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OZET

Akrolein (AK) insanlarin siklikla maruz kaldiklari, ndrotoksik etkisi oldugu bilinen bir kimyasaldir.
Konjuge linoleik asit (KLA) birgok biyolojik islevinin yaninda viicutta yag yakilmasini hizlandiran
ve siit iirlinlerinden elde edilen bir suplementtir. Bu ¢alismada, AK ile muamele edilmis rat beyin
dokularinda KL A’ in mitokondriyal oksidatif stres ve bioenergetik fonksiyonlar {izerine etkisinin
calisilmasi amaglanmustir. Bu nedenle, Sprague Dawley ratlara AK (5 mg / kgi.p, haftada 6 giin),
KLA (200 mg/kg/ o.p, haftada 6 giin) ve AK ile birlikte KLA olmak tizere 30 giin boyunca verildi.
Genel olarak, AK verilen grupta mitokondriyal GSH (rediikte glutatyon) seviyesi ve antioksidan
enzimlerde azalma oldu. Buna karsin, AK verilen grupta mitokondriyal lipit peroksidasyonu (LP) ve
protein karbonil (PK) seviyelerinde 6nemli artiglar gézlemlendi. Ayrica, AK verilen grupta kompleks
I, kompleks IV gibi elektron transport zincir (ETZ) enzimlerinde, mitokondriyal izositrat
dehidrogenaz (mISDH), alfa - ketogluterat dehidrogenaz (KGDH) gibi trikarboksilik asit (TCA)
dongiisii enzimlerinde ve ATP miktarinda anlamli azalmalar goriildii. AK + KLA verilen grupta, AK
ile olusan oksidatif stres ve bozulan bioenergetik parametrelerin tamamen normale dondiigii goriildii.
Elde ettigimiz bulgular sonucunda, KLA” in AK etkisi ile beyin dokusunda artan oksidatif stres ve
bozulan mitokondriyal fonksiyonlarin iyilestirilmesinde etkili oldugu goriildii.
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ABSTRACT

Acrolein (AC) is a chemical that is commonly known to have a neurotoxic effect. Conjugated linoleic
acid (CLA) is a supplement is derived from dairy products that accelerates fat burning in the body
besides its many biological functions. The aim of this study was to investigate the effect of CLA on
mitochondrial oxidative stress and bioenergetic functions in AC treated rat brain. Sprague Dawley
rats were given AC (5 mg/kg,0.p, 6 days per) ve CLA (200 mg / kg, 0.p., 6 days per week) and WP
with AC for 30 days. In general, there were decreases in mitochondrial GSH level and antioxidant
enzymes in the AC treated group. In contrast, significant increases were observed in mitochondrial
lipid peroxidation (LP) and protein carbonyl (PK) levels in the AC group. Furthermore, in the AC
group, were observed significant decrease in electron transport chain (ETZ) enzymes such as
complex | and complex IV, tricarboxylic acid (TCA) cycle enzymes such as mitochondrial isocitrate
dehydrogenase (mISDH), alpha-ketoglutarate dehydrogenase (KGDH) and ATP level. It was
observed that oxidative stress and deteriorated bioenergetic parameters caused by AC were
completely normalized in the group AC+CLA. As a result of our findings, it was observed that CLA
was effective in improving oxidative stress and impaired mitochondrial functions in brain tissue by
the effect of AC.
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TESEKKUR

Bu ¢alismanin gergeklestirilmesinde, tez konumun belirlenmesinde, yiliksek lisans egitimim
boyunca degerli bilgilerini bizlerle paylasan, giiler yiiziini ve samimiyetini benden
esirgemeyen, 6nemini asla unutmayacagim saygideger danigmanim Prof. Dr. Birsen KILIC
AYDIN’ a ‘Amasya Universitesi’ tesekkiirii bir borg bilir ve siikranlarimi1 sunarim. Tez
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1. GIRIS

Norodejeneratif hastaliklar, yaslilarda hizla yayilan, hayati tehlike olusturan hastaliklardir.
Diinya niifusunun hizla artmasi ile birlikte artan vaka sayis1 hem aileler hem de toplum igin
onemli bir saglik yiikii olusturmaktadir. Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde rol
oynayan faktorler heniiz tam olarak aydinlatilmamis olsa da bazi biyolojik mekanizmalar
Onerilmistir. Bunlardan en Onemlisi mitokondri ve oksidatif stresin bu hastaliklarin
patogenezinde 6nemli rol oynadigidir. Beyin dokusu mitokondrilerinde meydana gelen
bozukluklar ve oksidatif stresin ortadan kaldirilmasina ydnelik antioksidanlarin kullanimi
simdilik bu hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir stratejik olarak goriinmektedir (Kausar,

Wang, Cui, 2018).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), ¢esitli hiicresel bdlmelerde iiretilir. Bununla birlikte,
mitokondri, toplam hiicresel ROT’ nin sayisinin % 90’ 1 iirettigi icin ROT’ ne énemli bir
katkida bulunur. Bir mitokondride, en az sekiz bolgenin ROT” nin tiretilmesinde rol oynadigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, mitokondriyal kompleksler I, 11 ve IV ROT’ nin en fazla

olustugu yerlerdir (Lenaz, 2001; Kausar ve digerleri, 2018).

Oksidatif fosforilasyon, eslestirilmemis elektronlar iireten ana islemdir. Bu eslesmemis
elektronlar Oz ile etkilesime girerek yiiksek oranda reaktif serbest radikallerin (siiperoksit
iyonlart) iiretilmesine neden olur. Siiperoksit iyonlar1, H>O> ve hidroksil iyonlari (-OH) gibi

diger ROT’ ne doniistiiriiliir (Kausar ve digerleri, 2018).

Norodejeneratif hastaliklarda olusan beta amiloid, tau ve huntingtin gibi oksidatif stres
sonucu olugsmus hasarli proteinler mitokondrideki ETZ enzimlerini ve ATP (adenozin tri
fosfat) seviyesini azaltmaktadir. Ya da tam tersi mitokondriler tarafindan olusturulan ROT
bu anormal proteinlerin olusumunu artirmaktadir. Kisacast mitokondriyal bozukluklarin
norodejeneratif hastaliklarin sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu tartigmali bir durumdur

(Abramov, Berezhnov, Fedotova, Zinchenko, Dolgacheva, 2017).

Son derece aktif olan mitokondriler ¢ift zarli organellerdir. Mitokondriyal solunum zinciri
i¢ zarin i¢ginde bulunur ve burada oksidatif fosforilasyon olusur. Solunum zinciri ya da ETZ’
i, Kompleks 1 (NADH (Rediikte Nikotinamid Adenin Diniikleotit) ubikinon

oksidorediiktaz), II (siiksinat ubikinon oksidorediiktaz), III (ubikinon sitokrom c rediiktaz)
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ve VI (sitokromoksidaz) enzimlerinden olusur. Kompleks I, II, III ve IV tarafindan protonlar
membranlar arasi bosluga pompalanir ve bdylece elektrokimyasal bir gradient olusur.
Kompleks V (FiFo-ATP sentaz) tarafindan ADP’ den ATP olusturulur (Morais ve De
Strooper, 2010). Baz1 Alzaymir hastaliklarinda serbest radikallerde artis, sitokrom ¢ oksidaz
aktivitesinde ve ATP miktarinda azalma gozlenmistir (Cardoso, Proenca, Santos, Santana,
Oliveira, 2004). Buna ek olarak, transgenik fare modelinden alinan kesitlerde bir amiloid
oncii proteini (ABPP) iceren noronlarin mitokondriyal membran potansiyelinde ve ATP

seviyelerinde azalma gozlenmistir (Keil ve digerleri, 2004).

Alzaymir hastaliginda oldugu gibi Parkinson hastaliginda da mitokondriyal bozukluklar
onemli rol oynar. insanlarda ve deney hayvanlarinda mitokondriyal toksinler ile Parkinson
benzeri sendromlar olusturulmustur. Ek olarak, bir mitokondriyal Kompleks I inhibitorii
rotenona maruz birakilan siganlarda Parkinson hastalarinin davranigsal ve ndropatolojik
ozelliklerinin olustugu gézlemlenmistir. Bunu destekleyecek sekilde Parkinson hastalarinin
beyin 6rneklerinde Kompleks I hasar1 gosterilmistir (Panov ve digerleri, 2005). Parkinson
hastaligi ile mitokondrilerdeki fonksiyon bozuklugu arasinda ¢ok giiclii bir iliski
bulunmustur. Alzaymir hastaliklarinda durum biraz daha karisik olmasma ragmen
mitokondri fonksiyon bozukluklari Alzaymir hastaliginin 6zellikle belirli formlarinin

patolojisinde 6nemli rol oynamaktadir (Morais ve De Strooper, 2010).

Sonug olarak denilebilir ki basta Alzaymir ve Parkinson olmak iizere bir¢ok norolojik ve
norodejeneratif hastaligin  temelinde mitokondriyal fonksiyon bozukluklar1 ve

mitokondriden kaynaklanan asirt ROT iiretimi rol oynamaktadir.

AK, ytiksek derecede elektrofilik bir a, f-doymamis aldehittir. Termal olarak yaygin iiretilen
cevre ve gida kirleticileri, karbonhidratlar, amino asitler dahil islenmis organik bilesikler ve
yaglar onemli AK kaynaklaridir. Yagda kizartilmig gidalar, tiitiin dumani, plastik, odun ve
petroliin eksik yanmas1 gibi ¢evresel kaynaklarla AK’ e maruz kalinmaktadir. AK, ham
kakao ¢ekirdegi, bitkisel yaglar, beyaz ekmek, sarap, viski, liziim ¢ilek, domates ve balik
gibi yiyecek ve igeceklerde de belirli oranlarda bulunmaktadir. Ayrica AK amino asit ve
poliamin metabolizmas1 yolu ile endojen olarak da olusabilir. AK su kanallarinin alg ve
yumusakealarin kontrolsiiz biiylimesini 6nlemek icin biosit olarak kullanilmaktadir ve su
kirliliginin de Onemli bir nedenini olusturmaktadir (Selmanoglu, Ozgiin Gokeen,

Karacaoglu, 2018).


http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=E2D45DWzsF5rLzMII4i&author_name=Ozgun,%20Gokcen%20Mulayimcelik&dais_id=20627369&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=E2D45DWzsF5rLzMII4i&author_name=Karacaoglu,%20Elif&dais_id=3314539&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage

Yapilan calismalar AK’ nin oldukca yiiksek reaktif bir norotoksik madde oldugunu
gostermektedir. AK, lipit peroksidasyonunun yan firiinlerinden biridir. Yiiksek aktiviteye
sahip oldugu i¢in hiicresel niikleofilik gruplar ekleyerek oksidatif strese neden olur.
Alzaymir hastalarmin hasarli beyin bolgelerinde AK seviyesinin belirgin sekilde arttig
gorilmistiir. Alzaymir hastalarinin beyinlerinde karakteristik olarak bulunan amiloid-beta
peptidinin olusumunda hidrojen peroksit (H202) dnemli rol oynar. Ayrica H202 beyinde diger
proteinlerin, lipitlerin ve DNA’ nin zarar gormesine de neden olur (Singh,

Murthy, Ramassamy, 2010).

AK, kalp, spinal kord ve beyin dokularinda mitokondriyal solunumu bozmaktadir. Bu
nedenle AK etkisi ile artan oksidatif stres sinir dokusundaki normal bioenergetik
metabolizmanin bozuldugu goriilmektedir. /n vitro beyin mitokondrisi ile yapilan
calismalarda AK etkisi ile mitokondriyal GSH miktarinda azalma goriilmiistiir. H20>
uzaklastirilmasinda biiyiik rol oynayan katalaz (KAT) enzimi beyin mitokondrilerinde diger
dokulara gore cok daha azdir. Bu nedenle beyin mitokondrilerindeki GSH miktar1 diger
dokulara gore daha Onemlidir ve H202” in GSH tarafindan uzaklastirilmas: ndron

mitokondrileri i¢in hayati 6nem tasir (Shi, Rickett, Sun, 2011).

AK’ e maruz birakilan Mogol gerbillerinin 6n beyninden izole edilen mitokondrilerin
proteomik analizleri yapildiginda burada enerji metabolizmasinda, protein sentezinde,
norotransmisyonda, sito-skeletal biitiinliikde ve noronal plastisititede ¢ok 6nemli rol
oynayan proteinlerde karbonil gruplarinin olustugu ve buna baglh olarak fonksiyonlarini

kaybettikleri rapor edilmistir (Mello ve digerleri, 2007).

Bir¢cok kronik hastaligin diyetsel faktorlerle baglantili oldugu bilinmekte ve bu risk
faktorlerinin ortadan kaldirilmast igin alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle
son 20 wildir arastirilan KLA’ in viicut yag Kkitlesinin azaltilmasi, kardiovaskiiler
hastaliklarin ve kanserin 6nlenmesi, immun ve anti inflamasyonel yanitlarin diizenlenmesi,
oksidatif stresin azaltilmasi ve hatta kemik kiitlesinin gelistirilmesi gibi bir¢cok biyolojik
islevinin oldugu bilinmektedir. KLA” in bu biyolojik etkilerinin cis-9, trans-11 ve trans-10,
cis-12 olmak tizere 2 ayr1 major bileseni arasindaki etkilesimlerden kaynaklandigi
bilinmektedir. Fosfolipid metabolizmasin1 degistirmeye ek olarak, KLA bir antioksidandir

ve bitkisel kaynakli c¢ogu antioksidandan farkli olarak hayvan kaynakli ve insan
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beslenmesinde ¢ok dnemli rol oynayan siit ve siit tiriinlerinde bulunmaktadir (MacDonald,
2000).

Tokoferol gibi radikal siipiiriicti antioksidanlarin sinir dokusunu koruyucu etkileri oldugu
bilinmektedir. Ayn1 sekilde KLA’ in de serbest radikal stipiiriicii etkilerinin oldugu Yu
tarafindan gosterilmistir (Yu, 2001).

Son zamanlarda siganlarla yapilan ¢alismalarda KLA desteginin yasa bagli noral hasari
biiyiik 6lgiide engelledigi ve bu nedenle sinir hiicrelerini koruyucu etkiye sahip oldugu

ortaya konmustur (Monaco ve digerleri, 2018).

Oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklarinin iskemi-reperfiizyon hasari,
travmatik hasarlar, Parkinson hastaligi, Alzaymir hastaligi nérodejeneratif bozukluklarda rol
oynadigi bilinmektedir. Calismamizda endojen olarak olustugu gibi g¢evresel olarak da
kaginilmaz olarak maruz kaldigimiz AK ile 6zellikle kilo verme amagh olarak kullanilan ve
bircok biyolojik etkileri olan KLA’in sican beyin mitokondrilerinde oksidatif stres ve
bioenergetik parametreleri iizerine olan etkisini inceledik. Yukarida da agikladigimiz gibi
hiicrelerin enerji merkezleri olan mitokondrilerdeki bozukluklar noérodejeneratif
hastaliklarla yakindan iliskilidir. Bu nedenle ¢alismamizda elde etti§imiz verilerin, beyin ve

sinir dokusu ilgili hastaliklarin aydinlatilmasina katki saglayacagini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BIiGILER

2.1. Akrolein

2.1.1. Akroleinin yapisi, kimyasal 6zellikleri ve olusum mekanizmalari

2-Propenal, olarak bilinen AK, oda sicakliginda tahris edici bir koku yayan renksiz veya
sarimsi renkte yanici bir sividir. Ayn1 zamanda oldukga elektrofilik a, b doymamis aldehittir
(Zhu, Sun, Jiang, Chen ve Wang, 2015). AK, gida maddelerinde (kakao ¢ekirdegi, ¢ikolata
likorii, kizarmig patates vb.), hayvansal veya bitkisel yaglarin yiiksek sicakliklarda 1s1 ile
muamelesi sirasinda tiretilen ugucularda da bulunur (Faroon ve digerleri, 2008; Umano,
1987). Endiistriyel dlgekli iiretim icin birgok organik kimyasalin/malzemelerin sentezinde
vazgecilmez bir ara madde olarak kullanilir (Faroon ve digerleri, 2008). Endiistriyel
salinimin yani sira, ¢gevresel olarak petrol, komiir, plastik, ahsap malzemeler ve tiitiin dahil
olmak iizere ¢ok g¢esitli organik maddelerin yanmasina dayanmaktadir (Beauchamp,

Andjelkovich, Kligerman, Morgan ve Heck, 1985).

AK’ de iki reaktif yar1 molekiiliin varligi: Konjuge C = C - C = O sisteminde C = C giftli
bag ve C = O karbonil grubu, belirgin olarak elektrofilikliginden sorumludur (Zhu, 2011).
AK, a, b doymamis aldehitler arasinda en gii¢lii elektrofilik olarak bilinir; bu nedenle,
biyolojik niikleofillere karsi ¢ok yiiksek reaktiviteye sahiptir ve bu da giiclii toksisiteye
neden olur (Burcham, 2008). Su, alkol ve dietil eterdeki ¢Oziiniirliigli nedeniyle AK,

diflizyon yoluyla hiicre membranlarindan kolayca gegebilir (Stevens ve Maier, 2008).

AK endiistriyel olarak propilenden iiretilir, agirlikli olarak biyosid olarak kullanilir ve
metionin amino asidi gibi diger kimyasal bilesikler i¢in bir yap: tas1 olarak kullanilir. AK
degistirilmis gida nisastalar1 hazirlanmasinda bir eterlestirme maddesi olarak da kullanilir.
Aym zamanda AK su aritiminda kullanilan bir herbisit ve yosun dldiiriiciidiir. Ornegin,
mikroorganizmalar tarafindan tretilen Clostridium perfringens. AK reaktif olan ve nispeten
elektrofilik bir bilesiktir bu nedenle yiiksek toksisiteye sahiptir. AK i¢in ana metabolik yol,
GSH’ un alkillenmesidir. Diinya Saglik Orgiitii viicut agirhginda kilogram basina giinde 7,5
mg oral AK alimimin tolore edilebildigini belirtmistir. Sekil 2.1” de Akroleinin kimyasal

yapist verilmistir (URL 1).
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Sekil 2.1. Akroleinin kimyasal yapisi

Inhalasyon (nefes alma), oral veya dermal maruz kalma sonrasinda insanlar igin toksiktir.
Akut (kisa stireli) inhalasyona maruz kalinmasi, iist solunum yollar1 tahrigine ve tikanikliga
neden olabilir. Cilt, burun kanallar1 ve gozler igin giiclii bir tahris edicidir. insanlarda {ireme,
gelisimsel veya kanserojen etkileri hakkinda higbir bilgi mevcut degildir ve mevcut hayvan
kanser verileri, AK’ nin insanlarda kanserojen oldugunu belirlemek i¢in yetersizdir (URL
1).

Akrolein metabolizmasi ve Akroleinle ilgili yapilan deneysel calismalar

Gegmiste, hiicreler, dokular ve hayvanlarda AK’ nin toksikolojik profilini olusturmak igin
kapsamli ¢caligmalar yapilmistir (Zhu ve digerleri, 2011). Carassius Auratus AK’ e maruz
birakildiginda bdbreklerde vazodilatasyona, gollenmeye, koyu renkli melanomakrofaj
yigmlari ile renal parenkimde vakuol olusumlarina, parenkimden ayrilan renaltiibiil ve
toplayict kanallarin epitellerinde hiperplazi, vakuollesme ve deformasyona, parenkimde ve
toplayici kanallarin etrafinda fibr6z doku olusumuna, kanamaya, infiltrasyona ve nekroza,

kisaca bdbrek hasarina yol agmistir (Arman, Isisag Ugiincii).

Bir bagka ¢alimada AK’ nin 60 dakika boyunca zamana bagli etkisi 500 mM (1,0 mM / mg
protein) ile inkiibe edilen mitokondriyal kompleks I ile denenmistir. AK, 10 dakika i¢inde
kompleks I aktivitesinde hizli bir diisiise neden oldugu ve 60 dakikadan daha uzun
inkiibasyon, kompleks I aktivitesinde daha fazla azalmaya neden olmadigi goriilmistiir.
Mitokondri komplex I etkinligi (1,0 mmol/mg protein) 500 mm AK’ de diismeye basladig:
ve AK derisiminin yiikselmesiyle yavas bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte,
1,5 mM (3,0 mmol / mg protein) AK konsantrasyonunda, yaklagik % 50 enzim aktivitesi
kalmistir. Kompleks Il aktivitesi, 100 mM (0,2 mmol / mg protein) AK konsantrasyonunda

ve artan AK konsantrasyonlari ile birlikte keskin bir sekilde azalmistir. Kompleks I’in



aksine, kompleks Il aktivitesinin % 80’inden fazlasin1 1000 mM (2,0 mmol / mg protein)
AK konsantrasyonunda kaybettigi goriilmistiir. Kompleks 111, IV ve V aktiviteleri incelenen
en yiiksek konsantrasyonda (1,0 mM veya 2,0 mmol/mg protein) bile degismemistir (Sun,
Luo, Long, Wei ve Liu, 2006).

Mitokondrinin yaglanma sirasinda oksidatif hasar olusturdugu bilinmektedir. Mitokondrial
disfonksiyonun yaslanmaya ve dejeneratif hastaliklara katkida bulundugu yoniinde gii¢li
kanitlar vardir. Mitokondriyal fonksiyon iizerindeki AK’ nin 6nleyici etkileri 1973 yilinda
One strilmistir. AK’ nin mitokondri tizerindeki toksik etkileri in vitro olarak PC12
hiicreleri ve CHO hiicreleri gibi kiiltiir hiicrelerinde veya beyin, omurilik, kalp ve akcigerden
izole mitokondrilerde ve ayrica saf mitokondriyal enzim piriivat dehidrojenaz (PDH) ve
KGHD’ da arastirilmistir (Sun ve digerleri, 2006).

AK’ nin hepatotoksisiteye neden oldugu goriilmiistiir, 45 giin boyunca sicanlara AK
verilmesiyle yapilan bir in vivo ¢aligmada Kkaraciger mitokondriyal fonksiyonu
arastirtlmistir. Sonug olarak mitokondriyal gecirgenlik, protein oksidasyonu, mitokondrial
kompleks I, II, III, IV ve V ve PDH, KGDH enzimlerinde toksik etkilere neden oldugu
bulunmustur. Ayrica sigan karacigerinden izole edilen mitokondrilerde AK’ nin, malat
dehidrogenaz (MD) ve mitokondriyal solunum enzimleri {izerinde toksik etkilerinin oldugu

da bulunmustur (Sun ve digerleri, 2006).

Farelerle yapilan bir ¢alismada AK verilen gruplarin 16kosit, monosit, MCV, MCHC,
hematokrit, platelet ve trombosit degerleri kontrol gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmustur. 0,5 mg/kg/gliin AK uygulanan sicanlarin 16kosit
yiizdesinde kontrol grubundan farkli olarak anlamli derecede artis goriilmektedir. Ayni
calismada AK’ e maruz birakilmis sicanlarin kontrol gruplarindaki sicanlara gore beyin
hiicre c¢ekirdeklerinde kiiciilmeler meydana gelmistir ve sitoplazmanin kayboldugu

gozlenmistir (Miilayimgelik, 2012).

Norofilament proteinlerinin AK ile muamele edildigi in vitro bir ¢alismada artan doz oranina

bagli olarak nérofilamentlerde birikim oldugu gézlenmistir (Jeong ve Kang, 2008).

Yapilan bagka bir calismada siganlarin beyin dokusundan yapilan immiinohistokimyasal

incelemelerde, uygulama gruplarina ait siganlarin beyin dokularinda kontrol gruplarindan



farkli olarak ndrofilament birikiminin istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu
gozlenmistir. AK’ nin gelismekte olan siganlarin beyin hiicresinde nérofilamentler iizerinde
olumsuz etkiye neden oldugu ve dolayisiyla hiicre iskeleti yapisini olumsuz yonde

etkiledigini sdyleyebiliriz (Miilayimgelik, 2012).

2002 yilinda Diinya Saghk Orgiitiiniin AK ile ilgili yaymlamis oldugu raporda, Sprague
Dawley siganlar1 ile yapilan bir ¢alismada oral gavaj yontemi ile hayvanlara 102 hafta
stireyle, 0,05 mg/kg/giin, 0,5 mg/kg/giin, 2,5 mg/kg/giin AK verilmistir. Caligmanin devam
ettigi slire boyunca 0,5 mg/kg/giin ve 2,5 mg/kg/giin AK verilen siganlarda 6liim oranlarinin
arttigi gozlenmistir. 90 giin siireyle AK verilen siganlarla ilgili yapilan baska bir caligmada,
sicanlara 0,75 mg/kg, 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg AK verilmis ve deney
stiresince 2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg doz gruplarinda deney siireci tamamlanmadan
oliimler oldugu gozlenmistir. Yiiriitiilen ayni calismada 10 mg/kg/giin AK verilen gruba ait
sicanlarda anormal nefes alip verme, goz ve burunda akinti, bozulmus tily yapisi ve gruba

ait tiim si¢anlarda kilo kaybi gibi bulgulara rastlanmistir (Auerbach, 2008).

Yapilan bircok c¢alismada, AK ve ayrica 4-hidroksi-2-transnonenal gibi diger lipid
peroksidasyonu iriinleri ndorolojik hastaliklar ile iligskilendirilmistir. Beyin ya da
medulladaki endojen AK seviyesinin Alzaymir, Parkinson, ALS ve diger norolojik
hastaligin kisilerde arttig1 belirlenmistir. Ayrica Alzaymur hastalarinda DNA-AK ataklarinin
seviyesinin arttigi da belirtilmistir (Abraham ve digerleri, 2011).

2.2. Konjuge Linoleik Asit

2.2.1. Konjuge linolik asitin icerigi ve biyolojik aktivitesi

KLA posizyonel ve geometrik linoleik asit (LA) izomerlerinin (C18:2, cis-9, cis-12),
insanlar ve hayvanlar i¢in esas bir yag asitinin karigimidir, 8 ve 9, 10 ve 11, 10 ve 12, veya
11 ve 13. zincirde bir ¢ift bag icerir (Eulitz ve digerleri, 1999). Bu pozisyonel konjuge dien
izomerlerin her biri cis-trans, trans-cis, cis-cis ya da trans-trans geometrik diizende
gergeklesir (Aydin, 2005). Sekil 2.2° de distte t-10 c-12 KLA, ortada c-9 t-11 KLA ve altta
LA (cis 9, cis 12) konjuge linoleik asit ve kaynak linoleik asitin ii¢ boyutlu yapilari
verilmistir (Kaya, 2009).



Sekil 2.2. Ustte t-10 ¢c-12 KLA, ortada ¢-9 t-11 KLA ve altta LA (cis 9, cis 12)
konjuge linoleik asit ve kaynak linoleik asitin ii¢ boyutlu yapilari

KLA” in biyolojik 6zelliklerinden dolay1 KLA’e biiyiik ilgi goriilmektedir. KLA ile beslenen
hayvan modelleri tizerinde etkili bir sekilde antikarsinojen oldugu ve kalp-damar hastaliklari
riskini azaltigi gosterilmistir. KLA’ in immiin sisteminde blastogenezisi ve makrofajlarin
oldiirme yeteneklerini artirdigi da bulunmustur. Tiim bu biyolojik aktivitelere ek olarak
KLA’ in domuz ve kemiricilerin viicutlarindaki yag oranini azalttigi da rapor edilmistir.
Gostermis oldugu biyolojik 6zelliklerinden dolayi; yumurta, kirmizi et ve siit trlinleri

iceriginin KLA y6niinden zenginlestirilmesi insan beslenmesi bakimindan 6nem kazanmigtir

(Aydin, 2005).

KLA’ e olan ilgi, kanseri tetikleyen bilesenlerin hayvan modellerindeki antikarsinojenik
etkinin gozleminin takip edilmesini ciddi oranda yiikseltmistir. KLA’ in antikarsinojenik
etkilerine ek olarak, bagisiklik islevini yiikseltme, viicut yagini azaltmak ve yagsiz viicut
kiitlesini artirmak i¢in, aterosklerotik lezyonlarini engelledigi rapor edilmistir. KLA bir¢ok
izomerin karisimi oldugu i¢in, herhangi bir izomerin farkli etkinlikleri olabilir veya sinerjik
olarak calisabilir. Mevcut durumda, c-9, t-11 KLA ve t-10, c-12 KLA izomerleri fizyolojik
ozellikleri ortaya koydugu gosterilen tek izomerlerdir. Sekil 2. 3* de Linoleik asitin yapisi
(istte), c-9, t-11, KLA (ortada) ve t-10, c-12 KLA izomeri (altta) verilmstir (Aydin, 2005).
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Sekil 2.3. Linoleik asitin yapisi (iistte), c-9, t-11, KLA (ortada) ve t-10,
c-12 KLA izomeri (altta)

Konjuge linoleik asitin besinsel kaynaklari

En 6nemli KLA kaynagi, gevis getiren hayvanlardaki viicut dokulari, yag dokusu, siit ve siit
driinleridir (Kara, 2009). Elli yildan fazladir, KLA’ in siit iirinlerinde ve gevis getiren
hayvanlardan elde edilen diger besinlerde bulundugu bilinir (Chin, Liu, Storkson, Ha ve
Pariza, 1992). Az miktarda da olsa kiimes hayvanlari ve yumurtalar1 6nemli KLA
kaynaklaridir. Tavuk etine gore hindi eti daha yiiksek oranda (yaklasik 2,5 mg KLA/g yag)
KLA icerir. Bitkisel kaynakli besinlerde ise ¢ok diisiik miktarlarda bulunabilir. Bitkisel
yaglarda rafine islemleri olan 1sitma, agartma ve deodorizasyon gibi basamaklarin etkisiyle
az miktarda KLA olusmaktadir. KLA miktar1 danada az miktarda bulunurken (yaklasik 2,7
mg KLA/g yag) en yiiksek miktarda koyun etinde (yaklasik 5,6 mg KLA/g yag) bulunur.
KLA/g yag sigir etinde 2,9-4,3 mg araliklarinda bulundugu bilinmektedir. Yapilan baska
calismalarda peynir ve yogurt gibi besinlerde KLA konsantrasyonunun hayvanlarin
beslenme sekline bagl olarak 3,6-6,2 mg KLA/g yag araliklarinda oldugu bildirilmistir. Su
iriinlerinde diisiik miktarlarda (0,1-0,9 mg KLA/g yag arasinda) bulunur. Yumurta sarisinda
da az miktarda KLA bulunmaktadir (Kaya, 2009). inek siitiindeki KLA derisimi degiskendir
ve 1 gram yagda KLA, 2.4-21,8 mg araliginda degiskenlik gosterir (Riel, 1963). Siitteki
KLA derisimi, bir hayvanda, siirii arasinda ve mevsimler arasinda degiskenlik gosterebilir.
En biiyiik KLA derisimine, hayvanlarin otlama dénemi boyunca erisilmistir (Aydin, 2005).
Insan siitindeki KLA seviyesi toplami, inek siitiindekinden daha azdir ve yagm % 0,37’ si

ile % 0,75’ i arasinda degisiklik gosterir (Fritsche ve digerleri, 1999). Biiyiikbaslardaki ve
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insan siitiindeki baslica KLA izomeri c-9, t-11 KLA izomeri olarak rapor edildi (Parodi,
1977; Fritsche ve digerleri, 1999).

Bazi besinlerin KLA (mg/g yag) igerikleri; taze sigir kiyma 4,3, sigir budu 2,9, sigir kol
3,3, tiitsiilenmis s1g1r sosis 3,8, dana eti 2,7, kuzu eti 5,6, domuz etti 0,6 tavuk 0,9, hindi 2,5,
somon 0,3, alabalik 0,5, karides 0,6, homojenize siit 5,5, tereyagi 4,7, krema 4,6, yogurt 4,8,
dondurma 3,6, ¢edar peyniri 3,6, mozarella peyniri 4,9, ay¢igegi 0,4, kanola 0,5, misir 0,2
seklindedir (Chin ve digerleri, 1992).

Yag asiti olan KLA’ nin siit ve kas yaginda bulundugu bildirilmistir. KLA aliminin yaklagik
% 60’ 1 siit Uriinlerinden temin edilirken, % 32’ si ise et ve et tiriinlerinden elde edilmektedir.
KLA izomerlerinin toplamini sigir etindeki yag asitlerinin yaklastk % 1’ 1 ve siit
tiriinlerindeki yag asitlerinin % 2’ si olusturur. Siit tiriinlerinden peynir KLA’ in ana
kaynagidir. KLA” in erkekler % 30’ unu ve kadinlar % 33’ iinii peynirden alirlar (Kara,
2009).

Konjuge linoleik asitin biyosentezi

Isil islem ve uzun zincirli yag asitleri (agirlikli olarak linoleik veya linolenik asitler) iceren
mikrobik enzimatik tepkimeler sayesinde, besinlerdeki KLA’ nin yapisina baglica katkida
bulunanlar gevis getiren hayvanlarin ilk mide boliimiindedir (Aydin, 2005). Hayvan
midesinde, ardisik azaltma kademeleri, linoleik asiti (C18:2 c-9, c-12), c-9, t-11 KLA’ ya,
daha sonra da vaksenik asite (C18:a, t-11) ve en sonunda steraik asite (i¢ yagi asiti)
donistiriir (Harfoot ve Hazelwood, 1988). Sekil 2.4’ de 18 Karbonlu doymamis yag

asitlerinin rumende biyohidrojenasyonu verilmistir (Aydin, 2005).
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c9, cl12
c6, ¢9, c12 linoleik asit c9, c12, c15
gama linoleik asit alfa linoleik asit
6, c9, 111
c9, t11 c9, t11, c15

konjuge oktadekatrienoik asit .
Jug 1ENOTE S8 oktadekadienoik konjuge oktadekatrienoik asit

‘ asit l

c6, t11 t11, c15

oktadekadienoik asit / oktadekadienoik asit

t11
vaksenik asit

l

C 18:0
Stearik asit

Sekil 2.4. 18 Karbonlu doymamis yag asitlerinin rumende biyohidrojenasyonu

KLA temel olarak rumendeki mikrobiyal flora ile linoleik asitten ve meme bezlerinde
bulunan vaksenik asitten sentezlendigi i¢in en temel kaynagi gevis getirenlerden elde edilen
stit ve siit tirtinleridir. KLA’ in bilinen ilk tiretim yolu rumende linoleik asitin hidrojence
doyurulmasi sirasinda ara iiriin olarak ortaya ¢ikmasidir. Rumen islevi ile birlikte siit ve doku
lipidlerinde bulunan KLA 6zii arasinda giiglii bir baglant1 olsa da ¢ok diisiik miktarda KLA
rumen ve ince bagirsaktan emilmektedir (Kara, 2009).

Gevis getiren hayvanlarin etinde veya siitinde bulunan KLA ya hayvan midesi
biyohidrojenlenmesinden ya da steril koenzim A indirgeyici enzimi tarafindan etkinmis ve
c-9, t-11 KLA’ e donistiiriilmiis olan emilmis C18:1, t-11” den elde edilmistir (Kepler,
1966). Onceki calismalar, siitteki ve tereyagindaki KLA seviyesinin, beslenmedeki LA
alimima kesin olarak baglantili oldugunu gostermistir (Parodi, 1977). Yalnizca hayvan
midesindeki bakteriler degil, gevis getirmeyen hayvanlarm (Chin, Liu, Storkson, Ha ve
Pariza, 1994) ve insanlarin sindirim sistemindeki mikroorganizmalar, KLA’ i uzun zincirli
yag asitlerinden sentezleyebilirler. KLA’ in konvansiyonel kalin bagirsakta tiretildigi, ama
LA igermeyen besinlerle beslenen bakterisiz siganlarda tiretilmedigi rapor edildi (Chin ve

digerleri, 1994; Adlof, Duval, Emken, 2000 ).
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Konjuge linoleik asit ile ilgili yvapilan calismalar

KLA’ in insan metabolizmasi tizerindeki etkilerini inceleyen g¢alisma sayis1 yok denecek
kadar azdir. Ancak deney hayvanlari tlizerinde fazlaca ¢alisma yapilmistir. KLA’ in insan
metabolizmasi tizerindeki; antikarsinojenik etkileri, bagisiklik sistemini gelistirici, kolestrol
diisiiriicti, arterioskleroz riskini diistiriicli, gelismeyi ve biliylimeyi tesvik edici, viicutta yag
birikimini azaltici, diyabete kars1 koruyucu, kas gelisimini arttirici, serbest radikal yok edici,
signal transdiiksyon etkileyici, antibakteriyel etki ve antioksidatif etkiler gibi olduk¢a fazla
faydasi vardir (Aydin, 2005).

Ha ve arkadaglar1 tarafindan 1987 yilinda yapilan caligmada ilk defa KLA’ in
antikanserojenik etkisi bulunmustur. Bu tarihten sonra yapilan calismalarla KLA’ in
kanserin tiim safhalarinda anti kanserojenik etki gosterdigi tespit edilmistir. KLA” in deri,

meme ve midede timor hiicrelerinin gelisimini engelledigi goriilmiistiir (Aydin, 2005).

Fare, sican ve domuz gibi gelismekte olan hayvanlar 0,5-2 g/100 g oranlarinda KLA ile
beslenlendiklerinde viicutta biriken yag miktarini azalttigi bulunmustur (Wahle, Heys ve
Rotondo, 2004). KLA yoniinden oldukga bol beslenenen siganlarda yag hiicresi sayisininin
azalmasinin yan1 sira boyutunda azalma oldugu kaydedilmistir (Azain, Hausman, Sisk, Flatt
ve Jewell, 2000). KLA’ in % 1 oraninda alinimi adipositte apoptozisi baskilayarak beyaz
yag dokusu miktarinda azalmalar meydana geldigini bildirmislerdir (Tsuboyama ve
digerleri, 2000).

Domuzlarin KLA izomerlerinin % 0,05 - 1 oraninda oldugu karigim ile beslenmesi, besleme
faaliyetini olumlu yonde etkilerken viicut agirhgimi degistirmeden yag oranini azaltmistir
(Cook ve digerleri, 1999). 8 hafta boyunca % 0,07 - 0,5 oraninda KLA izomerleriyle
beslenen yavru domuzlarda, kontrol domuzlarina gére beslenme etkinligi ve viicudun yagsiz
kiitlesi artarken, yag miktarini azaltmistir (Ostrowska, Muralitharan, Cross, Bauman ve
Dunshea, 1999). Baska bir ¢calismada 5 hafta boyunca Sprague Dawley fareleri % 0,25 - 0,5
oraninda KLA kaynaklar1 karisimi ile beslenmistir. Calisma sonucunda biiyliime veya besin
alim oranmi etkilemeden retroperiperitoneal ve parametrial yag birikiminin agirligini

azalttig1 goriilmustiir (Azain, Hausman, Sisk, Flatt ve Jewell, 2000).
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Yapilan bir ¢alismada 14 giin boyunca farelerin KLA karisimi ile beslenmesi sonucunda
viicut yagindaki etkileri arastirilmistir. Olusturulan kontrol grubunda fareler soya yagi,
kokonut yag1 gibi esansiyel yag asitleri ve balik yag1 igeren besinler ile 42 giin boyunca
beslenmislerdir (Hargrave ve digerleri, 2004). KLA ve esansiyel yag asitleri ile beslenen
farelerde viicut agirligr ile epididimle ilgili yag kiitlesini 6nemli derecede azalmalar oldugu
gozlemlenmesine ragmen periton arkasindaki yag kiitlesinde ayni oranda azalmalar
gbzlenememistir. Bu ¢alismada KLA ile birlikte esansiyel yag asitleriyle beslenme yag
kiitlesini azaltmada daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda son zamanlarda rapor
edilenlere gore benzer bir grupta kokonat yagiyla beslenen fareler temel yag asitleriylede
beslenmislerdir ancak sadece kokonat yagiyla beslenen kontrol farelerinde yag kiitlesinde
herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Calismadan elde edilen bilgilere gére KLA’ in
etkisinin esansiyel yag asitleriden ayri bir sekilde etkili olabilecegi ileri siiriilmistiir
(Hargrave, Azain ve Miner, 2005).

Sprague Dawley cinsi siganlarla yapilan 6 hafta siirelik diger bir ¢alismada yiiksek oranda
KLA igeren soya fasiilyesi yaginin etkisi incelenmistir. Calismada kasiksal, epididime ait ve
periton arkasi yag depolarinin KLA etkisiyle fark edilir sekilde kiigtildiigli bulunmustur
(Choi, Kwon, Yun ve Jung, 2004).

Yapilan baska bir calismada KLA’ in antioksidatif etkiye sebep oldugu anlasilmistir. Ornek
olarak yapilan bir ¢aligmada linoleik asit/fosfat tamponu/etanol sisteminde E vitamini ve
biitillendirilmis hidroksi toluen’ den (BHT) daha yiiksek oranda KLA’ nin antioksidatif
etkiye sahip oldugu izlenmistir (Aydin, 2005).

Besidiizensel KLA birkag biyolojik 6zellige sahip oldugu i¢in, yumurtanin, siitiin ve etin
KLA derisimini gelistirmek ilgi ¢ekicidir (Aydin, 2005). Gevis getiren hayvanlardan elde
edilen et ve siit liriinleriyle karsilagtirildiginda, kiimes hayvanlarindan elde edilen yumurta
ve et ¢ok daha az KLA igerir (Chin ve digerleri, 1992). Yumurta tavuklarini 29 giin boyunca
% 5 KLA ilave edilmis besinlerle beslemek, yumurta sarisindaki KLA seviyesini artirmigtir
(Chamruspollert ve Sell, 1999). Fakat besidiizensel KLA’ in, 10 giinliigiine 4 °C’ de
depolanan yumurtalarin kalitesindeki yan etkilere sebep oldugu gosterilmistir (Aydin,
Pariza, Cook, 2001). Tahminen steril koenzim A desaturaz enzimi iizerindeki t-10, c-12

KLA izomerinin inhibitdr etkisinden dolay1 az yagh beslenmelerdeki KLA, doymus yag
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asidi seviyesini (temel olarak C16:0 ve C18:0) yiikseltti ve mono doymamis yag asidi
seviyelerini (temel olarak C16:1 (n-7) ve C18:1 (n-9)) azaltt1 (Aydin, 2005).

Tavuk yumurtalarint KLA yoniinden zenginlestirmek, herhangi bir yagda bulunan KLA’ y1
beslemekle miimkiindiir (Aydin, 2001). % 2 KLA ve % 4 kanola yag1 tavuk beslenmesinde
birlikte kullanildigi zaman, tavuk yumurtas1 KLA yoniinden 43 kat daha fazla
zenginlestirilmistir (Aydin, 2000).

Hayvanlarla yapilan beslenme ¢aligmalarinda, siit yaginin i¢indeki KLA” in, keten tohumu
yagi ile birlikte linolenik asidin diger kaynaklariyla beraber beslenildiginde arttig
gozlenmistir (Kara, 2009)

Besidiizensel KLA’ in, sicanlarda ve tavuklarda endotoksin lipopolisakkarit (LPS)
enjeksiyonunu takip eden bagisiklik kaynakli biiylime suprasyonunu o6nledigi gosterildi.
Besinlerine LPS enjekte edilmis civcivlerin 24 saatin {izerinde bir siirede kilo kaybettigi,
fakat KLA ile beslenenlerin bagisikliklart stimiile edilmesine ragmen biiyiimeye devam
ettigiydi. KLA” in hayvan tiirleri i¢inde bagisiklik stimiilesine karsi korudugunu gosteren bu
calisma, fareler ve siganlar tizerinde tekrarlandi (Miller, Park, Pariza ve Cook, 1994).

Bir calismada siitteki KLA derisiminin, gevis getiren hayvanlarin beslenmesinde aygigcegi
yagi1 (linoleik asitte yliksek) ve keten tohumu yaginin (linolenik asitte yiiksek) eklenmesiyle
artirilabildigini gosterdi (Kelly ve digerleri, 1998). Kegiler lizerinde yiiriitiilen bir baska
calisma, beslenmedeki % 2 veya % 4 kanola yaginin kontrol amagh karsilastirilan siitteki
KLA seviyesini 2-3 katina ¢ikardigin1 gosterdi (Mir, Goonewardene, Okine, Jaegar ve
Scheer, 1999).

Diger ¢aligmalar siit inegini deniz yosunlariyla beslemenin, siitteki KLA seviyesinde 7 kat
yiikselmeye yol agtigin1 gosterdi (Franklin, Martin, Baer, Schingoethe ve Hippen, 1999).
KLA” in temel izomerlerinin (yani, c-9, t-11 ve t-10, c-12 KLA izomerleri), KLA karigimiyla
doza bagl bir sekilde beslenen domuzlarin karaciger, kalp, arka yag ve omental yag
biinyesine dahil oldugu gosterildi (Kramer ve digerleri, 1998). c-9, t-11 ve t-10, c-12 KLA
izomerlerinin seviyeleri, ilave KLA beslenmeden cikarildiginda, karacigerde ve yag
pedlerinde benzer oranda azalmistir (Park ve digerleri, 1999). t-10, c-12 KLA izomeri iskelet

kasinda c-9, t-11 KLA izomerinden 6nemli dl¢lide daha hizli temizlendigi rapor edilmistir
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(Park, 1999 ). t-10, c-12 KLA izomerinin, c-9, t-11 KLA izomerine gore 6zellikle iskelet
kasinda daha hizli bir sekilde metabolize edildigi ortaya atilmistir (Park, Albright, Liu, Cook
ve Pariza, 1997).

Konjuge linoleik asitin antikarsinojenik etkinlikleri

Son zamanlarda KLA’ e olan ilgi, antikarsinojenik bir etki olarak hamburger etinden
izolasyonu ile basladi1 (Pariza, Hargraves, 1985). Kizartilmis dana kiymasindan elde edilen
kismen aritilmis ekstreler, 7, 12-dimetilbenzil antrasen (DMBA) ve prokarsinojen tarafindan
fare epidermik karsinojenezin baslamasini engelleyen, mutasyona yol agan modiilator
etkinligi icerdigi gosterildi (Pariza, Hargraves, 1985). Daha sonra, bu antikarsinojenik
bilesen izole edildi ve tanimland1 ve KLA olarak belirlendi (Ha, 1987).

KLA’ in 1990’ larda, mide neoplazisi, meme tiimorleri ve cilt papillomlar: i¢in hayvan
modellerinde antikarsinojenik etkiler gosterdigi bildirilmistir (Ha, Storkson, Pariza, 1990;
Ip, 1996; Belury, Bird, Nickel ve Wu, 1996). % 0,05 kadar az bir KLA seviyesinin,
kemirgenlerdeki endiiklenmis meme tiimdrlerinin sayisini dnemli 6l¢iide azalttigi bulundu
(Ip, Singh, Thompson ve Scimeca, 1994). KLA, siddetli bir bigimde risk tasiyan bagisiklik
yetersizligi olan farelerde, organ nakli yapilmis insan memesi kanser hiicrelerinin ve prostat
kanseri hiicrelerinin boyutunu ve metastazini azaltmada etkili oldugu gosterildi (Cesano,
Visonneau, Scimeca, Kritchevsky ve Santoli, 1998). KLA’ in bu &zelligi, linoleik asidi
beslemekle iligkili olan prokanser aktivitesi ile tam bir zitlik i¢indedir (C. Ip, Carter, M.M.
Ip, 1997). Bir¢ok calisma, linoleik asidin aslinda kemirgenlerdeki meme tiimoriiniin
biiyiimesini arttirdigin1 gosterdi (Ip ve digerleri, 1997). Son zamanlarda, linoleik asidin
prostat kanserini arttirdigi goriildii (Cesano ve digerleri, 1998). Ayrica KLA’ in laboratuar
ortamindaki c¢alismalarda, insan malin melanomunun, kolorektalin ve meme kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi rapor edildi (Shultz, Chew, Seaman ve Luedecke,
1992).

Finlandiya’ da yiiriitillen bir epidemiyolojik g¢alismanin 25 yillik rapor doneminde,
kadinlardaki meme kanseri rastlantis1 ve siit tiiketimi arasinda 6nemli bir ters baginti
oldugunu gosterdi (Knekt, Jarvinen, Seppanen, Pukkala ve Aromaa, 1996). Son zamanlarda,
KLA bakimindan zenginlestirilmis tereyaginin, meme bezini morfojenez olarak degistirdigi

ve sicanlardaki kanser riskini azalttig1 rapor edildi (Ip ve digerleri, 1999).
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Diger doymamis ¢oklu yag asitleri gibi KLA, baslama, yiikselme, ilerleme veya gerileme
olarak bilinen kanser gelisiminin ayr1 evrelerini etkileyen yontemler ile karsinojenezi
modiile edebilir. Fakat KLA’ in karsinojenezi etkilemesine neden olan asil yontem heniiz
tanimlanmamisir (Aydin, 2005). Bir ¢alismada KLA” in antioksidan 6zellikleri ile antikanser
ozellik gosterebilecegi ileri siiriildii (Ha ve digerleri, 1990). Arasiricilar, KLA tarafindan
uygulanan timdr inhibisyon yonteminin, lipoksijenaz ve siklo oksijenaz lipid mediyatorler
ile iliskili olabilecegini ileri siirdiiler (Cook, Miller, Park ve Pariza, 1993). Son zamanlarda,
KLA’ in kasinojenezi etkilemesine neden olan tetki mekanizmalarinin olabilecegi goriisii

agirhik gostermektedir (Pariza, Park ve Cook, 2000).

Bagisiklik islevinde konjuge linoleik asitin rolii

KLA’ in, sicanlarda ve tavuklarda endotoksin LPS enjeksiyonunu takip eden bagisiklik
kaynakli biiytime suprasyonunu 6nledigi gosterildi (Cook ve digerleri, 1993). LPS enjekte
edilerek beslenen civcivlerin 24 saatin lizerinde bir siirede kilo kaybettigi fakat KLA ile
beslenenlerin bagisikliklari stimiile edilmesine ragmen biiylimeye devam ettigi gozlemlendi
(Aydin, 2005). KLA’ in hayvan tiirleri i¢inde bagisiklik sistemine kars1 korudugunu gosteren
bu caligma, fareler ve siganlar {izerinde yapilmistir (Miller ve digerleri, 1994). Cizelge 2.1’
de Konjuge linoleik asidin saghkta faydah etkileri verilmistir (inang, 2006).

Cizelge 2.1. Konjuge linoleik asidin saglikta faydal: etkileri

Anti-Kanser Tiimor biliylime/metastaz inhibisyonu
Hiicrelerde kanser hiicre proliferasyonunun inhibisyonu

Anjiogenezis inhibisyonu

Anti-Aterosklerozis Plak formasyonunda azalma
Hiicrelerde molekiil adezyon ekspresyonunda azalma
Sitokin formasyonunun inhibisyonu

Anjiogenezis inhibisyonu

Anti-Obezite Insan yag depolarinda azalma

Diyabetis mellutus azalma
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Immiinitenin Insan inflamatuvar sitokin iiretiminin inhibisyonu

Modulasyonu . ]
Insan antikor formasyonunu artirma

2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Serbest radikaller son yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
bulunduran, kisa 6miirlii, yiiksek enerji iceren atom ya da molekiil olarak tanimlanmislardir
(Karabulut ve Giilay, 2016). Radikal olmayan bir atom ya da molekiilden bir elektron
kopmasiyla veya atom ve molekiile bir elektron eklenmesiyle serbest radikaller olusurlar.
Olusan bu radikaller ¢ok reaktif ve ayni1 zamanda kararsiz molekiillerdir. Diger molekiillere
elektron verdiklerinden ve elektron aldiklarindan dolay1 viicutta indirgen veya yiikseltgen
olarak gérev yaparlar (Caylak, 2011). Omiirleri ¢ok kisa olan ve kararsiz bir yap: gdsteren
tanecikler, etrafindaki molekiiller ile etkilesime girerek, bir an 6nce kararli bir yapiya
dontigmek isterler. Serbest radikaller hiicrelerde kullanilan oksijenin % 2-3’ inden olusur
(Biiylikuslu ve Yigitbasi, 2015).

Oksidatif stresi olusturan ve biiyiik kism1 makrofajlarda iiretilen ROT, Multipl Skleroz ve
deneysel otoimmiinen sefalopatidede miyelinizasyon ve akson hasarma yol actig
bulunmugtur. ROT, hiicreler i¢in son derece toksik maddeler olan peroksinitrit gibi {iriinlere
doniiserek hiicrenin ana komponentleri olan lipidler, proteinler ve niikleik asitlerin hasar
gérmesine, sonug¢ olarakda nekroz ya da apoptoz yolu ile hiicre 6liimlerine neden olurlar

(Kurban, Akpiar ve Mehmetoglu, 2010).

2.3.1. Siiperoksit radikali

0..” biyolojik sistemlerde bulunan en 6nemli serbest radikaldir. Sekiz elektrona sahip olan,
oksijenden tlireyen serbest oksijen radikalleridir. Siiperoksit radikalleri, oksidazlar veya
oksidasyon sirasinda bazi enzimlerin ¢alismasi sonucunda meydana gelirler. Oksijen atomu,
iki adet ortaklanmamis elektronu vardir bu sebeple serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girer ve radikal olmayan maddelerde daha yavas reaksiyona girmesine neden olur (Kog,
2007). Oksijen molekiiliine bir elektronun eklenmesi sonucunda O..” olusur. O2 direkt olarak
zarar vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi, H2O2 kaynagi olmasi ve gecis metalleri

iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir. Mitokondriyal ETZ memeli hiicrelerinde ATP’ nin esas
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kaynagidir. Bu sebeple yasamsal fonsiyonlarin ger¢eklesmesi igin son derece gereklidir

(Karabulut ve Giilay, 2016). O»." radikalinin olusum reaksiyonu asagida gosterilmistir.

O, +e” - 05
07+ H* - HO;

HO, + 05+ H - H,0, + 0,

2.3.2. Hidrojen peroksit

02’ in ortamdan iki elektron almasi veya Oz.” nin bir elektron almasi sonucu asidik ortamda
H20. meydana gelir (Gutteridge, 1995). H20. serbest radikal olmasa da yine de ¢ok
onemlidir. Ciinkii biyolojik membranlardan iceri girebilir. Noétrofillerin fagozomlarinda
bulunan bir enzim olan miyeloperoksidaz tarafindan H202, hipoklordz asite (HOCI)
doniistiiriiliir (Karabulut ve Giilay, 2016). Bu sirada gecis metalleri veya Fe?* varliginda
Fenton reaksiyonu sonucu, Oz nin Oz varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif
ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH-) olusturur (Gutteridge,
1995). Hidrojen peroksidin bagka bir 6nemli gorevi de hiicre i¢i sinyal molekiilii roliini
yerine getirmektir. H202, O2.-* ye bir elektron ilave edilmesiyle ya da O’ ye iki elektron
ilave edilmesiyle de dogrudan meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucunda olusan H202, KAT,
Gpx ve peroksiredoksinler olarak adlandirilan antioksidan enzim sistemleri tarafindan

ortadan kaldirilir (Karabulut ve Giilay, 2016). H20> radikalinin hidrolizi asagida verilmistir.

Fet? + H, 0, » Fe™3 + OH™ + OH™

02 + HzOz + H+ - 02 + Hzo + OH™

2.3.3. Hidroksil radikali

Son derece reaktif olan OH', Haber-Weiss reaksiyonu ve Fenton reaksiyonu sonucu Hz0;’
ten olusmaktadir (Kog, 2007). O2’ ne ii¢ elektron aktarimi ile olusur. Serbest radikallerin
bir¢ok zararl etkisi OH" ile olusur. H20O-". bir veya daha fazla ¢iftlesmemis elektron tasiyan
ve serbest radikal karakterli gecis metalleri ile reaksiyona girerek veya diger etkilerle OH"

ni olustururlar (Caylak, 2011). OH,, ROT’ lerinin en gii¢liisiidiir ve LP’ nda rol oynar. Yag
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asitleri ve tiyoller gibi molekiillerden proton kopartarak tiyil radikalleri, karbon merkezli
organik radikaller, organik peroksitler gibi yeni serbest radikallerin olugmasina ve sonugta
biiyiilk hasarlarin olusmasma neden olur. OH~ nin arasidonik asit gibi doymamis yag

asitlerine olan ilgisinin de fazla oldugu ileri siiriilmektedir (Kog, 2007).

Aagida gosterildigi gibi H202, Fe*?, Cu* ve diger elementler (Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo)
varliginda indirgenerek OH~ ye doniistiiriiliir. Bu olaya “fenton reaksiyonu” denir. Oy
fenton reaksiyonu ile baglanti kurarak olusan metal iyonlarinin yeniden kullanilmasinda
onemli bir rol oynar. Bu iki reaksiyona “Haber-Weiss reaksiyonu’ adi verilir. Boylece gegis
metalleri OH' olusmasinda onemli bir paya sahiptir (Karabulut ve Giilay, 2016). OH

radikalinin olusumu asagida gosterilmistir.

H202 + e-— OH- + OH:
H202 4+ Cut/Fet+2 - OH: + OH- + Cu*?/Fe*3 Fenton reaksiyonu
Cut?2/Fe*3 + 02- = Cu*/Fe*2 + 02

027H202 —» OH: + OH- + 02 Haber - Weiss reaksiyonu

2.3.4. Nitrik oksit ve peroksinitrit

Eslesmemis elektronlari ile nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit birer radikaldirler. Bir atom
azot ile bir atom oksijenin ¢iftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir
ve bu ylizden radikal sinifina girmektedir. NO, damar endotel hiicrelerinde NO sentaz enzimi
yardimiyla L-arjinin amino asitinden sentezlenir. NO, eslenmemis elektronuyla oldukca
yliksek reaktiviteye sahiptir. Bundan dolay1 protein, karbonhidrat, niikleotit ve lipitlerde
hasarlar meydana getirir. Bunun disinda hiicre ve dokular1 da hasara ugratir. NO metabolize
olurken Oz ile baglanip azot dioksit (NO2) olusturur (Caylak, 2011). NO radikalinin olusumu

asagida verilmistir.

2NO + 02 - 2NO2
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NO’ in viicuttaki ROT’ i ile reaksiyona girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri yikimlar1 OH' radikali meydana getirdigi
bilinmektedir (Caylak, 2011). ONOOH radikalinin olusumu asagida gosterilmistir.

NO™ + 03 » ONOO-~

2.3.5. Singlet oksijeni

Oksijen elektronlarindan herhangi birinin digsaridan enerji alarak kendi spininin ters yoniinde
olan bagka bir orbitale gegmesi sonucunda olusur. Ayn1 zamanda Oz’ nin NO ile reaksiyonu
ve H202’ in hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir. Singlet oksijen, eslesmemis
elektronu olmadigi igin radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiiksek
enerjili ve mutajenik formudur (Caylak, 2011). Delta (8) ve sigma (o) olmak {izere iki formu
vardir. Delta formu, sigma formuna gore daha uzun omiirliidiir (Halliwell ve Gutteridge,
1984).

2.4. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Bir organizmadaki serbest radikaller baslica endojen ve ekzojen kaynaklar olmak tizere iki
sekilde meydana gelir. Serbest radikaller hiicrede ve cevrede siirekli olarak iiretilir

(Karabulut ve Giilay, 2016).

2.4.1. Endojen kaynaklar

e Mitokondride oksijenli solunum sirasinda ETZ yan {iriin olarak serbest radikal tiretir

(Karabulut ve Giilay, 2016).

e Yangi durumunda sitokinler serbest hale gegerek ndtrofiller ve makrofajlar

tarafindan serbest radikalleri iiretmeye baslar (Karabulut ve Giilay, 2016).

o Serbest radikaller LP, ksantin oksidaz ve mitokondriyel sitokrom oksidaz gibi ¢esitli

kaynaklardan olusabilir (Karabulut ve Giilay, 2016).
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Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidro pterinlerin
otooksidasyonu sonucunda primer olarak O»- radikallerinin meydana gelmesine
neden olmaktadirlar (Akkus, 1995).

Zihinsel ya da viicut yorgunluguna bagli olarak meydana gelen stres zararli yan {iriin

olarak serbest radikal tiretebilir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Hormonlarin kendileri de serbest radikallere doniisebilirler (Karabulut ve Giilay,

2016).

Bagisiklik sisteminin elemanlari tarafindan patojenlere cevap olarak ROT ve oksi-

radikaller iiretebilir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Gegcis metalleri (6zellikle demir, bakir gibi) elektron aligverisi seklinde gerceklesen
oksidorediiksiyon reaksiyonlarinda gorev alirlar bu 6zelliklerinden dolay1 serbest
radikal reaksiyonlarini hizlandiran katalizor gorevi goriirler (Halliwell ve Gutteridge,
1990).

Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofillerde, fagositik solunumsal patlama

sirasinda da cesitli serbest radikaller olusur (Konukoglu, 1997).

2.4.2. Ekzojen kaynaklar

Canli organizmalarin hayatlar1 boyunca disaridan aldigt ya da maruz kaldig

kaynaklar ekzojen kaynaklari olusturmaktadir (Delibas ve Ozcankaya, 1995).

Cevre kirliligi, sigara gibi madde bagimlilig1 yapan iriinlerin kullanimi, bocek
oldiirticiiler, mikotoksinler ve ilaglar ekzojen kaynaklara oOrnektir (Delibas ve
Ozcankaya, 1995).

Pisirme sirasinda organik maddelerin yanmasi (Karabulut ve Giilay, 2016).

UV 1sinlar, X-rays, gamma 1sinlar1, mikrodalga 1sinlar1 gibi zarar1 1sinlar da serbest

radikal tiretimini arttirir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Endiistriyel kirleticiler, ksenobiyotikler (Caylak, 2011).
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Sekil 2.5’ de Viicuttaki onemli serbest radikaller ve serbest radikal hasari sonuglari

verilmistir (Antmen 2005).

Cevresel faktorler Serbest radikal yapim1 Endojen faktorler
02, H202

Gegis metalleri

Fe*?, Cu*?

]

Lipit peroksidasyonu DNA hasari Protein hasari

v

Doku hasari

Sekil 2.5. Viicuttaki 6nemli serbest radikaller ve serbest radikal hasar1 sonuglar1
2.5. Serbest Radikallerin Yol A¢tig1 Hasarlar

Asagidaki sekilde gortiildiigi gibi tiim serbest radikal tiirleri hiicrelerin karbonhidrat, protein,
lipit, DNA ve enzim gibi tiim temel bilesenlerine etki etmektedir (Akkus, 1995).

2.5.1. Karbonhidratlar iizerine etkileri

Hidroksil gibi serbest radikaller, karbonhidratlar ile reaksiyona girer, karbon atomlarinin
birinden bir hidrojen atomu alarak karbon merkezli radikal tiretirler (Karabulut ve Giilay,
2016). Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu peroksitler, oksoaldehitler ve H202’ ler
olusmaktadir. [n vitro ortamda H,0, radikalinin hiyaluronik asidi parcaladiklart

gosterilmistir (Maxwell, 1995).
2.5.2. Membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Hiicre zarindaki birgok molekiil ve bilesik, serbest radikallerden etkilenir. Hiicre

membraninda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis bag kisimlari, serbest
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radikallerle kolayca tepkimeye girerek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar (Delibas ve
Ozcankaya, 1995). Serbest radikallerin metabolizmaya verdigi hasara kars1 en hassas olan
yapilar lipitlerdir (Lovell, Ehmann, Buffer ve Markesberry, 1995). Lipitler ile serbest
radikaller reaksiyona girdiginde LP 6nemli hasar meydana gelir. Hiicrenin fonksiyonu igin
LP’ ndan kaynaklanan hasar son derece zararhidir. Hiicre zarinin, akigkanlhigini ve
gegcirgenligini bozarak hiicre membranina zarar verebilir. LP metilen grubundan bir hidrojen
atomunun ayrilmasiyla birlikte karbon atomu iizerinde ortaklanmamis bir elektron
olusumuyla sonucglanir. Boylece olusan karbon radikali, molekiillerin yeniden

diizenlenmesiyle konjugediene sabitlenir. Konjuge dien ile sabitlenen karbon radikali

oksijen molekiilii ile reaksiyona girerek lipit peroksil radikalini (LOO’) meydana getirir. Bu
radikaller daha fazla hidrojen atomlarinin ayrilmasiyla diger lipit molekdilleri ile reaksiyona
girebilir. Boylelikle lipit hidroperoksitler (LOOH) olusur ve ayni zamanda daha fazla LOOH
tiretilir (Karabulut ve Giilay, 2016). Lipid peroksidasyonunun, nérojenik hastaliklar, iskemik
reperfiizyon hasar1 ve diyabet gibi bircok hastalik iizerinde etkili oldugu dogrulanmistir

(Lovell ve digerleri, 1995 ). LP zinciri su sekilde gergeklesir:

HO + LH > H,0 + L
L + 0, - LOO:
LOO + LH - LOOH + L

LP, LOOH’ lerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine yikilmasi ile son bulur (A.
Chauhan, V. Chauhan, Brown ve Cohen, 2004).

2.5.3. Proteinler iizerine etkileri

Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkilerken proteinlerin etkilenme derecesini amino
asit igerikleri belirler (Karabulut ve Giilay, 2016). Serbest radikaller, triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitleri etkilenmektedir. Ozellikle bu
aminoasitlerin nedeni doymamis bag ve siilfiir icermeleridir. Reaksiyonlari sonucunda
ozellikle karbon merkezli radikaller ve stilfiir radikalleri meydana gelir ve immiinglobiilin G
ve albiimin gibi disiilfit bag1 bulunduran proteinlerin yapilarini bozarak fonksiyonlarin
yerine getirmelerini engel olurlar (Freeman ve Crapo 1982). Serbest radikallerin olusturdugu

hasarlardan biiyiik oranda etkilenenlerden biri de “Hem proteinleri”dir. Ozellikle hem
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proteini olan oksihemoglobin Oz.” ve H20: ile reaksiyona girerek methemoglobini olusturur.
Asagida Sekil 2.6” da Protein oksidasyonunun en yaygin sonuglar1 gosterilmistir (Ergezer,
Gokee, Hozer ve Akcan, 2016).

Isinlama ﬂﬁ‘fgﬁ

Isik

Metal Protein ¢apraz baglanmasi
Peroksidasyon

-5 — &

Protein radikali Aminoasit yan zincir reaksiyonu

N ==

"Iﬂ
Peptid bagi kirilmasi

7

Sekil 2.6. Protein oksidasyonunun en yaygin sonuglari

2.5.4. Niikleik asitler ve DNA’ ya etkileri

DNA molekiilii, OH gibi serbest radikaller tarafindan kolaylikla hasara ugratilabilir. Bu
serbest radikaller DNA ile reaksiyona girerek deoksiriboz sekerinde hidrojen atomlarinin
kaybma ya da eklenmesine neden olabilir (Karabulut ve Giilay, 2016). Iyonize edici
radyasyon sonucu olusan serbest radikaller DNA” y1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve hatta
hiicrenin 6liimiine neden olur (Willcox, Ash ve Catignani, 2004). Siiperokside maruz kalan
DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiginde daha fazla antijenik 6zellik gosterirler (Er,
2017).

2.6. Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmalarda devamli olarak meydana gelen ve antioksidan savunma
sistemi tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir (Kay1s, 2010). Saglikli bir
organizmada serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge vardir.
Bu dengenin bozulmasiyla birlikte oksidatif stres olusur. Oksidatif stres, serbest radikal
miktar1 arttigi zaman artar; serbest radikallerin azalmasiyla ya da oksidatif modifiye

molekiillerin onarilmasiyla azalir. Oksidatif stresin azaltilmasi {i¢ farkli basamakta
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gergeklesebilir. Oksidasyona sebep olan ¢evresel zararli maddeler azaltilarak, endojen ve
ekzojen antioksidanlart arttirilabilir ve mitokondriyal enerji iiretimini ve etkinligini
arttirarak, oksidatif stres olusumu azaltilabilir (Kurt, 2008; Poljsak, 2011). Serbest
radikallerin fazla miktarda olusmas1 sonucu meydana gelen oksidatif stres, hiicrelerde DNA,
proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve enzimler gibi 6nemli organik molekiillere zarar
verebilir. Biyolojik sistemlerde bulunan ROT; Oz, OH', peroksil radikali (ROO-) ve radikal
olmayan H.O; gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerini olustururlar
(Kayis, 2010).

2.7. Antioksidanlar

Antioksidanlar diisiik yogunluklarda okside edilebilen ve diger bir maddenin oksidasyonunu
azaltan ya da engelleyen yani oksidasyona karsi savasan maddelerdir (Caylak, 2011).
Hiicreler bu sayede serbest radikallerin etkisinden ve LP’ ndan korunmus olurlar (Kayzis,
2010). Antioksidan sistem serbest radikallerin hiicre zarina, niikleik asitlerine ve hiicre
bilesenlerine saldirmadan kendine geker ve baglar (Kunwar ve Priyadarsini, 2011).

Antioksidanlar etkilerini dort farkli sekilde gosterirler (Kayis, 2010).

1. Toplayici etki: ROT’ lerini etkileyerek onlari tutar ve daha zayif molekiillere

cevirmeye calisan etki (enzimler).

2. Bastirict etki: ROT” leri ile etkileserek onlara bir hidrojen ekler ve aktivitelerini
kaybetmesine neden olan etkidir. Béylece radikallerin aktivitelerini diisiiriir ya
da inaktif sekle doniistiiriirler. Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye

sahiptirler.

3. Onarici etki: Antioksidanlarin, serbest oksijen radikallerin meydana getirdikleri

zarar1 onarmasidir.

4. Zincir kirica etki: ROT” lerini ve reaksiyonlar1 zincirleme bir sekilde baslatacak
olan diger maddeleri kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kirip radikallerin
fonksiyonlarinin engellenmesi zincir kirici etkidir. Hemoglobin, seroplazmin,

mineraller, vitaminler bu etkiye sahiptirler.
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Sekil 2.7’ de Antioksidanlarin hiicredeki etkileri gosterilmistir (Engin, 2007).
“Vitammn E
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Sekil 2.7. Antioksidanlarin hiicredeki etkileri
RER: Graniillii endoplazmik retikulum, SER: Graniilsiiz endoplazmik retikulum, DNA:
Deoksiribo niikleik asit, SOD: Siiperoksit dismutaz, GSH: Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon

peroksidaz

Tiim hayvansal ve bitkisel organizmalar serbest radikallerin etkilerini 6nlemek i¢in dogal
antioksidan sistemlere sahiptirler. Bu sistemler enzimatik ve nonenzimatik olmak tizere iki
siifdan olusur (Caylak, 2011).

2.7.1. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (Siiperoksit: siiperoksit oksidorediiktaz)(EC.1.15.1.1)

O katalitik olarak H.O2 ve O’ ye doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir. SOD ayn1

zamanda LP inhibe eden bir metalloenzimdir (Kayis, 2010). Organizmalari olusturan
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hiicreler i¢in bulunmasi gereken temel bir enzimdir (Caylak, 2011). SOD’ i aktivitesi
asagida gosterilmistir.

SOD
202+ 2Ht —>» H202+ 02

Bu reaksiyon kendiliginden gerceklesebildigi gibi, SOD katalizorliigiinde 4000 kat daha
hizli gergeklesmektedir (Akkus, 1995). SOD’ lar, merkezlerinde bulunan metallere gore,
Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD olarak tige ayrilir. Viicutta en ¢ok bulunan CuzZn-SOD
sitoplazmada, Mn-SOD mitokondrilerde ve ekstraselliiler SOD (EC-SOD) hiicre disi
stvilarinda bulunmaktadir (Kay1s, 2010).

O, — H,O, Hiicre membrani

Oksidazlar

Mitokondri

Sekil 2.8. SOD’ un ii¢ farkli formu ve hiicrede bulundugu kisimlar

Cu/Zn-SOD, 32 kDa molekiil agirligina sahip ve esit molekiil agirlikli iki alt birimden
olusur. Her alt birim bir bakir ve bir ¢inko atomu igerir. Hiicrelerde en ¢ok bulunan SOD
tirtidiir. Bir diger SOD izoenzimi Mn-SOD 80 kDa molekiil agirliginda, kloroform-etanole
dayanikli ve aktif bolgesinde metalin Mn*® hali bulunmaktadir. Bu farkliliklara ragmen
Cu/Zn-SOD’ lar gibi aynmi reaksiyonu yuriittigii bilinmektedir. pH 7,0 da Mn-SOD larin
stiperoksiti dismutasyon orani Cu/Zn-SOD’ larla aynidir. Ancak yiiksek pH larda bu oran
Cu/Zn-SOD’ dan daha azdir. Ayn1 zamanda Mn-SOD”’ lar 1s1 ve kimyasal maddelere karsi
daha az dayanirlar. Mn-SOD mitokondrideki O’ ne etki eden tek enzimdir. Mn-SOD
organizmadaki tiim SOD aktivitesinin sadece % 10-15 lik kisminit olusturmasina ragmen
yapilan arastirmalarda dogustan Mn-SOD eksikligi olan fareler 5-10 giin i¢inde oliirken,
Cu/Zn-SOD ve EC-SOD eksikligi olan farelerin hayatta kalabildigi gézlenmistir (Zejnilovig,
2007). Fe-SOD toplam 41kDa agirligina sahip iki tane protein birimi igerir ve proteinlerin
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herbirinde bir ya da iki Fe atamu bulunur. Enzim normal durumdayken Fe iyonu +3 degere
sahiptir, Oz~ ile Fe*® iin, Fe*? ye indirgenmesi saglarak OH" nin olusumunu SOD’ un

antioksidan etkisi engellemektir (Kayis, 2010).

Katalaz (hidrojen-peroksit: hidrojen-peroksit oksidorediktaz) (EC: 1.11.1.6)

KAT enzimi, sigirin karacigerinden 1937 senesinde Sumner ve Dounce tarafindan izole
edilmistir. Molekiil agirligi 240 kDa olup, aktif bolgesinde dort tane ferrihem grubu tasiyan
bir hemoproteindir (Kayis, 2010). Karaciger ve alyuvarlar basta olmak iizere hayvansal
organizmalarin oksijenli solunum yapan hiicrelerinde fazla miktarda bulunur. Beyin, kalp,
iskelet kaslar1 gibi kisimlarda daha az miktarlarda KAT enzimi bulunur. KAT ve GPXx,
hidrojen peroksidi su ve atomik oksijene indirgemektedirler (Caylak, 2011). H20., KAT
tarafindan par¢alanmazsa viicut igin ¢ok tehlikeli bir serbest radikal olan OH" nin onciilii
olarak davranir ve boylece bu radikal hiicrede kalici hasarlara sebep olur (Memisogullari,
2005). KAT enziminin aktivitesi asagida verilmistir.

KAT
2H202 - 2H20 + 02

Ayrica KAT enzimi H202 varliginda peroksidazin etkisi ile etanol ve metanol gibi alkol
tiirevlerini formaldehid ve asetaldehide oksitlerler. KAT aktivitesini incelenmesinde ¢ok
kullanilan yontem H>O: pargalanmasimnin spektrofotometrik yontemle 240 nm dalga

boyunda okutulmasidir (Kay1s, 2010).

Glutatyon peroksidaz (glutatyon: hydrojen peroksit oksidorediiktaz)(EC: 1.11.1.9)

GPx enzimi Mills tarafindan 1957 senesinde hayvan eritrosit hiicrelerinden elde edilen bir
enzimdir (Kayis, 2010). Cogunlukla mitokondri, sitozol ve hiicre membranlarinda bulunur.
GPx, dort tane selenyum atomu bagli olmasindan dolay1 seleno-sistein bilesigi sinifina girer
ve katalitik aktivitesini bu 6zelligi saglar. GPx, GSH’ u okside ederek H>O,’ yu H,O’ ya
indirgemektedir. Glutatyonun okside formunun (GSSG) tekrar GSH’ ya indirgenmesi ise
glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan saglanir (Caylak, 2011). Gpx enziminin aktivitesi

asagida verilmistir.
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H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG
ROOH + 2GSH — ROH + GSSG + H20

Bu enzim iki ana gruba ayrilir. Bu enzimlerden bir tanesi aktif bolgesinde seleno sistein
formunda kovalent bagli dort tane selenyum atomu bulunduran selenyuma bagimli GSH-
Px(Se-GSH-Px)dir. Molekiil agirligi yaklasik olarak 20 kDa olup ve fosfolipid
hidroperoksitleri alkollere indirger. Ayni zamanda hiicre zarin1 en 6nemli antioksidan olan
membran bagimli E vitamini eksikliginde peroksidasyona karsi korur. Digeri ise GST
(Glutatyon-S-Transferaz) olarak isimlendirilen, kataliz i¢in selenyuma ihtiyact olmayan
H20>’ ye kars1 6nemsenmeyecek bir aktivite gosteren, daha ¢ok organik hidroperoksitlerin

indirgenmesinden goérevli olan bir enzimdir (Kayis, 2010).

Glutatyon rediiktaz (elutatyon: NADP+ oksidorediiktaz)(EC: 1.8.1.7)

FAD (flavin adenin dinukleotid) igeren flavoprotein bir enzim olan GR, H202’ in
toksiklerden arimma reaksiyonunda okside formuna doniisen GSH’ un reaksiyonlarda tekrar
kullanilabilmesi icin rediikte GSH’ a dontigmesi gerekmektedir. GR NADPH (Rediikte
nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat) varliginda GSH disiilfiti tekrar GSH ¢evirir (Er,
2017; Kayis, 2010).

Glutatyon-S-transferaz (RX:glutatyon R-transferaz)(EC: 2.5.1.18)

Iki protein alt biriminden olusan GST genellikle sitozolde bulunan bir enzimdir (Er, 2017;
Kayis, 2010). Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli géreve
sahiptirler. Aragidonik asit ve linoleat hidroksi peroksitleri basta olmak {iizere lipit

hidroperoksitlere karst GST’ ler Se bagimsiz GPx aktivitesi gosterirler (Kayis, 2010).
2.7.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
Melatonin, iirat, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin,

ferritin, metiyonin, albiimin, bilirubin ve GSH nanenzimatik antoksidanlara 6rnek olarak

verilebilir.
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Glutatyon

Suda kolayca ¢6ziinebilen, ¢ok énemli bir antioksidandir (Er, 2017). Viicutta sistein, glisin
ve glutamattan sentezlenen molekiil agirligi diistik olan bir tripeptiddir. Hiicrede en ¢ok
sitozol, mitokondri ve niikleusta bulunur. Hiicre i¢inde bulunan GSH’ un biiyiik kismi
indirgenmis olarak (tiyol), az bir kismi1 da okside glutatyon (GSSG) seklinde bulunur. Tiyol
kismi antioksidan 6zelligini meydana getirir. GSH hidroksil ve singlet oksijen gibi ROT’
den arindirmakla birlikte, baska serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye girerek
hiicreleri oksidatif zarardan kurtarirlar. Dogrudan serbest radikalleri temizlemesinin yani
sira; GPx ile birlikte enzimatik olarak da gorev yapar. GSH en ¢ok karaciger tarafindan
tiretilir. Ayrica GSH’ un, hiicre zar1 gegirgenliginin gergeklestirilmesi, protein yapilarinin
bozulmamasi, enzim aktivitesinin diizenlenmesi gibi bircok 6nemli gorevi vardir (Kayis,
2010). GSH alyuvarlari, akyuvarlar1 ve goz mercegini oksidatif strese karsi korumada gok
biiyilk 6neme sahiptir (Sener ve Yegen, 2009). Bazi zehirli ksenobiyotikler GSH ile
baglanamadiklarindan hiicre proteinleriyle kovalent bag kurarak DNA, RNA (Riboniikleik
Asit) ve protein gibi 6nemli molekiilleri hasara ugratabilirler (Kay1s, 2010). Bir¢ok hiicrede
bulunan ve bir tripeptid-tiol olan GSH, H202’ yi kimyasal olarak detoksifiye edebilir. GPx
tarafindan katalizlenen bu reaksiyon sonucu, koruyucu 6zelligini kaybeden GSSG olusur.
Hiicre, indirgeyici elektronlarin kaynagi olarak NADPH’ 1 kullanan GR’ nin katalizledigi
bir reaksiyon GSH’ u tekrar meydana getirir. Boylelikle, NADPH hidrojen peroksidin

indirgenmesinde dolayli yoldan elektronlart olusturur (Er, 2017).

Indirgenmis Ghutatyon

2GSH

NADP* \
Ghrtan on Redulv:taz Ghutatyon Peroksidaz
ﬂlhcrl'lavllr'l
\ (FAD) selenyum ]

NADPH-+H* \ /

GSSG

Yiikseltgenmis Glutatyon

Sekil 2.9. Hidrojen peroksidin, NADPH tarafindan glutatyon araciligiyla indirgenmesi
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2.8. Mitokondri

2.8.1. Mitokondrinin yapisi

Mitokondri 6karyotik hiicre organellerinden biridir. Hem mitokondrial hem de niikleer DNA
(nDNA)’ s1 olmasi nedeni ile mitokondri diger organellerden farklidir. Hiicrelerdeki sayisi
hiicreden hiicreye farklilik gosterir, 6rnegin bir karaciger hiicresinde yaklasik 1000 adet
mitokondri bulunur. Goérevleri, hiicrenin ana enerji tasiyan molekiilii olan ATP kaynagi
olusturmaktir. ATP’ yi sekerler gibi yakitlardan kimyasal enerji kullanarak iiretme siireci,
hiicresel solunum olarak adlandirilir ve bu adimlarin bir¢cogu mitokondrilerin iginde
gergeklesir. Mitokondri, hiicrenin j6le benzeri sitosoluna asilir. Mitokondri oval sekilli olup
iki katmanli fosfolipid yapiya sahip ¢ift zarla sarilidir. Distaki zar organelin ¢evresini sarar,
icteki krista ad1 verilen ve i¢ ylizey alanini arttiran bir¢ok ice dogru kivrim igeren bir i¢
tabakadan olusur. Membranlar arasindaki bosluga zarlar arasi bosluk denir ve i¢ membranla
cevrili bolime mitokondrial matris denir. Matris, mitokondriyal DNA (mtDNA) ve
ribozomlar1 igerir. Mitokondri, ¢ogu insan hiicresi tiirlinde (diger hayvan ve bitkilerde
oldugu gibi ¢ogu hiicre tipinde) bulunsada, sayilari hiicrenin roliine ve enerji ihtiyacina bagl
olarak degisir. Ornegin, kas hiicresinin yiiksek enerji ihtiyac1 oldugu igin ¢ok sayida
mitokondrisi varken, oksijen tasinmasi igin olduk¢a uzmanlagmis olan kirmizi kan

hiicrelerinin hi¢ mitokondrisi yoktur (URL- 2).

Dis zar

Ribozom
Mitokondri DNA’s1

ETS zinciri

Resim 2.1. Mitokondrinin yapisi
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Organizmada oksidatif yikim iirlinlerinden alinan elektronlarin O’ ye aktarilmasi sirasinda
ac1ga ¢ikan enerji ile ADP ve Pi” den ATP sentezlenmesi olayi oksidatif fosforilasyon olarak

adlandirilir.

Matriks jole kivamindadir, iginde birgok enzim bulunur. Bu enzimler, i¢ membranda
yerlesmis oksidatif enzimlerle ortaklasa besinlerin CO2 ve H2O’ ya ¢evrilmesine sonucta
ATP adi verilen yliksek enerjili bir maddenin olusumuna neden olurlar. Matriks sivisi yiizde
elli proteinden olusur. Mitokondri matriksinde, hiicre c¢ekirdegindekine benzeyen fakat
birebir aynt olmayan MtDNA, RNA ve mitokondriyal ribozomlar da bulunmaktadir. mtDNA
mitokondrilerin eslenmesinde gorev alir. mtDNA toplam 16.6-kilobayt (kB)’ lik genoma
sahiptir ve 37 tane gen igerir. Bu genlerden 22 tanesi tasiyict RNA, 2 tanesi ribozomal RNA’
dan sorumludur. Diger genlerden 7 tanesi ETZ kompleks I, 1 tanesi kompleks 11, 3 tanesi

kompleks 1V, 2 tanesi kompleks V fonksiyonlarinda gorev alir (Wallace, 2005).

2.8.2. Hiicresel solunum ve mitokondriyal enzimler

Hiicresel solunum glikoliz, TCA dongiisti ve ETZ olmak iizere iic asamada gerceklesir.
Glikoliz

Glikoliz, glikozun hiicresel metabolizma igin enerji saglamak amaciyla hidroliz edildigi ilk
asamasidir. Glikoliz olay1, bir adet alt1 karbonlu glikoz molekiiliiniin iki adet ii¢ karbonlu
piriivat molekiiliine donistiiriilmesidir. Bu asamanin net kazanci, substrat seviyesinde
fosforilasyon ile 2 adet ATP molekiilii (olusturulan 4 ATP/ kullanilan 2 ATP) ve iki

adet NADH molekiiliidiir (URL- 3).

Asetil CoA olusumu

Pirlivatin krebs dongiisiine dahil olabilmesi i¢in mitokondri i¢ine girerek asetil COA (asetil
koenzim A) ya donlismesi gerekmektedir. Krebse hazirlik evresinde; piriivat oksijen
varliginda mitokondriye girer, karbon ve hidrojen atomlarin1 kaybederek asetil COA’ ya

dontistr (Er, 2017; URL- 4).
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Piriivat dehidrogenaz

Baslica glikoliz yoluyla olmak iizere sitoplazmada olusan piriivat i¢ membranda bulunan
pirlivat tastyici protein tarafindan hidrojen iyonu esliginde ya da hidroksil iyonu karsiliginda
mitokondri matriksine taginir. Glikoliz {irlinii olan piriivatin Asetil COA’ ya doniistimiinii
saglayan enzim piriivat dehidrogenaz enzimidir. Piriivat dehidrogenez TCA dongiisiiniin ana
elemani degildir ancak iki karbonlu subsrati olan Asetil COA’ nin olusumu i¢in ana kaynaktir

(Keha ve Kiifrevioglu, 2010; 301-323). Piriivat dehidrogenazin aktivitesi asagida verilmistir.

Piruvat + CoA + NAD - Asetil CoA + CO, + NADH

Trikarboksilik asit sikliist

Krebs dongiisti, Asetil CoA” y1 alip karbondioksit, NADH, FADH ve ATP veya GTP iireten
tepkimelerin tamamidir. Glikolizde iiretilen 3C’ lu piriivik asit ortamda oksijen (O2) varsa
mitokondriye girer. Mitokondriye giren piriivattan 1 molekiil karbondioksit ve iki hidrojen
atomu ayrilir. Ayrilan hidrojenler NAD* koenzimi tarafindan tutulur ve NADH + H* olusur.
Bunun sonucunda piriivat krebs déngiisiinii baglatacak olan Asetil COA’ ya doniisiir. 11k
olarak iki karbonlu Asetil CoA, dort karbonlu bir molekiil olan okzaloasetik asit ile
birleserek alt1 karbonlu sitrik asit olusur (Sitrik asit dongiisii ismi buradan gelir). Sitrik asit,
bes karbonlu bir bilesige doniislirken bir molekiil CO2 aciga ¢ikar. Ayrica bu basamakta
ayrilan iki hidrojen atomu, NAD" tarafindan tutulur ve NADH + H* olusur. Bes karbonlu
bilegikten de bir molekiil COz ile iki hidrojen atomu ayrilir ve hidrojenler NAD" tarafindan
tutularak NADH + H" meydana gelir. Sonugta dort karbonlu bir bilesik elde edilir. Dort
karbonlu bilesik baska bir dort karbonlu bilesige doniisiirken substrat seviyesinde
fosforilasyonla 1 ATP iiretilir. Bir 6nceki basamakta iiretilen molekiilden iki hidrojen atomu
ayrilir ve FAD koenzimi tarafindan tutularak FADH? olusur. Boylelikle yeni bir dort
karbonlu bilesik ortaya ¢ikar. Son olarak dort karbonlu bilesik iki hidrojen atomu daha
kaybeder. Bu hidrojenler NAD" tarafindan tutularak NADH + H" olusur. Bdylece
baslangicta Asetil COA ile reaksiyona giren okzaloasetik asit yeniden meydana gelir. Dort
karbonlu bu bilesik yeni bir Asetil-CoA ile tepkimeye girerek durmayan bir déngii haline
doniistir. Dongiiniin sonucunda 4 CO; agiga ¢ikmakta ve substrat diizeyinde fosforilasyonla
2 ATP iliretilmekte, 6 NADH + H* ve 2 FADH; olusmaktadir (Celik, 2007).
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Sitrat sentaz (EC 2.3.3.16)

Sitrat dongiisiiniin ilk basamagi olan ve sitrat sentaz tarafindan gergeklestirilen, Asetil CoA’

nin oksaloasetata doniisiimiinii ger¢eklestiren enzimdir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010; 301-

323).

Akonitaz (EC 4.2.1.3)

Akonitaz (akonitat hidrataz), sitratin izositrata doniisiimiinii gerceklestiren enzimdir. Bu
asamada dehidrasyon ve hidrasyon tepkimeleri birbirini takiben gergeklesir. Akonitaz, bir
Fe/S merkez igerir. Bu Fe/S merkezi, aktif bolgeden substrat baglamak i¢in ve H20’ nun

molekiile eklenmesi ya da ¢ikarilmasi i¢in etki eder (Harvery, Champe ve Ferrier, 2007).

Izositrat dehidrogenaz (ISD, EC 1.1.1.42)

ISD, izositratin oksidatif dekarboksilasyonu sonucu a-ketoglutarata ve CO’ e oksitleyen
enzimdir. Izositrat dehidrojenazlardan biri elektron alicis1 olarak NAD* gerektirir, digeri ise
NADP* gerektirir. Iki izoenzim aracilifiyla gerceklestirilen reaksiyonlar yiiksek oranda
birbirine benzer. NAD-bagimli enzim, mitokondrinin matriksinde bulunur ve TCA
siklusunda izositratin a-ketoglutarata oksidatif dekarboksilasyonunu gergeklestirir; NADP-
bagimli enzim ise mitokondrinin matriksinde ve sitozolde bulunarak anabolik indirgeme
reaksiyonlart igin gerekli olan NADPH’ in meydana gelmesi icin gorev yapabilir. ISD, sitrik
asit donglisiinde hiz smirlayict tepkimeyi gergeklestirir. Mitokondride NAD*/NADH
oraninin yiikselmesi, tepkimenin hizlanmasini saglamaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010;
301-323).

Alfa ketoglutarat dehidrogenaz (KGHD, EC 2.3.1.61)

TCA’ nin dordiincii basamaginda a-Ketoglutarat, oksidatif dekarboksilasyonu sonucu
siiksinil-CoA ve CO’ e oksitlenir. Reaksiyonu a-ketoglutarat dehidrojenaz enzimi
gerceklestirir. Aym1 zamanda NAD® elektron alicisidir. a-ketoglutarat dehidrojenaz
reaksiyonu, PDH reaksiyonuna benzer; tepkimelerin ikisinde de o-keto asit, karboksil

gruplarinin CO- olarak kaybedilmesi sonucu okside olmaktadir. a-ketoglutarat dehidrojenaz
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kompleksi de yapisal ve fonksiyonel olarak PDH kompleksine benzer (Keha ve Kiifrevioglu,
2010; 301-323).

Siiksinil CoA sentetaz (Stiksinat tiokinaz, EC 6.2.1.5)

TCA siklusunda siiksinil-CoA’ nin tiyoester baglari a-ketoglutaratin oksidasyon enerjisi ile
kopar. Sitrik asit dongiisiiniin sonraki basamaginda, siiksinil-COA’ nin tiyoester baglarinin
yiiksek oranda serbest enerjisi, bu baglarin par¢anlanmasi ile salinir ve agiga ¢ikan enerji
GTP veya ATP’ de bir fosfo anhidrid baginin olusmasi igin tiiketilir. Bu geri doniisiimii
olmayan bir reaksiyondur. Siiksinil-COA sentetaz veya siiksinik tiyokinaz diye tanimlanan
enzim tarafindan gergeklestirilir. Siiksinil-CoA’ dan siiksinat meydana gelir. Hayvansal
dokularmn bir kisminda, siiksinil-COA sentetazin biri GDP digeri ise ADP i¢in spesifik iki
izoenzimi bulunur. Ayrica siiksinil-CoA sentetaz araciligiyla olusturulan GTP, fosfatit ADP’
ye vererek ATP’ nin olusmasini saglayabilir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010; 301-323). Siiksinil

CoA sentetazin aktivitesi agagida verilmistir.

GTP + ADP < GDP + ATP

Siiksinat dehidrogenaz (EC 1.3.5.1)

Siiksinil-CoA’ dan meydana gelen siiksinat, flavo protein siiksinat dehidrojenaz araciligiyla
fumarata doniistiiriiliir. Siiksinat dehidrojenaz, prokaryotlar canlilarda hiicre zarina
bagliyken okaryotlarda mitokondrilerin i¢ zarina baglidir. Sitrik asit dongiisiiniin zara bagl
bulunan tek enzimi siiksinat dehidrojenazdir. Sigir kalp mitokondrilerinden izole edilen
siiksinat dehidrojenaz, ti¢ farkli Fe/S grubu igerir. Elektronlar, siiksinattan i¢ zar1t ETZ’ in
bir pargas1 olan ubikinona (Q), FAD ve Fe/S araciligiyla gegerler. Elektronlarin siiksinattan
elektron tasiyici zincir vasitasiyla son elektron alicis1 olan Oz’ e tasinmasi her elektron ¢ifti
basina iki ATP molekiili sentezine baglanmistir. Solunum zincirinde bir FADH:
molekiiliinden iki molekiil ATP sentezlenir (URL-5).
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Fumaraz (Fumarat hidrataz, EC 4.2.1.2)

Fumaraz (fumarat hidrataz) enzimi araciligiyla gerceklestirilen hidrasyon reaksiyonu
sonunda fumarati, L-malata doniistiiriiliir. Fumaraz, yiiksek derecede stereospesifiktir (Keha
ve Kiifrevioglu, 2010; 301-323).

Malat dehidrogenaz (MD, EC 1.1.1.37)

Sitrik asit dongiisiiniin son basamaginda, L-malati oksaloasetata oksidasyonunu NAD-
bagimli L-malat dehidrojenaz enzimi gergeklestirir. Oksaloasetat konsantrasyonu diisiik
(<10-6 M) oldugunda malat dehidrojenaz reaksiyonu oksaloasetat olusmasi yoniinde
gergeklesir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010; 301-323). MD aktivitesi asagida verilmistir.

Malatt + NAD+ < Okzalasetat + NADH + H+

Elektron transport zinciri ve oksidatif fosforilasyon

ETZ; NADH ve FADH2gibi elektron tasiyicilarinin verdikleri elektronlarnt ETZ
elemanlarinda redoks tepkimelerine sokarak ATP iretimini gergeklestirir. ETZ
elemanlar1 i¢ zar olan krista iizerinde bulunur. Kivrimli olan zar yilizey alaninin artmasini
saglar. Boylece enzimlerin etkinliklerinin artmasina saglar. Elektronlar, son elektron alicisi
olan oksijene kadar ETZ elemanlar1 boyunca tasmirlar ve enerji kaybederler.
Elektronlarin verdigi enerji ETZ elemanlar1 tarafindan protonlarin aktif taginmasinda
kullanilir ve ETZ elemanlarinin iizerinde bulundugu ¢ift katli fosfolipid tabakasinin iki
tarafinda potansiyel fark olusturulur. Bu potansiyel fark daha sonra ATP sentezi i¢in
kullanilir. ETZ elemanlari, 6karyotik hiicrelerde mitokondri ve kloroplast organellerinde
bulunur. ETZ elemanlar1 4 tanedir ve Komplex I, Komplex II, Komplex III ve Komplex IV
olarak adlandirilirlar (Keha ve Kiifrevioglu, 2010; 301-323).


https://www.wikizero.com/tr/NADH
https://www.wikizero.com/tr/Adenozin_trifosfat
https://www.wikizero.com/tr/Oksijen
https://www.wikizero.com/tr/Enerji
https://www.wikizero.com/tr/Elektron
https://www.wikizero.com/tr/Fosfolipid
https://www.wikizero.com/tr/Potansiyel_fark
https://www.wikizero.com/tr/Adenozin_trifosfat
https://www.wikizero.com/tr/%C3%96karyotik_h%C3%BCcre
https://www.wikizero.com/tr/Mitokondri
https://www.wikizero.com/tr/Kloroplast
https://www.wikizero.com/tr/Organel
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Mitokondri

Hidrojen iyon
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Resim 2.2. Elektron transport zinciri birimleri

Kompleks | (NADH dehidrogenaz, NADH-Q rediktaz, EC 1.6.99.3)

Kompleks I (NADH dehidrojenaz veya NADH: ubikinon oksidorediiktaz), bakterilerde en
az 16, okaryot canlilarda 43 farkli polipeptid zincirinden olusan bir yapiya sahiptir.
Yapisinda FMN igeren flavoproteinler ve Fe-S merkezler bulunur. L harfine benzer ve L
harfinin bir kolu matriste, diger kolu mitokondri i¢ zarinin igine dogru yatay sekilde
uzanmaktadir. iki birbirine bagli ve aym anda gergeklesen reaksiyonu gerceklestirir. Bu
reaksiyonlardan birincisi NADH’ tan alinan iki elektronun ubikinon molekiiline (Q)
aktarilarak ubikinol olusturmaktir. ikinci reaksiyon ise birinci reaksiyondan elde edilen
enerjiyle 4 protonun matristen zarlar arasi bolgeye transferidir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010;
301-323).

Kompleks II (Siiksinat CoQ rediiktaz, EC 1.3.5.1)

TCA dongiistindeki zara bagh tek enzimdir. Kompleks I’ den daha kiiciik ve basit yapiya
sahiptir. Iki tip prostetik grup icerir bunlar FAD ve dért demir atomlu bir Fe-S merkezidir.
En az dort farkli protein vardir. TCA dongiisii ara metaboliti olan siiksinattan elektronlar

FAD’ ye aktarir sonra Fe-S merkezler tizerinden ubikona aktarir. Oksalaasetat ve malonat


https://www.wikizero.com/tr/Polipeptid
https://www.wikizero.com/tr/NADH
https://www.wikizero.com/tr/Proton
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stiksinattan Kompleks II’ ye elektron akisinin Oniine geger. Karboksin ve thenoil fluoro

aseton kompleks 11’ den, ubikinon’ a elektron tasinmasinin 6niine geger (URL-6).

Kompleks 11l (CoQ-sit ¢ Rediiktaz, sitokrom bci1 kompleksi, ubikinon-sitokrom c
oksidorediiktaz, EC 1.10.2.2)

Kompleks III, hem proteinleri olan sitokrom b ve sitokrom c1 ile hem yapisinda olmayan
Fe-S proteininden meydana gelen bir enzimdir. Kompleks I ve kompleks II ve diger
mitokonriyal dehidrogenazlar vasitasi ile gelen elektronlart alan ubikonu bikonole
indirgenir. Kompleks III ubikonolden elektronlari sitokrom ¢’ ye aktarirken, matriksten
zarlar arasi bosluga protonlarida transferini eder. Boylece bir proton gradienti olusturur.
BAL (dimerkaprol) ve Antimisin A Kompleks Il enziminin ¢alismasini inhibe eder (URL-
6).

Kompleks IV (Sitokrom C oksidaz, EC 1.9.3.1)

Solunum zincirinin son basamaginda elektronlari sitokrom ¢’ den Oz’ ye tasir. Ayni zamanda
oksijeni suya indirger. Sitokrom oksidaz enzimi a ve a3 olmak iizere 2 hem grubu ve 3 tane
Cu*? igeren 13 alt birimden olusan kompleks bir yapiya sahiptir. Bu enzim her dort
elektronun taginmasi igin enzim matriksinden doért H™ alarak Oz’ yi 2 H20’ ya gevirir.
Sitokrom oksidazin O2’ ye egilimi ¢ok yiiksektir. CO, CN, H2S ve azid Komleks IV

enziminin ¢alimasini inhibe eder (URL-6).

Kompleks V (ATP sentaz, EC 3.6.3.14)

Mitokondri i¢ membraninda yer alan ATP sentaz enzimi ADP + Pi’ den ATP sentezini
katalizler. Fo ve F1 iki alt birimden olusan F tipi bir ATPaz’ dir. Elektronlarin kompleks I,
III ve IV lizerinden aktarilmasi sirasinda protonlar matriksten zarlar arasi bosluga aktarilir.
Bu sirada i¢ zarda bir proton gradienti olusmaktadir. Olusan gradient, protonlarin matrikse
geri donmeleri i¢in proton hareket ettirici gii¢ ortaya cikarir. Bu giiciin etkisi ile protonlar
matrikse geri donerler ve elektrokimyasal gradientteki enerji, protonlarin matrikse geri
donmeleri sirasinda ATP olusumunda kullanilir. Oksidatif fosforilasyon olarak bilinen bu
olay, ATP sentaz enzimi tarafindan gerceklestirilir. Fo i¢ mitokondri membranini kaplayan

integral bir proteindir ve proton kanalin1 olusturur. Protonlarin membranlar arasi bosluktan
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matrikse geri doniisli Fo’ a baglidir. ATP sentazin F1 birimi ADP + P> den ATP sentezini
katalizler. Fo’ a bagli periferal membran proteini olup, matrikse dogru uzanan kiire seklinde

bir yapisi vardir (URL-6).

2.9. Mitokondri ve Oksidatif Stres

Yaslanma ile mitokondrial solunum ve oksidatif fosforilasyon yavas yavas birbirinden
ayrilir ve solunumsal enzimlerin faaliyetleri azalir. Boylece ETZ’ inde artmus olan elektron

akisina bagli mitokondride ROT’ nde artislar meydana gelir (Cankurtaran, 2005).

mtDNA’ da artan ROT’ nden oksidatif hasara kars1 duyarlidir. Mutant mtDNA tarafindan
kodlanan defektif protein subunitleri bozulmus solunum fonksiyonlar1 gosterir; elektron
kagag1 ve ROT iiretimi artar ve sonucunda oksidatif stres ve mtDNA hasar1 artar. Bu kisir
dongii farkli hiicrelerde farkli oranlarda meydana gelir ve yaslanma ile mtDNA’ da
mutasyon ve oksidatif hasara neden olur. Oz, OH', NO, lipid peroksit, H>O2 bilinen ROT’
leridir. 50° 1i yaglardan itibaren ROT yapimi belirgin sekilde artmaya baglar.

Mitokondriler, hiicre oksijenin % 90° ninin oksidatif fosforilasyonla tiiketildigi
merkezleridir. Bunlarin % 2’ si ROT adimi alan {iriinlere doniisiir. ROT, DNA, protein,
lipidler ve tiim yapilardaki molekiillere saldirir. DNA molekiil oksidasyonu ile genetik
messenger DNA hasari, hiicre boliinmesinin durmasi, kontrolsiiz biiyiimesi, metastaz
yapmasi, lipid peroksidasyonu ile hiicre membran hasari, ateroskleroz hizli sekilde meydana
gelir. GSH hiicrenin lipid olmayan béliimiiniin en 6nemli koruyucusudur. SOD ise hiicrede
en fazla bulunan antioksidan enzimdir. Vitamin E lipid kisimda, vitamin C lipid olmayan
boliimiinde serbest radikalleri inhibe ederler. Antioksidan verilen memelilerde hayat
stiresinin % 30 oraninda artig1 bildirilmistir. SOD, GPx, KAT gibi enzimlerle viicut ROT’
leri nasil notralize etmeye caligir. Yaslanmaya bagli olarak bu enzimlerin miktari azalir ve
artmakta olan ROT’ larin elimine edilmeleri zorlasir. Oksidatif stres daha fazla etkin hale
gelir (Cankurtaran, 2005). Oksidatif hasara bagli olarak mutasyonel yiikiin artmasi,
koruyucu ve onarici proteinlerin hasarlanmasi mitokondrilerin hasarin1 ve mutasyona
ugrama ihtimalini arttirir dolayist ile hiicresel yaslanmayi hizlandirir (Ogiit ve Atay, 2012).
Sekil 2.10° da Oksidatif mtDNA hasar1 ve yaslanma gosterilmistir (Burgak ve Andican,
2004).
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Oksidatif stres
(eksojen / endojen)

:

ROT iiretimi

}

mtDNA hasarn

v
v

Hasarli DNA birikimi

.

Mitokondriyal redoks disfonksiyon

'

Enerji iiretiminde azalma

/\

Organ disfonksiyonu Apoptozis

e ¢ e

Yaslanma bulgulan

Sekil 2.10. Oksidatif mtDNA hasar1 ve yaslanma

Yaglanma ile biriktigi saptanan oksidatif mtDNA lezyonlar1 mitokondriyal fonksiyon
bozuklugunun baslica nedenidir. Ozellikle yasla artan mtDNA delesyonlar1 post-mitotik
beyin ve iskelet kasinda birikime ugramaktadir. Giintimiize dek yapilan ¢caligsmalar fizyolojik
yaslanma, prematiir yaglanma semptomlari; Alzaymir hastaligi, diyabet, kalp yetmezligi,
sagirlik, optik sinir dejenerasyonu, bir¢ok ilerleyici kas hastaliklar: ve kanser gibi yaglanma
bagli olarak artan hastaliklarin mutasyon gecirerek DNA iceren disfonksiyonel

mitokondrilerin varligi ile ilgili oldugunu ortaya koymustur (Bur¢ak ve Andican, 2004).
2.10. Mitokondriyal Hastaliklar

Mitokondri; enerji oksidasyonu ve ATP iiretiminde hiicrenin ana fonksiyonel bilesenidir.
Mitokondriyal hastaliklar genetik defekt mtDNA ile nDNA mutasyonlar1 sonucu ortaya
cikar. Oksidatif fosforilasyonu etkileyen mutasyonlar sonucu ATP miktarinda azalma
multisistemik belirti ve bulgulara neden olur. Yiiksek aerobik enerji ihtiyaci olan sinir
sistemi, retina, kalp ve iskelet kasi, karaciger ile bobrekler mitokondriyal bozukluklarda en

cok hassasiyet gosteren organlardir. Bunlardan beyin ve iskelet kaslar1 istisnasiz olarak her
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durumda degisen diizeylerde etkilenirler. Mitokondriyal hastaliklarin belirti siddeti kisilere
gore degisiklik gosterebilir (Ozkul ve Akyol, 2012).

Kalp, iskelet kasi, merkez sinir sistemi, bobrek gibi bazi dokular mitokondriyal enerji
iiretimine yiiksek oranda ihtiya¢ duyduklarindan dolayr mtDNA mutasyonlarindan (nokta
mutasyonlari, delesyonlar, dublikasyonlar) oldukca fazla etkilenirler. Bundan yiizden
hastaliklar metabolizma ile baglantilidir. Hipotoni, gelisme geriligi, mental gerilik,
konviilsiyon nobetleri ve ataksi baslica klinik bulgulardir. Vucut sivilarinda laktik asit
diizeyinin artmast en Onemli laboratuvar bulgusudur (Oguz, 2015). Yaslanma siireci
icersinde mtDNA mutasyonlarinin birikmesi oksidatif fosforilasyon sisteminin verimliligini
diisiirir.  Ge¢ baslangigli norodejeneratif hastaliklar olan Parkinson, Alzaymir ve
Huntington’ da mitokondriyal solunum zincir disfonksiyonu patogenezlerden biri olarak
kabul edilir (Oguz, 2015). Cizelge 2.2° de Mitokondrial hastaliklarin etkiledigi yapilar ve

bunlara ait semptomlar verilmistir (Kog ve Sarica, 2003).
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Cizelge 2.2. Mitokondrial hastaliklarin etkiledigi yapilar ve bunlara ait semptomlar

Etkilenen organ

Semptomlar

Beyin

Gelisme geriligi, mental retardasyon, demans, epileptik
ndbetler, noropsikiyatrik bozukluklar, atipikserebral felg,

migren, inme

Periferik Sinir

Glgsiizliik (intermittant olabilir), noropatik agri, refleks kaybu,
gastrointestinal problemler (gastrodsefagial reflii, gecikmis
gastrik bosalim, konstipasyon, psddoobstruksiyon vb.), asiri

terleme veya ter yokluguna bagli 1s1 regiilasyonuna ait

problemler

Kas Gigsiizliik, hipotoni, kramp, kas agris1

Bobrek Fanconi sendromu, proksimal tubuler etkilenmeye bagli protein,
magnezyum, fosfor, kalsiyum ve diger elektrolit kayiplarina ait
klinik bulgular

Kalp Kardiyak iletim defektleri (kalp bloklar1), kardiomiyopati

Karaciger Hipoglisemi, karaciger yetmezligi

Goz Gorme keskinliginde azalma, korliik

Kulak Isitme azlig1, sagirlik

Endokrin Diabet, hipoparatiroidizm, biiylime/multipl hormon eksikligi

Kemik iligi Sideroblastik anemi/pansitopeni, kazanilmig sideroblastik anemi

Gastrointestinal sistem

Pankreas yetmezligi, Villusatrofisi

Sistemik diger
problemler

Laktik asidoz, kilo kayb1, kisa boy, yorgunluk, intermittant hava
acligin1 da igeren solunum problemleri

Norolojik hastaliklarin patofizyolojik belirtileri, genellikle hiicresel redoks hemostaz1 ve

daha sonra oksidatif ve nitrozatif stres bozuklugu ile iligkilidir. Oksidatif Nitrozatif Stres

(ONS), ROT veya RNS (reaktif nitrojen tiirleri) biyolojik sistemde bu bilesikler arasindaki
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dengesizlik olarak tanimlanabilir. Ekso ve endojen patojenik uyaranlar boylece onlarin yap1
ve fonksiyonlarini degistirerek, tiretim artist veya ROT/RNS atma kapasitesinde azalma,
ROT/RNS birikimi lipitler, proteinler, niikleik asitler ve diger biyolojik aktif molekiilleri
uyandirir. Endoplazmik retikulum ve trans membran NADPH oksidaz kompleksi yaninda
mitokondri ROT/RNS nin bir diger onemli kaynagidir. ETZ’ indeki elektron kagagi
sonucunda bir O2 molekiilii olusur ve bir elektron serbest radikal olusturur. Siiperoksit (O2’),
OH' ya da iirtinii NO ile reaksiyona sokulmasi sonucu H2O; gibi farkli bir 6n madde olan
(NO)" Peroksinitrit (ONOO") ve daha sonra azot dioksit (NO2) olusur. Disfonksiyon ve
ROT/RNS tarafindan ortaya ¢ikan mitokondri hasari merkezi sinir sistemi hastaliklarinin

(MSS) patogenezinde kritik 6neme sahiptir (Ruszkiewicz ve Albrecht, 2015).

2.10.1. Kearns-sayre sendromu (KSS)

Oftalmopleji-plus sendromu, okiilokranyo somatik sendrom, kronik progresif eksternal
oftalmopleji ve miyopati, ragged red fiber’ in eslik ettigi kronik eksternal oftalmopleji olarak
da adlandirilan ¢ok az rastlanan bir hastaliktir. KSS, 6zel bir fenotipe neden olan mtDNA’
daki delesyonlar sonucunda ortaya g¢ikar. Delesyonun biiylkligii degismesine ragmen
benzer fenotiple sonuglanir. Kandan ya da kas orneginden alinan mtDNA delesyonu

saptanarak tanis1 konur (Kog, Sarica ve Yerdelen, 2003).

2.10.2. Melas sendromu

MELAS sendromu, 1984 yilinda ilk kez Pavlakis ve arkadaslar tarafindan tanimlanmastir.
mtDNA’ daki mutasyonlarin neden oldugu inme benzeri ndbetler, laktik asidoz,
mitokondriyal miyopati ve multisistem organ tutulumu ile karakterize olmus progresif
norodejeneratif hastaliklardandir. Bu hastalikta goriilen akut gelisimli norolojik defisitler
inmeyi taklit edebilir. MELAS sendromundaki mitokondrial mutasyonlar, ciddi oksidatif
mitokondrial hasarina neden olur. Viicuttaki tiim hiicreleri 6zellikle fazla miktarda oksijen
kullanan néron, kas ve endokrin hiicrelerini etkiler. Hiicre hasarinin gercek mekanizmasi
bilinmemekle beraber mitokondri i¢ zarinda bulunan solunum zincirindeki enzimatik
disfonksiyonunun, fazla serbest radikallerin olusumasina ve hiicrenin faaliyetleri i¢in gerekli
olan enerji iiretimini azalttig: ileri siiriilmektedir. inme benzeri nébetler, isitme kaybi,
diyabetes mellitus, migrendz basagrisi, miyopati, nefes darligi, deri belirtileri, psikiyatrik

bozukluklar MELAS’ da goriilen semptomlar arasindadir (Kog ve digerleri, 2003).
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2.10.3. Pearson sendromu

Pearson ve arkadaslari tarafindan ilk kez 1979 yilinda tanimlanan multisistem etkilenmesi
ile giden mitokondri hiicrelerine zarar veren hastaliklardan biridir. Cok az rastlanan bu
hastalik refraktersideroblastik anemi, pansitopeni, oksidatif fosforilasyon defekti, pankreas
ekzokrin salgt yetmezligi ve degisik derecelerde karaciger, bobrek ve endokrin yetmezligine
neden olan Oliimciil bir hastaliktir. Yapilan genetik ¢alismalarda mMtDNA’ nin biiyiik bir
kisminin delesyonu ya da kaybinin rol oynadig bildirilmistir (Kog ve digerleri, 2003).

2.10.4. MERRF (Miyoklonik Epilepsi Ragged Red Fibers)

Ilk defa 1980 senesinde Fukuhara ve arkadaslar1 miyoklonik epilepsi olarak
tanimlamiglardir. Rosing ve arkadaslar1 1985 yilinda biiylik bir ailede benzer bulgular
bulmus ve otozomal dominant, otozomal resesif ve X2’ ye bagli gecisi baskilayarak bu
hastaligin anneden gegtigini belirtmislerdir. 1990 yilinda Shoffner ve arkadaslar1 ilk defa
mtDNA’ da tRNA(tasiyict RNA)-Lys geninde missens mutasyonunu tanimlamislardir.
tRNA Lys’ in mitokondriyal genini ve dolayisiyla oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli olan
protein sentezini bozan bir nokta mutasyondur. Bu nokta mutasyonu, 6zellikle sitokrom ¢
oksidaz’ daki NADH-CoQ rediiktaz (kompleks1)’ de olmak tizere multipl eksikliklere neden
olur (Kog ve digerleri, 2003).

2.10.5. NARP (Noropati, Ataksi, Retinitis Pigmentosa)

NARP sendromu, duysal noropati, serebel larataksi, retinitis pigmentosa, demans, nobet,
gelisme geriligi ve proksimal kas zayifligi ile karakterize edilmis mitokondriyal
hastaliklardan biridir. Kerrison ve arkadaglar1 2000 yilinda, NARP’ da retinopatinin
progresif oldugunu bildirmislerdir. Mitokondrial H*-ATPaz’ 1n 6. birimini kodlayan gendeki

mutasyon sonucu meydana gelir (Kog ve digerleri, 2003).

2.10.6. LHON (Leber’ in Herediter Optik Neropatisi)

LHON, mtDNA’ daki bircok anlamsiz mutasyonlara bagl olarak ortaya ¢ikar. Akut ya da

subakut ve korliige neden olan mitokondriyal bir hastaliktir (Kog ve digerleri, 2003).
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2.10.7. Alper hastahig (progresif infantil poli distrofi)

Oksidatif fosforilasyon bozukluklarina bagli olarak ¢ok nadir ortaya ¢ikan mitokondriyal bir
hastaliktir. Nobet, demans, spastisite, korliik, karaciger fonksiyon bozukluklar1 ve serebral

dejenerasyonla ilerler. Otozomal ¢ekinik kalitimla aktarilir (Kog ve digerleri, 2003).

2.10.8. Friedreich ataksisi

Friedriech ataksisi, otozomal ¢ekinik kalitilan, insan viicudunun durus ve dengesindeki
bozukluklara en sik rastlanan tiiriidiir. 9913 kromozomunda bulunan frataksin (frataxin X25)
geninin tekrarlayan biiylimesi sonucunda ortaya ¢ikar. Frataksin mitokondriyal demir
iceriginin dengelenmesinde gorev alan proteindir. Frataksin eksikliginde mitokondride

demir birikimleri goriiliir (Kog ve digerleri, 2003).

2.10.9. Kartilaj-sa¢ hipoplazisi (KSH)

9921-p12 kromozomu iizerinde yer alan mitokondrial RNA-processing endoriboniikleaz
komponent geninde meydana gelen mutasyona bagli olarak otozomal ¢ekinik olarak kalitilir
(Kog ve digerleri, 2003).

2.11. Beyin

2.11.1. Beyinin yapisi ve gorevleri

Beyin, 6grenme dahil diger tiim zihinsel islemlerin yiiriitiildiigii ana merkezdir. Beyin,
yaklagik 100 milyar nérondan olusur. MSS’nin en 6nemli kismi olan beyin, kafatasi
kemikleri iginde, kiitlesi olgun bireylerde ortalama olarak 1300-1400 gramdir. Yiizeyi
ortalama 2000-2100 cm? alana sahip olan bir orgammizdir. Beyin, viicut agirhigimizin
yaklasik % 2’ si kadarini olusturmasina ragmen, enerjimizin % 20 ile % 25’ ini kullanir.
Sinir hiicreleri ve yardimci glia hiicreleri olmak iizere iki tiir hiicre bulunur. Beyin, yaklagik
bir trilyon hiicreden meydana gelir (Avct ve Yagbasan, 2008). Sinir sistemi ve beyin
fonksiyonlarinin ana elemanlar1 ndéronlardir. Bir néron kisimdan hiicre govdesi, dendrit ve

akson olmak iizere ii¢ ana kisimdan olusur. Noronlar, dendrit olarak adlandirilan ve hiicre
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govdesinden cikan ¢ok sayida kola sahiptir. Sinir hiicreleri arasindaki elektriksel ve kimyasal

sinyallerle beyinde haberlesme ag1 olusur (Avci ve Yagbasan, 2008).

Hiicre govdesi
Dendrit  Cekirdek

Ranvier bogumu
Miyelin kilif ~ Akson ucu

e

Schwan hucresi

Sinir hiicresi yapisi

Resim 2.3. Noronun yapisi

Dentritler noronlardan aldigi elektriksel yiikii akson olarak adlandirilan boliim ile baska
noronlara aktarir. Her ndron miyelin kilifla sarili aksona sahiptir. Noronlar sinaps bolgeleri
olarak adlandirilan ve akson uglari, dentrit ya da hiicre govdesi arasinda yer alan birlesme

bolgeleri sayesinde iletisim kurarlar (Avci ve Yagbasan, 2008).

Bilim insanlar1 beyni dort loba ayirirlar. Bunlar arka kafa (oksipital), 6n (frontal), yan kafa
(parietal) ve sakak (temporal) loblaridir. Arka kafa lobu beynin arka ortasinda bulunan ve
gérmeden sorumludur. On lob kafanin 6n bélgesinde bulunur yaraticilik, problem ¢dzme,
karar verme ve planlama gibi eylemleri gergeklestirir. Yan kafa lobu tist arka bolgededir ve
yiiksek algilama ve dil islevlerini sorumludur. Sakak lobu (sag ve sol kisim) kulaklarin st
kisminda bulunur. Bu bolge genel olarak duyma, hafiza, anlama ve dil fonksiyonlarini yerine
getirir. Beynin orta bdlgesi hippokampus, talamus, hipotalamus ve amigdala dort kisimdan
olusur. Limbik sistemde denilen beynin bu boliimii duygular, uyku, dikkat, viicut isleyisi,
hormonlar, cinsellik, koku ve bircok beyin kimyasalinin {iretiminde gorev alir (Avci ve
Yagbasan, 2008).
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A< /)
)\ Parletal lob

Frontal lob
V

Oksipital lob

Resim 2.4. Beyin loblar

Beynin altinda bulunan beyin sap1 genellikle istegimiz disinda yasamsal dneme sahip olan
otonom fonksiyonlar1 kontrol eder. Oksipital lobun hemen altinda beyincik bulunur. Viicut
dengesini korumada ve kaslarin uyumlu sekilde ¢alismasini diizenler. Kiiclik yapisiyla
talamus beynin merkezinde bulunur. Beynin bu boliimii duyu organlari ile korteks arasinda
direk bilgi aligverisini gergeklestirir. Talamusun hemen altinda hipotalamus bulunur. Viicut
1s1s1, aclik- tokluk hissi, susuzluk ve cinsellikle ilgili duygular1 kontrol eder. Amigdala
talamus ve hipotalamusun yaninda bulunan ve beynin psikolojik ndbet¢isi olarak bilinen
duygularin yonetiminde biiylik bir paya sahiptir. Hippocampus, temporal lobun i¢
taraflarinda yer alir ve hafiza, duygular ve anilarin bulundugu boliimdiir. Hippocampus daha

¢ok 6grenme ve hafizadan sorumludur (Avci ve Yagbasan, 2008)

Beynimiz sag ve sol olmak iizere iki yarim kiireden olusur. Beyin yarim kiireleri farkli
fonksiyonlarda gorev alirlar. Korpus kallosum, yogun bir sinir agi demetinden olusur.
Beynin sag ve sol lobu arasinda bilgi iletisimini gerceklestiren bir koprii gorevi gérmektedir.
Korpus kallosum kesildiginde, bu iki kisim arasindaki baglanti kesilmektedir. Cizelge 2.3’

de Beyin yarim kiirelerinin fonksiyonlari verilmistir (Avci ve Yagbasan, 2008).



49

Cizelge 2.3. Beyin yarim kiirelerinin fonksiyonlari (Avci ve Yagbasan, 2008)

Sol yarim kiire

Sag yarim kiire

Parcal1, sirali

Zihinsel, enteklektiiel

Diizenleme

Coziimsel, analitik

Mantiksal

Rasyonel

Isimleri hatirlama

Problemleri parcalara ayirarak ¢ézme
Cizgisel diisiinme

Isitsel

Yazmay1 ve konusmayi tercih etme
Konusulan talimatlar1 takip etme

Dogru/yanlis, coktan segmeli
eslestirmeli testleri tercih etme

Az risk alma

Ayrimtilara bakma

Viicudun sag tarafin1 kontrol etme
Matematiksel diisiinme

Somut diisiinme

Dil 6grenme becerisi

Bir sey icin bir miiddet diisiintir

Sozla dil kullanma

veE

Biitiinsel

Sezgisel

Kendiliginden aninda olan
Yaratici/duyarli, hassas
Duygusal

Yiizleri hatirlama

Duygulariyla hareket etme
Biitiine bakarak problem ¢6zme
Ug boyutlu diisiinen

Gorsel

Resim yapma/cizme ve dokunulacak

nesneleri tercih

Yazili veya kanitlanmis talimatlar1 takip
etme

Yazili sinavlari tercih etme

Cok risk alma (az kontrol ile)
Benzer 6zelliklere bakar
Viicudun sol tarafini kontrol etme
Rastgele ve agik uglu diisiinme
Soyut diisiinme

Miizikal yetenekler

Eszamanli diistinme

Jest, mimik, duygular ve viicut dili ile
yorumlama

Y 6n bulabilme becerisi




50

2.11.2. Beyin hastaliklar1 ve mitokondri

Beyinin glikoz metabolizmasi bir¢ok faktdrden etkilenebilmektedir. Bu faktorler arasinda
mitokondrial solunum 6nemli bir yere sahiptir. Bir¢ok noérodejeneratif ve dejeneratif
olmayan bozukluk patofizyolojisinde, mitokondrial islev bozuklugu ve hiicresel ATP
diizeylerinde diizensizlik oldugunu gosterir. Mitokondrilerde fonksiyon bozuklugu; diabetes
mellitus, kardimyopati, Leigh’ s sendromu, Friedrich ataksisi, Huntington sendromu,
Parkinson, Alzaymir ve Sizofreni gibi bir¢ok hastalik etyopatolojisinde rol oynamaktadir.
Alzaymir ve Parkinson hastalarinin beyin dokularinda ve plateletlerinde sitokrom c oksidaz
(kompleks 1V) ve kompleks | enzim aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Ayrica mitokondrial
morfolojik degisiklikler, nokta mutasyonlari, genomda delesyon ve deplesyonlar,
miyoklonik epilepsi ve Leber hastaliginda gosterilmisti. mtDNA histon proteinleri
tarafindan korunmadigi i¢in ve DNA zayif onarim sistemine sahip oldugu i¢cin NDNA’ ya
gore somatik delesyonlara daha ¢ok maruz kalir (Akarsu, 2014). Leber herediter optik
noropati, miyopati, diabetes mellitus, kronik progresif eksternal oftalmopleji, mitokondrial
norogastro intestinal ensefalo miyopatim DNA mutasyonlart sonucunda meydana gelen
hastaliklar arasinda sayilabilir. Etyopatogenezinde mitokondrial disfonksiyonlarin yer aldigi
bozukluklara psikiyatrik belirtilerin olduguda bilinmektedir. Yapilan hayvan deneylerinde
mtDNA mutasyonlari ile psikiyatrik belirtilerin ortaya ¢iktig1 gozlenmistir (Akarsu, 2014).

ROT/RNS toksisitesi, Alzaymir hastaligi, Parkinson hastaligi ya da amyotrofik lateral
skleroz gibi norodejeneratif hastaliklarin, 6nemli bir patojenik faktoriidiir. Amyotrofik
lateral skleroz, ayn1 zamanda diger serebral felg, epilepsi, hepatik ensefalopati veya agir
metal toksisitesi ile ilgili beyin disfonksiyonu arasinda olmayan dejeneratif beyin hastaliklari
da goriiliir (Ruszkiewicz ve Albrecht, 2014). Primer mitokondriyal hastaliklar; mtDNA veya
nDNA’ daki mutasyonlar sonucunda solunum zinciri veya oksidatif fosforilasyon
fonksiyonlarinda bozulmaya yol agan, birgok sistemi etkileyebilen multisistemik
hastaliklardir. Kas ve santral sinir sistemi gibi yiiksek enerji ihtiyaci olan sistemler daha ¢ok
etkilenmektedir. Ilag kullanimi gibi nedenlerle sekonder olarak mitokondriyal hastaliklar
ortaya cikabilmekte, normal yaslanma siirecinde de mitokondriyal gen ekspresyonunda
progressif azalma olmaktadir. Son yillarda Alzaymir hastaligi, Parkinson hastaligi,
Amiyotrofik lateral skleroz gibi dejeneratif hastaliklarda mitokondriyal disfonksiyona

yonelik artan sayida ¢aligmalar vardir. Ancak yalnizca oksidatif fonksiyonu bozan solunum
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zincirindeki defektler primer mitokondriyal bozukluk olarak degerlendirilmektedir

(Ekmekgi, Karasoy ve Yiiceyar, 2012).

Alzaymir hastaligi yaklasik 100 yil 6nce ilk kez ilerleyici zihinsel islev bozuklugu ve
davranis degisikligi sikayetleri ile hastaneye yatirilan bir hastada kesfedilmistir. Bes yil
boyunca izlenen ve 6liimii ardindan otopsisi yapilan Auguste D. isimli hastadan elde edilen
verilere dayanilarak tanimlanmistir. Auguste D.” nin beyin dokusunun mikroskopta
incelemesinin ardinda goriilen nérofibriler yumaklar ve senil plaklar hastaligin tanisini kesin
koydurucu patolojik belirleyiciler olarak kabul edilmistir. Hastalik, o giinlerden bu yana,
Auguste D.” yi izleyen ekipte yer alan Alois Alzaymir’ in adiyla anila gelmistir (Yazici ve
Sahin, 2010). Alzaymir hastaligi, beyindeki néronlarin hasar gérmesi ile aralarindaki
iletisimin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Alzaymir’ in beynin entorhina cortex’ inde
basgladigi, hafiza ile ilgili fonksiyonlarda onemli olan hippocampus’ a ilerledigi
belirtilmektedir (Oguz, 2015). Alzaymir hastalig1 {izerinde ¢alisanlarin her bir grubu onun
farkli bir yonii lizerinde ¢ok daha detayla durmaya baslamislar. Bu nedenle de hastaliga
sebep olarak gosterilen etmenler birkag hipotez olarak sekilde ortaya konulmustur. Ortaya
atilan hipotezler ve gilinlimiizde gegerliligi kabul edilen sebeplerden en giincel olan;
beyindeki bir proteinin ($-amyloid) toksik bir beyin kimyasali haline gelmesidir. Alzaymir
hastalarinda bu proteinin direkt etkili oldugunun belirtilmesi yaninda, onun gelisecek diger
zararlarm etkisini arttirma yoluyla is gordiigiine de isaret edilmektedir (Ober, 2008). Sekil
2.12° de Beyinde biriken protein sonucu meydana gelen hasar gosterilmistir (Yazici ve
Sahin, 2010).
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Sekil 2.11. Beyinde biriken protein sonucu meydana gelen hasar

Parkinson hastalig1 yasla iliskili nérodejeneratif hastaliklar arasinda, Alzaymir hastaligindan
sonra ikinci sirada gelen prevelansi ile (65 yasinda % 1; 85 yas lizerine % 3-5) 6nemli bir
yer tutmaktadir. Parkinson hastaligindaki segici ndron kaybi temel olarak substansiya
nigradaki dopaminerjik néronlarda gergeklesmektedir. Hayatiyetini koruyan noronlarda ise
Lewy Cisimcigi olarak adlandirilan intra sitoplazmik inkliizyonlar hastaligin 6nemli
patolojik belirtegleridir. % 90’ 1 sporadik olmakla beraber, % 10 kadar ailesel ge¢is gosteren
vakalarin molekiiler analizi hastaligin patogenezinde ubikiitin-proteazom (UPS) yikim yolu

ve otofaji bozukluguna dikkat ¢ekmektedir (Celik, Yigitbasi, Tug¢ ve Kurular).

Mitokondriyal islev bozuklugu ndrodejeneratif hastaliklarin ilk belirtilerinden biri olarak
kabul edimektedir. Mitokondri, hiicrede enerji metabolizmasinin kalbi durumundadir.
Parkinson hastaligi olgularinin hemen tamaminda oksidatif fosforilasyonda kilit roli olan
mitokondriyel kompleks I’ in aktivitesinin diistigii gosterilmistir. Bu da Parkinson
hastaliginda mitokondriyel hasar1 gosteren ilk delil olarak kabul edilmektedir. Bu hasarin bir
nedeni mitokondrinin dogas1 geregi “serbest radikallerin™ asir1 iiretimi olabilir. Hiicrede bu
molekiilleri etkisiz hale getirecek antioksidan sistemler de mevcuttur. Serbest radikallerin
cevresel etmenler etkisiyle asir1 liretimi, ya da antioksidan sistemindeki islev bozukluklari

sonucu hiicredeki yar1 dmiirlerinin artmasi, basta mitokondri olmak iizere hiicredeki bir¢ok
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yapiya zarar verebilir. Ancak antioksidan sisteminde gorev alan proteinleri kodlayan
genlerdeki mutasyon/polimorfizm taramalar1 istatistiksel olarak parkinson hastaligi ile
iliskili anlamli sonuglar vermemistir. Mitokondri ile Parkinson hastalig1 iliskisine bagli diger
onemli delil ise ETZ inhibitorleri kullanilarak deney hayvanlar1 iizerinde Parkinson
semptomlarmin olusturulmasidir (Celik ve digerleri). Oksidatif stres ile ilgili degisiklikler
Parkinson hastalarinin beyin dokusunda, gegici mitokondriyal kompleks I artmis, demir
diizeyleri kombinasyonu degismis, diisiik GSH diizeyleri kaydedilmistir. Parkinson hastaligi
patogenezi Lewy cisimciklerinin yaygin bir olusum ile birlikte, substantianigra néronlarin

kaybur ile ilgilidir (Ruszkiewicz ve Albrecht, 2014).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Deneysel ¢calismamizin deney hayvanlari ile olan kismi Ondokuz Mayis Universitesi Cerrahi
Arastirma Merkezi Deney Hayvanlari Laboratuarinda, Samsun Ondokuz Mayis Universitesi
Etik Kurulu’ nun (HADYEK 2014/24) sayil1 izni ile yapilmistir. Biyokimyasal ¢aligmalar
ise Amasya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii ve Amasya Universitesi

Merkezi Arastirma Laboratuvarinda yapilmstir.

3.1.1. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

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

3.1.2.Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler ve hazirlanislar:

AK (CAS Number 01680 ) Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) firmasindan satin alindu.
Calismada kullanilan AC % 0,9’ luk NaCl kullanilarak 4,16 mg/ml olacak sekilde stok
cozelti olarak hazirlandi. Bu stok c¢ozeltiden hayvanlarin agirliklart goz Oniinde
bulundurularak 5 mg/kg/giin olarak introperitonal (i.p) olarak haftada 6 giin olmak iizere
toplamda 30 giin siireyle verildi. KLA (kimyasal olarak yaklasik yari yariya cis-9, trans-11
KLA ve trans-10, cis-12 KLA’ dan olusan trigliserit esteri) Tonalin® GeneralNutrition Center
(GNC, Istanbul, Tiirkiye) firmasindan satin alind1 (iiriin no:GNC23). KLA igin ¢dziicii
solvent kullanilmadi. Direkt olarak gavaj aleti kullanilarak oral yolla (o.p) 200 mg/kg/giin,
haftada 6 giin 30 giin boyunca verildi.
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Bunun digindaki kimyasal maddeler ATP tayini i¢in Kolorimetrik/florometrik ATP kiti
(K354-100) BioVision firmasindan satin alindi. Rotenon, antimisin A, 2,6-dichloorindo
fenol (DCIP), deksilubikinol (CoQ), nikotin amid adenin dinukleotit (NAD+), rediikte
nikotin amid adenin dinukleotit (NADH), beta nikotin amid adenin dinukleotit fosfat
(NADPH), oksaloasetat, asetil koenzim A, trisodyum isositrat, tiyobarbitiirik asit (TBA),
1.1.3.3.tetraethoksipropan (MDA), 5-5 -Ditiobis 2- nitrobenzoik asit (DTNB), siikroz, tris
(Hidroksimetilaminometan hidrojen), triklor asetik asit (TCA), etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA), bovin serum albiimin, etilen glikoltetraasetik asit (EGTA), triton X-100, guanidin
hidrokloriir, o-dianisidineklorid, hekzdesil amonyum bromid (HTAB), 1- kloro, 2,4-
dinitrobenzen, 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH), GSH, potasyum siyaniir (KCN), nitrat
rediiktaz, FAD, laktat dehidrogenaz, riboflavin, nitroblue tetrazolyum, metil thiazol
tetrazolyum (MTT) Sigma-Aldrich firmasindan alinmigtir. Calismalarda kullanilan diger

kimyasal maddeler analitik safliktadir.

3.1.3. Deney hayvanlari ve deney gruplari

Deneysel ¢alismamizda 250-300 gr agirlikta saglikli, Spraque Dawley cinsi, 24 adet erkek
albino sicanlar kullanildi. Deney siirecinde (30 giin) tiim siganlar polikarbonat seffaf
kafeslerde standart sican yemi ile beslenmis ve ¢esme suyu verilmistir. Deney hayvanlari
arasindan rastgele se¢imle her birinde n=6 sigan olmak {izere toplam 4 grup olusturuldu. Bu
gruplar;

Grup (K): Bu gruptaki ratlara 30 giin boyunca her giin intraperitonal (i.p) 1 ml % 0,9’ luk
NaCl verildi.

Grup (AK): Deney hayvanlarina 30 giin siiresince, haftada 6 giin, Smg/kg i.p olarak AK
verildi.

Grup (KLA): Deney hayvanlarina 30 giin siiresince, haftada 6 giin, 200 mg /kg oral yolla
(gavaj aleti kullanilarak) KLA verildi.

Grup (AK+KLA): Deney hayvanlarina 30 giin boyunca yukaridaki doz ve siirelerde AK ile
birlikte KLA verildi.

Deney asamasi boyunca sicanlarin yeme ve i¢melerinde higbir kisitlamaya gidilmeden
gerekli miktarda yem ve su verilip, temizlige ¢ok dikkat edilerek 30 giinliik deney agamasi

bitirildi.
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3.2. Metod

3.2.1. Dokularimin elde edilmesi ve analizlere hazirlanmasi

Otuz giinliik deney sonunda servikal dislokasyonla 6ldiiriilen ratlarin beyinleri, herhangi bir
zedelenme olmaksizin biitiin olarak ¢ikartildi. Dokular hizli bir sekilde kurutma kagid ile

kurutuldu, tartild1 ve kullanilincaya kadar -80 °C’ lik derin dondurucuda saklandi.

3.2.2. Beyinden mitokondri izolasyonu

Beyinden mitokondri izolasyonu diferansiyel santrifiij yontemi kullanilarak yapildi (Clark
ve Nicklas, 1970). Dokular (250 mM siikroz ve 0,5 mM K*EGTA igeren 10 mM Tris-HCI,
pH 7,4) tamponunda homojenize edildi. Homojenatlar 1 000 g de 5 dk. +4 C* de santrifiij
edildi. Siipernatantin bir kism1 ATP tayini i¢in ayrildi. Kalan siipernatantlar alinarak 7 000
g de 10 dk. daha santrifiij edildi. Daha sonra pellet ayn1 tamponla sulandirilarak 6nce 1 000
g de daha sonra da 7 000 g de santriifiij edildi. Ham mitokondriyal pellet 5 ml % 3 Ficoll
tamponu ile (% 3 Ficoll, 250 mM siikroz, 0,5 MM K'EGTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4)
stispanse edildi. Cam ¢ubuklar kullanilarak mitokondriyal pelletin iyice dagilmasi saglanda.
Daha sonra bunun tizerine 10 ml % 6 Ficoll tamponu (% 6 Ficoll, 250 mM siikroz, 0,5 mM
K*EGTA, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4) ilave edildi. Tiipler oda isisinda yaklagik 30 dk.
bekletildi. Bu bekleme sonucunda g¢ok belirgin bir tabakalasma goriildi ve tiipler fazla
sarsiimadan 11 500 g de 30 dk. +4 C® de santrifiij edildi. Siipernatant at1ld1 ve mitokondriyal
pellet tekrar (250 mM siikroz ve 0,5 mM K'EGTA igeren 10 mM Tris-HCI, pH 7,4)
tamponunda siispanse edilerek bu kez 12 500 g de 30 dk. +4 C% de santrifiij edildi.
Siipernatant ayr tiiplerde sakland1 (sitozolik fraksiyon) ve kalan pellet yukaridaki tampon
ile sulandirilarak protein tayini yapildi (Lowry, Rosebrough, Farr ve Randall, 1951). Protein
miktar1 50-70 mg/ml protein olacak sekilde -80 C de saklandu.

Bu asamadan sonra pellet kisminda kalan mitokondriyal fraksiyon ile c¢alisildi.
Mitokondriyal fraksiyonlar B tamponu (250 mM siikroz, 10 Mm Tris-HCI, 0,1 mM EGTA,
pH 7,6) kullanilarak 1 000 ve 7 000 g de 15 dk. santrifiij edilerek yikandi. B tamponu ile
yikanma sirasinda cam cubuklar kullanilarak mitokondriyal pelletin iyice dagilmasi ve
yikanmasi saglandi. Bu mitokondrilerin yikama islemi 2 kez gergeklestirildi. Elde edilen

yikanmis pellet daha sonra az miktarda tampon B ile siispanse edildi. Bu silispansiyonda
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protein tayini yapildi (Lowry ve digerleri, 1951). Protein miktar1 60-70 mg/ml olacak sekilde
ayarlandi ve mitokondriyal fraksiyon kullanilincaya kadar -80 °C’ de derin dondurucuda
saklandi.

3.2.3. Mitokondriyal oksidatif stresin belirlenmesi

Mitokondriyal siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Mn-SOD aktivitesi (EC 1.15.1.1) Madamanchi ve arkadaslarina gore yapildi (Madamanchi,
Donahue, Cramer, Alscher ve Pedersen, 1984: 95-103). Reaksiyon karisimi fosfat tamponu
(0,05 M, pH 7) 0,1 mM EDTA, 13 mM methionin, 2 uM riboflavin, nitroblue tetrazolium
(NBT) ve enzim ektrakti igermektedir. Karisim karistirilarak karanlik bir ortamdaki
florasans 1s18a (15-W) 30 dk. maruz birakildi. Isik kapatildi, reaksiyon durduruldu.
Numunelerin absorbanslar1 1s1ga maruz birakilmayan kore kars1 560 nm de okundu. Isik ve
riboflavin varliginda 560 nm’ de NBT’ nin % 50 inhibisyonuna karsilik gelen enzim 1 U

olarak tanimlandi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Glutatyon peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

GPx aktivitesi Flohé ve Gunzler’ e gore yapildi (Flohe ve Gunzler, 1984). Reaksiyon
karigimi fosfat tamponu (0,05 M, pH 7), 1 mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 1 mM NaNs, GSH,
1U/ml GR ve substrat olarak H2O, igermektedir. 340 nm’ de NADPH’ daki azalma
izlenmektedir. Enzim aktivitesi NADPH i¢in molar absorblama katsayis1 £=6,22x10*M cm’

! kullanilarak hesapland1 ve sonuglar nmol okside NADPH/dk/mg olarak ifade edildi.

Rediikte glutatyon diizevinin belirlenmesi

Dokulardaki GSH diizeyi Moron ve arkadaslarina gore yapildi (Moron, Depierre ve
Mannervik, 1979). Reaksiyon karisimi fosfat tamponu (0,15 M, pH 7), 5 mM EDTA ve
DTNB’ den olusmaktadir. Reaksiyon sonucunda olusan sari renkli bilesik 5-thio-2-
nitrobenzoik asit 412 nm’ de spektrofotometrik olarak izlenmektedir. 5-thio-2-nitrobenzoik
asit icin molar absorblama katsayis1 e=13,6 mM™ cm™ kullanilarak hesaplama yapild: ve

nmol/mg protein olarak ifade edildi.
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Lipit peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi

Doku LP seviyesi Esterbauer ve Chessman’ a gére yapildi (Esterbauer ve Chessman, 1990).
Uygun miktarda mitokondriyal fraksiyon 1 hacim % 20 TCA ve 2 hacim TBA (% 0,67) ile
karigtirilarak 45 dk. 95 °C’ lik su banyosunda bekletildi. Buzda sogutulan 6rnekler oda
isisinda 10 dk. 3 000 g de santrifiij edildi. Temiz siipernatantlar 535 nm’ de
spektrofotometrede kore karst okundu. LP iiriinlerinin % 99 unu MDA (malondialdehit)
olusturmaktadir ve MDA igin molar absorblama katsayis1 e=1,56x10° Mt cm™ kullanilarak

hesaplama yapildi ve sonuglar nmol MDA/mg protein olarak ifade edildi.

Protein karbonil miktarinin belirlenmesi

PK miktarinin belirlenmesinde PK gruplarinin DNPH ile reaksiyonlar1 esas alinarak
calistimistir (Levine ve digerleri, 1990). Mitokondriyal fraksiyonlar tizerine olas1t DNA
kontaminasyonunu ortadan kaldirmak amaci ile % 10 olacak sekilde streptomisin siilfat
eklendi ve 11 000 g’ de 4°C’ de 5 dk. santrifiij edildi. Stipernatantlar alinarak 0,5 ml DNPH
ilave edildi, 15 dakikada bir vortekslenerek oda 1sisinda, karanlikta 1 saat beklendi.
Proteinlerin ¢okmesi i¢in 0, 5 ml % 20’ lik TCA ilave edildi. Karistirildiktan sonra 11 000
g’ de 4°C’ de 5 dk. santrifiij edildi, slipernatant atildi. Pellet 3 kez etanol:etil asetat (1:1, v/v)
ile yikanarak serbest DNPH ve lipit kontaminantlar1 uzaklastirildi. En son pellet 6 M
guanidine hidroklorit iginde 37 °C’ de 1 saat saat bekletilerek ¢oziinmesi saglandi. PK
miktar1 dinitrofenilhidrazinin 370 nm’ deki molar absorbsiyon katsayis1 e=22 mM™ cm™?

esas almarak o6lgiildii. Sonuglar nmol DNPH /mg protein olarak ifade edildi.

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon ve TCA enzimlerinin belirlenmesi

Mitokondriyal oksidatif fosforilasyon enzimleri tayin edilmeden ©nce mitokondri
membranina tutunmus bu enzimlerin serbest hale getirilebilmesi i¢in hidrofobik membran
proteinlerinin izolasyonunda etkili fakat diger deterjanlara gére enzim aktivitelerini daha iyi
koruyan non-iyonik bir deterjan olan dodesil-B-D-maltozid kullanildi. Mitokondriyal
fraksiyon tizerine 1/10 olacak sekilde bu deterjandan ve % 1 olacak sekilde proteaz inhibitor

kokteyl ilave edildi.
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Belirli araliklarla yaklagik 10 dakika orta hizda su banyosunda sonike edildi. Final protein
konsantrasyonu Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,5) kullanilarak 5 mg/ml olacak sekilde
ayarlandi ve 10 000 g’ de 4 °C’ de 15 dk. santrifiij edilerek siipernatant ayrildu.

Komplex | (NADH ubikinon oksidorediiktaz veya NADH dehidrogenaz) aktivitesinin

belirlenmesi

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

Komplex Il (Siiksinat dehidrogenaz) aktivitesinin belirlenmesi

Komplex Il aktivitesi de Janssen ve arkadaslarina gore yapildi (Janssen ve digerleri, 2007).
Reaksiyon karigimi1 fosfat tamponu (0,050 M, pH 7,2), 3 g/L BSA, 1 uM antimisin A, 2 mM
EDTA, 2 mM KCN, 1 uM rotenon, 20 mM sodyum siiksinat, ubikinon ve mitokondriyal
proteinden olusmaktadir. Reaksiyon DCIP’ in ilavesi ile baglatildi ve spektrofotometrik

olarak 600 nm’ de 4 dk. izlendi. Sonuglar pmol DCIP/dk/mg protein olarak ifade edildi.

Komplex IV (sitokrom oksidaz veya sitokrom aa3) aktivitesinin belirlenmesi

Kompleks IV aktivitesi ¢alisilmadan 6nce sodyum dithionat kullanilarak ferrisitokrom C’
den 1 mM’ lik ferrositokrom C ¢ozeltisi elde edildi (Spinazzi, Casarin, Pertegato, Salviati
ve Angelini, 2012). Bunun i¢in ferrisitokrom C fosfat tamponunda ¢6ziildii (20 mM, pH 7)
ve 1 ml hacim i¢in pipetin ucu 5-10 tane sodyum dithionat ilave edildi. Solisyonun rengi

kahverenginden turuncu-pembeye doniinceye kadar vortexlendi.

Kompleks IV aktivitesi Trounce ve arkadaslarina gore yapildi (Trounce, Kim, Jun ve
Wallace, 1996). 1 ml ferrositokrom C uygun miktardaki mitokondriyal protein ile

karistirildi. Mitokondriyal protein kullanilmadan 6nce % 0,5 Tween 80 igeren fosfat


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Casarin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22653162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pertegato%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22653162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salviati%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22653162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salviati%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22653162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Angelini%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22653162
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tamponunda birkag¢ kez dondurulup ¢6ziildii. 550 nm’ de absorbans 4 dk. 6l¢iildii ve sonuglar
umol okside stokrom C/dk/mg protein olarak ifade edildi.

Izositrat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

NADP" bagimli mitokondriyal ISD (mID) aktivitesi Fatania ve arkadaslarina gore yapildi
(Fatania, Nassar ve Sidhan, 1993). Reaksiyon karisimi Tris tamponu (0,040 M, pH 7,4), 2
mM NADP™, 2 mM MgCly, izositrat ve bir miktar mitokondriyal proteinden olusmaktadir.
Reaksiyon 25 °C’ de 340 nm’ de okundu, enzim aktivitesi NADP+ igin &= 6,22x103 M cm?
kullanilarak hesaplandi ve sonuglar pmol rediikte NADP+/dk/mg olarak ifade edildi.

Alfa ketoglutarat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

KGDH aktivitesi Lucas ve arkadaslariin metoduna gore yapildi (Lucas, Aryal, Szweda,
Koch ve Leinwand, 2003). Reaksiyon karigimi fosfat tamponu (0,025 M, pH 7,2), 5 mM
MgClz, 40 mM rotenon, alfa-ketogluterat, 40 pM asetilkoenzim A, 0,2 mM,
tiaminpirofosfat, 0,5 mM NAD" ve sonike edilmis mitokondriyal proteinden olusmaktadir.
Reaksiyon oda 1sisinda 340 nm’ de NAD™” nin rediiksiyonu spektrofotometrik olarak izlendi.

Sonuglar umol rediikte NAD* /dk/mg protein olarak ifade edildi.

Malat dehidrogenaz aktivitesinin belirlenmesi

MD aktivitesi Gelpi ve arkadaslarina gore belirlendi (Gelpi, Dordal, Montserrat, Mazo ve
Cortes, 1992). Reaksiyon karisimi fosfat tamponu (0,1 M, pH 7,4), 0,14 mM NADH,
oksaloasetat ve mitokondriyal proteinden olusmaktadir. Reaksiyon 30 °C’ de 340 nm’ de
NAD™ nin rediiksiyonu spektrofotometrik olarak izlendi. Sonuglar pmol rediikte NAD*
/dk/mg protein olarak ifade edildi.

ATP sevivyesinin belirlenmesi

ATP tayini ticari olarak satilan kolorimetrik/florometrik ATP tayin kiti kullanilarak yapildi.
Absorbanslar 570 nm’ de numunelerin 30 dk’ lik inkiibasyonunun ardindan mikroplak

cihazinda (Thermo, Multiskan GO) okundu. ATP kitindeki Onergelere uygun olarak
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hazirlanan ATP standart grafiginden yararlanilarak konsantrasyonlar hesaplandi ve sonuglar

nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Mitokondrial metabolik fonksiyonun belirlenmesi

Mitokondriyal metabolik fonksiyonun belirlenmesinde Berridge ve Tan’ in ydntemi
kullanild1 (Berridge ve Tan, 1993). Kisaca mitokondri 6rnekleri 1 ml tampon (Mannitol-
siikroz-HEPES, 20 mM sodyum siiksinat, 1 mM NADH, pH 7,4) i¢inde inkiibe edildi. Bu
karisima 15 mikrolitre MTT (5 mg/ml) ilave edildi ve 370 C% de 1 saat inkiibe edildi.
Formazan kristaller sodyum dodesil siilfat-dimetil siilfoksit tamponunda saf suyla % 45’ lik
dimetil sulfoksit hazirland1 ve bu % 10’ luk sodyum dodesil siilfatla birlestirilerek pH 4,7’
ye ayarlandi. Cozeltinin absorbanst 570 nm’ de absorbans degisimleri okundu. Sonuglar

AOD/ mg protein olarak ifade edildi.

Istatiksel analiz

Calismamiz sonucu deney gruplarindan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS
20,0 for Windows” paket programi ile “OneWayAnnova-Tukey” testi kullanilmistir. Biitiin
uygulanan testlerde gliven aralig1 % 95 olup, p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlaml1

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Akrolein ve Konjuge Linoleik Asitin Beyin Mitokondrial Fraksiyonunda

Enzimatik ve Enzimatik Olmayan Oksidatif Stres Parametreleri Uzerine Etkisi

4.1.1. Mn-siiperoksit dismutaz iizerine etkisi

Sekil 4.1” de gosterildigi gibi, AK verilen grupta Mn-SOD kontrol grubu ile kiyaslandiginda
% 24,28 oraninda azalma gostermistir (p<0,05). KLA ve AK+KLA gruplarinda kontrol
grubuna gore onemli farklar goriillmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda
KLA ve AK+KLA gruplarinda sirast ile % 41,03 ve % 9,43 oraninda istatiksel olarak anlaml
artiglar gdzlemlenmistir (p <0,05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Gruplarin beyinde MnSOD aktivitesi iizerine etkileri

4.1.2. Gpx iizerine etkisi

Onemli bir mitokondri enzimatik antioksidan1 olan Gpx’ da da AK etkisi ile MnSOD gibi
ile % 35,94 oraninda azalma gorilmiistiir (p<0,05). KLA ve AK+KLA gruplarinda kontrol
grubuna gore 6nemli farklar goriillmezken (p>0,05), AK verilen grupla kiyaslandiginda KLA
ve AK+KLA gruplarinda sirast ile % 55,8 ve % 33,25 oraninda istatiksel olarak anlamli
artiglar gézlemlenmistir (p<0,05). Kontrol ve AK+KLA grubu arasinda istatiksel olarak
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anlamli farklar bulunmamistir; AK etkisi ile azalan Gpx aktivitesi KLA verilmesi ile

normale donmiistiir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gruplarin beyinde Gpx aktivitesi lizerine etkileri

4.1.3. Rediikte glutatyon iizerine etkisi

Onemli bir nonenzimatik antioksidan olan GSH’ da AK etkisi ile % 24,42’ lik istatiksel
olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir (p<0,05). Beyin GSH miktarinda KLA ve AK+KLA
gruplarinda kontrol grubuna gore 6nemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla
kiyaslandiginda KLA grubunda % 40,04’ liik anlamh artis (p <0,05) gozlemlenmesine
ragmen AK+KLA grubundaki % 14,15 lik artisin istatiksel olarak anlamli olmadigi
goriilmiistiir (p>0,05). Beyin dokusunda AK etkisi ile azalan GSH miktar1 KLA etkisi ile
normale dondiigii gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gruplarin beyinde GSH miktar iizerine etkileri

4.1.4. Lipit peroksidasyonu iizerine etkisi

Serbest radikal hasarinin en 6nemli belirteglerinden biri olan lipit peroksidasyon seviyesi
AK verilen grupta % 25,63 oraninda anlamli artis gériilmiistiir (p<0,05). Bu durum verilen
dozlarda AK’ in beyinde dnemli bir oksidatif stres hasarina neden oldugunu gostermektedir.
Beyin LPO miktarinda KLA ve AK+KLA gruplarinda kontrol grubuna gére énemli farklar
goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda KLA ve A+KLA gruplarinda
stirast % 25,85 ve % 23,03 oraninda istatiksel olarak anlamli azalmalar g6zlemlenmistir
(p<0,05). Kontrol grubu ile AK+KLA grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmamasi

AK ile birlikte KLA verilmesinin AK ile olusan LPO hasarin1 énemli dlglide azathigimi
gostermektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gruplarin beyinde LPO miktar1 tizerine etkileri

4.1.5. Protein karbonil miktar1 iizerine etkisi

AK etkisi ile beyin dokusunda LPO miktarinda oldugu gibi PK miktarinda da anlamli artig
goriilmiistiir. AK verilen grupla kontrol grubu kiyaslandiginda % 33,75’ lik anlamli artig
goriilmiistiir (p <0,05). Beyin PK miktarinda KLA ve AK+KLA gruplarinda kontrol grubuna
gore onemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda A+KLA
grubunda % 24,76 oraninda istatiksel olarak anlamli azalma gézlemlenmistir (p <0,05). LPO
miktarimada oldugu gibi kontrol grubu ile AK+KLA grubu arasinda istatiksel olarak anlamli
fark olmamasi1 AK ile birlikte KLA verilmesinin AK ile olusan PK hasarini ortadan

kaldirdigin1 géstermektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Gruplarin beyinde protein karbonil miktar tizerine etkileri

4.2. Akrolein ve Konjuge Linoleik Asitin Beyin Mitokondrial Oksidatif Fosforilasyon
ve Trikarboksilik Asit Déngiisii Enzimleri ve ATP Uzerindeki Etkileri

4.2.1. Kompleks I iizerine etkisi

AK verilen grupla kontrol grubu kiyaslandiginda AK verilen grupta Kompleks I
aktivitesinde % 26,23’ lik o6nemli bir disiis goriilmistiir (p<0,05). AK verilen grupla
kiyaslandiginda AK+KLA grubunda % 49,66 oraninda istatiksel olarak anlamli artig
gozlemlenmistir (p<0,05). Hatta kontrol grubu ile karsilastirildiginda AK+KLA grubunda
istatiksel olarak anlamli (p>0,05) olmasa bile % 10,4’ liik arti gortilmiistiir. Bu durum AK
etkisi ile baskilanmis kompleks I aktivitesinin KLA ile birlikte verilmesi ile arttigini

gostermektedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Gruplarin beyinde Kompleks I aktivitesi tizerindeki etkileri

A+KLA

4.2.2. Kompleks II iizerine etkisi

AK verilen grupla kontrol grubu kiyaslandiginda AK verilen grupta Kompleks II
aktivitesinde % 13,94’ lik istatiksel olarak anlamli olmayan bir azalma meydana gelmistir
(p>0,05). Kompleks II aktivitesinde KLA ve AK+KLA gruplarinda kontrol grubuna gore
onemli farklar goriilmemistir (p>0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda KLA ve
AK+KLA gruplarinda sirast ile % 34,61 anlaml artis gézlemlenmistir (p <0,05). AK etkisi
ile azalan kompleks II aktivitesi KLA proteinle birlikte verildiginde hicbir etki etmedigi ve
AK ile ayn1 etkiyi verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Gruplarin beyinde Kompleks II aktivitesi tizerindeki etkileri

4.2.3. Kompleks 1V iizerine etkisi

Kompleks IV aktivitesinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda AK etkisi ile istatiksel olarak
anlamli azalm (% 23,82) oldugu goriilmiistiir (p<0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda
KLA ve AK+KLA gruplarinda sirast ile % 37,12 ve % 26,32 oraninda istatiksel olarak
anlamli artiglar gézlemlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile AK+KLA grubu arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). dolayisi ile Kompleks II aktivitesinde
oldugu gibi kompleks IV aktivitesinde de AK etkisi ile kompleks IV aktivitesinde goriilen
azalma KLA etkisi ile ortadan kalkmis ve normale donmiistiir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Gruplarin beyinde Kompleks IV aktivitesi tizerindeki etkileri
4.2.4. izositrat dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkisi

ISD aktivitesinde AK etkisi ile % 23,51’ lik istatiksel olarak anlamli bir azalma goriilmiistiir
(p<0,05). KLA grubunda kontrol grubuna gére % 13,65’ lik istatiksel olarak anlamli bir artig
goriilmiistiir (p<0,05). AK verilen grupla kiyaslandiginda KLA ve AK+KLA gruplarinda
sirast ile % 48,51 ve % 33,38 istatiksel olarak anlamli artislar gézlemlenmistir (p<0,05).
Kisaca AK etkisi ile ISD aktivitesinde goriilen azalma KLA ile birlikte verildiginde ortadan

kalkmustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Gruplarin beyinde izositrat dehidrogenaz aktivitesi iizerindeki etkileri

izositrat dehidrogenaz (nmol/dk/ mg
protein)
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4.2.5. Alfa ketogluterat dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkisi

KGDH aktivitesinde AK etkisi ile % 13,29 oraninda istatiksel olarak anlamli azalma
gozlemlenmistir (p<0,05). ISD aktivitesinde oldugu gibi burada da KLA proteinin tek
basina verilmesi kontrol grubuna gére KGDH aktivitesinde anlamli olarak % 16,37’ lik artisa
neden olmustur (p<0,05). KLA grubu ile AK’ in tek basina verildigi grup kiyaslandiginda
yine KLA grubunda anlamli bir aktivite artis1 goriilmiistiir (p<0,05). AK verilen grupla
kiyaslandiginda AK+KLA grubunda % 18,64 oraninda istatiksel olarak anlamli artis
gozlemlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile AK+KLA grubu arasinda anlamli fark
bulunmamustir; bu nedenle KLA, AK etkisi ile baskilanan KGDH aktivitesinin tekrar

normale dénmesine neden olmustur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Gruplarin beyinde alfa ketogluterat dehidrogenaz aktivitesi {izerindeki etkileri
4.2.6. Malat dehidrogenaz aktivitesi iizerine etkisi
Degerlendirdigimiz diger oksidatif fosforilasyon ve Krebs dongiisii enzimlerinin aksine

beyinde AK, KLA ve her ikisinin birlikte verilmesi MD aktivitesinde kontrol grubuna gore

anlamli degisiklikler yapmadigi gortilmistiir (p>0,05) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Gruplarin beyinde malat dehidrogenaz aktivitesi tizerindeki etkileri

4.2.7. Beyin ATP miktar1 iizerine etkisi

AK etkisi ile birgok oksidatif fosforilasyon ve dehidrogenaz aktivitesindede oldugu gibi ATP
miktarinin azalmasina da neden olmugstur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu azalmanin
% 30,92 oraninda anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir (p<0,05). AK verilen grupla
kiyaslandiginda KLA ve AK+KLA gruplarinda sirasi ile % 34,51 ve % 21,6 istatiksel olarak
anlamli artiglar gozlemlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile AK+KLA grubu
kiyaslandiginda % 16,34’ lik anlamli bir azalma oldugu goriilmektedir (p<0,05). Diger
birgok parametrenin aksine KLA burada AK ile azalan ya da degisen parametreleri
diizeltmeye yeterli olmamistir. Beyin dokusunda AK ile azalan ATP miktar1 KL A ile tam

olarak normale donmedigi gorilmistiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Gruplarin beyinde ATP miktar tizerindeki etkileri
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5. TARTISMA

Oksidatif stres noral hiicre 6liimlerinin ve yaslanmaya bagli sinir sistemi hastaliklarinin
temelini olusturmaktadir. Mitokondri ROT ve reaktif nitrojen tiirlerinin en fazla olustugu
organeldir. Bu nedenle Parkinson, Alzaymir gibi nérodejeneratif hastaliklar mitokondriyal
fonksiyonlarin bozulmasi, artan oksidatif stres ve hiicrede oksidasyona ugrayan proteinlerin

artig1 ile direkt baglantilidir (Naoi ve digerleri, 2005).

Calismamizda 5 mg/kg(haftada 6 giin) 30 giin boyunca AK’ nin rat beyin dokusunda
nonenzimatik antioksidan olan GSH seviyesini azalttigini, buna karsin lipit hasar1 belirteci
olan LP ve protein hasarini yani PK miktarini artirdigini gézlemledik. Deneysel olarak
Alzaymir olusturulmus sicanlarda uygulanan AK miktari ile orantili olarak sinaptosomal
membran proteininin oksidasyona ugradigi yani PK miktarinin arttig1 goriilmiistiir. Bir GSH
onciilii olan antioksidan N-asetilsistein verilmesi AK ile birlikte artan PK miktarini azalttig

rapor edilmistir (Pocernich, Racine, Lauderback ve Butterfield, 2001).

AK mitokondriyal proteinlerin lizin, histidin ve sistein amino asitlerine Shiff bazi ile
baglanarak PK gruplari olustururlar. Dolayis1 ile bu proteinlerdeki konformasyonel
degisiklikler mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasina neden olur (Petersen ve
Doorn,2004). Beyin dokusu, ROS’ ne 6zellikle hassas olan ¢oklu doymamis yag asitlerini
diger dokulara oranla daha fazla igerir. Dolayisi ile LP ve PK beyin mitokondrileri i¢in
kagilmazdir. AK’ nin mitokondriyal oksidatif strese neden olarak oksidatif fosforilasyonu
ve ATP miktarimi baskiladigi bilinmektedir (Hamann ve Shi, 2009). Subkronik AK
toksititesine maruz kalan (3 mg/kg/ giin) sigan serebral kortekslerinde lipit peroksidasyon
miktar1 artarken GSH miktarinin 6nemli derecede diistiigii gozlemlenmistir (Rashedinia,
Lari, Abnous ve Hosseinzadeh, 2013). AK’ nin oksidatif strese neden olarak noral doku
mitokondrilerinde hasara neden oldugu ve antioksidanlarin spinal kord dokusunda AK’ le

indiiklenen bu oksidatif hasar1 ortadan kaldirdigi rapor edilmistir (Luo ve Shi, 2004).

Calismamizda AK etkisi ile TCA enzimlerinin ve kompleks IV (sitokrom oksidaz) enzim
aktivitesinin baskilandigini gordiik. Literatiirde bizim bulgularimiz1 destekleyici in vivo ve
in vitro bazi ¢alismalarla desteklenmektedir. Kirkbes giin boyunca (2,5 mg/kg) AK verilen

rat karaciger mitokondrilerinin membran yapisinin bozuldugu, LP’ nun arttig1 ve TCA enzim
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aktivitelerinde degisiklikler oldugu gozlemlenmistir (Arumugam, Thanislass, Ragunath,
Niranjali Devaraj ve Devaraj, 1999).

Calismamizda ETZ enzimlerinin AK ile degisik oranlarda baskilandig1 6zellikle kompleks I
ve kompleks 1V’ iin anlaml1 derecede azaldigin1 gézlemledik. Benzer sonuglar in vitro beyin
mitokondrilerinde de gézlemlenmistir. Picke ve Montine (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda in
Vitro si¢an beyin mitokondrilerinde AK etkisi ile ETZ enzimlerinin baskilandigini rapor
etmislerdir (Picklo ve Montine, 2001). Kompleks | inhibisyon toksisitesinin mekanizmasi
muhtemelen, mitokondriyal solunum zincir blogunun neden oldugu mitokondri kaynakli
oksidatif stresten kaynaklanir. Oksidatif stres, asirt ROT iiretimi ile sinirli antioksidan
savunma arasindaki dengesizligin bir sonucudur. Mitokondri, ROT’ nin ¢ogunu oksidatif

fosforilasyonun bir yan iiriinii olarak iiretir (Morais ve De Strooper, 2010).

In vitro sigan beyin mitokondrilerine uygulanan AK’ nin (3 mikromolar) mitokondrilerde
PK miktarii artirdigin1 ve ETZ enzimlerinden kompleks I ve Kompleks II aktivitesinde

azalmaya neden olarak mitokondriyal fonksiyonlar1 bozduklarini1 géstermislerdir.

AK’ ye maruz birakilan insan sinir hiicreleri (PC12 )’ nin mitokondrilerinde oksidatif stresin
artt1g1, siikksinat dehidrogenaz aktivitesinin ve ATP miktarinin azaldig: goriilmiistiir. Ayrica
mitokondriyal membran potansiyelinde belirgin bir diisme kaydedilmistir (Luo, Robinson
ve Shi, 2005).

AK’nin beyin mitokondrilerinde piirivat dehidrogenaz ve KGDH, aktivitelerinde doza bagl
olarak azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (Pocernich ve Butterfield, 2003). Bu bulgular
bizim sonuglarimizla benzerlik gostermektedir. KGDH mitokondride NAD+ dan NADH
olusturan yegane enzimlerden biridir. Bu enzimde meydana gelen azalma TCA dongiisiinde
azalan NADH miktar1 anlamina gelmektedir. Bu durum ise ETZ’ den gonderilen protonlarin
azalmasi ve sonug olarak ATP seviyesinin azalmasina neden olacaktir. Calisgmamizda AK
etkisi ile ATP seviyesindeki azalmanin nedeni TCA dongiinde NADH olusturan enzimler

KGDH ve MD enzimlerindeki azalmadan kaynaklandigini soylenilebilir.

Calismamizda siganlara verilen Smg/kg (haftada 6 giin) 30 giin boyunca verilen AK’ nin
nonenzimatik antiokidan olan GSH seviyesini azalttigin1 buna karsin lipit hasar1 belirteci

olan LP ve protein hasarini yani PK miktarini artirdigini gordiik. Ayni1 zamanda enzimatik
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antioksidanlar mitokontriyal Mn-SOD ve GPx enzim aktivitelerini de onemli Olgiide
baskiladigin1 gordiik. Muhtemelen biitlin bunlarin sonucu olarak diger bir ifade ile
mitokondriyal lipit ve proteinlerin oksidatif hasara ugramasi ile mitokontriyal
fonksiyonlarinda bozuldugu goriilmektedir. Mitokondriyal fonksiyonlar dendiginde hig
kusksuz biyoenergetik mekanizmalarin bozulmasi yani besin maddelerinin mitokondride
yakilarak su ve oksijene doniisiimiinde problemler oldugu akla gelmektedir. ETZ’ nin
clemanlar1 olan kompleks (I-IV) de ve TCA dongiisii enzimlerinde benzer sekilde

baskiladig1 goriilmiistiir.

Calismamizda ratlara 200 mg/kg (haftada 6 giin) 30 giin siiresince verilen KLA’ in AK’ nin
beyin mitokondrilerinde neden oldugu oksidatif stresi azalttigi, oksidatif fosforilasyon
enzimleri ve TCA enzimlerini normal hale geriledigini gordiik. Literatiirde KLA’ in
antioksidan ozellikleri ile ilgili in vivo ¢aligmalar son derece sinirlidir. Ayrica, KLA’ in
antioksidan 6zellikleri ile ilgili yeteri kadar ¢calisma olmadig1 gibi bazi ¢alismalarinda birbiri
ile celistigi, KLA’ in antioksidan oOzellikleri yaninda pro-oksidan o6zelliklerinin de
olabilecegi vurgulanmistir. Caligmanin in vitro ya da in vivo olmasi, ¢alisilan canli tiirii,
degerlendirilen parametreler, uygulanan doz, siire vb. bir¢ok parametre bu tartismali
sonuclarin nedenlerini olusturmaktadir. Bu nedenle KLA ile yaptigimiz bu in vivo

caligmanin literatiire 6nemli katkilar saglayacagini diisiiniiyoruz.

Aragtiricilar KLA” in insanlarda izoprotelar, 8-izo-prostaglandin F2 gibi oksidatif stres
markirlarinin plasma ve idrarda artigini rapor etmislerdir (Dilzer ve Park, 2012). Buna
ragmen, bazi arastiricilar KLA kullanan insanlarda okside LDL, serum LP ve serum
antioksidan konsantrasyonu gibi oksidatif stres parametrelerinin degismedigini rapor
etmislerdir (Aryaeian, Djalali, Shahram, Djazayery ve Eshragian, 2014; Shadman, Taleban,
Saadat ve Hedayati, 2013). KLA’ n insanlarda antioksidan ozellik gosterdigi, MDA
seviyesini azalttigt ve GPx aktivitesini artirdigi rapor edilmistir (Eftekhari, Aliasghari,
Babaei-Beigi ve Hasanzadeh, 2013). Son zamanlarda kronik obstriiktiv akciger hastalarinda
yapilan bir calismada 6 hafta boyunca giinde 3,2 gr KL A verilen hastalarda verilmeyenlere
gore serum LP seviyelerinin belirgin sekilde diistiigii ve KLA’ 1n antioksidan etkisinin
goriildiigii rapor edilmektedir (Matin, Nemati, Ghobadi, Alipanah-Moghadam ve
Rezagholizadeh, 2018). Hamile MRL/lpr farelere verilen KLA’ in serum GSH miktarini ve
plazma antioksidan statusunu artirdigi goriilmiistiir. Ayrica karaciger ve dalakta GSH

yapiminda rol oynayan enzimlerden gamma-glutamin sistein ligaz, GST ve NAD(P)H:
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queino oksidoreduktaz (NQO1) enzim aktivitelerini artirdiklarint rapor etmislerdir

(Bergamo, Maurano ve Rossi, 2007).

Otuz glin boyunca (5 mg/kg) AK verilen ratlarda dalak, timiis ve polimorfoniikleer
16kositlerdeki GSH miktarini azalttig1 buna karsin LP ve PK miktarini artirdigini, 200mg/kg
dozunda verilen KLA’ in bu parametreleri biiyiikk olciide diizelttigini rapor etmislerdir
(Aydin, Z. Sekeroglu Atli ve V. Sekeroglu, 2018). Hamile ratlara verilen % 1-% 3 KLA’ in
sicanlarin dollerinde ansiyete ve serebral LP’ nin verilmeyenlere gére daha az oldugu

goriilmiistiir (Querioz ve digerleri, 2019).

Sekiz hafta boyunca yiiksek yagli diyetle beslenen Sprague Dawley siganlarin diyetlerine
katilan % 1 oraninda KLA” in karaciger mitokondriyal antioksidan enzimler Mn-SOD, Gpx,
Gred ve mitokondriyal GSH miktarlarini artirdigini buna karsin yiiksek yaglh diyetle artan
LP seviyesini azalttigin1 gozlemlemislerdir (Choi, Koh, Jung ve Song, 2007).

Memelilerde I1SD’ in degisik formlar1 bulunmaktadir. Biz ¢alismamizda mitokondriyal
NADP* bagiml ISD aktivitesini inceledik. mISD mitokondriyal GSH’ nun rejenerasyonunu
saglayan NADPH’ 1 iireten ve bu nedenle mitokondriyal oksidatif hasarin 6nlenmesinde ¢ok
onemli rol oynayan bir enzimdir. Mitokondride mISD aktivitesi ile NADP* dan NADPH
olusturulur ve redilkte NADPH GSSG’ nin tekrar GSH’ ye doniisiimiinde etkilidir.
Calismamizda, AK etkisi ile mISD aktivitesinin baskilandigin1 gézlemledik. Bu durum goz
oniine alindiginda AK etkisi ile beyin mitokondrisindeki GSH miktarinin diismesi beklenen
bir sonugtur. mISD enzimindeki sistein residiilerinin enzimin katalitik fonksiyonunda
onemli rol oynadiklar1 ve bu sistein residiilerinin NO, peroksinitrit, membran lipit
peroksidasyon {irtinii 4- hidroksinonenal, H2O», diamid ve agir metaller tarafindan inhibe

edildigi gosterilmistir (Lee, Yang ve Park, 2003).

AK ile birlikte KLA verildiginde, AK tarafindan baskilanan mISD enziminin normale
dondiigii goriilmektedir. Bu durum KLA’ in bu enzimin muhtemel inhibitorleri olan
membran lipit peroksidasyon iiriinii 4- hidroksinonenal ve H2O2’ in olusumunun engellemesi
ile agiklanabilir. KLA mitokondriyal Gpx gibi antioksidan enzimleri ya da GSH seviyesini
artirarak bu enzim aktivitesinde artisa neden olmus olabilir. Nitekim, mitokondriyal ISD

enzimi nakavt olan deney hayvanlarinda oksidatif stresin arttig1 goriilmiistiir (Han, Choi,
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Kim, JW. Park ve K.M. Park, 2017). Benzer sekilde diisik NADPH seviyesi ile artan

oksidatif stres arasinda da pozitif korelasyon oldugu goriilmistiir (Jo ve digerleri, 2001).

Calismalarimizda AK etkisi ile bozulan mitokondriyal bioenergetik mekanizmanin KLA
etkisi ile ortadan kalktig1 ve degerlerin normale dondiigli goriilmektedir. Gerek oksidatif
fosforilasyon enzimlerinden Kompleks | ve kompleks 1V gerekse TCA enzimlerinden alfa
ketogluterat ve izositrat dehidrogenaz enziminde AK etkisi ile meydana gelen baskilanma
KLA ile ortadan kalkmistir. Buna bagli olarak da AK etkisi ile belirgin sekilde azalan ATP
miktarinin da KLA etkisi ile tekrar normal haline geldigi gortilmektedir. Altmis giin boyunca
3 g/mg KLA verilen farelerin karaciger ve beyin mitokondrilerinde mitokondriyal
bioenergetik fonksiyonlarin iyilestigi rapor edilmistir. Bu sonuglar bizim bulgularimizla

benzerdir (Rossignoli ve digerleri, 2018).
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢aligmalar norodejenaratif hastaliklar ve mitokontri kaynakli oksidatif stres arasinda
giiclii baglantilar oldugunu ortaya konmustur. Ayni zamanda mitokondriyal bir toksin olan
AK’ nin oksidatif streste ¢ok 6nemli rol oynadigi, potansiyel sitotoksik bir madde oldugu ve
basta norodejeneratif hastaliklar olmak {izere bir¢cok hastaligin patogenezinde dnemli rol
oynadigi bilinmektedir. AK’ nin serbest radikal olusumunu hizla baslattigi, hiicrenin biitiin
antioksidan sistemini zayiflattig1 6zellikle de ¢ok Onemli bir mitokondriyal ve hiicresel

antioksidan molekiil olan GSH miktarini azalttig1 bilinmektedir.

Calismamizda AK verilen sicanlarin beyin mitokondrilerinde belirgin sekilde oksidatif
stresin olustugu buna bagli olarak bioenergetik mekanizmanin bozuldugunu ortaya koyduk.
Calisma bu dozlarda beyin mitokondrilerinde in vivo olarak yapilan ilk ¢alisma olmasi
nedeni ile oldukc¢a orjinaldir. Hi¢ kuskusuz memeli hiicreleri hatta hiicrelerin farkli
kompartimanlar1 6zellikle de ROT’ nin en fazla meydana geldigi mitokondriler ¢ok iyi
antioksidan savunmaya sahiptirler. Ancak AK’ nin olusturdugu ROT ¢ok fazla olunca
hiicresel ve mitokondriyal antioksidan sistem bununla bas edememis ve oksidatif stres
meydana gelmistir. Simdiye kadar in vitro izole mitokondrilerde birgok antioksidan
maddenin mitokondriyal oksidatif stresi azalttigi ile ilgili ¢alismalar olsa da in vivo
caligmalar ¢ok sinirhdir. Kilo vermeye yardimci olan KLA in birgok biyolojik 6zelliginin
yaninda bir antioksidan gorevi de gérmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda KLA’ in beyin
mitokondrilerinde AK ile indiiklenen oksidatif hasari azalttigi ve bioenergetik
metabolizmay: biiyiik oranda iyilestirdigi gézlemlenmistir. Calistigimiz doku beyin dokusu
ve bu dokuya ait mitokondriler oldugu i¢in KLA’ in 6zellikle hizla artan nérédejeneratif
hastaliklardan korunmak i¢in tedavi edici, en azindan Onleyici rol oynayabilecegini

diisiiniiyoruz.
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