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GIRIS ve AMAC -

Taenia saginata, erigkin sekliyle insanlarin ince bagirsaginda yasayan
bir parazitir. Bu parazitin neden oldugu Taeniasis saginata enfeksiyonuna
diinyanin sifir eti yenilen her yerinde rastlanir (1). Yurdumuzda bu enfeksiyon
Ozellikle Giineydogu Anadolu, Dogu Anadolu bdlgeleri ve Sivas yoresinde yaygindir
1, 2).

Cegiﬂi antihelmintik ilaglar, taeniasis saginata tedavisinde kullaniimaktadir.
Fakat bu ilaglarin parazitlerdeki etki mekanizmalan tam olarak bilinmemektedir (3).
Tlaglarin etki mekanizmalarim agiklayabilmek igin ise, parazit metabolizmalarinin
igleyis yollarini ¢ok iyi bilmek gerekir.

Parazit helmintlerdeki enerji metabolizmasi hakkindaki bilgilerin, diger
canhlarin metabolizmalar: konusundaki bilgilerle kar§ﬂa§Uer1§1nda, yeterli diizeyde
olmadif: goriiliir. Bununla birlikte, helmintlerdeki enerji liretim yolu, parazit
biyokimyasinin en iyi bilinen konusudur. Simdiye kadar, bir ¢ok parazitin
biyokimyasal 6zellikleri, karbohidrat metabolizmasinda gorev alan enzimleri ve bu
enzimlerin §zellikleri aragtirilmugtir (4-12). Taenia cinsinin farkh tiirleriyle
antihelmintiklerin etkileri ve stzii edilen konularda da aragtirmalar yapilnug olmasina
ragmen (13-22), T. saginata 'nmin enerji tiretim yolu ve antihelmintiklerin etkilerini
konu alan bir ¢aligma bulunamamgtir.

Taeniasis saginata'nin yéremizdeki yayginlig1 nedeniyle (2), bu enfeksiyona
neden olan parazitin biyokimyasal agidan incelenmesi diigiiniilmiis, parazitin tiim
biyokimyasal dzelliklerinin incelenmesi miimkiin olmadigindan, laktat dehidrogenaz

(LDH) ve malat dehidrogenaz (MDH) gibi 6nemli iki enzimin varliinin



‘aragtirilmasina karar verilmistir (23). Bu galigmada, LDH ve MDH enzimlerinin
T.saginata’ nn erigkin geklinde bulunup bulunmadifinmi saptayarak, metabolik
yollann igleyisi konusunda yorum yapabilmek, enfeksiyonun tedavisinde kullanilan
ilaglarin etken maddesi olan niklozamid, yine sestodlarin tedavisinde dnerilen
albendazol ve ascariasis gibi nematod enfeksiyonlarinda kullanilan piperazinin
(24-28), bu enzimler iizerindeki etkilerini degerlendirerek bilimsel literatiire katkida
bulunabilmek amaglanmigtir.

Aragtirma, yurdumuzda yapilan ¢aligmalar ig¢inde, T. saginata'nin
biyokimyasal yonii ve ilag etkilegimini konu alan ilk galigma olmas: ySniinden $nem
tagimaktadr.



GENEL BILGILER

T. saginata, Plathelminthes subesinde yer alan bir helminttir. Helmint terimi,
hiicreleri dokular ve organlar yapmak iizere 6zellegmis, bilateral simetrili, kaslar:
¢izgisiz, eklemli eklentileri bulunmayan, Nemathelminthes ve Plathelminthes
subelerinde bulunan canhlar i¢in kullamimaktadir. Plathelminthes (yass: solucanlar)
subesinde yer alan canlilarin genel dzellikleri g6yledir; viicutlar: sirt karin yoniinde
yasstlagmig durumdadir, dig yiizeyleri ince kiitikiil tabakasiyla ortiiliidiir ve viicut
bosluklar1 yoktur. Bogaltim sistemlerinde parenkim igine dagilmig durumdaki alev
hiicreleri gorev yapar ve hermafrodittirler (1).

T. saginata'nin Sistematikteki Yeri ve Tarihcesi

Alem (Regnum) : Animale
Alt Alem (Subregnum) : Metazoa

Sube (Phylum) : Plathelmintes
Swnif (Clasis) ;. Cestodes
Takim (Ordo) : Cyclophyllidea
Aile (Familya) . Taeniidae
Cins (Genus) . Taenia

Tiir (Species) : Taenia saginata

Wepher'in 1675 yilinda 7. saginata'nin larval donemini incelemesinden &nce,
Plater 1656 yilinda Taenia tiirleri ve Diphyllobotrium latum arasindaki yap:
farkliliklarim gizerek gostermigtir. Andry 1700 yilinda T. saginata hakkinda ilk
raporu yazmuig, fakat bu parazitin diger solucanlardan farkl oldugunu bildirme-
migtir. Bu parazitin ilk dogru tanimlamasini Goeze 1782 yilinda yapmustir, bdylece, T.
saginata ve Taenia solium'un erigkin gekillerinin ayrici siniflamasi Helmintoloji
Dergisi'nde yaymnlanmusgtir. Leucart ise, 1863 yilinda T. saginata'nin ara konaginin
sigar oldugunu deneysel olarak kanitlamg ve 1870 yilinda enfeksiyonun insanlara, ara
konakta bulunan parazitin larval déneminin, sistiserkusunun, yenilmesiyle gectigini
gostermigtir (1, 29, 30).



T. saginata'mmn Yapisal Ozellikleri

T. saginata’'mn erigkin geklinin boyu genellikle 4-12 m'dir. Fakat uzun-
lugunun 25 m'ye ulagtifi da bildirilmigtir (1). Bu parazitin viicut yapisi
Plathelminthes gubesinde bulunan canlilara 6zgii 6zellikleri gosterir ve viicudu ii¢
kisimdan olugur. Bu kisimlar; skoleks, boyun ve halkalardir (proglotidler).

Skoleks armut geklinde ve 1.2-2 mm ¢apindadir. Viicudun bu kisminda
parazitin konak bagirsaginin ¢eperine yapigmasim saglayan bir takim organlar bu-
lunur. Bu organlardan biri olan ¢ekmenler veya vantuzlar, eliptik ve dort tanedir.
Cekmenlerin ¢ap: 0.8 mm kadar olabilir, bazen skoleksin tiimii veya yalmz
¢ekmenler koyu renkte goriiliirler. Cekmenlerin iizerinde veya skoleksin tam 6n
kismindaki bélgede g¢engeller bulunmaz. Cengellerin olmamasi bu paraziti
T .solium'dan ayirt etmeye yarar.

Boyun, skoleksi halkalara baglayan par¢adir ve buradan tomurcuklanmayla
yeni halkalar meydana gelir. Viicudun bu boliimii 1-1.5 mm uzunlugundadir ve eni
skoleksin eninin yarisindan daha dardir. Fakat boyun kism kasildig: veya gevsedigi
zaman farkh boyutlara ulagmaktadir.

Halkalar sar1 krem renkte ve yassidirlar.Erigkin bir parazitteki halka sayisi
1000'den fazladir. Halkalarin boyutu, viicutta bulunma yerlerine gore degisir.
Boyundan sonra gelen halkalarin boylari kisadir, boyundan uzaklagtik¢a uzamaya ve
olgunlagmaya baglarlar. Halkalar tam olarak gelistikten sonra birer birer veya birkag1
birden geritten koparak ayrilir. Genital organlarinin geligme durumuna goére halkalar
{i¢ grupta incelenir ve geng, olgun, gebe halkalar olarak adlandirlirlar. Geng halkalar
boynun hemen arkasinda bulunur. Bu halkalarda iireme organlari gelismemigtir ve
boylar1 kisadir. Olgun halkalarin genital organlar1 ve yumurtalar: vardir. Olgun
halkalarda tireme deligi, vajina deligi ve erkeklik deligi bulunur. Gebe halkalar 16-20
mm boyunda, 4-7 mm enindedir ve viicudun arka kismuinda bulunurlar. Bu halkalarin
genital organlan az ¢ok yozlagmig ve yumurtalarn gelismis durumdadir. Gebe
halkalardaki dol yatag ortadan boyuna ve yana dallar veren bir boru seklindedir, dol
yataklarinin bir taraftaki yan dallar1 15-30 kadardir. Bu dallarin da her biri genellikle
iki dalcikla biter. Gebe halkalar parazitten teker teker ayrilir, kasilinca kabak
gekirdegine benzer gekil alirlar. D61 yataklarinin i¢i yumurtalarla doludur. Fakat
yumurtlama delifi olmadifindan yumurtalar halkanin pargalanmastyla serbest hale
gegerler.

T. saginata'nin yumurtasi kiiresel yapida ve 31-43 um g¢apindadir.
Yumurtanin kalin , ¢izgili , sari-kahverengi renkte olan bir kabugu vardir. Yumur-
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tanin iginde alt1 tane ¢engeli olan ve onkosfer denilen bir embriyo bulunur.
Yumurta bazen embriyo zariyla goriiliir, bu gibi durumlarda en digta vitelliis zari,
bunun i¢inde vitelliis artiklari, daha igte embriyo vardir. Taenia yumurtasinin kabugu
asit ve alkole direnglidir. Bir gebe halkada bulunan yumurta sayis: yaklagik 120 bin
kadardir ve bir parazitin yilda {iretti§i yumurta sayis1 600 milyona ulagmaktadir (1,
29-31).

T. saginata'nin Yasam Dongiisii ve Epidemiyolojisi

Insanlarin ince bagirsaginda yagayan 7. saginata'mn gebe halkalari belli bir
siire sonra parazitten ayrilarak digkiyla birlikte veya kendi hareketleriyle aniisten
digariya gikarlar. Boylece halkalar, hasta farkinda olmadan normal yagaminm
siirdiiriirken; yiiriirken, otururken, yatarken ¢amagirlarina diigebilir. Pargalanan
halkalardan ortalifa sagilan embriyonlu yumurtalar kuruluga 3-10 hafta
dayaniklidirlar. Yumurtalar 2-5 ©C'de 16.5 hafta icinde, 44 °C'de 11 haftada dliirler.
Pargalanan halkalardan etrafa sagilan yumurtalar, kanalizasyon sistemi yetersiz
yerlerde parazitin ara konaklarindan olan sigirlar bagta olmak iizere, manda horgiiclii
yabani 6kiiz, ren geyigi gibi hayvanlar tarafindan agiz yoluyla alindikla-rinda
parazitin ara konaktaki yasam gekli baglar. Ara konagin sindirim borusunda
embriyonlar serbest kalir. Daha sonra bagirsak ¢eperini delerek, kapi karadamari
yoluyla karacigerden gegip, sag kalbe ulagirlar. Ayrica lenf yoluyla da sag kalbe
ulagabilirler, kiigiik dolagimla sol kalbe gelir ve buradan biiyiik dolagim yoluyla
viicudun herhangi bir yerine, genellikle gizgili kaslart geviren bag dokuya yerlegirler.
Burada embriyon gengellerini kaybederek sistiserkus adi verilen bir kurtguga doner
ve sistiserkus, ancak 10-12 hafta sonra bulagici olabilir. T.saginata'nin ara
konaginda geligen sistiserkusa Cysticercus bovis adi verilir (1, 29).

Olgunlagmig Cysticercus bovis 4-9 mm boyunda ve 3-3.5 mm enindedir. Bir
bezelye tanesine benzer. Sistiserkus; i¢i siviyla dolu kese, dort cekmenli skoleks ve
skoleksi keseye baglayan boyun olmak iizere ii¢ boliimden olugur. Skoleks ve
boyun genellikle bir eldiven parmag gibi tersine doniiktiir. Fakat hafifce bastirmakla
veya 37- 40°C'lik sicakta bekletmekle, mide 6z suyu veya saframn etkisiyle normal
sekline donebilir.

Cysticercus bovis'in ara konaktaki bulunma yerleri; ¢igneme kaslan, kalp, dil,
gogiis kaslar ve diyafram gibi ¢izgili kaslar1 saran bag dokularidir. Daha ender

olarak lenf diigiimlerinde, akciger, karaciger, beyin ve yemek borusunda da



bulunabilir. Et muayenelerinde Cysticercus bovis, en sik goriildiigii yerlerde,
Ornegin; ¢igneme kaslarinda, ¢ene kemiginde aranir. Fakat hemen bulup tanimak
kolay degildir. Ciinkii, kesecikler ufak, yag lopcuklarina benzer ve genellikle az sa-
yidadirlar. Cysticercus bovis belli bir siire sonra ara konagin viicudunda soysuz-
lagmaya baglar.

Parazitin yagam dongiisii, Cysticercus bovis'i tagiyan sigir etinin ¢ig veya az
pismis olarak insanlar tarafindan yenilmesiyle tamamlanmaya baglar. Sistiserkus
ince bagirsakta etrafin1 geviren kas dokusunun sindirilmesiyle serbest kalir. Ters
duran skolek yiiziine dénerek diizelir ve keseden ayrilir. Daha sonra ¢ekmenleriyle
bagirsaga yapisir ve boyun kismundan halkalar olugmaya baglar. Giinde ortalama 5-8
halka olugarak parazit biiyiir, 10 hafta kadar sonra halkalar parazitten kopar ve viicut
digina ¢ikmaya baglarlar (1, 29, 31).

Taeniasis saginata diinyanin her yerinde goriiliir (1). Enfeksiyonun yayginlik
derecesi, siir etinin yenilme sikligina, pisirilme sekline, bslgedeki hayvanciligin

"yayginlii ve bolgenin sanitasyon durumuna gore degisir. Enfeksiyon, Meksika,
Giiney Afrika, ozellikle Miisliiman iilkelerinde olmak iizere Yugoslavya ve
Avrupa'nin birgok iilkesinde yaygindir. Orta ve Giiney Amerika'da goriilme orani ise
daha azdir (32, 33). Bu enfeksiyona yurdumuzda oldukga sik rastlanir. Fakat
enfeksiyonun yayginlik orani Giineydogu, Dogu Anadolu ve Sivas yoresinde
oldukga yiiksektir (2).

Yoremizde bagirsak parazitlerini aragtirmak igin yapilan gegitli cahismalarda
T. saginata'mn bulunma oranlar gdyledir; Ilkokul 8grencilerinde yapilan iki farkli
calismada 7. saginata, sirastyla, % 24.3 ve % 20.6 oraninda (34, 35) bulunmug, farkli
yag gruplarindaki kigilerde yapilan dort ayr1 calismada ise; parazit, % 34.2, % 7.6,
% 16.7, % 17.2 oraninda saptanmgtir (2, 36-38).

Taeniasis saginata'nin Belirtileri

Taeniasis saginata bazi insanlarda hi¢ bir hastalik belirtisi vermezken,
bazilarinda ise, parazit bilyiimeye bagladifi zaman sindirim sistemine ait hastalik
- belirtileri; istah bozuklugu, karin agrisi, karinda sigkinlik, gegirme, bulanti, kusma,
kabizlik veya ishal goriilebilir. Halkalar diigmeden once zayiflama, 16kositoz,
eozinofili geligebilir. Halkalarin apandise girmesiyle burada yang: belirtileri de
ortaya gikabilir. Seyrek olarak karaciger bozukluklar bildirilmigtir. Bir hastada s6z
edilen bu belirtilerden bir veya birkag¢i birden bulunabilir. Bazen bu paraziti
tagiyanlarda belirtiler donem donem goriiliir. Ayrica bagirsagin delinmesiyle
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parazitin periton bogluguna gectifi ve ameliyat sonrasi fistiillerden halkalarin
cikabilecegi de bildiriimigtir (1, 39).

Konagin bairsak liimenindeki parazit, genellikle mukozada goriilebilen
degisikliklere neden olmaz. Ince bagirsakta parazite baglanabilen bir yap1 bozuklugu
bildirilmemistir. Fazlaca uzun olan bu parazit, konagin besinlerini kullanir ve
metabolizma iiriinlerini bagirsaga salar. Bu nedenle paraziti tagiyan insanlarin
yanisinda mide salgis1 azalmakta ve daha az asitli olmaktadir. T saginata esnek, kolay
biikiilebilir dzellikte oldugu igin, ince bagirsak liimeninin biiyiik boliimiinii iggal
eder ve bazen de bagirsak tikanmasina neden olur. A

T. saginata'ya karg1 konakta minimal yangisal yanit geligir. Bagirsak liime-
nindeki bu parazit immunojeniktir. Bagigik yamitta 6zgiil antikorlar iiretilir (29).

Taeniasis saginata'min Tanis1

Infeksiyonun kesin tanisi, digkiyla birlikte veya aktif hareketlerle aniisten
disan ¢ikan parazit halkalarmnin incelenmesiyle konur. Halkalar birka¢ yontemle
incelenebilir. Bu yontemlerden biri su gekilde yapilir; lam tizerine halka konur , lam
biiyiikliigiinde bir kagit hazirlanarak bu kagidin ortas1 halkanin boyutlarinda kesilir ve
kagit, halka ortada kalacak gekilde yerlestirilir. Bunlarin {izerine bagka bir lam
konarak bastirilir. Bastirma iglemi sonunda halkanin uterus ve dallan belirginlesir.
Tanida kullanilan bir bagka yontem ise g6yle uygulanr; halka % 10'Tuk formaldehit
¢ozeltisinde tespit edildikten sonra, genital agiklifindan ¢ini miirekkebi veya
hematoksilen boyas: enjekte edilir. Her iki yontem sonunda halkalar mikroskopta
incelenerek uterusun yapisina gore tiir tanis1 yapilabilir (1, 29).

Skoleks ele gegirildigi zaman skoleksin biiyiikliigii ve gengellerinin olup
olmadigina bakilarak 7. saginata'nin tamsi yapilir.

Eger halkalar bagirsakta pargalanmiglarsa parazitin yumurtalar: digks ile
disartya atilir. Digkimin mikroskobik incelenmesiyle yumurtalar goriilebilir.
Halkalarda yumurtlama deligi olmadifindan normalde digkida yumurtalar bulunmaz
(1). Bu nedenle hastaya sellofanband yontemi uygulanarak yumurtalarin elde
edilmesine ¢aligthir (2). Yumurtalarin parazitolojik incelenmesiyle tiir tanisi
konulamaz. Ciinkii bu yumurtalar T. solium'un yumurtalan ile ayn1 morfolojik
goriintime sahiptirler (1).

Ayrica son yillarda digki drneklerinde T. saginata antijenlerini saptamaya
yonelik ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) deneyi gelistirilmigtir (30).



Taeniasis saginata'nin Tedavisi

Taeniasis saginatah hastalarin tedavisinde bazi antihelmintik ilaglar kullanilir.
Antihelmintik ilaglar, konaga zarar vermeden parazitin Slmesini veya kolayca viicut
digina atilmasim saglamaktadirlar. Ideal bir antiparazitik etken, yliksek tedavi edici

"dozlarda giivenilir olmals, tercihan oral yolla tek doz veya aym giinde béliinebilen
dozlarla alinabilmeli, farkli iklim kogullannda kimyasal olarak stabil ve ucuz
olmalidir (3).

Yirminci yiizyildan 6nce parazitik enfeksiyonlan tedavi etmek amaciyla gesitli
bitkiler ilag yapimunda kullanilmigtir. Bu dénemlerde taeniasisin tedavisinde
kullanilan ilaglardan bazilar1 sunlardir; nar agaci kabugu; Brayera anthelmintica
veya Hagenia abyssinica'nin gigeklerinden elde edilen Kusso; egrelti otunun digisi,
bu otun erkeginin toprak altindaki gdvdesi ve yaprak sapinin tozu veya eterli dziitii,
tomurcuklari; kabak ¢ekirdegi; felfelek (Areca catechu), Mallotus philippiensis
agacinmn meyvelerini drten kil ve bezelerinden elde edilen Kamala (40).

Yirminci yiizyilin baglarinda antihelmintik olarak kullanilan ilaglarin etken
maddesini saptama, bu maddelerin kimyasal yapisinda degisiklikler yaparak en ideal
ilaglar1 bulma y®niinde ¢aligmalar yapildi, Ikinci Diinya Savagindan sonra taeniasisin
tedavisinde atebrinin etkili oldugu bildirildi. Fakat ilacin yaygin olarak kullanimindan

_sonra insanlarda 6nemli yan etkiler yaptig1 goriildii.

Giintimiizde ise, helmintiyazlarin tedavisinde simdiye kadar sézii edilen
ilaglarin yerini iyi dzelliklere sahip olan, benzimidazol tiirevleri, pyrantel pamoate,
ivermektin, niklozamid ve praziquantel gibi ilaglar almugtir (40).

Antihelmintiklerin Ozellikleri
Her parazitin yagam dongiisii, viicut yapisi, fizyolojik geligmesi ve
insanlardaki yagama alanlarimin farkli olmasi nedeniyle, antihelmintiklerin her biri
farkh helminte etki ederler. Boylece antihelmintler, helmintlerin nematod, sestod,
trematod gibi alt gruplarina kars 6zgiillilk gostererek, etki ettikleri helmint gruplarina
gore siniflandirilirlar. Ancak bazen bir alt gruba etki eden antihelmintik, bagka bir alt
gruptaki helminte de etki edebilir (3, 41).

Niklozamid
Niklozamid, insan ve hayvanlarda sestodlar ile meydana gelen
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ilaglarin etken maddelerinden biridir.



Ozellikle T. saginata ve Hymenolepis nana enfeksiyonlarina kargi kullanimda daha
fazla tercih edilmektedir (3, 41).

Niklozamid ilk kez 1959 yilinda Schraufstaater ve Gonnert tarafindan
hazirlandi. Bu aragtiricilar 1960 yilinda hazirladiklart maddenin Hymenolepis diminuta
enfeksiyonuna etkili oldugunu bildirdiler (40). Hayvanlar ve insanlar iizerinde
yapilan galigmalar niklozamidin oral alimdan sonra toksik olmadigini gosterdi.
Niklozamid 1961 yilinda Yomesan adiyla Bayer AG tarafindan Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) digindaki iilkelerde ticari kullanima sunuldu. Fakat bu ilag, ABD'de
Hastalik Kontrol Merkezi tarafindan kullanim lisans: verilene kadar aragtirilan bir
ila¢ konumunda kald: (27).

Niklozamid bir klorosalisilamid tiirevidir. Kimyasal formiilii Sekil 1'de
verilmigtir. Bu antibelmintigin sestodlara kars: etki mekanizmas: tam olarak
bilinmemektedir. Fakat ilacin diigiik derisimlerinin sestodlardan H. diminuta'nin
oksijen alimmmm stimule ettifi, yiiksek derigimlerinin solunumu inhibe ettigi ve
glukoz alimmuni 6nledigi bildirilmigtir. Niklozamidin sestodlarin anaerobik
metabolizmalarini etkileyerek, adenosin difosfatin (ADP) fosforilasyonunu inhibe
ettigi ve adenosin trifosfatin (ATP) aktivitesini stimule ettifi saniimaktadir (3, 41).

Niklozamid sestodlara hem in vivo hem de in vitro ortamda yapilarini bozarak
etki eder. Konak bagirsaginda bu ilacin etkisiyle dlen tenyalarin skoleks ve halkalan
kolayca sindirime ugrayabilir. Bu nedenle niklozamid tedavisinden sonra skoleksin
digkiyla viicut digina gikip gikmadigim aragtirmak anlamsizdir. Eger tedaviden sonra
ii¢ ay icinde hasta halka ¢ikarmazsa skoleksin diigmiis olduguna karar verilir.

Niklozamid, 500 mg'lik tabletler seklinde hazirlanir. Yetigkin i¢in onerilen
doz 2 g'dir, 2-8 yag arasindaki ¢ocuklara 1 g, 2 yasindan kiigiiklere 0.5 g dozunda
verilir. lla¢ alimmundan 6nce genellikle hafif yiyecekler yenilmesi sdylenir ve kronik
kabizli: olanlara bir laksatif verilir. Tabletler ¢ignendikten sonra az miktar su ile
yutulmalidir. 7. solium enfeksiyonlarinda veya tedavinin bagar ile sonug-landigindan
emin olabilmek amaciyla, skoleksin pargalanmadan viicut digina ¢ikmasim saglamak
igin, hastalara ilag verildikten 2 saat sonra sonra bir miishil verilir. Buna ragmen
skoleks kismen sindirilmig olabilir.

Niklozamid ender olarak yan etki yapar. Gastrointestinal sistemden gok az
absorbe edilir ve direkt olarak irrite edici etkisi yoktur. Gebelerde, yash ve zayif
hastalarda yan etki gozlenmemigtir. Niklozamidle tedavi edilen hastalarin karaciger,



bobrek fonksiyonlarinda ve kan tablolarinda degisiklik olmadig bildirilmigtir. Tlag
nadiren bulanti, kusma ve karin agris: yapar.
Niklozamidin bir tenyasid olarak kullaniminda hi¢ bir kontrendikasyon
yoktur. Fakat ilacin parazitin yumurtalarina degil, erigkin gekline dldiiriicti etki
. yapmas! Snemlidir. Bu nedenle, T. solium enfeksiyonunda niklozamidin kullamma,
6len halkalarin pargalanmasi sonucu bafirsak liimenine yumurtalarin salinacag: ve
hastanin sistiserkosis riskine ugratilacag i¢in sakincalidir (3). T solium'un neden
oldugu enfeksiyonun tedavisi igin hastalara praziquantel verilir (42).
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Sekil 1: Niklozamit (41), piperazin (3), albendazoliin (42) kimyasal formiilleri

Albendazol

Albendazol, benzimidazol karbamat tiirevi genig spektrumlu ve giigli
antihelmintik etki gosteren bir etken maddedir (3). Kimyasal formiilii Sekil 1'de
verilmigtir,

Albendazol 1975 yﬂmda Gyurik ve Theoderides tarafindan hazirlanmugtir. Bu
ilag 1981 yihnda Williams ve arkadaglan, ayrica Stevensen ve arkadaglan tarafindan
incelendikten sonra, Pene ve arkadaglan tarafindan da incelenerek, albendazolle ilgili
bulgular 1982 yilinda yayimnlanmgtir (40).

Albendazol antihelmintik spektrumu, etki mekanizmasi ve kullanilig yerleri
bakimundan benzimidazol tiirevinden biri olan mebendazole benzer. Fakat albendazol
mebendazole gére daha lipofilik oldugundan mide bagirsak kanalindan yiiksek
oranda absorbe edilir. Bu iki etken maddenin bulundugu ilaglar, ayn1 miktarda
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agizdan alindiklarinda, albendazoliin kanda yaptif1 etkin ilag ve metabolit
konsantrasyonu, mebendazoliinkine gore ¢ok daha yiiksek olur (41). Albendazoliin
viicut sivilarinda siilfoksit ve siilfon olmak lizere iki metaboliti saptanmig ve bu
-konuda birgok aragtirma yapilmugtir (43-47). Karacigerde albendazol, sulfoksite
doniigiir ve bu metabolit enterohepatik dolanima girerek ilacin etki siiresinin
uzamasina neden olur. Absorbsiyonunun fazla olmasi nedeniyle albendazol, duyarh
sistemik helmint enfeksiyonlarinda mebendazole tercih edilir (41).

Albendazol etkiledigi parazitlerin erigkin ve larval gekillerinin glukoz alimm
bloke ederek, glikojen depolarinin tiiketilmesi ve ATP olusumunun azalmasina yol
agar. Sonugta parazit hareketsizlesir ve oliir (3, 24).

T. saginata enfeksiyonunda, albendazoliin {i¢ giin siireyle giinde bir defa
olmak iizere 400 mg'lik dozu etkilidir. Ayrica Albendazol, Echirnococcus
granulosus'un neden oldugu kist hidatik hastalifinin tedavisinde en fazla kullanilan
maddedir (25, 40). Farkli helmint tiirleri lizerine albendazoliin etkisini aragtiran
birgok aragtirma yapilmugtir. Prasad ve ark. (48) albendazoliin iig giin stireyle giinde
400 mg'lik dozunun 7. saginata ve T.solium iizerine %100 etkili oldugunu
bildirmiglerdir. Tanyiiksel ve ark. yaptiklan ¢aligmada albendazoliin E vermicularis
ve T. saginata'ya %100 etkili oldugunu bulmuglardir (49).

Albendazol 1-3 giin siireyle kullamldig1 zaman genellikle yan etki yapmaz.
Fakat, ¢ok az kigide karin agnsi, ishal, bag agrisi, mide bulantisi, bag dénmesi,
halsizlik ve uykusuzluk yapabilir. Kist hidatik gibi uzun siire tedavi edilmesi
gereken hastaliklarda, 16kopeni, serum transaminazinda artma ve nadiren sarilik
goriilebilir (3, 41).

Piperazin

Piperazin, dzellikle A lumbricoides ve E vermicularis enfeksiyonlarina karg:
etkili heterosiklik yapida organik bir bazdir. Kimyasal formiili Sekil 1'de
verilmigtir. Piperazin kimyasal olarak hekzahidrat seklinde bulunur (bunun % 44'ii
piperazindir). Baghca tuzlar, sitrat, fosfat, adipattr,

Piperazinin antihelmintik olarak deger kazanmasi 1949 yilina rastlar. 1k kez
Fayard adl: aragtirmaci piperazinin iyi bir askaryaz ilac1 oldugunu bildirmigtir. Fakat
bu aragtiricinin ilacin antihelmintik 6zelligi konusundaki diigiincesini Boismare isimli
bir eczacidan edindigi s6ylenmektedir. Daha sonra 1951 yilinda Mouriquand ve

-arkadaglar1 bu ilacin enterobiyaz tedavisinde iyi sonug¢ verdigini bildirmiglerdir.
Piperazin tuzlan (sitrat ve adipat) 1950'i yillarda askaryaz ve enterobiyaz tedavisinde
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tedavisinde siklikla kullamilmugtir, Wagner 1963 yilinda, Waks 1963 yilinda
triklorofenolpiperazinin, gengelli solucan, Trichuris ve Strongyloides'in neden
oldugu enfeksiyonlara kargi da etkili oldugunu bildirmiglerdir (40).

Piperazin, Ascaris ve Enterobius'un néromiiskiiler kavsaklarindaki iyon
kanallarim bozarak kas membranim hiperpolarize eder ve impuls agmmrmm bloke eder.
S6z konusu etki sonucu bu solucanlarda gevsek felg olugarak, barsagin peristaltik
hareketleriyle parazitin canli olarak viicut digina atilmasi saglanir. Digar atilan
solucanlarin ilagsiz uygun bir ortamda bekletildiginde normal durumlarina
dondiikleri bildirilmistir (3, 25, 41). |

Piperazin tuzlar1 100 mg/ml surup ve 250 mg'lik tabletler seklinde ticari
olarak satilir. flag a1z yoluyla alindiktan sonra kolaylikla absorbe edilir ve yaklagik
%20'si degismeden idrarla atilir. Ilag verilmeden 6nce hastaya perhiz veya lavman
yapilmasi gerekmez. Askariyaz'in tedavisinde, giinde tek doz olarak iki giin siireyle
75 mg/kg piperazin kullanihr. Cocuklar da aym sekilde tedavi edilir.

Piperazin en az yan etkisi olan ilaglardan biridir. Seyrek olarak olarak
bulanti, kusma, bag dénmesi, lirtiker ve kaslarda gli¢siizliik, allerjik hepatit, ates,
artralji, ataksi ve gérme bozuklugu yapabilir (41).

Piperazin, epilepsi hikayesi olan hastalarda kontrendikedir. Norotoksik
etkileri bobrek fonksiyonlari bozuk kisilerde de meydana gelir (3).

Helmintlerin Karbohidrat Katabolizmasinin Genel Ozellikleri

Katabolik yollarin temel gorevi enerji iiretimidir. Genellikle ATP geklinde
-olan bu enerji, mekanik, sentetik veya ozmotik ig i¢in gereklidir. Enerji iiretiminden
bagka katabolik yollarin {i¢ Snemli iglevi daha vardir. Bunlar; sentetik tepkimeler i¢in
indirgeyici gii¢ iiretmek, ara iiriinler olugturmak ve hiicresel bilegenlerin degismezi
olan makromolekiillerin pargalanmasi i¢in mekanizma saglamaktir.

Parazit helmintlerin katabolizmas: memelilerin katabolizmasindan farklidur.
Memelilerde katabolizma ii¢ asamada gerceklesir. Once, makromolekiiller sindirim
enzimleri veya hiicre i¢i enzimlerle, monomerleri olan aminoasitlere,
monosakkaritlere ve yag asitlerine pargalanir. Sonra, olugan monomerler basit
bilesiklere parcalanirlar. Ornegin, karbohidratlar asetil-koenzim a'ya (asetil-CoA)
yikilirlar. Aminoasitler ve lipitler de asetil-CoA'ya pargalanirlar. Daha sonra ise,
ikinci agamada olugan iiriinler, karbondioksit ve suya tamamen yikilirlar. Parazit
helmintlerin katabolize edebildigi substrat oram sinirhidir ve hepsinde olmasa bile
gogunda karbohidratlar parazitik evrede tek enerji kaynagidir. Asetil-CoA helmint
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metabolizmasinda memelilerdeki gibi temel rol oynamaz. Bu bilegigin yerine
fosfoenol pirtivati (PEP) anahtar metabolit olarak kabul edilir. Ayrica, parazit helmint
katabolizmasinin son {iriinleri genellikle organik asit olan kompleks iiriinlerdir (5,
50).

Parazit helmintler, karbohidrat katabolizmalar: sonunda olugan {iriinlere gore
{i¢ gruba aynlirlar. Bunlar;

1. Asetat ve propiyonat iireticileri: Bu gruba giren parazitler, Fasciola
hepatica, Ancylostoma caninum, Schistocephalus solidus, Trichostrongylus
colubriformis gibi asetat ve propiyonat salgilayan parazitlerdir.

2. Asetat, laktat ve propiyonat (siiksinat) iireticileri: E. granulosus, Taenia
taeniaformis, H. diminuta, Ligula intestinalis ve Heterakis gallinae gibi parazitler
asetat, propiyonat veya siiksinat, bunlara ek olarak da laktat iiretirler. Laktat
glikolizizle iiretilir, sitoplazmada olustugu igin sitoplazmik bir son iiriin olarak
tanimlanabilir, Ozellikle asetat ve propiyonat iireticisi olan S. solidus ve F.
hepatica'min inkiibasyon ortamina glukoz eklendiginde 6nemli miktarda laktat
olugturduklar1 bulunmusgtur. Bu parazitlerin fazla miktardaki karbohidratlar: laktata
gevirme kapasiteleri vardir.

3. Siiksinat ve laktat iireticileri: Bu gruba Moniezia expansa,
Diphyllobothrium dendriticum, Polymorphus minutus, Echinorhynchus gadi gibi
parazitler girer. Bu gruptaki parazitlerin karbohidrat yikim son {iriinleri baskin
sekilde siiksinat ve laktattir (5).

Helmintler parazitik donemlerinde temel enerji kaynag olarak karbohidratlari
kullanirlar. Kulanilan karbohidratlarin baginda glikojen gelir. Parazit helmintlerdeki
serbest glukoz diizeyi oldukga diigiiktiir. Glikojen fosforilazla glukoz-1-fosfat ve az
miktarda dekstrine yikuir. Dekstrinlerin tam hidrolizi igin ikinci bir enzim olan
amilo-1,6-glukozidaz gereklidir. Simdiye kadar bu enzim yalnizca H. diminuta'da
gosterilmigtir.

Helmintler tarafindan trehalozun kullanim ilgingtir. Baz1 mikroorganizma ve
protozoa trehalaz fosforilazin yardimyla trehalozu pargalayabilir. Bu tepkimede
glikojen, trehaloz ile glukoza hidrolize edilir. Sonra hekzokinazla glukoz-6-fosfat'a
fosforile edilir. Trehalaz allosterik bir enzim degildir ve bu yiizden metabolitlerle
diizenlenmez. Glukoz ve glikojenin katabolizmasin1 kontrol eden enzimler,
diizenleyici enzimlerdir. Trehalaz asidik pH'da optimum ¢aligir ve hiicre i¢i pH ile
diizenlenebilecegi goriiliir. Parazitik dokulardaki trehalazin dagihm duruomu
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A. lumbricoides'de ¢aligilmigtir. Bu enzim parazitin kas ve genital dokularinda
gosterilmigtir.

Parazit helmintlerdeki karbohidrat yikimuinin géze garpan 6zelligi, indirgenmis
organik son iiriinlerin tiretimi ve bu durumun aerobik kogullar altinda bile kalici
olmasidir. Helmintler tarafindan iiretilen son iiriin miktar1, mikroorganizmalarda
bulunanlardan oldukga azdir.

Karbohidrat katabolizma yollar: farkli parazit helmintlerde ayrintili olarak
aragtinlmgtir. Bu aragtirmalarla karbohidratlarin baglangigta glikolizizle yikildiklar,
fosfoenolpiriivata kadar olan reaksiyon adimlarinin omurgali dokularindakine
benzedifi bulunmugstur. PEP'dan sonra reaksiyonun devam edig sekli ise
omurgalilardakinden farklidir. Parazitik helmintlerde PEP'1n katabolizmas: igin iki
Onemli yol vardir. Bu yollar gdyledir;

1. PEP'a COg eklenerek oksaloasetat olugur. Bu tepkimeyi fosfoenolpiriivat
karboksikinaz kataliz eder. Olugan oksaloasetat daha sonra sitoplazmik MDH ile
malata indirgenir ve malat mitokondriye girer. Fakat p1ruvat karboksikinazin, ¢ogu
helmintte olmadig bildirilmigtir.

2. PEP i¢in alternatif bir son memeli dokularinda oldugu gibi piriivat kinaz
ile gergeklesir. PEP piriivata doniiglir. Piriivat daha sonra sitoplazmada laktata
indirgenir veya mitokondriye girer. Mitokondride asetil-CoA'ya oksidatif olarak
dekarboksillenir. Bu iki yolun Onemi piriivat kinaz veya fosfoenol piriivat
karboksikinazin farkh parazitlerde ve farkli gevresel durumlar altinda farkl: gekilde
iglemesidir.

A. lumbricoides'in kas dokularinda karbohidratlarin katabolizma yollari
oldukga ayrintili olarak aragtirilmugtir. Bu galigmalar parazitte bir anaerobik enerji
iiretim yolu oldugunu ag1$a ¢ikarmigtir. Bu yolun ortaya ¢ikarilmasindan kisa siire
sonra ayn reaksiyon semasinin H. diminuta igin de gegerli oldugu bildirilmigtir.
Daha sonraki ¢aligmalarla da birgok parazitte bu metabolik yolun oldugu ve
sonunda siiksinat veya tlirevlerinin meydana geldigi saptanmugtir (4, 5, 21).
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Sestodlarm Karbohidrat Katabolizmasi

Yetigkin sestodlar fakiiltatif anaerobturlar. Enerji glukoz ve glikojenin
katabolize edilmesiyle saglanir. Sestodlarda da diger gruplardaki canlilarda oldugu
gibi, glukozun oksidasyonu sonunda organik son iiriinler meydana gelir.

Sestodlarin yag ve aminoasitleri pargalama yetenekleri sinirli oldugu igin,
karbohidratlar1 depolama ve katabolize etme yollar1 enerji firetimi i¢in ¢ok Snemlidir.
Geng ve erigkin sestodlar agir1 miktarda glikojen depo ederler. Ornegin bir sestod
kuru agirhifinin yaklagik % 20- % 50'si kadar glikojen depolayabilir. Sestodlarda
glukozun katabolize edilme yollar1 Sekil 2'de verilmigtir.

Glikojenden olugturulan glukoz, glikolizizle PEP'a kadar pargalanir. PEP
olustuktan sonra yol ikiye ayrilir. Birincisinde PEP, fosforilasyonla piriivata ve
piriivatin indirgenmesiyle laktata déniigiir. Ikincisinde ise PEP, fosfoenolpiriivat
karboksikinazla oksaloasetata doniigiir. Oksaloasetat sitoplazmik MDH ile malata
indirgenir. Malat daha sonra fosfat bagli translokazla mitokondriye girer.
Mitokondri iginde malatin bir kismi NAD bagimh malik enzimle (ME) piriivata
dekarboksile edilir. Bu yolun sonunda asetat meydana gelir. Mitokondriye giren
malatin diger kismu fumaraz ile fumarata doniigiir. Daha sonra fumarat, fumarat
rediiktaz ile siiksinata indirgenir (51). Bu sekilde sestodlar memelilerdeki
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin bir kismuni bulundurarak PEP" pargalarlar.
Mitokondride gerceklesen bu reaksiyon kismi tersine TCA déngiisii olarak
tanimlanabilir (5).

Siiksinat ve asetat iiriinlerinin olugumu sirasinda elde edilen ATP, glukozun
laktata indirgenmesi sirasinda olugan ATP'den iki fazladir. Bazi sestodlarda,
siiksinattan propiyonat olusumu sirasinda bir ATP daha kazamlir. Mitokondriyal
reaksiyonlar enerji kazammu yoniinden avantajli olmalarina ragmen, bu reaksiyonlarin
Onemi tam olarak belli degildir. H. diminuta'nin bazi suglari genellikle laktat, daha az
oranda asetat ve siiksinat olugturur. Bazi suglarda ise, asetat ve siiksinat miktar1 daha
baskindir. Ayni tiir iginde son iiriin miktarindaki bu farkliliklar, sestodun geligimine,
strobilamin yapisina, hatta konagin bagigiklik durumuna gore degisir (51).

15



(19) amENaonSoE 10xous uruenunuIp Y :7 s

Jutpes mupeg
! ]
! m
! 1
dav d1v i .
HAWN avN “ "
// \ ) '
! H
ferEdng = = JeuIsyns ejosy
OH ¥oD
d1v
ZeleIpRy syadwoy
lereum (@avN H@avN ZeusSoIpiyap
00 'apd f0D dd*dNY
N A4 |
AL 00 oSV

= JR[RIA] T

e
1 awN

wrzug Yy e s /

( TIGNOIOLIN |

ZeuadoIprap

®EN

HAVN

0D
R

d1o dao
dLv

N~AOM~A®
day

/
9580 = jeansidjousofsog -z > JBAIII JeINeT - - In
Jejaseo[ezy0 > 1 A JS04 \l/ d jl e fes

dav dLv HAVN avN
v ) Am@z
avN-

om0 [VIAZV'1dO1IS |

16



Sestodlarda Elektron Taginim Sistemi (ETS)

Duyarli tekniklerin kullamilmasiyla, bazi sestodlarda iki tip ETS 'nin oldugu
ortaya ¢ikmugtir.Bu sistemlerden biri memelilerdeki klasik ETS ve digeri o tipi olarak
adlandirilan ETS'dir. BOylece ortamin aerop veya anaerop olmasina gore,
katabolizmanin son agamasinda elektronlar, son elektron alicisi olarak oksijene veya
fumarata transfer edilebilir ve sonugta siiksinat veya hidrojen peroksit meydana
gelir. Aerop kosullarda olugan hidrojen peroksit bir peroksidazla pargalanirken,
anaerop kogullarda olugan siiksinat ortama salimr (51). ETS Sekil 3'de verilmigtir.

Siiksinat a-Gliserofosfat
: NADH
Flavoprotein
Flavoprotein
Flavoprotein
Hem igermeyen
Demir protein
= K vitamini ~e—————

A
'd N\
Sitokrom 556 Sitok.rom b
Sitolzrom cl
Sitoktrom c
Sitokrom 552,556 Sitok}om a
(Sitokrom o) {
Sitok.rom a3

[ -

{ 3

Fumarat Oksijen Oksijen

Sekil 3: Parazitik helmintler ve protozoa'daki ETS (51).
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Laktat Dehidrogenaz Enziminin Ozellikleri ve Islevi
LDH ( L-Laktat: NAD oksidorediiktaz, EC 1.1.1.27) ilk defa 1943 yilinda
keme kasindan kristalize edilmigtir. Daha sonra iskelet ve kalp kasinda bulunan
LDH enzimleri ayrintili olarak ¢aligtinmgtir. LDH tetramer yapidadir. Bu enzimin mol
kiitlesi 140.000'dir. LDH molekiilii her biri 35.000 mol kiitleli iki alt birimden
-olugur. Alt birimlerden biri, iskelet kasi ve diger anaerobik dokularda bol olarak
bulunan M seklidir. Diger alt birim ise, kalpte bol bulunan H geklidir. Alt birimler
degisik genler tarafindan dretilir ve bunlarin katalitik 6zellikleri yoktur; fakat aym
veya farkh diger tiplerle birlegerek aktif enzimi olugtururlar. H ve M alt birimlerinin
tiim kombinasyonlarn egit olasiliktadir ve beg farkli kombinasyon olugturabilirler
(52). LDH izoenzimleri, alt birimlerin bilegimleri ve baglica bulunma bdlgeleri
asagida gosterilmigtir (23).

Tip Bilesim Yerlesim Yeri
LDH1 HHHH Kalp kas1 ve Eritrosit
LDH2 HHHM Kalp kas: ve Eritrosit
LDH3 HHMM Beyin ve Bobrek
LDH4 HMMM Bilinmiyor
LDH5 MMMM Karaciger ve iskelet kasi

Glikolitik yolda piruvat olugtuktan sonra ¢evresel kogullara ve metabolik
yollarn igleyisine bagli olarak hiicre gesitli segeneklere sahiptir. Eger hiicre bol
miktarda oksijenleniyorsa, piruvat asetil-CoA'ya déniigiir. Indirgenmis NADH+H*
lizerindeki elektronlar ve protonlar ise nce flavoproteine ve sitokromlara, sonra da
oksijene aktarilir. Efer ortam hipoksik veya oksijensiz ise, NADH'larin mitokondride
NAD* sekline oksitlenmesi engellenir ve hiicre piriivat1 laktata ¢evirir. Piruvat, LDH
enziminin kataliziyle laktata doniigiir. Bu tepkime soyledir:

O OH

] !
CH3-C-COO” + NADH+H' CH3-CH-COO™ + NAD®

Piruvat Laktat

Piruvatin laktata ve etanole indirgenmesi sirasinda NAD+ nin yeniden ortaya
¢ikig1 anaerobik kogullarda glikolizisin siirekli igleyigini saglar (52).
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Normal kogullarda saglikli hiicrelerin ¢ogunda pek az laktik asit birikimi
olur. Piruvat laktata doniigmeyip mitokondrilerde TCA déngiisiinde yiikseltgenir.
Kisa mesafe kogusu gibi agir1 kas ¢aligmasina yol agan durumda solunan oksijen
yetersizdir ve iskelet kasi gegici olarak oksijensiz kalir. Bu durumda glukoz laktata
yikalir ve fazla miktarda laktat meydana gelir. Eritrositlerde piruvatin oksidasyonuna
ait mekaniimayl igeren mitokondriler bulunmadig; igin, aerobik kogullarda bile
glikoliziz sonras: laktat olugur. Eritrositler i¢in gerekli enerjinin % 9011 glikolizisten
saglanir. Iskelet kas1 ve eritrositlerin yanisira beyin, mide barsak sistemi, bobrek
medullas, retina ve deriyi kapsayan difer dokular normal olarak enerjilerinin
¢ogunu glikolizisten sa§larlar ve laktat olugtururlar. Karaciger, bSbrek ve kalp laktati
alarak okside eder (23, 52).

LDH parazit helmintlerin karbohidrat metabolizmasinda glikoliziz sirasinda
olugan piriivat laktata ¢evirir. Solunum son {iriinlerinin oran1 parazitin aerobik veya
anaerobik ortamlarda bulunmasina baghdir. Bryant anaerob kogullar altindaki
parazitlerde laktatin en Snemli son iiriin oldugunu géstermigtir (4).

Malat Dehidrogenaz Enziminin Ozellikleri ve Islevi

MDH (L-Malat: NAD oksidorediiktaz, EC 1.1.1.37) Thunberg, Batelli ve
Stern tarafindan 1910 yilinda bulunmug, daba sonra Straub bu enzimi domuz
kalbinden saflagtirmigtir. MDH hayvan, bitki ve mikroorganizmalarda bulunur.
Enzimin sitoplazmada bulunan gekli sitoplazmik MDH (s MDH), mitokondride
bulunan sekli mitokondriyal MDH (m MDH) olarak adlandinilir. Her iki tip MDH
farkli genler tarafindan kontrol edilir ve farkli fiziksel, katalitik &zellikler
gosterir (52).

MDH memeli hiicrelerinde karbohidrat katabolizmasinin dnemli bir
enzimidir. Bu enzim su tepkimeyi katalizler;

+

‘ozc.?H.CHz CO; + NAD

“ozc.ﬁ.CHz CO,” + NADH+H'
OH o)

Malat Okzaloasetat

MDH ayrica, sitoplazmada glikoliziz sirasinda olusan NADH+H*1arin
mitokondriye taginmasim saglayan malat-aspartat mekik sisteminde gorev yapar. Bu

19



tagima sistemi karaciger, bobrek ve kalp mitokondrisinde bulunur. Malat-aspartat
mekik sistemi gekil 4'de verilmigtir .

Helmintlerin mitokondrisi omurgalilarin mitokondrisi gibi NADH'a gegirgen
degildir. Bu 6zellifin mitokondrinin i¢ zarinda bulundugu goriilir. Parazit
helmintlerin aktif bir gliserol-fosfat mekik sistemine sahip olduklan diigiiniilmiigtiir.
Ciinkii, A. lumbricoides, M. expansa, H. diminuta ve T. taeniaeformis'den izole
edilen mitokondriyle, gliserol-3-fosfat kolaylikla okside edilmigtir. Malat-aspartat
mekik sistemi ise, daha kompleksdir. Bu mekik sisteminin enzimlerinin de
helmintlerde saptanmig olmasina rafmen, iglerligi konusunda bir bilgi yoktur (5).

SITOPLAZMA g MITOKONDRIYAL MATRIKS
Malat : » Malat
1 :
NAD" \ : / NAD'
: MDH g MDH
NADH+H?/ E \NADH+H+
' ]
Oksaloaseta Glutamat -——i—-—» Glutamat Oksaloasetat
Transaminaz i Transaminaz
Aspartat 2-Oksoglutarate—— 2-Oksoglutara Aspartat

| |

I¢ mitoko;ldriyal zar

Sekil 4 : Malat-aspartat mekik sistemi (5).
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GEREC VE YONTEM

Kullanilan Arag ve Gerégler
Derin Dondurucu (-20 °C)
Buzdolab1
Terazi
Braun Peter Elwehjen doku homojenizatorii
J2-21 Beckman santrifiij, JA- 20 baghk
Fisher Sonikatér Model 300
Sichimatsu UV-VIS spektrofotometre
Damutik su elde etme aleti
Pipet, mikropipet
Balon joje, meziir, erlanmayer

Kullanilan Kimyasal Maddeler

KHPO4, K2HPOQy4, sukroz, EDTA, NaNOj, Comassie Brilliant Blue G250

[C.I.Nr.42655] ve perklorik asit (Merck)

S1gir serum albumin, okzaloasetat, NADH, piruvat (Sigma)

Piperazin, albendazol, niklozamid (Atabay)

Albendazol karbamat yapisinda bir kimyasal madde oldugu igin higbir
¢oziiciide ¢oziilememis ve deneylerde saf halde kullanilamamigtir, Bunun yerine
Atabay firmasinin gikardig1 ve tenya igin antihelmintik olarak kullaniimakta olan
andazol isimli ilag ile galigitlmigtir. Bu ilag 20 mg mL-! albendazol igeren
stispansiyon halindedir.

T. saginata Halkalarinin Elde Edilmesi
Deneylerde Taeniasis saginatah kigilerin herhangi bir antihelmintik kullan-
madan Once diigiirmiig oldugu Taenia halkalan kullanildi. Bu halkalarin viicut digina
¢ikar ¢ikmaz laboratuvarimuza ulagtiriimasi saglandi. Halkalar 6nce Ringer ¢ozeltisi
ile yikanarak digk: artiklan giderildi. Daha sonra bu halkalarin Taenia saginata'ya ait
oldugu saptanarak, ¢caligma giiniine kadar -20 9C'ta saklandi (53).



Sitozol ve Mitokondrinin Elde Edilmesi

Kullamilan Cozeltiler
EDTA (0.005 M) igeren sukroz ¢ozeltisi (0.24 M, pH:7.4)

Deneyin Yapiligt )

EDTA'l1 sukroz ¢Ozeltisinin 10 mL'sinde 1g Taenia halkalarinin
homojenizasyonu ile elde edilen homojenat, santrifiijde 110 g'de +4 °C'ta 10 dk
santrifiij edildi. Hiicre pargaciklarim igeren ¢tkelek atildi ve {istteki sivi kisim 6750
g'de 30 dk santrifiij edildikten sonra, elde edilen dokelti sitozol olarak kullanilmak
izere -20°C'ta saklandi. Mitokondri iceren ¢okelek sukroz ¢ozeltisi ile elle
homojenize edildi. Sonikattrde 3 kere 15 saniye siiren sonikasyon yapildi ve
caligmada kullanilmak iizere -20°C'ta saklandi (53).

Toplam Protein Analizi

Kullanilan Cozeltiler
60 mg Comassie brillant blue (CB) igeren % 3'iik perklorik asit
Albumin ¢dzeltileri

Deneyin Yapihsi

Degisik derigimlerde albiimin ¢ozeltileri hazirlandi. 1 mL CB ile 1 mL albii-
min kanigtrilarak 595 nm'de spektrofotometrede sogurum 8lgiildii. Ayni iglemler
mitokondri ve sitozol 6rneklerine de uygulandi. Protein diizeyleri standart ¢aligma
egrisi yardimryla saptand: (54).

Mitokondri ve Sitozol lle Albendazol, Nikozamid ve Piperazinin Etkilesimlerinin
Spektrofotometrik Olarak incelenmesi ve Fark Spektrumlar
Mitokondri ve sitozol proteinlerine albendazol, niklozamid ve piperazinin
etkisinin aragtirilmas1 amaciyla; mitokondriyal ortamin 50 mL'si 3 mL fosfat tampon
iginde albendazol ve piperazin ¢ozeltileriyle, ayn1 miktardaki sitozol ise, niklozamid
¢Ozeltisiyle etkilestirildi ve spektrofotometrede 200-600 nm dalga boylar arasinda
fark spektrumlar: alindi.
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Malat Dehidrogenaz (MDH) Aktivitesinin Saptanmasi
MDH aktivitesinin saptanmasinda kullanilan ySntem; okzaloasetatin malata
enzimatik olarak ¢evrilmesi sirasinda oksitlenen NADH'1n 340 nm dalga boyunda
azalan sogurumunun spektrofotometrik olarak dlgiimiine dayanmaktadir (55).

QOkzaloasetat + NADH + H*

L-malat + NAD*

Deneylerde Kullanilan Stok Cozeltiler

1. 0.1 M'lik fosfat tampon (pH=7.5)

2. 15 mM'lik okzaloasetat ¢ozeltisi (deney sirasinda hazirlandr)
3. 12 mM'ik NADH (deney sirasinda hazirlandr)

Deney Karigim

Fosfat tampon 2875 uL
Okzaloasetat 50 uL
NADH 25 uL.
Enzim 50 uL

Enzim kaynag: olarak mitokondri fraksiyonu, substrat olarak oksaloasetatin
0.004 mM, 0.008 mM, 0.016 mM, 0.031 mM, 0.062 mM, 0.125 mM, 0.250 mM'lik
¢ozeltileri kullanildi. Deneylerde 25 ©C' ta 3 dakika siireyle sogurum degigimi
kaydedildi.

Ozgiil Aktivitenin Saptanmasi:
Baglangic hizimn dogrusal kesiminden dakikadaki sofurum degigimi AA
bulunarak agagidaki esitlikten enzimin 6zgiil aktivitesi saptandi (55) .

) Vi AA

Ozgiil Aktivite = X
exdxVexCp At

V¢ = Toplam hacim (mL)

Ve =Enzim hacmi (mL)

d =Kiivet kalinlig (cm)

Cp = Protein derigimi (mg mL-1)

¢ =NADH'n molar sogurum katsay1st = 6.22 cm? pmol-!
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Bulunan bu aktiviteler tepkime hizi (V) olarak kabul edildi. Substrat
derigimleri (S), tepkime hizlar1 (V) ve bunlarin tersleri olan 1/S , 1/V degerleri
bulundu.

MDH-Niklozamid Etkilesiminin incelenmesi

Zamanmn Etkisi

Mitokondri ile 0.127 mM'lik niklozamid ¢ozeltisi kanigtirilarak 25 °C'ta 5,
10, 15, 20 dk siireyle etkilestirildi. Farkl: stirelerde etkilegtirilen bu karigimlara 0.250
mM'lik okzaloasetat substrat olarak eklendi. Spektrofotometrede 340 nm'de
sogurumlar1 3 dk siire igersinde 6lgiildii. Enzim aktiviteleri daha dnce anlatildif
sekilde saptandi ve zamana karg: aktivite grafiklendi.

Niklozamid Derisiminin Etkisi

0.032 mM, 0.063 mM ve 0.127 mM'lik niklozamid ¢ozeltileri mitokondri ile
karigtinlip 25 °C'ta 10 dk inkiibe edildikten sonra enzim kayna$ olarak kullamldi.
0.004 mM ile 0.250 mM arasindaki okzaloasetat ¢dzeltileri kullanilarak degigik
substrat derigimlerinde enzim aktivitesi yukaridaki yonteme gore saptandi. Ozgiil
aktivite enzim hizi olarak alinip, enzim hizina (V) karg: substrat derigimi ([S])
grafiklendi. 1/ V 'ye karg1 1 / [S] degerleri kullamilarak Lineweaver-Burk grafigi
cizildi. Buradan enzim i¢in maksimum hiz (Vmax) ve Km degerleri bulundu.

MDH-Albendazol Etkilesiminin Incelenmesi

Zamanmn Etkisi:
0. 633 mM albendazol igeren andazol ¢dzeltisi ile mitokondri karigtirilarak
25 °C'ta inkiibe edildi; 5, 10, 15, 20 dakikalik etkilegimden sonra enzim kaynagi
olarak kullanildi. Yukarida anlatildigs sekilde aktivite saptandi. Zamana karg1 aktivite
- grafiklendi.

Albendazol Derisiminin Etkisi:

0. 158 mM, 0. 316 mM ve 0. 633 mM albendazol igeren andazol ¢dzeltileri
mitokondri ile karigtirihip 25 °C'ta 10 dk inkiibe edildikten sonra enzim kaynag:
olarak kullanild:. 0.004 mM ile 0.250 mM arasindaki okzaloasetat ¢ozeltileri
kullamlarak degisik substrat derisimlerinde enzim aktivitesi yukaridaki yénteme gore
saptand1, Ozgiil aktivite enzim hiz1 olarak alinip, enzim hizina (V) karg1 substrat
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derigimi ([S]) grafiklendi. 1/V'ye karg1 1/[S] degerleri kullamlarak Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi. Buradan enzim i¢in Vmax ve Km degerleri bulundu.

Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivitesinin Saptanmasi
LDH aktivitesinin saptanmasinda kullanilan y6ntem; piruvatin enzimatik
olarak L-laktata doniiglimii sirasinda oksitlenen NADH'1n 340 nm dalga boyundaki
azalan sogurumunun spektrofotometrik olarak Sl¢iimiine dayanir (55).

piruvat + NADH + H* L-laktat + NAD+

Deneylerde Kullanilan Stok Cozeltiler:

1. 0.1M fosfat tampon (pH=7.0)

2. 23 mM sodyum piruvat ¢ozeltisi (deney sirasinda hazirlandi)
3. 12 mM NADH ¢ozeltisi (deney sirasinda hazirlands)

Deney Karigimi:

Fosfat tampon 2875 uL
Piruvat 50 uL
NADH 25 uL
Enzim 50 uL

Enzim kaynag olarak tenya sitozolii, substrat olarak da 0.012 mM, 0.024
mM, 0.048 mM, 0.095 mM, 0.190 mM, 0.380 mM piruvat ¢ozeltileri kullanilda.
Deneylerde 25 °C' ta 3 dakika siireyle sogurum degigimi kaydedildi.

Ozgiil Aktivitenin Saptanmasi:
Baglangig hizinin dogrusal kesiminden dakikadaki sogurum degisimi AA
bulunarak agagidaki esitlikten enzimin $zgiil aktivitesi saptandi (55).
2 AA
Ozgiil Aktivite = X
exdxVex Gy M
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Vi = Toplam hacim (mL)

Ve = Enzim hacmi (mL)

d =Kiivet kalinlifa (cm)

Cp = Protein derigimi (mg mL1)

€ =NADH'm molar sofurum katsayist = 6.22 cm? pumol-1

Bulunan bu aktiviteler tepkime hizi (V) olarak kabul edildi. Substrat
derigimleri (S), tepkime hizlari (V) ve bunlarin tersleri alinarak 1/S, 1/V degerleri
bulundu.

LDH-Niklozamid Etkilesiminin Incelenmesi

Zamanmn Etkisi

0.127 mM niklozamid ¢ozeltisi ile sitozol karigtinlarak 25 °C'ta §, 10, 15,
20 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda bu karigimlarin her birine substrat olarak
0.380 mM'lik piruvatin bulundugu deney karigim eklendi. Yukarida anlatildif: sekilde
aktiviteler saptand: ve zamana karg1 grafiklendi.

Niklozamid Derisiminin EtkKisi

0.032 mM, 0.063 mM ve 0.127 mM niklozamid ¢ozeltileri sitozol ile
kangtirilarak 25 °C'ta 10 dk inkiibe edildikten sonra enzim kaynag olarak kullamldi.
Farkli derigimlerdeki bu enzim kaynagi bulunan ¢é6zeltilere 0.012 mM, 0.024 mM,
0.048 mM, 0.095 mM, 0.190 mM, 0.380 mM piruvat ¢dzeltileri kullanilarak degigik
substrat derigimlerinde enzim aktivitesi yukaridaki yonteme gére saptandi. Ozgiil
aktivite enzim hiz1 olarak alinip, enzim hizina (V) kars: substrat derigimi ([S])
grafiklendi. 1/ V 'ye karg1 1 / [S] degerleri kullamilarak Lineweaver-Burk grafigi
¢izildi. Buradan enzim i¢in maksimum hiz Vmax degerleri bulundu.

LDH-Albendazol Etkilesiminin Incelenmesi

Zamanin Etkisi

0.633 mM albendazol i¢eren andazol ¢ozeltisi ile sitozol karigtirilarak 250C'ta
inkiibe edildi; 5, 10, 15, 20 dakikalik etkilesimden sonra enzim kaynag: olarak
kullamldi. Yukarida anlatildig: sekilde aktivite saptandi. Zamana kargt aktivite
- grafiklendi.



Albendazol Derisiminin Etkisi:

0.158 mM, 0.316 mM ve 0.633 mM albendazol igeren andazol ¢ozeltileri
sitozol ile karigtinhip 25 ©C'ta 10 dk inkiibe edildikten sonra enzim kaynag1 olarak
kullanildi. 0.012 mM ile 0.380 mM arasindaki piruvat ¢ozeltileri kullanilarak degigik
substrat derigimlerinde enzim aktivitesi yukaridaki yénteme gére saptandi. Ozgiil

.aktivite enzim hiz1 olarak alinip, enzim hizina (V) karg: substrat derigimi ([S])
grafiklendi. 1/ V 'ye karst 1 / [S] degerleri kullamilarak Lineweaver-Burk grafigi
cizildi. Buradan enzim igin maksimum hiz Vmax degerleri bulundu.

LDH ve MDH Ile Piperazinin Etkilesimi
Degisik derigimlerde piperazin (3 mM ve 12 mM ve 22 mM) ile sitozol ve
mitokondri etkilegtirilerek yukaridaki deney karigimlarinda LDH ve MDH aktivitesi
hesaplandi.

Hesaplamalar
Hesaplamalar Gwbasic programlama dili ile hazirlanan 6zel bir bilgisayar
programiyla yapildi (56).
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BULGULAR

Calismammzda, T. saginata'nin MDH ve LDH gibi 6nemli iki enzime sahip
olup olmadiginm1 ve niklozamid, albendazol, piperazin gibi antihelmintiklerin bu
enzimler tizerindeki etkilerini aragtirdik. Caligmada elde ettigimiz bulgular ayrn
baghklar altinda agagida verilmigtir.

Toplam Protein Analizi

Degisik derigimlerdeki albiimin ¢ozeltilerinin absorbans degisimini gosteren
standart ¢aligma egrisi Sekil 5'te verildi. Mitokondri ve sitozol protein diizeyleri bu
standart ¢aligma egrisi yardimmyla saptandi.

030
029 |
028 F
027 |

026 |

Absorbans

025 |
024 H

0.23 1

0.22 PR SR S O OO SN W S S Y TR S NUUE WA SN0 SN SN TR TN (S S T W |

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 — .1.2
Protein Derigimi mg mL-!
Sekil 5 : Protein derigimi igin standart galigma egrisi
Mitokondri ve Sitozol fle Albendazol, Niklozamid ve Piperazinin Efkilesiminin
Spektrofotometrik Olarak Incelenmesi ve Fark Spektrumlar

Mitokondri albendazol etkilesimine ait fark spektrumu $ekil 6'da, sitozol
niklozamid etkilesimine ait fark spektrumu Sekil 7'de ve mitokondri piperazin
etkilesimine ait fark spektrumu Sekil 8'de goriildiigii gibidir.
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Sekil 6 : Mitokondri-albendazol etkilegiminin UV-VIS fark spektrumu
Referans: Fosfat tampon ;

Omek :  Fosfat tampon + 0.316 mM Albendazol
Referans: Fosfat tampon + mitokondsi ;

nnnnnn

Omek :  Fosfat tampon + mitokondri + 0.316 mM Albendazol
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§ekil 7 : Sitozol-niklozamid etkilegiminin UV-VIS fark spektrumu
Referans: Fosfat tampon ;
Omek :  Fosfat tampon -+sitozol
------ Referans: Fosfat tampon + 0.127 mM niklozamid ;
Omek :  Fosfat tampon + 0.127 mM niklozamid + sitozol
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Sekil 8 : Mitokondri-piperazin etkilegiminin UV-VIS fark spektrumu
Referans: Fosfat tampon ;

Omek : Fosfat tampon + piperazin
------ Referans: Fosfat tampon + mitokondri;
Omek :  Fosfat tampon + mitokondri + piperazin

Malat Dehidrogenaz (MDH) Aktivitesinin Saptanmasi

MDH aktivitesinin saptanmas: ve bu enzim iizerine niklozamid ve

albendazoliin etkilerinin aragtiriimasi igin yapilan galigmalarda enzim kaynag olarak

Taenia mitokondrisi, substrat olarak 0.004 mM, 0.008 mM, 0.016 mM, 0.031mM,

0.062 mM, 0.125 mM, 0.250 mM okzaloasetat g¢6zeltileri kullanildi. Degisik
stirelerde absorbans degerleri Slgiildii ve degisik substrat (S) derisimlerinde Slgiilen

absorbans degerleri Cizelge 1'de verildi. Bu dlgiimler agagidaki denklemde
kullanilarak enzim 6zgiil aktivitesi hesaplandi. Bulunan bu aktiviteler tepkime hiz

- (V) olarak kabul edildi. ve substrat derigimleri (S), tepkime hizlar1 (V) ve bunlarin

tersleri alinarak bulunan degerler ise (1/S, 1/V) Cizelge 2'de verildi. Cizelge 2'deki

veriler Lineweaver-Burk grafiginin ¢iziminde kullamildi ve bilgisayar programi ile
hesaplanan enzime ait Km ve Vmax degerleri grafik {izerinde gsterildi (Sekil 9).

‘ 3mL AA
Ozgilil Aktivite = X —
6.22 cm? pmol-! x 1cm x 0.05 mL x 0.44 mg mL-1 1dk
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Cizelge 1 : MDH igin elde edilen absorbans degerleri

S/ mM Zaman / dk Absorbans
0.625
0.605
0.587
0.650
0.601
0.556
0.720
0.647
0.574
0.750
0.637

0.528
0.758
0.623
0.494
0.800
0.663
0.526
0.815
0.671
0.533

0.004

0.008

0.016

0.031

0.062

0.125

0.250

N = OIN = O — O = Ol == O N = O N = O

Cizelge 2 : MDH igin hesaplanan substrat derigimi ve tepkime hzi degerleri

/S/mM-| V/umol (dk mg | I/V/dk mg protein
S /mM 1 protein)-1 (umol)-1
0.004 ] 250.0000 0.4165 2.4007
0.008 125.0000 1.0304 0.9705
0.016 62.5000 1.6004 0.6248
0.031 32.2581 2.4334 0.4109
0.062 16.1219 2.8938 , 0.3456
0.125 8.0000 3.0035 0.3329
0.250 4.0000 3.0912 0.3235
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Sekil 9 : MDH igin Lineweaver-Burk Grafigi

MDH igin Vmax degeri 3.00 pwmol (dk mg protein)-! ve Km degeri
0.0166 mM olarak bulundu.
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MDH Niklozamid Etkilesiminin incelenmesi
Zamanin etkisi: Sekil 10'da 0.127 mM niklozamid ¢6zeltisi ile mitokondrinin
250C'taki 5, 10, 15, 20 dakikalik inkiibasyonu sonrasi zamana karg1 aktivite
sonuglar: grafiklendi. Grafikte goriildiigii gibi etkilesim 10 dk iginde
gergeklestiginden, inkiibasyon siiresi olarak 10 dk segildi.

Ozgiil Aktivite / pmol (dk mg protein)-1

Zaman / dk
Sekil 10 : 0.127 mM niklozamidle etkilestirilen MDH aktivitesine inkiibasyon
| zamaninin etkisi

Niklozamid Derisiminin Etkisi: MDH i¢in enzim kayna$i olarak kullanilan
mitokondri, 0.032 mM, 0.063 mM, 0.127 mM niklozamidle etkilegtirilmis degisik
substrat derigimlerinde elde edilen absorbans degerleri ve yukanida anlatildif sekilde
hesaplanan tepkime hiz degerleri sirasiyla agagidaki ¢izelgelerde (Cizelge 3- 8)
verildi. Substrat derigimlerine kargi Michaelis Menten egrileri grafiklendi
(Sekil 11). Her bir niklozamid ¢dzeltisi igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri
Sekil 12, 13 ve 14'de, bulunan Vmax degerleri ise, Cizelge 9'da goriildiigii gibidir.
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Cizelge 3: 0.032 mM niklozamid ile etkilesen MDH igin absorbans degerleri

S/mM Zaman / dk Absorbans
0.630
0.610
0.590
0.720
0.667
0.620
0.780
0.680
0.582
0.799
0.662
0.525
0.820
0.662
0.506
0.830
0.660
0.492
0.835
0.665
0.495

0.004

0.008

0.016

0.031

0.062

0.125

N= O = O = O = O N = O = O = O

0.250

Cizelge 4 : 0.032 mM niklozamidle etkilesen MDH i¢in hesaplanan substrat

derigimi ve tepkime hizi degerleri
1/S/mM-| V/umol (dk mg [ 1/V/dk mg protein
S/ mM 1 protein)-1 (-lmol)-1
0.004 ] 250.0000 0.4380 2.2807
0.008 125.0000 1.0960 0.9123
0.016 62.5000 2.1700 0.4607
0.031 32.2581 3.0035 0.3329
0.062_| 16.1219 3.4419 0.2905
0.125 8.0000 3.7050 0.2699
0.250 4.0000 3.7269 0.2683
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Cizelge 5 : 0.063 mM niklozamidle etkilesen MDH igin absorbans degerleri

S/ mM Zaman / dk Absorbans
0.600
0.530
0.464
0.650
0.559
0.468
0.680
0.555
0.434
0.756
0.592
0.428
0.760
0.558
0.358
0.765
0.553
0.345
0.780
0.568
0.356

0.004

0.008

0.016

0.031

0.062

0.125

0.250

RO, OO~ O — Ol N = O N — O

Cizelge 6 : 0.063 mM niklozamidle etkilesen MDH igin hesaplanan substrat

derigimi ve tepkime hizi degerleri
1/S/mM-{ V/umol (dk mg [ 1/V/dk mg protein
S /mM 1 protein)-1 (umol)-1
0.004 | 250.0000 1.4907 0.6708
0.008 | 125.0000 1.9950 0.5012
0.016 62.5000 2.6965 ‘ 0.3708
0.031 32.2581 3.5954 0.2781
0.062 16.1219 4.4066 0.2269
0.125 8.0000 4.6039 0.2172
0.250 4.0000 4.6477 0.2152
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Cizelge 7 : 0.127 mM niklozamidle etkilesen MDH igin absorbans degerleri

S/ mM Zaman / dk Absorbans
0 0.630
0.004 1 0.555
0.480
0.650
0.543
0.440
0.695
0.515
0.339
0.720
0.637
0.528
0.745
0.492
0.264
0.751
0.494
0.293
0.780
0.522
0.264

0.008

0.016

0.031

0.062

0.125

0.250

NN~ O = O = O — O — O

Cizelge 8 : 0.127 mM niklozamidle etkilesen MDH igin hesaplanan substrat

derigimi ve tepkime iz degerleri
1S/ mM-| V/umol (dk mg | 1/V/dk mg protein
S/mM 1 protein)-1 (umol)-1
0.004 | 250.0000 1.6442 0.6082
0.008 125.0000 2.3019 0.4344
0.016 62.5000 3.9023 0.2563
0.031 32.2581 4.9985 0.2001
0.062 16.1219 5.5027 0.1817
0.125 8.0000 5.6123 ' 0.1782
0.250 4.0000 5.6562 0.1768
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Sekil 11: MDH - Niklozamid etkilesiminde Michaelis Menten egrileri
® :Enzim ; 4 :0.032 mM niklozamid ;
m : 0.063 mM niklozamid ; & :0.127 mM niklozamid
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Sekil 12 : 0.032 mM niklozamid ile etkilegtirilen MDH igin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 13 : 0.063 mM niklozamid ile etkilestirilen MDH igin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 14 : 0.127 mM niklozamid ile etkilegtirilen MDH i¢in Lineweaver-Burk
grafigi

" Cizelge 9 : Degisik niklozamid ¢ozeltileri ile etkilegsimde MDH igin Vmax degerleri

Niklozamid Derigimi / | Vmax / pumol (dk mg
mM protein)-1
0.000 3.00
0.032 3.70 .
0.063 4.60
0.127 5.80
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MDH Albendazol Etkilesiminin Incelenmesi
Zamanin etkisi: Sekil 15'te 0.633 mM albendazol ¢ozeltisi ile mitokondrinin
25°C'ta 5, 10, 15, 20 dakikalik inkiibasyonu sonras: zamana karg1 aktivite sonuglart
grafik halinde verildi. Grafikte goriildiigii gibi etkilesim 10 dk iginde gergeklesti, bu
nedenle de inkiibasyon siiresi olarak 10 dk segildi.

5

= I

~~ 4 o

=

=] L —®

oh

&

Y

=

=

g

2

=

=

<

i
O

0 PYREES W TR SUNUN NN TN WY T SN N SUN S TN T SN S T S S NS S S 1 :
0 5 10 15 20 25
zaman / dk
Sekil 15 : 0.633 mM albendazol ile etkilesimde MDH aktivitesine inkiibasyon
zamamnn etkisi

Albendazol Derisiminin Etkisi: MDH igin enzim kaynafi olan
mitokondri 0.158 mM, 0.316 mM, 0.633 mM albendazol ile etkilestirildi, degisik
" substrat derigimlerinde elde edilen absorbans degerleri ve yukarida anlatildif: gekilde
besaplanan tepkime hiz degerleri sirasiyla agagidaki ¢izelgelerde (Cizelge 10-15);
substrat derigimlerine karg1 Michaelis Menten egrileri Sekil 16'da, her bir albendazol
¢Ozeltisi igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri de Sekil 17,18,19' da verildi.
Bulunan Vmax degerleri Cizelgel6'da goriildiigii gibidir.
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Cizelge 10 : 0.158 mM albendazol ile etkilesen MDH igin absorbans degerleri

S/ mM Zaman / dk Absorbans
0.703
0.671
0.639
0.715
0.658
0.605
0.850
0.732
0.622
0.862
0.734
0.606
0.885
0.738
0.601
0.892
0.745
0.600
0.895
0.748
0.601

0.004

0.008

0.016

0.031

0.062

0.125

0.250

N = N s O = O = O = O N = SO NI = O

Cizelge 11 : 0.158 mM albendazol ile etkilesen MDH igin hesaplanan substrat

derigimi ve tepkime hizi degerleri
S/mM | US/mM-| V/umol (dkmg | 1/V/dk mg protein
1 protein)-1 (mol)-1
0.004 | 250.0000 0.7015 1.4254
0.008 125.0000 1.2057 0.8293
0.016 62.5000 2.4992 0.5000
0.031 32.2581 2.8061 0.3564
0.062 16.1219 3.1131 0.3212
0.125 8.0000 3.2008 0.3124
0.250 4.0000 3.2227 0.3103
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Cizelge 12 : 0.316 mM albendazol ile etkilesen MDH i¢in absorbans degerleri

S/ mM Zaman / dk Absorbans
0.725
0.676
0.633
0.768
0.695
0.622
0.825
0.707
0.593
0.850
0.714
0.578
0.920
0.769
0.618
0.925
0.768
0.615
0.932
0.773
0.616

0.004

0.008

0.016

0.031

0.062

0.125

0.250

N=CIM—~,OINN R, O = OIN = O = O — O

Cizelge 13 : 0.316 mM albendazol ile etkilegen MDH igin hesaplanan substrat
derigimi ve tepkime hizi degerleri

S/mM | VS /mm-| Y/umol (dk mg | 1/V/dk mg protein
1 protein)-1 (wmel)-1
0.004 | 250.0000 1.0084 0.9916
0.008 125.0000 1.6004 0.6248
0.016 62.5000 2.5431 0.3932
0.031 32.2581 2.9815 0.3354
0.062 16.1219 3.3104 4 0.3021
0.125 8.0000 3.3981 0.2943
0.250 4.0000 3.4639 0.2887
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Cizelge 14 : 0.633 mM albendazol ile etkilesen MDH igin absorbans degerleri

S/mM Zaman / dk Absorbans
0 0.712
0.004 1 0.668
0.630
0.812
0.724
0.638
0.928
0.792
0.656
0.931
0.773
0.621
0.982
0.818
0.654
0.992
0.823
0.658
0.991
0.822
0.655

0.008

0.016

0.031

0.062

0.125

0.250

N=OINN= O~ O~ O = O — O

Cizelge 15 : 0.633 mM albendazol ile etkilesen MDH igin hesaplanan substrat
derigimi ve tepkime hiz: degerleri

S/mM | US/mm-| V/umol (dk mg | 1/v/dk mg protein
1 protein)-1 (umol)-1
0.004 | 250.0000 0.8988 1.1125
0.008 125.0000 1.9073 0.5243
0.016 62.5000 2.9815 0.3354
0.031 32.2581 3.3981 , 0.2943
0.062 16.1219 3.5954 0.2781
0.125 8.0000 3.6612 . 0.2731
0.250 4.0000 3.6831 0.2715

44



40

V pmol (dk mg protein)-1

0.0 PR NS SHEE N U S TR TR WU U SUNE TG SUN U SNNS TUNY NN SHNT SN NN S N T TN A S S T

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 030

S /mM

Jekil 16 : MDH - Albendazol etkilegsiminde Michaelis Menten egrileri
® :Enzim ; m :0.158 mM albendazol ;
¢ :0.316 mM albendazol ; 4 :0.633 mM albendazol
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Sekil 17 : 0.158 mM albendazol ile etkilestirilen MDH igin Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 18 : 0.316 mM albendazol ile etkilestirilen MDH igin Lineweaver-Burk

grafigi
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Sekil 19 : 0.633 mM albendazol ile etkilegtirilen MDH i¢in Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 16 : Degisik albendazol ¢ozeltileri ile etkilesimde MDH igin Vmax

degerleri
Albendazol Derigim Vmax / umol (dk mg
mM protein)-1
0.000 3.00
0.158 3.30
0.316 3.45_
0.633 3.46
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Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivitesinin saptanmasi

LDH aktivitesinin saptanmasi ve bu enzim iizerine niklozamid ve
- albendazoliin etkilerinin aragtirilmast i¢in yapilan galigmalarda enzim kaynag olarak
T. saginata sitozolii, substrat olarak 0.012 mM, 0.024 mM, 0.048 mM, 0.095 mM,
0.190 mM, 0.380 mM piruvat ¢ozeltileri kullanildi. Degisik siirelerde absorbans
degerleri dl¢iildii ve degisik substrat (S) derisimlerinde olgiilen absorbans degerleri
Cizelge 17'de verildi. Bu 8lgiimler agagidaki denklemde kullanilarak enzimin 6zgiil
aktivitesi hesaplandi. Bulunan bu aktiviteler tepkime hiz1 (V) olarak kabul edilerek,
substrat derigimleri (S), tepkime hizlar1 (V) ve bunlarin tersleri alinarak bulunan
degerler (1/S ve 1/V) Cizelge 18'de verildi. Cizelge 18'deki veriler Lineweaver-Burk
grafiginin ¢iziminde kullanildi ve yine kullandifimiz bilgisayar programu ile
hesaplanan enzime ait Km ve Vmax degerleri grafik iizerinde gosterildi (Sekil 20).

3mL AA
Ozgiil Aktivite = ' X —
‘ 6.22 cm? ymol-! x lem x 0.05 mL x 12.8 mg mL-! 1dk
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Cizelge 17 : LDH igin absorbans degerleri

Derisim/ mM | Zaman / dk Absorbans
0.643
0.637
0.633
0.673
0.662
0.651
0.843
0.823
0.805
0.845
0.817
0.789
0.916
0.789
0.846
0.920
0.881
0.844

0.012

0.024

0.048

0.095

0.190

0.380

N = O == O = O = O = O N = O

Cizelge 18 : LDH igin hesaplanan substrat derigimi ve tepkime hizi degerleri

S/mM | 1/S/mM-| V/umol (dk mg | 1/V/dk mg protein
1 protein)-1 (wmol)-1
0.012 83.33 0.0037 265.38
0.024 41.66 0.0082 120.63
0.048 20.83 0.0143 69.84
0.095 10.53 0.0211 47.84
0.190 5.26 0.0263 37.91
0.380 2.63 0.0286 3491
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Sekil 20 : LDH i¢in Lineweaver-Burk Grafigi

LDH igin Vmax deeri 0.028 pmol (dk mg protein)-! ve Km degeri
0.055 mM olarak bulundu.
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LDH Niklozamid Etkilesiminin Incelenmesi
Zamanin etkisi: Sekil 21'de 0.127 mM niklozamid ¢ozeltisi ile sitozoliin 25°C'ta
5, 10, 15, 20 dakikalik inkiibasyonu sonras: zamana kargi aktivite sonuglar1 grafik
halinde verildi. Grafikte gériildiigii gibi etkilegsim 10 dk iginde gergeklestiginden,
inkiibasyon siiresi olarak 10 dk segildi.
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ekil 21 : 0.127 mM niklozamit ile etkilestirilen LDH aktivitesine inkiibasyon
$ Yy
zamammn etkisi

Niklozamid Derisiminin Etkisi: LDH icin enzim kayna$i olan sitozol,
0.032 mM, 0.063 mM, 0.127 mM niklozamidle etkilestirildi; degisik substrat
derisimlerinde elde edilen absorbans degerleri ve yukarida anlatildif: sekilde
hesaplanan tepkime hiz degerleri sirasiyla agagidaki ¢izelgelerde (Cizelge 19-24);
substrat derigimlerine karg1 ¢izilen Michaelis Menten egrileri Sekil 22'de, her bir
niklozamid i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri ise, Sekil 23, 24 ve 25'te verildi.
Bulunan Vmax degerleri Cizelge 25'tedir.
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Cizelge 19 : 0.032 mM niklozamid ile etkilegen LDH igin absorbans degerleri

Derisim / mM | Zaman / dk Absorbans
0.685
0.678
0.671
0.692
0.676
0.662
0.700
0.676
0.652
0.712
0.679
0.652
0.720
0.681
0.646
0.732
0.692
0.652

0.012

0.024

0.048

0.095

0.190

0.380

N = OO =N = O = O = O

Cizelge 20 : 0.032 mM niklozamidile etkilegsen LDH igin hesaplanan substrat
derigimi ve tepkime hiz1 deierleri

S/mM | VS/mm-| V/pmol (dk mg | 1/v/dk mg protein
1 protein)-1 (umol)-1
0.012 83.33 0.0053 189.56
0.024 41.66 0.0113 88.46
0.048 20.83 0.0180 ‘ 55.29
0.095 10.53 0.0226 44.23
0.100 | 5.6 0.0278 3586
0.380 2.63 0.0301 33.17
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Cizelge 21 : 0.063 mM niklozamid ile etkilegen LDH igin absorbans degerleri

Derisim / mM | Zaman / dk Absorbans
0.708
0.695
0.682
0.709
0.686
0.669
0.722
0.689
0.662
0.725
0.688
0.651
0.738
0.692
0.650
0.755
0.708
0.661

0.012

0.024

0.048

0.095

0.190

0.380

N=OIN=LOIN = OIN = O = Ol = O

Cizelge 22 : 0.063 mM niklozamid ile etkilesen LLDH igin hesaplanan substrat

derigimi ve tepkime iz degerleri
S/mM | VS/mM-| V/umol (dk mg | 1/V/dk mg protein
1 protein)-1 (umol)-1
0.012 83.33" 0.0098 102.07
0024 | 41.66 0.0150 66.35
0.048 20.83 0.0226 44.23
0.095 10.53 0.0278 35.86
0.190 5.26 0.0331 30.16
0.380 2.63 0.0354 28.23
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Cizelge 23 : 0.127 mM niklozamid ile etkilesen LDH igin absorbans degerleri

Derisim / mM | Zaman / dk Absorbans
0.815
0.789
0.767
0.822

- 0.788
0.762
0.838
0.798
0.758
0.875
0.826
0.779
0.902
0.846
0.790
0.905
0.845
0.787

0.012

0.024

0.048

0.095

0.190

0.380

N = O = O = O — O N = O N == O

Cizelge 24 : 0.127 mM niklozamid ile etkilesen LDH igin hesaplanan substrat

derigimi ve tepkime hiz1 degerleri
S/mM | 1S/mM-| V/umol (dk mg | 1/V/dk mg protein
1 protein)-1 (wmol)-1
0.012 83.33 0.0180 55.29
0.024 41.66 0.0226 4423
0048 | 2083 0.0301 33,17
0.095 10.53 0.0361 27.64
0.190 5.26 0.0422 23.69
0.380 2.63 0.0444 22.49
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Sekil 22 : LDH - Niklozamid etkilegiminde Michaelis Menten egrileri
® :Enzim ; m :0.032 mM niklozamid ;
A :0.0.063 mM niklozamid ; ¢ :0.127 mM niklozamid
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Sekil 23 : 0.032 mM niklozamid ile etkilestirilen LDH i¢in Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 24 : 0.063 mM niklozamid ile etkilegtirilen LDH igin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 25 : 0.127 mM niklozamid ile etkilestirilen LDH i¢in Lineweaver-Burk
grafigi

Cizelge 25 : Degisik niklozamid ¢izeltileri ile etkilesimde LDH i¢in Vmax

degerleri
Niklozamid Derigimi vmax / pumol (dk mg
mM protein)-1
0.000 0.028
0.032 0.030
0.063 0.036
0.127 0.045
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LDH Albendazol Etkilesiminin Incelenmesi:
Zamanm etkisi: Sekil 26'da 0.633 mM albendazol gézeltisi ile sitozoliin 25°C'ta 5,
10, 15, 20 dakikalik inkiibasyonu sonrasi zamana karg: aktivite sonuglan grafik
halinde verildi. Grafikte goriildiigii gibi etkilesim 10 dk i¢inde gergeklestigi igin
inkiibasyon siiresi olarak 10 dk se¢ildi.
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Zaman / dk
Sekil 26: 0.633 mM albendazol ile etkilestirilen LDH aktivitesine inkiibasyon
zamaninin etkisi

' Albendazol Derisiminin Etkisi: LDH i¢in enzim kaynag: olan sitozol ,
0.158 mM, 0.316 mM, 0.633 mM albendazol ile etkilestirilmig, degisik substrat
derigimlerinde elde edilen absorbans degerleri ve yukarida anlatildig sekilde
hesaplanan tepkime hiz degerleri sirasiyla agagidaki gizelgelerde (Cizelge 26-31)
verildi. Substrat derigimlerine karsi Michaelis Menten egrileri gizilerek (Sekil 27),
her bir albendazol i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 28, 29, 30'da
gosterildi. Bulunan Vmax degerleri Cizelge 32'dedir.
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-Cizelge 26 : 0.158 mM albendazol ile etkiligen LDH igin absorbans degerleri

Derigim / mM | Zaman / dk Absorbans
0.612
0.602
0.594
0.728
0.710
0.696
0.730
0.706
0.682
0.800
0.765
0.736
0.850
0.809
0.772
0.860
0.820
0.780

0.012

0.024

0.048

0.095

0.190

0.380

N = O = O = O N = O — O N — O

Cizelge 27 : 0.158 mM albendazol ile etkilesen LDH igin hesaplanan substrat

derigimi ve tepkime hiza degerleri
S/mM |VS/mM-| V/umol (dk mg | 1/V/dk mg protein
1 protein)-1 (wmol)-1
0012 | 83.33 0.0063 4744
0.024 41.66 0.0121 82.93
0.048 20.83 0.0181 55.29
0.005 | 10.53 0.0241 4147
0.190 536 0.0204 34,00
0.380 2.63 0.0301 33.17
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Cizelge 28 : 0.316 mM albendazol ile etkilesen LDH igin absorbans degerleri

Derisim / mM | Zaman / dk Absorbans
0.615
0.601
0.591
0.620
0.601
0.582
0.720
0.691
0.666
0.732
0.692
0.654
0.750
0.706
0.662
0.755
0.709
0.665

0.012

0.024

0.048

0.095

0.190

0.380

N = OIN = O = O = O = O — O

Cizelge 29 : 0.316 mM albendazol ile etkilesen LDH i¢in hesaplanan substrat
~ derigimi ve tepkime hiz1 degerleri

S/mM | VS/mM-| V/umol (dk mg | 1/V/dk mg protein
1 protein)-1 (umol)-1
0.012 83.33 0.0090 110.58
0.024 41.66 0.0143 69.83
0.048 20.83 0.0203 49.15
0.095 10.53 0.0293 34.02
0.190 5.26 0.0331 30.16
0.380 2.63 0.0339 29.49
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Cizelge 30 : 0.633 mM albendazol ile etkilesen LDH igin absorbans degerleri

Derigim / mM | Zaman / dk Absorbans
0 0.650
0.012 1 0.637
0.624
0.655
0.629
0.607
0.685
0.653
0.621
0.732
0.686
0.644
0.758
0.705
0.654
0.832
0.775
0.720

0.024

0.048

0.095

0.190

0.380

N = O = O = O == O = O N

~ Cizelge 31: 0.633 mM albendazol ile etkilesen LDH igin hesaplanan substrat
derisimi ve tepkime hizi degerleri

S/mM | US/mm-| V/umol (dk mg | 1/v / dk mg protein
1 protein)-1 (wmol)-1
0.012 83.33 0.0098 102.07
0.024 41.66 0.0181 35.29
0.048 20.83 0.0241 41.47
0.095 10.53 0.0332 30.16
0.190 5.26 0.0392 25.52
0.380 2.63 0.0422 23.69
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V pmol (dk mg protein)-1
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Sekil 27 : LDH - albendazol etkilesiminde Michaelis Menten egrileri

® : Enzim ; m :0.158 mM albendazol ;
¢ :0.316 mM albendazol ; 4 :0.633 mM albendazol
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Sekil 28 : 0.158mM albendazol ile etkilestirilen LDH i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 29 : 0.316 mM albendazol ile etkilegtirilen LDH igin Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 30 : 0.633 mM albendazol ile etkilestirilen LDH igin Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 32 : Degisik albendazol ¢ozeltileri ile etkilesimde LDH i¢in Vmax degerleri

Albendazol Derigimi / | Vmax / imol (dk mg
mM protein)-1
0.000 0.028
0.158 0.030
0.316 0.035
0.633 0.042
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LDH ve MDH Ile Piperazinin Etkilesimi
3 mM, 12 mM, 22 mM piperazin ¢dzeltileri ile sitozol ve mitokondri
“etkilestirilerek yapilan deneylerde enzimlerle piperazin arasinda bir etkilesim
gozlenmemigtir,
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TARTISMA ve SONUCLAR

Parazit helmintlerdeki karbohidrat yikiminin en 6nemli 6zelligi, indirgenmig
organik son {iriinlerin iiretimi ve bu durumun aerobik kogullar altinda bile kalici
olmasidir. Karbohidratlar, helmintlerin parazitik dénemlerinde temel enerji
kaynagidir. Enerji glukoz ve glikojenin katabolize edilmesiyle sa§lanmaktad1r.
Karbohidrat katabolizmas: sirasinda glukoz, glikolizisle PEP'a kadar pargalamr. PEP,
ya fosforilasyonla piriivata ve daha sonra piriivatin indirgenmesiyle laktata doniisiir,
ya da karboksikinazla oksaloasetata gevrilir. Oksaloasetat ise, sitoplazmik MDH ile
malata indirgenir. Malatin mitokondri igine girmesiyle de asetat veya siiksinat
meydana gelir (51).

Simdiye kadar birgok sestodun karbohidrat metabolizmas: ve
metabolizma sonunda olugan {iriinler aragtirilmugtir. Bu aragtirmalarin bazilarinda
elde edilen sonuglar §dyledir; Diphyllobothrium dentriticum'un erigkin sekli ve
ploroserkoidinde aerobik ve anaerobik ortamda, siiksinat ve laktat, erigkin
E. granulosus'da aerop ve anaerop ortamda siiksinat, laktat ve asetat; bu
parazitin larvasinda aerop ortamda laktat, piriivat, asetat, siiksinat ve etanol; anaerop
ortamda, piriivat hari¢ aerop ortamda iiretilenler saptanms, H. diminuta'da aerop
ortamda laktat, asetat, siiksinat; anaerop ortamda, daha fazla siiksinat meydana
gelmis ve T. taeniaeformis'in erigkin seklinde aerop ortamda laktat, asetat, piriivat,
siiksinat ve etanol, anaerop ortamda ise, daha fazla oranda siiksinat ile aerob ortamda
iiretilenler saptanmugtir. Farkl: cinsteki sestodlarin enerji metabolizmalar1 sonunda
olugan iiriinlere goére bu sestodlarda benzer metabolik yollarin oldugu
sOylenmektedir. Ayrica larval ve erigkin donemde olugan son {iriinlerin farkl
olabilecegi, bunun nedeninin parazitlerin evrim donemlerini gecirdikleri ortama gore
metabolizmalarini da degistirmelerinden kaynaklandig bildirilmektedir (5) .

Sestodlarmn karbohidrat metabolizmalar1 ve metabolizma sonunda olugan
{irlinleri aragtiran ¢aligmalarin yanisira, bu gruptaki canlilarin diger hiicresel
faaliyetleri ve enzimlerinin §zelliklerini de aragtiran ¢aligmalar yapilmigtir.
Ornegin, Zenka ve arkadaginmn 7. crassiceps sistiserkusunun sitokrom bilegenlerini
inceledikleri bir caligmada, bu parazitte sitokrom b, sitokrom c ve sitokrom aa3'iin
varhifini saptamiglardir (18). Cheah''n yapmis oldugu bir  aragtirmada,



M.expansa'dan izole edilen mitokondrinin 6zellikleri incelenmis, parazit
mitokondrisinin memeli mitokondrisiyle yapisal olarak benzer oldugu ve bagirsak
parazitlerinin de diigiik O bulunan gevrelere uyum saglamak igin klasik memeli
solunum zincirinin farkli bir gekline sahip olduklan 6ne siirlilmiigtiir (57). Zenka
ve arkadagimin yaptiklari diger bir ¢aligmada, 7. crassiceps sistiserkusunun
mitokondriyasinda NADPH/NAD ve NADH/NAD transhidrogenazlar1 arag-tirilmig
ve bu farkli enzim sistemlerinin aktiviteleri bulunmugtur (58). Fioravanti'nin yaptifi
bir aragtirmada, Hymenolepis microstoma'nin erigkin seklinde malik enzim ve
transhidrogenaz aktiviteleri incelenmis, Pappas ve Schroeder'in ayni canliyla
yaptiklar1 bagka bir caligmada ise, MDH, LDH aktiviteleri saptanmustir (9). Cheah
Taenia hydatigena'nin siiksinat oksidaz sistemini aragtirmigs ve memelilerdeki
sitokrom sisteminden farkl: bir sistem bulmugtur (59).

Cesitli parazit helmintlerde MDH enzimi ve bu enzimin 6zellikleri
aragtirilmigtir. Zenka ve arkadasi Taenia crassiceps larvasimn sitoplazma ve
mitokondrisinde MDH, ME, SDH ve fumarat rediiktaz aktivitelerini aragtirmiglar bu
parazitin sitoplazmik MDH aktivitesini 0.1235 umol (dk mg protein)-1,
mitokondriyal MDH aktivitesini ise, 84 pmol (dk mg protein)-! olarak
saptamiglardir, Bu sonuca gore sitoplazmik MDH aktivitesinin mitokondriyal MDH
aktivitesinden 1.47 kere daha fazla oldugunu bildirmiglerdir (60).

Yine Zenka ve arkadaginin 7. crassiceps sistiserkusundaki sitoplazmik ve
mitokondriyal ME ve MDH enzimlerinin 6zelliklerini aragtirdiklar: bir ¢aligmada,
sitoplazmik MDH aktivitesinin mitokondriyal MDH aktivitesinden 1.47 kere daha
fazla oldugunu, mitokondrideki ME aktivitesinin ise, sitoplazmadaki ME
aktivitesinden daha fazla oldugunu saptamiglardir. Aragtiricilar ayrica, MDH ve
ME'nin mitokondride 5 izoenziminin oldufunu; bu enzimlerin sitoplazmada, 7
izoenziminin bulundugu ne stirmiiglerdir (61) .

Zenka ve arkadaginin T. crassiceps'in sistiserkusunun sMDH'sim
saflagtirarak, bu enzimin temel kinetik 6zelliklerini belirledikleri bir ¢aligmada
oksaloasetat icin MDH enzimin Km degerini 7.8x10-5 M ve enzimin optimum pH'
6- 8.5 olarak bildirmiglerdir. Bagka bir ¢aligmada ise, S. mansoni'nin MDH enzimi
icin Km degerini 4x10-5 olarak saptamiglardir (62) .

Caligmamizda ise, MDH aktivitesinin saptanmasl i¢in enzim kaynagi olarak
mitokondriyal homojenat kullanilmigtir. MDH'nin Vmax degeri 3.00 pmol (dk mg
protein)-! ve Km degeri 0.0166 mM olarak bulunmugtur (Sekil 9).
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Farkli aragtiricilar tarafindan yapilan galigmalarda parazitlerdeki LDH
enziminin varhi aragtinlmusg, A. lumbricoides'in erigkin seklinin kasinda LDH
aktivitesi 143 nmol (dk mg protein)-1, H. diminuta'mn erigkin seklinin sitozoliinde
353 nmol (dk mg protein)-1, Litomosoides carinii'nin eriskin seklinde 1365 nmol
(dk mg protein)-! ve Ascaridia galli'nin erigkin seklinin sitozoliinde 6.1 nmol (dk
mg protein)-1 protein bulunmugtur (4).

Caligmamizda LDH aktivitesinin bulunmasinda enzim kaynagi olarak
T. saginata sitozolii kullamilmuigtir. LDH'nin Vmax degeri 0.028 umol (dk mg
protein)-! ve Km degeri 0.055 mM olarak bulunmugtur (Sekil 20).7. saginata'mn
erigkin geklinde bulunan MDH ve LDH enziminlerinin aktivitelerini aragtiran
galigmalar bulunamadigindan, ¢alisma sonuglarimiz bagka sonuglarla
kargilagtmlamamaktadur.

Deneylerimiz sirasinda MDH ve LDH ile etkilesimde kullanilacak
niklozamid ve albendazol ¢6zeltileri derigik olarak hazirlanmig ancak bunlarla yapilan
caligmalarda aktivite ¢ok yiiksek oldugundan spektrofotometrik olarak
incelenememistir. Bu ¢ozeltiler siirekli olarak seyreltilmig ve ti¢ farkli derigim
segilmigtir. Deneylerde kullanilan albendazol, niklozamid ve piperazinin mitokondri
ve sitozol fraksiyonlariyla etkilesime girip girmedikleri UV-VIS fark spektrumlar ile
incelenmigtir. Sekil 6'daki mitokondri albendazol spektrumda albendazole ait
piklerin yiiksekliginin azalmasi ve dalga boyu kaymasi onun mitokondrideki degisik
proteinleri baglahmglnln bir gostergesi olarak kabul edilmigtir, Sekil 7'deki sitozol
niklozamid etkilegim spektrumunda sitozoldeki protein pikinin azalmasi ve dalga
boyu kaymas: niklozamidin buradaki proteinlere baglandigin1 gdstermektedir.
Sekil 8'de mitokondri piperazin etkilesim spektrumunda ise bir degisiklik
goriilmemektedir. Bu da piperazinin proteinlerle etkilesmediginin bir kamtidir.

Niklozamid MDH etkilegimi Sekil 10'da goriildiigi gibi 10 dk iginde
tamamlanmaktadir. Etkilegimin aktivasyon mu yoksa inhibisyon mu oldugunun
anlagilmasi i¢in 0.032 mM, 0.063 mM, 0.127 mM derigimlerdeki niklozamidle
MDH etkilegimi incelenmigtir. Sekil 11'de substrat derigimlerine karg: Michaelis
Menten egrileri niklozamidin MDH enzimini aktive ettifini gostermektedir. Her bir
niklozamid ¢ozeltisi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafiklerinin (Sekil 12, 13 ve
14) incelenmesi ve bunlara bagh olarak yapilan hesaplamalar sonucu 3 pmol (dk
mg protein)-! bulunan Vmax degerinin, 0.032 mM'lik niklozamid ile 3.70 umol
(dk mg protein)-1, 0.063 mM niklozamid ile 4.60 umol (dk mg protein)-! ve
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0.127mM niklozamid ile 5.80 pmol (dk mg protein)-! degerlerine yiikseldigi
bulunmugtur.

Albendazol, MDH etkilesimi Sekil 10'dan goriildiigii gibi 10 dk iginde
tamamlanmaktadir. Etkilegimin aktivasyon mu yoksa inhibisyon mu oldugunun
anlagiimasi igin 0.158 mM, 0.316 mM, 0.633 mM derigimlerdeki albendazol
MDH etkilesimi incelenmigtir. Sekil 16'da substrat derigimlerine kargi Michaelis
Menten egrileri albendazoliin MDH enzimini aktive ettifini gostermektedir. Her bir
albendazol ¢ozeltisi igin gizilen Lineweaver-Burk grafiklerinin (Sekil 17, 18 ve
19) incelenmesi ve bunlara baghh olarak yapilan hesaplamalar sonucu
3.00 umol (dk mg protein)-! olan Vmax degeri, 0.158 mM albendazol ile 3.30
umol (dk mg protein)-1, 0.316 mM albendazol ile 3.45 umol (dk mg protein)-! ve
0.633 mM albendazol ile 3.46 umol (dk mg protein)-! degerlerine arttig
bulunmugtur.

Niklozamid LLDH etkilesimi Sekil 21'den goriildtigii gibi 10 dk icinde
tamamlanmaktadir. Etkilesimin aktivasyon mu yoksa inhibisyon mu oldugunun
anlagilmasi igin 0.032 mM, 0.063 mM, 0.127 mM derigimlerdeki niklozamitle
LDH etkilesimi incelenmigtir. Sekil 22'de substrat derigimlerine karsi Michaelis
Menten egrileri niklozamitin LDH enzimini aktive ettigini gostermektedir. Her bir
niklozamid ¢6zeltisi igin ¢gizilen Lineweaver-Burk grafiklerinin (Sekil 23, 24 ve
25) incelenmesi ve bunlara bagli olarak yapilan hesaplamalar sonucu
0.028 umol (dk mg protein)-! bulunan Vmax degerinin, 0.032 mM niklozamid ile
0.030 wmol (dk mg protein)-1, 0.063 mM niklozamidile 0.036 pumol (dk mg
protein)-1 ve 0.127 mM niklozamid ile 0.045 wmol (dk mg protein)-! degerlerine
arttif1 bulunmugtur.

Albendazol, LDH etkilegimi Sekil 26'dan goriildiigii gibi 10 dk iginde
tamamlanmaktadir. Etkilesimin aktivasyon mu yoksa inhibisyon mu oldugunun
anlagilmasi i¢in 0.158 mM, 0.316 mM, 0.633 mM derigimlerdeki albendazol LDH
etkilesimi incelenmigtir.Sekil 27'de substrat derigimlerine karsi Michaelis Menten
egrileri albendazoliin LDH enzimini aktive ettiini gostermektedir. Her bir
albendazol ¢ozeltisi igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafiklerinin ($ekil 28, 29 ve 30)
incelenmesi ve bunlara baglh olarak yapilan hesaplamalar sonucu 0.028 pimol (dk mg
protein)-1 olan Vmax degerinin, 0.158 mM albendazol ile 0.030 umol (dk mg
protein)-1, 0.316 mM albendazol ile 0.035 umol (dk mg protein)-1 ve 0.633 mM
albendazol ile 0.042 mol (dk mg protein)-! degerlerine arttif1 bulunmugtur.
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Degisik derigimlerde hazirlanan piperazin ¢ézeltileri ile sitozol ve mitokondri
homojenatlarinin etkilestirilmesi sonucunda, enzim aktivitelerinde bir degisim
gbzlenmemigtir.

Birgok helmint tizerinde farkli antihelmintiklerin etki gekli aragtirilmig ve bu
ilaglarin helmintlerin enzimlerine olan etkileri incelenmigtir. Bu amagla Tejada ve
arkadaglan tarafindan yapilan albendazol, parbendazol, mebendazol ve thiabendazol
gibi benzimidazollerin A. suum, F. hepatica ve M. expansa'nn sitoplazmik MDH ve
mitokondriyal MDH enzim aktivitelerine etkilerinin aragtirtldig bir ¢aligmada, bu
enzimlerin en yiiksek oranda mebendazolle inhibe edildigi bulunmusg, albendazoliin
A. suum'un enzimlerini %50, F. hepatica'daki enzimleri % 63, M. expansa'daki
enzimleri %100 oraninda inhibe ettigi, parbendazoliin enzimler iizerinde inhibitdr
etki yapti1 ve thiabendazoliin ise enzimleri ¢ok az oranda inhibe ettigi bildirilmigtir.
Ayrica bu ¢aligmada, albendazoliin MDH enzimini inhibe ederek glikolitik yolun
kesilmesine yol agtif1 one siiriilmiigtiir (63) .

Sharma ve arkadaglar tarafindan yapilan, A. galli ve H. gallinae'nin MDH
enzimine albendazol ve levamisoliin etkisinin aragtirildigi bir ¢aligmada
10-2 M'lik albendozol'iin A. galli'de oksaloasetat indirgenmesini % 53 oraninda, H.
gallinae'de % 67 oraninda inhibe ettigi, levamisol'iin ise bu enzimi % 100 oramnda
inhibe ettigi bildirilmigtir (64) .

A. galli ve H. gallinae'nin MDH enzimlerine piperazinin etkisi aragtirilmug,
her iki parazitteki MDH aktivitelerinin bu antihelmintikle % 78 oraninda inhibe
edildigi 6ne siiriilmiigtiir (65) .

Calismamuzda ise, niklozamid ve albendazol ¢6zeltilerinin MDH enziminin
aktivitesini arttirdi1 saptanmugtir, 7. saginata'nin erigkin seklinde bulunan MDH
enzimi ve antihelmintiklerin etkilegimini aragtiran bir caligmaya rastlanmadigindan
kargilagtirma yapilamamaktadir. Fakat, elde ettigimiz sonucu aym antihelmintiklerin
farkli parazit gruplarindaki enzimlere farkli sekilde etki yapabilme dzelliklerinin
bulunmasiyla agiklayabiliriz.

Pampori ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, bir sestod olan
Cotugnia diagnopora'nin karbohidrat metabolizmasina bazi antihelmintiklerin
etkileri aragtirilmug ve parazitin glukozu kolaylikla metabolize ettigi, iirlinlerini
ortama salgiladifi bulunmugtur. Glukozun parazit tarafindan aliniminin ve
metabolizma {iriintiniin saliniminin ortamdaki geker derigiminin artmasina bagh
olarak arttif1 bildirilmigtir. Ilging olarak, laktik asit ve dier metabolitlerin
glukozun ortamda bulunmadi1 zamanlarda bile iiretildiginin saptanmig olmasidr.
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Aragtirmada niklozamid, praziquantel, tetramisol, mebendazol gibi antihelmintiklerin
parazitin metabolizmasina etkileri incelenmis, buna gore, niklozamid, praziquantel ve
mebendazoliin glukoz alinimini belirgin bir gekilde dnledikleri, diger ilaglarin ise,
etkili olmadiklar: bildirilmigtir. Ayrica, niklozamid, mebendazol ve praziquantelin
parazitteki laktik asit tiretimini arttirdi1 bulunmug, bu sonuca gore laktik asit
{iretimini arttiran ilaglarin parazitteki katabolizmanin igleyigini degigtirerek etki
yaptiklar 6ne siiriilmiigtiir (66). Caligmamuzda da 7. saginata'nin LDH aktivitesinin
niklozamid ve albendazol ile arttifx saptanmmgtir. LDH aktivitesinin artmasi sonucu
laktik asit tiretimi de artacaktir. Buldugumuz sonucun yukaridaki ¢alisma sonucu ile
uyumlu oldugu goriilmektedir.

Sharma ve arkadaglar: tarafindan yapilan, A. galli ve H. gallinae'nin LDH,
aldolaz, asit ve alkali fosfomonoesteraz, kolinesteraz enzimleri iizerine piperazinin
etkisini aragtiran bir calismada, her iki parazitin de 10-2 ve 10-3 M'lik piperazinle in
vitro olarak 30-50 dk etkilesim siiresi sonunda oldiikleri, parazitlerin 104 ve 10-5
M'lik ilag ¢ozeltilerinde aymni siire kaldiklarinda ise, hareketsizlegtikleri saptanmugtir.
Ayrica her iki parazitin aldolaz ve kolinesteraz enzimlerinin piperazinle inhibe
oldugu, LDH ve fosfomonoesteraz aktivitelerinin degigmedigi bildirilmistir (65).
Caligmamizda da piperazinin T. saginata'nin LDH ve MDH enzimlerine etki
etmedigi saptanmugtir.

Aym aragtiricilar tarafindan yapilan, A. galli ve H. gallinae'nin LDH, aldolaz,
asit ve alkali fosfomonoesteraz enzimlerine albendazol ve levamisol'iin etkilerini
aragtiran bir ¢aligmada, levamisol'iin her iki parazitteki aldolaz1 inhibe ettigi,
albendazoliin bu enzimi etkilemedigi, albendazol ve levamisol'iin parazitlerdeki LDH
enzimlerine 6nemli bir etkilerinin olmadig1, fosfomonoesterazlarin levamisol ile ok
az etkilendigi, albendazolle ise, etkilenmedigi bildirilmigtir (64). Caligmamuzda ise,
albendazoliin T. saginatanin LDH enzimini aktive ettifi bulunmugtur.

Calismamiz sonucunda niklozamid ve albendazoliin 7. saginata'mn MDH ve
LDH enzimlerini aktive ettifi, piperazinin ise bu enzimlere bir etkisinin olmadig1
bulunmugtur. Daha 6nce anlatildig: gibi antihelmintiklerin parazitler {izerinde gok
yonlii etkileri bulunmaktadir. Ornegin, niklozamidin sestodlarin oksidatif
fosforilasyonunu inhibe ettigi ve glukoz alimimim dnledigi bildirilmistir (3,41).
Albendazoliin parazitlerin glukoz alimmim 6nleyerck, glikojen depolarimin
tiiketilmesi ve ATP olugumunun azalmasina yol agtifi sdylenmektedir (3,24).
Bunlara ek olarak albendazoliin parazitlerin mikrotiibiillerini etkiledigi de
saptanmugtir (47). Tiim bu bilgilerin 15181 altinda niklozamid ve albendazoliin MDH
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ve LDH enzimlerini aktive etmeleriyle sonuglanan galigmamizi yorumlayacak
olursak, parazitte in vivo ortamda su olaylarin gelisebilecegini diigiinmekteyiz.
Helmint katabolizmasinda 6nemli bir enzim olan MDH'nin sitoplazmada ve
mitokondride farkh gorevleri bulunmaktadir. Bu enzim sitozolde okzaloasetat: malata
cevirerek mitokondriye girmesini saglarken, sitoplazmada ise, glikolizis sirasinda
olugan NADH+H*larmn mitokondriye taginmasim saglayan malat-aspartat mekik
sisteminde gdrev yapmaktadir (23). Bu nedenle mitokondrideki MDH'in
aktiflenmesi $ekil 4'teki mekik sisteminde malatin siirekli olarak okzaloasetata
doniigimiinii, sitoplazmada ise, okzaloasetatin yeniden malata déniigiimiinii
arttiracak ve siirekli bu doniigii saglayacaktir. Bu da tenyanin enerji kazanimim
azaltacaktir.

Sestodlarin karbohidrat metabolizmasinda bir difer énemli enzim olan
LDH'nin aktive olmasi sonucunda, PEP' tan sonraki metabolik yolun laktat olusum
yoluna kaymasi beklenir. Bu olay parazitte agir1 miktarda laktat birikimine neden
olacaktir. Fakat, siirekli olarak olugan laktatin diger organizmalarda yok
edilebilmesini saglayan Cori dongiisiiniin sestodlardaki varlig: hi¢ bir kaynakta
bildirilmemigtir. Bu nedenle biriken laktat kaslarda yorgunluk olugturacak parazitin
bagirsakta tutunmasini giiglestirecektir. Laktat olugsumu ile birlikte ortamdaki
hidrojen iyonu derigiminin de arttif1 bilinmektedir. Hidrojen iyonu derigiminin
artmasiyla ortamun pH'1 diisecek, yani asidite artacak ve parazitte zararl bir etki
meydana gelecektir.

Calismamizda piperazinin T. saginata'nin LDH ve MDH enzim aktvitelerine
etki yapmamasini, bu ilacin nematodlara yonelik bir ilag olmasi ve bu gruptaki
parazitlere de, noromiiskiiler kavsaklardaki iyon kanallarini bozarak ve kas
membranim hiperpolarize ederek etki yaptifimin bilinmesiyle agiklayabiliriz.

Sonug olarak, T. saginata’da MDH ve LDH enzimlerinin aktivitelerini
saptamig olmanuz nedeniyle, bu parazitte diger sestodlara benzer bir enerji iiretme
yolunun bulundugunu, niklozamid ve albendazoliin MDH ve LDH aktivitelerini in
vitro olarak arttirdigini, piperazinin ise, etkilemedigini sdyleyebiliriz.
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OZET

Bu galigmada, Taenia saginata halkalarinin mitokondriyal ve sitoplazmik
homojenatlarindaki MDH ve LDH aktiviteleri UV-VIS spektrofotometrik yontemle
saptandi. Enzim aktivitelerine niklozamid, albendazol ve piperazin ¢dzeltilerinin in
vitro etkileri aragtirildi.

Mitokondriyal MDH'nin Vmax ve Km degerleri sirasiyla 3.00 pumol (dk mg
protein)! ve 0.0166 mM iken, sitoplazmik LDH'nin Vmax ve Km degerleri 0.028
pmol (dk mg protein)~1 ve 0.055 mM olarak bulundu.

0.032 mM, 0.063 mM ve 0.127 mM'lik niklozamid ¢ozeltileri MDH'nin Vmax
degerini sirasiyla, 3.70 wmol (dk mg protein)-1, 4.60 umol (dk mg protein)~1 ve
5.80 umol (dk mg protein)! degerlerine yiikselttigi saptandi. Aym derigimlerde
hazirlanan niklozamid ¢ozeltilerinin LDH'nin Vmax degerini sirasiyla, 0.030 pimol
(dk mg protein)-1, 0.036 pmol (dk mg protein)~! ve 0.045 umol (dk mg protein)!
degerlerine arttirdiklan bulundu.

0.158 mM, 0.316 mM ve 0.633 mM derigimlerindeki albendazol ¢dzeltilerinin
MDH'min Vmax degerini sirastyla, 3.30 pmol (dk mg protein)-1, 3.45 umol (dk mg
protein)~! ve 3.46 pmol (dk mg protein)~! degerlerine gikarmalarimin yamsira, Aynt
derigimlerdeki albendazol ¢ozeltileri, LDH'nin Vmax degerini sirasiyla 0.030 umol
(dk mg protein)~1, 0.035 pumol (dk mg protein)~! ve 0.042 umol (dk mg protein)~1
degerlerine yiikseltti.

3 mM, 12 mM ve 22 mM'lik piperazin ¢ozeltilerinin MDH ve LDH enzim
aktivitelerini etkilemedikleri bulundu.

Bu sonuglara gore, T. saginata"nin MDH ve LDH enzimlerine sahip oldugu ve
bu parazitin karbohidrat metabolizmasinin diger sestodlarin metabolizmasina
benzedigi saptandi. Niklozamid ve albendazol gibi antihelmintiklerin T. saginata'nin
LDH vé MDH enzimlerini etkiledigi ve bu etki sonucunda parazitin karbohidrat

ense

metabolizmasinin degistigi bulundu.
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SUMMARY

IN VITRO EFFECTS OF SOME ANTHELMINTICS ON THE LDH AND MDH
ENZYME ACTIVITIES OF TAENIA SAGINATA.

In this study, malat dehydrogenase (MDH) and lactate dehydrogenase
(LLDH) activities in the mitochondrial and cytoplasmic homogenate of 7. sagirata
proglottids were obtained by UV-VIS sphectrophotometric method. In vitro effects
of niclosamide, albendazole and piperazine solutions on these enzymes were
investigated.

While Vmax and Km values of mitochondrial MDH were 3.0 umol
(dk mg)-! and 0.0166 mM, Vmax and Km values of cytoplasmic LDH were found
to be as 0.028 umol (dk mg)-1 and 0.055 mM respectively.

It was established that 0.032 mM, 0.063 mM and 0.127 mM niclosamide
solutions increased Vmax value of MDH to 3.70 umol (dk mg)-!, 4.60 umol (dk
mg)-1, 5.80 pmol (dk mg)-l. It was found that same solutions of niclosamid also
increased Vmax value of LDH to 0.030 umol (dk mg)-1, 0.036 umol (dk mg)-1,
0.045 pmol (dk mg)-1.

0.158 mM, 0.316 mM, 0.633 mM albendazole solutions increased Vmax
value of MDH, to the values, 3.30 umol (dk mg)-1, 3.45, umol (dk mg)-1, 3.46 pmol
(dk mg)-1, while the same albendazole solutions increased Vmax value of LDH, to
the values, 0.030 umol (dk mg)-1,0.035 pmol (dk mg)-1, 0.042 pmol (dk mg)-1,
respectively.

It was found that 3, 12, 22 mM piperazine solutions did not effect MDH and
LDH activities.

According to these results, it was established that, T. saginata has MDH and
LDH enzymes and the carbohydrate metabolism of this parasite is the same as the
metabolism of other parasites. It was found that, anthelmintics like niclosamide and
albendazole affect MDH and LDH of T. saginata and hence the carbohydrate
metabolism of this parasite is changed.
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oldu. 1990 yiinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda Yiiksek Lisans 6grenimine bagladi. 22.08.1991
tarihinde Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda
aragtirma gorevlisi oldu. 9.09.1992 tarihinde Yiiksek Lisans egitimini tamamladi.
1992 yilinda ayni Anabilim Dalinda Doktora programuna girdi.
Halen aym Anabilim Dalinda aragtirma gorevlisi olarak ¢aligmaktadir.



