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ÖZET 

Yıldız, Z. D. (2016). Asetaldehidin karaciğer, kalp ve beyin gibi dokularda toksik 

ekilerinin incelenmesi: N-asetilsistein ve taurinin koruyucu etkisi. İstanbul Üniversitesi Sağlık 

Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyokimya ABD. Yüksek Lisans Tezi. İstanbul. 

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 42685  

Asetaldehit (AA) alkol metabolizmasında oluşan ilk metabolittir. AA aşırı alkol 

kullanımından sonra kanda ve karaciğerde birikmekte, farmakolojik ve toksik etkilere, 

davranış bozukluklarına neden olmaktadır. Karaciğer dokusu, AA’in oluşumu ve asetata 

oksidasyonunun başlıca yeri olup, kalp ve beyin gibi diğer organlarda da oluşmaktadır. 

AA birikmesi oksidatif stres oluşturarak organizmadaki lipid, protein DNA gibi 

makromoleküllerin yapı ve fonksiyonlarının bozulmasına yol açmaktadır.  

Çalışmamızda karaciğerde ve beyinde reaktif oksijen türleri (ROS) oluşumunun arttığı 

görüldü. Karaciğerde lipit peroksit, beyinde iseprotein karbonil (PK) düzeylerinde bir artış 

bulundu. Antioksidan sistem elemanlarında ise belirgin bir değişiklik saptanmadı. Üç dokuda 

da AA etkisiyle prooksidan bir durum geliştiği bulundu. 

 N-Asetilsistein (NAC) ve taurine (TAU) hücreleri koruyucu etkilere sahip, antioksidan 

özellikleri olan iki bileşiktir. Dokularda AA’e bağlı değişikliklere NAC ve TAU etkileri 

araştırıldı ve NAC uygulamasının karaciğerde ROS ve PK düzeylerinde, beyinde ise ROS, 

MDA ve PK düzeylerinde anlamlı bir azalma yaptığı bulundu. TAU’nun ise karaciğer ve 

beyin dokularında ROS düzeylerini azalttığı gözlendi. NAC uygulaması karaciğer GSH 

düzeylerinde anlamlı bir artış oluştururken, TAU karaciğer ve beyinde GSH düzeylerini 

arttırdı ve artmış olan beyin GSH-Px aktivitesini azalttı.  

Kronik AA uygulamasının karaciğer, beyin ve kalp dokularında prooksidan bir durum 

yarattığını, NAC veya TAU uygulamalarının AA ile uyarılan oksidatif stresi baskılamada 

yararlı olabildiği görülmektedir. 

 

Anahtar kelimeler: Asetaldehit, N-Asetilsistein, Taurin, Oksidatif stres, Antioksidan sistem 
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ABSTRACT 

Yıldız, Z. D. (2016). Examination of the toxic effects of Acetaldehyde in liver, heart and brain 

tissues and protective effects of N-acetylcysteine and taurine. Istanbul University, Institute of 

Health Science, Department of Medical Biochemistry. Master Thesis. Istanbul.   

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No. 

42685   

Acetaldehyde (AA) is the first metabolite in the metabolism of alcohol. AA accumulates in 

the liver after extreme abuse of alcohol and causes pharmacological and toxic effects and 

behavioral disorders. AA formation and its oxidation to acetate take place mainly in liver. AA 

occurs also in other organs such as heart and brain. 

Accumulation of AA causing oxidative stress which affects the structure and function of 

macromolecules such as lipids, proteins and DNA. In our study, Reactive oxygen species 

(ROS) formation increased in liver and brain. Lipid peroxides levels in liver and protein 

carbonyl (PK) levels in brain were elevated. There was no significant increase in antioxidant 

system component. Prooxidant status was found to be accentuated in three tissue after AA 

application.  

N-acetyl cysteine (NAC) and taurine (TAU) exhibit protective effect having antioxidant 

properties. NAC was found to cause  decreases in ROS and PK levels in liver and ROS, MDA 

and PK in brain. TAU caused a decrease in ROS in brain. NAC cause an increase in hepatic 

GSH and TAU demonstrated similar actions for liver and brain and also decreased the 

elevated GSH-Px activity in brain. 

The application of chronic AA has created a prooxidant status in liver , brain and heart 

tissues, and it appears that the application of  NAC or TAU may be useful in suppression of 

the developed oxidative stress. 

Key Words: Acetaldehyde, N - acetylcysteine, taurine, oxidative stress, antioxidant system 



1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Asetaldehit (AA) alkol metabolizmasında ilk basamakta oluşan bir metabolittir. Ayrıca,  

birçok gıda maddelerinin imalatında katkı maddesi ve tatlandırıcı olarak kullanılmakta ve 

gıdaların bir bileşeni olarak vücuda alınmaktadır (8).  Ev yapımı bira, likör, sirke, yoğurt, 

kefir, turşu, kavrulmuş kahve gibi gıdalarda, hatta anne sütünde de az da olsa bir miktar AA 

bulunur (8, 119). Önemli miktarda AA’nın sigara dumanında da bulunduğu bildirilmiştir (62). 

Ayrıca,  AA kimya endüstrisinde boya, plastik, yapıştırıcı, dezenfektan, pestisit üretiminde 

yaygın olarak kullanılmaktadır.  

Etanolün ilk oksidasyon ürünü olan AA aşırı alkol kullanımından sonra kanda ve 

karaciğerde birikmekte, farmakolojik ve toksik etkilere, davranış bozukluklarına neden 

olmaktadır (82, 84, 86, 136). Çok aktif bir metabolit olan AA, asetata hızla dönüşmeden önce, 

hücrelerde ve dokularda hasar oluşturma kabiliyetine sahiptir (82, 136). Karaciğer dokusu 

AA’nın oluşumu ve asetata oksidasyonunun başlıca yeridir, ancak kalp, pankreas, 

gastrointestinal sistem ve beyin gibi diğer organlarda da AA oluşmaktadır (70, 137).  Mide 

mukoza hücrelerinde ve bağırsak bakterilerinde bulunan alkol dehidrojenaz enzimi de önemli 

miktarda AA oluşumuna neden olmaktadır (70, 137). Gastrointestinal sistemde oluşan AA’nın 

hızla emildiği,  portal ven yoluyla karaciğere giderek alkolik karaciğer hasarına katkıda 

bulunduğu bildirilmiştir (137). Hepatositlere ulaşan AA mitokondri disfonksiyonuna da yol 

açarak daha fazla AA birikimine yol açmaktadır (98).  

Alkolün karaciğer ve diğer dokulardaki toksik etkileri ayrıntılı bir biçimde incelenmiştir. 

Bu toksisitede etkili faktörlerden birinin AA olduğu kabul edilmektedir. Ancak AA’nın bu 

toksisiteye katkısı ve ayrıca direkt toksik etkisinde rol oynayan faktörler yeterince 

bilinmemektedir. Bazı araştırıcılar AA’yı inhalasyon, gavaj veya periton içi yollarla 

uygulayarak veya aldehit dehidrojenaz inhibitörleri kullanarak AA’nın toksik etkilerini 

araştırmak istemişlerdir (19, 43, 59, 123, 157). AA’nın amino, hidroksil ve sulfidril grupları 

ile kovalan etkileşimler yaparak, lipit, protein ve DNA gibi makromoleküllerin yapı ve 

fonksiyonlarını etkilediği bildirilmiştir (69).  Ayrıca, aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz 

indüksiyonu vasıtasıyla reaktif oksijen radikallerinin (ROS) oluşumunu arttırdığı, glutatyon 

(GSH) düzeylerinin azalmasına yol açtığı ve oksidatif stresi indüklediği ileri sürülmektedir 

(99, 177). AA’nın apoptozisi uyardığı (180), direkt sitotoksik etkilerinin yanısıra, inflamatuar 
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sitokinlerin artışına yol açarak organ hasarına katkıda bulunduğu bildirilmiştir (34, 108). 

AA’nın alkolik kardiyomiyopati patojenezinde de rol oynadığı saptanmıştır (99, 177). Yaygın 

organ hasarı yapma dışında, AA beyin fonksiyonlarını etkileyerek davranışsal bozukluklara 

da neden olur.  AA deney hayvanlarına verildiğinde koordinasyon ve hafıza bozukluğuna, 

uykuya eğilime neden olur (123). Ayrıca, alkole bağımlı kişilerde karsinojenezin 

indüklenmesinde rol aldığı ileri sürülmüştür (110). Benzer şekilde, AA’dan krotonaldehit 

oluşumunun da karsinojenezde etkili olduğu bildirilmiştir  (22).  

AA’nın stabil olmayan yapısı ve hızla metabolize olması nedeniyle,  AA ile ilgili 

çalışmalar bir duraksama göstermiştir. Bunun nedeni AA’nın toksik etkilerini araştırmak için 

uygun deneysel modeller geliştirilememiş olmasıdır. Bu nedenle daha çok in vitro deneyler ile 

bu konu araştırılmaya çalışılmış ve AA ile çalışmalar 1990’lı yılların sonlarında tekrar hız 

kazanmıştır (31, 67, 69, 98, 112).  Matysiak-Budnik ve ark. (98) içme suyunda AA 

uygulamasının AA’nın toksik etkilerini incelemek için uygun bir yöntem olabileceğini 

bildirmişlerdir. Bu araştırıcılar içme suyu ile AA verildiğinde, gastrointestinal sistemde yoğun 

bir AA birikiminin olduğunu, bağırsak bakterileri tarafından bir kısmı asetata dönüşse bile, 

önemli miktarının vena porta yolu ile karaciğere geldiğini ve sistemik dolaşıma katıldığını ve 

AA’nın karaciğer ve diğer dokulardaki toksik etkilerini araştırmak için uygun bir yöntem 

olabileceğini ileri sürmüştür (98).   

Bilindiği gibi, prooksidan-antioksidan dengedeki değişimler sonucu gelişen oksidatif stres 

hücrelerde apoptotik ve nekrotik değişimlere yol açmakta ve doku hasarında etkin bir rol 

oynamaktadır (7, 161, 163). Serbest radikal oluşumundaki artış organizmada lipit, protein, 

DNA gibi makromolekülleri etkilemekte ve bunlarla ilgili yapı ve fonksiyonlarda değişimlere 

yol açmaktadır. Antioksidan sistem bu değişimleri engellemekte önemli bir rol oynamaktadır. 

Bu çerçevede antioksidan enzimler ve moleküller önem kazanmaktadır. Enzimler arasında 

superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz ve glutatyon redüktaz 

sayılmaktadır (161, 163). 

Çalışmamızda ilk amacımız Matysiak-Budnik ve ark (98) tarfından önerilen şekilde içme 

suyu ile uygulanan AA’nın kronik koşulda karaciğer, kalp ve beyin gibi dokularda toksik 

etkisini incelemek ve bu etkide prooksidan-antioksidan dengedeki değişimlerin rolünü 

araştırmaktır. Bu çerçevede AA’nın ROS üretimi, lipit peroksitleri ve protein karbonil 

düzeyleri ile antioksidan moleküller üzerine etkisi incelenmiştir. Ayrıca sıçanların 

serumlarında alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) aktiviteleri 

ölçülmüştür. 
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 N-asetil sistein (NAC) ve taurin hücreleri koruyucu etkilere sahip, antioksidan özellikleri 

olan iki bileşiktir.  NAC bir serbest radikal tutucusu gibi davranır ve ayrıca GSH 

rejenerasyonundan sorumlu enzimleri aktive ederek hücre içi GSH düzeylerinin artışına neden 

olmaktadır (3).  Taurin (2-aminoetansulfonik asit) birçok memeli dokusunda bulunan, 

detoksifikasyon, membran stabilizasyonu, ozmoregülasyon gibi önemli fizyolojik 

fonksiyonları olan protein yapısına katılmayan bir amino asittir (64, 127, 171). Taurin lipit 

peroksidasyonunu baskılayarak oksidatif stresle ilgili birçok koşulda etkin bir rol 

oynamaktadır (127, 171). Çalışmamızda ikinci olarak AA’ya bağlı dokulardaki olası 

değişiklikleri NAC ve taurinin azaltıcı/engelleyici bir potansiyeli olup olmadığı araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. AA yapısı ve oluşumu 

AA, alkol metabolizmasında ilk basamakta oluşan bir metabolittir. Kimyasal formülü 

CH3CHO olarak gösterilen AA, etanal olarak da bilinir. Renksiz ve çok uçucu bir sıvıdır. Hoş 

olmayan, keskin, rahatsız edici bir kokusu vardır (28, 135).  

                                                  

Şekil 2.1 Asetaldehidin yapısı 

AA endüstriyel alanda büyük oranda üretilen aldehitlerden biridir.  Kimya endüstrisinde 

asetik asit ve vinil asetat, selüloz asetat gibi asetik asit esterlerini oluşturmak üzere katalizör 

olarak kullanılmaktadır (66, 150, 170).  Aynaların gümüşlenmesinde, deri tabaklanmasında, 

yakıt karışımlarında (alkolü denatüre etmek için), yapıştırıcı, dezenfektan, boya, pestisit ve 

kazein ürünlerinde (jelatini sertleştirmek için), kağıt endüstrisinde ve sentetik kauçuk olarak 

kullanımı yaygındır (150).   

AA birçok gıda maddesinin imalatında katkı maddesi ve tatlandırıcı olarak da 

kullanılmakta ve gıdaların bir bileşeni olarak vücuda alınmaktadır (8).  Ev yapımı bira, şarap, 

likör, sirke, yoğurt, kefir, turşu, kavrulmuş kahve gibi gıdalarda bulunur (8; 119). Anne 

sütünde bile çok az miktarlarda AA saptanmıştır (8, 119, 150).  

AA doğada pirüvik asit dekarboksilazın etkisiyle pirüvik asidin fermentasyonu ile oluşur. 

Ayrıca, soya fasulyesi,  tahıllar, laktik asit ve alkolün fermentasyonu yolu ile de oluşabilir  

(48). Laktobasil ve streptokokların çeşitli suşları da L-treonin asetaldehit liyazların 

(aldolazlar) aktivitesine bağlı olarak treoninin AA ve glisine dönüşümü ile AA üretebilir (28, 

88, 169). Bu nedenle ekmek, çabuk hazırlanan çay ve kahveler, kavrulmuş kahve taneleri, süt, 

yoğurt, süzme peynir gibi mandıra ürünleri  (40, 102), alkollü ve alkolsüz içecekler (26, 102, 

105) gibi diyetsel ürünlerde farklı miktarlarda AA bulunmaktadır. Örneğin yoğurttaki AA 

miktarı, evde ve/veya fabrikada sağlanan ısı koşulları (ısı ne kadar yüksekse asetaldehit o 

kadar fazla oluşur), sütün yağ içeriği ve süt proteini takviyeleri gibi faktörlere bağlı olarak 
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değişmektedir (28, 151). AA yoğurt, süzme peynir gibi mandıra ürünlerine meyvemsi bir 

aroma ve lezzet verir (151, 40). AA düşük konsantrasyonlarda dengeli bir tat vermek için 

gerekli gibi görünürken, yüksek konsantrasyonları lezzet bozukluğuna yol açar. Benzer bir 

kriter şaraplarda ve şarap yapım endüstrisinde de geçerlidir. Şaraplardaki AA 

konsantrasyonları “şarapların yıllanması”nı değerlendirmek için bir belirteç olarak 

kullanılmaktadır (105). 

AA doğal ürünlerin yanması ve hidrokarbonların foto-oksidasyonu yoluyla da 

oluşabilmektedir. Hava, su, toprak ve yeraltı sularında farklı miktarlarda AA saptanmıştır 

(150).   Odun ateşi, sigara dumanı ve araç egzozları potansiyel AA kaynaklarıdır. AA yakıtın 

oksidatif pirolizi ile yanma işlemi sırasında oluşur. Egzoz borusu emisyon ölçümlerinde  -

yakıtın türüne bağlı olmak üzere- konsantrasyonu 0.39-0.81 mg/km miktarına 

ulaşabilmektedir (72, 140). Sigara dumanındaki AA tütünde bulunan selüloz gibi doğal ve 

tütüne eklenen sentetik mono- ve disakkaritlerin pirolizi sonucu oluşmaktadır (61).  

AA organizmada alkol metabolizmasının önemli bir ara ürünüdür. Etanolün alkol 

dehidrojenaz enzimi ile karaciğerde oksidasyonu sonucunda üretilir ve alkol alımından 

sonraki “akşamdan kalmalık” olarak tanımlanan semptomlara neden olur. Mide mukoza 

hücrelerinde ve barsak bakterilerinde bulunan alkol dehidrojenaz enzimi de önemli miktarda 

AA oluşumuna yol açar (70, 137).  

AA’nın yarı-ömrü çok kısadır, plazmadan dakikalar içinde elimine edilir (28). Bununla 

birlikte, çok aktif elektrofilik bir metabolit olan AA, asetata hızla dönüşmeden önce, 

hücrelerde ve dokularda hasar oluşturma kabiliyetine sahiptir (82, 136). 

2.2. Alkol metabolizmasında AA oluşumu 

AA etanolün oksidatif metabolizmasının ilk ürünüdür (Şekil 2.2).  

                            
                                  

Şekil 2.2 Etanolün asetaldehite dönüşümü 

 

Alkolün metabolizması ve eliminasyonunda rol alan en önemli organ karaciğerdir. Bu 

oksidasyon reaksiyonları 3 ana adımda gerçekleştirilir:  
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1) Alkolün toksik özelliklerine neden olan AA’ya oksidasyonu;  

2) Toksik etkili AA’nın geri dönüşümsüz metabolizma ile asetat oluşturması;  

3) Su ve karbondioksit oluşturmak üzere asetatın yıkılımı.  

Alkolün oksidatif metabolizmasındaki ilk adım alkol dehidrojenaz (ADH), mikrozomal 

etanol oksitleyici sistem (MEOS) ve bu sistemde başlıca rol oynayan sitokrom P450 2E1 

(CYP2E1) ile katalaz gibi anahtar enzimler tarafından gerçekleştirilmektedir (85). Ana okside 

edici enzim sitoplazmada etanolün yıkılımını sağlayan ve alkole yüksek afinite (49) ile 

bağlanan ADH dir. CYP2E1 kronik alkol kullanımında daha aktiftir ve mikrozomlarda AA 

oluşumunu sağlar. Birinci adımdaki oksidasyon reaksiyonlarının katalizini sağlayan üçüncü 

anahtar enzim ise peroksizomlarda bulunan katalaz’dır (13, 29) (Şekil 2.3).  

 
 

Şekil 2.3 Etanol metabolizmasındaki  enzimler: 1. Alkol dehidrogenaz ( ADH),  2. Sitokrom 

p450 (CYP2E1), 3. Katalaz ve 4. Aldehit dehidrojenaz (ALDH2) 

 

Etanol metabolizmasında ikinci adım mitokondride bulunan ve AA’nın asetata 

dönüşümünü sağlayan aldehit dehidrojenaz (ALDH)’dır (37). Ayrıca AA, NADPH-bağımlı 

mekanizma ile (mikrozomal AA-okside edici sistem) CYP2E1 tarafından da metabolize 

edilebilmektedir (78). Oluşan asetat oldukça kararsız bir moleküldür ve su ile karbon dioksit 

oluşturmak üzere spontan olarak yıkılır (Şekil 2.4).  
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Şekil 2.4 Etanolün CO2 ve H2O’ya kadar metabolize edilmesi 

 

Bu 3 oksidatif adımın kapasitesi aşılınca, vücutta AA birikir ve toksik etkilere neden olur. 

AA elektrofilik özelliği nedeni ile protein, lipit ve DNA gibi makromoleküller ile kovalan 

olarak bağlanır ve kimyasal adduktlar oluşturur (109, 141, 158, 159). Oluşan adduktlar 

oldukça patojeniktir, protein ve lipitlerde fonksiyon kaybına, DNA hasarına ve mutasyona 

neden olabilirler (158). 

AA karaciğer dışında kalp, pankreas, gastrointestinal sistem ve beyin gibi diğer organlarda 

da oluşmaktadır (70, 137).  Mide mukoza hücrelerinde ve barsak bakterilerinde bulunan alkol 

dehidrojenaz enzimi de önemli miktarda AA oluşumuna neden olmaktadır (70, 137). 

Gastrointestinal sistemde oluşan AA’nın hızla emildiği,  portal ven yoluyla karaciğere giderek 

alkolik karaciğer hasarına katkıda bulunduğu bildirilmiştir (137). Hepatositlere ulaşan AA 

mitokondri disfonksiyonuna da yol açarak daha fazla AA birikimine yol açmaktadır (98).  

Kronik alkol kullanımı basit yağlanmadan steatohepatit, fibroz ve siroza kadar gelişebilen 

bir karaciğer hastalığına yol açar. Kronik alkol kullanımı aynı zamanda hepatosellüler 

karsinomun patojenezinde önemli bir kofaktör olarak görev yapmaktadır. Alkole bağlı bu 

etkilerin oluşumunda AA’nın katkısı çeşitli araştırıcılar tarafından belirlenmiştir (43, 57, 122). 

 

2.3. Alkol  metabolizmasından sorumlu enzimlerin gen polimorfizmleri ve AA üretimi  

Etanol metabolizması ile ilgili enzimler (ADH ve ALDH) vücutta AA üretimi ve 

metabolizma hızını etkiler; dolayısıyla AA toksisitesinden sorumludur. Alkol kullanımı 

sonrası yüksek miktarlarda AA üretimi yüz kızarıklığı, terleme, taşikardi, bulantı ve kusma 

gibi klinik belirtilere yol açmaktadır. İnsanlarda ADH’nın en az 8, ALDH’nın ise 4 izoenzimi 

bulunmaktadır. ADH’nın en önemli izoenzimleri ADH1A, ADH1B ve ADH1C genleri 

tarafından kodlanırlar (85, 143). ADH1B ve ADH1C genlerinin farklı alleleri enzimin 

aktivitesinin farklı olmasını belirler. Örneğin, ADH1B*2 ve ADH1C*1 allelleri yüksek 
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enzimin aktivitesi ile ilişkilidir ve kısa zamanda yüksek miktarlarda AA üretilmesine neden 

olur. ADH1B*2 allelinin görülme sıklığı Asyalı popülasyonlarda diğer toplumlardan daha 

fazladır. Ayrıca, ADH1C*1 homozigotlarda hepatoselüler karsinoma riskinin de 3.6 kat arttığı 

gösterilmiştir (63).  

ALDH2 geninin ise ALDH2*1 ve ALDH2*2 olmak üzere iki alleli vardır. ALDH2*2 alleli 

enzimin inaktif formu ile ilişkilidir ve vücutta yüksek miktarda AA birikmesine sebep 

olmaktadır (Şekil 2.5). ALDH2*2 allelinin sıklığı beyaz ırkta fazladır. Asyalı popülasyonlarda 

ise bu allelin sıklığı homozigot formda % 10, heterozigot formda ise %40’dır (143). Japon 

popilasyonda düşük ALDH aktivitesinin üst aero-gastrointestinal kanser riskini arttırdığı 

gösterilmiştir (143). 

 
  

Şekil 2.5 Etanolün normal metabolizması ve Aldehit dehidrojenaz (ALDH2) *2 genotipi 

varlığında asetaldehit birikimi 

2.4. Alkol, AA ve karsinojenez ilişkisi 

Alkol ve AA’nın bir karsinojen olarak davranabildiği çeşitli deney hayvanı modellerinde 

gösterilmiştir (13, 62, 95, 155, 158). Alkol ve AA, özellikle üst aero-gastrointestinal sistem 

kanserlerin patogenezinde önem kazanmaktadır. Bu etkiler: 

a) AA-protein “addukt”ların oluşumu,  

b) Artmış oksidatif stres,  

c) Bağırsak kaynaklı endotoksinler tarafından Kupffer hücrelerinin indüksiyonu ve TNFα 

salgılanması,  

d) DNA metilasyonunun inhibisyonu,  

e) Hücre diferensiyasonunda önemli olan retinol metabolizmasında bozulma ile gösterir.  

 

Demirin de bağımsız veya sinerjik bir mekanizmayla AA’nın toksik etkilerini arttırdığı 

ileri sürülmektedir (17, 75). AA, DNA ile direkt olarak etkileşerek de mutajenik etki gösterir 
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ve nokta mutasyonlarından yaygın kromozomal hasara kadar değişen lezyonlara sebep olur. 

Örneğin AA ile indüklenen hipoksantin guanin fosforibozin transferaz 1 (HPRT1) enzimini 

kodlayan gendeki nokta mutasyonlar DNA sentezini, DNA tamir mekanizmalarını (özellikle 

de nükleotid eksizyon tamiri), DNA stabilitesini ve bütünlüğünü sürdüren “eksizyon-tamir” 

süreçlerini bozar (20). Ek olarak “sister chromatid exchange”’i indükleyerek DNA hasarına 

yol açar (20). Bu mutajenik etkilerin her biri kanser oluşturan yollarıni aktifleyebilir veya 

siroza götüren karaciğer hasarına katkıda bulunabilir. 

2.5. Alkol ve AA adduktlarının karsinojenezdeki indirekt etkileri 

AA proteinlerle, lipitlerle ve DNA ile adduktlar oluşturarak hücre fonksiyonlarını ve gen 

ekspresyonunu bozar (142, 158)(Şekil 2.6)(Tablo 2.1). 

1) AA-protein adduktları: AA, lizinin Ɛ-amino veya proteinlerin N-terminalindeki  amino 

grupları ile etkileşerek protein adduktlarını oluşturur. Bu stabil adduktlar, enzimler dahil pek 

çok proteininin yapı ve fonksiyonlarını etkiler (49). Örneğin, O6-metilguanin metiltransferaz 

ile oluşan adduktlar DNA tamirinde bozukluğa neden olur ve karsinojeneze aracılık eder (27). 

AA için diğer hedef proteinler tubulin, kollajen, ketosteroid redüktaz, CYP2E1 ve 

koagülasyon faktörleridir. AA’nın glutatyon (GSH)’a bağlanması GSH’ın radikal toplayıcı 

fonksyonunu bozar, oksidatif stres gelişir ve lipit peroksidasyonunda artışa yol açar.  

2) AA-DNA adduktları: AA, DNA ile de adduktlar oluşturmaktadır. En çok rastlanılanı 

N2-etildeoksiguanosin (N2-Et-dG)’dir. N2-Et-dG, alkole maruz kalan farelerin karaciğerinde, 

alkolik bireylerin lökositlerinde (143), ALDH2 genotipli kişilerde ve alkol ile ilişkili baş-

boyun kanserlerinde yüksek bulunmuştur (9, 97, 107). Stabil bir molekül olan N2-Et-dG alkol 

bağımlılığının bir göstergesi olarak da kullanılmaktadır. Başka bir AA-DNA adduktu olan 

1,N(2)-propano-2’-deoksiguanozin (PdG), çapraz bağlar oluşturarak DNA da sekonder 

lezyonlara neden olur. Böylece DNA replikasyonunu bozarak hücre ölümüne yol açar (20). 

Ayrıca, AA-DNA adduktlarının onkojen ve supresör genlerde replikasyon hataları oluşturarak 

karsinojenezi başlattığı bildirilmiştir. 

3) Lipit peroksidasyonu adduktları: Lipit peroksidasyonu alkol ile indüklenen 

karsinojenezde en önemli mediatördür. Alkolün mutajenik etkileri CYP2E1’in indüksiyonu 

ile yürütülür (92, 143). Bu indüksiyon ROS oluşumunda artış ile birliktedir ve oksidatif stres 

ile hücre ölümüne yol açar. Süperoksit ve hidroksietil radikali dahil ROS’lar oldukça aktif 

olup lipitler, proteinler ve DNA ile adduktlar oluşturur (20, 92, 158). CYP2E1 enzimin 

aktivasyonu sonucu oluşan H2O2 de demir gibi metal iyonlar ile reaksiyona girerek hidroksil 
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radikal oluşturur (20, 24). Kronik alkol alımı karaciğerde demir birikimini arttırır ve CYP2E1 

ile H2O2 oluşumunda artışa neden olur (5, 144). Bu olaylar sinerjik etki ile alkol ile 

indüklenen karaciğer hasarını arttırır. ROS, malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4- 

HNE) gibi lipit ürünlerinde artışa neden olur. Bunlar alkoliklerde oral skuamöz hücre 

karsinomu veya lökoplakide’de yoğun CYP2E1 immunoreaktivite ile birliktedir. MDA ve 4-

HNE ekzosiklik DNA adduktları oluşturmak üzere DNA bazları ile reaksiyona girer. MDA 

deoksi-guanozin ile, 4-HNE ise deoksiadenozin ve deoksisitidin ile reaksiyona girer (143, 

144). Oluşan adduktlar (ƐdA, ƐdC) kronik alkol ile ilişkili karaciğer hasarının patojenezinde 

önemlidir (110, 159). Ek olarak, gerek ƐdA ve gerekse ƐdC oldukça mutajeniktir ve p53 

geninde mutasyonlara sebep olabilir (143).  

4) Hibrid adduktları: AA gibi hücrelerde oluşan çeşitli aldehitler hibrid adduktları 

oluşturmak üzere birbirleriyle reaksiyona girerler. Örneğin MDA-AA-protein adduktları 

(MAA hibrid adduktu) MDA-protein ve AA-protein adduktlarının kombinasyonu sonucu 

oluşur. Hibrid adduktlar oluştukları adduktlar ile sinerjik etki gösterir ve karsinojenezi 

indükler (76, 156, 159, 160).  
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Tablo 2.1: Doku hasarı mekanizması, etanol, asetaldehit ve lipit peroksidasyon ürünleri 

Bileşik 

 

Hasar/Hastalık Mekanizma 

 

 

Etanol 

Steatoz 

Oksidatif stres 

 

Siroz 

Karsinojenez 

Trigliserit birikimi 

ER Stres, insilün direnci, mitokondriyal işlev 

bozukluğu; CYP2E1 indüklenmesi 

Asetaldehit birikimi 

DNA hasarı 

 

 

 

 

 

 

Asetaldehit 

 

Protein/Enzim fonksiyon bozukluğu 

Oksidatif stres 

 

 

 

Fibrinojenez/Siroz 

 

Karsinojenez  

Ateroskleroz 

Kardiyomiyopati 

 

Eritrosit makrositozu 

Anemi ve karaciğerde aşırı demir 

birikimi 

Koagulasyon fonksiyon bozukluğu 

 

 

Protein, DNA ve hibrit addüktların oluşumu 

Lipit peroksidasyon addüktların oluşumu, 

proinflamatuvar sitokin aktivasyonu, 

glutatyonun radikal tutucu fonksiyonunun 

inhibisyonu, ROS üretiminde artış 

HSC ve miyofibroblastlarda adduktların 

oluşumu 

DNA’ya bağlanarak mutajenez 

LDL’nin oksidasyonu 

Kardiyomiyositlerin kasılma fonksiyonunun 

bozulması 

Asetaldehit-modifiye eritrosit zar proteinleri 

Bağışıklık sistemi aracılığıyla eritrositlerde 

değişiklikler 

Trombin, fibrinojen, Faktör II, VII, X, Xa, 

XIIIa gibi pıhtılaşma faktörlerinde 

inaktivasyon 

 

 

 

Lipit 

adduktları 

(MDA, 

4HNE) 

 

Hücre ölümü 

Karaciğer fibrozu/siroz 

 

 

Karsinojenez 

 

 

 

Ateroskleroz 

 

Oksidatif/ER stres 

Kollajen 1 sentezinin indüksiyonu, HSC 

aktivasyonu ve pro-kolajen negatif geri 

besleme döngüsünün inhibisyonu 

Mutajenez ve p53 gibi tumor supresör 

genlerinin inhibisyonu 

Modifiye edilmiş proteinlere karşı oto-

immün cevap 

Plakları oluşturan lipoproteinlerin 

oksidasyonunu 

Kısaltmalar: ER stresi, endoplazmik retikulum stresi; CYP2E1, sitokrom P450 2E1; ROS, reaktif oksijen türleri; 
HSCs, hepatic stellat hücreleri; LDL, düşük yoğunluklu lipoproteinler; MDA, malondialdehit; 4HNE, 
4hidroksinonenal 
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Şekil 2.6 Alkol ve asetaldehitin hepatoselüler karsinom gelişme mekanizması 

2.6. AA’nın kardiyovasküler sistem üzerine etkisi 

Alkolün aşırı tüketimi ateroskleroz sürecine katkıda bulunur ve kardiyovasküler hastalık 

riskini arttırır. AA ve diğer aldehit adduktları LDL dahil olmak üzere lipitlerin oksidasyonuna 

yol açarak ateroskleroz patogenezinde önemli rol oynar. Çok doymamış yağ asitlerinin 

oksidasyon ürünlerinden biri olan MDA aterosklerotik plakların bir bileşenidir ve LDL’yi 

modifiye edebilir. Gerek MDA, gerekse AA apolipoprotein B-100 dahil değişik proteinler ile 

de reaksiyona girebilir ve endotel hücrelerinden aterosklerozun kritik mediatörleri olan pro-

inflamatuar sitokinlerin ve adezyon moleküllerinin olşumunu ve salgılanmasını sağlar. 

Aterosklerozun oksitlenmiş LDL’ye karşı oluşturulan rekombinant antikorlar ile inhibe 

edilebildiği gösterilmiştir (154). Aterosklerotik damarlarda hibrit MAA adduktlarının miktarı 

yüksektir ve MAA’nın pro-inflamatuar özellikleri –MDA’ya benzer şekilde- ateroskleroz 

sürecini hızlandırır (60). 
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Preinflamatuar sitokinlerin sentezi ve salgılanmasını arttırır.  Alkol ayrıca oksitlenmiş 

LDL’nin köpük hücrelerinde intimal birikiminini de arttırmaktadır (118). 

AA’nın alkol ile ilişkili kardiyomiyopati patogenezinde de rol oynadığı düşünülmektedir (2, 

23, 80, 129). Alkolik kardiyomiyopati tablosu, kardiyomegali, myofibril yapısında 

değişiklikler, miyokard kontraktilitesinde azalma, miyokardial fibroz, artmış hipertansiyon, 

aritmi ve infarktüs riski ile tanımlanmaktadır. Alkole kıyasla daha aktif olan AA, aktin ve 

myozin dahil biçok proteine kovalan bağlanarak protenlerin fonksiyonunu bozar ve 

miyositlerin kasılma fonksiyonunu baskılar. Deney hayvanı modellerinde miyokard 

tabakasında AA birikiminin kasılma fonksiyonunu etkilediği (80, 128), eksitasyon-kasılma 

eşleşmesini bozduğu, sarkoendoplazmik retikülumdan Ca2+ salgılanmasını baskıladığı ve 

oksidatif stresi arttırdığı gösterilmiştir (129). AA oksidatif stres, lipit peroksidasyonu ve 

protein hasarını da tetikler. Kalp debisinin azalması sonucu kronik pasif kan birikimi 

(konjesyon) gelişir ve karaciğer hasarı gelişiminde katkıda bulunur.  

 

2.7. Beyinde etanol AA metabolizması ve AA’nın beyindeki etkileri 

Beyinde etanolü AA’ya metabolize eden ana enzimler katalaz ve CYP2E1’dir (179). In 

vitro çalşmalarda beyinde AA’nın % 60-70’inin katalaz, % 15-20’sinin ise CYP2E1 

tarafından oluştuğu bildirilmiştir (25, 179). Kronik alkol kullanımında CYP2E1 indüksiyona 

uğrar ve etanolün eliminasyonunda önem kazanır (87). CYP2E1, NADPH/ksantin oksidaz ve 

nitrik oksit sentazın etkisi ile beyinde ROS ve nitrik oksit birikir (56, 178) ve oksidatif strese 

neden olur (56; 58; 30; 65; 93). Oksidatif stresin artması ile nöronların canlılığını bozan MDA 

ile 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi biyoaktif aldehitler oluşur (6, 121, 130) ve hücre içi 

indirgenmiş GSH düzeyleri azalır (89). 4-HNE oluşumu ile birlikte mitokondrial membranda 

bulunan kardiolipin yıkılır, membran bütünlüğü ve mitokondrial fonksiyonlar bozulur (120, 

133). Mitokondrial membranın geçirgenliği etkilenir, sitokrom c’nin sitoplazmaya geçmesini 

sağlar ve kaspazların aktivasyonuyla apoptotik hücre ölümü başlatılır (47, 96, 124, 126).  

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, AA’nın beyine direkt olarak uygulanmasının alkolün 

birçok etkisini taklit eden bir tabloya yol açtığı bildirilmiştir. Yüksek doz AA uygulanması 

uykuya eğilim, koordinasyon ile bellek buzukluklarına neden olurken, düşük doz AA ise 

bağımlılık yapan ilaçlara özgü stimulasyon ve çeşitli davranışsal etkilere yol açar. Beyin 

dışında yani periferde AA biriktiğinde kan-beyin engelini kolayca aştığı bilinmektedir.  
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2.8. N-Asetilsistein (N-Acetylcysteine; NAC) yapısı, metabolizması ve etkileri 

NAC, L-sisteinin asetillenmesi ile oluşan bir sülfidrilli bir amino asittir. Sülfidril grubu 

molekülün metabolik aktivitesini belirlerken asetil grubu ise NAC’ı oksidasyona karşı dirençli 

kılmaktadır. Sisteinin asetilasyonu arttıkça polaritesi azalır ve dokulara girişi kolaylaşır. NAC  

ağız yolu ile alındığında barsaklardan hızla emilerek vena porta ile karaciğere ulaşır ve 

karaciğerde deasetilasyonla sisteine dönüşür (81, 138, 175) 

 

Şekil 2.7 N-Asetilsisteinin yapısı  

NAC, parasetamol zehirlenmesi, anjina pektoris, doksorubisine bağlı kardiyotoksisite, 

bronşit, radyokontrast maddelere bağlı nefropati, kardiak iskemi-reperfüzyon hasarı, ağır 

metal zehirlenmesi, şizofreni ve bipolar bozukluk gibi psikiyatrik hastalıklar dahil birçok 

hastalığın tedavisinde yıllardır kullanılmaktadır (4, 73, 81, 138, 175). 

NAC antioksidan, antiapoptotik, antiinflamatuvar, ve immunomodülatör etkilere sahiptir 

(81, 138, 175). Biyolojik etkinliğinde antioksidan yapısı özellikle önem kazanmaktadır. NAC 

bu etkisini doğrudan ve dolaylı olarak gerçekleştirebilir. Bir elektron vericisi olarak görev 

yapan NAC, serbest sülfidril grubu ile hidroksil, karbon trioksit, nitrojen dioksit ve tiyil gibi 

güçlü oksitleyici radikallerle reaksiyona girer. Ayrıca bakır ve demir gibi metal iyonlarını 

bağlayarak da etkili olur. NAC antioksidan potansiyelini, bir GSH öncüsü olarak da gösterir. 

Metabolizmada GSH sentezi için sistein sağlar. GSH’ın oral yoldan emiliminin düşük olması 

sebebi ile GSH düzeylerini arttırmak için NAC verilmesi GSH’ ın kendisinden daha etkili bir 

yöntemdir. NAC ayrıca, proteinlerde disülfit köprülerini indirgeyerek sülfidril gruplarının 

korunmasında etkili bir görev yapar (81, 138, 175). 

NAC, proinflamatuvar interlökinlerin (IL-6 ve IL-10) düzeylerini azaltıcı özelliği 

nedeniyle ile antiinflamatuvar etkiye de sahiptir. Bu etkisinde nükleer faktör kappa B (NF-kB) 

gibi redoksa duyarlı transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu baskılaması rol oynamaktadir. 

NAC’ın apoptozisi önlediği ve çeşitli proteinlerin aktivitelerini düzenleyerek hücrenin yaşam 

sürecini uzattığı ileri sürülmektedir. Bu özellikleri sebebiyle çeşitli deneysel çalışmalarda 
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NAC’ın inflamasyonun ve oksidatif stresin  indüklendiği doku hasarına karşı koruyucu etki 

gösterdiği bildirilmiştir (42, 81, 146, 173). 

NAC’ın etanol ve AA ile indüklenmiş hücre hasarı sonucu ROS üretimi, mitokondrial 

membran potansiyeli depolarizasyonu ve kaspaz-3 enzimi aktivasyonu sebebi ile apoptoza 

gitmesini azalttığı bildirilmiştir (145). 

 

 
 

Tablo 2.2 N-Asetilsisteinin antioksidan etkileri 

 

2.9. Taurin yapısı, metabolizması ve etkileri 

Taurin protein yapısına katılmayan bir amino asittir. Tiyol içeren amino asitlerden biri olan 

bu bileşik ilk defa yaklaşık 150 yıl kadar önce sığır safrasından izole edilmiştir (74). 

 

                                  Şekil 2.8 Taurinin yapısı 

 

Taurin esansiyel olmayan amino asit olan sistein veya esansiyel metyoninden 

sentezlenmektedir. Sistein sırasıyla önce sülfonik aside oksitlenir, sonra dekarboksilasyona 

uğrayarak hipotaurine dönüşür ve son basamakta hipotaurin bir dehidrojenaz etkisi ile taurin 
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meydana getirir. Sistein sülfonik asit dekarboksilaz enzimi bu sentez sırasında hız sınırlayıcı 

basamak olarak görev almaktadır (55, 111).  

Taurin hayvansal kökenli besinlerde fazla miktarda bulunurken, bitkisel kökenli besinlerde 

ise hiç bulunmamaktadır. Taurinin özellikle karaciğer, kalp, çizgili kas ve sinir sistemi gibi 

dokularda yüksek konsantrasyonlarda bulunduğu gösterilmiştir (55, 111). Taurin organizmada 

çeşitli fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonların sürdürülmesinde rol oynamaktadır. Bunlar 

arasında safra asitlerinin konjugasyonu, kolesterol ekskresyonu,  iyon transportu (Na+, Cl-, 

Na+-Ca2+ değiş tokuşu), retina fonksiyonlarının düzenlenmesi, aktif karbonil bileşiklerinin 

etkisizleştirilmesi  (scavenger), protein fosforilasyonunun inhibisyonu sayılabilir (55, 103,  

111). Son yıllarda yapılan deneysel çalışmalarda taurinin karaciğer ve kardiyovasküler sistem 

üzerine olumlu etkilerine dikkat çekmiştir (55, 111). Sıçanlarda karaciğer yağlanması, akut 

karaciğer nekrozu ve karaciğer sirozu (10, 44, 96) vakalarında taurinin karaciğer hasarını 

azalttığı gösterilmiştir. Karaciğerin yanı sıra taurinin kalp üzerinde koruyucu etkilere sahip 

olduğu da deneysel miyokard infarktüsü (148) ve kalp yetmezliği modellerinde (116) 

gösterilmiştir. Sıçanlarda taurin depresyonunun oksidatif stresin gelişmesine sebep olduğu 

(51), kalpte ve çizgili kaslarda yapısal ve fonksiyonel bozukluklar yarattığı ve taurin verilmesi 

ile bu bozukluklarda düzelme gözlendiği bildirilmiştir (55, 111).  Taurinin oksidatif stresi 

azaltıcı/radikal toplayıcı özelliğinin (1, 55, 111) yanısıra, antiapoptotik (115, 168) ve 

endoplazmik retikulum stresini (68, 176) azaltıcı etkilerinin olduğu da bildirilmiştir. Terapötik 

olarak uygulandığında kan-beyin bariyerini geçebilmektedir (101).   
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

1. Hassas terazi (A&R HR-120) 

2. Manyetik karıştırıcı ve ısıtıcı (IKA-Werke MSC basic C) 

3. Pipet takımı (Eppendorf) 

4. Masaüstü soğutmalı santrifüj (Heraeus Instruments Megafuge 1.0 R) 

5. Mikrosantrifüj (Hettich Mikro 24-48 R ve Heraeus Biofuge Pico) 

6. Homojenizatör (Janke & Kunkel Ika Labortechnik Ultra-Turrax T25) 

7. pH metre (Hanna HI 9321) 

8. Spektrofotometre (Pharmacia Ultrospec 3000 ve Shimadzu UV 1800) 

9. Sıcak su banyosu (Elektromag) 

10. Vorteks (Elektromag M 16) 

11. ELISA mikroplaka yıkayıcı (BioTek Instruments ELx50) 

12. ELISA mikroplaka çalkalayıcı (IKA-Werke OS 5) 

13. ELISA mikroplaka okuyucusu (BioTek Instruments µQuant ve Thermo  

Scientific Fluoroskan Ascent FL) 

14. Saf su cihazı (Millipore) 

15. Doku homojenizatörü (Roche Diagnostics MagNA Lyser) 

16. Santrifüj (Thermo Scientific Micro CL 21R) 

 

3.2. Çalışma protokolü 

Projemizde kullanılan AA, NAC, TAU ve diğer kimyasal maddeler Sigma-Aldrich 

(USA) firmasından sağlandı.  Kullanılan AA, suya karıştırılarak verildi, sular 2-3 günde bir 

düzenli olarak yenilendi. 

Çalışmamızda İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü 

(DETAE) tarafından sağlanan 240-260 g ağırlığında Sprague Dawley soyu erkek sıçanlar 

kullanıldı ve aşağıdaki şekilde gruplara ayrıldı. 

a) Kontrol grubu (n=8): Sıçanlar normal sıçan yemi ile beslendi. 
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b) AA grubu (n=8): Sıçanlarda AA içme suyunda kademeli olarak arttırılarak 

uygulandı. Bu çerçevede sıçanlar ilk 4 ay 7 ml/L=5.5 g/kg (10,11,31), mütakip 2 ay süresince 

10.5 ml/L= 8.25 g/kg ve daha sonraki 2 ay süresince 14 ml/L= 11 g/kg AA içeren içme suyu 

verildi.  Bu sıçanlar normal yem ile beslendi. 

c) AA+NAC grubu (n=8): Bir önceki bölümde belirtildiği gibi 8 ay süre ile içme 

suyunda AA uygulanan sıçanlar NAC (10 g/kg) içeren yem ile beslendi. 

d) AA+TAU grubu (n= 8): Bir önceki bölümde belirtildiği gibi 8 ay süre ile içme 

suyunda AA uygulanan sıçanlar TAU (25 g/kg) içeren yem ile beslendi. 

Bu uygulamalara 8 ay süreyle devam edildi. Bu süreçte hayvanların içme suyu ve gıda 

tüketimleri ile vücut ağırlıkları izlendi. Buna göre sıçanların günlük AA tüketimlerinin sırası 

ile ilk 4 ay 400 mg/kg, sonraki 2 ayda 600 mg/kg ve son 2 ayda 800 mg/kg olduğu hesaplandı. 

Aynı süreçte günlük NAC miktarı 800 mg/kg ve TAU miktarı 2 g/kg olarak belirlendi.  

Sıçanlar uygulamanın bitiminde bir gece aç bırakılıp sodyum pentobarbital (50 mg/kg 

vücut ağırlığı) anestezisi altında kalplerinden kan alınarak öldürüldü. Karaciğer, kalp ve beyin 

dokuları hızla çıkarılıp % 0.9 NaCl çözeltisi ile yıkandı ve sıvı azot içinde dondurularak 

yöntemler çalışılıncaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Kuru tüplere alınan kanlar 1500 

xg’de santrifuj edilerek serumları ayrıldı. 

3.3. Serumda/plazmada yapılan incelemeler  

Serumda alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) aktiviteleri 

İstanbul Tıp Fakültesi Klinik Biyokimya Merkez laboratuvarında Roche otoanalizöründe 

ölçüldü. 

3.4. Karaciğerde, kalp ve beyinde yapılan incelemeler  

İstanbul Tıp Fakültesi Biyokimya A.B.D.’da yapıldı 

3.5.1. Doku homojenatlarının hazırlanması ve postmitokondri fraksiyonunun eldesi 

İşlem: Karaciğer dokuları tartıldıktan sonra doku homojenizatörü ile soğuk 0.15 M KCI 

çözeltisi ile homojenize edildi ve %10’luk homojenatlar (w/v) hazırlandı. Doku homojenatları 

+4 ºC soğuk santrifüjde 600 xg’de 10 dk santrifüj edilerek, bütün halde kalan doku parçaları 

ve nükleer fraksiyon uzaklaştırıldı. Süpernatantlar deneyler sırasında kullanılmak üzere -80 

ºC’de saklandı.  
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Karaciğer ve beyin süpernatantlarında ROS, MDA, dien konjugat (DK), protein karbonil 

(PK), antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant power: FRAP) ve GSH düzeyleri 

ölçüldü. GSH-Px ve SOD aktiviteleri bu supernatantın 10000 xg’de 20 dk santrifüj edilmesi 

ile elde edilen postmitokondri fraksiyonunda tayin edildi. Kalp dokusunda ise ROS ve FRAP 

tayini yapıldı.  

 

3.5.2. ROS tayini (91, 166)  

2,7-diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-DA)’ın doku esterazları ile 2,7-

diklorodihidrofloresein (DCFH)’e dönüşmesi ve oluşan bu ürünün ortamdaki ROS tarafından 

floresan ışıma veren 2,7-diklorofloresein (DCF)’e oksitlenmesi prensibine dayanır.  

Ayıraçlar: 

 DCFH-DA: %99’luk DMSO içerisinde 5 mM’lık stok çözeltisi hazırlanarak -20 

ºC’de saklandı. Çalışma öncesi 1 mM olacak şekilde PBS ile sulandırılmış.  

 Tamponlanmış tuzlu su (PBS; pH 7.4) 

İşlem: Tüp içerisinde 0.2 mL karaciğer homojenatı ve 0.02 mL 1mM’ lık DCFH-DA 

karıştırıldı ve çalkalayıcı su banyosunda 37 ºC’de 30 dk inkübe edildi. Bir başka tüpte deney 

körü olarak kullanılmak amacıyla aynı miktar homojenat aynı koşullarda PBS içerisinde 

inkübe edildi. İnkübasyon süresinin bitiminde deney körü ile deney tüplerinden alınan 0.2 mL 

örnek, ışıktan korunmak suretiyle renkli mikroplaka kuyucuklarına pipetlendi. Örnekler 

zaman kaybetmeden florometrik mikroplaka okuyucuda (λ eksitasyon: 485 nm, λ emisyon: 

538 nm) okundu. Sonuçlar rölatif floresan ünite (RFU) olarak verildi. 

 

3.5.3. MDA tayini (114) 

MDA lipit peroksidasyonunun son ürünlerinden biridir. Deney MDA’nın tiyobarbitürik 

asit (TBA) ile oluşturduğu kompleksin spektrofotometrik olarak ölçülmesine dayanır. 

Ayıraçlar: 

 Butanol/piridin (15:1) 

 %20’lik asetik asit (10 N NaOH ile pH 3.5’e ayarlandı) 

 %8.1’lik sodyum dodesil sülfat (SDS) 

 %0.8’lik TBA 
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 Stok 1,1,33-tetraepoksipropan (TEP) standardı: 22 mg TEP tartılarak 10 mL’ye 

distile su ile tamamlandı. Bu stok standardı çalışılmadan önce 1000 kez 

sulandırılarak 10 nmol/mL’lik çalışma standardı hazırlandı. 

İşlem: %10’luk doku homojenatlarından alınan 0.2 mL üzerine 1.5 mL %20’lik asetik 

asit, 0.2 mL %8.1’lik sodyum dodesil sülfat, 0.6 mL distile su ve 1.5 mL %0.8’lik 

tiyobarbitürik asit eklendi. Bu karışım kaynar su banyosunda 1 saat inkübasyonun ardından 

soğutulup  üzerine 1 mL distile su ve 5 mL butanol/piridin (15:1) karışımı eklendi. 

Karışımdan organik faz santrifüj edilerek ayrıldı. Absorbanslar homojenat içermeyen ayıraç 

körüne karşı spektrofotometrede (532 nm) okundu. Standart olarak TEP kullanıldı. 

Ekstinksiyon katsayısı (ε=1.56x10-5 M-1 cm-1) kullanılarak hesaplanan sonuçlar nmol/mg 

protein olarak tanımlandı.  

 

3.5.4. Doku lipit ekstrelerinin hazırlanması ve lipid ekstresinde dien konjugat tayini (21)  

 0.25 mL hacimde %10’luk doku homojenatları ve 3.75 mL kloroform:metanol (2:1) 

çözeltisi iyice karıştırıldı. Karışım 1 saat süre ile inkübe edildi, 15 dk da bir vortekslendi. 

İnkübasyon bitiminde filtre kağıdı kullanılarak süzüldü son hacimler 4 mL’ye tamamlandı ve 

ağızları sıkıca kapatılarak deney vaktine kadar -20 ºC’de saklandı. 

 Her örnek için birer mL lipit ekstresi alınarak azot gazı altında uçuruldu. Kuru kalıntı 2 

mL sikloheksan içerisinde yeniden çözüldü. Absorbanslar sikloheksan körüne karşı 

spektrofotometrede (233nm) okundu. 

 Ekstinksiyon katsayısı (2.52x104 M-1 x cm-1 ) kullanılarak hesaplanan sonuçlar µmol/g 

doku olarak tanımlandı. 

 

3.5.5. PK tayini (131) 

Protein karbonil grupları ile 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) verdiği reaksiyonun ürünü 

olan protein hidrazonların spektrofotometrik olarak ölçülmesi esasına dayanır.  

Ayıraçlar : 

 2.5 M HCl 

 Absolü etanol/etil asetat karışımı (1:1; v/v) 

 10 mM DNPH: 2.5 M HCl’de hazırlandı. 
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 6 M guanidin HCl: 57.3 g guanidin 100 mL 20 mM potasyum fosfat tamponunda 

çözüldü ve derişik HCl ile pH 2.3’e ayarlandı. 

 Protein standardı: Sığır albumini 1 mg/mL olacak şekilde guanidin HCl’de 

çözüldü. 0.25, 0.5 ve 1 mg/mL albümin içeren standartlar kullanılarak standart eğri 

hazırlandı. 

İşlem: Konik tüplerde 0.5 mL homojenat ve 2 mL 10 mM DNPH (2.5 M HCl’de) ayıracı 

karıştırıldı. Bir başka tüpte deney körü olarak kullanılmak amacıyla 0.5 mL homojenat ve 2 

mL 2.5 M HCl karıştırıldı. Tüpler 1 saat karanlıkta inkübe edildi, bu süreçte 15 dk da bir 

vortekslendi. İnkübasyon bitiminde tüplere 2.5 mL % 20’lik trikloroasetik asit (TCA) eklendi, 

karıştırıldı, 10 dk buzda bekletildi ve 4000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Çöken protein üzerine 

2.5 mL % 10’luk TCA eklenip karıştırıldı, santrifüj edildi ve proteinler çökeltildi. Bu protein 

pellet uygun bir baget yardımıyla 2 mL absolü etanol-etilasetat karışımı ile 3 defa yıkandı. 

Yıkamanın ardından deney ve kör tüplerdeki protein pelletleri üzerine 1 mL 6 M guanidin-

HCl çözeltisi eklendi ve uygun bir baget yardımı ile  karıştırılarak çözündü ve 10 dakika 37 

ºC’de su banyosunda inkübe edildi. Daha sonra 4000 rpm’de 5 dk santrifüj edilen karışımın 

üst fazının absorbansları spektrofotometrede (360 nm) okundu. Ekstinksiyon katsayısı 

(ε=22x103 M-1cm-1) kullanılarak hesaplanan sonuçlar nmol/mg protein olarak verildi. 

Tüplerdeki protein konsantrasyonları absorbansların ultraviyole spektrofotometrede (280 nm) 

okunması ile belirlendi. Sonuçlar nmol/mg protein olarak verildi.  

 

3.5.6. GSH tayini (15) 

Dokulardaki serbest sülfidril (-SH) gruplarının Ellman ayıracı (5,5'- ditiobis-2 nitro 

benzoik asit; DTNB) tarafından indirgenmesi sonucunda, 1 mol -SH grubu başına 1 mol 2-

nitro-5 tiyobenzoik asit oluşmaktadır. Deney oluşan sarı rengin absorbansın spektrofotometrik 

(412 nm) olarak okunması esasına dayanır. 

Ayıraçlar: 

 Ellman Renk Ayıracı: 4 mg DTNB 10 mL %1’lik sodyum sitrat çözeltisinde 

çözüldü. 

 Proteinsizleştirme çözeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA 

ve 30 g NaCl 100 mL distile suda çözüldü. 

 0.3 M Na2HPO4: 4.26 g Na2HPO4 100 mL distile suda çözündü. 
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 GSH standardı: (0.1 mg/mL) 

İşlem: Deney tüpüne konulan 0.2 mL homojenat, 0.6 mL 0.15 M KCl ve 1.2 mL 

proteinsizleştirme çözeltisi, karıştırıldıktan sonra 13000 xg’de +4 ºC’de 5 dk santrifüj edildi. 

Standartları ve ayıraç körünü içeren tüplere de aynı işlemler uygulandı. Santrifüj işlemi 

ardından elde edilen supernatanlar mikroplaka kuyucuklarına 0.05 mL olacak şekilde 

pipetlendi ve üzerlerine 0.2 mL 0.3 M Na2HPO4 ve 0.05 mL Ellman ayıracı eklendi ve oluşan 

renklerin absorbansı spektrofotometrik (412 nm) olarak ayıraç körüne karşı okundu. 

Ekstinksiyon katsayısı 13.6x103 M-1 cm-1 ve standartlar kullanılarak hesaplanan sonuçlar 

nmol/mg protein olarak tanımlandı. 

3.5.7. FRAP tayini (14) 

+3 değerlikli demir (Fe+3) iyonlarını +2 değerlikli demir (Fe+2) iyonlarına indirgeyen 

antioksidan gücün ölçülmesi esasına dayanır. 

Ayıraçlar:  

 10 mM 2,4,6-tripridil-s-triazin (TPTZ): 312.33 mg TPTZ tartıldı ve 100 mL 40 

mM HCl’de eritildi. 

 20 mM FeCl3.6H2O: 540 mg FeCl3.6H2O tartıldı. Distile su ile 100 mL’ye 

tamamlandı. 

 40 mM HCl 

 300 mM Asetat tamponu (pH 3.6): 3.1 g Na-asetat.3H2O ile 16 mL asetik asit 

karıştırıldı ve 100 mL’ye distile su ile tamamlandı. pH 3.6’ya ayarlandı ve 10 kat 

sulandırıldı. 

 FRAP ayıracı: Sırası ile asetat tamponu, TPTZ ve FeCl3 ayıraçları 10:1:1 oranında 

karıştırılarak hazırlandı. 

 Askorbik asit standartları: 500 ve 1000 µM (sudaki çözeltileri)  

İşlem: Mikroplaka kuyucuklarına pipetlenen 0.01 mL karaciğer homojenatı ve 0.2 mL 

FRAP çalışma ayıracı karışımı, 37 ºC’de 4 dk inkübe edildikten sonra absorbanslar 

mikroplaka okuyucuda 593 nm’de okundu. Çalşma standartları 0.01 mL askorbik asit (500 ve 

1000 µM) ve 0.2 mL FRAP karıştırılarak hazırlandı. 1 mM askorbik asidin FRAP değeri 2000 

kabulü ile sonuçlar nmol/mg protein olarak verildi.  
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3.4.8. SOD tayini  (106) 

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandırılmış ο-dianisidinin fotooksidasyon hızını 

arttırma yeteneği spektrofotometrik olarak ölçülür. Riboflavin floresans ışığı etkisiyle 

süperoksit radikali oluşumunu sağlar ve bu radikaller ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen 

peroksite dönüşür. Oluşan hidrojen peroksit ο-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli bir ürün 

oluşturur. SOD aktivitesi ile renkli ürün oluşumu doğru orantılıdır. Oluşan renklerin 

absorbansı spektrofotometrik (460 nm) olarak okundu. 

Ayıraçlar: 

 0.1 mM EDTA içeren 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.8) 

 0.2 mM riboflavin: 7.3 mg riboflavin 100 mL 10 mM potasyum fosfat tamponunda 

(pH 7.5)’ de çözündü. 

 6 mM o-dianisidin: 19 mg ο-dianisidin 10 mL distile suda çözündü. 

 SOD (100 IU/mL) standardı: 100 IU/mL olacak şekilde soğuk distile su ile 

hazırlandı. Daha sonra bu ana standarttan 0.1 ve 0.05 mL alınarak 10 ve 5 IU’luk  

SOD standardı hazırlandı. 

İşlem: Kör, standart ve deney tüplerine sırası ile 2.6 mL 50 mM potasyum fosfat tamponu 

(pH:7.8), 0.1 mL o-dianisidin ilave edildi. Kör tüpüne 0.1 mL distile su; standard tüpüne 0.1 

mL standart; deney tüpüne 0.1 mL postmitokondri fraksiyonu eklendi ve her tüpe 30 sn ara ile 

0.2 mL riboflavin kondu, karıştırıldı ve 460 nm’deki absorbans değerleri okundu. Tüpler 20W 

floresans lambanın olduğu 37 ºC’ye ayarlanmış özel bir sisteme yerleştirildi ve 8 dk süre ile 

floresans ışık altında inkübe edildi. İnkübasyonun bitiminde tüplerin absorbansı tekrar 460 

nm’de okundu ve iki absorbans arasındakı fark alındı. Deney körü ve standartlara da aynı 

işlem uygulandı. Sonuçlar µmol/mg protein olarak verildi. 

3.4.9. GSH-Px tayini (117) 

GSH-Px aktivitesinin tayini için iki reaksiyon izlenir. İlk reaksiyonda H2O2 veya organik 

hidroperoksitler (ROOH), GSH-Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH oksitlenmiş 

GSH’a (GSSG) dönüşür. İkinci reaksiyonda GSSG, GSH- redüktaz (GSH-R) etkisi ile tekrar 

GSH’a, NADPH ise NADP+’ye oksitlenmektedir. Bu dönüşüm 340 nm’de absorbansda 

azalma olarak izlenir. 
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GSH-Px aktivitesi, 1 mL’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM potasyum fosfat 

tamponu (pH 7.0), 1 mM sodyum azid, 1 mM EDTA, 0.2 mM NADPH, 0.5 IU/mL glutatyon 

redüktaz, 1 mM GSH, 1.2 mM kümen hidroperoksit olacak şekilde ve farklı oranlarda 

sulandırılmış post mitokondri fraksiyonu eklenerek hazırlanmış ortamda tayin edilmiştir.   

Ayıraçlar:  

 Tampon çözelti: 20 mL potasyum fosfat tamponu (125 mM, pH 7.0), 2.5 mL 

sodyum azid (130 mg/dL), 2.5 mL Na2-EDTA (744 mg/dl), GSH (15.3 mg/5 mL) 

ve 5 mL NADPH (8.3 mg/5 mL)    

 Glutatyon redüktaz (0.5 IU/mL) 

 12 mM kümen hidroperoksit 

İşlem: Spektrofotometre küvetlerine konulan 0.7 mL havuz üzerine 0.1 mL GSH-

Redüktaz (0.5 IU) ve 0.1 mL 40 kez sulu karaciğer post mitokondri fraksiyonu eklendi. 

Ardından 0.1 mL 12 mM kümen hidroperoksit ilavesi ile reaksiyon başlatıldı ve absorbans 

azalması spektrofotometrede 340 nm’de izlendi. NADPH’in ekstinksiyon katsayısı olan 

6.22x103 M-1cm-1’den yararlanılarak hesaplanan sonuçlar nmol/dk/mg protein olarak verildi. 

3.4.10. Protein Tayini (149) 

Postmitokondri fraksiyonları ve doku homojenatlarında protein miktarı bişikonik asit 

metodu ile belirlendi. 

Ayıraçlar: 

 %4 CuSO4 

 Bişikonik asit  

 Protein renklendirme ayıracı: 10 mL bişikoninik asit çözeltisi üzerine 0.2 mL %4 

Cu SO4 ekleyerek hazırlandı. 

İşlem: 0.2 mL protein renklendirme ayıracı üzerine belirli oranda sulandırılmış karaciğer 

postmitokondri fraksiyonlarından ve homojenatlarından 0.01 mL ilave edildi. Karıştırılıp 37 

ºC’de 30 dk inkübe edildi. Oda ısısına soğutuldu ve oluşan rengin absorbansı 562 nm’de 

mikroplaka okuyucusunda okundu. 
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3.5. İstatistik incelemeler 

Sonuçlar ortalama  SD olarak verildi. Grup dağılımları Levene’s testiyle saptandı ve 

ANOVA (post-hoc Tukey) veya Kruskal-Wallis (post-hoc Mann-Whitney U) testi kullanıldı. 
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4. BULGULAR 

Çalışmamızda AA’nın tek başına veya NAC ve taurin ile birlikte uygulanmasının  

serumda karaciğer fonksiyon testleri ile karaciğer, beyin ve kalp dokularında oksidasyon 

ürünleri ve antioksidan göstergeler üzerine etkileri araştırıldı. Bu amaçla ALT, AST, ROS, 

MDA, PK, GSH ve FRAP düzeyleri, SOD, DK ve GSH-Px aktiviteleri incelendi. 

4.1. Vücut ve organ ağırlıkları 

AA, NAC ve TAU  uygulaması sonucu final vücut ağırlığı, organ ağırlıklarında bir 

farklılık gözlenmemiştir.  

4.2. Serumda elde edilen bulgular 

AA uygulanan sıçanlarda serum ALT ve AST aktivitelerinde anlamlı bir değişiklik 

saptanmadı. Bu enzim aktiviteleri NAC ve TAU uygulamalarından sonra da değişmedi (Tablo 

4.1).  

 

Tablo 4.1 N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU)  asetaldehit (AA) uygulanan sıçanlarda 

ALT ve AST üzerine etkisi (Ortalama ± SEM; herbir grup için n=8) 

Kontrol AA AA+NAC AA+TAU 

ALT (U/L) 53.0±4.12 51.5±3.51 50.1±6.38 46.0±3.41 

AST (U/L) 129.8±6.41 124.2±4.41 119.0±8.41 107.3±4.29 
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4.3. Karaciğer dokusunda elde edilen bulgular  

AA uygulanan sıçanlarda karaciğerde ROS ve MDA düzeylerinde anlamlı artışlar 

saptanırken, DK ve PK düzeylerinde bir değişiklik bulunmadı. NAC tedavisi AA uygulanan 

sıçanların karaciğerinde ROS ve PK düzeylerinde anlamlı azalmalara yol açtı. Buna karşılık, 

MDA ve DK düzeylerinde bir değişiklik oluşturmadı. TAU tedavisi ise AA uygulanan 

sıçanların karaciğerinde sadece ROS düzeylerinde anlamlı bir azalmaya yol açtı (Tablo 4.2; 

Şekil 4.1). 

AA uygulaması karaciğer FRAP ve GSH düzeylerinde anlamlı bir değişiklik oluşturmadı. 

NAC ve TAU uygulamalarından sonra karaciğerde FRAP düzeylerinde kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında anlamlı bir artış bulundu, ancak AA, AA+NAC ve AA+TAU gruplarında 

bir farklılık göstermediği belirlendi. GSH düzeyleri ise AA uygulanan sıçanlarda NAC ve 

TAU uygulamalarından sonra anlamlı bir artış gösterdi. Karaciğerde SOD ve GSH-PX 

aktivitelerinde AA, AA+NAC ve AA+TAU gruplarında anlamlı bir değişiklik bulunmadı. 

Sadece AA uygulanan sıçanlarda NAC uygulamasından sonra KC SOD aktivitlerinde 

kontrole göre anlamlı bir artış bulundu (Tablo 4.2; Şekil 4.2).  

4.4. Beyinde elde edilen bulgular 

AA uygulanan sıçanlarda beyinde ROS ve PK düzeylerinde anlamlı artışlar gözlenirken, 

DK ve MDA düzeylerinde bir değişiklik bulunmadı. NAC tedavisi AA uygulanan sıçanların 

beyninde ROS, MDA ve PK düzeylerini azalttı. TAU tedavisi ise AA uygulanan sıçanların 

beyinlerinde sadece ROS düzeylerinde anlamlı azalmaya yol açtı (Tablo 4.3; Şekil 4.1).  

AA uygulaması beyin FRAP ve GSH düzeylerinde anlamlı bir değişiklik oluşturmadı. 

NAC tedavi ile bir değişiklik olmazken, TAU uygulaması beyin GSH düzeylerinde anlamlı 

bir artış oluşturdu. Beyin SOD aktivitesi AA, AA+NAC ve AA+TAU gruplarında bir 

değişiklik göstermedi. AA uygulaması beyinde GSH-Px aktivitesini arttırırken, NAC ve TAU 

tedavisi artmış olan bu aktiviteyi normale çevirdi (Tablo 4.3; Şekil 4.2).  

4.5. Kalpte elde edilen bulgular 

AA uygulamasından sonra kalpte ROS düzeylerinde % 27.2 oranında bir artış bulundu. 

Ancak bu artış istatistik olarak anlamlı bulunmadı. FRAP düzeyleri ise değişmedi. NAC 

tedavisinden sonra ROS ve FRAP düzeylerinde bir değişiklik olmazken, TAU tedavisi kalp 

ROS düzeylerinde anlamlı bir azalmaya yol açtı (Tablo 4.4).  
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Tablo 4.2 N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU)  asetaldehit (AA) uygulanan sıçanlarda 

karaciğerde reaktif oksijen türleri (ROS), malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), protein 

karbonil (PK), antioksidan aktivite (ferric reducing activity; FRAP) ve glutatyon (GSH) 

düzeyleri ile süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri 

üzerine etkisi (Ortalama ±  SEM; herbir grup için n=8) 

 
Kontrol         AA AA+NAC AA+TAU 

ROS (RFU) 391.9±29.8 647.2±62.1a 280.1±26.0a,b 306.0±26.0b 

MDA (nmol/g doku) 95.0±5.51 116.1±6.5a 97.7±5.06 98.3±3.96 

DK (µmol/g doku ) 1.64±0.10 1.76±0.15 1.48±0.11 1.70±0.06 

PK (nmol/mg protein) 1.60±0.07 1.69±0.22 0.97±0.07a.b 1.44±0.11 

FRAP (nmol/mg protein) 16.8±1.22  22.0±1.00 24.0±1.93a 24.4±1.9a 

GSH (µmol/g doku) 3.83±0.15 3.53±0.19 4.55±0.27b 4.80±0.13a.b 

SOD (U/mg protein) 11.5±0.54 11.5±0.54 14.5±0.96a 11.3±0.71 

GSH-Px  

(nmol/dk/mg protein ) 
397.0±32.0 397.0±32.0 397.5±19.9 437.0±18.7 

ap<0.05 kontrol grubu ile; bp<0.05 AA grubu ile karşılaştırıldığında 
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Tablo 4.3 N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU)  asetaldehit (AA) uygulanan sıçanlarda 

beyinde reaktif oksijen türleri (ROS), malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), protein 

karbonil (PK), antioksidan aktivite (ferric reducing activity; FRAP) ve glutatyon (GSH) 

düzeyleri ile süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri 

üzerine etkisi (Ortalama ±  SEM; herbir grup için n=8) 

Kontrol AA AA+NAC AA+TAU 

ROS (RFU) 1514.5±80.4 2217.0±111.1a 1451.6±97.7b 1438.8±68.9b 

MDA (nmol/g doku) 199.7±6.6 227.0±14.3 162.2±11.4a,b 181.3±20.3 

DK (µmol/g doku ) 2.90±0.1 3.41±0.21 3.48±0.17 3.49±0.14 

PK (nmol/mg protein) 1.60±0.10 2.50±0.15a 1.84±0.19b 2.03±0.20 

FRAP(nmol/mg protein) 21.3±1.95 20.1±0.86 23.3±2.58 25.0±1.50 

GSH (µmol/g doku) 1.75±0.14 1.64±0.04 2.10±0.19 2.46±0.26b 

SOD (U/mg protein) 20.1±0.34 19.3±0.38 19.3±0.77 20.9±1.16 

GSH-Px  

(nmol/dk/mg protein ) 
141.0±12.5 265.4±28.4a 159.75±16.1b 123.2±13.3b 

ap<0.05 kontrol grubu ile; bp<0.05 AA grubu ile karşılaştırıldığında 

 

Tablo 4.4 N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan sıçanlarda 

kalpte reaktif oksijen türleri (ROS) ve antioksidan aktivite (ferric reducing activity; FRAP) 

düzeyleri üzerine etkisi (Ortalama ± SEM; herbir grup için n=8) 

Kontrol AA AA+NAC AA+TAU 

ROS (RFU) 1086.5±112.4 1317.1±98.0 1019.8±83.0 898.2±59.7b 

FRAP (nmol/mg protein) 12.3±0.98 13.4±0.38 14.1±0.56 12.4±0.60 

bp<0.05 AA grubu ile karşılaştırıldığında 
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Şekil 4.1 N-Asetilsistein ( NAC) ve taurinin (TAU)  asetaldehit (AA) uygulanan sıçanlarda 
karaciğer (A) ve beyin (B) dokularında reaktif oksijen türleri (ROS), malondialdehit (MDA), 
dien konjugat (DK) ve protein karbonil (PK) düzeyleri üzerine etkisi (ortalama ±  SEM ; 
herbir grup için n=8) 

 

      

      

      

      
Pa < 0.05 kontrol grubuna göre , Pb < 0.05 AA grubuna göre 
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Şekil 4.2 N-Asetilsistein ( NAC) ve taurinin (TAU)  asetaldehit (AA) uygulanan sıçanlarda 
karaciğer (A) ve beyin (B) dokularında antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant 
power; FRAP), glutatyon (GSH) düzeyleri ile süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon 
peroksidaz aktivitesi (GSH-Px)  üzerine etkisi (Ortalama ±  SEM ; herbir grup için n=8) 

      

      

      

      
Pa < 0.05 kontrol grubuna göre , Pb < 0.05 AA grubuna göre 
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5. TARTIŞMA 

AA, alkol metabolizması sırasında oluşan ilk üründür. Bazı araştırıcılar AA’nın etanolün 

farmakolojik ve davranışsal etkilerinin anahtar mediatörü olduğunu ileri sürmektedir. Bu 

görüşün en radikal taraftarları etanolün bir “prodrog” olduğunu  ve etkilerinin ilk metaboliti 

olan AA’ya bağlı olduğunu ileri sürmektedirler. Bu araştırıcılar alkolizm yerine 

“asetaldehidizm” teriminin daha uygun olduğunu ifade etmektedirler (125). Öte yandan, diğer 

bir grup araştırıcı ise alkol tüketiminden sonra kanda ve beyinde AA düzeylerinin herhangi bir 

farmakolojik ve davranış bozukluğu oluşturabilecek düzeylere ulaşmadığını ileri sürmektedir 

(35).  Bir ara görüş AA’nın alkole benzer farmakolojik ve davranışsal etkiler gösterdiğini ve 

bu nedenle AA’nın, etanolün bazı etkilerinden sorumlu olabileceğini benimsemektedir (123).  

AA’nın oldukça toksik olması nedeniyle insanlarda AA’nın etkisi indirekt yollarla 

değerlendirilmiştir. Örneğin, ALDH enzim eksikliği olan,  AA’yı metabolize edemeyen 

ALDH2*2 genotipine sahip olan veya ALDH inhibitörü disülfiram kullanan kişilerden alınan 

bilgiler bu konuda literatüre katkı sağlamıştır (43, 126). Ancak AA ile ilgili çalışmalar 

genellikle kemiricilerde yapılmıştır. Bu amaçla AA inhalasyon, gavaj veya periton içi yollarla 

uygulanmıştır (10, 59, 157). Bununla birlikte, AA’nın stabil olmayan yapısı ve hızla 

metabolize olması nedeniyle, AA ile ilgili çalışmalar bir duraksama göstermiştir. Bunun 

nedeni AA’nın toksik etkilerini araştırmak için uygun deneysel modeller geliştirilememiş 

olmasıdır. Bu nedenle daha çok in vitro deneyler ile bu konu araştırılmaya çalışılmış ve AA 

ile çalışmalar 1990’lı yılların sonlarında tekrar hız kazanmıştır (31, 67, 69, 98, 112). 

Matysiak-Budnik ve ark. (98) içme suyunda AA uygulamasının AA’nın toksik etkilerini 

incelemek için uygun bir yöntem olabileceğini bildirmişlerdir. Bu araştırıcılar içme suyu ile 

AA verildiğinde, gastrointestinal sistemde yoğun bir AA birikiminin olduğunu, bağırsak 

bakterileri tarafından bir kısmı asetata dönüşse bile, önemli miktarının vena porta yolu ile 

karaciğere geldiğini ve sistemik dolaşıma katıldığını ve AA’nın karaciğer, beyin ve kalp gibi 

dokulardaki toksik etkilerini araştırmak için uygun bir yöntem olabileceğini ileri sürmüştür.   

Giriş bölümünde belirtildiği gibi, AA’nın karaciğer ve karaciğer dışı dokularda toksik 

etkisinde çeşitli faktörler rol oynamaktadır (37, 54, 128, 147). Bunlar arasında AA’nın 

oksidatif stres üzerine etkisi oldukça önemlidir (128, 147). Ancak AA-oksidatif stres ilişkisini 

araştıran çalışmalar daha çok in vitro modellerde veya etanol ile birlikte ALDH inhibitörleri 

verilen deney hayvanlarında (104, 152, 153) ve transgenik sıçanlarda (2) yapılmıştır. Bu 
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çalışmalarda AA’nın lipit peroksidsyonunu arttırıcı etkisinin etanolden daha fazla olduğu 

belirlenmiştir (104, 152, 153). Bununla birlikte, in vivo çalışmalar son derece kısıtlıdır.  LD50 

dozları karşılaştırıldığında, AA’nın etanolden 10-30 kez daha toksik olduğu bildirilmiştir (19). 

Etanol ve AA’nın karaciğerde lipit peroksidasyonu üzerine etkisini karşılaştırmak için yapılan 

bir çalışmada,  etanol (5 g/kg; i.p) veya AA (500 mg/kg; i.p) uygulamasından sonra 

mitokondri ve mikrozom fraksiyonlarında lipit peroksit düzeylerinin arttığı,  AA’nın etanole 

benzer bir etki gösterdiği, ancak mitokondri fraksiyonunda daha etkili olduğu gösterilmiştir  

(162). Gerçekten, Videla ve ark (164) da AA (0.3 g/kg; p.o) uygulanan sıçanlarda karaciğerde 

lipit peroksit düzeylerinin arttığını bulmuşlardır. Bununla birlikte, etanol (5 g/kg/gün; p.o.) ve 

AA (0.5 g/kg/gün; p.o) kronik olarak 6 hafta süreyle uygulandığında karaciğer 

homojenatlarında, mitokondri ve mikrozom fraksiyonunda lipit peroksit ve karaciğer 

homojenatlarında GSH düzeylerinin değişmediği bulunmuştur (77). Farbiszewski ve ark (46) 

ise 4 hafta süre ile AA (0.25 g/kg/gün; p.o.) uygulanan sıçanlarda serumda ALT, AST ve γ-

glutamil transpeptidaz aktivitesinin arttığını, plazma, karaciğer ve beyinde protein bağlı ve 

serbest sülfidril gruplarının azaldığını saptamışlardır.  

Çalışmamızda Matysiak-Budnik ve ark. (98) tarafından önerilen yönteme benzer bir 

uygulama ile sıçanlara içme suyunda AA uygulandı. Bu uygulamada AA dozu (400-800 

mg/kg/gün ) kademeli bir biçimde arttırılarak 8 ay gibi uzun bir süre boyunca uygulandı. AA 

içeren su kapları soğukta saklanarak ve 2-3 günde bir değiştirilerek, AA’nin evaporasyonu 

engellendi. Gerçekten, benzer bir uygulamada, AA içeren içme suyu kaplarında yapılan 

ölçümlerde AA kaybının olmadığı bildirilmiştir (69, 98).  Amacımız kronik AA 

uygulamasının karaciğer, beyin ve kalpte prooksidan-antioksidan dengeyi etkileme 

potansiyelini araştırmaktı. 

Organizmada serbest radikallerin artışı oksidatif stres olarak tanımlanır ve bu radikallerin 

önemli bir bölümü oksijen kaynaklıdır. Bu radikaller içinde en aktif olan hidroksil radikalidir 

(HO·). Oksijen dışında azot, karbon ve kükürt merkezli radikaller de oluşmaktadır (161, 163).  

ROS tüm hücre bileşenleri ile etkileşebilir ve lipit, protein ve nükleik asitler gibi 

makramoleküllere zarar verebilir.  Bu zarar organizmada antioksidanlar olarak tanımlanan 

bazı tamir sistemleri tarafından engellenmeye çalışılır. Antioksidan sistem yetersiz kalırsa, 

oksidatif stresin zararlı etkileri ortaya çıkar. Bunlar arasında lipit peroksidasyonu, protein 

oksidasyonu ve enzimlerin yapı ve fonksiyonlarının bozulması önem kazanmaktadır.  

Prooksidan ve antioksidan dengeyi değerlendirmek üzere çeşitli yöntemler kullanılabilir 

(161). Çalışmamızda ROS ölçümü için kullandığımız yöntem H2O2’e özgü olmakla birlikte, 
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diğer ROS’ları (HO·, ROO· NO· ve ONOOˉ) da kapsamakta ve total ROS ölçümü için uygun 

bir yöntem olarak benimsenmektedir (52). Lipit peroksidasyonunu değerlendirmek için ise iki 

farklı yöntem kullanılmıştır. Lipit peroksidasyonunun son ürünlerinden biri olan MDA tayini 

lipit peroksidasyonunu belirlemede özgün olmamakla birlikte sıklıkla kullanılan ve bu amaç 

için yeterli bir yöntemdir (36). DK ise lipit peroksidasyonunun ilk dönemine ait bir gösterge 

olup membran lipitlerinin kimyasal durumu hakkında fikir vermektedir (39). Protein 

oksidasyonunu belirlemek için kullandığımız PK tayini ise karbonillenmiş proteinlerin 

oldukça erken oluşması ve stabil yapısı nedeniyle diğer yöntemlere bazı üstünlükler 

göstermektedir (32, 53). Çalışmamızda antioksidan sistemi değerlendirmek için ise total 

antioksidan kapasitenin bir göstergesi olan FRAP ve GSH düzeyleri ile antioksidan 

enzimlerden SOD ve GSH-Px aktiviteleri ölçüldü. Bulgularımıza göre, karaciğerde ve 

beyinde ROS oluşumunun arttığı bulundu. Kalpte ROS oluşumunda bir artış olmakla birlikte 

bu artışın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü. Dokularda lipit ve protein oksidasyon 

ürünleri incelendiğinde, karaciğerde lipit peroksit, beyinde ise PK düzeylerinde bir artış 

bulundu. Antioksidan sistem elemanlarında ise belirgin bir değişiklik saptanmadı. Bu sonuçlar 

üç dokuda da AA etkisiyle prooksidan bir durum geliştiğini göstermektedir.  

Birçok araştırıcı tarafından antioksidanların akut ve kronik etanole bağlı toksik etkileri 

azaltma/engelleme potansiyeli incelenmiştir (16, 71, 83, 132, 134). Bununla birlikte, kronik 

AA uygulamasından sonra bu yönde in vivo çalışmalar bulunmamaktadır. Bilindiği gibi, NAC 

ve TAU antioksidan etkilere sahiptir. NAC (4, 79, 90, 138) ve TAU’nun (18, 33, 41, 50, 139, 

174) oksidatif stresin indüklendiği koşullarda etkili olduğu, karaciğer, kalp ve beyin üzerinde 

koruyucu etkiler gösterdiği bildirilmiştir. NAC (12, 146, 165)  ve TAU’nun (11, 38, 103, 172) 

alkole bağlı toksik etkileri azalttığına ilişkin bazı in vivo çalışmalar bulunmaktadır. Buna 

karşılık, NAC ve TAU’nun AA toksisitesi üzerine etkinliği in vivo koşulda araştırılmamıştır. 

Sadece bazı in vitro modellerde NAC’ın AA toksisitesine karşı koruyucu bir etki gösterdiği 

bildirilmiştir (100, 145). Menegola ve ark (100) AA’nın embriyo kültürlerinde oluşturduğu 

toksik etkiyi, ortama eklenen NAC ve GSH’nın engellediğini saptamıştır. Seu ve ark (145) ise 

AA’nın -etanol benzeri bir etki- ile hücre kültürlerinde ROS oluşumunu arttırdığı, mitokondri 

yapısını bozduğunu, mitokondriden sitozole sitokrom c geçişini arttırdığını, kaspaz-3 

aktivasyonu ve apoptozise yol açtığını, ortama eklenen NAC’ın bu etkileri önlediğini 

göstermişlerdir. Öte yandan, TAU uygulanan sıçanlarda akut etanol uygulamasıyla kan ve 

karaciğerde AA düzeylerinde saptanan artışı engellediği bildirilmiştir (167). Ayrıca glikoz, 

AA ve MDA gibi aldehit karakterindeki bileşiklerle TAU’nun amino grupları arasındaki 
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bağlantıların proteinlerin oksidasyonuna karşı koruyucu bir etki sağlayabileceği ve bu nedenle 

TAU’nun aldehit toksisitesinde yararlı bir etkisi olabileceği ileri sülmüştür (113).  

Çalışmamızda, NAC uygulamasının karaciğerde ROS ve PK düzeylerinde, beyinde ise 

ROS, MDA ve PK düzeylerinde anlamlı bir azalma yaptığı bulundu. Kalpte ise ROS 

düzeylerinde de bir azalma bulundu, ancak istatistik olarak anlamlı değildi. TAU’nun ise AA 

uygulanan sıçanların karaciğer ve beyin dokularında ROS düzeylerini azalttığı halde, lipit ve 

protein oksidasyon ürünlerinde bir değişiklik oluşturmadığı saptandı. NAC uygulaması 

karaciğer GSH düzeylerinde anlamlı bir artış oluştururken, TAU karaciğer ve beyinde GSH 

düzeylerini arttırdı ve artmış olan beyin GSH-Px aktivitesini azalttı. Bu sonuçlar her iki 

antioksidanın AA tarafından indüklenen oksidatif stresi azaltmada etkili olduğunu 

göstermektedir.  

Sonuç olarak, kronik AA uygulamasının karaciğer, beyin ve kalp dokularında prooksidan 

bir durum yarattığını, NAC veya TAU uygulamalarının AA ile uyarılan oksidatif stresi 

baskılamada yararlı olabileceğini göstermektedir.  
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