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OZET

(Yiksek Lisans Tezi)

SISPLATIN TOKSISITESINDE KOENZIM Q;’UN KARACIGER DOKUSU AST,
ALT, GGT AKTIVITESI VE TAS, TOS DUZEYLERINE ETKIiSIiNIN
ARASTIRILMASI

Altyn MOVLAMOVA

Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Kimya Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Onur ATAKISI

Sisplatin yumusak doku, kii¢iik hiicreli akciger kanseri, lenfoma, kemik, kas, sarkoma
gibi cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan ayni zamanda birgok
yan etkiye sahip giliclii kemoterapétik ilaglardan biridir. Yapilan ¢alismada sisplatin
toksisitesinde koenzim Qio’un karaciger dokusu aspartat aminotransferaz, (AST) alanin
aminotransferaz (ALT), gama glutamil transferaz (GGT) aktivitesi ve total antioksidan
kapasite (TAK) ve total oksidan kapasite (TOK) diizeylerine etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir. Calismada materyal olarak 6 aylik 30 adet Sprague Dawley irki erkek rat
kullanild1 ve 5 esit gruba ayrildi. Hayvanlar; 1. Grup (Kontrol), 2.Grup (Sisplatin), 3.
Grup (Koenzim Qi,), 4.Grup (SisplatintKoenzim Qo (Deneme oncesi)) 5. Grup
(CoQot+ Sisplatin Grubu (Deneme oncesi ve sonrasi) olmak {izere bes gruba ayrildi.
Caligmada ratlara sisplatin 10 mg/kg ve koenzim Qo 10 mg/kg i.p (intraperitoneal)
uygulandi. Denemelerin sonunda ratlara ksilazin-ketamin kombinasyonu (15 mg/kg-50
mg/kg) i.p uygulanarak ratlarin batin 6n duvar insizyonla agilip karaciger dokular

almarak sakrifiye edildi. Alinan karaciger dokular - 45 °C dondurucuda muhafaza



edilerek analizler yapilincaya kadar bekletildi. Karaciger dokusu fosfat tamponunda
homojenize edilerek, total protein, total antioksidan ve total oksidan kapasite diizeyleri
ile AST, ALT ve GGT aktiviteleri ticari kit ile spektrofotmetrede kolorimetrik olarak
Olctildii. Sisplatin verilen ratlarin karaciger dokularinda koenzim Qi un AST
aktivitesinin istatiksel olarak yiiksek oldugu saptanmistir. Sisplatin ile birlikte koenzim
Q1o Verilmesinin AST aktivitesini azalttigi saptanmistir (P<0,05). Denemenin tiim
gruplarindaki ALT aktiviteleri incelendiginde, istatistiksel olarak en yiiksek ALT
aktivitesi Grup II’ de saptanmistir (P<0,001). Diger tiim gruplardaki ALT aktivitesi
arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilememistir. Sisplatin verilen grupta saptanan
GGT aktivtesinde istatistiksel olmayan artiglar saptandi. Total oksidan kapasite
diizeyleri incelendiginde, kontrol ve diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak en yiiksek
TOK diizeyi Grup II’ de gézlenmistir (P<0,05). Koenzim Q1o uygulanan gruplar Grup 11
ile kiyaslandiginda kontrol grubunun TOK diizeyine benzer oldugu belirlenmistir.
Gama glutamil transferaz, total antioksidan kapasite, total protein diizeylerinde gruplar
arasinda herhangi bir fark olmadigi saptandi. Sonu¢ olarak, ratlara sisplatin
uygulamasinda koenzim Qjo’un karaciger dokusunda total oksidan kapasite diizeyini,
artan AST ve ALT enzimlerin aktivitelerini diizenleyek 6nemli bir koruyucu etkisinin

oldugu kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Sisplatin, Koenzim Q1o Total oksidan sistem, Total antioksidan
sistem, Karaciger enzimleri.
2021, 74 Sayfa



ABSTRACT

(M. Sc. Thesis)

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF COENZYME Q1 ON THE LIVER
TISSUE AST, ALT, GGT ACTIVITY AND TAS, TOS LEVELS IN CISPLATIN
TOXICITY

Altyn MOVLAMOVA

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Onur ATAKISI

Cisplatin is one of the powerful chemotherapeutic drugs widely used in the treatment of
various types of cancer such as soft tissue, small cell lung cancer, lymphoma, bone,
muscle, sarcoma, and it also has many side effects. In the study, it was aimed to
investigate the effect of coenzyme Q1o on liver tissue aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl transferase (GGT) activity and total
antioxidant capacity (TAS) and total oxidant capacity (TOS) levels in cisplatin toxicity.
Thirty 6-month-old Sprague Dawley male rats were used as material in the study and
divided into 5 equal groups. Animals 1. Group (Control), 2. Group (Cisplatin), 3. Group
(Coenzyme Q10), Group 4 (Cisplatin + Coenzyme Qo (Before trial)), 5. Group (CoQqo +
Cisplatin Group (Before and After Trial) were divided into five groups. In the study,
cisplatin 10 mg / kg and coenzyme Qio 10 mg / kg intraperitoneal (i.p) were
administered to rats. At the end of the experiments, xylazine-ketamine combination (15
mg / kg-50 mg / kg) was administered i.p to rats and their liver tissues were removed by
cutting the anterior abdominal wall of rats. The liver tissues taken were kept in the
freezer at - 45 °C until analysis. Liver tissue was homogenized in phosphate buffer, and

total protein, total antioxidant and total oxidant capacity levels and AST, ALT and GGT

\



activities were measured colorimetrically with a commercial kit with a spectrofotmeter.
It was found that the AST activity of coenzyme Qqo in the liver tissues of rats given
cisplatin was statistically high. It was determined that coenzyme Qo administration
with cisplatin decreased the AST activity (P <0.05). When ALT activities in all groups
of the experiment were examined, statistically the highest ALT activity was found in
Group Il (P <0.001). There was no statistically significant difference between ALT
activity in all other groups. Non-statistical increases in GGT activity were detected in
the group given cisplatin. When the total oxidant capacity levels were examined, the
statistically highest TOC level was observed in Group Il compared to the control and
other groups (P <0.05). When the coenzyme Qo applied groups were compared with
Group 11, it was determined that the TOC level of the control group was similar. There
was no difference between the groups in terms of gamma glutamyl transferase, total
antioxidant capacity, and total protein levels. As a result, it was concluded that
coenzyme Q1o has an important protective effect by regulating the total oxidant capacity
level in the liver tissue and the increase in the activities of AST and ALT enzymes in

cisplatin administration to rats.
Key Words: Cisplatin, Coenzyme Q1, Total oxidant system, Total antioxidant system,

Liver enzymes
2021, 74 pages

VI



ONSOZ

Egitim siirecim ve tez caligmam sirasinda her tiirli bilgi, tesvik ve deneyimleri ile
yardimlarini esirgemeyen bana her konuda destek olan danisman hocam Prof. Dr. Onur
ATAKISI’ye en igten saygilarimi sunuyorum. Lisansiistii egitim siirecinde, deney ve
tezimim hazirlanma asamasinda siirekli yardimci olan Biyokimya arastirma gurubu
ogretim iiyelerine, Biyokimya Anabilim dali Doktora 6grencisi Melek OZTURKLER
ve Biyokimya Anabilim Dali Yiiksek Lisans 6grencisi Esra CANTAYa Yiiksek Lisans
egitimim sirasinda desteklerini esirgemeyen Avukat Kerem CAVLI’ya bu siirecte her
tiirlit maddi ve manevi destekleri ile gostermis olduklar1 sabirdan dolay1 aileme tesekkiir

etmeyi zevkli bir borg bilirim.

Altyn MOVLAMOVA

VI



ICINDEKILER

[0 /21 AR RR i
ABSTRACT .ottt bbbt r et neenenr e ne s \%
ONSOZ ... il
SEKILLER DIZINT ........cocooiiiiiiiieeee et XI
TABLOLAR DIZANT ....coooiii st X1l
SEMBOLLER VE KISALTMALAR DIZINI ......cccoooiniiincene, X111
1. GENEL BILGILER .......ocooiiiiiiiiiic st 1
1oL KAINISEY et e e e e nne s 1
1.1.1. Kansere Neden Olan Etmenlerier.........c.oo oo 2
1.1.2. KAISINOUENEZ ... ccuveeuieiteeite et et et te et e s be et s b e e sbe e e e s aeesteesaeabeesbeeneesseesteensesraesneeneens 3
1.1.3. Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler.........ccccocvciiiiiniiiiiiienciie e 4
1.1.3. 1. RAAYOTEIAPH ...ttt bbbttt nne s 4
1.1.3.2. Cerrali TEAAVI.......eieeiiieie ettt ettt e e sreeeeaneesneenee s 4
1.1.3.3. KOK HUCTE TEAAVIST vvviiuvvieiiiiiiiiiiie ittt et sine e nsnee s 5
1.1.3.4. HOIMON TRAAVIST....veivverieriarieieiiesie st st ae e sae ettt st sbe st sbenne s 6
1.1.3.5. IMMENOLEIAPI ...v.vovecviieeiictcieeete ettt bbb 7
1.1.3.6. KANSET ASIIATT.c...eiiiiiiiiiiiie ettt sttt e st nnnas 8
1.0.3.7. KEMOTEIAPT ...ttt ettt bbb 8
1.2, SISPIALIN ..o e ae s 9
1.2.1. Sisplatin’in Kimyasal YapiSL........ccceviiiiiiiiiiiiiiciiecc s 9
1.2.2. Sisplatin’in Etki MeKanizmasi ........cccocoeiiiiiiiiiic e 10
1.2.3. Sisplatin’in Genel Toksik EtKilert.........ccooovvieiiiiiiiie e 11
1.2.4. Sisplatin HePatOKSISITES .....ccvviveiieiieeic ettt 12
1.3. Serbest RAIKAIIET ...........cveiiieieiee e 12
1.3.1. Serbest Radikallerin Kaynaklart ...........cccccoooieiiiiiiieecee e 15
1.3.2. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine EtKileri ...........c.cocoveveverriieireuennnn 15
1.4, OKSIAALIT STIES ...ttt 17
1.5, ANLIOKSIAANIAT ... e 17
1.5.1. Antioksidanlarin Stniflandirtlmast.........cccccvveeiiiiiii e 18
1.5.2. EKS0jen ANtIOKSTAANIAN ........ccoiiiiiiiiiieieeeee e 19
1.5.3. Endojen AntioKSIAANIAr...........ccoviiiiiiieie e 20

VI



1.5.4. ENZimMatik ANTIOKSTAANTAT ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeneeeeenenenne 21

1.5.5. Nonenzimatik AntioKSIdanlar ... 22
1.6. KOBNZIM Q10 ttvitetiitiiteiete ettt ettt ettt sttt sttt e st et e e be st e b enesbe e e saere st s 22
1.6.1. Koenzim Q19 KaynakIart...........cccceeveiivirieiiiieiieeete sttt 25
1.6.2. KOenzim Q10 BIYOSENIEZI.....cueiveiiiiiiiiiiieiiceieiesese et 25
1.6.3. Koenzim Q1o’un Antioksidan EtKiSi .........ccccviivieiieiiiiicceece e 27
1.6.4. Koenzim Q1 Kanser Uzerine EtKileTi...........coeiveiieereeiieieseesee s 29
2. MATERYAL VE METOT ..o 30
N O AV - =] V7= | PSP PRR 30
2.2. IMIBTOL. ... 31
2.2.1. Analizler I¢in Kullanilan Cihazlar .........cooovevivevieieiisieeeessss s, 31
2.2.2. Analizler I¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler ............ccccovovevnrrveerennnnn. 31
2.3. Karaciger Doku Homojenizasyonu ...............cccocoiiieiiniinieninicseesse e 32
2.4. Total Antioksidan Kapasite ANalizZi ... 32
2.4.1. Kullanilan Ayrag ve Standartlar............cccoceviiiiiniiiiiiiie e 32
2.4.2. DENeYIN YaAPIISL e .eiiiiiiiieiiieiie ettt n e 32
2.4.3. Sonuclarin Hesaplanmasl...........c.occoooiiiiiiiiiiiiiiiei e 33
2.5. Total Oksidan Kapasite ANANIZI..........cccooiiiiiiiiieie e 33
2.5.1. Kullanilan Reaktif ve Standartlar.............cccoooviiiiiiii e 33
2.5.2. Deneyin YapilISl..oooooiiiiiiiiieiiiiiiiee i 34
2.5.3. Sonuglarin Hesaplanmast ..........ccocoveiiiiiiiiiiiiiicce e 34
2.6. Aspartat Aminotransferaz Aktivitesinin Belirlenmesi ..........ccccooveiiiiinns 34
2.6.1. Kullanilan Ayrag ve Standartlar............ccooovoiiiiiiiiie e 35
2.6.2. Sonuglarin Hesaplanmast.........cccoiviiiiiiiiiiici e 36
2.7. Alanin Aminotransferaz Aktivitesinin Belirlenmesi............ccccocoviiiiiiiiin 36
2.7.1. Kullanilan Reaktif ve Standartlar.............cccoooviiiiiii e 36
2.7.2. Sonuglarin Hesaplanmast..........cccueiriiiieiiiiiie i 37
2.8. Total Protein Diizeyinin Bradford Yontemi ile Belirlenmesi............................ 37
2.9. Gamma Glutamil Transferaz Aktivitesinin Belirlenmesi .............cccccovvinnnne. 39
2.9.1. Kullanilan Ayrag ve Standartlar...........cccocovoiiiiiiiiiee e 39
2.9.2. Sonuclarin Hesaplanmast..........ccceeriiiiieiiiiiieiiieee e 40
3. BULGULAR ... 41



3.1. Aspartat Aminotransferaz Diizeyleri..................ccccooiiiiiii 41
3.2. Alanin Aminotransferaz Diizeyleri.................cc.ccccooiiiiiiii 41
3.3. Gama Glutamil Transferaz ... 42

3.4. Karaciger Dokular Total Oksidan Kapasite ve Antioksidan Kapasite

DUZEYIT ... 42
3.5. Total Protein DUzeyleri...............cccoooiiiiiiiiiiic e 43
4. TARTISMA VE SONUCLAR .....ccoooiiiiiiitiiiiee e 46
5. KAYNAKLAR .ttt ettt ettt et 50
OZGECMIS.......oooveeeeeeeeeeereeeeee e, Hata! Yer igareti tanimlanmamuis.



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1. Kanser Hiicresi ve COZalmast........coiveiiieiiiiiieiiesiee e 1
Sekil 1.2. Kansere Neden Olan EIMENIEN ........cccoviiiiiiii et 2
Sekil 1.3. Karsinojenezin OIUSUMU ........cooiviiiiiiiiiieeiiie e 3
Sekil 1.4, KOK HUCTE TUILETT . ...veiviiiiiiiii i 6
Sekil 1.5. Sisplatin'in CiS Ve trans FOIMIU........ccccuiiiiiiiiiiiescice e 10
Sekil 1.6. Cisplatin’in DNA ile etkilesiminde olusan ana eklentiler. ...........ccccvevrvvennnne. 11
Sekil 1.7. Reaktif Oksijen ve Reaktif Nitrojen TUrleri.......ccovvevveveiiieriee e 14
Sekil 1.8. Koenzim Qio'un Redoks FOrmIlart ........ccccovevereieiiiecicieese e 23
Sekil 1.9. Mitokondriyal Elektron Transport ZinCiri.........ccocoooveviiieieienc s 24
Sekil 1.10. Koenzim Q 10’un Sentezi (PLF: pridoksal 5-fosfat) ..........cccccoecvvieniiniiinnnnnn 27
Sekil 1.11. Koenzim Qip‘un Antioksidan AKtIVItEST ...cvveivveeiiiiireeiieiree e see e 28
Sekil 2. 1. Total Protein Diizeyinin Standart Grafigi..........cccooeerrviiiiiiiiniinieieeeseee 38
Sekil 3.1. Karaciger dokular1 Aspartat Aminotransferaz Diizeyleri..........c.ccoovvvirnnne. 41
Sekil 3.2. Karaciger dokular1 Alanin Aminotransferaz Diizeyleri..........c.cccoeoverveiinennen. 42
Sekil 3.3. Karaciger Dokular1 Total Oksidan Kapasite Diizeyleri.........ccccvcvviininiinnnnn. 43

Xl



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1.1. Antioksidanlarin Siniflandirtlmast..........ccceevveiieiieciie e 19
Tablo 2.1. Total Antioksidan Kapasite ANAlZI..........ccccecveieiieiiere e 33
Tablo 2.2. Total Oksidan Kapasite ANAIZI...........cccveieiieiiiie e 34
Tablo 2.3. Aspartat Aminotransferaz Analizi ..o 35
Tablo 2.4. Alanin Aminotransferaz Analizi..........ccccoeieiiiin i 37
Tablo 2.5. BSA Standartlari ve Protein Orneklerinin Hazirlanmast ...............ccoeueeee... 38
Tablo 2.6. Gamma Glutamil Transferaz Analizi.........cccocooeviiiiiiiiiiie s 40

Tablo 3.1. Karaciger Dokusu AST, ALT, GGT Aktivitesi Total Protein ve TAS, TOS
DUZEYICTI. ettt b et b e 44

Xl



SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

ABTS 2,2'-Azino-bis-(3-etilbenztiyazolin-6-sulfonik asit)
ATP Adenozin trifosfat

ADP Adenozin difosfat

AST Aspartat Aminotransferaz
ALT Alanin Aminotransferaz

CIO- Hipoklorit

CAT Katalaz

Cu Bakir

Cl Sitokrom C1

CoQ Koenzim Q

CoQ1o Koenzim Qo

ce Santigrat

Ca Kalsiyum

COX2 Prostaglandin-Endoperoksit Sentaz 2
DNA Deoksiribo Niikleik Asit

DT Diaforaz

FDA Amerikan Gida ve ilag Dairesi
Fe* Demir (111)

Fe*? Demir (11)

Fe-S Demir Siilfiir

FPP Farnesil Pirofosfat

GPx Glutatyon Peroksidaz

GGT Gama Glutamil Transferaz
GSH Glutatyon

GSH-Px Glutatyon Peroksidaz

GST Glutatyon S-transferazlar
GSPE Proantosiyanidin Ekstresi
HO,: Hidroperoksi

‘H,0, Hidrojen Peroksit

X1



HCIO Hipoklordz asit

HMG- CoA 3-metil Glutaril Koenzim
Ig Immiinoglobulin

I9G Immiinoglobulin G

IgM Immiinoglobulin M

gD Immiinoglobulin D

IgA Immiinoglobulin A

IgE Immiinoglobulin E

Ip Intraperitoneal

INOS Nitrik Oksit Sentaz

KKH Kanser Kok Hiicre

K Potasyum

LPO Lipit Peroksidasyon

LDH Laktat Dehrojenaz

MO Milatdan Once

Mn Manganez

MDH Malat Dehidrojenaz

MDA 3,4-Metilendioksiamfetamin
MPO Miyoloperoksidaz

NO Nitrik Oksit

NADP Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
Na Sodyum

-0, Stiperoksit

‘OH Hidroksil

O, Molekiiler Oksijen

PLF Pridoksal 5- fosfat

ROT Reaktif Oksijen Tiirleri
RO- Alkoksil

RO, Alkil Peroksi

SOD Stiperoksit Dismutaz Enzimi
TTA Tiimorle iliskili Antijen
TAK Total Antioksidan Kapasite

XV



TOK
TBARS
TLR4
TNF
Zn

Z0

Total Oksidan Kapasite
Tiyobarbitiirik asit

Toll Benzeri Reseptor 4
Tiimor Nekroz Faktor
Cinko

Zingerone

XV



1. GENEL BiLGILER

1.1. Kanser

Kanser genel olarak, bir organ ya da dokudaki anormal ve kontrol edilemeyen hiicre
boliinmesi sonucu ortaya ¢ikan kotii huylu biiyime veya tiimorler olarak
tanimlanmaktadir. Viicut hiicrelerinin kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi ve biiylimesi
cevresel, kalitsal ya da her iki faktoriin etkisi ile DNA’ da meydana gelen hasar sonucu
ortaya cikabilmektedir [1]. Onkoloji (oncos: tiimor, logos: ilim) tiimor veya neoplazi
bilimi olarak tanimlanir. Benign tiimér, iyi huylu, lokalize kalmaya meyilli, malign
timor ise daha agresif ve uzak bolgelere yayilmaya meyilli timor tiriidiir. Kanser ise
tiim malign tlimorler i¢in kullanilan ortak bir terimdir [2]. Kanser hakkinda bilinen en
eski kayitlar MO 460-370 yillar1 arasinda yasayan Hipokrat tarafindan ilk defa
“carcinos” Ve “carcinoma” tedavi edilemeyen veya ilser olusturmayan ve iilser

olusturan timorler i¢in kullanilmigtir. Galen ise sisme anlamina gelen “oncos” terimini

kullanmustir [3,4].
Normal hiticre c;ogalmas1 Kanser hticresi ve gogalmasi
Kanserogenle kargilagmug,
6mri1 bitmemesine kargin

anormallegmig hiicre

S5
@

v

,1 '

hiicre -3 o
’ '» A
Omrﬁ biten W, oo W
hiicre Sltimit Kontrolsiiz
hiicre gogalmasi
(KANSER)

Sekil 1.1. Kanser Hiicresi ve Cogalmast

Kanserin ortaya cikabilmesi ig¢in hiicrelerin yalnizca kontrolsiiz cogalmasi yeterli
degildir. Hiicrenin invazyon (diger saglikli dokular istila etme) ve metastaz (dolasima

gecerek saglikli baska dokulara yayilma) gibi diger malign ozellikleri de kazanmasi



gerekmektedir [5,6]. Bu etkilerin énemli bir kismi hiicrenin mutasyonlara karsi hassas
oldugu hiicre siklusu esnasinda gergeklesir. Hiicre siklusu, DNA sentezinin
gerceklestigi S evresi, mitoz boliinmenin izlendigi M evresi ve bu iki temel siire¢
arasinda kalan gecici duraklama evreleri olan G1 ve G2 evreleri olmak {izere, baglica 4
evrede gerceklesir. Viicuttaki hiicrelerin biiylik ¢ogunlugu GO olarak adlandirilan
istirahat evresindedir. Bu hiicreler normalde boliinmeyip ancak uygun bir uyari
geldiginde hiicre dongiisiine girer. Bu grup hiicrelere 6rnek olarak kemik iligindeki kok
hiicreleri ve karaciger hiicrelerinin ¢ogu gosterilebilir. ileri evredeki solid tiimor

kitlesindeki hiicrelerin ¢ogunlugunun bu gruptan oldugu bildirilmistir [7].

1.1.1. Kansere Neden Olan Etmenlerler

Kanser %90 ¢evresel ve %10 oraninda ise genetik faktorlere bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Sigara kullanimi (6zellikle larenks, akciger, ve mesane kanserlerinin
olusumunda), obezite, enfeksiyon ajanlar1 virtisler (EBV, HPV, HBV, HCV, HTLV1],
HHV8 vb), bakteriler (Helicobacterpylori) ve parazitler (Schistosoma), mesleki
maruziyet (asbestos, agir metaller, arsenik, benzen vb.), diyet kaynakli etmenler, alkol
kullanimi, ultraviyole 1smlart (UV) ve radyasyon maruziyeti kanserle iliskilendirilen
risk faktorleri olarak gosterilmektedir [8]. Hiicrelerin kanserlesmesi siirecini
gerceklestiren genlerdeki mutasyonlara baslica cevresel faktorler, diyet ve beslenme

aligkanliklarindan kaynaklanan bazi maddeler yol agmaktadir [9].
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Sekil 1.2. Kansere Neden Olan Etmenler



1.1.2. Karsinogenez

Kanser ve kansere giden yolda karsinojenik madde ve bunlarin organizmadaki etkileri,
organizmanin bu karsinojenik maddelere karsi etkisizlestirme c¢abalari, optimal
beslenme ve immiin sistemin onemi karsinogenez ve kanserde iyi bilinmektedir. Koti
beslenme, malniitrisyon (enerji ve besin 6gelerinin yetersiz ve dengesiz alimlar1 sonucu
organ, doku ve viicut fonksiyonlarinda o6l¢iimlenebilir olumsuz degisikliklerin
goriilmesi) gerek  kanserojenik  maddelerin  organizmada  etkisizlestirilmesi
reaksiyonlarinda gerekse de kanser olusumunu takiben kanserli hastanin hayat kalitesi
ve tedavisinde olumsuz bir tablonun olusmasina, mortalite ve morbiditeye neden
olmaktadir. Kanserli hastalarda ciddi metabolik ve biyokimyasal degisikliklerin oldugu
bilinmektedir. Ozellikle kanserin tiirlerine bagli olarak, toplam beslenme yaklagimi

icerisinde total viicut sentezi akisinda bazi degisikliklerin olabilecegi bildirilmistir [10].
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1.1.3. Kanser Tedavisinde Kullanilan Yontemler

Malignitenin taninmasindan bu yana, olaganiistii arastirmalarin amaci kanser i¢in yeni
kaliteli tedavi yaklasimlar1 kesfetmektir. Su anda, diinya ¢apinda devam eden tiim tibbi
kalite tedavi calismalarinin % 60'indan fazlasi kanser {lizerine yogunlagmaktadir [11].
Kanserin tedavisinde en sik kullanilan yontemler radyoterapi, kemoterapi, kok hiicre ve
cerrahi yontemlerdir. Bunlarin disinda hormon terapisi, immiinoterapi ve biyolojik
yontemlerin kullanilmas1 gibi farkli yontemlerde kullanilmaktadir. Bu yontemlerin
kendine 6zgii avantaj ve dezavantajlarinin bulunmasi, kanser hastaliginin kisiye 6zgii
olmas1 ve tedavi yontemlerinin de kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi nedeniyle tek

bir kesin tedavi yonteminin yeterli olamayacagi kaydedilmistir [12].

1.1.3.1. Radyoterapi

1800’1l yillarin sonlarina dogru uygulanmaya baslanan radyasyon tedavisi ise kanser
tedavisinin dayanak noktasini olusturmaktadir. Radyasyon molekiiler oksijen ile
etkileserek siiperoksit, hidrojen peroksit ya da hidroksil radikallerinin olusumunu
saglamaktadir. Bu radikaller DNA hasarina ve hiicre 6liimiine sebep olmaktadir.
Ozellikle hizli béliinen tiimdrlerde en etkili tedavilerden birisidir. Radyoterapi éncelikli
tedavi olarak uygulandigi gibi kemoterapi ve cerrahi yontemlerle birlikte de
uygulanmaktadir. Radyoterapinin tek basina tedavi edici olarak uygulandigi kanser
tipleri erken evrelerdeki larinks kanseri, serviks kanseri ve prostat kanserleridir [12].

1.1.3.2. Cerrahi Tedavi

Cerrahi dokunun viicuttan kesilip alinmasidir. Bu islem ayakta hasta ya da yatan
hastalarda gergeklestirilir. Genellikle lokal anestezi altinda ya da genel anestezi seklinde
yapilir. Cerrahi tedavi kanserin ana tedavi yontemlerinden birisidir. Tamamen tek bir
alanda bulunan, yayillmamis kanseri iyilestirebilir. Genellikle, kanserin erken

evrelerinde kanserli hiicreyi almak en kolay yol olarak goriiliir [13].



1.1.3.3. Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicreler hentiz farklilasmamis hiicreler olup, sinirsiz kendilerini yenileyebilir
Ozelligine sahip olan ve viicutta veya laboratuvar ortaminda belli sartlar saglandiginda
farkli hiicre tiplerine, karaciger, kas, kan veya beyin hiicreleri gibi birgok 6zellesmis
hiicrelere olgunlasabilmeleri ya da farklilasabilen (plastisite) primitif nitelikte olan
hiicrelerdir [14,15]. Kok hiicreler farkli hiicre tiplerine farklilasmadan uzun zaman
boyunca kendilerini yenileyebilme ve g¢ogalabilme o6zelligine sahiptirler. Hiicrelerin
boliinme ve yasam siirelerini belirleyen faktorlerden birisi dogrusal koromozomlarin
ucunda var olan 8 telomer adi verilen ve binlerce tekrarlanan kisa DNA zincirini
(TTAGGG) igermektedir [16,17]. Kok hiicreler, in vivo kosullarda dokuda bir hasari
bile olmadigi durumunda farklasmamis hiicre tiplerine farklagsma potansiyeli vardir.
Bagka hiicre tiplerine farklilasip bu tiirlin devami niteliginde tiirler iiretebilirler.
Viicudun bir hasar ve zedelenme sonucunda, dokuyu tamir edebilme ve onu tekrar

islevsel hale getirebilme potansiyeli vardir [18].

Kok hiicreler farklilagsma yeteneklerine gore dort gruba ayrilirlar. Bunlar sirasiyla
totipontent, pluripotent, multipotent ve unipotent olarak isimlendirilir. Totipotent; tiim
doku ve hiicrelere doniisebilme ve sinirsiz farklilagsma yetenegine sahip olan hiicrelere
denir. Totipotent kok hiicreler zigot ve morula olarak tanimlanmistir. Ayrica bitki
meristem hiicrelerinde de bulunur. Zigotun 5-6 giinliikk donemindeki sinirsiz ¢ogalma ve
farklilagma kapasitesine sahip, embriyonik ve ekstraembriyonik hiicre tiplerine
farkhlasabilen hiicre toplulugudur. Pluripotent hiicreler ise plasenta hari¢ birden ¢ok
dokuya koken verebilen ve onarim yetenegi bulunan hiicre toplulugudur. Endoderm,
mezoderm ve ektoderm yapilarini olusturabilir. Multipotent hiicreler birden ¢ok doku
grubuna farklilagma kapasitesine sahip hiicre toplulugudur. Bu gruba ornek olarak
hematopoetik kok hiicreler verilebilir. Oligopotent Bir doku iginde iki veya daha fazla
hiicre grubunu olusturabilen hiicrelere denir. Oligopotent hiicrelere lenfoid ve myeloid
hiicreler 6rnek verilebilir. Unipotent ise tek doku grubuna doniisebilen hiicre
toplulugudur ve kas kok 4 hiicreleri ya da spermatogoniyal kok hiicreler bu gruba 6rnek

gosterilmektedir [19].
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Sekil 1.4. Kok Hiicre Tiirleri [20].

Kok hiicreler iki farkli kaynaktan elde edilir, bunlar embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kok hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler memeli embriyosunda
erken gelisim siirecindeki kok hiicrelerden elde edilmektedir. Bu hiicreler in vitro
ortamda smirsiz ve farklilasmamis g¢ogalma kapasitesine sahip olan pluripotent
hiicrelerdir. Embriyonik olmayan kok hiicreler ise embriyo dis1 fetiis kok hiicreler,
yetiskin kok hiicreler, kadavradan elde edilen kok hiicreler, partenot hiicreleri
(partenogenez), gobek kordonu ve plasenta kok hiicreleridir [21]. Son yillarda yapilan
calismalarda ¢esitli dokulardaki tiimorlerin yapilarina bakildiginda kok hiicre 6zelligine
benzer hiicre 6zellikleri gosteren hiicre topluluklar: tespit edilmis ve bu hiicreler kanser
kok hiicresi (KKH) olarak isimlendirilmistir. KKH saglikli kok hiicreler gibi kendini
yenileyebilen, pluripotensi ya da multipotensi gibi ¢cok yonde farklilagma yetenegi olan
hiicrelerdir. Kemoterapi, radyoterapi veya solid tiimdrlerde uygulanan cerrahi gibi
klasik kanser tedavi yontemlerine ve apoptoza direngli olmasi, tiimor olugturabilmesi ve

metastaza neden olmasi en belirgin 6nemli 6zelliklerindendir [19,22].

1.1.3.4. Hormon Tedavisi

Hormonlar, viicudun endokrin sistemini (pankreas ve hipofiz, tiroid ve adrenal bezleri)
olusturan organlar tarafindan dogal olarak iiretilen kimyasal maddelerdir. Bu kimyasal
maddeler viicutta kan dolagimi boyunca dolasarak viicuttaki cesitli organlarin farkli
islerini gerceklestirmeye yardimci olurlar. Hormon tedavisi genellikle meme ve prostat

kanserlerini tedavi etmek i¢in kullanilirken, diger kanser tiirlerinin tedavisinde



hormonal tedavinin potansiyel kullanimini i¢in aragtirmalar devam etmektedir. Hormon
tedavisi oral ilag, enjeksiyon veya cerrahi miidahale seklinde uygulanmaktadir. Hormon
tedavisi "sistemik" bir tedavi olarak kabul edilir, yani viicutta seyahat eder. Cerrahi ve

radyasyon tedavisi "lokal" tedaviler olarak kabul edilir [23].

1.1.3.5. immiinoterapi

Bu tedavi sekli viicudun bagisiklik sisteminin i¢ ve dis uyaranlara karsi cevabini
kullanarak yapilmaktadir. Kanserin tedavisinde i{ic ana molekiill grubu siklikla
kullanilmaktadir. Bunlar, sitokinler, antikorlar ve hiicrelerdir. Tedavideki amac
bagisiklik sistemini harekete gecirip kanserli hiicrelere saldirmasini saglamaktir.

Antikor tedavileri: Bu tip tedavilerde kullanilan ajanlari genel olarak monoklonal
antikorlar, konjuge monoklonal antikorlar, ¢iplak monoklonal antikorlar ve bispesifik
monoklonal antikorlar olarak smiflandirmak miimkiindiir. Antikorlar, viicuda giren
yabanci maddelere (antijen) olarak B hiicreleri tarafindan salgilanan proteinler olup 4
polipeptid tasiyan bir immiinoglobulinlerdir (Ig). Fonksiyonlarina ve yapilarma gore
IgG, IgM, IgD, IgA ve IgE olmak iizere 5 alt gruba ayrilirlar. Her bir B hiicresi 6zel bir
antikor tretebilir ancak {iretilen miktar belli bir tipteki kanser hiicresine kars1 yeterli
gelmeyebilir. Bu nedenle, belli bir tipteki proteine kars1 6zel olarak iiretilmis ve ayni
soydan gelen ve kanser hiicresi lizerindeki sadece tek bir epitopu tamimak {izere
monoklonal antikorlar tretilir. Bunlar hiicrenin sinyallerini bloke ederek, immiin sistemi
tetikleyerek veya hiicrelere ilaglari tagiyarak islevlerini gosterirler. Konjuge monoklonal
antikorlarin amaci radyoaktif bir partikiil veya kemoterapi ilacini hiicreye tasimaktir.
Uzerlerinde tasidiklar yiikii hedef antijene baglanarak bosaltirlar ve hiicrenin spesifik
olarak Olmesini saglarken saglikli hiicrelere olabildigince az hasar verirler.
Radyoimmiinterapi olarak bilinen yontemde radyo-etiketli antikorlar radyoaktif
molekiilleri hiicrelere tasiyabilirler. Radyoaktif isaretin yaninda kimyasal olarak isaretli
antikorlarin kullanilmasinin meme kanserli hastalarda genel yasam siiresini anlamh
olarak uzattigi gosterilmistir [24]. Kanserin tedavisinde en siklikla kullanilan antikor
cesidi ise radyoaktif veya kimyasal olarak isaretlenmemis olan ¢iplak monoklonal
antikorlardir. Bunlar, immiin sistemi hizlandirarak islev yaparlar.

Non-spesifik Kanser Immiinoterapileri: Bu tip tedaviler immiin sistemi uyaran ve belli

bir tipteki hiicreyi hedeflemeyen tedavilerdir. Destek tedavi olarak immiin sistemi



uyarip hizlandirirlar. Viicudun enfeksiyonlara karsi direncini arttiran interferonlar, B ve
T hiicrelerinin sinyallesmesinde kullanilan ve hiicrelerin biiylimesinde rol oynayan
interlokinler, kemik iliginin kan hiicrelerini liretmesini tesvik eden graniilositmakrofaj

koloni stimiilan etmen (GM-CSF) bu tip tedavide kullanilan ajanlardir [24].

1.1.3.6. Kanser Asilari

Terapotik kanser asilari, bagisiklik sistemini tiimorle iliskili antijenlere (TIA) kars:
egiterek yerlesik kanserleri tedavi etmek icin kullanilir. Kanser asilari tipik olarak
immiin tepkilerini arttirmak igin bir timdr antijeni ve bir adjuvan igerir. Bu TiA’lar,
timorde asir1 eksprese edilen kendinden antijenler veya normal dokuda bulunmayan

tiimore 6zgili mutasyonlar tarafindan iiretilen neoantijenler olabilir [25].

1.1.3.7. Kemoterapi

Alman tip hekimi Paul Ehrlich tarafindan 1900’lii yillarda sifilis tedavisiyle ilgili olarak
tiretilen bir sozcikk olan Kemoterapi ifadesini kullanmistir. Kemoterapi, kanser
hiicresinin ¢ogalmasimi Onleyen ve sitotoksik etkiyle bu hiicreleri 6ldiiren kimyasal
ajanlarla yapilan bir tedavi seklidir. Giinimiizde kemoterapinin ana ilkesi, "sitotoksik
ilaglar" olarak da isimlendirilen "antineoplastik ilaglar" ile tedavinin de temel ilkelerini
olusturur [26]. Kemoterapi, cerrahi girisim 6ncesinde tlimoriin boyutunu kii¢iiltmek igin
tedavi amacl uygulanmaktadir. Losemi ve lenfoma gibi kanser tiirlerinde kemoterapinin
etkili bir tedavi yontemi oldugu kanitlanmigtir [27]. Siklikla sistemik sekilde
kullanilmakta olan kemoterapinin esas amaci tiimorlii hiicrenin ¢ogalmasini yavaglatip
durdurmaktir. Bunu hiicrede DNA’ya etki etmesi ya da RNA sentezlenmesini engel
olarak gerceklestirmektedir [28,29]. Kemoterapi tedavisi intravendz, oral, subkutan,
intratimor, intraarteriyal, intrakaviter ya da subkutan intraplevral gibi ¢esitli yollardan
uygulanabilmektedir. Tek basina uygulanabilmesinin yani sira diger tedavi yontemleri
olan radyoterapi ve cerrahi tedavi ile birlikte de kullanilabilmektedir. Bu sekilde kotii
huylu (malign) hiicre ¢ogalmasi1 engellenmektedir. Neoadjuvan, kiiratif, adjuvan ve
palyatif tedaviler kemoterapide kombine sekilde kullanilmaktadir [29-32].

Verilen ilag dozuna ve tiirline gore yan etki sekilleri degigsmektedir. Anemi, bulanti-

kusma, oral mukozit, yorgunluk vb. gibi kisinin yasam kalitesini ciddi oranda



etkileyebilecek yan etkiler mevcuttur. Bu yan etkiler bireyin yasam sekli ve sosyal
yasantisinda ¢esitli degisimlere sebebiyet vermesine bagli olarak anksiyete, sosyal

izolasyon ve depresyon gibi problemler ortaya ¢ikmaktadir [31].

1.2. Sisplatin

Sisplatin ilk olarak 1844 yilinda Michele Peyrone tarafindan sentezlenmis ve kimyasal
yapist 1893' te Alfred Werner tarafindan aciklanmistir. 1960 yilinda Rosenberg ve
arkadaglar1 platin i¢eren bazi sentez tirlinlerinin Escherichia coli' de hiicre boliinmesini
engelleyebildigini ve bu ftriinlerin kanser kemoterapisinde kullanilabilecegini ileri
stirmiiglerdir [33].

Sisplatin, 6zellikle yumurtalik, testis, bas ve boyun, mesane tiimorleri dahil olmak iizere
cesitli tiimor tiirlerinde antikanser etki gosterdiginden dolay1 bilim adamlarinin ilgisini
¢ekmeye baslamistir [34]. Buna ek olarak yumusak doku, kiigiik hiicreli akciger kanseri,
lenfoma, kemik, kas, sarkomlar ve kan damarlar1 dahil ¢esitli kanser tiirlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [35]. 1960’lar da ve 1970’lerin sonunda
sitotoksik Ozelliklere sahip oldugu kesfedilerek, kanserin tedavisi igin kullanilabilecegi
ileri stirilmistiir. Kanser tedavisi i¢in 1978 yilinda Food and Drug Administration
(FDA) tarafindan onaylanan sisplatin, halen giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan
ilaglarin arasinda yer almaktadir [34]. Sisplatinin yapisinda bulunan platin (II)’nin
antikanser Ozelliginin belirlenmesinden dolayi, metal iceren diger bilesiklerde

arastirilmaya baslamistir [36].

1.2.1. Sisplatin’in Kimyasal Y apis1

Sisplatin, cis-diaminodikloroplatin (II) olarak adlandirilan merkezinde metalik
platinyum iceren, oda sicaklifinda beyaz ya da koyu sar1 renkli olan bir bilesiktir.
Sisplatinin molekiiler agirligi 301,1 g/mol ve yogunlugu 3,74 g/cm®tiir. Sisplatin
genellikle normal sicaklik ve basingta kararhidir. Sisplatinin yapisi incelendiginde
merkezdeki iki degerlikli platin atomuna bagli iki amonyum ve iki klor atomlariyla bag
olusturmaktadir [33]. Viicutta bu bilesigin cis ve trans olarak iki farkli formu hiicre
igine alinir, bunlardan sadece cis formu sitotoksiktir ve trans izomeri antineoplastik etki

saglamadigi kaydedilmistir [37].
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Sekil 1.5. Sisplatin'in cis ve trans Formu

1.2.2. Sisplatin’in Etki Mekanizmasi

Sisplatin igerigindeki platinyum kompleksleriyle DNA baglarinda kirilmalara neden
olarak kanserli hiicrelerde apoptozisi tetiklemektedir ve boylece kanserli hiicrelerin
ortadan kaldirilmasini saglayarak etki eder. Sisplatin verildigi doza bagli olarak c¢esitli
yan etkiler gostermektedir [38]. Sisplatin’in bazi spesifik genlerde degisikliklere neden
oldugu da bildirilmistir. Bu spesifik genlerden bazilari; ilag direng geni (MDR-1, P-gp),
hiicre iskelet yapis1 ve fonksiyonundan sorumlu genler (Vim, Tubb5, Tmsb10, Tmsb4x,
Anxa2), apoptozis sorumlu genleri (sitokrom-c oksidaz alt birim yer Genler Ben, BAR,
1s1-sok proteini 70-benzeri protein, Bax), doku remodeling geni (klusterin, IGFBP-1,
TIMP-1), ve detoksifikasyondan sorumlu (Gstm2, Gtp2) genlerdir [39].

Sisplatin’in antikanser islevi, ¢ekirdekte genetik materyalde sarmal i¢i ¢apraz baglar
olusturup DNA sentezini inhibe eden bir komplekse doniismesinden [40] yani DNA
¢ift-zincirinde capraz baglanma yapmasindan kaynaklanir. Bu sekilde sisplatin
dogrudan tiimor hiicresinde DNA sentezini engeller [41]. Plazmanin yiiksek kloriir
konsantrasyonlarinda sisplatin elektrik yiikii tasimaz. Hiicre igerisine girerek DNA’ nin
N7 guanine baglanarak her DNA zincirinde veya ¢ift sarmali olusturan zincirlerin
arasinda c¢apraz baglarin olugmasini saglar. Sitotoksik etkiyi bu baglar olusturur ve
boylelikle DNA ¢ogalmasi ve RNA sentezini engellenmis olur. Sisplatin, cesitli
stireclerle ile mitokondriyal gecirgenligi artirarak apoptozu uyarmaktadir. Ancak ayni

apoptotik etki sisplatin toksisitesinde de rol oynamaktadir [42,43].
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Sekil 1.6. Cisplatin’in DNA ile etkilesiminde olusan ana eklentiler.

(@), zicirler aras1 capraz baglanti. (b) 1,2-marka i¢i ¢apraz baglanti. (¢) 1,3-marka igi

capraz baglanti. (d), protein-DNA ¢apraz baglantisi [44].

1.2.3. Sisplatin’in Genel Toksik Etkileri

Platin bilesikleri metal iyonlar1 i¢eren bilesiklerdir ve proteinler, niikleik asitler ve diger
hiicresel molekiiller i¢cin baglanma noktalar1 olustururlar. Bu 6zellikleri etkilerinin
onemli bir kismindan sorumlu oldugu gibi ayn1 zamanda toksisiteleri agisindan da nem

tasir [45].

Sisplatin tedavisi bircok toksik yan etkileri de beraberinde getirir: Bunlar basta
nefrotoksisite olmak {izere, hepatotoksisite, miyelosupresyon etki, ndrotoksisite, gecici
16kopeni, trombositopeni ve anemi gibi doz bagimli belirgin yan etkileri bulunmaktadir.
Kanser kemoterapisinde Kklinik agidan o6nemli olan etken ise yan etkilere karsi

korunmanin saglanmasidir [38].
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Sisplatine baglh toksisitenin, Ozellikle nefrotoksisitenin, azalan hiicre i¢i glutatyon
konsantrasyonuyla iligkili oldugu bunun sonucunda da agiga ¢ikan ROS ve dolayisiyla

oksidatif stresin membran biitiinliigiinde ciddi hasarlar olusturdugu gosterilmistir [46].

1.2.4. Sisplatin Hepatoksisitesi

Sisplatin hepatotoksisitesi, standart dozlarda nadiren goriilirken, daha yiiksek dozlarda
hepatotoksisite siklikla gozlenir ve kanser hastalarinin klinik durumunu da degistirebilir
[47,48]. Sisplatin kaynakli karaciger hasar1 ve bunun hepatotoksisitesinin mekanizmasi
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Son zamanlarda, Lu ve Cederbaum [49] sisplatin
kaynakli hepatotoksisitenin reaktif oksijen tilirlerinin olusumunda artisa ve buna bagl
oksidatif stresin arttigini bildirmistir. Bobrek disinda cisplatin kaynakli oksidatif stresin
sicanlarda hem reaktif oksijen hem de nitrojen tiirlerinin olusumuna ikincil olarak

karaciger ve lens dokularinda hasar olusturdugu bildirilmistir [50].

1.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller son yoriingesinde birden fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden
yiiksek reaksiyon yetenegine sahip atom veya molekiillerdir. Ortaklanmamis elektron
genel olarak iist kisma yazilan nokta ile gosterilir [51]. Bunun disinda disaridan etki ile
yiiksek 1s1, ultraviyole 1s1n gibi yiiksek bir enerji girisiyle molekiiliin homolitik ya da
heterolitik boliinmesi yoluyla da olusabilmektedir. Organizmanin oksijen ihtiyacinin
artmasiyla mitokondriyal elektron transport zincirindeki ortaklanmamis elektron
ciftlerinin artigina bagli olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) meydana gelir. Reaktif
oksijen tiirlerine; siiperoksit (‘07,), hidroksil (OH), alkoksil (RO'), alkil peroksi (ROy),
hidroperoksi (HO,') hidrojen peroksit (‘H,O;) ve hipoklorit (Cl1O’) gibi molekiiller 6rnek
olarak gosterilebilir [52,53]. Organizmada bulunan 6nemli bir radikal grubu da reaktif
nitrojen tiirleri olan nitrik oksit (NO) ve peroksinitrittir. Bu tip maddeler hem normal
metabolizmanin yan {iriinii olarak hem de ilaglar ve diger kimyasal maddelerin etkisiyle
olusabilmektedir [51-54]. Elektron transferi sonucu organizmada meydana gelen
radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya ndtr olabilirler [51]. Oksijen kaynakli
serbest radikaller aerobik en ¢ok solunum reaksiyonlari sonucu meydana gelir. Solunum

zincirindeki oksijenin % 95'i 4 e~ alarak suya doniisiirken (ayni1 sirada hiicre kendisi i¢in
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gerekli enerjiyi sentezler), % 4-5'1 ardisik olarak elektron kazanarak kismi indirgenme
ile ROT'a doniigiir. Bu toksik driinler hiicreye zarar vermeden antioksidanlarca
mitokondrilerde metabolize edilirler [51,55-57].

Solunum zincirindeki normal ve ROT olusturan reaksiyonlar asagidaki gibidir.

a-Normal Fizyolojik Reaksiyon:

Sitokrom oksidaz
O, + 4e + 4H" > 2H,0

b-Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusumu

+ +

e e+2H" e+H e+H
02 —_— .0_2 —— H202—> OH . Hzo

Organizmada ¢esitli metabolik reaksiyonlar (oksidatif, ksenobiyotik, enzimatik ve
nonenzimatik) sonucu olusan serbest radikaller, katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimler tarafindan substrat olarak kullanilirlar. Serbset
radikaller organizmada Oncelikle lipit, protein ve niikleik asitler gibi tiim
biyomolekiiller ile reaksiyona girebildigi, 6zellikle lipit ve proteinler lizerinde olumsuz
etkileri bulunmaktadir [51,58]. Oliim riskini arttiran ve yaslanmay1 hizlandiran immun
sistemin ¢okmesinde, merkezi sinir sisteminin dejeneratif bozukluklarinda,
kardiyovaskiiler, diyabet ve kanser gibi hastaliklarin gelisiminde serbest radikallerin
onemli bir rol oynadigi ve serbest radikalleri yok eden veya etkisini azaltan

antioksidanlarin kullanilmasinin yasam siiresini uzatabilecegi ortaya konulmustur

[51,54,55].
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( Radikaller
Slperoksit
Hidroksil
— Peroksil
Alkoksil
Hidroperksil
\_ Lipid Peroksil

Radikaller
— Nitrik oksit
Nitrojen dioksit

( Nonradikaller
Nitrik asit

Nitrosil katyonu

Nitrosil anyonu

Dinitrojen tetroksid

\

e :
Nonradikaller — Dinitrojen trioksit
Hidrojen peroksit Peroksinitrit
Hipokloroz asit Peroksinitrik asit
Hipobromoz asit Nitroyum katyonu
Singlet oksijen Nitril klorid
L Ozon ) \___ Alkil peroksinitrit _/

Sekil 1.7. Reaktif Oksijen ve Reaktif Nitrojen Tiirleri

Serbest radikaller genellikle kovalent baglarin homololitik yikilmasi, yiiksiiz bir
molekiile elektron transferi ve yiiksiiz bir molekiiliin elektronunu kaybetmesi seklinde

ic temel mekanizma ile olusur [51].

Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: Yiksek enerjili elektromanyetik dalgalar veya
yiiksek sicaklik (500-600 °C) kovalent bagli bilesiklerdeki kimyasal baglarin
kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri farkli
atomlar tlizerinde kalirsa, bu tiir kirllmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom
iizerinde de paylasilmamis elektron bulunur. Organik molekiillerdeki baglarin

heterolitik kirilmasi durumunda ise reaktif 6zellik gosteren zit yiiklii iyon ¢iftleri olusur
[51,58,59].

14



Normal bir molekiile elektron transferi: Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek
elektron transferi ile dig orbitalinde paylasiimamis elektron bulunmas: radikal
olusumuna neden olabilir. Ornegin oksijen molekiiliiniin tek elektron ile indirgenmesi
sonucunda radikal formu olan -O* meydana gelir. Biyolojik sistemlerde bu mekanizma
yolu ile radikal olusumu yaygin olarak gergeklestiginden canlilar icin oldukca
onemlidir. Canlilarda ¢ok sayida enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle -Oy

radikalinin tretildigi bildirilmektedir [58,59].

Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi: Radikal 06zelligi bulunmayan bir
molekiiliin elektron kaybi sirasinda dig orbitalinde paylagilmamis elektron kalmasina

bagli radikal formu olusur [58,59].

1.3.1. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Biyolojik Kaynaklar: Aktive olmus fagositler (makrofajlar vb.), antineoplastik
ajanlar (doxorubicine vb.), radyasyon, aliskanlik yapan maddeler (alkol ve
uyusturucular), cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal ajanlar, sigara
duman, solventler, aromatik hidrokarbonlar) ve stres [51].

Intraselliiler  Kaynaklar: Kiigiik maddelerin  otooksidasyonu  (tioller,
hidrokinonler, katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler ve antibiyotikler), enzimler
ve proteinler (ksantin oksidaz, triptofandioksijenaz ve hemoglobin), mitokondrial
elektron transportu, endoplazmik retikulum ve niiklear membran elektron transport
sistemleri (sitokrom p-450, sitokrom bs), peroksizomlar (oksidazlar ve flavoproteinler),
plazma membrani (lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde NADPH oksidaz
ve lipit peroksidasyonu), oksidatif stres yapict durumlar (iskemi, travma ve

intoksikasyon) [51].

1.3.2. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Organizmada savunma mekanizmalariin kapasitesini asacak sekilde serbest
radikallerin iiretilmesinin basta lipitler olmak iizere, protein, DNA, enzim, karbonhidrat
veya bunlarin 6nemli bilesiklerini etkilemesine bagli olarak cesitli bozukluklara yol

actigr bildirilmistir [51,54,56,60]. Hiicre zarindaki yag asitleri ve kolesteroldeki
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doymamis baglar serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini
olusturur. LPO fosfolipit, glukolipit, gliserit ve steroitlerin yapisinda bulunan doymamais
yag asitlerinin oksidan maddeler araciligiyla alkol, aldehit, hidroksi asit, etan, pentan
gibi iirtinlere yikilmasini kapsar. LPO olaylarinin potansiyel olarak yikici etkileri olan
zincir reaksiyonlar1 oldugu, daha ileri peroksidayon olaylarini baglatan serbest radikaller
icin devamli bir kaynak sagladigi ve hiicre zarinda geriye doniisiimsiiz hasarlar
meydana getirir [51,55]. Oksidan maddeler, proteinlerde dekarboksilasyona, peptid
baglarinin hidrolizine, disiilfit baglar1 ve ¢apraz baglar olusturarak hiicre i¢in esansiyel
olan Ca-ATPaz, Na/K ATPaz gibi enzimlerde fonksiyon kaybi sonucu hiicre i¢i ve disi

iyon dagiliminin bozulmasina neden olur [51,61].

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri amino asit dizilimine
baglidir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallere affinitesi
yiiksek oldugundan, triptofan, tirozin, fenil alanin gibi aromatik yapili amino asitler ile
metiyonin, sistin, sistein gibi kiikiirtli amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden c¢ok cabuk etkilenirler. Sonugta o6zellikle silfiir ve karbon merkezli
radikaller meydana gelir. Radikalleri olusturan reaksiyonlar sonucu immunglobin G
(IgG) ve albuminin {i¢ boyutlu yapisi bozuldugundan normal fonksiyonlarini yerine
getiremezler. Tyonize edici radyasyonlarla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve ardindan 6liime yol agar. Sitotoksite biiyilik dl¢lide niikleik asit
baz modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA'daki diger
bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girerek DNA zincirinde kirilmalarin yanisira DNA polimerazin inhibisyonuna neden
olur. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membranlardan
kolayca geger ve hiicre ¢ekirdegine ulagarak DNA hasarina, hiicrede fonksiyon kaybina
ve Oliimiine yol agar. Bu ylizden DNA, serbest radikal hasarindan kolayca zarar

gorebilen 6nemli bir hedeftir [51,55].

Serbest radikallerin protein metabolizmasi {izerinde olumsuz etkilerinin bulunmasi
yaninda karbonhidrat metabolizmas: iizerinde de glikolitik, ATP sentezini azaltic1 ve
ATP kullantmin1 artirict yonde etkileri vardir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler gibi meydana gelen radikaller

diyabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklarda 6nemli rol oynarlar.
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Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve kendi aralarinda capraz
baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gdstererek kanser ve yaslanma

olaylarinda rol oynarlar [51].

1.4. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme, bu dengenin
bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum o6zetle: serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi

gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir [62].

Reaktif oksijen tiirleri oldukg¢a yiiksek reaktiviteye sahip molekiiller olup basta
mitokondriyum olmak iizere hiicre organellerinde gerceklesen normal metabolizmanin
sonucu olarak veya iskemi-reperfiizyon, yaslanma, radyasyon, yiiksek oksijen basinci,
inflamasyon ve kimyasal ajanlara maruz kalma gibi sebepler bagli olarak tiretilirler [63].
Oksidatif stres, basta kanser olmak Tlizere diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik
hastaliklar, ateroskleroz ve inflamatuvar bozukluklar gibi bircok hastaligin

patogenezinden sorumludur [64,65].

1.5. Antioksidanlar

Organizmada oksijen radikallerin olugmasim1 ve oksidatif stresin meydana getirdigi
hasar1 6nlemeye yonelik gelismis savunma sisteminin elemanlar1 antioksidanlar olarak
bilinmektedir [66]. Organizmada oksidan/antioksidan sistem arasinda hassas bir denge
vardir. Bu dengenin saglanmasi antioksidanlar ile gergeklestirilir. Dengenin bozulmasi,
doku hasarma neden olacak sekilde oksidatif strese neden olur. Genel olarak enzimatik
antioksidanlar hiicre i¢inde, enzimatik olmayan antioksidanlar ise hiicre disinda daha

fazla etkilidir [67].

Antioksidanlara olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesinin yontemleri ise

toplayici, bastirici, onarici ve zincir kiricr etki olmak tizere dort ayr sekilde etki ederler.
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Toplayici, siipiiriicii etki (scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini etkileyerek
onlar1 tutma veya c¢ok daha zayif yeni bir molekiile ¢cevirme islemine toplayici etki

denir.

Bastirict etki (quencher etki): Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki adi
verilir. Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin ve antisiyanoidler bu tarz bir etkiye

sahiptirler.

Onarici etki (repair etki): Hasara ugramis sistemlerin tekrar tamir edilmesi, eski haline

getirilmesini saglarlar.

Zincir kirict etki (chain breaking etki): Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirici etki denir.

Hemoglobin, seruloplazmin ve minareler zincir kirici etki gosterirler [51].

1.5.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, endojen ve eksojen (enzimatik ve enzimatik olmayan) olmak tizere iki
grup altinda toplanabilir [68]. Bu antioksidanlarin bazilar1 diisiik molekiil agirlikli
olanlar ve enzimatik kofaktorler gibi enzimleri igerirler. Yaygin enzimatik olmayan
antioksidanlar, bir¢cok besinsel kaynaktan elde edilebilmekte olup besinlerde en yaygin
bulunanlar1 polifenol bilesenlerdir. Besinlerden alinan diger antioksidanlar ise
vitaminler, karotenoidler, organosiilfiir bilesenleri ve mineraller seklinde siralanabilir
[69].
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Tablo 1.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Eksojen Antioksidanlar

Vitamin Eksojen Antioksidanlar

Ilac Olarak Kullanilan Eksojen Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin E)

Ksantin  oksidaz  inhibitorleri  (allopiirinol,
oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

B-karoten (Vitamin A)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal
anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C)

Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9)

Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx
aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik ~ serbest  radikal  toplayicilar
(mannitol, albimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri
(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)
Barbituratlar

Demir selatorleri

Endojen Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar

Nonenzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

1.5.2. Eksojen Antioksidanlar

a-Tokoferol (Vitamin E): Vitamin E, yiiksek antioksidan potansiyeli olan yagda

¢Oziinen bir vitamindir. Bu vitamin, sekiz stereoizomeri olan asimetrik bir bilesiktir. Bu
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asimetrik formlar a, B, y, O tokoferol ve a, B, y, O tokotrienol olarak
siniflandirilmaktadir. insanlarda en biyoaktif formu a-tokoferoldiir. a-tokoferol, serbest
radikallerin hasarlarindan hiicre membranlarini korur. a-tokoferoliin antioksidan olarak
temel fonksiyonu lipit peroksidasyonuna karsi korumada bulunmaktir. Vitamin E; ko-
lon, prostat ve gogiis kanserleri, baz1 kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemi, katarakt, ar-

tritis ve norolojik bozukluklara karsi koruma 6zelligine sahiptir [70].

Askorbik Asit (Vitamin C): Askorbik asit olarak da bilinen Vitamin C, suda
¢cozlinebilen bir vitamindir. Kollajen, karnitin ve norotransmitter biyosentezi igin
gereklidir [71]. Vitamin C siiperoksit, hidroperoksil, singlet oksijen, ozon, peroksinitrit,
nitrojen dioksit, ve hipoklordz asit gibi reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirlerini
kolaylikla temizler ve dolayisiyla oksidatif hasara karsi etkin bir sekilde koruma saglar.
Vitamin C lipitlerde ¢6ziinen radikallerin temizlenmesi yoluyla iiretilen o-tokoferoksil
radikallerinden o-tokoferolii yeniden olusturarak bir koantioksidan olarak hareket
edebilir. Vitamin C, sayilan bu antioksidan gorevlerinin yam sira, Fe*®ii lipid

peroksidasyonunu artiran F e+2’ye dontstiirerek, oksidan bir davranis da gostermektedir

[72].

p-Karoten (Vitamin A): A vitamini, hayvanlarda retinoliin uzun zincirli yag asidi
esterleri halinde, bitkilerde ise bir provitamin olan f-karotenler formunda bulunur. B-
karoten, a-karoten ve B-kriptoksantin A vitaminine doniisebildikleri i¢in provitamin A
olarakda bilinirler. Tiim bu provitaminler antioksidan karotenoidlerdir [73]. Serbest
radikal reaksiyonlarina katilan karotenoidler antioksidan aktivitelerini; zararli hidrojen
peroksitlerin olusum hizin1 azaltarak gosterirler ve membran lipidlerini peroksidatif

hasara kars1 korurlar [74].

1.5.3. Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki

alt grupta smiflandirilabilir [75].
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1.5.4. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz: Reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savunma hattini olusturur [75].
Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (-O;") hidrojen peroksit (H,O) ve molekiiler
oksijene (O,) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra,

Katalaz (CAT) ya da Glutatyon peroksidaz (GPx) ile ortamdan uzaklastirilir [76].

S0D
202+ 2H > H:02 + 02

Insanlarda SOD’un ii¢ formu bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iceren
stiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) igeren siiperoksit dismutaz
(Mn SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) hiicre dis1

stvilarda bulunur [68].

Katalaz (CAT): Katalaz enzimi; canli metabolizma hiicrelerinde hidrojen peroksitin
molekiiler oksijen ve suya parcalanmasini saglar boylece hiicreler i¢in zararli olan
hidroksil radikalinin olusumunu engeller. Ayrica, katalaz enzimi peroksidatif
reaksiyonlarin olusturdugu alkoller, formaldehit, formik asit ve fenoller gibi toksik

bilesiklerin etkilerini azaltmada da rol oynar [69].

Glutatyon Peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz H;O,’nin  doniisiimiinii
katalizleyerek lipit peroksidasyon kontroliinde kritik bir rol oynamaktadir. iki adet
intraseliiler glutatyon peroksidaz (GPx) bulunmaktadir. Bunlar GPx-1 ve GPx-4’tiir.
GPx-1 ¢ogu dokuda bulunur ve hiicre igerisinde yaygin bir dagilim gosterir. Fosfolipid
hidroperoksit peroksidaz veya GPx-4 lipid peroksitlerin detoksifikasyonunda
fosfolipazlarin eylemini gerektirmeyen essiz bir antioksidan enzimdir. Ayrica
glutatyondan bagka degisik bir¢ok tiyolleri de kullanabilme yetenegine sahip bir
enzimdir [77].
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1.5.5. Nonenzimatik Antioksidanlar

Rediikte Glutatyon (GSH): Glutatyon, hemen hemen biitiin O6karyotik hiicrelerde
sentezlenir. Bundan dolay1 yiiksek yogunluklarda bulunur. Glutatyon bir antioksidan
olarak hareket eder ve ayrica hiicrenin redoks durumunu korumada, detoksifikasyon
sisteminin ~ ¢aligmasinda,  eikosonoidlerin  sentezlenmesinde,  hiicre  sinyal
mekanizmasinin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan

olarak faaliyet gosterir [78].

2+ 3+
Seruplazmin: Ferro demiri (Fe ’ ferri demire (Fe ) yiikseltgeyerek fenton

reaksiyonunu ve hidroksil radikali olusumunu engeller.

Transferin: Serbest demir iyonlarini baglayarak fenton reaksiyonunu onler
Laktoferrin: Diisiik pH’l1 ortamlardaki demir iyonlarini baglar.

Sistein: Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Urik asit: Genelde metal baglayici olarak galisirken degisik radikalleride toplar.
Albiimin: HOCI radikalini toplar. Proteini ve metal iyonlarini baglar

Bilirubin: Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir [79].

1.6. Koenzim Qg

Nonenzimatik antioksidanlar sinifina giren koenzim Qio’un kimyasal formili 2,3-
dimetoksi-5-metil-6-dekaprenil-1,4-benzokinon’dir. Hiicredeki enerji iiretimi sirasinda
Kilit enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak gorev yapan [80,81], yagda ¢oziinen,
turuncu kristal bir tozdan olusan vitamin benzeri bir maddedir [82]. Bu molekiil
bitkilerde, memelilerde ve insanlarin hemen hemen biitiin hiicrelerinde, bakteri ve
birgok aerobik organizmalarda bulunur. Koenzim Qo insan dahil bir¢ok organizma
tarafindan sentezlenir [83]. Insan organizmasinda, bu enzim solunum zincirinde

onemlidir ve mitokondri i¢inde adenozin trifosfat (ATP) iiretimi i¢in bir elektron
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tastyici olarak gorevlidir [84]. Dolayisiyla metabolik enerjinin iiretiminde 6nemli yeri
vardir ve eksikliginde enerji iiretimi ger¢eklesemez. Koenzim Qip, membran yapisinda
yer alarak, fosfolipid tabakasinin korunmasimi saglar [85,86]. Biyolojik dokularda
biyokimyasal olarak hem indirgenmis formda (ubikinol-10) hem de okside formda
(ubikinon-10) bulunur [80]. Ubikinon kelimesi, latince ‘“ubiquitos quinone”
kelimelerinden tiiretilmis olup tim hiicrelerde bulunmasi ile iligskilendirilen ve “her
yerde bulunan” anlamina gelen bir terimdir [87]. Degisik uzunlukta bir izoprenoid yan
zinciri ile ortak benzokinon halkasini paylasitlar. Insanlarda ve diger birkag memeli
tiiriinde, yan zincir 10 izopren iinitesinden olusur, bu nedenle bu yapiya koenzim Qg

ismi verilmistir [88].

OH o
H,CO CH, H,CO CH,
H,CO ~ H H.CO ™~ H
10
oH CH, o cu, 10
Ubikuinol o
Ubikinon
CoQH,
. CoQyg
o]
H,co CH,
H,CO 3
10
OH CHJ
Semikinon
CoQyoH-

Sekil 1.8. Koenzim Qj¢'un Redoks Formlari

Koenzim Qjo, 1957 yilinda Dr. Frederick Crane tarafindan kesfedilmistir [89]. 1958
yilinda da Prof. Karl Folkers ve yardimcist Merck, Koenzim Qjo’un biyokimyasal
yapisini aciklamiglardir. 1960 yilinda Japonya’da Prof. Yamamura Koenzim Q7 yi bir
insanda konjestif kalp yetmezliginde ilk kez kullanmistir. 1966’da Mellors ve Tappel
Koenzim Qg’nin antioksidan etkisini gostermis, 1972’de Gian Paolo ve Prof. Karl
Folkers Koenzim Qip” un insanlarin kalp hastaligindaki etkisinden bahsetmislerdir.
1970’lerin ortalarinda Japonya’da saf Koenzim Qi elde edilmistir. Koenzim Qio’ un
biyolojik enerji transferindeki roliinii kanitlamasiyla Peter Mitchell, 1978 yilinda Nobel

odiiliinii kazanmugtir [90].
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Koenzim Qip mitokondride solunum zincirinin elektron tasiyicist olarak gorev alir.
Koenzim Qi elektron transfer zincirinde yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerinde
gorev yapan kompleks I, 1l ve Il olarak isimlendirilen enzim sistemlerinin aktiviteleri
icin gerekli bir koenzimdir. Koenzim olarak gorev yaparken tasimakla goérevli oldugu
elektron ve protonlar1 (2H""2¢") yapisindaki kinon halkasina katarak hidroksikinona
doniistir.  Yapisindaki kinon grubu koenzim Qjo’a elektron tasiyicisi Ozelligini
kazandirir [91]. Redoks 6zelligi (indirgenme-ylikseltgenme) ile elektronlarin kompleks I
(nikotinamid adenin diniikleotid dehidrojenaz) ve kompleks II’den (siiksinat
dehidrojenaz) kompleks III’e (ubikinon - sitokrom c rediiktaz) taginmasini saglar. Bu
sirada ¢ok onemli biyolojik enerji olan ATP diretilir. Boylece, koenzim Qi hiicresel

enerjinin liretilmesinde 6nemli bir rol oynar [85].
Kompleks1 Kompleks2 Kompleks3 Kompleks 4 Kompleks 5

G

i Dig
Fe-S - FeS a-Cu
Q> Q< Mitokondri
it b Havin a-Cu iczan
NADH €. Siksinat ADP

ATP

Sekil 1.9. Mitokondriyal Elektron Transport Zinciri

NADH = nikotinamid adenin diniikleotid, Q = KoQ, C= sitokrom C, Fe-S = demir
siilfiir kiimeleri, C1 = sitokrom C1, b = sitokrom b, al-Cu = bakir ile iliskili sitokrom
al, ADP = adenozin difosfat, ATP = adenozin trifosfat, oklar yolak i¢inde elektronlarin

akis yoniinii gostermektedir [92].
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1.6.1. Koenzim Q3o Kaynaklari

Koenzim Qo endojen ve eksojen olmak iizere iki kaynakta bulunur. Koenzim Qj,
insanlarda Asetil-KoA ve eksojen kaynakli tirozin amino asitinin katkilariyla kolesterol
biyosentezinin de gergeklestigi ortak bir yolda sentezlenir. Tirozinin aromatik halka 6n
maddesi olarak koenzim Qip sentezine Katilabilmesi igin B6 (pridoksal-5-fosfat)
vitamininin varligina gerek duyulur. Endojen koenzim Qg, insan dokularinda en yiiksek
konsantrasyonda kalp (110 ug/g doku), karaciger (60 pug/g doku) ve bobrekte (70 ng/g
doku) bulunur, en diisiik konsantrasyon 8 pg/g, akciger dokularindadir. Beyin ve

akciger dokular1 hari¢ insan dokularinin biiyiik boliimii indirgenmis formda koenzim

Q1o igerir.

Eksojen koenzim Qjo ¢ogunlukla diyetten saglanir. Koenzim Qjo, dana eti, tavuk eti,
alabalik, brokoli, soya fasulyesi gibi tiim hayvansal ve bitkisel gidalarda farkli oranlarda
bulunmaktadir. Kagan ve Quinn (2001) tarafindan yapilan bir siniflandirmada; koenzim
Q1o igeren gidalarin zengin (20 pg/g) daha fazla ve (20 pg/g) daha az kaynaklar olarak
ikiye ayrilir. Koenzim Qip’ca zengin gidalar kas dokusundaki mitokondrinin yiiksek
miktarda icermesine bagli olarak baslica kirmizi et (8 - 200 ug/g) ve balik (4 - 64 ng/g)
olarak belirtilmistir [93].

1.6.2. Koenzim Qo Biyosentezi

Koenzim Qi sentezi {i¢ ana basamakta incelenebilir. Benzokuinon ¢ekirdegi tirozinden,
izoprenoid yan zinciri Kolesterol sentezi igin de ortak yol olan mevalonat yolagi
araciligiyla asetil-koenzim-A’dan sentezlenir [94,95] ve bu iki ana parganin birlesmesi
de transprenil transferaz tarafindan katalizlenir. Hidroksimetil glutaril-KoA (HMG-
KoA) rediiktaz hem Koenzim Qo sentezinde hem de kolesterol sentezinde anahtar
gorevdedir. Mevalonat yolu, asetil-koenzim-A (asetil-CoA) ile baslayip kolesterol,
dolikol ve koenzim Q Onciisii olan farnesil pirofosfat (FPP) tiretimi ile devam eder. Bu
asama tiim son turiinler i¢in ortak yol olup daha sonra FPP’ dan degisik reaksiyonlar
sonucunda koenzim Q’nun izopretenoid yan zinciri sentezlenir. FPP, ayn1 zamanda
kolesterol ve dolikoliin 6ncii maddesidir. Koenzim Q’nun uzun yan zinciri, farkli

tirlerde sayist 6-10 arasinda tekrarlayan izopren initesi tagir. Tirozin ya da
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fenialaninden elde edilen 4-hidroksil benzoik asit ile polipirenil pirofosfat transferaz
enziminin katalizledigi reaksiyonla Polipirenil 4-hidroksil Benzoik asidi olusturur ve bu
koenzim Q’nun prekiirsoriidiir. Gosterilen yolda 3-hidroksi 3-metil glutaril koenzim A
(HMG-CoA) rediikte edilerck mevalonata ¢evrilir ve bu basamagi katalizleyen HMG-
CoA rediiktaz bu yolun diizenleyici enzimi olarak diisiiniilmektedir [96]. Koenzim
Q’nun sentezi endoplazmik retikulum’da baslar ve golgide tamamlanir, buradan
hiicredeki diger bolgelere dagilir. En ¢ok mitokondride bulunur. Hayvan hiicrelerinde
koenzim Q’nun mitokondriye ek olarak endoplazmik retikulum, golgi, lizozom,
peroksizom ve plazma membraninda yer aldigi gosterilmistir. Koenzim Q yiiksiiz
oldugundan sinirli miktardaki fazlalik plazma membranindan kana geger ve plazma
lipoproteinlerine baglanir. Kolesteroliin tersine kpenzim Q, dolasimla farkli dokulara
dagilim gostermez. Koenzim Q’nun rediikte formu (ubikinol) lipit peroksidasyon
inhibitoridiir [95]. Koenzim Q’nun lipit peroksidasyonu lizerine etkisi, lipit radikali
veya lipit peroksil radikallerini yakalamasina bagli olabilir. Ubikinol, Vitamin E’ nin
rediikte formunun devamliligini saglayarak da lipit peroksidasyonunu inhibe edebilir

[97].
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Jr transferaz
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transferaz Skualen / \
Dolikol

v S Dolikol-PP

Dekarprenil-4-hidroksi-benzoat

KoemzimQ ,,

Sekil 1.10. Koenzim Q 10’un Sentezi (PLF: pridoksal 5-fosfat)

1.6.3. Koenzim Qo’un Antioksidan Etkisi

ATP sentezi i¢cin Onemli olan Qjp, organizmanin tiim hiicrelerine etki ederek
mitokondriyal biyoenerji igin gerekli olan bilesiktir. Koenzim Qo redoks ozelligi
nedeniyle, serbest radikallerin nétralizasyonunda ve reaktif oksijen tiirlerine karsi
savunmada gorev alir [98]. Serbest radikallerin DNA ve proteinlere zarar vermesini
Onleyerek, lipit peroksidasyonuna etki eder ve kalsiyum asir1 yiiklenmesini Onler
kalsiyum kanallarini stabilize ederek redoks reaksiyonlarina katilabilen endojen olarak

sentezlenebilen tek yagda c¢Oziinen antioksidandir [99]. Enzim, serbest radikalleri
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ayirarak o—tokoferil radikalini a-tokoferole indirgeyerek lipid peroksidasyonuna hareket
eder [100]. Koenzim Qo islevi E vitaminine ¢ok benzer, ancak E vitamini koenzim

Q10’un aksine sadece diyetle saglanabilir [101].

Hiicre membranlarindaki koenzim Qio‘un biiyiik bir kismi ubikinol (Koenzim QioH>)
seklindedir ve koenzim Q1o un rediikte formu olan ubikinol ¢ok etkili bir antioksidandir.
Koenzim QioH; ¢ogu subseliller membranlarda lipid peroksidasyonunu &nleme
yetenegine sahiptir. Hiicrenin, tiim intraseliiler bolgelerinde koenzim Qip’nu rediikte
tutmak icin etkili sistemler mevcuttur [91]. Bu islem ii¢ adet enzim sayesinde

gerceklesmektedir.

Bunlar; NADH sitokrom-b5 rediiktaz, NADH/NADPH oksidorediiktaz (DT diaforaz) ve
NADPH koenzim Qo rediiktazdir. Endomembrandaki 1 ve 3. rediiktazlar ozellikle, bir
radikal ile reaksiyon sonucu olusan herhangi bir semikinonun bir elektron ile tekrar

rediiklenmesi i¢gin dnemlidir [85].

RH
HO’ ) o
- H
H.0 RH= o KN ROO A
ROOH R H HO
l,o? R'e s NALN  ROOH= s N
RH R
os
a-TOH ’
Con ? Of

CoQ, H’
a-TOH
Y

ROOH

Sekil 1.11. Koenzim Qip‘un Antioksidan Aktivitesi
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1.6.4. Koenzim Qi Kanser Uzerine Etkileri

Viicutta dogal olarak bulunan bir enzim tiirii olan Koenzim Qjo, yapilan arastirmalara
gore kanserle miicadelede énemli bir rol oynuyor. Bir¢ok hastaliga iyi gelen Koenzim
Quo, Ozellikle kemoterapi tedavisinin neden oldugu yan etkileri azalmada etkilidir.
Kemoterapi goren ¢ogu hasta, immiin sisteminin ¢okmesi sonucu agir bir tedavi siireci
yagar. Ama yapilan arastirmalar, Koenzim Qio'un kemoterapinin tolere edilmesine
yardimer oldugunu, bagisiklik fonksiyonu iizerinde olumlu etkileri bulundugunu ve
kansere kritik destek sunabilecegini gostermektedir. Kansere karsi birgok tedavi
seklinde etkin bir savasgr olan Koenzim Qio'un, kalp ve beyin sagligi icin de hayati
katkilar1 bulunuyor. Bir hiicresel koruyucu olan Koenzim Qi 6zellikle toksik etkileri

azaltmak icin onkoloji tedavilerinde kullanilir [102].

Koenzim Qi takviyesinin potansiyel saglik yararlart kabul edilmistir ve standart
medikal tedaviye ek olarak terapotik degeri de oOzellikle kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklara etkinligi vardir. Bu nedenle, koenzim Qo son yillarda
giderek daha popiiler bir diyet takviyesi haline gelmistir. Cesitli koenzim Qg tiriinleri
hem ¢ignenebilir hem de ¢ignenebilir olmayan tabletler, toz dolu kapsiiller ve koenzim
Q1o nun bir yag siispansiyonunu i¢eren yumusak jelatin kapsiiller halinde piyasada

mevcuttur [88].

Bu bilgiler 1s18inda yapilan ¢alismada ratlarda olusturulan deneysel sisplatin
toksisitesinde koenzim Qio’un karaciger dokusu aspartat aminotransferaz, (AST) alanin
aminotransferaz (ALT), gama glutamil transferaz (GGT) aktivitesi ve total antioksidan
kapasite (TAK) ve total oksidan kapasite (TOK) diizeylerine etkisinin arastirilmasi

amaclanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

Calismada, Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Barindirma, Uygulama ve Arastirma
Unitesinden temin edilen, 6 aylik 30 adet Sprague Dawley erkek rat kullanildi. Deneye
baslamadan &nce Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
(KAU-HADYEK/2019-155) gerekli izin alindi. Hayvanlar 1. Grup (Kontrol, n=6),
2.Grup (Sisplatin, n=6), 3. Grup (Koenzim Q1o, n=6), 4.Grup (Sisplatin+Koenzim Qo,
n=6), 5. Grup (CoQ1o+ Sisplatin Grubu (Deneme oncesi ve sonrasi), n=6) olmak iizere
bes gruba ayrildi. Caligmada ratlara sisplatin 10 mg/kg ve koenzim Qi 10 mg/kg
intraperitoneal (ip) uygulandi. Uygulamalar sonunda ratlara ksilazin-ketamin
kombinasyonu (15mg/kg-50mg/kg) i.p uygulanarak batin 6n duvari insizyonla agilip
karaciger dokular1 alinarak sakrifiye edildi. Alinan dokular -45 °C dondurucuda
muhafaza analizler yapilincaya kadar muhavaza edildi. Karaciger dokularinda; total
protein, aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), gama glutamil
transferaz (GGT) aktivitesi ve total antioksidan kapasite (TAK) ve total oksidan kapasite

(TOK) diizeyleri ticari kit ile spektrofotmetrede kolorimetrik olarak 6l¢iildii.

1. Grup (Kontrol Grubu, n=6): 7 giin boyunca % 0,05’ lik serum fizyolojik verildi.
Deney siiresince normal yem ve igme suyu ile ad libitum olarak beslendi.

2. Grup (Sisplatin Grubu, n=6): Ilk 3 giin serum fizyolojik, 4. giin 10 mg/kg tek
doz ip sisplatin ve ii¢ giin siiresince serum fizyolojik verildi.

3. Grup (CoQip Grubu, n=6): 7 giin boyunca 10 mg/kg CoQj ip uygulandi.

4. Grup (CoQyo + Sisplatin Grubu, n=6) (Deneme 6ncesi): Ilk 4 giin ip 10 mg/kg
CoQ1p, 4.glin ayn1 zamanda 10 mg/kg tek doz sisplatin ve sonrasinda serum
fizyolojik verildi.

5. Grup (CoQyo+ Sisplatin Grubu (Deneme oncesi ve sonrasi), n=6): ilk 4 giin 10
mg/kg CoQio, 4.giin ayn1 zamanda 10 mg/kg tek doz sisplatin uygulandi.
Ardindan 3 giin boyunca 10 mg/kg CoQ; uygulamaya devam edildi.
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2.2. Metot

2.2.1. Analizler I¢in Kullamlan Cihazlar

© 0 N o g b~ w0 DR

e N o o e
o h w N Bk O

Mikroplak Okuyucu (Bio-Tek Eon, USA)
Sogutmal1 Santrifiij (Hettich, Rotina 35R)

Etliv (Labart)

Vorteks (Yellow line TTS 2, USA)

Mikroplak ¢alkalayici (Biosan, PSU-2T, EU)
Calkalamali Inkiibator (Inovia, INO THZ-100B)
Hassas terazi (Denver, TP-214)

Manyetik karistirict (Wisestir, MSH-20A, Kore)
pH Metre (Adwa AD800, Romanya)

. Otomatik pipet (Eppendorf, Socorex)

. Sogutucu (+4°C, Profilo)

. Derin dondurucu (-20°C, Profilo ve -45°C, Ugur)

. Mekanik homojenizator

. Distile su cithaz1 (GFL, Water Stills 2004, Germany)
. Ultra pure su (VWR Chemicals, USA)

2.2.2. Analizler i¢in Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Kitler

N o o a s~ wDbh e

Cisplatin (Kogak Farma, TURKIYE)

Koenzim Qq (Solgar, USA)

Aspartat Aminotransferaz kiti (Erba Lachema, Brno, CZECH REPUBLIC)
Alanin aminotransferaz (Erba Lachema, Brno, CZECH REPUBLIC)

Total antioksidan kapasite kiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep TURKIYE)
Total oksidan kapasite kiti (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep TURKIYE)
Gamma Glutamil Transferaz Kiti (Erba DDS, TURKIYE)

31



2.3. Karaciger Doku Homojenizasyonu

Karaciger dokulari fosfat tamponunda yikandiktan sonra birer parga kesildi. Kesilen bir
miktar doku ependorf tiipe alinarak ve her doku Ornegi i¢in 500 pL lizis tamponu
eklenerek dokular buz {lizerinde mekanik homojenizatér ile homojenize edildi.
Numuneler 4°C’de,12.000 rpm’de 30 dk santrifiij edilerek siipernatant elde edildi daha

sonra kullanilmak tizere -45 °C’de muhafaza edildi.

2.4. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Numunelerdeki total antioksidan kapasite diizeyleri ticari kit kullanilarak
spektrofotometre ile Glgiildii. Numunelerde bulunan antioksidan maddelerin mavi-yesil
renkteki 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzoitazolin—6-siilfonat (ABTS) radikali ile reaksiyona
girerek bilesigin renginde azalmaya ya da rengin kaybolmasina neden olmasi prensibine

dayanan metotta standart olarak E vitamini analogu olan trolox kullanildi.

2.4.1. Kullanilan Ayrag ve Standartlar

Ayrag 1: Test tamponu

Ayrag 2: Renklendirilmis ABTS [2,2'-azino-bis (3-etil benzolin—6 sulfonik asit)] radikal
¢Ozeltisi

Standart 1: 0,0 mmol Trolox Equiv./L ¢dzeltisi

Standart 2: 1,0 mmol Trolox Equiv./L ¢dzeltisi

2.4.2. Deneyin Yapihisi

Mikroplak kuyucuklar1 Standart 1, Standart 2 ve Test olmak iizere belirlendi. Standart 1
kuyucuguna 30 puL Standart 1, Standart 2 kuyucuguna 30 pL Standart 2 ve Test
kuyucuklara 30 pL numune eklendi. Biitiin kuyucuklara 300 pL Reaktif 1 eklendi ve
660 nm’de birinci okuma yapildi. Biitiin kuyucuklara 75 uL Reaktif 2 eklendi ve 37
°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 660 nm’de ikinci okuma yapildi.
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Tablo 2.1. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Standart 1 Standart 2 Test
Ayrac 1 500 pl 500 pl 500 pl
Standart 30 ul 30 ul -
Numune - - 30 ul

660 nm ilk okuma
Ayrag 2 75 ul 75 pul 75 ul
37 °C’de 5 dakika inkiibasyon

660 nm ikinci okuma

2.4.3. Sonuclarin Hesaplanmasi

Sonug = [(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)] / [(AAbs Stdl) - (AAbs Std2)]
AAbs Std1= Standart 1’in ikinci absorbansi — Standart 1’in ilk absorbansi
AADbs Std2 = Standart 2’in ikinci absorbansi — Standart 2’in ilk absorbansi

A Numunenin absorbansit = Numunenin ikinci absorbanst — Numunenin ilk absorbansi

2.5. Total Oksidan Kapasite Analizi

Numunelerdeki total oksidan kapasite diizeyleri ticari kit kullanilarak spektrofotometre
ile 6lgiildii. Numune de bulunan oksidan maddeler Fe** -o-dianisidin kompleksini ferri
(Fe*") iyona oksitler. Fe**iin asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olusturmasina temeline dayanan metotta standart olarak hidrojen peroksit kullanildi.

Sonug¢ pmol H,O, Equiv./L olarak ifade edildi.

2.5.1. Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Ayrag 1: Test tamponu (50 ml x1)

Ayrag 2: Prokromojen soliisyonu (10 ml x 1)

Standart 1: Kor soliisyonu (deiyonize su)

Standart 2: Stabilize edilmis standart stok soliisyonu (SSSS) (800 mM H,O,Equiv./L,
10 ml x1)
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2.5.2. Deneyin Yapihisi

Mikroplak kuyucuklar1 Standart 1, Standart 2 ve Test olmak {izere belirlendi. Standart 1
kuyucuguna 75 pL Standart 1, Standart 2 kuyucuguna 75 pL Standart 2 ve Test
kuyucuklarma 75 pL numune eklendi. Biitiin kuyucuklara 500 pL Reaktif 1 eklendi ve
530 nm’de birinci okuma yapildi. Biitiin kuyucuklara 25 pL Reaktif 2 eklendi ve 37
°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 530 nm’de ikinci okuma yapildi.

Tablo 2.2. Total Oksidan Kapasite Analizi

Standart 1 Standart 2 Test
Ayrag 1 500 pl 500 pl 500 pl
Standart  75pl 75 ul -
Numune - - 75 ul

530 nm ilk okuma
Ayrag 2 25 ul 25 ul 25 ul
37 °C’de 5 dakika inkiibasyon

530 nm ikinci okuma

2.5.3. Sonuclarin Hesaplanmasi

Sonug =[(AAbsorbans Ornek) / (AAbs Std2)] x 20 (Std 2 degeri)

AAbs Ornek = Ornegin ikinci absorbansi — Ornegin ilk absorbansi

AAbs Std2 = Standart 2’nin ikinci absorbansi — Standart 2’nin ilk absorbansi
Std 2 degeri = 20 pmol H,0, Equiv./L

2.6. Aspartat Aminotransferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger dokusu homojenatinda AST diizeyi ticari kit (Erba Lachema, Brno, CZ)
kullanilarak olg¢iildii.

AST’nin kinetik olarak tespit edilmesi:
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AST
L-Aspartat + 2-oksoglutarat —— Okzalasetat + L-Glutamat

MDH
Okzalasetat + NADH ——»  Malat + NAD"

LDH
Muestra piruvat + NADH ——  L-laktat + NAD"

AST= Aspartat Aminotransferaz
MDH= Malat Dehidrojenaz
LDH= Laktat Dehidrojenaz

2.6.1. Kullanilan Ayrag ve Standartlar

Ayrag 1:

Tris buffer (pH 7.8) 110 mmol/L
L-Aspartik asit 340 mmol/L
LDH > 4000 U/L

MDH >750 U/L

Ayrag 2:

CASPO 20 mmol/L
2-oksoglutarat 85 mmol/L
NADH 1.05 mmol/L

Tablo 2.3. Aspartat Aminotransferaz Analizi

Aspartat Aminotransferaz Analizi

Numune 100 pl
Ayrag 1 1000 pl
Kanistir 37 °C’de 5 dakika inkiibasyon

Ayrag 2 250 pl
Kanistir 37 °C’de 1 dakika inkiibasyon

340 nm’de 1, 2 ve 3. dakikada degisen optik yogunluk o6l¢iildii (AA/min.)
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2.6.2. Sonuclarin Hesaplanmasi

340 nm: aktivite = (AA/min.)x1745

AAnum/min

AST (U/I): AAcal/min

x Ccal

Cea: Kalibrator konsantrasyonu

2.7. Alanin Aminotransferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger dokusu homojenatinda ALT aktivitesi ticari kit (Erba Lachema, Brno, CZ)
kullanilarak ol¢iildii.
ALT ’nin kinetik olarak tespit edilmesi:
ALT
L-Alanin + 2-oksoglutarat —— Piriivat + L-Glutamat
LDH
Piruvat + NADH — L-Laktat +NAD"

ALT: Alanin aminotransferaz, LDH: Laktat dehidrojenaz

2.7.1. Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Ayrag 1:

Tris buffer (pH 7.8) 137.5 mmol/L
L- Alanin 709 mmol/L

LDH > 2000 U/L

Ayrag 2:

CASPO 20 mmol/L
2-oksoglutarat 85 mmol/L

NADH 1.05 mmol/L
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Tablo 2.4. Alanin Aminotransferaz Analizi

Alanin Aminotransferaz Analizi

Numune 100 pl
Ayrac 1 1000 pl
Kanistir 37 °C’de S dakika inkiibasyon
Ayrag 2 250 pl
Kanistir 37 °C’de 1 dakika inkiibasyon
340 nm’de 1, 2 ve 3. dakikada degisen optik yogunluk ol¢iildii (AA/min.)

2.7.2. Sonuclarin Hesaplanmasi

340 nm: aktivite = (AA/min.)x1745

AAnum/min

x Ccal
AAcal/min Cea

ALT (U/l)=

Cea: Kalibrator konsantrasyonu

2.8. Total Protein Diizeyinin Bradford Yontemi ile Belirlenmesi

Protein miktar tayini Bradford [A] yontemine gore belirlendi. BSA‘nin 0,2 mg/mL stok
cozeltisinden 2-12 pg/mL konsantrasyon araliginda standartlar hazirlandi. Protein
icerigi tayin edilecek standart ve numuneler, Tablo 2.5 de gosterilen hacimlerde saf su
ve Bradford reaktifi ile hazirlandi. Oda sicakliginda 10 dakika beklendikten sonra, 595
nm’de absorbans degerleri Olgiilerek c¢izilen BSA kalibrasyon grafigine gore doku

numunelerinin protein konsantrasyonlari hesaplandi.
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Karacifer Albumini Konsantrasyonu mg/'kg

Sekil 2. 1. Total Protein Diizeyinin Standart Grafigi

Tablo 2.5. BSA Standartlar1 ve Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

BSAO;;?(gé?;:ltisi Sui, uL Bradford Reaktifi, ul.

Kor 0 800 200

BSA Standart-2 pg/mL 10 795 200
BSA Standart-4 pg/mL 20 790 200
BSA Standart-6 ng/mL 30 780 200
BSA Standart-8 pg/mL 40 770 200
BSA Standart-10 pg/mL 50 760 200
BSA Standart-12 pg/mL 60 740 200
Protein Ornegi 50 750 200
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2.9. Gamma Glutamil Transferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger dokusu GGT diizeyi ticari kit (Erba Lachema, Brno, CZ) kullanilarak 6l¢iildii.
Numunede bulunan GGT, glutamil grubunun, substrat vy-glutamil-3-karboksi-4-
nitroanilitten glisilglisin olusturan glutamil glisilglisin ve 5-amino-2-nitrobenzoata

transferini katalize eder.
GGT’nin kinetik olarak tespit edilmesi:

L-y-glutamil-3-karboksi-4-nitroanilid + glisilglisin
iGGT

L-y- glutamilglisilglisin + 5-amino-2nitrobenzoat

5-amino-2-nitrobenzoat olusum hizi, numunede bulunan GGT aktivitesi ile orantilidir

ve kinetik olarak (405) nm'de 6l¢iildii.

2.9.1. Kullanilan Ayrag ve Standartlar

Ayrag 1:

Tris tamponu (pH 8.25) 125 mmol / L

Glisil Glisin 125 mmol / L

Ayrag 2:

R2

L-y-Glutamil-3-karboksi-4-nitroanilid 20 mmol / L
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Tablo 2.6. Gamma Glutamil Transferaz Analizi

Numune
Numune 100 pl
Ayrag 1 1000 pl

Kanistir 37 °C’de 5 dakika inkiibasyon

Ayrag 2 250 pl

Kanstir 37 °C’de 1 dakika inkiibasyon
405 nm’de 1, 2 ve 3. dakikada degisen optik yogunluk ol¢iildii (AA/min.)

2.9.2. Sonuclarin Hesaplanmasi

AAnum/min

x Ccal
AAcal/min Cea

GGT (U/l)=

Cecar: Kalibrator konsantrasyonu
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3. BULGULAR

3.1. Aspartat Aminotransferaz Diizeyleri

Sisplatin toksitesi iizerine koenzim Qio’un etkisinin arastirildigi ¢alismada; Sekil
3.1°deki gruplar incelendiginde karaciger dokulart AST diizeyleri Grup II’de
istatistiksel olarak yiiksek Grup III’de ise diisiik oldugu belirlenmistir (P<0,001).
Benzer sekilde sisplatin ile birlikte koenzim Qi verilen Grup IV ve V’de istatistiksel
olarak anlamli azalisin oldugu gozlenmistir (P<0,001). Sisplatin ile birlikte koenzim Qg

verilmesinin AST diizeylerini azalttig1 saptanmistir (P<0,05).

20 3
18 -
16 -
€14 b bc
2
o 12 - dc
o= d
210 -
S
2 8
&
< 6 -
4 -
2 -
0
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V

Sekil 3.1. Karaciger dokular1 Aspartat Aminotransferaz Diizeyleri

a-b-c-d: Ayni siitunda farkl harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.001).

3.2. Alanin Aminotransferaz Diizeyleri

Sisplatin verilen ratlarin karaciger dokularinda koenzim Qo’ nun ALT aktivitesi {izerine
etkisi Sekil 3. 2’de gosterilmistir. Karaciger dokularinda gruplar aras1 ALT aktiviteleri
incelendiginde, tiim dokularda istatistiksel olarak en yiiksek ALT aktivitesi Grup II’ de

saptanmistir (P<0,001). Tim gruplardaki ALT aktivitesi Grup II ile kiyaslandiginda
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istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0,05). Grup | ALT aktivitesi ile Grup IlI,

Grup IV, Grup V ALT aktivitesi arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilememistir.

3,5 1

ALT (U/pg protein)
= N
= w N w w

o
(2]
1

a
b b
b I I b

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V

o

Sekil 3.2. Karaciger dokular1 Alanin Aminotransferaz Diizeyleri

a-b: Ayni siitunda farkli harfi tasiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (P<0.001).

3.3. Gama Glutamil Transferaz

Karaciger dokusunda olgiilen gama glutamil transferaz aktivitesi Tablo 3.1’ de
gosterilmistir. Karaciger GGT aktiviteleri incelendiginde gruplar arasi istatistiksel
olarak fark gozlenmemistir (P=0,242). Benzer sekilde tiim gruplar bir biri ile

kiyaslandigina istatistiksel olarak fark bulunmamistir.

3.4. Karaciger Dokular1 Total Oksidan Kapasite ve Antioksidan Kapasite

Diizeyleri

Rat karaciger dokularinda olgiilen total oksidan kapasite ve antioksidan kapasite
diizeyleri Tablo 3.1’de gosterilmistir. Karaciger dokularinda olgiilen total oksidan
kapasite diizeyleri incelendiginde, kontrol ve diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak
en yiikksek TOK diizeyi Grup II’ de gozlenmistir (P<0,05). Tiim gruplardaki TOK
diizeyi Grup II ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak Onemli diizeyde diisiik
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saptanmistir (P<0,05). Koenzim Q1o uygulanan gruplar Grup II ile kiyaslandiginda

kontrol grubunun TOK diizeyine benzer oldugu belirlenmistir.

16

a
b b

6 - b b

4 -

7 -

0

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V

TOS (umol/ pg protein)
co

Sekil 3.3. Karaciger Dokular1 Total Oksidan Kapasite Diizeyleri

a-b: Farkli harf tasiyan siitunlardaki gruplar aras1 fark dnemlidir (P<0.05).

Karaciger total antioksidan kapasite diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla
Grup Il de istatistiksel olarak artisin oldugu saptanmistir (P<0,05). Tiim gruplar
karsilastirlldiginda gruplar arasi istatistiksel olarak onemli bir fark gézlenmemistir

(P=0,153) ( Tablo 3.1).

3.5. Total Protein Diizeyleri

Karaciger dokularinin total protein diizeyleri incelendiginde istatistiksel olarak énemli
bir fark saptanmamistir (P=0,768) (Tablo 3.1). Tiim gruplar arasindaki total protein
diizeyleri incelendiginde istatistiksel olarak en yiliksek Grup II’ de belirlenmistir
(P<0,05) Kontrol ve koenzim Qo uygulanan gruplarda istatistiksel olarak bir fark

gozlenmemistir.
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Tablo 3.1.

Karaciger Dokusu AST, ALT, GGT Aktivitesi Total Protein ve TAS, TOS Diizeyleri.

Parametreler Kontrol Sisplatin KoQ-10 Sisplatin+KoQ-10 (DO) Slspla'zllgggoQ-lo .
(Grupl) (Grup2) (Grup3) (Grupd) (Grup5)

H dc
Aspartat aminotransferaz 12,790+0,652°  18,201+40,485°  8,587+0,929" 12,320+0,809" 10,410+0,583
(U/ pg protein) 0,001
Alanin aminotransferaz
(U/ pg protein) 1,074+0,230° 2,645+0,259° 1,297+0,190° 1,187+0,174° 0,899+0,324" 0.001
Gama glutamil transferaz
(U/ pg protein) 1,678+0,403 3,189+0,817 1,940+0,329 2,725+0,565 1,619+0,616 NS (P=0,242)
Total Antioksidan Kapasite NS (P=0,153)
(mmol/pg protein) 0,256+0,027 0,162+0,017 0,276+0,047 0,232+0,030 0,226+0,068 :
Total Oksidan Kapasite
(pmol/ pg protein) 4,398+0,520° 12,229+2,301° 5,819+0,849" 5,885+0,994" 4,750+0,354" 0.001
Total Protein( pg/mL) 6,278+0,056 6,286+0,081 6,353+0,057 6,246+0,057 6,265+0,042 NS (P=0,768)

*: Gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemlidir.

Ns: Gruplar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. (Ns: Non-significant), a-b-c-d: Farkli harf tagiyan

onemlidir (* P<0.001).
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Istatistiksel analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS Windows 20.0 paket
programi kullanilarak yapildi (SPSS Inc.). Gruplar arasindaki ortalama degerler tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. Gruplar arasindaki farklar1 belirlemek
icin Kruskall-Wallis H analizi yapildi. Gruplar arasindaki anlamli farkliliklarin kaynagi
Mann-Whitney U-testi olarak belirlendi. Anlamlilik diizeyi p <0.05 olarak kabul edildi.

Sonugclar, ortalama () ve standart hata (x+ Sx) olarak ifade edildi.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Kanser genel olarak, bir organ ya da dokudaki anormal ve kontrol edilemeyen hiicre
boliinmesi sonucu ortaya c¢ikan kot huylu biliyime veya tiimorler olarak
tanimlanmaktadir. Canlilarda hiicrelerinin kontrolsliz olarak ¢ogalmasi ve biiyilimesi
cevresel, kalitsal ya da her iki faktoriin etkisi ile DNA’da meydana gelen hasar sonucu
ortaya cikabilmektedir [1]. Kanser tedavisinde, radyoterapi, kemoterapi, kok hiicre,
cerrahi yontemler, hormon terapisi, immiinoterapi ve biyolojik yontemlerin kullanilmas1
gibi farkli yontemler kullanilmaktadir. Kullanilan yontemlerin kendine 6zgii avantaj ve
dezavantajlarinin  bulunmasi, kanserin siirecinin kisiye 0zgli olmasi ve tedavi
yontemlerinin de kisiden kisiye farklilik gosterebilmesi nedeniyle tek bir tedavi
yonteminin yeterli olamayacagi bildirilmistir[12]. Ayrica kemoterapide kullanilan
ilaclarin cesitli yan etkilerinden dolayi, tedavi sirasinda olasi toksikasyon durumlarinin
azaltilmasi amaciyla c¢esitli koruyucu maddelerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu
bilgiler 1s18inda yapilan ¢alismada ratlarda olusturulan sisplatin toksisitesinde koenzim
Q10’un karaciger dokusu aspartat aminotransferaz, (AST) alanin aminotransferaz (ALT),
gama glutamil transferaz (GGT) aktivitesi ve total antioksidan kapasite (TAK) ve total

oksidan kapasite (TOK) diizeylerine etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.

Sisplatin kaynakli nefrotoksisite hakkinda yeterince arastirma olmasmna karsin,
hepatotoksisite hakkinda c¢ok fazla bilgiye sahip degiliz. Sisplatinin kullaniminda
meydana gelen nefrotoksisite, tedavide ortaya ¢ikan ve ¢ok sik karsilagilan yan etkisidir
[103]. Sisplatin hepatotoksisitesi daha az gériilmesine ragmen, yiiksek dozda sisplatine
maruz kalindiginda hepatotoksisite ortaya c¢ikabilmektedir [103]. Karaciger
toksisitesinin sebebi, karacigerin bir¢ok ilag ve kimyasal madde metabolizmasinin ana
yeri olmasindan dolayidir. Sisplatin bobreklerden sonra en ¢ok karacigerde birikir ve bu
da yiiksek doz kullanimiyla beraber hepatotoksisiteye neden olur. Dolayisiyla da
hepatik nekroz gelisebilmekte ve karacigerde apoptotik lezyonlar goriilebilmektedir.
Sisplatin hepatoksisitesine iliskin literatiir bilgisi sinirlt olup, mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir. Sisplatin  kaynakli hepatotoksisiteye sebep olarak cisplatinin

hiicrelerde olusturdugu oksidatif stres oldugu diistiniilmektedir [103].

Fouad ve arkadasiari (2010) farelerde sisplatin ile yapilan bobrek toksikasyonunda,
sisplatinin bobrek dokusunda MDA ve NO gibi oksidan molekiillerin diizeyini artirdigi,
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GSH, CAT ve SOD gibi antioksidan molekiillerinin diizeyini azaltdigin1 rapor
etmiglerdir. Sisplatin ile birlikte koenzim Qi verildiginde ise bu degerlerin kontrol
grubundaki degerler ile benzerlik gosterdigini, sisplatin toksisitesinde korucu bir madde
olarak kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir [104]. Yaptigimiz ¢alismada sisplatin ile
olusturulan karaciger toksikasyonunda TAK diizeylerinde istatistiksel olarak énemli bir
fark bulunmazken, TOK diizeylerinde istatistiksel olarak artiglar bulunmamaktadir. Elde
ettigimiz bulgularin yukardaki ¢alismadan elde edilen oksidatif stresi artirdigina dair
sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir. Bulgularmiz’da TAK diizeyinde istaistiksel
olarak bir fark bulunmasi 6lgiilen parametrenin total antioksidanlarin tamamini dlgmesi
ve diger antioksidan molekiillerdeki tam olarak yansitmamasindan kaynaklanmasi ile

ilgili olabilcegini diisiinmekteyiz.

Sisplatin ile olusturulan hepatoksisitede molsidominin etkisinin arastirildigir bir
calismada (2013), Sisplatin verilen grupda serum ALT diizeyleri kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak artig gosterirken, sisplatin ve molsidamin verilen grupta kontrol
grubu ile benzerlik gosterdigi saptanmuistir. Serum AST diizeylerinde bir degisiklik
saptanmadig1 kaydedilmistir [105]. Yaptigimiz ¢alismada karaciger dokusu ALT
aktivitesi sadece sisplatin verilen grupta yiiksek olarak saptanmistir. Calismada elde
ettigimiz AST diizeyi grup II’ de yiiksek, sisplatin ile koenzim Qqo verilen grupta diisiik
bulunmustur. Calismamizda karaciger dokusu TOS diizeyi en yliksek Grup II’de
saptanmistir. Elde ettigimiz TOS diizeyi yukardaki calismanin MDA sonuglariyla
benzerlik gostermektedir. Yukaridaki ¢alismadan farkli olarak elde ettigimiz sonuglarda

gruplar arasinda fark bulunmustur.

Yine ayni c¢alismada [105], sisplatin verilen grupta MDA diizeyleri kontrol grubuna
gore arttigi, sisplatin ile birlikte molsidamin verilen grupta ise kontrol grubu ile
benzerlik gosterdigi saptanmistir. SOD, CAT ve GPx seviyeleri sisplatin verilen grupta
diisiik bulunmustur, sisplatin ile molsidamin verilen grupta CAT ile GPx seviyeleri
kontrol grubuna yakin sonucglar elde edilmislerdir. Bunlarin aksine SOD diizeyinde
sisplatin ile molsidamin verilen grupda degisiklik gostermedigi kaydedilmistir. MPO
(miyoloperoksidaz) seviyesi sisplatin grubunda yiiksek, sisplatin ile molsidamin
grubunda ise kontrol grubuna yakin sonuglar saptanmistir. GSH diizeyinde ise gruplar

arasinda bir fark bulunmamaistir [105].
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Yousef ve arkadaslar1 (2009) yilinda si¢anlarda sisplatin ile indiiklenen oksidatif strese
iziim ¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresinin etkisini arastirmiglardir. Sisplatin ile tedavi
edilen siganlarda plazma, kalp, bobrek ve karaciger dokular1 Slgiilmistir. Sisplatin
verilen grupda karaciger dokusunda tiyobarbitiirik asit (TBARS) reaktif maddesinde
onemli Ol¢iide artmis, proantosiyanidin ekstresinin (GSPE) ile sisplatin verilen grupda
kontrol grubuna gore yiiksek saptanmistir. Antioksidan enzimler olan GST, SOD, CAT
ile GSH-Px aktiviteleri ve glutatyon (GSH) seviyelerini azaltirken, GSPE ile sisplatin
verilen grupda kontrol grubu ile benzerlik gostermektedir. Karaciger AST ve ALT
sevileri kontrol grubuna gore sisplatin verilen grupta azalmistir. GSPE ile sisplatin
verilen grupta kontrol grubuna yakin sonuglar alinmistir. Bu c¢alismada GSPE’ nin
sisplatin toksisitesinin antogonize ederek koruycu bir etki gosterebilecegini rapor
etmislerdir [106].

Siganlar lizerinde yapilan bir calismada, zingeronun cisplatin ve y-radyasyon (IR) ile
indiiklenen hepatoksisiteye karsit koruycu etkisi arastirilmistir [107]. Zingeron (ZO),
farkli farmakolojik 6zelliklere sahip bir zencefil bilesenidir. Zingerone ve sisplatin 14
giin boyunca sicanlara oral yolla verilmis, sonra 15 giinde IR’ ye maruz kalmis ve 23’
nci giinde deney tamamlanmistir. Sisplatin, IR verilen gruplarda nitrik oksit sentaz
(iINOS), NADPH oksidaz, toll benzeri resoptor 4 (TLR4), prostaglandin-endoperoksit
sentaz 2 (COX2) ve miyoloperoksidaz (MPOQO) seviyelerinde artis gozlenmistir.
Karaciger enzimleri AST, ALT ve ALP aktiviteleride artislar saptanmistir. Zingerone ile
birlikte sisplatin ve IR verilen gruplarda kontrol grubuna yakin sonuglar saptanmistir
[107]. Yaptigimiz ¢alismada karaciger dokusu ALT aktivitesi sisplatin verilen grupda
yiksek bulunmus ve elde ettigimiz ALT sonucu yukardaki c¢alismaya benzerlik

gostermektedir.

Ratlarda sisplatinin neden oldugu oksidatif strese karsi kastisinin karaciger antioksidatif
stres iizerine etkilerinin arastirildigi bir calismada (2019), ratlar dort gruba ayrilarak;
Grup-I’e normal tuzlu su, Grup IT’e intraperitoneal olarak sisplatin 10 mg/kg), Grup
II” e ilk giin sisplatin (10 mg/kg) enjekte ve kastisin (50 mg/kg) oral yolla verilmistir.
Grup-1V deney boyunca kastisin (50 mg/kg) oral olarak uygulanmistir. Sisplatin verilen
grupta, kontrol grubuna gore ALT, AST ve ALP (Alkalen Fosfataz) diizeylerinde
anlamli artig gozlendigi kaydedilmistir. Sisplatin ile birlikte kastisin verilen grupta
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sadece sisplatin verilen gruba gore serum enzim aktivitelerindeki artisin azaldigi
bulunmusgtur. Sisplatin verilen grupta antioksidan enzimler CAT, SOD, POD, GSH ve
GSR aktivitelerinin distiigi, sisplatin ile kastisin verilen grupta bu antioksidan
enzimlerin aktivitelerinde Onemli artislarin oldugu saptanmustir. Ayrica karaciger
dokusunda H,0, diizeyi sisplatin uygulanan grupta yiiksek bulunmustur. Sisplatin ile

kastisin uygulanan grupta kontrol grubuna yakin sonuglar elde edilmistir [108].

Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz AST aktivite diizeyi Grup-II’ de yliksek sisplatin
ile koenzim Q10 verilen grupta kontrol grubuna yakin sonuglar alinmistir. AST diizeyi
Grup II’ de yiiksek, sisplatin ile koenzim Qi verilen grupta da diisiik bulunmustur.
Karaciger dokusu AST ve ALT dizeyleri yukardaki c¢alismayla benzerlik
gostermektedir. Karaciger TOK diizeyi en yiiksek Grup II’ de gézlenmistir. Sisplatin ile
koenzim Q10 verilen grupta kontrol grubuna yakin sonuglar elde edilmistir. Karaciger
dokusundaki artan oksidan molekiillerin ve Olglilen enzimlerin aktivitelerinde
degisimlerin gozlenmesi, sisplatinin karaciger dokusunda H,O, diizeyinde artisa neden

olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Sonug olarak, ratlara sisplatin uygulamasinda koenzim Qio’un karaciger dokusunda
total oksidan kapasite diizeyini, artan AST ve ALT enzimlerin aktivitelerini
diizenleyerek 6nemli bir koruyucu etkisinin oldugu, ayrica deneme 6ncesi veya deneme

sonras1 koenzim Q1o uygulamasinin benzer etkiler gosterebilecegi kanisina varildi.
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