerin 

birbirine çapraz bağlanmaları söz konusu olabilir (ġekil 2.5.). Aminoasit yan zincir 

modifikasyonu sonucu PK‟lar ve protein hidroperoksitleri meydana gelir. Protein 

oksidasyonunun kantitatif olarak belirlenmesinde PK‟lar en yaygın kullanılan 

belirteçtir. Bununla birlikte protein çapraz bağlanmaları sonucunda da disülfit ve 

ditirozin oluĢumları meydana gelmektedir [Ergezer ve ark., 2014]. 
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ġekil 2.5. Protein oksidasyonunun en yaygın sonuçları [Ergezer ve ark., 2014] 

2.5.4. Nükleik asitler ve DNA'ya etkileri 

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir moleküldür. Ġyonize edici radyasyonla 

oluĢan serbest radikaller, DNA‟yı etkileyerek hücre mutasyonuna ve hücre ölümüne 

sebep olabilir. Aktive olmuĢ nötrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit 

membranlardan kolayca geçer, hücre çekirdeğine kadar ulaĢır ve burada hidroksil 

radikali oluĢur. OluĢan hidroksil radikali dört DNA bazıyla kolayca reaksiyona 

girerek baz modifikasyonlarına yol açar ve böylece DNA hasarına, hücre 

disfonksiyonuna ve hatta hücre ölümüne yol açabilir. Süperokside maruz kalan DNA 

molekülleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik özellik gösterirler. 

Çünkü otoimmün bir hastalık olan sistemik lupus eritematozusta ve romatoit artritte 

dolaĢımda anti-DNA antikorlar bulunur [Turan, 2014; Uyumlu, 2007]. 

2.6. Oksidatif Stres 

Serbest radikaller organizmalarda devamlı oluĢturulur, antioksidan savunma 

sistemiyle de düzenli olarak ortadan kaldırılırlar. Sağlıklı organizmalarda serbest 

radikaller ile antioksidan savunma mekanizması denge halinde çalıĢır. Bu dengenin 

bozulmasıyla oksidatif stres oluĢur. Oksidatif stres, serbest radikaller üretildiği 

zaman artar; serbest radikallerin temizlenmesiyle veya oksidatif modifiye 

moleküllerin onarımıyla azalır. Oksidatif stresin azaltılması üç farklı basamakta 

gerçekleĢebilir. Oksidasyona sebep olan çevresel zararlı maddeler azaltılabilir, 

IĢınlama ıĢık metal 

peroksidasyon Protein çapraz bağlanması 

Aminoasit yan zincir modifikasyonu Protein radikali 

Peptid bağı kırılması 
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endojen ve eksojen antioksidanları arttırılabilir ve mitokondriyal enerji üretimini ve 

etkinliğini arttırılarak, oksidatif stres oluĢumunu azaltılabilir [Kurt, 2008; Poljsak, 

2011]. 

2.7. Antioksidanlar 

ROT‟ların oluĢmasını ve ROT‟ların meydana getirdiği hasarı önlemek amacıyla 

birçok savunma mekanizmaları vardır. Bu mekanizmalar kısaca "antioksidanlar" 

olarak bilinmektedirler. Antioksidanlar adından da anlaĢılacağı üzere oksijenin diğer 

maddelerle birleĢmesini önleyerek canlıdaki maddelerin okside olmasını engellerler 

[Karabulut ve Gülay, 2016]. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu 

engelleyerek veya ROT‟ları toplayarak LP‟yi engellerler. Antioksidan sistem bütün 

bunları yaparken serbest radikalleri hücre zarına, nükleik asitlere ve hücre 

bileĢenlerine saldırmadan kendine çeker ve bağlar. Serbest radikalleri nötralize eden, 

serbest radikal hasarlarını tamir etmeye yardımcı olan ve vücudun onlardan 

etkilenmesini minimize eden veya kendini yenilemesini sağlayan besinlerde 

antioksidan sınıfındadır [Kunwar and Priyadarsini, 2011]. 

Antioksidanlar dört farklı Ģekilde etki ederler. Bunlar: 

1) Toplayıcı Etki: Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkileyerek onları 

yakalar ya da daha zayıf yeni moleküle çevirirler. Antioksidanların bu etkisi toplayıcı 

etkidir. Antioksidan enzimler, trakeo bronĢiyal mukus ve küçük moleküller bu tip 

etki gösterirler [MemiĢoğulları, 2005]. 

2) Bastırıcı Etki: Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkileyip onlara bir 

hidrojen aktarırlar. Böylece radikallerin aktivitelerini azaltır veya inaktif Ģekle 

dönüĢtürürler. Antioksidanların bu etkisi bastırıcı etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu 

tarz bir etkiye sahiptirler [ġener ve Yeğen, 2009]. 

3) Zincir Kırıcı Etki: Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini bağlayarak 

zincirlerini kırar ve böylece radikallerin fonksiyonlarını engelleyici etki yapar. 

Antioksidanların bu etkisi zincir kırıcı etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve 

mineraller zincir kırıcı etki gösterirler [Barber and Haris; Yıldız, 2014]. 
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4) Onarıcı Etki: Antioksidanların serbest radikallerin oluĢturdukları hasarı onarması 

onarıcı etkisidir. 

 

ġekil 2.6. Hücrede antioksidan mekanizmaları [URL-2] 

Antioksidanlar, endojen kaynaklı veya eksojen kaynaklı olabilirler. Eksojen 

antioksidanlar; vitaminler, ilaçlar ve gıda antioksidanları olmak üzere üçe ayrılırlar. 

Endojen (doğal) antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak üzere iki sınıfa 

ayrılırlar. 

2.7.1. Enzim olan endojen antioksidanlar 

Süperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) 

SOD enzimi hemen hemen bütün aerobik organizmalarda bulunup, antioksidan 

savunma sisteminin ilk basamağını oluĢturur. Yani serbest radikallere karĢı 

organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gerçekleĢir. SOD enzimi, süperoksit 

radikalinin, hidrojen perokside ve moleküler oksijene dönüĢümünü katalize ederek 
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bu radikallerin etkisini azaltmaktadır. SOD ayrıca LP‟yi inhibe eden bir 

metalloenzimdir [Karabulut ve Gülay]. 

   
      

   
→           

SOD enzimi hem antioksidan (süperoksit anyonunu uzaklaĢtıran) hem de prooksidan 

(hidrojen peroksidin enzimatik oluĢumunu sağlayan) olarak görev yapmaktadır. SOD 

enzimi H2O2 ürettiği için, H2O2 uzaklaĢtırıcı enzimler olan GPx ve CAT enzimleriyle 

iĢbirliği halinde çalıĢıp H2O2‟yi etkisiz hale getirmektedir. Oksijen kullanımı fazla 

olan dokularda SOD aktivitesi yüksek olurken, hücre dıĢı sıvılarda SOD aktivitesi 

çok düĢüktür [Tuna, 2007]. 

Ġnsanlarda SOD‟un üç farklı formu bulunur. Bunlardan Cu ve Zn içeren bakır çinko 

süperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) sitozolde, Mn içeren mangan süperoksit dismutaz 

(Mn-SOD) mitokondride ve ekstrasellüler süperoksit dismutaz (EC-SOD) hücre dıĢı 

sıvılarda bulunmaktadır [Karabulut ve Gülay]. 

 

 

 

ġekil 2.7. SOD‟un üç farklı formu ve hücrede bulunduğu kısımlar 

SOD izoenzimlerinden sitozolik dimerik Cu/Zn-SOD, 32 kda molekül ağırlığına 

sahiptir ve iki eĢit alt üniteden oluĢmaktadır. Her bir alt ünitesinde bir Cu ve bir Zn 

atomu içerip, hücrelerde en çok bulunan SOD formudur. Bir diğer SOD izoenzimi 

olan mangan Mn-SOD, 80 kda molekül ağırlığındadır. Mitokondriyal bir enzim olup 

dört eĢit alt üniteye sahiptir. Aktif bölgesinde Mn
+3

 bulunur ve farklılıklara rağmen 

Cu/Zn-SOD ile aynı tepkimeleri katalizlemektedir. Mitokondrideki süperoksit 

radikaline etki eden tek enzim Mn-SOD‟dur. Mn-SOD organizmadaki tüm SOD 

Oksidazlar 

Hücre membranı 

Mitokondri  
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aktivitesinin sadece %10-15‟ini oluĢturduğu halde yapılan araĢtırmalarda doğuĢtan 

Mn-SOD eksikliği olan fareler 5-10 gün içinde ölürken, Cu/Zn-SOD ve EC-SOD 

eksikliği olan fareler hayatta kalabilirler [Zejniloviç, 2007]. 

Mn-SOD mitokondride süperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit ve moleküler 

oksijene dönüĢümünü katalize eden çok önemli bir antioksidan enzimdir. Normal 

fizyolojik koĢullar altında, mitokondri süperoksid üretiminin baĢlıca kaynağıdır. 

Birçok çalıĢma, Mn-SOD' un hücrelerin oksidatif stresden korunmasında ve tümör 

oluĢumunu inhibe etmesinde önemli bir rol oynadığını göstermiĢtir. Mn-SOD, 

bakterilerden insanlara kadar neredeyse tüm aerobik  ve hatta anaerobik 

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

Mn-SOD, prokaryotik hücrelerdeki sitoplazma boyunca eĢit olarak dağıtılır. Çok 

hücreli ökaryotik hücreler için, Mn-SOD sadece mitokondri ile iliĢkilidir. Ġnsan Mn-

SOD bir homotetremerdir. Aktif  bölge metal kompleksi ve dört protein yan 

zincirinden oluĢur. Aktif bölgedeki manganez, iki süperoksit radikali arasında bir 

elektron transferi gerçekleĢtirir. Mn-SOD ailelerinde kesinlikle muhafaza edilen bir 

dizi kalıntı, katalitik iĢlev için esastır. Pek çok farklı tümör türü düĢük Mn-SOD 

seviyesini ifade eder. Mn-SOD' nun aĢırı ekspresyonu tümörü bastırır. Çok sayıda 

bulgu Mn-SOD' un bir tümör giderici olduğunu desteklemektedir [Oberley and 

Buettner, 1979]. 

Mitokondriyal enzim bir nükleer gen tarafından kodlanır ve iki mitokondriyal 

membrandan matrikse taĢınması gerekir. Mn-SOD' un mitokondriyal matrikse 

verilmesi organel fonksiyonu için gereklidir. Mn-SOD katalizör mekanizmasındaki 

temel çalıĢmalar kinetik çalıĢmalarla aydınlatılmıĢtır. Enzimatik reaksiyon, iki farklı 

yarım reaksiyonu içeren bir katalitik döngü ile bir bimoleküler reaksiyondan oluĢur; 

Süperoksit substratın oksijene oksidize edildiği bir oksidatif reaksiyon ve 

süperoksitin H2O2' ye dönüĢtüğü bir indirgeme yarım reaksiyonundan oluĢur [Bull et 

al., 1991]. 

O2·-+ Mn[III]SOD  → O2 + Mn[II]SOD --------  yükseltgenme reaksiyonu 

O2·- + 2H+ + Mn[II]SOD → H2O2 + Mn[III]SOD--- indirgenme reaksiyonu 
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Bu iki reaksiyon, metal iyonunun oksidasyon durumunda ve indirgeyici yarı 

reaksiyonda proteinlerin tutulumunda farklılık gösterir. Mn-SOD için kristal yapılar 

yüksek çözünürlükte çözülmüĢtür. 

Mn-SOD, hücrelerin oksidatif hasarlara karĢı korunmasında ve hücresel 

metabolizmanin aĢırı oksidan ve istenmeyen bir yan ürünü olan süperoksitin hücresel 

konsantrasyonunun düzenlenmesinde anahtar rol oynar. Mn-SOD düzeylerindeki 

değiĢiklikler, Parkinson hastalığı, Duchenne kas distrofisi, Charcot-Marie-DiĢ 

hastalığı ve Kennedy-Alter-Sung sendromu dahil bir dizi nörodejeneratif hastalıkla 

iliĢkilendirilmiĢtir [Luo, 2001]. 

Pek çok farklı tümör türünde düĢük Mn-SOD aktivitesi olduğu gösterilmiĢtir. Mn-

SOD' nun aĢın ekspresyonu (ifade edilmesi), insan melanom hücrelerinin, meme 

kanseri hücreleri ve glioma hücrelerinin tümorijenisitesini bastırır, bu Mn-SOD' un 

çok çeĢitli kanserlerde bir tümör baskılayıcı olduğunu düĢündürmektedir. Örneğin, 

St. Clair ve arkadaĢları, Mn-SOD ile tümör metastazının bastırılmasının, azaltılmıĢ 

tümörijenitesi ve yüksek fibronektin ile iliĢkili olduklarını bildirmiĢtir. Tüm Mn-

SOD ile transfekte edilen hücrelerden türetilen tümörlerin median tümör büyüme 

sürelerinin ebeveyn hücrelerinkinden daha uzun olduğunu bulmuĢlardır. Ayrıca, Mn-

SOD ile transfekte edilen hücre hatlarında artmıĢ hücre dıĢı matris fibronektin 

seviyeleri bildirilmiĢtir [Clair et al., 1997]. 

EC-SOD, 135.000 kda moleküler ağırlığındadır. EC-SOD, her bir alt ünitesinde bir 

Cu ve bir Zn atomu bulundurup, enzimatik aktivite için gereklidir. EC-SOD‟ ın 

öncelikli yeri ekstrasellüler matriks ve hücre yüzeyleridir. Bu bölgelerde plazmada 

bulunandan daha yüksek yoğunlukta EC-SOD bulunur. EC-SOD, fibroblast 

hücreleri, glia hücreleri ve endotel hücreleri tarafından sentezlenip, salgılanmaktadır. 

Akciğer dokusunda tip II epitel hücrelerinin, solunum yolları ve kan damarlarını 

çevreleyen düz kas hücrelerinin yoğunluğuna bağlı olarak EC-SOD seviyeleri 

yüksektir. Ekstrasellüler düzeyde enzimatik olarak süperoksitleri etkisizleĢtirebilen 

tek antioksidan olması sebebiyle, EC-SOD oksidan hasarı, yangı ve fibrozis gibi 

birçok akciğer hastalıklarından korunmada çok önemli bir göreve sahiptir [Karabulut 

ve Gülay, 2016]. 
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Katalaz  (CAT, EC 1.11.1.6) 

Katalaz yapısında Fe
+3

 bulunduran 4 hem grubundan oluĢmuĢ bir hemoproteindir. 

Peroksizomlarda yüksek deriĢimlerde bulunur. Daha az olarak sitozolde ve 

mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciğer ve böbrekte 

yoğundur. SOD‟un oluĢturduğu H2O2‟ yi CAT enzimi peroksidazlarla beraber 

oksijen ve suya parçalar. H2O2,  CAT tarafından parçalanmazsa vücut için çok 

tehlikeli bir serbest radikal olan hidroksil radikalinin öncülü olarak davranır ve 

böylece bu radikal hücrede kalıcı hasarlara sebep olur [MemiĢoğulları, 2005]. 

      

   
→          

Ayrıca katalaz fenol, alkol gibi farklı substratların, hidrojen peroksitin çift 

redüksiyonu ile detoksifikasyonunu sağlar [Antmen, 2005]. 

        

   
→         

Glutatyon peroksidaz (GPx, EC 1.11.1.9) 

GPx, 85 kd moleküler ağırlığındadır, sitozolde bulunur, 4 selenyum atomu içerir, 

tetramerik yapıdadır ve hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu enzimdir. 

Ayrıca, GPx lipit peroksidasyonunun baĢlamasını ve geliĢimini engelleyici özellikte 

olan bir enzimdir. Selenyuma bağımlı ve bağımsız olmak üzere iki farklı tipi 

bulunur. Bağımsız GPx sadece lipit hidroperoksitleri, buna karĢılık selenyuma 

bağımlı olanı ise  H2O2' yi ve lipit hidroperoksitleri metabolize ettiği saptanmıĢtır. 

Enzim aktivitesinin en yoğun olduğu dokular eritrosit ve karaciğerdir [Kıran, 2007; 

ÇavuĢoğlu, 2009].  

GPx organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) veya 

H2O2‟nin GSH tarafından indirgenmesi tepkimesini katalize eder. GPx, GSH‟ı okside 

ederek H2O2‟yi H2O‟ya indirgemekte ve glutatyonun okside formunun (GSSG) 

tekrar GSH‟ya indirgenmesi ise glutatyon redüktaz (GR) tarafından 

gerçekleĢtirilmektedir [Çaylak, 2011]. 
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→             

         
      
→                

Molekül ağırlığı 20 kd olan fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPx) 

monomerik yapıda, selenyum ihtiva eden sitozolik bir enzimdir. Fosfolipid 

hidroperoksid glutatyon peroksidaz enzimi membran fosfolipid hidroperoksitleri 

(PLOOH) alkole indirger ve ayrıca E vitamini yetersizliginde PLGPx membranı 

peroksidasyona karĢı korur. 

         
     
→              

         
     
→                 

          
     
→                   

Glutatyon redüktaz (GR, EC 1.6.4.2) 

GR, FAD içeren flavoprotein bir enzimdir ve NADPH‟nin bir elektronunu okside 

glutatyonun disülfid bağlarına aktararak yeniden GSH‟ye dönüĢümünü katalizler. Bu 

nedenle NADPH serbest radikal hasarını engellemek için gereklidir olup en önemli 

kaynağı heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur [Gülay ve Karabulut]. 

             
    
→              

Glutatyon S-transferazlar (GST, EC 2.5.1.18) 

GST, sitozolde bulunup dimerik yapıya sahiptir. GST, baĢta araĢidonik asit ve 

lineolat hidroperoksitleri olmak üzere lipit peroksitlerine karĢı selenyum-bağımsız 

GPx aktivitesi göstererek bir antioksidan savunma mekanizması meydana getirir. 

GST, ksenobiyotik ve karsinojenlere karĢı hücresel savunmada yer alan, taĢıdığı bir 

elektrofilik merkez ve indirgenmiĢ GSH ile konjugasyon yoluyla daha çözünebilir ve 

daha kolay ayrıĢtırılabilir bileĢiklere dönüĢtüren, intraselüler bir protein ailesidir 

[Kıran, 2007, URL-2]. 
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→               

Karaciğerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafından reaktif ara ürünlere 

dönüĢtürülen yabancı maddeleri, glutatyon transferazlar daha az reaktif konjugatlara 

dönüĢtürür. Bu iĢlemi yaparken GSH‟daki sisteine ait –SH grubunu yabancı 

maddelere bağlayarak elektrofilik bölgelerini nötralize eder ve böylece ürünü daha 

fazla suda çözünür hale getirerek organizmadan atılımını sağlar [AkkuĢ, 1995]. 

2.7.2. Enzimatik olmayan endojen antioksidanlar 

Glutatyon, melatonin, seruloplazmin, transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, 

bilirubin, sistein, metiyonin, ürat, laktoferrin ve albümin enzimatik olmayan 

antioksidanlara örnek verilebilir. 

Glutatyon (GSH) 

Suda kolayca çözünebilen, organizmanın tüm hücrelerinde bulunan glutamikasit-

sistein-glisinden sentezlenen bir tripeptidtir. Glutatyonun sentezlenmesi iki aĢamada 

gerçekleĢir. Ġlk aĢamada glutamin-sistein ligaz (GCL), glutamin ve sisteini 

bağlayarak ɣ-glutamilsisteini oluĢturur. Ġkinci aĢamada glutatyon sentetaz (GSS), ɣ-

glutamilsisteine glisini bağlayarak GSH molekülünü oluĢturur. Glutamin-sistein 

ligaz, katalitik (GCLC) ve düzenleyici (GCLM) alt birimlerden meydana gelir. 

Glutamin-sistein ligazın katalitik alt birimi, katalitik aktivite için sistein ve 

glutaminin bağlanmasından sorumludur; düzenleyici alt birimi ise GCLC‟nin etkisini 

artırır [Gülay ve Karabulut]. 

                
      
→                      

                       
   
→             

GSH redoks döngüsünün bir substratı olarak, hidroksil radikalleri ile singlet 

oksijenin temizlenmesinde rol alır. Direk olarak serbest radikalleri temizlemesinin 

yanısıra; GPx ile birlikte enzimatik olarak da etki gösterir. GSH hücrelerde enzim ve 

diğer hücresel bileĢenlerin redükte halde tutulmamaları için hayati rol oynar. GSH en 

çok karaciğerde sentezlenir ve yaklaĢık % 40‟ı safra ile atılır. Safradaki bu GSH‟nın 
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diyetteki ksenobiyotiklere karĢı vücudu koruduğu, barsak lümenindeki lipit 

peroksidasyonu önlediği ve barsak epitelyumunu oksijen radikallerine karĢı 

savunduğu düĢünülmektedir [Çaylak, 2011; Maher et al., 2008] 

GSH, hücreleri oksidan hasara karĢı koruyan hücre içindeki en önemli antioksidan 

bileĢiktir. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine dönüĢümünün 

engellenmesinde rol alır. Ayrıca proteinlerdeki sülfhidril (-SH) gruplarını redükte 

halde tutar ve bu grupları oksidasyona karĢı korur, böylece fonksiyonel proteinlerin 

ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH yabancı bileĢiklerin detoksifikasyonu 

ve amino asitlerin membranlardan transportunu da sağlar. GSH eritrositleri, 

lökositleri ve göz merceğini oksidatif strese karĢı korumada hayati öneme sahiptir 

[ġener ve Yeğen]. 

Birçok hücrede bulunan ve bir tripeptid-tiol olan GSH, H2O2‟yi kimyasal olarak 

detoksifiye edebilir. GPx tarafınfan katalizlenen bu reaksiyon sonucu, artık koruyucu 

özellikte olmayan GSSG oluĢur. Hücre, indirgeyici elektronların kaynağı olarak 

NADPH‟ı kullanan GR‟nin katalizlediği bir reaksiyon ile GSH‟ı tekrar oluĢturur. 

Böylece, NADPH hidrojen peroksidin indirgenmesinde indirekt olarak elektronları 

sağlar. 

 

ġekil 2.8. Hidrojen peroksidin, NADPH tarafından glutatyon  

                  aracılığıyla indirgenmesi 
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2.8. Mitokondri 

2.8.1. Mitokondrinin yapısı 

Mitokondri sitoplazmada bulunan ve besinden enerji üreten organeldir. Hücre 

içindeki sayıları hücrenin enerji ihtiyacına göre doğru orantılı olarak değiĢir. 

Mitokondriler hücrenin toplam hacminin yaklaĢık % 20 gibi büyük bir kısmını 

kaplar. Mitokondri organellerinin büyüklüğü ve Ģekli değiĢkenlik gösterebilir. Bunlar 

birkaç yüz mikron çapında küresel Ģekilde olabilecekleri gibi, bir mikron çapında 

ipliksi Ģekilde de olabilmektedirler. Mitokondrinin yapısında iç ve dıĢ membran, 

membranlar arası boĢluk, matriks ve krista bulunur [CoĢkun, 2011]. 

 

Resim 2.1. Mitokondri yapısı 

DıĢ zar birçok iyonun ve küçük moleküllerin serbest geçiĢini sağlayan porlar taĢır. 

Membranlar arasındaki boĢluk bu moleküllerin geçiĢine engel olmaz. 

Ġntermembranal boĢluk, mitokondriyal matriks ile sitoplazma arasında sıkı bir 

bariyer kurar. DıĢ zar krebs çemberinde katalizör rolü oynayan monoamine oksidaz, 

sitokrom-c redüktaz enzimleri yanısıra fosfolipit ve fosforik asit sentezi için gerekli 

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

Mitokondri iç zarı çok kıvrımlıdır. Bu kıvrımlara krista adı verilir ve membran yüzey 

alanını ileri derecede artırırlar. Elektron transport zinciri enzimleri ve oksidatif 

fosforilasyona ait enzimler burada yerleĢmiĢtir. Mitokondri iç zarı beĢ ayrı enzim 

kompleksine ayrılabilir ve bunlara kompleks I, II, III, IV, V adı verilir.  
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Kompleks  I (Nikotinamit adenin dinükleotit (NADH): ubikinon oksidoredüktaz), 

kompleks II (süksinat:ubikinon oksidoredüktaz), kompleks III (ubikinol: 

ferrositokrom c oksidoredüktaz), kompleks IV (ferrositokrom c: oksijen 

oksidoredüktaz veya sitokrom c oksidaz), ve kompleks V (ATP sentaz)‟dır. 

Kompleks I, II, III, IV‟ ün her birisi elektron transport zincirinin bir bölümünü içerir. 

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

Her kompleks elektronlarını, koenzim Q ve sitokrom C gibi göreceli olarak hareketli 

elektron taĢıyıcılarına verir. Ayrıca ATP, ADP ve P1, piruvat, süksinat, malat, sitrat 

ve α-ketoglutarat gibi özel maddeler için taĢıma sistemine sahiptirler. Ġç zar seçici 

geçirgenlik gösterir. Ġç zar H
+
, Na

+
, K

+
 da dahil olmak üzere küçük iyonların çoğuna, 

ATP, ADP, pirüvat gibi küçük moleküllere ve mitokondri fonksiyonu için önemli 

olan diğer metabolitlere geçirgen olmayan özelleĢmiĢ bir yapıdır. Ġyonların ve 

moleküllerin bu membrandan geçebilmesi için özelleĢmiĢ taĢıyıcılara veya transport 

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

Matriks jel kıvamında olup içinde erimiĢ birçok enzim bulunur. Bu enzimler, iç 

membranda yerleĢmiĢ oksidatif enzimlerle iĢbirliği yaparak besinlerin CO2 ve H2O‟ 

ya çevrilmesine sonuç ATP adı verilen yüksek enerjili bir maddenin oluĢumuna 

neden olurlar. Matriks sıvısı yüzde elli proteinden oluĢur. Bu sıvı piruvat, 

aminoasitler ve yağ asitlerinin oksidasyonundan sorumlu enzimleri (beta oksidasyon) 

ve TCA döngüsü enzimlerini içerir. Ayrıca matrikste NAD
+
 ve FAD ile ATP sentezi 

için gerekli olan ADP ve Pi bulunur. Mitokondrilerde matrikste ayrıca hücre 

çekirdeğindekine benzeyen fakat tamamen aynı olmayan mitokondriyal DNA, RNA 

ve mitokondriyal ribozomlar da bulunmaktadır. Mitokondriyal DNA mitokondrilerin 

çoğalmasında rol oynar. Ġntron ve histondan yoksun sirküler ve polisistronik DNA‟sı 

ile mitokondri bakterilere benzetilmektedir. Mitokondriyal DNA 16.6-kilobayt 

(kB)‟lık genoma sahiptir ve 37 gen içerir. Bu genlerden 22‟si transfer RNA, 2‟si 

ribozomal RNA‟dan sorumludur. Diğer genlerden 7‟si ETS kompleks I, 1‟i 

kompleks III, 3‟ü kompleks IV, 2‟si kompleks V fonksiyonlarında yer alır [Wallace, 

2005]. 

 



 

34 

 

2.8.2. Hücresel solunum ve mitokondriyal enzimler 

Hücresel solunum glikoliz, TCA döngüsü ve ETS olmak üzere üç evrede gerçekleĢir. 

Glikoliz 

Glikozun çeĢitli enzimler yardımıyla pirüvata kadar yıkımına glikoliz denir. Glikoliz 

oksijenli ve oksijensiz solunumun ortak basamağı olup tüm canlı hücrelerde 

sitoplazmada gerçekleĢir. Ara ürünlerden kopan hidrojen atomları NAD
+
  koenzimi 

tarafından yakalanır. Glikozun aktivasyonu için 2 ATP harcandıktan sonra, substrat 

seviyesinde fosforilasyon ile 4 ATP üretilir. Böylece hücrenin net kazancı 2ATP‟dir. 

AsetilCoA OluĢumu 

Pirüvatın TCA döngüsüne girebilmesi için önce mitokondri içine alınması gerekir. 

Bu olay piruvatın iç mitokondriyel membrandan geçmesine yardımcı olan, özgün bir 

pirüvat taĢıyıcısı ile sağlanır. Glikoliz sonucu oluĢan iki piruvatın oksidatif 

dekarboksilasyonu ile asetil CoA meydana gelir. Bu aktifleĢmiĢ asetil birimi, 

mitokondri matriksinde bir seri reaksiyonla CO2‟ye kadar tamamen oksitlenir. 

Pirüvat Dehidrogenaz 

Glikoliz ile TCA döngüsü arasındaki bağlantı, matriksteki piruvatın 

dekarboksilasyonla asetil CoA‟ya çevrilmesi sonucu kurulmaktadır. Sitoplazmada 

meydana gelen piruvat iç membranda bulunan spesifik „piruvat taĢıyıcı proteini‟ 

tarafından bir H
+
 beraberliğinde yada OH

-
 karĢılığında mitokondri matriksine taĢınır. 

Pirüvat matrikse gelince, burada bulunan pirüvat dehidrogenaz kompleksi 

tarafından asetil CoA‟ya dönüĢür. Bu reaksiyon tersinmezdir. Böylece asetil 

CoA‟dan glukoz oluĢumu engellenir. Pirüvat dehidrogenaz kompleksi tamamen TCA 

döngüsünün bir parçası değildir ama döngünün iki karbonlu subsratı olan asetil 

CoA‟nın ana kaynağıdır [Keha ve Küfrevioğlu, 2010]. 
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Trikarboksilik Asit Siklüsü (TCA) 

OluĢan asetil CoA, trikarboksilik asit döngüsüne (sitrik asit devri) girer. Dört 

karbonlu bileĢik olan okzaloasetat, iki karbonlu asetil CoA ile birleĢerek altı 

karbonlu bir sitratı meydana getirir. Sitrat dekarboksile olarak beĢ karbonlu bir 

bileĢik olan alfa-ketoglutarat meydana gelir. Bununda oksidatif dekarboksilasyonu 

ile dört karbonlu süksinat meydana gelir. Daha sonra süksinat çeĢitli oksidasyon 

basamaklarından geçerek tekrar okzaloasetata çevrilerek döngü tamamlanır. Sonuçta 

4CO2, 6NADH+6H ve 2FADH2 molekülü ile substrat seviyesinde fosforilasyon ile 2 

ATP üretilir. Bu aĢamaya kadar oluĢan NADH ve FADH molekülleri ETS‟ye 

aktarılarak ATP sentezinde kullanılır [Çelik, 2007]. 

 

ġekil 2.9. TCA döngüsü ve enzimleri 
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Sitrat Sentaz (EC 2.3.3.16) 

TCA döngüsü okzaloasetatın sitrat sentaz enzimi aracılığıyla asetil CoA‟nın asetil 

grubuyla birleĢme reaksiyonu ile baĢlar. Bu bir hidroliz olayını içerdiğinden bir su 

molekülü de kullanılır. Önce okzaloasetat, asetil CoA ile kondanse olarak sitril CoA 

oluĢturur sonra da sitrat ve CoA‟ya hidroliz olur.  Sitrat sentaz, allosterik olarak Ca
+2

 

ve ADP ile aktive edilir. ATP, NADH, süksinil CoA ve yağ açil CoA türevleri 

tarafından da inhibe edilir. Bununla beraber reaksiyonun hızını öncelikle belirleyen 

okzaloasetat ve asetil CoA varlığıdır. Sitrat TCA döngüsü ara ürünü olması yanı sıra 

yağ asitlerinin sitozolik sentezleri için asetil CoA kaynağınıda oluĢturur. Sitrat ayrıca 

glikolizin hız belirleyici enzimi olan fosfofruktokinazı inhibe eder. Yağ asiti 

sentezinin hız kısıtlayıcı enzimi olan asetil CoA karboksilazı aktive eder [Keha ve 

Küfrevioğlu, 2010]. 

Akonitaz (EC 4.2.1.3) 

Ġkinci reaksiyon sitratın önce bir dehidrasyon, daha sonradan da bir hidrasyon olayı 

ile izositrata dönüĢtürülmesidir. Bunun sonucu olarak molekül karbon atomları 

arasında H ve OH değiĢimi görülür. Her iki basamağıda katalizleyen enzime ara 

bileĢik cis-akonitatdan dolayı akonitaz adı verilir. Bu enzimin aktif bölgesinde Fe 

bulunur [Harvery et al., 2007]. 

İzositrat Dehidrogenaz (ISD, EC 1.1.1.42) 

Ġzositratın alfa-ketoglutarata oksidatif dekarboksilasyonu, ISD enzimi tarafından 

katalizlenir. Bu ilk redoks reaksiyonudur. Reaksiyonun ara bileĢiği okzalsüksinat 

olup, enzime bağlı iken hemen CO2 ve alfa-ketoglutarata parçalanır. ISD, izositratın 

tersinmez oksidatif dekarboksilasyonunu katalizleyerek döngüde oluĢan üç NADH 

molekülünün birincisini ve ilk CO2‟yi açığa çıkarır. Bu TCA döngüsünün hız 

kısıtlayıcı basamaklarından birisidir. Enzim Ca
+2

 ve ADP tarafından allosterik olarak 

aktive edilir. Hücrede enerji depoları dolu olduğu zaman miktarları artan ATP ve 

NADH‟la da inhibe edilir. Hücrelerde iki çeĢit ISD enzimi vardır. Bunlardan birisi 

NAD
+
‟ yi, diğeri de NADP

+
‟ yi koenzim olarak kullanır. Sitrik asit devrinde önemli 

olan NAD
+
‟li enzim mitokondride yer alırken, NADP

+ 
spesifik enzim hem 
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mitokondri, hem de sitozolde bulunur ve farklı bir metabolik yola sahiptir [Keha ve 

Küfrevioğlu, 2010]. 

Alfa Ketoglutarat Dehidrogenaz (α-KD, EC 2.3.1.61) 

TCA döngüsün dördüncü reaksiyonu, alfa ketoglutaratın oksidatif dekarboksilasyonu 

ile süksinal CoA‟ya dönüĢümüdür. Bu olay üç enzimatik aktive içeren α-KD 

kompleksi tarafından gerçekleĢtirilir. Gerekli olan koenzimler tiyamin pirofosfat, 

lipoik asit, FAD, NAD
+
  ve koenzim A‟dır. α-KD kompleksini ATP, GTP, NADH ve 

süksinil CoA inhibe ederken, Ca
+2

 aktive eder [Keha veKüfrevioğlu, 2010].  

Süksinil CoA Sentetaz (Süksinat tiokinaz, E.C.6.2.1.5) 

BeĢinci basamakta süksinil CoA sentetaz, süksinil CoA‟nın yüksek enerjili thioester 

bağını kırar. Süksinal CoA bu enzim ile süksinata dönüĢür. Süksinil CoA‟ daki 

tiyoester bağı enerjice zengin bir bağdır. Bu tiyoester bağının parçalanması guanizin 

difosfatın fosforillenmesiyle beraber yürür. GTP‟deki fosforil grubu kolayca ADP‟ye 

aktarılarak ATP sentezlenir. Bu transfer reaksiyonu nükleosit difosfokinaz enzimi 

tarafından katalizlenir [Keha ve Küfrevioğlu, 2010]. 

       ⇔        

Süksinat dehidrogenaz (EC, 1.3.5.1) 

Süksinatın fumarata oksidasyonu süksinat dehidrogenaz enzimi tarafından 

gerçekleĢir. Bu reaksiyonun serbest enerjisi NAD
+
‟yi indirgemeye yeterli olmadığı 

için hidrojen alıcısı FAD‟dır. Süksinat dehidrogenaz FAD‟nin yanısıra dört adet Fe 

ve dört adet de inorganik kükürt(S) içerir. Demir atomları, inorganik ve protein 

yapısındaki sistein rezidüleri kükürt atomlarına bağlıdır.  Bu tipteki bir protein, 

demir-kükürt (FeS) proteini veya hem (demir ihtiva eden porfirin halkası, 

hemoglobindeki gibi) yapısında olmayan demirli protein adını alır. Süksinat 

dehidrogenaz, birisi FAD ve ikisi FeS kümesi ihtiva eden 70 kda molekül 

ağırlığında, diğeride 27 kda ağırlığında ve tek bir FeS kümesi taĢıyan iki alt birimden 

ibarettir. Bu enzim iç mitokondri zarının bir integral proteini olarak da TCA 

döngüsün diğer enzimlerinden ayrılır. Gerçekten süksinat dehidrogenaz elektron 
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transport sistemine direk bağlıdır. FADH2 oluĢtuğu zaman NADH gibi enzimden 

ayrılmaz. Yapısındaki iki elektronu doğrudan enzimdeki Fe
+3

 atomlarına ve oradan 

da ETS‟deki CoQ‟ya aktarır. Süksinat dehidrogenaz okzaloasetatla inhibe olur [Keha 

ve Küfrevioğlu, 2010; URL-2]. 

Fumaraz (Fumarat hidrataz, EC 4.2.1.2) 

Fumaratın L-malata hidrasyonu, fumaraz enzimi tarafından katalizlenirken, H ve OH 

stereospesifik olarak trans halde katılarak yalnız L-malat izoemerinin oluĢumu 

gerçekleĢtirilir [Keha ve Küfrevioğlu, 2010]. 

Malat dehidrogenaz (MD, E.C.1.1.1.37) 

Son olarak malatın okzaloasetata yükseltgenmesi reaksiyonu, malat dehidrogenaz 

enzimi katalizörlüğüyle ve NAD+ elektron alıcısı beraberliğinde meydana gelir 

[Keha ve Küfrevioğlu, 2010]. 

           ⇔                      

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

ETS, NADH ve FADH2 gibi elektron taĢıyıcılarının verdikleri elektronları ETS 

elemanlarında redoks tepkimelerine sokarak ATP üretimini sağlayan sistemin adıdır. 

Mitokondri iç zarı beĢ ayrı enzim kompleksine ayrılabilir ve bunlara kompleks I, II, 

III, IV, V adı verilir. Kompleks I, II, III, IV‟ün her birisi elektron transport zincirinin 

bir bölümünü içerir. Kompleks V ise ATP sentezini katalize eder. Her kompleks 

elektronlarını koenzim Q ve sitokrom C gibi göreceli olarak hareketli elektron 

taĢıyıcılarına verir. Elektron transport zincirinin her taĢıyıcısı bir elektron 

vericisinden elektronlarını alır, zincirdeki bir sonraki taĢıyıcıya verir. Bu elektronlar 

sonunda oksijen ve protonlarla birleĢerek su oluĢtururlar. 
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Resim 2.2. Elektron taĢıma sistemi birimleri 

Kompleks I (NADH dehidrogenaz, NADH-Q redüktaz, EC 1.6.99.3) 

Ġlk reaksiyon NADH‟ın, NADH dehidrogenaz multienzim kompleksi aracılığıyla 

yükseltgenmesidir. Bu multienzim kompleksi bakterilerde en az 16, ökaryotlarda 43 

polipeptid zincirinden oluĢmaktadır. NADH‟dan iki elektron, enzimin prostetik 

grubu olan flavin mononükleotid (FMN)‟e aktarılarak FMNH2‟ye indirgenir, sonra 

elektronlar FMNH2‟den NADH dehidrogenaz kompleksinin bir baĢka prostetik 

grubunu teĢkil eden bir seri demir-kükürt(FeS) komplekslerine aktarılır. Burada 

demir atomları „hem‟ grubuna ait değildir. NADH dehidrogenaz enzimindeki demir-

kükürt merkezlerinden elektronlar, koenzimQ (CoQ)‟ya transfer edilir [Harvery et 

al., 2007]. 

CoQ uzun bir izopren zinciri takılı bir kinon türevi olup Ubikinon olarak da 

isimlendirilir. Ġzopren birimlerinin sayısı türden türe değiĢir. Memelilerde en bol 

bulunan n=10 izopren birimine sahiptir ve CoQ 10 olarak gösterilir. Ġzopren zinciri 

CoQ‟yu oldukça apolar yapar ve iç mitokondri membranında hidrokarbon fazına 

kolayca difüze olmasını sağlar. CoQ solunum zincirinde bir proteinin prostetik grubu 

olmayan tek elektron taĢıyıcısıdır ve zincirin flavoproteinleri ile stokromları arasında 
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oldukça hareketli bir taĢıyıcılık görevi yapabilmesine yol açar. CoQ hidrojenlerini 

hem NADH dehidrogenaz tarafından oluĢturulmuĢ FMNH2‟den hem de süksinat 

dehidrogenaz ve asil CoA dehidrogenaz tarafından oluĢturulmuĢ FADH2 den 

(Kompleks 29 alabilir [Keha ve Küfrevioğlu, 2010].  

Kompleks II (Süksinat CoQ Redüktaz, EC 1.3.5.1) 

TCA döngüsünde, süksinatın süksinat dehidrogenaz enzimiyle fumarata 

yükseltgenmesiyle FADH2 oluĢur. Süksinat dehidrogenaz, süksinat-CoQ redüktaz 

enzim kompleksinin bir bileĢeni olup, diğer bileĢenide 3 adet FeS merkezine sahip 

olan bir proteindir. Bu enzim kompleksi iç mitokondri membranının integral 

proteinidir. FADH2‟deki yüksek potansiyele sahip elektronlar enzim kompleksindeki 

FeS merkezlerine, oradanda solunum zincirindeki CoQ‟ya aktararak CoQH2‟yi 

oluĢtururlar. Bu enzim kompleksinin yapısında membrana gömülü altbirimlerine 

bağlı olarak bir Hem prostetik grubu bulunmaktadır. Ancak bu grup elektron 

transferinde görev almaz, süperoksit oluĢumunun engellenmesinde bulunur. CoQH2 

ile O2 arasındaki elektron taĢıyıcılarından FeS proteinindıĢında hepsi sitokromlardır. 

Sitokromlar prostetik grup olarak „hem‟ grubu içeren elektron taĢıyıcı proteinlerdir. 

Sitokromlardaki Fe atomları indirgenmiĢ Fe
+2

 hali ile yükseltgenmiĢ Fe
+3

 hali 

arasında mekik dokur. Hem grubu bir FeS merkezi gibi tek elektron taĢıyabilir. Fakat 

NADH, flavinler ve CoQ iki elektron transfer edebilir. Nitekim bir CoQH2 molekülü 

yüksek potansiyelli iki elektronunu solunum zincirinin daha sonraki üyesi olan iki 

adet sitokrom b‟ye aktarır. CoQH2 ile O2 arasında beĢ çeĢit sitokrom vardır. 

Sitokrom b ve c1, bir tane FeS proteini ile beraber CoQ-Sit c redüktaz multienzim 

kompleksinin bileĢenleridir. Sitokrom c, elektronları bu kompleksten, bileĢen olarak 

sitokrom a ve a3 ihtiva eden, sitokrom c oksidaz kompleksine transfer ederler. Bu 

sitokromlar artan indirgenme potansiyellerine göre sıralanmıĢlardır [Keha 

veKüfrevioğlu, 2010; URL-1]. 
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Kompleks III (CoQ-sit c Redüktaz, sitokrom bc1 kompleksi, ubikinon-sitokrom c 

oksidoredüktaz, EC 1.10.2.2) 

Ubikinon-sitokrom c oksidoredüktaz kompleksi elektronları CoQH2‟den sitokrom 

c‟ye transfer eder. Yani kompleks III yapısında bulunan sitokrom b, elektronları 

sitokrom c yapısına aktarır. Kompleks III, bir proton pompası olarak fonksiyon 

görür; kompleksin asimetrik oryantasyonunun bir sonucu olarak, UQH2‟nin UQ‟a 

okside olmasıyla serbestleĢen protonlar, membranlar arası boĢluğa salınırlar. Böylece 

bir proton gradienti oluĢur [Geçkil, 2012]. 

Kompleks IV (Sitokrom C Oksidaz, EC 1.9.3.1) 

Sitokrom oksidaz, mitokondrilerde bulunan solunum zincirinin son enzimidir. 

ĠndirgenmiĢ sitokrom c, elektronunu sitokrom oksidaz kompleksine aktarır. Sitokrom 

c‟nin görevi CoQ‟ya benzer, solunum zincirindeki kompleksler arasında hareketli bir 

elektron taĢıyıcısı görevi yapar. Bu kompleks tarafından en son elektron alıcısı 

oksijenin redüksiyonu gerçekleĢir. Bu kompleks iki tip sitokrom a içerir (a ve a3). Bu 

sitokromlar iki hem grubunun yanında kompleks iki bakır iyonunu da taĢır. 

Elektronlar önce kompleksin sitokrom a bileĢenine, oradanda bakır içeren sitokrom 

a3‟e aktarılır. Bu bakır atomu sit a3‟den O2‟ye elektronu transfer ederken +2 ve +1 

yükseltgenme basamakları arasında mekik dokur. Bu kompleks aracılığıyla 4 

elektron ile O2 redüksiyonu sağlanır ve iki H2O molekülü oluĢur. Bu olayla hidrojen 

peroksit ve hidroksil radikalleri gibi tam olarak indirgenmemiĢ, hücre yapılarını 

tahrip edecek molleküllerin yapımı önlenir. Kompleks 1 ve 3 gibi, kompleks 4 de bir 

proton pompası olarak görev yapar, proton gradienti oluĢumuna katkı sağlar. 

Sitokrom oksidaz, sitokrom a3 olarak da isimlendirilir [Geçkil,2012; Keha ve 

Küfrevioğlu, 2010]. 

Kompleks V (ATP sentaz,EC 3.6.3.14) 

ATP sentaz, iç mitokondriyal membranın ATP sentezleyen enzim kompleksi olup 

mitokondri matriksine doğru çıkıntı yapan küreler Ģeklinde görülür. Solunum 

zincirinde elektronların kompleks I, III ve IV üzerinden aktarılması sırasında 

protonlar matriksten membranlar arası boĢluğa pompalanırlar bu sırada iç 
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membranda bir proton gradienti oluĢur. Protonlar yüklü partiküller olduklarından 

proton gradientinin elektriksel özellikleri bulunmaktadır ve matriks negatif, 

membranlar arası boĢluk pozitif yüklü olduğu için voltaj farkı oluĢmaktadır. OluĢan 

elektrokimyasal gradient, protonların matrikse geri dönmeleri için proton hareket 

ettirici güç ortaya çıkarır. Bu güç etkisiyle protonlar matrikse geri dönerler ve 

elektrokimyasal gradientteki enerji, protonların matrikse geri dönmeleri sırasında 

ATP oluĢumunda kullanılır. Oksidatif fosforilasyon olarak bilinen bu olay, ATP 

sentaz tarafından katalizlenir. ATP sentaz, Fo (integral protein) ve F1 (periferal 

protein) olmak üzere baĢlıca iki komponente sahiptir. Protonların membranlar arası 

boĢluktan matrikse dönüĢünde ATP sentazın Fo alt birimi görev alır; ATP sentazın 

F1 alt birimi ise ADP ve Pi kullanılarak ATP sentezini gerçekleĢtirmektedir [Harvey 

et al., 2007; URL-1]. 

2.9. Miyeloperoksidaz (MPO, EC 1.11.1.7) 

MPO, memeli nötrofillerinin granüllerinde yaklaĢık % 5 oranında yer alan bir 

enzimdir. Ayrıca monositlerde (toplam proteinin ~ %1‟i) ve doku makrofajlarında 

MPO varlığından söz edilmektedir. MPO fagosite edilmiĢ bakterilerin 

öldürülmesinde önemli rol oynamaktadır. MPO'nun salyada bulunduğuna dair 

bulgular mevcuttur ve kökeni tükrük bezi hücreleri olduğundan peroksidaz olarak 

tanımlanmaktadır. MPO, H2O2  ile birlikte tiyosiyonat iyonların veya 

halojeniyonlardan(iyodit, bromit, klorit) birinin de beraber bulunduğu bir ortamda 

antibakteriyel etki (oksijene bağlı) göstermektedir. H2O2'nin antibakteriyel 

mekanizmadaki görevi mikrobiyal metabolizma üzerine etkisinin olmasıdırve 

H2O2'nin ayrıca tek baĢına da antibakteriyel etkisi vardır. Ortamdaki H2O2 ise, 

fagositoz yapan hücrelerden üretilip ortama salınmaktadır [Lau and Baldus, 2006; 

Develioğlu 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 basamağını katalize eden kilit bir enzimdir. 

Eritrositlerde NADPH oluĢumu için tek kaynak heksoz monofosfat metabolik yolu 

olup, G6PD eksikliğinde NADPH üretimi önemli miktarda azalmaktadır. Heksoz 
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monofosfat yolu defektlerinin en önemlisi, G6PD enziminin eksikliğine bağlı 

olanıdır. G6PD eksikliği X‟e bağlı ve resesif olarak geçiĢ gösteren bir hastalıktır. Bu 

hastalığın dünyada oldukça geniĢ yayılımı olup, yaklaĢık 400 milyon kiĢiyi 

etkilemektedir. G6PD enzimi eritrosit içindeki indirgenmiĢ glutatyon düzeyinin 

devamlılığını sağlamak için gereklidir. Böylece bu hücreler oksidatif strese karĢı 

korunmuĢ olur. Bu hastalığa tutulmuĢ kiĢiler bazı ilaçlara (primakin, aspirin, 

sulfonamidler), kimyasal maddelere (metilen mavisi, naftalen) ve fava fasulyesine 

maruz kalırlarsa yaĢlı eritrositlerde hemoliz geliĢir. Anemi, hemoglobinemi, 

hemoglobinüri, sırt ağrısı, sarılık ve retikülositoz geliĢir [Büyükokuroğlu ve 

Süleyman].  

Enzim eksiklikleri içinde G6PD enzim eksikliği insidansı oldukça yüksektir. G6PD 

glutatyonun hücre içi düzeyinin normal tutulmasında gerekli olan NADPH‟ın 

yapımında rol almaktadır. G6PD eksikliğinde eritrositler oksitleyici bir strese 

uğradıklarında hemoliz geliĢir. Eritrositlerde oksidatif hasara karĢı geliĢen savunma, 

mevcut enzim aktivasyonu ile orantılıdır [Kantekin Ünal ve Tur, 2016]. 

2.11. Mitokondri ve Oksidatif Stres 

Mitokondriyal DNA‟da (mtDNA) oksidatif hasar ve bu hasara bağlı mutasyonlar 

yaĢlanma sürecinde önemlidir. Günümüze dek yapılmıĢ olan araĢtırmalar fizyolojik 

yaĢlanma, prematür yaĢlanma semptomları; Alzheimer hastalığı, diyabet, kalp 

yetersizliği, sağırlık, optik sinir dejenerasyonu, birçok ilerleyici kas hastalığı ve 

kanser gibi yaĢlanma ile sıklıkları artan hastalıkların mutasyona uğramıĢ DNA içeren 

disfonksiyonel mitokondrilerin varlığı ile ilgili olduğunu ortaya koymuĢtur. Oksidatif 

hasara bağlı mutasyonel yük artarken koruyucu ve onarıcı proteinlerin 

azalması/hasarlanması mitokondrilerin hasar ve mutasyona yatkınlığını arttırır ve 

dolayısı ile hücresel yaĢlanmayı hızlandırır [Öğüt ve Atay, 2012]. 
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ġekil 2.10. Oksidatif mtdna hasarı ve yaĢlanma [Öğüt ve Atay, 2012]. 

Aralarında, canlılarda yaĢamsal önemi olan, oksijenin bazı ara bileĢiklerinin de 

bulunduğu serbest radikaller hücresel düzeyde toksik etki gösterirler. Mitokondri iç 

zarı oksidatif fosforilasyondan ötürü, ROT‟ların büyük ölçüde üretildiği yerdir. 

Normal metabolizma ürünleri olan ROT‟lar, DNA'da çeĢitli bozulmalara, özellikle 

kopmalara yol açar. Mitokondri DNA'sında, normal durumdakinden farklı olarak 

ortaya çıkan oksitlenmiĢ bazların, çekirdek DNA'sındakinlerden 16 kat daha fazla 

olduğu bulunmuĢtur. Bu durum, ROT'ların, mtDNA'da çok sayıda hasar meydana 

getirebileceğini göstermektedir [Öğüt ve Atay, 2012]. 

2.12. Mitokondriyal Hastalıklar 

Mitokondriyal hastalık, hücrenin mitokondrisi hücre veya organ fonksiyonu için 

yeterli enerjiyi üretmediğinde ortaya çıkan kronik veya genetik bir hastalıktır. 

Mitokondriyal hastalığın birçok formu vardır ve bir çoğu kalıtsaldır. Bebeklerde, 

çocuklarda ve yetiĢkinlerde mitokondriyal hastalıkları görülebilir. Mitokondriyal 

hastalıklar hafif ile Ģiddetli arasında değiĢen bir hastalık yelpazesine sahip olabilirler. 
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Mitokondriyal hastalık semptomlarının Ģiddeti kiĢiden kiĢiye farklılık gösterir. En 

yaygın belirtiler Ģunlardır: Zayıf büyüme, kas kordinasyon kaybı, kas güçsüzlüğü, 

nörolojik problemler, nöbetler, otizm, otistik spektrum, otistik benzeri özellikler, 

görme ve / veya iĢitme sorunları, geliĢimsel gecikmeler, öğrenme güçlükleri, kalp, 

karaciğer veya böbrek hastalıkları, gastrointestinal bozukluklar, ağır kabızlık, 

diyabet, artmıĢ enfeksiyon riski, tiroid ve / veya adrenal disfonksiyon, yönelim 

bozukluğu ve hafıza kaybıyla karakterize edilen nöropsikolojik değiĢiklikler olarak 

verilebilir.. Mitokondriyal hastalıkların birçoğu kalıtsal olmakla birlikte ilaçlar veya 

diğer toksik maddeler mitokondriyal hastalığı tetikleyebilir. YetiĢkinlerde, 

yaĢlanmaya bağlı olarak geliĢen birçok hastalığın mitokondri iĢlevinin yitirmesine 

bağlı olarak ortaya çıktığı görülmüĢtür; Bunlar; Tip 2 diyabet, parkinson hastalığı, 

aterosklerotik kalp hastalığı, inme, alzheimer hastalığı ve kanseri içermekle birlikte 

bunlarla sınırlı değildir [Akalın, 2005].  

Hücre metabolizması ile türetilen elektronlar iki koenzim olan NADH ve FADH2 ile 

ETS‟ye ulaĢırlar. Daha sonra, iç mitokondriyal membranında bulunan beĢ protein 

kompleksinden oluĢan ETS boyunca ilerlerler. Elektronlar, bu parçacıkların iç 

mitokondriyal zarın dıĢ tarafına taĢınmasıyla üretilen bir proton gradyanı sayesinde I, 

III ve IV komplekslerinden geçer. Kompleks V daha sonra elektron naklinden 

türetilen enerjiyi ATP sentezine çevirir. Bu süreçte, solunum zincirinden gelen 

elektron kaçağı, süperoksit radikalerinin oluĢumuna neden olur ve yaklaĢık olarak 

geçen elektronların % 0.4-4 oranında süperoksit radikali oluĢturulur. Sonuç olarak 

mitokondri, ROT'un birincil kaynağıdır [Boveris, 1984]. Biyolojik durumlarda 

mitokondrinin iyi bilinen bir antioksidan sistemi vardır. H2O2, GPx ve GSH 

tarafından etkili bir Ģekilde temizlenir [Drose and Brandt, 2012]. 

Mitokondriyal solunum zincirine bağlı olarak görülen bazı hastalıklar aĢağıda 

verilmiĢtir; 

Kompleks I eksikliği; Kompleks I (NADH:ubiquinon oksidoredüktaz) eksikliği, 

Mitokondriyal solunum zinciri bozukluklarından en sık görülenidir ve oksidatif 

fosforilasyon sistemi bozukluklarının üçte birini oluĢturur. Mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyon sistemi bozuklukları, en sık görülen metabolik hastalıklar grubundan 
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olup sıklığı 1:5000-10000 canlı doğumdur. Klinik olarak ağır neonatal laktik asidoz, 

Leigh sendromu, farklı kombinasyonlarda santral sinir sistemi, kas, kardiyak, hepatik 

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

Kompleks II eksikliği; Kompleks II eksikliği, süksinat sitokrom c redüktaz ve 

süksinat dehidrogenaz eksiliğine bağlı ortaya çıkar. Klinik bulgular, 

ensefalomiyopati, geliĢme geriliği, hipotoni, letarji, ataksi ve miyoklonus ile 

karakterizedir [Koç ve ark., 2003]. 

Kompleks III eksikliği; Oksidatif fosforilasyon bozuklukları çok değiĢken klinik 

özellikler gösteren heterojen bir grup hastalıktır. Ġzole kompleks III eksikliği 

çocuklukta nadir göülen bir bozukluktur. Yakın zamanda kompleks III'ün yapısal bir 

proteinini kodlayan BCS1L genindeki mutasyonlar sonucu erken karaciğer 

yetmezliği, tübülopati ve ensefalopati ile seyreden hastalar bildirilmiĢtir. Burada 

BCS1L geninde daha önce bildirilen bir mutasyon için homoplazmik olan ve erken 

renal tübüler yetmezlik ve karaciğer fonksiyon bozukluğu olan bir olgu ve yüksek 

doz bikarbonat tedavisi deneyimi sunulacaktır [Ezgü ve ark., 2005]. 

Kompleks IV eksikliği; Kompleks IV‟de sitokrom c oksidaz eksikliği vardır. Bebek 

doğumda hipotoniktir ve buna güçsüzlük, solunum yetmezliği, laktik asidoz eĢlik 

eder. Kalp, karaciğer ve beyin klinik olarak etkilenmez fakat böbrek tutulumuna 

bağlı Toni-Fanconi-Debre sendromu görülebilir. Hastalar solunum yetmezliği ile 

erken dönemde kaybedilir [Dubowitz, 2000]. 

Pearson sendromu 

Nadir görülen bu hastalık tedaviye yanıt vermeyen sideroblastik anemi, pansitopeni 

(yeteri kan hücreleri üretilemediği durum), oksidatif fosforilasyon eksikliği, pankreas 

ekzokrin salgı yetmezliği ve değiĢik derecelerde karaciğer, böbrek ve endokrin 

yetmezlik ile karakterize ölümcül bir hastalıktır. Patogenezi karmaĢık olup halen tam 

olarak anlaĢılamamıĢtır ve genetik çalıĢmalarla mtDNA‟nın büyük bir parçasının 

delesyonu veya kaybının rol oynadığı gösterilmiĢtir [Pearson et al., 1979]. 

Oksidatif fosforilasyon eksikliğine bağlı dirençli laktik asidemi görülebilir ve diğer 

organlar etkilenebilir. Karaciğerin etkilenmesine bağlı transaminazlar yükselir, 
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hiperbiluribinemi, hiperlipidemi ve karaciğerde yağlanma meydana gelir. Bazı 

hastalarda karaciğer yetmezliği ortaya çıkar. Böbrek tutulumu sık olup Fanconi 

sendromu gibi tubulopatiler geliĢebilir [Gibson et al., 1992; URL-3]. Pankreas 

endokrin bezleri fonksiyonel kalmakla birlikte diyabetes mellitus geliĢen birkaç hasta 

rapor edilmiĢtir. Ġleri yaĢlarda bu hastalarda KSS‟a ait klinik bulgular görülebilir. 

Pearson sendromlu bazı olgularda 3-metilglutanoik asitüri saptanmıĢ ve bu hastalığın 

tanısında önemli bir ip ucu olabileceği öne sürülmüĢtür [Rotig et al., 1990]. 

Alper hastalığı 

Oksidatif fosforilasyon bozukluklarına bağlı olarak ortaya çıkan, nöbet, demans, 

spastisite, körlük, karaciğer fonksiyon bozuklukları ve serebral dejenerasyonla giden 

ender bir hastalıktır. Otozomal resesif kalıtımla geçer fakat bazen kardeĢlerde de 

görülebilir. Karaciğer fonksiyonu bozulur ve buna ait klinik bulgular görülür. 

Çocukluk döneminde hızlı ilerleyen karaciğer yetmezliğine bağlı hastalar kaybedilir. 

Bazen de kardiyorespiratuar yetmezlik bu hastalarda ölüm nedenidir [Koç ve ark., 

2003]. 

Luft hastalığı 

Genetik geçiĢ Ģekli tam olarak bilinmeyen bu hastalıkta klinik bulgular, metabolizma 

artıĢı, ateĢ, sıcak intoleransı, polifaji, polidipsi ve istirahat taĢikardisi ile 

karakterizedir. Eksersiz intoleransı ve hafif derecede güçsüzlük bu bulgulara eĢlik 

edebilir. Bu hastalardan yapılan kas biyopsisisinde RRF‟lar görülür [Koç ve ark., 

2003]. 

Costeff sendromu 

Costeff sendromu, metil glutakonik asitüri tip 3 olarak da adlandırılır. 3-metil 

glutakonik asidüri, sıklıkla düĢük miktarlarda 3-metilglutarik asid atılımı ile birlikte 

olup, en az dört adet farklı ve görünüĢte birbirinden bağımsız olan kalıtsal metabolik 

hastalıkta ortaya çıkar [KocabaĢ, 2008]. 
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Karnitin eksikliği 

Karnitin uzun zincirli yağ asitlerinin mitokondriye transportuna aracılık eden bir 

kofaktör olup eksikliğinde lipid depo hastalıkları ortaya çıkar. Karnitin eksikliğinin 

biyolojik etkileri, normal değerinin %10-20‟sinin altına ininceye kadar ortaya 

çıkmaz. Solunum zincir defekti karnitin eksikliğine neden olabilir; çünkü karnitin 

alınımı ATP‟ye bağımlı bir olaydır. L-karnitin eksikliği diyabet, siroz ve kronik 

böbrek yetmezliği gibi kronik hastalıklarda sık görülmesine rağmen genellikle nadir 

ortaya çıkmaktadır. L-karnitin eksikliğinde yangı, kilo kaybı, stres ve 

mikroorganizmalara karĢı direncin düĢmesi, miyopati, ilerleyici kas zayıflığı, 

kardiyomiyopati, karaciğer yetersizliği, periferik ve merkezi nöropati, büyüme 

geriliği ve tekrarlayan infeksiyonlar, ensefalopati, hepatomegali, egzersizlerden 

sonra kas yorgunluğu, kramp, hipoglisemi, kanser, diyabet, alzheimer hastalığı ve 

kalp yetmezliği gibi rahatsızlıklar görülebilir [Umutlu, 2012]. 

Familial rekürren rabdomioliz 

Rames ve Gardner-Medwin [1992], egzersizle ortaya çıkmayan familyal parosismal 

rabdomiyolisli iki aile tanımlamıĢ ve bu hastalığın miyoglobinüri, kaslarda güçsüzlük 

ve böbrek yetmezliğine neden olarak yaĢamı tehdit eden bir hastalık olduğunu rapor 

etmiĢtir [Koç ve ark., 2003]. 

2.13. Karaciğer 

2.13.1. Karaciğerin yapısı ve görevleri  

Karaciğer vücudumuzdaki en ağır ve en büyük organlardan biridir. Karın bölgesinin 

sağ üst kısmında, kaburgaların tam altında bulunmaktadır. Karaciğer sağ ve sol 

olmak üzere iki loptan oluĢur. Sağ lob, sol lobdan büyüktür. Karaciğer hem arteriyel 

(A. Hepatica), hem de venal (V. Portae) sistemden kan alan bir organdır. Karaciğerde 

hepatosit, endotel hücreleri, kupffer hücreleri, stellat hücreleri ve safra kanalı epitel 

hücreleri olmak üzere beĢ tür hücre bulunmaktadır. Tüm hücre tiplerinin % 80‟ini 

hepatositler oluĢturur [Tür, 2008]. 



 

49 

 

Karaciğerin hem endokrin hem ekzokrin görevi bulunmaktadır. Protein sentezi, safra 

salgılanması, detoksifikasyon, A, D, E, K, B12 vitaminlerinin depolanması, A 

vitamininin üretimi, glikozun glikojen seklinde depolanması, kan pıhtılaĢmasında 

görev alan proteinlerin üretilmesi, lenf yapımında görev almak gibi çok önemli 

görevleri bulunmaktadır. Ayrıca portal sistemde bağırsaklardan gelen 

mikroorganizmalar hepatik sinüslerde bulunan makrofajlar(kuppfer hücreleri) 

aracılığı ile filtrelemektedir. Hidrofilik olmamaları nedeniyle böbrekten atılamayan 

zararlı ürünler hepatositlerde oksidasyon ve konjugasyon yolu ile zararsızlaĢtırılır. 

Bunun için gerekli enzimler agranüler endoplazmik retikulum membranlarında 

bulunur. Kolesterol, safra tuzlarının oluĢmasında ve VLDL (Çok DüĢük Yoğunluklu 

Lipoproteinler) sentezinde kullanılır. Amonyaktan ornitin döngüsü ile üre sentezinde 

görevlidir. Tiroksin, büyüme hormonu, insülin, glukagon gibi hormonların 

modifikasyonunun yapıldığı yerdir [Bozkurt, 2014]. 

2.13.2. Karaciğer hastalıkları ve mitokondri 

Karaciğer, mitokondrinin sayı ve yoğunluğu açısından en zengin organlardan biridir. 

Mitokondri, karaciğer hücresinin bütünlüğünü ve iĢlevlerini sürdürmesinde çok 

önemli bir rol oynamaktadır. Mitokondriyal bir bozukluk olduğunda karaciğer 

hücresinde fizyolojik stres artar. Son 20-30 yılda kalıtsal veya edinilmiĢ 

mitokondriyal bozukluklara bağlı akut ve kronik karaciğer hastalıkları teĢhis 

edilmiĢtir. Çoğu kronik karaciğer hastalığı, hasar görmüĢ mitokondrilerin sayısının 

artması ile iliĢkilidir. Hepatik mitokondri, karbonhidratların, lipidlerin ve proteinlerin 

karaciğer metabolizmasını bütünleĢtiren merkez olduğu için diğer organların 

mitokondrisine  kıyasla çok daha büyük bir öneme sahiptir [Degli Esposti et al., 

2012]. 

Solunum organelleri olarak mitokondriler, yüksek enerjili subsratlardan enerjinin 

elde edilmesinde, hücrelerin metabolik fonksiyon ve bütünlüğünde önemlidir. Bu 

metabolik makinelerde oluĢan kusurlar sonucunda hücresel enerji depoları 

tükenebilir, oksidatif stres meydana gelebilir veya apoptosis gerçekleĢleĢebilir. 

Mitokondriler karaciğer hücre hacminin % 20'sini iĢgal eder. Karaciğer biyokimyasal 
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testlerinde hafif anormalliklerden, akut veya kronik karaciğer yetmezliğine kadar 

gidebilen düzeyde farklı belirtiler görülür [Hassanein and Frederick, 2004]. 

Kronik karaciğer hastalıklarının birçoğu anormal ROT oluĢumu, GSH tükenmesi, PK 

gruplarındaki artıĢ ve solunum kompleksi değiĢiklikleri olan hasarlanmıĢ 

mitokondrilerin birikimi ile iliĢkilidir. Mitokondriyal değiĢiklikler doğalarına ve 

ciddiyetlerine bağlı olarak lipid birikimi, apoptoz ve/veya nekroza sebep olabilir, 

böylelikle inflamasyona neden olabilirler. Bu patolojik olaylar, laktakidoz, 

hipoglisemi, yüksek serum transaminazları, yüksek konjuge bilirubinemi ve 

hiperammonemi gibi farklı klinik özelliklere karĢılık gelebilir. Mitokondri ROT‟un 

önemli bir kaynağıdır ve ROT zararlı özelliklerinin yanında aynı zamanda hücrelerin 

çoğalması ve farklılaĢmasında önemli rol oynamaktadır. Bununla birlikte, farklı stres 

tipleri, uyuĢturucu, virüs, hipoksi, inflamasyona neden olan sitokinler, β-oksidasyon 

fazlalığı, sitokrom P450'nin aĢırı ekspresyonu gibi nedenlerle karaciğer mitokondrisi 

zarar görebilir. Bu durumda, ROT'un aĢırı üretilmesi hem mitokondriyal hem de 

oksidatif fosforilasyon enzimlerinin protein alt birimleri, lipid zarları, mitokondriyal 

veya nükleer DNA gibi diğer hücresel bileĢenlere zarar verebilir. Bu hücresel 

lezyonlar, yağlı karaciğer veya hepatoselüler karsinom gibi doku lezyonlarının 

geliĢimine katkıda bulunabilir [Degli Esposti et al., 2012]. 

Karaciğer hastalıklarında, hem ROT artıĢı hem de hücrelerde lipid peroksidasyonu, 

DNA ve proteinlerin yıkımınına yol açtığından karaciğer hasarını artırmaktadır. 

Yılmaz ve Bahçecioğlu, yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada karbonteraklorür (CCl4) ile 

karaciğer sirozu oluĢturulan ratlarda, karaciğer dokusunda MDA, GPx, G6PD ve 

pirüvat kinaz aktivitelerini ölçmüĢlerdir. Sirozlu grubun karaciğer MDA düzeylerinin 

kontrollere göre yüksek, GPx ve G6PD aktivitelerinin ise düĢük olduğunu 

bulmuĢlardır. Bu çalıĢma sonucunda sirozun antioksidan savunma sisteminde 

değiĢikliklere ve dolayısıyla oksidatif stres ve peroksidasyona yol açabileceği 

belirlenmiĢtir [Yılmaz ve Bahçecioğlu, 2000].  

Deneysel olarak alkolik yağlı karaciğer oluĢturulan ratlarda ise karaciğer GPx 

aktivitesi ve lipid peroksidasyonu ölçülmüĢtür. Karaciğer lipid peroksidasyon 

içeriğinin 4-6. haftalarda, GPx aktivitesinin ise 4. haftada arttığı ve karaciğer GPx 
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aktivitesindeki artıĢın lipid peroksid üretimiyle ilgili olabileceği belirlenmiĢtir. 

Alkole bağlı olmayan karaciğer yağlanması sonucunda oluĢan hepatitisde, oksidatif 

stresin etiyolojik mekanizması ile iliĢkili olabilecek lipid peroksidasyon, karaciğer 

demir seviyesi ve hiperinsilunemi olmak üzere 3 faktör öne sürülmektedir 

[Tabakoğlu ve Durgut, 2013]. 

Lipid peroksidasyonu, serbest reaktif oksijen türlerinin artıĢı, glutatyon, Evitamini, 

beta-karoten ve C vitamini gibi antioksidanların azalması ile karaciğer oksidatif 

hasara açık hale gelmektedir. AĢırı miktardaki intraselüler yağ asitleri, oksidatif stres, 

ATP azalması ve mitokondriyal disfonksiyon karaciğer hasarında önemlidir. 

Mitokondriyal disfonksiyon sebebiyle artan sitokin salınımı ve ROT‟lar 

antioksidanların azalması ve lipid peroksidasyonu nekroinflamasyonu artırır [Güngör 

ve Türker]. 

2.14. Böbrek  

2.14.1. Böbreğin yapısı ve görevleri 

Böbrekler karın arka duvarında retroperiton olarak yerleĢmiĢlerdir, böbrek medulla 

renalis ve korteks renalis olmak üzere iki kısımda incelenir. Ġdrar yapan oluĢumlar 

cortex renalis‟te, toplayıcı kanallar medulla renalis‟te bulunur. Böbreğin iĢlevsel 

birimi nefrondur, nefronlar idrar oluĢturma yeteneğine sahiptir. Her bir böbrek 

yaklaĢık olarak bir milyon nefrona sahiptir. Nefronlar, glomerül ve uzun tübüllerden 

meydana gelir. Glomerül kandan büyük miktarda sıvının filtre edilmesini sağlayan 

bir glomerül kapiller yumağından meydana gelir. Tübüller ise filtre edilen sıvının 

idrara dönüĢtürüldüğü kanallardır. Glomerül diğer kapiller ağlara göre daha yüksek 

basınca sahiptir ve glomerül kapilleri, epitelyum hücreleri ile örtülmüĢ olup tüm 

glomerül bowman kapsülü ile sarılıdır. Glomerül kapillerinde filtre olan sıvı, 

bowman kapsülüne oradan da proksimal tübüle geçer. Proksimal tübül böbrek 

korteksinde yer alır. Proksimal tübüldeki sıvı henle kıvrımına akar. Henle kulpundan 

sonra makula densaya oradan da distal tübüle ve birleĢtirici tübül ile kortikal 

toplayıcı tübüle ulaĢır. Kortikal toplayıcı kanallar geniĢleyerek daha büyük kanallar 

oluĢturup, foramina papillaris aracılığıyla böbrek pelvisine boĢalırlar [Kasırga, 

2015]. 
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Böbrekler kanın osmotik basıncını sabit tutmak için değiĢik miktarda elektrolit 

atılmasını sağlayarak, vücudu zararlı maddelerden temizleyen ve metabolizma 

sonucu meydana gelen atık maddelerden üre, kreatinin, ürik asit gibi toksik 

maddelerin atılmasını sağlayan organdır. Aynı zamanda vücut için gerekli olan 

maddelerin geri emilimini sağlayarak da (glikoz, aminoasit gibi) madde kaybını önler 

ve asit baz dengesinin düzenlenmesine de yardımcı olurlar [Yürekli, 2014]. 

Böbrekler eritropoietin salgılayarak eritrosit yapımının düzenlenmesi, arteryel kan 

basıncının düzenlenmesi, bazı hormonların salgılanması, metabolize edilmesi ve 

atılması, uzun süreli açlık esnasında aminoasitlerden glikoz sentezleme 

(glikoneogenez) gibi görevleri vardır [Kasırga, 2015]. Ayrıca böbreklerden 

hemoglobinin yıkımı sonucu oluĢan son ürün biluribin, hormon metabolitleri, ilaçlar 

ve besin maddeleri gibi dıĢarıdan alınan yabancı maddelerde atılır. 

2.14.2. Böbrek hastalıkları ve mitokondri 

Böbrek vücudun metabolizmasını, plazma hemodinamiğini, elektrolitleri ve su 

homeostazını, besin maddelerinin tekrar emilimini ve hormon salgılanmasını aktif 

olarak korumak için olağanüstü miktarda enerji isteyen hayati bir organtır. Böbrek 

oldukça enerjik bir organdır ve mitokondri sayısı ve oksijen tüketiminde kalpten 

sonra ikinci sırada yer almaktadır. Bu nedenle, enerji santrali mitokondrideki 

bozukluklar böbrek hastalıklarının patogenezinde kritik bir rol oynamaktadır [Duann 

and Lin, 2017]. 

Mitokondrinin çoğalması anlamına gelen mitokondriyal biyojenez diğer dokularda 

olduğu gibi böbrek içinde çok önemlidir. Dokudaki mitokondri sayısnın artması 

yaĢlanma, doku hipoksisi, aĢırı glikoz veya yağ asidi yüklenmesi sonucu ortaya çıkan 

hücre hasarını ortadan kaldıracak olan antioksidan savunma mekanizmalarını arttırır. 

Eğer dokuda yeterli mitokondri yoksa bu metabolik süreçlerdeki olumsuzluklar akut 

ve kronik böbrek hastalıklarına neden olur [Weinberg, 2011]. 

Böbrek hücrelerinde ve dokularında mitokondriyal parçalanma sonucunda diyabetik 

nefropatinin yanı sıra akut böbrek hasarının da ortaya çıktığı deneysel modellerle 

gösterilmiĢtir. Hem akut hem de kronik böbrek hastalıkları mitokondriyal patolojinin 

rol oynadığı karmaĢık patojenik mekanizmaları içermektedir. Son zamanlarda 
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yapılan çalıĢmalar, böbrek iskemi-reperfüzyonu, nefrotoksisite, nörodejeneratif 

hastalıklar ve böbrek yetmezliği gibi akut ve ilerleyici böbrek hastalığında 

mitokondriyal dinamiklerdeki değiĢikliklerin önemli rol oynadığı ortaya konmuĢtur 

[Zhan et al., 2013]. 

Kronik böbrek yetmezliği (KBY)  oksidatif stres ile seyreden sebep-sonuç iliĢkisi 

bilinmeyen klinik tablolardan bir tanesidir. Son zamanlarda KBY hastalarının 

tedavilerinden birisi olan hemodiyaliz de oksidatif stresi arttırıcı etki göstermektedir. 

Hemodiyaliz esnasında ortaya çıkan serbest oksijen radikallerinin en önemli kaynağı 

membranın aktive ettiği polimorfonükleer lenfositlerdir. Aktive olan PMNL‟den 

salınan süperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve hipoklorik asit 

gibi reaktif oksijen ürünleri protein ve lipid yapılarda hasara neden olmaktadır 

[Köken ve ark., 2004]. 

Son zamanlarda yapılan hayvan çalıĢmalarında ROT'ların böbrek hastalıklarında 

patofızyolojik önemleri tespit edilmiĢtir. Böbrek dokusu veya idrarda oksidan hasar 

ürünlerinin tespit edilmesi yanında, ROT inhibitörleriyle koruyucu etkinin 

gösterilmesi bunu kanıtlamıĢtır. Glomerüler hastalıklar, akut böbrek yetmezliği ve 

pyelonefrit ROT'ların patogenezinde rol oynadığı düĢünülen böbrek 

hastalıklarındandır. ROT kaynakları böbrek hücreleri, nötrofiller veya dolaĢımdaki 

diğer hücreler olabilir. Glomerüler mesangial hücreler kompleman 5b-9-membran 

kompleksleriyle reaksiyona girdiklerinde ROT sentezleyebilirler. Böbreklerde oluĢan 

ve doku hasarına yol açan oksidan radikaller böbreğin antioksidan savunma 

sistemleriyle temizlenirler. KBY‟nde ise ROT'lar artmıĢ, antioksidan savunma ise 

azalmıĢtır. Bozulan bu denge üremiye bağlı aneminin patogenezinde de rol 

oynayabilir. Anjiotensin dönüĢtürücü enzim inhibitörü olan kaptopril sülfidril grubu 

da içerdiğinden in vivo antioksidan özelliğe de sahip olup KBY ve diyabetik 

nefropatili hastalarda hastalığın progresyonunu azaltabilmektedir [Çavdar ve ark., 

1997].  

Böbrek kan akımındaki azalma veya kesilme ve sonradan oluĢan reperfüzyon ile 

birlikte çeĢitli derecelerde doku hasarı oluĢturmaktadır. Böbrek iskemi/reperfüzyon 

hasarında, iskemi sonrası böbrek fonksiyon bozukluklarında ROT en önemli rolü 
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oynamaktadır. Ayrıca reperfüzyonu takiben ROT‟da hızla yükselme olduğu ve 

bunun sonucu olarak lipit peroksidasyon düzeyinde artıĢ olduğu bildirilmektedir. Ġ/R 

hasarının geriye dönebilmesi, böbrek tübüler hücrelerinin nefron boyunca hasarlı 

epitel hücrelerinin yerini alma ve yenilenme yeteneğine bağlıdır [Aydoğdu ve ark., 

2005]. 

Diabetes Mellitus, mikrovasküler ve makrovasküler komplikasyonlarla seyreden 

kronik bir hastalıktır. Diyabetik nefropati dünyada ve ülkemizde son dönem böbrek 

yetersizliği (SDBY) nedenleri arasında birinci sırada yer almaktadır. Diyabetik 

nefropatide en önemli glomerüler lezyonlar, kapiller bazal membran kalınlaĢmaları, 

diffüz glomerüloskleroz ve nodüler glomerülosklerozdur. Diffüz glomerüloskleroz, 

mezengial hücre proliferasyonu ve beraberinde mezengial matrikste diffüz artıĢ 

olarak tanımlanabilir ve her zaman bazal membran kalınlaĢması ile iliĢkilidir. SDBY 

pro-oksidanlar ile antioksidanlar arasında bulunan denge oksidatif stresin artması 

yönüne kaymıĢtır. Bu yüzden son zamanlarda SDBY hastalarında oksidatif stres ve 

antioksidanlarla ilgili çalıĢmalar önem arz etmektedir. Deneysel olarak diyabet 

yapılan sıçanlarda ve diyabet hastalarında oksijen radikallerinin ve lipid 

peroksidasyonunun arttığı tespit edilmiĢtir [Dönder ve ark., 2012]. 

Zhang ve ark.‟nın yaptıkları çalıĢmada hiperglisemide serbest radikal üretimindeki 

artıĢın diyabet komplikasyonlarının geliĢiminde rol aldığını, oksidatif stres artıĢının 

apoptozise yol açtığını ve apoptozisin diyabetik nefropati geliĢiminde etkili 

olabileceğini göstermiĢlerdir [Öniz, 2004]. 

 

 

 

 

 

 



 

55 

 

3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal  

Deneysel çalıĢmamızın deney hayvanları ile olan kısmı Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

Cerrahi AraĢtırma Merkezi Deney Hayvanları Laboratuvarında, Samsun Ondokuz 

Mayıs Üniversitesi Etik Kurulu‟nun (HADYEK 2014/24) sayılı izni ile yapılmıĢtır. 

Biyokimyasal çalıĢmalar ise Amasya Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi, Biyoloji 

Bölümü ve Amasya Üniversitesi Merkezi AraĢtırma Laboratuvarında yapılmıĢtır. 

3.1.1. Analizlerde kullanılan cihazlar ve malzemeler 

Spektrofotometre (Shimadzu UV-VIS 1240), Hassas terazi (Mettler Toledo MS 

2045/01), Santrifüj (Sigma 3-30K), Homojenizatör (IKA digital T25), Mikroplaka 

okuyucu (Multiscan GO, Thermo Scientific), -20°C derin dondurucu (Vestel), Etüv 

(UN160, Memmert), -80°C derin dondurucu (Thermo Scientific), Ultra saf su cihazı 

(Direct-Q 8UV, Merck), Vorteks (Vortex 4, IKA), Otomatik pipetler (Thermo 

Scientific), Isıtıcılı manyetik karıĢtırıcı (C-MAG HS7, IKA), pH metre (Radiometer 

Analytical PHM 210), Su banyosu, Sonikatör (Jeiotech 3T-13AB-239), makas, 

neĢter, jilet, whatman süzgeç kağıdı. 

3.1.2.Analizlerde kullanılan kimyasal maddeler ve hazırlanıĢları 

Akrilamit (CAS Number 79-06-1) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasından 

satın alındı. ÇalıĢmada kullanılan akrilamit %0, 9‟luk NaCI kullanılarak 3,1 gr/ml 

olacak Ģekilde stok çözelti olarak hazırlandı. Bu stok çözeltiden hayvanların 

ağırlıkları göz önünde bulundurularak 50 mg/kg olarak introperitonal verildi. 

Moroccan organik argan yağı Alassala Ltd. (Nottingham, UK)‟ den satın alındı. 

ÇalıĢmada kullanılan argan yağının içeriği Tablo 2.2‟de verilmiĢtir. Argan yağı 

herhangi bir çözücü kullanılmadan, deney hayvanlarına direkt olarak gavaj aleti ile 6 

ml/kg olacak Ģekilde verildi. 

Bunun dıĢındaki kimyasal maddeler ATP tayini için Kolorimetrik/florometrik ATP 

kiti(K354-100) Bio Vision firmasından satın alındı. Rotenon, antimisin A, 2,6-

dichloorindofenol (DCIP), deksilubikinol (CoQ), nikotinamid adenindinukleotit 
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(NAD+), redüktenikotinamid adenindinukleotit (NADH), beta nikotinamid 

adenindinukleotit fosfat (NADPH), oksaloasetat, asetilkoenzim A, 

trisodyumisositrat, tiyobarbitürik asit (TBA), 1.1.3.3.tetraethoksipropan (MDA), 5-

5‟-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB), sükroz, tris (Hidroksimetilaminometan 

hidrojen), triklor asetik asit (TCA), etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), bovin 

serum albümin, etilen glikoltetraasetik asit (EGTA), triton X-100, 

guanidinhidroklorür, o-dianisidineklorid, hekzdesil amonyum bromid (HTAB), 1- 

kloro, 2,4-dinitrobenzen (CDNB), 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH), redükte 

glutatyon (GSH), potasyum siyanür (KCN), nitrat redüktaz, flavin-adenin-

dinukleotid (FAD), laktat dehidrogenaz (LDH), riboflavin,  nitroblue tetrazolyum 

(NBT), metil thiazol tetrazolyum (MTT) Sigma-Aldrich firmasından alınmıĢtır. 

ÇalıĢmalarda kullanılan diğer kimyasal maddeler analitik saflıktadır. 

3.1.3. Deney hayvanları ve deney grupları 

Deneysel çalıĢmamızda 225-275 gram ağırlıkta sağlıklı, Spraque Dawley cinsi, 20 

adet diĢi albino sıçanlar kullanıldı. Deney sürecinde  (30 gün) tüm sıçanlar 

polikarbonat Ģeffaf kafeslerde standart sıçan yemi ile beslenmiĢ ve çeĢme suyu 

verilmiĢtir. Deney hayvanları arasından rastgele seçimle her birinde n=5 sıçan olmak 

üzere toplam 4 grup oluĢturuldu. Bu gruplar; 

Grup (K): Bu gruptaki ratlara 30 gün boyunca hergün intraperitonal (i.p) 1 ml %0,9 

lukNaCI verildi. 

Grup (AK): Deney hayvanlarına haftada 3 gün olacak Ģekilde i.p olarak 50 mg/kg 

olacak Ģekilde akrilamit verildi. 

Grup (AR): Deney hayvanlarına her gün 6 ml/kg olacak Ģekilde oral yolla (gavaj aleti 

kullanılarak)  argan yağı verildi. 

Grup (AK+AR): Deney hayvanlarına 30 gün boyunca yukarıdaki doz ve sürelerde 

akrilamitle birlikte argan yağı verildi. 
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Deney aĢaması boyunca ratların yeme ve içmelerinde hiçbir kısıtlamaya gidilmeden 

gerekli miktarda yem ve su verilip, temizliğe çok dikkat edilerek 30 günlük deney 

aĢaması bitirildi. 

3.2. Metod 

3.2.1. Dokularının elde edilmesi ve analizlere hazırlanması 

Otuz günlük deney sonunda servikal dislokasyonla öldürülen ratların karaciğer ve 

böbrekleri 0,15 M NaCI solisyonu kullanılarak perfüze edildi, kırmızı kan hücreleri 

dokulardan uzaklaĢtırıldı. Dokular hızlı bir Ģekilde kurutma kağıdı ile kurutuldu, 

tartıldı ve kullanılıncaya kadar -80°C‟lik derin dondurucuda saklandı. Dokuların bir 

kısmı % 1,17 KCI içeren fosfat tamponunda (0,1 M, pH 7,4) homojenize edildi. 

Homojenatlar tülbentten süzüldü ve 600 g de 4°C‟de 1 saat santrifüj edildi.  

Süpernatantın bir kısmı NOx tayini için kullanıldı. Süpernatın bir kısmı ise 10,000 g,   

4°C‟de 15 dk tekrar santrifüj edildi ve süpernatant sitozolik GST ve G6PD aktivite 

tayininde kullanıldı. Dokuların kalan kısmı % 0,5 HTAB içeren fosfat tamponu (0,05 

M, pH 6) içinde homojenize edildi. Böylelikle dokularda membrana bağlı bulunan 

MPO açığa çıkarıldı. Homojenat daha sonra 10,000 g de,  4°C‟de 10 dk santrifüj 

edildi ve süpernatant MPO aktivite tayini için kullanıldı. 

3.2.2. Karaciğer ve böbrekten mitokondri izolasyonu 

Karaciğer ve böbrekden mitokondri izolasyonu diferansiyel santrifüj yöntemi 

kullanılarak yapıldı [Johnson and Lardy, 1967]. Dokular A tamponunda (250 mM 

sükroz, 10 mM Tris–HCl, 1 mM EGTA, pH 7,6) homojenize edildi. 

Homojenizasyondan sonra pH test kağıtları ile 2 M Tris kullanılarak 7,6‟ya 

ayarlandı. Homojenatlar 1,000 g de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatantlar alınarak 

7,000 g de 10 dk daha santrifüj edildi. Buradan elde edilen süpernatantlar ayrıldı ve 

post mitokondriyal fraksiyon olarak saklandı. Bu aĢamadan sonra pellet kısmında 

kalan mitokondriyal fraksiyon ile çalıĢıldı. Mitokondriyal fraksiyonlar B tamponu 

[250 mM sükroz, 10 Mm Tris–HCl, 0,1mM EGTA, pH 7,6] kullanılarak 1,000 ve 

7,000 g de 15 dksantrifüj edilerek yıkandı. B tamponu ile yıkanma sırasında cam 

çubuklar kullanılarak mitokondriyal pelletin iyice dağılması ve yıkanması sağlandı. 
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Elde edilen yıkanmıĢ pellet daha sonra az miktarda tampon B ile süspanse edildi. Bu 

süspansiyonda protein tayini yapıldı [Lowry et al. 1951]. Mitokondriyal fraksiyon ve 

post mitokondriyal fraksiyon kullanılıncaya kadar −80 °C‟de derin dondurucuda 

saklandı. 

3.2.3. Miyeloperoksidaz aktivitesinin belirlenmesi 

MPO aktivitesi Bradley et al. [1982]‟e göre yapıldı. Kısaca 0,1 ml süpernatant 

üzerine 2,9 ml 0,19 mg/ml o-dianizidin klorür substrat olarak 0,0005% H2O2 içeren 

fosfat tamponu (0,05 M, pH 6) eklendi. BeĢ dakika süresince o-dianozidinin okside 

formları ile oluĢan renkli solisyonun absorbansı 460 nm‟ de spektrofotometrik olarak 

ölçüldü. Bir U MPO aktivitesi x/y*1.13X10
-2 

formülü kullanılarak hesaplandı. 

Burada x, ∆OD ve y, reaksiyon süresini göstermektedir. Sonuçlar U/g protein olarak 

ifade edildi. 

3.2.4. Dokularda total nitritin (NOx) belirlenmesi 

Total nitrit (NO2 + NO3) seviyesinin belirlenmesinde Doğanay ve ark., [2002]‟in 

enzimatik metodu kullanıldı. Bu metod dokudaki total nitritin belirlenmesinde son 

derece hassas bir yöntemdir. Ġlk önce doku nitratı (NO3) NADH-bağımlı nitrat 

redüktaz enzimi kullanılarak nitrite (NO2) dönüĢtürülür. Daha sonra dokudaki total 

nitrit seviyesi Griess reaksiyonu ile ölçülür. Standart olarak sodyum nitrat (NaNO2) 

(10–100 µM) kullanıldı ve doku total nitrit seviyesi µmol/g doku olarak belirlendi. 

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

belirlenmesi 

GST aktivitesi Habig et al. [1974]‟e göre yapıldı. Reaksiyon GSH‟ın CDNB ile 

reaksiyona girerek konjugasyon oluĢturması ve bu konjugasyonun 340 nm de 

absorbansının ölçümüne dayanır. Reaksiyon karıĢımı 0,1M, pH 6,5 fosfat tamponu 

içinde 30 mM CDNB ve 30 mM GSH içermektedir. Sonuçlar µmol/dk mg protein 

olarak ifade edilmiĢtir. Reaksiyonda post mitokondriyal fraksiyon kullanılmıĢtır. 

G6PD aktivitesi Zaheer et al. [1965]‟ e göre yapılmıĢtır. Üç ml‟lik reaksiyon karıĢımı 

0,3 ml Tris-HCI tamponu (0,05 M, pH 7,6), 0,1 ml NADP (0,1 M), 0,1 ml glukoz-6-



 

59 

 

fosfat, 0,1 ml MgCl2 ve 2,1 ml distile su içermektedir. Absorbans değiĢimi 340 nm 

de kaydedildi ve enzim aktivitesi NADP için molar absorpsiyon katsayısı,  ε= 

6,22x10
3
M

-1
 cm

-1
 kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar nmol redukte NADP/dk/mg 

protein olarak ifade edildi. 

3.2.6. Mitokondriyal oksidatif stresin belirlenmesi 

Mitokondriyal Süperoksit Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Mn-SOD aktivitesi (EC 1.15.1.1) Madamanchi et al. [1984]‟e göre yapıldı. 

Reaksiyon karıĢımı fosfat tamponu (0,05 M, pH 7) 0,1 mM EDTA, 13 mM 

methionin, 2 μM riboflavin,  nitrobluetetrazolium (NBT)  ve enzim ektraktı 

içermektedir. Ürün karıĢtırılarak karanlık bir ortamdaki florasans ıĢığa (15-W) 30 dk. 

maruz bırakıldı. IĢık kapatıldı, reaksiyon durduruldu. Numunelerin absorbansları 

ıĢığa maruz bırakılmayan köre karĢı 560 nm‟de okundu.  IĢık ve riboflavin varlığında 

560 nm‟de NBT‟nin %50 inhibisyonuna karĢılık gelen enzim 1 Ü olarak tanımlandı. 

Sonuçlar U/mg protein olarak ifade edildi. 

Glutatyon peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

GPx aktivitesi Flohé ve Gunzler [1984]‟e göre yapıldı. Reaksiyon karıĢımı fosfat 

tamponu (0,05 M, pH 7), 1 mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 1 mM NaN3, GSH, 1U/ml 

GR ve substrat olarak H2O2 içermektedir. 340 nm‟de NADPH‟daki azalma 

izlenmektedir. Enzim aktivitesi NADPH için molar absorblama katsayısı 

ε=6,22x10
3
M

-1
 cm

-1
 kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar nmol okside NADPH/dk/mg 

olarak ifade edildi.  

Redükte Glutatyon Düzeyinin Belirlenmesi 

Dokulardaki GSH düzeyi Moron et al. [1979]‟a göre yapıldı. Reaksiyon karıĢımı 

fosfat tamponu (0,15 M, pH 7), 5mM EDTA ve DTNB‟den oluĢmaktadır. Reaksiyon 

sonucunda oluĢan sarı renkli bileĢik 5-thio-2-nitrobenzoik asit 412 nm‟de 

spektrofotometrik olarak izlenmektedir. 5-thio-2-nitrobenzoik asit için molar 

absorblama katsayısı ε=13,6 mM
-1

 cm
-1

 kullanılarak hesaplama yapıldı ve nmol/mg 

protein olarak ifade edildi. 
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Lipit peroksidasyon düzeyinin belirlenmesi 

Doku LP seviyesi Esterbauer ve Chessman [1990]‟a göre yapıldı. Uygun miktarda 

mitokondriyal fraksiyon 1hacim %20 TCA ve 2 hacim TBA (%0,67)  ile 

karıĢtırılarak 45 dk 80 °C‟lik su banyosunda bekletildi. Buzda soğutulan örnekler oda 

ısısında 10 dk 3,000 g de santrifüj edildi. Temiz süpernatantlar 535 nm „de 

spektrofotometrede köre karĢı okundu. LP ürünlerinin % 99‟unu MDA 

oluĢturmaktadır ve MDA için molarabsorblama katsayısı ε=1,56x10
5
 M

-1
 cm

-1 

kullanılarak hesaplama yapıldı ve sonuçlar nmol malondialdehit/mg protein olarak 

ifade edildi. 

Protein Karbonil Miktarının Belirlenmesi 

PK miktarının belirlenmesinde PK gruplarının DNPH ile reaksiyonları esas alınarak 

çalıĢılmıĢtır [Levine et al. 1990]. Mitokondriyal fraksiyonlar üzerine olası DNA 

kontaminasyonunu ortadan kaldırmak amacı ile %10 olacak Ģekilde streptomisin 

sülfat eklendi ve 11,000 g de 4°C‟de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatantlar alınarak 0,5 

ml DNPH ilave edildi, 15 dakikada bir vortekslenerek oda ısısında, karanlıkta 1 saat 

beklendi. Proteinlerin çökmesi için 0, 5 ml %20‟lik TCA ilave edildi. KarıĢtırıldıktan 

sonra 11,000g‟ de 4°C‟de 5 dk santrifüj edildi, süpernatant atıldı. Pellet 3 kez 

etanol:etil asetat (1:1,v/v) ile yıkanarak  serbest DNPH ve lipit kontaminantları 

uzaklaĢtırıldı. En son pellet 6 M guanidine hidroklorit içinde 37°C‟de 1 saat 

bekletilerek çözünmesi sağlandı. Protein karbonil miktarı dinitrofenil hidrazinin 370 

nm‟deki molar absorbsiyon katsayısı ε=22 mM
–1

 cm
–1 

esas alınarak ölçüldü.  

Sonuçlar nmol DNPH /mg protein olarak ifade edildi. 

Mitokondriyal Oksidatif Fosforilasyon ve TCA Enzimlerinin Belirlenmesi 

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon enzimleri tayin edilmeden önce mitokondri 

membranına tutunmuĢ bu enzimlerin serbest hale getirilebilmesi için hidrofobik 

membran proteinlerinin izolasyonunda etkili fakat diğer deterjanlara göre enzim 

aktivitelerini daha iyi koruyan non-iyonik bir deterjan olan dodesil-β-D-maltozid 

kullanıldı. Mitokondriyal fraksiyon üzerine 1/10 olacak Ģekilde bu deterjandan ve % 

1 olacak Ģekilde proteaz inhibitor kokteyl ilave edildi. 
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Belirli aralıklarla yaklaĢık 10 dakika orta hızda su banyosunda sonike edildi. Final 

protein konsantrasyonu Tris–HCl tamponu (50 mM, pH 7,5) kullanılarak 5 mg/ml 

olacak Ģekilde ayarlandı ve 10,000 g‟de 4 °C‟de 15 dk santrifüj edilerek süpernatant 

ayrıldı. 

Komplex I (NADH ubikinonoksidoredüktaz veya NADH dehidrogenaz) aktivitesinin 

belirlenmesi 

Komplex 1 aktivitesi Janssen ve ark. [2007]‟na göre yapıldı. Reaksiyon karıĢımı 

fosfat tamponu (0,025 M, pH 7,2), 1 μM antimisin A, 3 g/L BSA, 2 mM KCN, 5 mM 

MgCI2, ubikinon, 80 μM 2,6-diklorofenolindofenol (DCIP), 0,2mM NADH ve 

mitokondriyal proteinden oluĢmaktadır. Absorbans 600 nm „de 2 dk boyunca izlenir. 

DCPIP için ε=19,1 mM
-1

 cm
-1 

kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar µmol DCIP/dk/mg 

protein olarak ifade edildi. 

Komplex II (Süksinatdehidrogenaz) aktivitesinin belirlenmesi 

Komplex II aktivitesi de Janssen ve ark.[2007]‟na göre yapıldı. Reaksiyon karıĢımı 

fosfat tamponu (0,050 M, pH 7,2), 3 g/L BSA, 1 μM antimisin A, 2 mM EDTA, 2 

mM KCN, 1 μM rotenon, 20 mM sodyum süksinat, ubikinon ve mitokondriyal 

proteinden oluĢmaktadır. Reaksiyon DCIP‟in ilavesi ile baĢlatıldı ve 

spektrofotometrik olarak 600 nm‟de 4 dk izlendi. Sonuçlar µmol DCIP/dk/mg 

protein olarak ifade edildi. 

Komplex IV (sitokromoksidaz veya sitokrom aa3) aktivitesinin belirlenmesi 

Kompleks IV aktivitesi çalıĢılmadan önce sodyum dithionat kullanılarak 

ferrisitokrom C‟den 1 mM‟lık ferrositokrom C çözeltisi elde edildi [Spinazzi et 

al.,2012]. Bunun için ferrisitokrom C fosfat tamponunda çözüldü (20 mM, pH 7) ve 

1 ml hacim için pipetin ucu 5-10 tane sodyum dithionat ilave edildi. Solisyonun rengi 

kahverenginden turuncu-pembeye dönünceye kadar vortexlendi. 

Kompleks IV aktivitesi Trounce ve ark. [1996]‟ na göre yapıldı. 1 ml ferrositokrom 

C uygun miktardaki mitokondriyal protein ile karıĢtırıldı. Mitokondriyal protein 

kullanılmadan önce %0,5 Tween 80 içeren fosfat tamponunda bir kaç kez 
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dondurulup çözüldü. 550 nm‟de absorbans 4 dk ölçüldü ve sonuçlar µmol okside 

stokrom C/dk/mg protein olarak ifade edildi. 

Ġzositratdehidrogenaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

NADP
+
 bağımlı mitokondriyal izositrat dehidrogenaz (mID) aktivitesi Fatania ve 

ark.[1993]‟na göre yapıldı. Reaksiyon karıĢımı Tris tamponu (0,040 M, pH 7,4), 2 

mM NADP
+
, 2 mM MgCl2, izositrat ve bir miktar mitokondriyal proteinden 

oluĢmaktadır. Reaksiyon 25 °C‟de 340 nm‟de okundu, enzim aktivitesi NADP+ için 

ε= 6,22x10
3
M

-1
 cm

-1
 kullanılarak hesaplandı ve sonuçlar µmol redükte 

NADP+/dk/mg olarak ifade edildi.  

Alfa Ketoglutarat Dehidrogenaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Alfa ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesi Lucas ve ark.[2003]‟nin metoduna göre 

yapıldı. Reaksiyon karıĢımı fosfat tamponu (0,025 M, pH 7,2), 5 mM MgCl2, 40 Μm 

rotenon, alfa-ketogluterat, 40 μM asetilkoenzim A, 0,2 mM, tiaminpirofosfat,  0,5 

mM NAD
+
 ve sonike edilmiĢ mitokondriyal proteinden oluĢmaktadır. Reaksiyon oda 

ısısında 340 nm‟de NAD
+
‟nın redüksiyonu spektrofotometrik olarak izlendi.  

Sonuçlar µmol redükte NAD
+
 /dk/mg protein olarak ifade edildi. 

Malatdehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi 

MD aktivitesi Gelpi ve ark. [1992]‟na göre belirlendi. Reaksiyon karıĢımı fosfat 

tamponu (0.1M, pH 7,4), 0,14 mM NADH, oksaloasetat ve mitokondriyal proteinden 

oluĢmaktadır. Reaksiyon 30 °C‟de 340 nm‟de NAD
+
‟nın redüksiyonu 

spektrofotometrik olarak izlendi.  Sonuçlar µmol redükte NAD
+
 /dk/mg protein 

olarak ifade edildi. 

ATP Seviyesinin Belirlenmesi 

ATP tayini ticari olarak satılan kolorimetrik/florometrik ATP tayin kiti kullanılarak 

yapıldı. Absorbanslar 570 nm‟de numunelerin 30 dk‟lık inkübasyonunun ardından 

mikroplaka cihazında (Thermo, Multiskan GO) okundu. ATP kitindeki önergelere 

uygun olarak hazırlanan ATP standart grafiğinden yararlanılarak konsantrasyonlar 

hesaplandı ve sonuçlar nmol/mg protein olarak ifade edildi.  
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Mitokondral Metabolik Fonksiyonun Belirlenmesi 

Mitokondriyal metabolik fonksiyonun belirlenmesinde Berridge ve Tan [1993]‟ın 

yöntemi kullanıldı. Kısaca mitokondri örnekleri 1 ml tampon (Mannitol-sükroz-

HEPES, 20 mM sodyum süksinat, 1 mM NADH, pH 7,4) içinde inkübe edildi. Bu 

karıĢıma 15 mikrolitre MTT (5 mg/ml) ilave edildi ve 370 C'de 1 saat inkübe edildi. 

Formazan kristaller sodyum dodesil sülfat-dimetil sülfoksit tamponunda saf suyla % 

45'lik dimetil sulfoksit hazırlandı ve bu % 10 luk sodyum dodesil sülfatla 

birleĢtirilerek pH 4,7 'ye ayarlandı. Çözeltinin absorbansı 570 nm'de absorbans 

değiĢimleri okundu. Sonuçlar ΓOD/ mg protein olarak ifade edildi. 

Ġstatiksel Analiz 

ÇalıĢmamız sonucu deney gruplarından elde edilen verilerin değerlendirilmesinde 

“SPSS 20,0 for Windows” paket programı ile “OneWay Annova-Tukey” testi 

kullanılmıĢtır. Bütün uygulanan testlerde güven aralığı %95 olup, p<0,05 olan 

değerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Karaciğer ve Böbrekte Sitozolik G6PD ve GST, MPO Aktiviteleri ve 

Toplam NOx Seviyeleri 

AA verilen ratlarda, kontrol grubuna kıyasla GST aktivitesinin karaciğer ve böbrekte 

sırası ile % 21 ve  % 32 oranında azaldığı görülmüĢtür (p<0,05). Benzer Ģekilde 

G6PD aktivitesinde de karaciğer ve böbrekte sırası ile % 29ve  % 12 oranında 

azaldığı görülmüĢtür (p<0,05). AR‟ın tek baĢına verildiği grup kontrol grubu ile 

kıyaslandığında, karaciğer ve böbrekte ne GST ne de G6PD aktivitesinde önemli bir 

değiĢikliğe neden olmadığı görülmüĢtür (p>0,05). AA‟nın AR ile birlikte verildiği 

grupta karaciğerde ve böbrekte GST ve G6PD aktivitelerinde kontrol grubuna göre 

önemli bir fark bulunamamıĢtır (p>0,05). AA etkisi ile bu enzimlerde görülen 

baskılanmanın AR ile birlikte verildiğinde ortadan kalktığı ve enzim seviyelerinin 

tamamen normale döndüğü görülmüĢtür. AR‟ın GST ve G6PD aktiviteleri üzerine 

böbrekte karaciğere göre daha etkili olduğu görülmüĢtür. 

 

ġekil 4.1. Grupların karaciğer ve böbrekte GST aktivitesi 
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ġekil 4.2. Grupların karaciğer ve böbrekte G6PD aktivitesi 

AA verilen ratlarda, kontrol grubuna kıyasla MPO aktivitesinin karaciğer ve 

böbrekte sırası ile % 44 ve % 32 oranında arttığı görülmüĢtür (p<0,05). Benzer 

Ģekilde, NOx seviyesininde karaciğer ve böbrekte sırası ile % 17 ve % 23 oranında 

artıĢ görülmüĢtür (p<0,05). AR yağının tek baĢına verildiği grup kontrol ile 

kıyaslandığında karaciğer ve böbrekte MPO aktivitesinde ve NOx seviyesinde 

önemli bir farklılık görülmemiĢtir (p>0,05). AA ve AR yağı birlikte verildiği grup 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında her iki inflamasyonel belirteçde de azalma 

görülmüĢ ve değerler normale dönmüĢtür. 

 

ġekil 4.3. Grupların karaciğer ve böbrekte MPO aktivitesi 
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ġekil 4.4. Grupların karaciğer ve böbrekte NOx düzeyleri 

4.2. Karaciğer ve Böbrek Mitokondrisindeki Enzimatik ve Enzimatik Olmayan 

Oksidatif Stres Parametreleri 

ġekil 4.5.‟de ve 4.6.‟da gösterildiği gibi,  AA verilen grupta Mn-SOD kontrol grubu 

ile kıyaslandığında karaciğerde %30, böbrekte %23 ve GPx karaciğerde % 36 ve 

böbrekte % 37 oranında belirgin oranda azalmıĢtır (p <0,05). Buna karĢın böbrek 

Mn-SOD aktivitesinde AA etkisi ile belirgin bir değiĢiklik görülmemiĢtir. Tek baĢına 

AR verilen grup kontrol grubu ile kıyaslandığında her iki enzimde de önemli bir fark 

görülmemiĢtir (p>0,05). AA ile birlikte AR verildiğinde her iki dokuda da Mn-SOD 

ve GPx aktivitelerinin tamamen normale döndüğü görülmüĢtür. 

 

ġekil 4.5. Grupların karaciğer ve böbrekte Mn-SOD aktiviteleri 
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ġekil 4.6. Grupların karaciğer ve böbrekte GPx aktiviteleri 

AA etkisi ile GSH miktarı karaciğerde % 35, böbrekte % 34 oranında azalmıĢtır (p 

<0,05). Diğer oksidatif stres parametrelerinden farklı olarak karaciğerde tek baĢına 

AR yağı verilen grupta kontrol grubuna göre GSH miktarında artıĢ olduğu 

görülmüĢtür (p<0,05). AA+AR grubu kontrol grubu ile kıyaslandığında özellikle 

karaciğerde olmak üzere her iki dokuda da GSH miktarının arttığı görülmüĢtür (ġekil 

4.7.). 

 

ġekil 4.7. Grupların karaciğer ve böbrekte GSH seviyeleri 
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Buna karĢın önemli oksidatif stres parametresi olan LP‟nin karaciğerde %47 ve 

böbrekte %36 oranında arttığı görülmüĢtür. Benzer Ģekilde AA etkisi ile PK 

düzeyinin de karaciğerde %57  ve böbrekte %68 oranında önemli derecede arttığı 

görülmüĢtür (p <0,05). AA ile birlikte AR yağının verilmesi mitokondriyal GSH 

miktarını artırarak, LP ve PK miktarını azaltarak AA ile indüklenen mitokondriyal 

oksidatif stres hasarını önemli derecede azalttığı görülmüĢtür (p <0,05). Her iki etken 

maddenin birlikte verildiği grup, kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında her iki dokuda 

da LP ve PK değerlerinde anlamlı bir fark bulunmamıĢtır (p>0,05) (ġekil 4.8. ve 

ġekil 4.9.). 

 

ġekil 4.8. Grupların karaciğer ve böbrekte LP seviyeleri 

 

ġekil 4.9. Grupların karaciğer ve böbrekte PK seviyeleri 
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4.3. Karaciğer ve Böbrek Mitokondrisindeki Oksidatif Fosforilasyon, TCA 

Enzimleri, ATP Seviyesi ve Mitokondriyal Metabolik Fonksiyonun 

Değerlendirilmesi 

AA etkisi ile karaciğer ve böbrekte oksidatif fosforilasyon enzimlerde önemli oranda 

baskılanma görülmüĢtür (p<0,05); Kompleks I, II ve IV için sırası ile karaciğerde  

%50, %28, %41 ve böbrekte %29,% 47, %16 oranında azalmalar meydana gelmiĢtir. 

AA+AR grubu kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında,  böbrekteki komplex IV 

aktivitesi hariç,  diğer tüm oksidatif fosforilasyon enzimlerin aralarında önemli bir 

fark olmadığı (p>0,05) yani AR yağının AA etkisi ile azalan oksidatif fosforilasyon 

enzimleri normalize ettiği görülmüĢtür. 

 

ġekil 4.10. Grupların karaciğer ve böbrekte kompleks I aktiviteleri 

 

ġekil 4.11. Grupların karaciğer ve böbrekte kompleks II aktiviteleri 
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ġekil 4.12. Grupların karaciğer ve böbrekte kompleks IV aktiviteleri 

Benzer Ģekilde, TCA enzimleri ISD, α-KD enzimlerinde de AA etkisi ile sırası ile 

karaciğerde %51, %40 ve böbrekte %28, %48 azalma görülmüĢtür. AA ya da AR 

yağı tek tek veya birlikte verildiğinde böbrekte veya karaciğerdeki MD aktivitesi 

üzerine herhangi bir etki yapmamıĢtır (p>0,05). AA ve AR yağının birlikte verildiği 

grup kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında AR yağı etkisi ile genel olarak enzim 

aktivitelerinin arttığı ve gruplar arasında istatiksel olarak bir fark olmadığı 

görülmüĢtür. Ġstisnai olarak, AA+AR grubunda α-KD enzim aktivitesinin AA verilen 

gruba göre arttğı (p<0,05) fakat kontrol grubu ile kıyaslandığında, bu artıĢın yeterli 

olmadığı AA+AR grup değerlerinin kontrol grubu ile istatiksel olarak farklı olduğu 

görülmektedir. 

 

ġekil 4.13. Grupların karaciğer ve böbrekte ISD aktiviteleri 
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ġekil 4.14. Grupların karaciğer ve böbrekte α-KD aktiviteleri 

 

ġekil 4.15. Grupların karaciğer ve böbrekte MD aktiviteleri 

Genel olarak değerlendirildiğinde, AR yağının karaciğerde α-KD ve böbrekte 

kompleks IV hariç hemen hemen bütün oksidatif fosforilasyon ve TCA enzimlerini 

iyileĢtirdiği, normale döndürdüğü görükmektedir. AR yağının tek baĢına verildiği 

grup kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında sadece karaciğerde α-KD enzim 

aktivitesinin böbrekte ise komplex IV enzim aktivitesinin arttğı (p<0,05), diğer 

enzim aktiviteleri ile bir fark olmadığı (p>0,05) görülmüĢtür. 
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4.4. Karaciğer ve Böbrekte ATP Miktarı ve Mitokondriyal Membran 

Potansiyeli Üzerine Etkisi 

AA etkisi ile ATP miktarı karaciğerde %55, böbrekte % 33 oranında azalmıĢtır (p 

<0,05). AR yağının tek baĢına verildiği grup ile kontrol grubu arasında anlamlı bir 

fark görülmemiĢtir (p>0,05). AA+AR grubu kontrol grubu ile kıyaslandığında 

önemli bir farklılık görülmemiĢtir yani AR yağı karaciğer ve böbrekte AA‟le 

indüklenen ATP seviyesindeki azalmayı ortadan kaldırmıĢtır (p>0,05). 

 

ġekil 4.16. Grupların karaciğer ve böbrekte ATP seviyeleri 

Benzer Ģekilde, AA etkisi ile MTT değeri karaciğerde %25, böbrekte %28 oranında 

azalmıĢtır (p <0,05). AR yağının tek baĢına verildiği grup ile kontrol grubu arasında 

anlamlı bir fark görülmemiĢtir (p>0,05). AA+AR grubu kontrol grubu ile 

kıyaslandığında önemli bir farklılık görülmemiĢtir yani AR yağı karaciğer ve 

özellikle de böbrekte AA ile indüklenen MTT değerindeki azalmayı ortadan 

kaldırmıĢtır (p>0,05). 
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ġekil 4.17. Grupların karaciğer ve böbrekte MTT seviyeleri 
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5. TARTIġMA 

Diyet, kimyasallar, endüstriyel ve laboratuvar ortamları gibi çevresel faktörler göz 

önüne alındığında AA modern insanın kaçınılmaz olarak maruz kaldığı önemli bir 

kimyasaldır. AA büyük oranda hemoglobine bağlanır. Bu bağlanma kimyasal sentez 

fabrikalarında, laboratuvarda poliakrilamit jel analizlerinde (54 pmol / g globin) ve 

sigara içenlerde (116 pmol / g globin sigara içmeyenlerde 31 pmol/ g globin) olarak 

tespit edilmiĢtir. AA yüksek ısıda piĢmiĢ karbohidrattan zengin gıdalarda bol 

miktarda bulunmaktadır, örneğin ticari patates ürünleri ve gevrek ekmekler yüksek 

sıcaklıklarda ısıtıldığında (150–4000 μg/kg) arasında AA tespit edilebilmektedir. AA' 

in küçük ama sürekli maruz kalınan dozları insan için önemli tehlike arz etmektedir. 

Litaratürde AA'in dokularda nötrofil inflitrasyonunu ve MPO aktivitesini artırdığına 

dair çalıĢmalar bulunmaktadır. ÇalıĢmamızda argan yağının anti-inflamasyonel 

etkisini göstermek için oksidatif stresle de yakından ilgili MPO aktivitesine ve doku 

NOx seviyesine bakıldı. MPO, hidrojen peroksti uzaklaĢtıran ve toksik hipoklor 

(HOCI) oluĢumuna neden olarak inflamasyonu artıran bir lizozomal enzimdir 

[Lefkowitz and Lefkowitz, 2008]. MPO aynı zamanda ROT‟un, nitrik oksit 

radikallerinin, komplement faktörlerin ve pro-inflamasyonel sitokininlerin 

oluĢmasında rol oynar. MPO sadece granülositler tarafından oluĢturulan 

antimikrobiyal amaçlı bir enzim değildir aynı zamanda dejeneratif ve immünolojik 

böbrek hastalıklarının geliĢiminde de rol oynar [Malle et al.,2003]. ÇalıĢmamızda 

AA etkisi MPO aktivitesinin arttığı görülmüĢtür. Ondört gün boyunca 5, 10 ve 20 

mg/kg AA verilen ratların böbrek, karaciğer ve beyin dokularında MPO aktivitesinin 

arttğı görülmüĢtür [Zhang et al., 2013]. Benzer Ģekilde  ratlara 10 gün boyunca 

verilen 40 mg/kg (i.p) AA‟in karaciğer, böbrek, beyin ve testislerde nötrofil 

infilitrasyonunun artıĢına paralel olarak MPO aktivitesinin de anlamlı derecede 

artırdığı gözlemlenmiĢtir [Alturfan et al., 2012]. Ratlara 30 gün boyunca 20 mg/kg 

gavajla AA verilen ratların karaciğer, beyin ve testislerinde MPO aktivitesinin arttığı 

görülmüĢtür [El-Beltagi and Ahmed, 2016]. 

Her ne kadar düĢük miktardaki NO diğer serbest radikaller gibi baĢta karaciğer 

olmak üzere dokularda dolaĢımın optimal olarak gerçekleĢmesinde önemli rol 
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oynasada aĢırı üretimi nitrosative stresin sebebi olmaktadır. Karaciğerde hem endotel 

hücreleri eNOS (endotelyal nitrik oksit sentetaz) ve kupffer hücreleri iNOS 

(indüklenebilir nitrik oksit sentetaz) üreterek vazodilasyonu artırmakta ve doku 

dolaĢımının sağlıklı olmasını sağlamaktadır. Ancak diğer serbest radikallerle birlikte 

NO ve sitokininlerin üretimi kanın Ģekilli elemanlarının endotel hücrelere 

yapıĢmasına ve doku iskemisine neden olarak dokuda hasarına neden olmaktadır. NO 

dokuda serbest radikallere bağlanarak onların etkisini azaltıyor gibi gözükse de 

oluĢan peroksinitrit hemen uzaklaĢtırılmaz ise nitrosative strese neden olur bu durum 

ise lipit peroksidasyonuna ve doku hasarına neden olmaktadır. Nitekim deneysel 

olarak karaciğer toksititesi oluĢmadan önce NO oluĢumunu bloke eden L-NAME 

gibi maddelerin verilmesi hasarı önleyebilmektedir [Tür, 2008]. Prasad ve 

Muralidhara [2014] yaptıkları çalıĢmalarda haftada 3 gün 5 hafta boyunca (50 

mg/kg) AA verilen ratların beyinlerinde oksidatif stresle birlikte NOx seviyesinin 

arttığını gözlemlemiĢlerdir. OnbeĢ gün boyunca 20 mg/kg ağırlığında AA verilen  rat 

karaciğer ve böbrek dokusunda NO miktarının arttığı görülmüĢtür [Abdel-Daim ve 

ark., 2015]. Benzer Ģekilde 1 mg/kg/gün AA ile beslenen rat karaciğer ve beyin 

dokularında NO miktarının arttığı gösterilmiĢtir [Ghareeb et. al., 2010]. 

ÇalıĢmamızda gerek karaciğer gerekse böbrek mitokondrilerinde AA etkisi ile PK ve 

LP'nin belirgin bir Ģekilde arttığı görülmüĢtür. Dokularda artan bu oksidatif stres 

parametreleri artan MPO ve NOx seviyesi ile ilgilidir çünkü MPO tarafından 

oluĢturulan klorlu bileĢikler nitril klorür (NO2Cl) ve azot dioksit (NO2)  

mitokondriyal lipit ve proteinleri etkileyerek PK ve LP'nin artmasına neden 

olmuĢtur. AA uygulanmıĢ BV-2 mikrogliyal hücrelerde NO miktarının arttığı ve 

kompleks I, II ve IV  oksidatif fosforilasyon enzimlerinin baskılanarak mitokondriyal 

fonksiyonların bozulduğu görülmüĢtür [Liu  ve ark., 2015]. 

ÇalıĢmamızda haftada 3 gün 50 mg/kg AA verilen ratlarda sitozolik GST ve G6PD 

aktivitelerinin hem karaciğerde hem de böbrekte belirgin bir Ģekilde azaldığı fakat bu 

baskılanmanın AR yağı etkisi ile ortadan kalktığı görülmektedir. Bunun aksine 

Zhang ve ark., (2013) 14 gün boyunca 5, 10 ve 20 mg/kg AA verilen ratların böbrek, 

karaciğer ve beyin dokularında  GST aktivitesinin arttğını rapor etmiĢlerdir. GST 

enziminin regule edilmesinde G6PD enziminin önemi büyüktür. G6PD enzimi 
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pentoz fosfat yolunun yani sitozolik NADPH oluĢturan metabolik yolun önemli bir 

enzimidir. NADPH hiç kuĢkusuz en önemli redüktanlardan biridir, GSSG glutatyon 

redüktaz tarafından tekrar GSH haline dönüĢümünü sağlar ve oksidatif stresin 

önlenmesinde son derece önemlidir. G6PD enzimi bakımından mutant farelerin 

böbreklerinde GSH seviyesinin  azaldığı ve oksidatif hasarın arttığı görülmüĢtür [Xu 

et.al., 2010]. AR yağının G6PD enzimi üzerindeki etkisi ilk kez bu çalıĢma ile ortaya 

konmuĢtur. Fakat AR yağının glutatyon bağımlı enzim olan GST aktivitesi üzerine 

regüle edici etkisi rat karaciğerinde gösterilmiĢtir. Argan yağının 3 hafta boyunca 5 

ml/kg gavaj yolu ile verilmesi rat karaciğerinde civa klörür ile baskılanan GST 

enziminin normale dönmesine neden olmuĢtur [Necib et al., 2013]. 

Daha önce yapılan çalıĢmalar AA toksititesinin esas mekanizmasının GSH 

miktarındaki baskılanma ile ilgili olduğunu ortaya koymuĢlardır  [Yousef and El-

Demerdash,2006; Krishna and Muralidhara, 2015]. Litaratürde AA'in çeĢitli 

dokularda oksidatif stres oluĢturduğuna iliĢkin deneysel hayvan çalıĢmaları 

bulunmaktadır fakat subsellüler düzeyde yani sitozolik ve mitokondriyal 

fraksiyonlarda karaciğer ve böbrek dokusunda AA'in oluĢturduğu hasar detaylı 

olarak ilk kez bu çalıĢma ile ortaya konmuĢtur.  Sözgelimi; AA‟in karaciğer, akciğer, 

beyin ve testis gibi dokularda GSH seviyesini düĢürdüğü ve LP seviyesini artırdığını 

Alturfanve ark [2012] tarafından rapor edilmiĢtir. BeĢ gün boyunca 50 mg/kg AA 

verilen farelerde karaciğer sitozolik  CuZn-SOD ve GPx aktivitelerinde baskılanma 

olduğu görülmüĢtür [Zhao ve ark.,2015]. ÇalıĢmamızda AA etkisi ile mitokondriyal 

GSH seviyesindeki azalma mitokondrideki ROT'nin ve LP'nun artmasına neden 

olarak mitokondriyal fonksiyonların bozulmasına neden olmuĢtur. GSH 

seviyesindeki azalma karaciğer ve böbrek mitokondrisinde yer alan–SH içeren enzim 

ve proteinlerin yapılarının bozulmasına da sebep olabilmektedir. AA verilen deney 

hayvanlarında mitokondriyal GSH seviyesinin düĢmesine bağlı olarak ortaya çıkan 

mitokondriyal oksidatif stres rat karaciğerinde [Lee ve ark., 2012] ve beyin 

dokusunda [Krishnave  Muralidhara, 2015; Aydın, 2017] gösterilmiĢtir. 

AA‟in in vivo karaciğer ve böbrek mitokondriyal antioksidan enzimleri üzerine olan 

etkisi ilk kez bu çalıĢma ile gösterilmiĢtir. AA ile mitokondriyal LP ve PK miktarı 

artmıĢ,  mitokondriyal antioksidan enzimler (MnSOD ve GPx)‟nin seviyelerinde 
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önemli düĢüĢler meydana gelmiĢtir. Bütün bu bulgular 50 mg/kg haftada 3 gün 30 

gün boyunca verilen AA‟in karaciğer ve böbrek mitokondrilerinde ciddi oranda 

oksidatif stress meydana getirdiğini ortaya koymaktadır. Benzer Ģekilde aynı dozdaki 

AA‟in rat beyin mitokondrilerinde de oksidatif strese neden olduğu görülmüĢtür 

[Aydın, 2017]. 

AA ile birlikte AR yağı verilmesi her iki dokuda da MPO, NOx, PK, LP ve 

enzimatik mitokondriyal enzim aktivitelerinin normale dönmesine neden olmuĢtur. 

Elde ettiğimiz bu bulgular AR yağının antioksidan özelik taĢıdığını göstermektedir 

ve litaratürdeki bazı  in vivo ve in vitro çalıĢmalar AR yağının antioksidan 

özelliklerini destekler niteliktedir [Aydın, 2017; Khallouki ve ark., 2003; Necib ve 

ark., 2013;El Abbassi ve ark., 2014; Eljaoudi ve ark., 2015]. AR yağı aynı zamanda 

karaciğer koruyucu özelliği taĢımaktadır  [El Abbassi ve ark., 2014] ve hemodiyaliz 

hastalarında oksidatif stresi ve kan lipit düzeylerini iyileĢtirdiği  rapor edilmiĢtir 

[Eljaoudi ve ark., 2015]. 

ÇalıĢmamızda AA‟in mitokondriyal proton motive edici gücünü azalttığı buna bağlı 

olarak ratların karaciğer ve böbrek dokularında ETS'nin inhibe edilerek ATP 

sentezinin önlendiği görülmüĢtür. Kompleks I ve kompleks IV ATP'nin 

üretilmesinde kritik rol oynayan mitokondriyal solunum enzimleridir. Zhao ve 

ark.,[2015] yaptıkları çalıĢmalarda AA verilen fare karaciğerinde ROT miktarının 

arttığını, solunum enzimleri (kompleks I-IV) 'nin baskılandığını, mitokondriyal 

membranındaki kardiolipin düzeyindeki azalmaya bağlı olarak mitokondriyal 

fonksiyonların bozulduğunu rapor etmiĢlerdir. Kardiolipin mitokondriyal 

membranların yağ asiti komponentidir ve ETS için son derece önemlidir. Hepatik 

steatosisli hastalarda karaciğerde bu fosfolipitin peroksidasyona uğraması sonucu 

kompleks I aktivitesinin bozulduğu görülmüĢtür [Gusdon ve ark., 2014]. 

ÇalıĢmamızda haftada 3 gün 50 mg/kg AA verilen ratlarda oksidatif fosforilasyon 

enzimlerinin baskılandığını gözlemledik. Öte yandan, Lee ve ark. [2012], içme 

suyuna 500 mg / L AA'in 3 hafta süreyle verilmesinin, Big Blue fare karaciğerlerinde 

oksidatif fosforilasyon ile iliĢkili genlerin ekspresyon seviyelerinin önemli ölçüde 

indüklediğini gözlemlemiĢlerdir. AR yağının karaciğer ve böbrekte ETS enzimlerini 

normalize ettiği AA ile oluĢan bu enzim aktivilerindeki baskılanmanın ortadan 
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kalktığını görmekteyiz. Oleik asit (C18:1) argan yağında bulunan esas tekli 

doymamıĢ yağ asitidir. Mitokondriyal membranlarda tekli doymamıĢ yağ miktarının 

artması mitokondriyal membranların peroksidatif hasara karĢı dayanıklılığını 

artırmakta ve ETS'yi oksidatif hasara karĢı korumaktadır [Quiles ve ark., 2016]. 

ÇalıĢmamızda ilk kez AA etkisi ile karaciğer ve böbrek hasarının TCA enzimleri, 

ATP seviyesi ve mitokondriyal metabolik fonksiyonla iliĢkilerini ortaya 

koyulmuĢtur. Calabrese ve ark. [2001],  oksidatif stresin ETS ve TCA enzimlerini 

inhibe ederek ATP miktarını azalttığı ve hücresel disfonksiyona neden olduğunu 

göstermiĢlerdir. 

Memelilerde ISD'ın değiĢik formları bulunmaktadır. Biz çalıĢmamızda mitokondriyal 

NADP
+ 

bağımlı ISD aktivitesini inceledik. ISD mitokondriyal GSH'ın 

rejenerasyonunu sağlayan NADPH 'ı üreten ve bu nedenle mitokondriyal oksidatif 

hasarın önlenmesinde çok önemli rol oyanayan bir enzimdir. ÇalıĢmamızda, AA 

etkisi ile ISD aktivitesinin baskılandığını gözlemledik. Bu durum göz önüne 

alındığında AA etkisi ile karaciğer ve böbrek mitokondrisindeki GSH miktarının 

düĢmesi beklenen bir sonuçtu. ISD enzimindeki sistein residülerinin enzimin 

katalitik fonksiyonunda önemli rol oynadıkları ve bu sistein residülerinin NO, 

peroksinitrit, membran lipit peroksidasyon ürünü 4- hidroksinonenal, H2O2, diamid 

ve ağır metaller tarafından inhibe edildiği gösterilmiĢtir [Lee ve ark.,2003]. AA ile 

birlikte AR verildiğinde, AA tarafından baskılanan ISD enzinin normale döndüğü 

görülmektedir. Bu durum AR yağının enzimin muhtemel inhibitörleri olan membran 

lipit peroksidasyon ürünü 4- hidroksinonenal ve H2O2'in oluĢumunun engellenmesi 

ile açıklanabilir. Çünkü AR yağı lipit peroksidasyonunu ve H2O2 oluĢumunu büyük 

ölçüde engellemektedir [Eljaoudi ve ark., 2015; Aydın, 2017]. ÇalıĢmamızda AA'in  

α-KGD aktivitesini de inhibe ettiği görülmektedir.  α-KGD, NADH oluĢumunda 

görev alan çok önemli bir TCA döngüsü enzimidir. Bu enzimde ISD enziminde 

olduğu gibi oksidanlara karĢı duyarlıdır ve MPO ürünü hipoklorik asit ve mono-N-

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

Süksinat dehidrogenaz ETS' nin konstitüv bir enzimi olup MTT'den formazon 

oluĢturur. MTT değeri mitokondrinin canlılığını ve bioenergetiğin davranıĢını 
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gösterir. ÇalıĢmamızda AA verilen farelerde MTT değerinin yani mitokondrinin 

bioenergetik faaliyetlerinin azaldığı görülmektedir bu bulguların daha önceki 

çalıĢmalarla uyumlu olduğu görülmektedir [Krishna ve Muralidhara, 2015; 

Aydın,2017]. AR yağı tarfından mitokondriyal dehidrogenazların, özellikle de 

süksinat dehidrogenazın aktivitesindeki artıĢ MTT redüksiyonunu artırmıĢtır. 

AR yağı tarafından mitokondriyal oksidatif stresin, bioergetiğin, ETS ve TCA 

enzimlerinin normalleĢtirilmesi AR‟ın eĢsiz içeriği ile ilgilidir. AR tokoferoller, 

polifenoller ve  CoQ10 gibi önemli mitokondriyal antioksidanlar içermektedir 

[López ve ark., 2013]. Vitamin E'nin mitokondrideki süperoksit oluĢumunu regüle 

ettiği ve diyetsel vitamin E'nin doza bağlı olarak iskelet kası ve karaciğerde 

mitokondriyal H2O2 oluĢumunu azalttığı rapor edilmiĢtir [Chow ve ark., 1999]. AR 

aynı zamanda vanilik asit, siyringik asit, tirozol ve yüksek miktarda ferulik asit 

içermektedir [Khallouki  ve ark., 2003]. Ferulik asitin doğal bir antioksidan olduğu, 

ratların karaciğer ve böbreğinde sepsisle indüklenen oksidatif hasarı önlediği 

gösterilmiĢtir [Bacanlı ve ark., 2014]. Benzer Ģekilde CoQ10' da iyi bir antioksidan 

olmanın yanısıra elektron ve protonların transportunda ve ATP üretiminde rol 

oynayan dehidrogenaz enzimlerinin koenzimi olarak görev yapmaktadır [Crane et.al., 

1997]. 
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

AA, karaciğer ve böbrek dokusunda direkt veya indirekt olarak reaktif oksijen ve 

nitrojen türlerinin artmasına, oksidatif ve nitrositatif stresi artırarak doku hasarına 

neden olmuĢtur. AR yağı, inflamasyonu ve oksidatif stresi iyileĢtirmiĢ, mitokondriyal 

metabolik fonksiyon, ATP seviyesi, ETS ve TCA enzimlerinin aktivitesini 

normalleĢtirmiĢtir. Sonuç olarak AR yağının AA ile indüklenen oksidatif stres ve 

mitokondriyal disfonksiyonu iyileĢtirdiği söylenelebilir. Bu sonuçların ıĢığında, gıda 

kaynaklı AA toksikasyonlarından korunabilmek için: Gıdaların 120 °C‟den yüksek 

sıcaklıklarda piĢirilmemesi, özellikle asparajin amino asidi bakımından zengin olan 

gıdaların (patates gibi) kızartılması yerine haĢlanarak tüketilmesi tercih edilmelidir. 

Gıda kaynaklı AA‟e  maruz kalan insanlar, sindirim kanalı dokularında ve 

karaciğerde GST aktivitesini artıran flavonoidlerden zengin sebze ve meyveleri 

yeterli miktarlarda ve günlük olarak tüketmelidir. Gıdalar ile vücuda alınan AA, 

GSH ile konjuge edilerek vücut dıĢına atılırken, genel olarak hücrelerde bir GSH 

azalması meydana gelmektedir. Bunun için insanların, önemli bir GSH öncülü olan 

sistein amino asidinden zengin gıdaları yeterli miktarlarda ve günlük olarak 

tüketmesi gerekir. Sürekli gıda kaynaklı AA‟e maruz kalan insanların, genel olarak 

vücudun antioksidan kapasitesini artıran maddeleri içeren gıdaları soğan, sarımsak, 

lahana, pırasa vb. bitkisel türleri,  likopen içeren renkli sebze ve meyveleri, E 

vitamini içeren kuruyemiĢleri günlük diyetlerinde yeterli miktarlarda tüketmelerini 

özellikle tavsiye ediyoruz. 
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