T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

( YUKSEK LiSANS TEZi )

ASETALDEHIDIN KARACIGER, KALP VE BEYIN GIiBI
DOKULARDA TOKSIiK EKIiLERININ INCELENMESI:
N-ASETILSISTEIN VE TAURININ KORUYUCU ETKIiSi

ZEYNEP DICLE YILDIZ

DANISMAN
PROF. DR. PERVIN VURAL

TIBBi BiYOKIMYA ANABILIiM DALI
BiYOKIMYA PROGRAMI

ISTANBUL-2016




TEZ ONAYI

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim Dali
Biyokimya Programinda Zeynep Dicle YILDIZ tarafindan hazirlanan Asetaldehidin
Karaciger, Kalp ve Beyin Gibi Dokularda Toksik Etkilerinin Incelenmesi: N-
Asetilsistein ve Taurinin Koruyucu Etkisi. baglikli Yilsek Lisans tezi, yapilan tez
sinavinda Jiirimiz tarafindan basarili bulunarak kabul edilmistir.

14/07/2016

Tez Sinav Jurisi
Unvami_Adi Soyadi (Universitesi, Fakiiltesi, Anabilim Dali) Imzasi

1.Prof.Dr. Semra Dogru ABBASOGLU (1.U.Istanbul Tip Fakiiltesi T1bbi Biyokimya Anabilim
Dali)

2.Prof.Dr. Pervin VURAL (L.U.Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalz)

.

3.ProfDr. Yildiz Oner IYIDOGAN (1.U.Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dal1)

4.Prof.Dr. Jale COBAN (Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalr)

Q@ﬁ

5.Do¢.Dr. Pmar A. SAGIRLI (Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali)



iii

BEYAN

Bu tez ¢alismasinin Kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etige uygun davrandifimi, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar icinde elde ettigimi, bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine dahil ettifimi, yine bu tezin
calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davramigimin olmadigt

beyan ederim.

ZEYNEP DICLE YILDIZ



v

TESEKKUR

Tez ¢caligmamin tiim agamalarinda ve egitimim boyunca bana yol gosteren, emeklilik
giinlerinde dahi destegini esirgemeyip benim i¢in emek harcayan ¢ok degerli hocam, eski

Anabilim Dali Bagkanimiz Prof. Dr. Miijdat Uysal’a,

Yiiksek lisans egitimin sirasinda destegini her daim hissettigim degerli hocam

Anabilim Dali Bagkanimiz Prof. Dr. Necla Kocak-Toker’e

Yiiksek lisans seriivenim boyunca destek ve hosgdriisiinii benden esirgemeyen ve ayni
zamanda tez danigmanligimi biiyiik bir 6zveri ile yliklenen ¢ok sevgili hocam Prof. Dr. Pervin

Vural’a

Gerek tez calismam boyunca gerek egitimim sirasinda yardim ve destegini her zaman
hissettigim, sabir ve ilgi ile bana yol gosteren sevgili hocam Prof. Dr. Semra Dogru-

Abbasoglu’na,

Basta Dog¢. Dr. Canan Kiigiikgergin ve Arast. Gor. Merve Baki olmak {izere tez
calismamin her asamasinda bana destek olan, yardimlarmi esirgemeyen, haklarini asla

o0deyemeyecegim arkadaslarima,

Higbir sorumu yanitsiz birakmayan, yiice goniillii Istanbul Universitesi, Istanbul T1p

Fakiiltesi, T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali’nin tiim 6gretim iiyelerine,

Yiiksek lisans seriivenimde tesvik kaynagim olan babama biitiin 6grenim hayatim
boyunca destek ve sevgisini her zaman hissettigim anneme, ve zor zamanlarimda yanimda

olan kardeslerime,

En igten tesekkiirlerimi sunarim...

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 42685



ICINDEKILER

TEZ ONAYT ettt et e et e et e e st e e snbeeesaeeeens II
BE Y AN et ettt e et e et e e nb e e st e e ebeeeeaaeeens I
TESEKKUR ......oooiiiiiiiieieeeeeee ettt ettt v
ICINDEKILER ...ttt ettt ettt e et e et e et eesnbeeesnneeesnaeeeens A%
TABLOLAR LISTESI ...ttt e e VI
SEKILLER LISTESI.....oiiitiiiiieiie et VII
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESL......cooiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e VIII
OZET wggggn. . .o v ovovveverensnvenerensnvonoslBEIT. oovov g ... ... ............. X
ABSTRACT .ttt ettt ettt e et e et e e ant e e snteeesmbeeaanseeeenneeeenneeeans XI
L. GIRIS VE AMAQ ...ttt ettt et et e e et e e snaee e snnee e 1
2. GENEL BILGILER .....cooiiiiiiiiiiiiieeee ettt eee et eeaee e eneee e 4
3. GEREC VE YONTEM ........oooiiiiiiieecteee ettt 17

R B € 1S (<1 [ PP SR USUPPRRPSPPPPPPSPPPPPPRPRt 17

3.2, Calisma protoKOL........cccevviiiiiiee e e 17

3.3. Serumda/plazmada yapilan incelemeler.............ccccovvviiiiiiineniiiiiiee e, 18

3.4. Karaciger, kalp ve beyinde yapilan incelemeler..........ccccceeevviiiiiiiiieeeeeeniiiniee, 18

3.5. Istatistik INCEIEMEIET ........c.coveverieieeereeieceeeee ettt 25
4. BULGULAR ...ttt ettt et e et e e st ee e st eesnneeeeaneeens 26
S.TARTISMA Lottt et e ettt e ettt e ettt e e eebeeeenbeeeenaeeeens 32
KAYNAKLAR .ottt e et e et e e st e e saneeesnbeeeeaeeeens 36
ETIK KURUL KARARI ...ttt 51

OZGECMIS .o e e e e e e e e e eseee s e s e s eseees e eeeeeo 52



vi

TABLOLAR LiSTESI

Tablo 2.1: Doku hasar1 mekanizmasi, etanol, asetaldehit ve lipit peroksidasyon tiriinleri

Tablo 2.2: N-Asetilsisteinin antioksidan etkileri

Tablo 4.1: N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan siganlarda
ALT ve AST iizerine etkisi (Ortalama + SEM; herbir grup i¢in n=8)

Tablo 4.2: N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan siganlarda
karacigerde reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), protein
karbonil (PK), antioksidan aktivite (ferric reducing activity; FRAP) ve glutatyon (GSH)
diizeyleri ile siliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri

iizerine etkisi (Ortalama + SEM; herbir grup i¢in n=8)

Tablo 4.3: N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan siganlarda
beyinde reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), protein
karbonil (PK), antioksidan aktivite (ferric reducing activity; FRAP) ve glutatyon (GSH)
diizeyleri ile siliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri

iizerine etkisi (Ortalama + SEM; herbir grup i¢in n=8)

Tablo 4.4: N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan sicanlarda
kalpte reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve antioksidan aktivite (ferric reducing activity; FRAP)

diizeyleri lizerine etkisi (Ortalama = SEM; herbir grup i¢in n=8)



vii

SEKILLER LIiSTESI

Sekil 2.1: Asetaldehidin yapis1
Sekil 2.2: Etanoliin asetaldehite doniigiimii

Sekil 2.3: Etanol metabolizmasindaki enzimler: 1. Alkol dehidrogenaz ( ADH), 2. Sitokrom
p450 (CYP2EL), 3. Katalaz ve 4. Aldehit dehidrojenaz (ALDH2)

Sekil 2.4: Etanoliin CO> ve H>O’ya kadar metabolize edilmesi
Sekil 2.5: Etanoliin normal metabolizmas1 ve Aldehit dehidrojenaz (ALDH2) *2 genotipi
varliginda asetaldehit birikimi

Sekil 2.6: Alkol ve asetaldehitin hepatoseliiler karsinom gelisme mekanizmasi
Sekil 2.7: N-Asetilsisteinin yapisi
Sekil 2.8: Taurinin yapist

Sekil 4.1: N-Asetilsistein ( NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan sicanlarda
karaciger (A) ve beyin (B) dokularinda reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA),
dien konjugat (DK) ve protein karbonil (PK) diizeyleri iizerine etkisi (ortalama = SEM ;
herbir grup i¢in n=8)

Sekil 4.2: N-Asetilsistein ( NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan siganlarda
karaciger (A) ve beyin (B) dokularinda antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant

power; FRAP), glutatyon (GSH) diizeyleri ile siliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz aktivitesi (GSH-Px) iizerine etkisi (Ortalama + SEM ; herbir grup i¢in n=8)



4- HNE
AA
ALT
ALD
ALDH
AST
CYP2EI
DCF
DCFH
DNPH
DTNB
FRAP
GSH
GSH-Px
GSH-R
GSSG
HO*
H>O»
HSC
KAT
MAA hibrid adduktu
MEOS
MDA
N*-Et-dG
NADH/NAD"
NAC
NO*
ONOO
PdG

PK
ROOH

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

4-hidroksinonenal
Asetaldehit

Alanin aminotransferaz
Alkolik karaciger hastaligi
Aldehit dehidrojenaz
Aspartat aminotransferaz
Sitokrom Psso 2E1
2,7-diklorofloresein
2,7-diklorodihidrofloresein
2,4-dinitrofenilhidrazin

Elman ayiraci

Antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant power)

Glutatyon

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon rediiktaz

Okside glutatyon

Hidroksil

Hidrojen peroksit

Karaciger stellat hiicreleri

Katalaz

MDA-AA-protein adduktlar1
Mikrozomal etanol oksitleyici sistem
Malondialdehit
N2-etildeoksiguanosin
Nikotinamid adenin diniikleotid
N-Asetilsistein

Nitrik oksit

Peroksinitrit
1,N(2)-propano-2’-deoksiguanozin
Protein karbonil

Organik hidroperoksit

viii



ROS
RO*

ROO*

SOD
TAU
TBA
TEP
TNFa

Reaktif oksijen tiirleri
Alkoksil

Peroksil

Stiperoksit dismutaz
Taurin

Tiyobarbiitirik asit
1,1,33-tetraepoksipropan

Tumor nekroz faktor-a

X



OZET

Yildiz, Z. D. (2016). Asetaldehidin karaciger, kalp ve beyin gibi dokularda toksik
ekilerinin incelenmesi: N-asetilsistein ve taurinin koruyucu etkisi. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyokimya ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu c¢ahisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 42685

Asetaldehit (AA) alkol metabolizmasinda olusan ilk metabolittir. AA asir1 alkol
kullannmindan sonra kanda ve karacigerde birikmekte, farmakolojik ve toksik etkilere,
davranis bozukluklarina neden olmaktadir. Karaciger dokusu, AA’in olusumu ve asetata
oksidasyonunun baslica yeri olup, kalp ve beyin gibi diger organlarda da olusmaktadir.

AA birikmesi oksidatif stres olusturarak organizmadaki lipid, protein DNA gibi
makromolekiillerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina yol agmaktadir.

Calismamizda karacigerde ve beyinde reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunun arttigi
goriildi. Karacigerde lipit peroksit, beyinde iseprotein karbonil (PK) diizeylerinde bir artis
bulundu. Antioksidan sistem elemanlarmda ise belirgin bir degisiklik saptanmadi. U¢ dokuda
da AA etkisiyle prooksidan bir durum gelistigi bulundu.

N-Asetilsistein (NAC) ve taurine (TAU) hiicreleri koruyucu etkilere sahip, antioksidan
ozellikleri olan iki bilesiktir. Dokularda AA’e bagli degisikliklere NAC ve TAU etkileri
arastirildi ve NAC uygulamasinin karacigerde ROS ve PK diizeylerinde, beyinde ise ROS,
MDA ve PK diizeylerinde anlamli bir azalma yaptigi bulundu. TAU nun ise karaciger ve
beyin dokularinda ROS diizeylerini azalttigi gozlendi. NAC uygulamasi karaciger GSH
diizeylerinde anlamli bir artis olustururken, TAU karaciger ve beyinde GSH diizeylerini
arttirdi ve artmis olan beyin GSH-Px aktivitesini azaltt1.

Kronik AA uygulamasmin karaciger, beyin ve kalp dokularinda prooksidan bir durum
yarattigini, NAC veya TAU uygulamalarmm AA ile uyarilan oksidatif stresi baskilamada

yararl olabildigi goriilmektedir.

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

Yildiz, 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. GIRIS VE AMAC

Asetaldehit (AA) alkol metabolizmasida ilk basamakta olusan bir metabolittir. Ayrica,
bircok gida maddelerinin imalatinda katki maddesi ve tatlandirici olarak kullanilmakta ve
gidalarin bir bileseni olarak viicuda alinmaktadir (8). Ev yapim bira, likor, sirke, yogurt,
kefir, tursu, kavrulmus kahve gibi gidalarda, hatta anne siitlinde de az da olsa bir miktar AA
bulunur (8, 119). Onemli miktarda AA’nin sigara dumaninda da bulundugu bildirilmistir (62).
Ayrica, AA kimya endiistrisinde boya, plastik, yapistirici, dezenfektan, pestisit iiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Etanoliin ilk oksidasyon {riinii olan AA asir1 alkol kullanimindan sonra kanda ve
karacigerde birikmekte, farmakolojik ve toksik etkilere, davranis bozukluklarma neden
olmaktadir (82, 84, 86, 136). Cok aktif bir metabolit olan AA, asetata hizla doniismeden dnce,
hiicrelerde ve dokularda hasar olusturma kabiliyetine sahiptir (82, 136). Karaciger dokusu
AA’nin olusumu ve asetata oksidasyonunun baslica yeridir, ancak kalp, pankreas,
gastrointestinal sistem ve beyin gibi diger organlarda da AA olusmaktadir (70, 137). Mide
mukoza hiicrelerinde ve bagirsak bakterilerinde bulunan alkol dehidrojenaz enzimi de 6nemli
miktarda AA olusumuna neden olmaktadir (70, 137). Gastrointestinal sistemde olusan AA’nin
hizla emildigi, portal ven yoluyla karacigere giderek alkolik karaciger hasarma katkida
bulundugu bildirilmistir (137). Hepatositlere ulasan AA mitokondri disfonksiyonuna da yol
acarak daha fazla AA birikimine yol agmaktadir (98).

Alkoliin karaciger ve diger dokulardaki toksik etkileri ayrmtili bir bigimde incelenmistir.
Bu toksisitede etkili faktorlerden birinin AA oldugu kabul edilmektedir. Ancak AA’nin bu
toksisiteye katkis1 ve ayrica direkt toksik etkisinde rol oynayan faktorler yeterince
bilinmemektedir. Bazi arastiricilar AA’y1 inhalasyon, gavaj veya periton i¢i yollarla
uygulayarak veya aldehit dehidrojenaz inhibitorleri kullanarak AA’nmn toksik etkilerini
arastirmak istemislerdir (19, 43, 59, 123, 157). AA’nin amino, hidroksil ve sulfidril gruplar1
ile kovalan etkilesimler yaparak, lipit, protein ve DNA gibi makromolekiillerin yap1 ve
fonksiyonlarmi etkiledigi bildirilmistir (69). Ayrica, aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz
indiiksiyonu vasitasiyla reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusumunu arttirdigi, glutatyon
(GSH) diizeylerinin azalmasma yol agtig1 ve oksidatif stresi indiikledigi ileri siiriilmektedir

(99, 177). AA’nin apoptozisi uyardig (180), direkt sitotoksik etkilerinin yanisira, inflamatuar



sitokinlerin artisina yol acarak organ hasarma katkida bulundugu bildirilmistir (34, 108).
AA’nin alkolik kardiyomiyopati patojenezinde de rol oynadig1 saptanmustir (99, 177). Yaygin
organ hasar1 yapma disinda, AA beyin fonksiyonlarini etkileyerek davranigsal bozukluklara
da neden olur. AA deney hayvanlarmna verildiginde koordinasyon ve hafiza bozukluguna,
uykuya egilime neden olur (123). Ayrica, alkole bagimli kisilerde karsinojenezin
indiiklenmesinde rol aldig: ileri siirtilmiistiir (110). Benzer sekilde, AA’dan krotonaldehit
olusumunun da karsinojenezde etkili oldugu bildirilmistir (22).

AA’nin stabil olmayan yapisi ve hizla metabolize olmasi nedeniyle, AA ile ilgili
calismalar bir duraksama gostermistir. Bunun nedeni AA’nin toksik etkilerini arastirmak i¢in
uygun deneysel modeller gelistirilememis olmasidir. Bu nedenle daha ¢ok in vitro deneyler ile
bu konu arastirilmaya calisilimis ve AA ile ¢alismalar 1990’11 yillarin sonlarinda tekrar hiz
kazanmigtir (31, 67, 69, 98, 112). Matysiak-Budnik ve ark. (98) igme suyunda AA
uygulamasinin AA’nin toksik etkilerini incelemek i¢cin uygun bir yontem olabilecegini
bildirmislerdir. Bu arastiricilar igme suyu ile AA verildiginde, gastrointestinal sistemde yogun
bir AA birikiminin oldugunu, bagirsak bakterileri tarafindan bir kism1 asetata doniigse bile,
onemli miktarmin vena porta yolu ile karacigere geldigini ve sistemik dolasima katildigini ve
AA’nmm karaciger ve diger dokulardaki toksik etkilerini aragtirmak i¢in uygun bir yontem
olabilecegini ileri siirmiistiir (98).

Bilindigi gibi, prooksidan-antioksidan dengedeki degisimler sonucu gelisen oksidatif stres
hiicrelerde apoptotik ve nekrotik degisimlere yol agmakta ve doku hasarinda etkin bir rol
oynamaktadir (7, 161, 163). Serbest radikal olusumundaki artis organizmada lipit, protein,
DNA gibi makromolekiilleri etkilemekte ve bunlarla ilgili yap1 ve fonksiyonlarda degisimlere
yol agmaktadir. Antioksidan sistem bu degisimleri engellemekte 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu c¢ercevede antioksidan enzimler ve molekiiller 6nem kazanmaktadir. Enzimler arasinda
superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz ve glutatyon rediiktaz
sayllmaktadir (161, 163).

Calismamizda ilk amacimiz Matysiak-Budnik ve ark (98) tarfindan onerilen sekilde igme
suyu ile uygulanan AA’nin kronik kosulda karaciger, kalp ve beyin gibi dokularda toksik
etkisini incelemek ve bu etkide prooksidan-antioksidan dengedeki degisimlerin roliinii
arastrmaktir. Bu g¢ercevede AA’nin ROS {iretimi, lipit peroksitleri ve protein karbonil
diizeyleri ile antioksidan molekiiller {tzerine etkisi incelenmistir. Ayrica si¢anlarin
serumlarinda alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) aktiviteleri

Olctilmiistiir.



N-asetil sistein (NAC) ve taurin hiicreleri koruyucu etkilere sahip, antioksidan 6zellikler1
olan iki bilesiktir. NAC bir serbest radikal tutucusu gibi davranir ve ayrica GSH
rejenerasyonundan sorumlu enzimleri aktive ederek hiicre ici GSH diizeylerinin artigina neden
olmaktadir (3). Taurin (2-aminoetansulfonik asit) birgok memeli dokusunda bulunan,
detoksifikasyon, membran stabilizasyonu, ozmoregiilasyon gibi Onemli fizyolojik
fonksiyonlar1 olan protein yapisina katilmayan bir amino asittir (64, 127, 171). Taurin lipit
peroksidasyonunu baskilayarak oksidatif stresle ilgili bir¢ok kosulda etkin bir rol
oynamaktadir (127, 171). Calismamizda ikinci olarak AA’ya bagli dokulardaki olasi

degisiklikleri NAC ve taurinin azaltici/engelleyici bir potansiyeli olup olmadigi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. AA yapisi1 ve olusumu

AA, alkol metabolizmasinda ilk basamakta olusan bir metabolittir. Kimyasal formiili
CH3CHO olarak gosterilen AA, etanal olarak da bilinir. Renksiz ve ¢ok ugucu bir sividir. Hos

olmayan, keskin, rahatsiz edici bir kokusu vardir (28, 135).

O

N
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Sekil 2.1 Asetaldehidin yapisi

AA endiistriyel alanda biiyiik oranda iiretilen aldehitlerden biridir. Kimya endiistrisinde
asetik asit ve vinil asetat, seliiloz asetat gibi asetik asit esterlerini olusturmak tlizere katalizér
olarak kullamilmaktadir (66, 150, 170). Aynalarin giimiislenmesinde, deri tabaklanmasinda,
yakit karisimlarinda (alkolii denatiire etmek i¢in), yapistirici, dezenfektan, boya, pestisit ve
kazein iirlinlerinde (jelatini sertlestirmek i¢in), kagit endiistrisinde ve sentetik kauguk olarak
kullanimi1 yaygindir (150).

AA birgok gida maddesinin imalatinda katki maddesi ve tatlandirici olarak da
kullanilmakta ve gidalarin bir bileseni olarak viicuda alinmaktadir (8). Ev yapimu bira, sarap,
likor, sirke, yogurt, kefir, tursu, kavrulmus kahve gibi gidalarda bulunur (8; 119). Anne
siitiinde bile ¢cok az miktarlarda AA saptanmistir (8, 119, 150).

AA dogada piriivik asit dekarboksilazin etkisiyle piriivik asidin fermentasyonu ile olusur.
Ayrica, soya fasulyesi, tahillar, laktik asit ve alkoliin fermentasyonu yolu ile de olusabilir
(48). Laktobasil ve streptokoklarin c¢esitli suslar1 da L-treonin asetaldehit liyazlarin
(aldolazlar) aktivitesine bagli olarak treoninin AA ve glisine doniisiimii ile AA tretebilir (28,
88, 169). Bu nedenle ekmek, ¢cabuk hazirlanan ¢ay ve kahveler, kavrulmus kahve taneleri, siit,
yogurt, siizme peynir gibi mandira tiriinleri (40, 102), alkollii ve alkolsiiz icecekler (26, 102,
105) gibi diyetsel iiriinlerde farkli miktarlarda AA bulunmaktadir. Ornegin yogurttaki AA
miktari, evde ve/veya fabrikada saglanan 1s1 kosullart (1s1 ne kadar yiiksekse asetaldehit o

kadar fazla olusur), siitiin yag icerigi ve siit proteini takviyeleri gibi faktorlere bagl olarak



degismektedir (28, 151). AA yogurt, siizme peynir gibi mandira liriinlerine meyvemsi bir
aroma ve lezzet verir (151, 40). AA diisiik konsantrasyonlarda dengeli bir tat vermek icin
gerekli gibi goriiniirken, yiiksek konsantrasyonlar1 lezzet bozukluguna yol acar. Benzer bir
kriter saraplarda ve sarap yapim endistrisinde de gegerlidir. Saraplardaki AA
konsantrasyonlar1 “saraplarin yillanmasi”m1 degerlendirmek icin bir belirte¢ olarak
kullanilmaktadir (105).

AA dogal iirlinlerin yanmasi ve hidrokarbonlarin foto-oksidasyonu yoluyla da
olusabilmektedir. Hava, su, toprak ve yeralti sularinda farkli miktarlarda AA saptanmistir
(150). Odun atesi, sigara dumani ve ara¢ egzozlar1 potansiyel AA kaynaklaridir. AA yakitin
oksidatif pirolizi ile yanma islemi sirasinda olusur. Egzoz borusu emisyon Ol¢iimlerinde -
yakitin  tiirline  bagli olmak iizere- konsantrasyonu 0.39-0.81 mg/km miktarina
ulasabilmektedir (72, 140). Sigara dumanindaki AA tiitiinde bulunan seliiloz gibi dogal ve
tiitline eklenen sentetik mono- ve disakkaritlerin pirolizi sonucu olusmaktadir (61).

AA organizmada alkol metabolizmasinin 6nemli bir ara {riiniidiir. Etanoliin alkol
dehidrojenaz enzimi ile karacigerde oksidasyonu sonucunda iiretilir ve alkol alimindan
sonraki “aksamdan kalmalik” olarak tanimlanan semptomlara neden olur. Mide mukoza
hiicrelerinde ve barsak bakterilerinde bulunan alkol dehidrojenaz enzimi de 6nemli miktarda
AA olusumuna yol acar (70, 137).

AA’nmm yar-omri ¢ok kisadir, plazmadan dakikalar i¢inde elimine edilir (28). Bununla
birlikte, cok aktif elektrofilik bir metabolit olan AA, asetata hizla dOoniismeden oOnce,

hiicrelerde ve dokularda hasar olusturma kabiliyetine sahiptir (82, 136).

2.2. Alkol metabolizmasinda AA olusumu

AA etanoliin oksidatif metabolizmasmin ilk tirtintidiir (Sekil 2.2).

Etanol Asetaldehit

Sekil 2.2 Etanoliin asetaldehite doniisiimii

Alkoliin metabolizmas1 ve eliminasyonunda rol alan en 6nemli organ karacigerdir. Bu

oksidasyon reaksiyonlar1 3 ana adimda gergeklestirilir:



1) Alkoliin toksik ozelliklerine neden olan AA’ya oksidasyonu;
2) Toksik etkili AA’nin geri doniisiimsiiz metabolizma ile asetat olusturmast,
3) Su ve karbondioksit olusturmak iizere asetatin yikilimi.

Alkoliin oksidatif metabolizmasindaki ilk adim alkol dehidrojenaz (ADH), mikrozomal
etanol oksitleyici sistem (MEOS) ve bu sistemde baslica rol oynayan sitokrom P450 2E1
(CYP2E1) ile katalaz gibi anahtar enzimler tarafindan gerceklestirilmektedir (85). Ana okside
edici enzim sitoplazmada etanoliin yikilimmi saglayan ve alkole yiiksek afinite (49) ile
baglanan ADH dir. CYP2EI1 kronik alkol kullaniminda daha aktiftir ve mikrozomlarda AA
olusumunu saglar. Birinci adimdaki oksidasyon reaksiyonlarinin katalizini saglayan iiglincii

anahtar enzim ise peroksizomlarda bulunan katalaz’dir (13, 29) (Sekil 2.3).

Mitokondri Q

Peroksizom

Sitozol

Sekil 2.3 Etanol metabolizmasindaki enzimler: 1. Alkol dehidrogenaz ( ADH), 2. Sitokrom
p450 (CYP2E1), 3. Katalaz ve 4. Aldehit dehidrojenaz (ALDH2)

Etanol metabolizmasinda ikinci adim mitokondride bulunan ve AA’nin asetata
doniligiimiinii saglayan aldehit dehidrojenaz (ALDH)’dir (37). Ayrica AA, NADPH-bagimli
mekanizma ile (mikrozomal AA-okside edici sistem) CYP2E1 tarafindan da metabolize
edilebilmektedir (78). Olusan asetat oldukga kararsiz bir molekiildiir ve su ile karbon dioksit

olusturmak tizere spontan olarak yikilir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Etanoliin CO2 ve H>O’ya kadar metabolize edilmesi

Bu 3 oksidatif adimin kapasitesi asilinca, viicutta AA birikir ve toksik etkilere neden olur.
AA elektrofilik 6zelligi nedeni ile protein, lipit ve DNA gibi makromolekiiller ile kovalan
olarak baglanir ve kimyasal adduktlar olusturur (109, 141, 158, 159). Olusan adduktlar
oldukga patojeniktir, protein ve lipitlerde fonksiyon kaybma, DNA hasarina ve mutasyona
neden olabilirler (158).

AA karaciger disinda kalp, pankreas, gastrointestinal sistem ve beyin gibi diger organlarda
da olugmaktadir (70, 137). Mide mukoza hiicrelerinde ve barsak bakterilerinde bulunan alkol
dehidrojenaz enzimi de Onemli miktarda AA olusumuna neden olmaktadir (70, 137).
Gastrointestinal sistemde olusan AA’nin hizla emildigi, portal ven yoluyla karacigere giderek
alkolik karaciger hasarina katkida bulundugu bildirilmistir (137). Hepatositlere ulasan AA
mitokondri disfonksiyonuna da yol acarak daha fazla AA birikimine yol agmaktadir (98).

Kronik alkol kullanimi basit yaglanmadan steatohepatit, fibroz ve siroza kadar gelisebilen
bir karaciger hastaliina yol agar. Kronik alkol kullanimi ayni zamanda hepatoselliiler
karsinomun patojenezinde onemli bir kofaktor olarak gorev yapmaktadir. Alkole bagl bu

etkilerin olusumunda AA’nin katkisi ¢esitli arastiricilar tarafindan belirlenmistir (43, 57, 122).

2.3. Alkol metabolizmasindan sorumlu enzimlerin gen polimorfizmleri ve AA iiretimi
Etanol metabolizmasi ile ilgili enzimler (ADH ve ALDH) viicutta AA iiretimi ve
metabolizma hizin1 etkiler; dolayisiyla AA toksisitesinden sorumludur. Alkol kullanimi
sonras1 yiiksek miktarlarda AA iiretimi yiiz kizarikligi, terleme, tasikardi, bulant1 ve kusma
gibi klinik belirtilere yol agmaktadir. insanlarda ADH’nin en az 8, ALDH’nm ise 4 izoenzimi
bulunmaktadir. ADH’nin en 6nemli izoenzimleri ADHIA, ADHIB ve ADHIC genleri
tarafindan kodlanirlar (85, 143). ADHIB ve ADHIC genlerinin farkli alleleri enzimin
aktivitesinin farkli olmasimi belirler. Ornegin, ADHIB*2 ve ADHIC*1 allelleri yiiksek



enzimin aktivitesi ile iliskilidir ve kisa zamanda yiiksek miktarlarda AA iiretilmesine neden
olur. ADH1B*2 allelinin goriilme sikligi Asyali popiilasyonlarda diger toplumlardan daha
fazladir. Ayrica, ADH1C*1 homozigotlarda hepatoseliiler karsinoma riskinin de 3.6 kat arttig1
gosterilmistir (63).

ALDH2 geninin ise ALDH2*1 ve ALDH2*2 olmak tizere iki alleli vardir. ALDH2*2 alleli
enzimin inaktif formu ile iliskilidir ve viicutta yliksek miktarda AA birikmesine sebep
olmaktadir (Sekil 2.5). ALDH2*2 allelinin siklig1 beyaz irkta fazladir. Asyali popiilasyonlarda
ise bu allelin siklig1 homozigot formda % 10, heterozigot formda ise %40’dir (143). Japon
popilasyonda diisik ALDH aktivitesinin {ist aero-gastrointestinal kanser riskini arttirdigi

gosterilmistir (143).

Normal alkol metabolizmasi ALDH2*2 varliginda asetaldehit birikimi

Sekil 2.5 Etanoliin normal metabolizmas1 ve Aldehit dehidrojenaz (ALDH2) *2 genotipi

varliginda asetaldehit birikimi

2.4. Alkol, AA ve karsinojenez iliskisi

Alkol ve AA’nin bir karsinojen olarak davranabildigi ¢esitli deney hayvani modellerinde
gosterilmistir (13, 62, 95, 155, 158). Alkol ve AA, ozellikle {ist acro-gastrointestinal sistem
kanserlerin patogenezinde 6nem kazanmaktadir. Bu etkiler:

a) AA-protein “addukt”larin olusumu,

b) Artmis oksidatif stres,

c) Bagirsak kaynakli endotoksinler tarafindan Kupffer hiicrelerinin indiiksiyonu ve TNFa
salgilanmasi,

d) DNA metilasyonunun inhibisyonu,

e) Hiicre diferensiyasonunda dnemli olan retinol metabolizmasinda bozulma ile gosterir.

Demirin de bagimsiz veya sinerjik bir mekanizmayla AA’nin toksik etkilerini arttirdigi

ileri stiriilmektedir (17, 75). AA, DNA ile direkt olarak etkileserek de mutajenik etki gdsterir



ve nokta mutasyonlarindan yaygin kromozomal hasara kadar degisen lezyonlara sebep olur.
Ornegin AA ile indiiklenen hipoksantin guanin fosforibozin transferaz 1 (HPRT1) enzimini
kodlayan gendeki nokta mutasyonlar DNA sentezini, DNA tamir mekanizmalarini (6zellikle
de niikleotid eksizyon tamiri), DNA stabilitesini ve biitiinliigiinii siirdiiren “eksizyon-tamir”
siireclerini bozar (20). Ek olarak “sister chromatid exchange’1 indiikleyerek DNA hasarma
yol agar (20). Bu mutajenik etkilerin her biri kanser olusturan yollarni aktifleyebilir veya

siroza gotiiren karaciger hasarma katkida bulunabilir.

2.5. Alkol ve AA adduktlarinin karsinojenezdeki indirekt etkileri

AA proteinlerle, lipitlerle ve DNA ile adduktlar olusturarak hiicre fonksiyonlarini ve gen
ekspresyonunu bozar (142, 158)(Sekil 2.6)(Tablo 2.1).

1) AA-protein adduktlari: AA, lizinin €-amino veya proteinlerin N-terminalindeki amino

gruplart ile etkileserek protein adduktlarini olusturur. Bu stabil adduktlar, enzimler dahil pek
¢ok proteininin yap1 ve fonksiyonlarmi etkiler (49). Ornegin, O°-metilguanin metiltransferaz
ile olusan adduktlar DNA tamirinde bozukluga neden olur ve karsinojeneze aracilik eder (27).
AA i¢in diger hedef proteinler tubulin, kollajen, ketosteroid rediiktaz, CYP2El ve
koagiilasyon faktorleridir. AA’nin glutatyon (GSH)’a baglanmasi GSH’mn radikal toplayici
fonksyonunu bozar, oksidatif stres gelisir ve lipit peroksidasyonunda artisa yol agar.

2) AA-DNA adduktlari: AA, DNA ile de adduktlar olusturmaktadir. En ¢ok rastlanilani
NZ2-etildeoksiguanosin (N2-Et-dG)’dir. N2-Et-dG, alkole maruz kalan farelerin karacigerinde,
alkolik bireylerin 16kositlerinde (143), ALDH2 genotipli kisilerde ve alkol ile iligkili bas-
boyun kanserlerinde yiiksek bulunmustur (9, 97, 107). Stabil bir molekiil olan N2-Et-dG alkol

bagimliligmin bir gostergesi olarak da kullanilmaktadir. Bagska bir AA-DNA adduktu olan
1,N(2)-propano-2’-deoksiguanozin (PdG), capraz baglar olusturarak DNA da sekonder
lezyonlara neden olur. Boylece DNA replikasyonunu bozarak hiicre 6liimiine yol agar (20).
Ayrica, AA-DNA adduktlarinin onkojen ve supresor genlerde replikasyon hatalar1 olusturarak
karsinojenezi baslattig1 bildirilmistir.

3) Lipit peroksidasyonu adduktlari: Lipit peroksidasyonu alkol ile indiiklenen

karsinojenezde en 6nemli mediatordiir. Alkoliin mutajenik etkileri CYP2E1’in indiiksiyonu
ile yurttiliir (92, 143). Bu indiiksiyon ROS olusumunda artis ile birliktedir ve oksidatif stres
ile hiicre oliimiine yol agar. Siiperoksit ve hidroksietil radikali dahil ROS’lar oldukca aktif
olup lipitler, proteinler ve DNA ile adduktlar olusturur (20, 92, 158). CYP2E1 enzimin

aktivasyonu sonucu olusan H>O; de demir gibi metal iyonlar ile reaksiyona girerek hidroksil
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radikal olusturur (20, 24). Kronik alkol alim1 karacigerde demir birikimini arttirir ve CYP2E1
ile HoO> olusumunda artisa neden olur (5, 144). Bu olaylar sinerjik etki ile alkol ile
indiiklenen karaciger hasarm arttirir. ROS, malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-
HNE) gibi lipit {riinlerinde artisa neden olur. Bunlar alkoliklerde oral skuamdz hiicre
karsinomu veya lokoplakide’de yogun CYP2E1 immunoreaktivite ile birliktedir. MDA ve 4-
HNE ekzosiklik DNA adduktlar1 olusturmak tizere DNA bazlar1 ile reaksiyona girer. MDA
deoksi-guanozin ile, 4-HNE ise deoksiadenozin ve deoksisitidin ile reaksiyona girer (143,
144). Olusan adduktlar (€dA, €dC) kronik alkol ile iliskili karaciger hasarinin patojenezinde
onemlidir (110, 159). Ek olarak, gerek €dA ve gerekse €dC oldukca mutajeniktir ve p53
geninde mutasyonlara sebep olabilir (143).

4) Hibrid adduktlari: AA gibi hiicrelerde olusan cesitli aldehitler hibrid adduktlar:

olusturmak iizere birbirleriyle reaksiyona girerler. Ornegin MDA-AA-protein adduktlari
(MAA hibrid adduktu) MDA-protein ve AA-protein adduktlarinin kombinasyonu sonucu
olusur. Hibrid adduktlar olustuklar1 adduktlar ile sinerjik etki gosterir ve karsinojenezi

indiikler (76, 156, 159, 160).
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Tablo 2.1: Doku hasar1 mekanizmasi, etanol, asetaldehit ve lipit peroksidasyon iiriinleri

Steatoz

Oksidatif stres

Siroz

Karsinojenez

Protein/Enzim fonksiyon bozuklugu

Oksidatif stres

Fibrinojenez/Siroz

Karsinojenez
Ateroskleroz

Kardiyomiyopati

Eritrosit makrositozu

Anemi ve karacigerde asirt demir
birikimi

Koagulasyon fonksiyon bozuklugu

Hiicre 6limii

Karaciger fibrozu/siroz

Karsinojenez

Ateroskleroz

Trigliserit birikimi

ER Stres, insiliin direnci, mitokondriyal islev
bozuklugu; CYP2E]1 indiiklenmesi
Asetaldehit birikimi

DNA hasar1

Protein, DNA ve hibrit addiiktlarin olusumu
Lipit peroksidasyon addiiktlarm olusumu,
proinflamatuvar sitokin aktivasyonu,
glutatyonun radikal tutucu fonksiyonunun
inhibisyonu, = ROS

HSC ve miyofibroblastlarda adduktlarin

iretiminde artis

olusumu

DNA’ya baglanarak mutajenez

LDL’nin oksidasyonu

Kardiyomiyositlerin kasilma fonksiyonunun
bozulmasi

Asetaldehit-modifiye eritrosit zar proteinleri
Bagisiklik sistemi araciligiyla eritrositlerde
degisiklikler

Trombin, fibrinojen, Faktor II, VII, X, Xa,

XlIlla  gibi  pihtilagma  faktorlerinde
inaktivasyon
Oksidatif/ER stres

Kollajen 1 sentezinin indiiksiyonu, HSC
aktivasyonu ve pro-kolajen negatif geri
besleme dongiisiiniin inhibisyonu

Mutajenez ve p53 gibi tumor supresor
genlerinin inhibisyonu

Modifiye edilmis proteinlere karsi oto-

immiin cevap
Plaklar1 olusturan lipoproteinlerin
oksidasyonunu

Kisaltmalar: ER stresi, endoplazmik retikulum stresi; CYP2EI, sitokrom P450 2E1; ROS, reaktif oksijen tiirleri;
HSCs, hepatic stellat hiicreleri; LDL, diisiik yogunluklu lipoproteinler; MDA, malondialdehit; 4HNE,

4hidroksinonenal
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/\ CYP2EL

DNA lezyonlar Protein DNA adduktlart l
ve mutasyonlar Adduktlan T ROS
Bozulmus Lipit peroksidasyonu
DNA tamiri MDA 4-HNE

a) T Hepatositlere immun atak
b) HSC aktivasyonu \L

|

Siroz

\, Hepatoseliiler

karsinom

Sekil 2.6 Alkol ve asetaldehitin hepatoseliiler karsinom gelisme mekanizmasi

2.6. AA’min kardiyovaskiiler sistem iizerine etkisi

Alkoliin asir1 tiiketimi ateroskleroz siirecine katkida bulunur ve kardiyovaskiiler hastalik
riskini arttirir. AA ve diger aldehit adduktlar1 LDL dahil olmak iizere lipitlerin oksidasyonuna
yol acarak ateroskleroz patogenezinde Onemli rol oynar. Cok doymamis yag asitlerinin
oksidasyon iirlinlerinden biri olan MDA aterosklerotik plaklarin bir bilesenidir ve LDL’yi
modifiye edebilir. Gerek MDA, gerekse AA apolipoprotein B-100 dahil degisik proteinler ile
de reaksiyona girebilir ve endotel hiicrelerinden aterosklerozun kritik mediatorleri olan pro-
inflamatuar sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin olsumunu ve salgilanmasmi saglar.
Aterosklerozun oksitlenmis LDL’ye karsi olusturulan rekombinant antikorlar ile inhibe
edilebildigi gosterilmistir (154). Aterosklerotik damarlarda hibrit MAA adduktlarinin miktari
yiiksektir vee MAA’nin pro-inflamatuar 6zellikleri -MDA’ya benzer sekilde- ateroskleroz

stirecini hizlandirir (60).
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Preinflamatuar sitokinlerin sentezi ve salgilanmasini arttirir.  Alkol ayrica oksitlenmis
LDL’nin k&piik hiicrelerinde intimal birikiminini de arttirmaktadir (118).

AA’nin alkol ile iliskili kardiyomiyopati patogenezinde de rol oynadig: diisiiniilmektedir (2,
23, 80, 129). Alkolik kardiyomiyopati tablosu, kardiyomegali, myofibril yapisinda
degisiklikler, miyokard kontraktilitesinde azalma, miyokardial fibroz, artmis hipertansiyon,
aritmi ve infarktiis riski ile tanimlanmaktadir. Alkole kiyasla daha aktif olan AA, aktin ve
myozin dahil bicok proteine kovalan baglanarak protenlerin fonksiyonunu bozar ve
miyositlerin kasilma fonksiyonunu baskilar. Deney hayvan1 modellerinde miyokard
tabakasinda AA birikiminin kasilma fonksiyonunu etkiledigi (80, 128), eksitasyon-kasilma
eslesmesini bozdugu, sarkoendoplazmik retikiilumdan Ca?" salgilanmasini baskiladig1 ve
oksidatif stresi arttirdigi gosterilmistir (129). AA oksidatif stres, lipit peroksidasyonu ve
protein hasarmi da tetikler. Kalp debisinin azalmasi sonucu kronik pasif kan birikimi

(konjesyon) gelisir ve karaciger hasar1 gelisiminde katkida bulunur.

2.7. Beyinde etanol AA metabolizmasi ve AA’nin beyindeki etkileri

Beyinde etanolii AA’ya metabolize eden ana enzimler katalaz ve CYP2E1’dir (179). In
vitro calsmalarda beyinde AA’nin % 60-70’inin katalaz, % 15-20’sinin ise CYP2EI1
tarafindan olustugu bildirilmistir (25, 179). Kronik alkol kullaniminda CYP2E1 indiiksiyona
ugrar ve etanoliin eliminasyonunda 6nem kazanir (87). CYP2E1, NADPH/ksantin oksidaz ve
nitrik oksit sentazin etkisi ile beyinde ROS ve nitrik oksit birikir (56, 178) ve oksidatif strese
neden olur (56; 58; 30; 65; 93). Oksidatif stresin artmasi ile ndronlarin canliligini bozan MDA
ile 4-hidroksinonenal (4-HNE) gibi biyoaktif aldehitler olusur (6, 121, 130) ve hiicre i¢i
indirgenmis GSH diizeyleri azalir (89). 4-HNE olusumu ile birlikte mitokondrial membranda
bulunan kardiolipin yikilir, membran biitiinliigli ve mitokondrial fonksiyonlar bozulur (120,
133). Mitokondrial membranin gecirgenligi etkilenir, sitokrom c¢’nin sitoplazmaya gegmesini
saglar ve kaspazlarin aktivasyonuyla apoptotik hiicre 6liimii baslatilir (47, 96, 124, 126).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, AA’nm beyine direkt olarak uygulanmasmin alkoliin
bircok etkisini taklit eden bir tabloya yol ac¢tig1 bildirilmistir. Yiiksek doz AA uygulanmasi
uykuya egilim, koordinasyon ile bellek buzukluklarna neden olurken, diisik doz AA ise
bagimlilik yapan ilaclara 6zgii stimulasyon ve ¢esitli davranigsal etkilere yol agar. Beyin

disinda yani periferde AA biriktiginde kan-beyin engelini kolayca astig1 bilinmektedir.
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2.8. N-Asetilsistein (N-Acetylcysteine; NAC) yapisi, metabolizmasi ve etkileri

NAC, L-sisteinin asetillenmesi ile olusan bir siilfidrilli bir amino asittir. Silfidril grubu
molekiiliin metabolik aktivitesini belirlerken asetil grubu ise NAC’1 oksidasyona karsi1 direncli
kilmaktadir. Sisteinin asetilasyonu arttik¢a polaritesi azalir ve dokulara girisi kolaylagir. NAC
ag1z yolu ile alindiginda barsaklardan hizla emilerek vena porta ile karacigere ulasir ve

karacigerde deasetilasyonla sisteine doniisiir (81, 138, 175)

Sekil 2.7 N-Asetilsisteinin yapisi

NAC, parasetamol zehirlenmesi, anjina pektoris, doksorubisine bagli kardiyotoksisite,
bronsit, radyokontrast maddelere bagli nefropati, kardiak iskemi-reperflizyon hasari, agir
metal zehirlenmesi, sizofreni ve bipolar bozukluk gibi psikiyatrik hastaliklar dahil bir¢ok
hastaligin tedavisinde yillardir kullanilmaktadir (4, 73, 81, 138, 175).

NAC antioksidan, antiapoptotik, antiinflamatuvar, ve immunomodiilator etkilere sahiptir
(81, 138, 175). Biyolojik etkinliginde antioksidan yapist 6zellikle 6nem kazanmaktadir. NAC
bu etkisini dogrudan ve dolayli olarak gerceklestirebilir. Bir elektron vericisi olarak gorev
yapan NAC, serbest siilfidril grubu ile hidroksil, karbon trioksit, nitrojen dioksit ve tiyil gibi
giiclii oksitleyici radikallerle reaksiyona girer. Ayrica bakir ve demir gibi metal iyonlarim
baglayarak da etkili olur. NAC antioksidan potansiyelini, bir GSH 6nciisii olarak da gosterir.
Metabolizmada GSH sentezi icin sistein saglar. GSH’1n oral yoldan emiliminin diisiik olmas1
sebebi ile GSH diizeylerini arttirmak i¢cin NAC verilmesi GSH’ n kendisinden daha etkili bir
yontemdir. NAC ayrica, proteinlerde disiilfit kopriilerini indirgeyerek siilfidril gruplarmnin

korunmasinda etkili bir gérev yapar (81, 138, 175).

NAC, proinflamatuvar interlokinlerin (IL-6 ve IL-10) diizeylerini azaltici 6zelligi
nedeniyle ile antiinflamatuvar etkiye de sahiptir. Bu etkisinde niikleer faktor kappa B (NF-kB)
gibi redoksa duyarli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu baskilamasi rol oynamaktadir.
NAC’m apoptozisi 6nledigi ve cesitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek hiicrenin yagam

siirecini uzatti@i ileri siirtilmektedir. Bu ozellikleri sebebiyle gesitli deneysel caligmalarda
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NAC’1n inflamasyonun ve oksidatif stresin indiiklendigi doku hasarmna kars1 koruyucu etki

gosterdigi bildirilmistir (42, 81, 146, 173).

NAC’mm etanol ve AA ile indiiklenmis hiicre hasar1 sonucu ROS iiretimi, mitokondrial
membran potansiyeli depolarizasyonu ve kaspaz-3 enzimi aktivasyonu sebebi ile apoptoza

gitmesini azalttig1 bildirilmistir (145).

I
i i i
o H;0,veO; ve oo o OH,NO,,CO; ve ecis ve agir metal
Gs?:g;gglﬁifﬁn peroksinitrit Dli‘g}t?&;ﬂ:m tiyol radikallerinin iyonlarmm
uzaklagtirilmasi detoksifikasyonu baglanmasi

Tablo 2.2 N-Asetilsisteinin antioksidan etkileri

2.9. Taurin yapisi, metabolizmasi ve etkileri

Taurin protein yapisina katilmayan bir amino asittir. Tiyol iceren amino asitlerden biri olan

bu bilesik ilk defa yaklasik 150 y1l kadar 6nce sigir safrasindan izole edilmistir (74).

D\S /\/ NH->

C,H-NO;S
Sekil 2.8 Taurinin yapist
Taurin esansiyel olmayan amino asit olan sistein veya esansiyel metyoninden

sentezlenmektedir. Sistein sirasiyla once siilfonik aside oksitlenir, sonra dekarboksilasyona

ugrayarak hipotaurine doniisiir ve son basamakta hipotaurin bir dehidrojenaz etkisi ile taurin
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meydana getirir. Sistein siilfonik asit dekarboksilaz enzimi bu sentez sirasinda hiz sinirlayici
basamak olarak gorev almaktadir (55, 111).

Taurin hayvansal kdkenli besinlerde fazla miktarda bulunurken, bitkisel kokenli besinlerde
ise hi¢c bulunmamaktadir. Taurinin 6zellikle karaciger, kalp, ¢izgili kas ve sinir sistemi gibi
dokularda yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu gosterilmistir (55, 111). Taurin organizmada
cesitli fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarin siirdiirtilmesinde rol oynamaktadir. Bunlar
arasinda safra asitlerinin konjugasyonu, kolesterol ekskresyonu, iyon transportu (Na®, CI,
Na'-Ca*" degis tokusu), retina fonksiyonlarmm diizenlenmesi, aktif karbonil bilesiklerinin
etkisizlestirilmesi (scavenger), protein fosforilasyonunun inhibisyonu sayilabilir (55, 103,
111). Son yillarda yapilan deneysel ¢alismalarda taurinin karaciger ve kardiyovaskiiler sistem
iizerine olumlu etkilerine dikkat ¢cekmistir (55, 111). Sicanlarda karaciger yaglanmasi, akut
karaciger nekrozu ve karaciger sirozu (10, 44, 96) vakalarinda taurinin karaciger hasarini
azalttig1 gosterilmistir. Karacigerin yani sira taurinin kalp lizerinde koruyucu etkilere sahip
oldugu da deneysel miyokard infarktiisii (148) ve kalp yetmezligi modellerinde (116)
gosterilmistir. Sicanlarda taurin depresyonunun oksidatif stresin gelismesine sebep oldugu
(51), kalpte ve ¢izgili kaslarda yapisal ve fonksiyonel bozukluklar yaratti1 ve taurin verilmesi
ile bu bozukluklarda diizelme gozlendigi bildirilmistir (55, 111). Taurinin oksidatif stresi
azaltici/radikal toplayict Ozelliginin (1, 55, 111) yanisira, antiapoptotik (115, 168) ve
endoplazmik retikulum stresini (68, 176) azaltic1 etkilerinin oldugu da bildirilmistir. Terapotik

olarak uygulandiginda kan-beyin bariyerini gegebilmektedir (101).
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3. GEREC VE YONTEM

Hassas terazi (A&R HR-120)

Manyetik karistirici ve 1sitict (IKA-Werke MSC basic C)

Pipet takim1 (Eppendorf)

Masaiistii sogutmali santrifiij (Heraeus Instruments Megafuge 1.0 R)
Mikrosantrifiij (Hettich Mikro 24-48 R ve Heraeus Biofuge Pico)
Homojenizator (Janke & Kunkel Ika Labortechnik Ultra-Turrax T25)
pH metre (Hanna HI 9321)

Spektrofotometre (Pharmacia Ultrospec 3000 ve Shimadzu UV 1800)
Sicak su banyosu (Elektromag)

Vorteks (Elektromag M 16)

ELISA mikroplaka yikayici (BioTek Instruments ELx50)

ELISA mikroplaka ¢alkalayici (IKA-Werke OS 5)

ELISA mikroplaka okuyucusu (BioTek Instruments pQuant ve Thermo
Scientific Fluoroskan Ascent FL)

Saf su cthaz1 (Millipore)

Doku homojenizatorii (Roche Diagnostics MagNA Lyser)

Santrifiij (Thermo Scientific Micro CL 21R)

3.2. Cahsma protokolii

17

Projemizde kullanilan AA, NAC, TAU ve diger kimyasal maddeler Sigma-Aldrich

(USA) firmasmdan saglandi. Kullanilan AA, suya karistirilarak verildi, sular 2-3 giinde bir

diizenli olarak yenilendi.

Calismamizda Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastrma Enstitiisii

(DETAE) tarafindan saglanan 240-260 g agwrhiginda Sprague Dawley soyu erkek si¢anlar

kullanild1 ve asagidaki sekilde gruplara ayrildi.

a) Kontrol grubu (n=8): Siganlar normal sigan yemi ile beslendi.
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b) AA grubu (n=8): Sicanlarda AA igme suyunda kademeli olarak arttirilarak
uygulandi. Bu ¢ercevede sicanlar ilk 4 ay 7 ml/L=5.5 g/kg (10,11,31), miitakip 2 ay siiresince
10.5 ml/L= 8.25 g/kg ve daha sonraki 2 ay siiresince 14 ml/L= 11 g/kg AA igeren i¢gme suyu

verildi. Bu sicanlar normal yem ile beslendi.

c) AA+NAC grubu (n=8): Bir onceki boliimde belirtildigi gibi 8 ay siire ile igme
suyunda AA uygulanan sicanlar NAC (10 g/kg) iceren yem ile beslendi.

d) AA+TAU grubu (n= 8): Bir 6nceki boliimde belirtildigi gibi 8 ay siire ile igme
suyunda AA uygulanan sicanlar TAU (25 g/kg) i¢eren yem ile beslendi.

Bu uygulamalara 8 ay siireyle devam edildi. Bu sliregte hayvanlarin icme suyu ve gida
tikketimleri ile viicut agirliklar1 izlendi. Buna gore sicanlarin giinliik AA tiikketimlerinin sirasi
ile ilk 4 ay 400 mg/kg, sonraki 2 ayda 600 mg/kg ve son 2 ayda 800 mg/kg oldugu hesapland1.
Ayni siiregte gilinliik NAC miktar1 800 mg/kg ve TAU miktar1 2 g/kg olarak belirlendi.

Sicanlar uygulamanm bitiminde bir gece a¢ birakilip sodyum pentobarbital (50 mg/kg
viicut agirligl) anestezisi altinda kalplerinden kan alinarak o6ldiirtildii. Karaciger, kalp ve beyin
dokular1 hizla ¢ikarilip % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile yikandi ve sivi azot iginde dondurularak
yontemler calisilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Kuru tiiplere alinan kanlar 1500

xg’de santrifuj edilerek serumlar1 ayrildi.

3.3. Serumda/plazmada yapilan incelemeler

Serumda alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) aktiviteleri
Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Biyokimya Merkez laboratuvarida Roche otoanalizériinde

olgtildii.

3.4. Karacigerde, kalp ve beyinde yapilan incelemeler

Istanbul Tip Fakiiltesi Biyokimya A.B.D.’da yapildi

3.5.1. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi ve postmitokondri fraksiyonunun eldesi

Islem: Karaciger dokular: tartildiktan sonra doku homojenizatérii ile soguk 0.15 M KCI
cozeltisi ile homojenize edildi ve %10’luk homojenatlar (w/v) hazirlandi. Doku homojenatlar1
+4 °C soguk santriftijde 600 xg’de 10 dk santrifiij edilerek, biitiin halde kalan doku pargalari
ve niikleer fraksiyon uzaklastirildi. Siipernatantlar deneyler sirasinda kullanilmak {izere -80

°C’de saklandu.
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Karaciger ve beyin siipernatantlarinda ROS, MDA, dien konjugat (DK), protein karbonil
(PK), antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant power: FRAP) ve GSH diizeyleri
olgtildii. GSH-Px ve SOD aktiviteleri bu supernatantin 10000 xg’de 20 dk santrifiij edilmesi
ile elde edilen postmitokondri fraksiyonunda tayin edildi. Kalp dokusunda ise ROS ve FRAP
tayini yapild1.

3.5.2. ROS tayini (91, 166)

2,7-diklorodihidrofloresein  diasetat (DCFH-DA)’mm doku esterazlar1 ile 2,7-
diklorodihidrofloresein (DCFH)’e donilismesi ve olusan bu iirliniin ortamdaki ROS tarafindan

floresan 1g1ma veren 2,7-diklorofloresein (DCF)’e oksitlenmesi prensibine dayanir.
Ayiraglar:

e DCFH-DA: %99’luk DMSO igerisinde 5 mM’lik stok ¢ozeltisi hazirlanarak -20
°C’de saklandi. Calisma oncesi 1 mM olacak sekilde PBS ile sulandirilmas.
e Tamponlanmis tuzlu su (PBS; pH 7.4)

Islem: Tiip igerisinde 0.2 mL karaciger homojenati ve 0.02 mL 1mM’ ik DCFH-DA
karistirild1 ve calkalayici su banyosunda 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Bir baska tiipte deney
korii olarak kullanilmak amaciyla ayni miktar homojenat ayni kosullarda PBS icerisinde
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin bitiminde deney korii ile deney tiiplerinden alman 0.2 mL
ornek, 1siktan korunmak suretiyle renkli mikroplaka kuyucuklarma pipetlendi. Ornekler
zaman kaybetmeden florometrik mikroplaka okuyucuda (A eksitasyon: 485 nm, A emisyon:

538 nm) okundu. Sonugclar rolatif floresan iinite (RFU) olarak verildi.

3.5.3. MDA tayini (114)

MDA lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden biridir. Deney MDA ’nin tiyobarbitiirik

asit (TBA) ile olusturdugu kompleksin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanir.
Ayiraglar:
e Butanol/piridin (15:1)
e  9%20’lik asetik asit (10 N NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)
e 9%38.1’lik sodyum dodesil siilfat (SDS)

e 9%0.8’lik TBA
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e Stok 1,1,33-tetraepoksipropan (TEP) standardi: 22 mg TEP tartilarak 10 mL’ye
distile su ile tamamlandi. Bu stok standardi calisilmadan 6nce 1000 kez

sulandirilarak 10 nmol/mL’lik ¢alisma standardi hazirlandi.

Islem: %10’luk doku homojenatlarindan alnan 0.2 mL iizerine 1.5 mL %20’lik asetik
asit, 0.2 mL %S8.1’lik sodyum dodesil siilfat, 0.6 mL distile su ve 1.5 mL %0.8’lik
tiyobarbitiirik asit eklendi. Bu karisim kaynar su banyosunda 1 saat inkiibasyonun ardindan
sogutulup tlizerine 1 mL distile su ve 5 mL butanol/piridin (15:1) karisgimi eklendi.
Karisimdan organik faz santrifiij edilerek ayrildi. Absorbanslar homojenat igermeyen ayirag
koriine kars1 spektrofotometrede (532 nm) okundu. Standart olarak TEP kullanildi.
Ekstinksiyon katsayis1 (e=1.56x10° M cm™) kullanilarak hesaplanan sonuglar nmol/mg

protein olarak tanimlandi.

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

0.25 mL hacimde %10’luk doku homojenatlar1 ve 3.75 mL kloroform:metanol (2:1)
cozeltisi iyice karigtirildi. Karigim 1 saat siire ile inkiibe edildi, 15 dk da bir vortekslendi.
Inkiibasyon bitiminde filtre kagid: kullanilarak siiziildii son hacimler 4 mL’ye tamamland1 ve
agizlar1 sikica kapatilarak deney vaktine kadar -20 °C’de saklandi.

Her 6rnek i¢in birer mL lipit ekstresi aliarak azot gazi altinda uguruldu. Kuru kalint1 2
mL sikloheksan icerisinde yeniden ¢oziildii. Absorbanslar sikloheksan koriine karsi
spektrofotometrede (233nm) okundu.

Ekstinksiyon katsayis1 (2.52x10* M x cm™ ) kullanilarak hesaplanan sonuglar pmol/g

doku olarak tanimlandi.

3.5.5. PK tayini (131)

Protein karbonil gruplari ile 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) verdigi reaksiyonun iiriinii

olan protein hidrazonlarin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanur.
Ayiraglar :

e 2.5MHCI
e Absolii etanol/etil asetat karigimi (1:1; v/v)

e 10 mM DNPH: 2.5 M HCI’de hazirlandi.
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e 6 M guanidin HCI: 57.3 g guanidin 100 mL 20 mM potasyum fosfat tamponunda
¢oziildii ve derisik HCl ile pH 2.3’e ayarland1.

e Protein standardi: Sigir albumini 1 mg/mL olacak sekilde guanidin HCI’de
¢oziildii. 0.25, 0.5 ve 1 mg/mL albiimin igeren standartlar kullanilarak standart egri

hazirlandi.

Islem: Konik tiiplerde 0.5 mL homojenat ve 2 mL 10 mM DNPH (2.5 M HCI’de) ayiraci
karistirildi. Bir bagka tiipte deney korii olarak kullanilmak amaciyla 0.5 mL homojenat ve 2
mL 2.5 M HCI karistirildi. Tiipler 1 saat karanlikta inkiibe edildi, bu siirecte 15 dk da bir
vortekslendi. Inkiibasyon bitiminde tiiplere 2.5 mL % 20’lik trikloroasetik asit (TCA) eklendi,
karistirildi, 10 dk buzda bekletildi ve 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Coken protein iizerine
2.5 mL % 10’luk TCA eklenip karistirildi, santrifiij edildi ve proteinler ¢okeltildi. Bu protein
pellet uygun bir baget yardimiyla 2 mL absolii etanol-etilasetat karigimi ile 3 defa yikand:.
Yikamanin ardindan deney ve kor tiiplerdeki protein pelletleri tizerine 1 mL 6 M guanidin-
HCI ¢ozeltisi eklendi ve uygun bir baget yardimi ile karistirilarak ¢oziindii ve 10 dakika 37
°C’de su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilen karisimin
ist fazmin absorbanslari spektrofotometrede (360 nm) okundu. Ekstinksiyon katsayisi
(e=22x10° M'cm™) kullanilarak hesaplanan sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.
Tiiplerdeki protein konsantrasyonlar1 absorbanslarin ultraviyole spektrofotometrede (280 nm)

okunmasi ile belirlendi. Sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.

3.5.6. GSH tayini (15)

Dokulardaki serbest siilfidril (-SH) gruplarinin Ellman ayiraci (5,5'- ditiobis-2 nitro
benzoik asit; DTNB) tarafindan indirgenmesi sonucunda, 1 mol -SH grubu basina 1 mol 2-
nitro-5 tiyobenzoik asit olugsmaktadir. Deney olusan sar1 rengin absorbansin spektrofotometrik

(412 nm) olarak okunmas1 esasina dayanir.
Ayiraglar:

e Ellman Renk Ayrract: 4 mg DTNB 10 mL %1’lik sodyum sitrat ¢dzeltisinde

¢oziildil.

e Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA
ve 30 g NaCl 100 mL distile suda ¢oziildii.

e 0.3 M NaxHPO4: 4.26 g Na,HPO4 100 mL distile suda ¢oziindii.
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e GSH standardt: (0.1 mg/mL)

Islem: Deney tiipiine konulan 0.2 mL homojenat, 0.6 mL 0.15 M KCI ve 1.2 mL
proteinsizlestirme ¢ozeltisi, karistirildiktan sonra 13000 xg’de +4 °C’de 5 dk santrifiij edildi.
Standartlar1 ve aywa¢ koriinii igceren tiiplere de ayni islemler uygulandi. Santrifiij islemi
ardindan elde edilen supernatanlar mikroplaka kuyucuklarma 0.05 mL olacak sekilde
pipetlendi ve tizerlerine 0.2 mL 0.3 M Na;HPO4 ve 0.05 mL Ellman ayiract eklendi ve olusan
renklerin absorbansi spektrofotometrik (412 nm) olarak aywra¢ koriine karsi okundu.
Ekstinksiyon katsayis1 13.6x10° M cm™ ve standartlar kullanilarak hesaplanan sonuglar

nmol/mg protein olarak tanimlanda.

3.5.7. FRAP tayini (14)

+3 degerlikli demir (Fe**) iyonlarmi +2 degerlikli demir (Fe*?) iyonlarina indirgeyen

antioksidan giiciin 6l¢iilmesi esasina dayanar.
Ayiraglar:

e 10 mM 2,4,6-tripridil-s-triazin (TPTZ): 312.33 mg TPTZ tartildi ve 100 mL 40
mM HCl’de ertitildi.

e 20 mM FeCl3.6H,0O: 540 mg FeCl.6H>O tartildi. Distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
e 40 mM HCI

e 300 mM Asetat tamponu (pH 3.6): 3.1 g Na-asetat.3H,0O ile 16 mL asetik asit
karistirild1 ve 100 mL’ye distile su ile tamamlandi. pH 3.6’ya ayarlandi ve 10 kat

sulandirildi.

e FRAP ayiract: Sirasi ile asetat tamponu, TPTZ ve FeCl; ayiraclar: 10:1:1 oraninda

karistirilarak hazirlandi.
e Askorbik asit standartlari: 500 ve 1000 uM (sudaki ¢ozeltileri)

Islem: Mikroplaka kuyucuklarina pipetlenen 0.01 mL karaciger homojenat1 ve 0.2 mL
FRAP calisma aywraci karisimi, 37 °C’de 4 dk inkiibe edildikten sonra absorbanslar
mikroplaka okuyucuda 593 nm’de okundu. Calgma standartlar1 0.01 mL askorbik asit (500 ve
1000 uM) ve 0.2 mL FRAP karistirilarak hazirlandi. 1 mM askorbik asidin FRAP degeri 2000

kabulii ile sonuclar nmol/mg protein olarak verildi.
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3.4.8. SOD tayini (106)

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon hizini
arttirma yetenegi spektrofotometrik olarak OGlgiiliir. Riboflavin floresans 15181 etkisiyle
siiperoksit radikali olusumunu saglar ve bu radikaller ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen
peroksite dontislir. Olusan hidrojen peroksit o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli bir iiriin
olusturur. SOD aktivitesi ile renkli {iriin olusumu dogru orantilidir. Olusan renklerin

absorbans1 spektrofotometrik (460 nm) olarak okundu.
Ayiraglar:
e 0.1 mM EDTA igeren 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.8)

e 0.2 mM riboflavin: 7.3 mg riboflavin 100 mL 10 mM potasyum fosfat tamponunda
(pH 7.5)’ de ¢oziindii.

e 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 mL distile suda ¢6ziindii.

e SOD (100 IU/mL) standardi: 100 IU/mL olacak sekilde soguk distile su ile
hazirlandi. Daha sonra bu ana standarttan 0.1 ve 0.05 mL alinarak 10 ve 5 IU’luk
SOD standardi hazirlandi.

Islem: Kor, standart ve deney tiiplerine sirasi ile 2.6 mL 50 mM potasyum fosfat tamponu
(pH:7.8), 0.1 mL o-dianisidin ilave edildi. Kor tiipiine 0.1 mL distile su; standard tiiptine 0.1
mL standart; deney tiipiine 0.1 mL postmitokondri fraksiyonu eklendi ve her tiipe 30 sn ara ile
0.2 mL riboflavin kondu, karistirild1 ve 460 nm’deki absorbans degerleri okundu. Tiipler 20W
floresans lambanin oldugu 37 °C’ye ayarlanmis 6zel bir sisteme yerlestirildi ve 8 dk siire ile
floresans 151k altinda inkiibe edildi. Inkiibasyonun bitiminde tiiplerin absorbansi tekrar 460
nm’de okundu ve iki absorbans arasindaki fark alindi. Deney korii ve standartlara da ayni

islem uygulandi. Sonuglar pmol/mg protein olarak verildi.
3.4.9. GSH-Px tayini (117)

GSH-Px aktivitesinin tayini igin iki reaksiyon izlenir. Ik reaksiyonda H,O, veya organik
hidroperoksitler (ROOH), GSH-Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH oksitlenmis
GSH’a (GSSG) déniisiir. Ikinci reaksiyonda GSSG, GSH- rediiktaz (GSH-R) etkisi ile tekrar
GSH’a, NADPH ise NADP"’ye oksitlenmektedir. Bu doniisim 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
rediiktaz, 1 mM GSH, 1.2 mM kiimen hidroperoksit olacak sekilde ve farkli oranlarda

sulandirilmis post mitokondri fraksiyonu eklenerek hazirlanmis ortamda tayin edilmistir.
Ayiraglar:

e Tampon ¢ozelti: 20 mL potasyum fosfat tamponu (125 mM, pH 7.0), 2.5 mL
sodyum azid (130 mg/dL), 2.5 mL Na-EDTA (744 mg/dl), GSH (15.3 mg/5 mL)
ve 5 mL NADPH (8.3 mg/5 mL)

e Glutatyon rediiktaz (0.5 IU/mL)

e 12 mM kiimen hidroperoksit

Islem: Spektrofotometre kiivetlerine konulan 0.7 mL havuz iizerine 0.1 mL GSH-
Rediiktaz (0.5 IU) ve 0.1 mL 40 kez sulu karaciger post mitokondri fraksiyonu eklendi.
Ardindan 0.1 mL 12 mM kiimen hidroperoksit ilavesi ile reaksiyon baslatildi ve absorbans
azalmas1 spektrofotometrede 340 nm’de izlendi. NADPH’in ekstinksiyon katsayisi olan

6.22x10° M'ecm "’ den yararlanilarak hesaplanan sonuglar nmol/dk/mg protein olarak verildi.

3.4.10. Protein Tayini (149)

Postmitokondri fraksiyonlar1 ve doku homojenatlarinda protein miktar1 bisikonik asit

metodu ile belirlendi.
Ayiraglar:
e %4 CuSOq4
e Bisikonik asit
e Protein renklendirme ayiract: 10 mL bisikoninik asit ¢ozeltisi lizerine 0.2 mL %4
Cu SO4 ekleyerek hazirlanda.

Islem: 0.2 mL protein renklendirme ayiraci iizerine belirli oranda sulandirilmis karaciger
postmitokondri fraksiyonlarindan ve homojenatlarindan 0.01 mL ilave edildi. Karistirilip 37
°C’de 30 dk inkiibe edildi. Oda 1sisina sogutuldu ve olusan rengin absorbansi 562 nm’de

mikroplaka okuyucusunda okundu.
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3.5. Istatistik incelemeler

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. Grup dagilimlar1 Levene’s testiyle saptandi ve

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

Caligmamizda AA’nin tek basina veya NAC ve taurin ile birlikte uygulanmasinin
serumda karaciger fonksiyon testleri ile karaciger, beyin ve kalp dokularinda oksidasyon
irlinleri ve antioksidan gostergeler iizerine etkileri arastirildi. Bu amagla ALT, AST, ROS,

MDA, PK, GSH ve FRAP diizeyleri, SOD, DK ve GSH-Px aktiviteleri incelendi.
4.1. Viicut ve organ agirhklan

AA, NAC ve TAU uygulamasi sonucu final viicut agirligi, organ agirliklarinda bir
farklilik gozlenmemistir.

4.2. Serumda elde edilen bulgular

AA uygulanan sicanlarda serum ALT ve AST aktivitelerinde anlamli bir degisiklik
saptanmadi. Bu enzim aktiviteleri NAC ve TAU uygulamalarindan sonra da degismedi (Tablo

4.1).

Tablo 4.1 N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan si¢anlarda
ALT ve AST iizerine etkisi (Ortalama + SEM; herbir grup i¢in 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. Karaciger dokusunda elde edilen bulgular

AA uygulanan sicanlarda karacigerde ROS ve MDA diizeylerinde anlamli artiglar
saptanirken, DK ve PK diizeylerinde bir degisiklik bulunmadi. NAC tedavisi AA uygulanan
siganlarin karacigerinde ROS ve PK diizeylerinde anlamli azalmalara yol acti. Buna karsilik,
MDA ve DK diizeylerinde bir degisiklik olusturmadi. TAU tedavisi ise AA uygulanan
siganlarin karacigerinde sadece ROS diizeylerinde anlamli bir azalmaya yol agt1 (Tablo 4.2;

Sekil 4.1).

AA uygulamasi karaciger FRAP ve GSH diizeylerinde anlamli bir degisiklik olusturmadi.
NAC ve TAU uygulamalarindan sonra karacigerde FRAP diizeylerinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir artis bulundu, ancak AA, AA+NAC ve AA+TAU gruplarinda
bir farklilik géstermedigi belirlendi. GSH diizeyleri ise AA uygulanan sicanlarda NAC ve
TAU uygulamalarindan sonra anlamli bir artis gosterdi. Karacigerde SOD ve GSH-PX
aktivitelerinde AA, AA+NAC ve AA+TAU gruplarinda anlamli bir degisiklik bulunmadi.
Sadece AA uygulanan siganlarda NAC uygulamasindan sonra KC SOD aktivitlerinde
kontrole gore anlamli bir artig bulundu (Tablo 4.2; Sekil 4.2).

4.4. Beyinde elde edilen bulgular

AA uygulanan siganlarda beyinde ROS ve PK diizeylerinde anlamh artiglar gdzlenirken,
DK ve MDA diizeylerinde bir degisiklik bulunmadi. NAC tedavisi AA uygulanan siganlarin
beyninde ROS, MDA ve PK diizeylerini azaltti. TAU tedavisi ise AA uygulanan sicanlarin
beyinlerinde sadece ROS diizeylerinde anlamli azalmaya yol act1 (Tablo 4.3; Sekil 4.1).

AA uygulamasi beyin FRAP ve GSH diizeylerinde anlamli bir degisiklik olusturmadi.
NAC tedavi ile bir degisiklik olmazken, TAU uygulamas1 beyin GSH diizeylerinde anlamli
bir artis olusturdu. Beyin SOD aktivitesi AA, AA+NAC ve AA+TAU gruplarinda bir
degisiklik gostermedi. AA uygulamasi beyinde GSH-Px aktivitesini arttirirken, NAC ve TAU

tedavisi artmis olan bu aktiviteyi normale ¢evirdi (Tablo 4.3; Sekil 4.2).

4.5. Kalpte elde edilen bulgular

AA uygulamasmdan sonra kalpte ROS diizeylerinde % 27.2 oraninda bir artig bulundu.
Ancak bu artis istatistik olarak anlamli bulunmadi. FRAP diizeyleri ise degismedi. NAC
tedavisinden sonra ROS ve FRAP diizeylerinde bir degisiklik olmazken, TAU tedavisi kalp
ROS diizeylerinde anlamli bir azalmaya yol agt1 (Tablo 4.4).
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Tablo 4.2 N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan si¢anlarda
karacigerde reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), protein
karbonil (PK), antioksidan aktivite (ferric reducing activity; FRAP) ve glutatyon (GSH)
diizeyleri ile siliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri

iizerine etkisi (Ortalama + SEM; herbir grup i¢in n=8)

Kontrol AA AA+NAC AA+TAU
ROS (RFU) 391.9429.8| 647.2+62.1*| 280.1+26.0*" 306.0+26.0°
MDA (nmol/g doku) 95.0£5.51 116.1+6.5% 97.7+£5.06 98.3+3.96
DK (pmol/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+0.07° 1.44+0.11
FRAP (nmol/mg protein) 16.8+1.22 22.0£1.00 24.0+1.93? 24.4+1.9%
GSH (umol/g doku) 3.83+0.15 | 3.53+0.19 4.55+0.27° 4.80+0.13%P
SOD (U/mg protein) 11.5+0.54 11.5+0.54 14.5+0.96* 11.3£0.71
GSH-Px

397.0+£32.0| 397.0+£32.0 397.5+19.9 437.0+18.7
(nmol/dk/mg protein )

4p<0.05 kontrol grubu ile; °p<0.05 AA grubu ile karsilastirildiginda
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Tablo 4.3 N-Asetilsistein (NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan si¢anlarda
beyinde reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA), dien konjugat (DK), protein

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

diizeyleri ile siliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri

iizerine etkisi (Ortalama + SEM; herbir grup i¢in n=8)

Kontrol AA AA+NAC AA+TAU
ROS (RFU) 1514.5+80.4 |2217.0£111.1*  |1451.6+97.7° 1438.8+68.9°
MDA (nmol/g doku) 199.7£6.6  |227.0+14.3 162.2+11.4%° 181.3+20.3
DK (pmol/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+0.15° 1.84+0.19° 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 (umol/g doku) 1.75+0.14 1.64+0.04 2.10+0.19 2.46+0.26°
SOD (U/mg protein) 20.1£0.34  |19.3+0.38 19.3+0.77 20.9+1.16
GSH-Px

141.0£12.5  |265.4+28.4° 159.75+16.1° 123.2+13.3%
(nmol/dk/mg protein )

4p<0.05 kontrol grubu ile; °p<0.05 AA grubu ile karsilastirildiginda

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

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

diizeyleri lizerine etkisi (Ortalama = SEM; herbir grup i¢in n=8)

Kontrol AA AA+NAC AA+TAU
ROS (RFU) 1086.5+112.4 [1317.1+£98.0 1019.8+83.0 898.2+59.7°
FRAP (nmol/mg protein) | 12.3+0.98 13.4+0.38 14.1+0.56 12.4+0.60

®p<0.05 AA grubu ile karsilastirildiginda




Sekil 4.1 N-Asetilsistein ( NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan siganlarda
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karaciger (A) ve beyin (B) dokularinda reaktif oksijen tiirleri (ROS), malondialdehit (MDA),
dien konjugat (DK) ve protein karbonil (PK) diizeyleri iizerine etkisi (ortalama = SEM ;

herbir grup i¢in n=8)
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Sekil 4.2 N-Asetilsistein ( NAC) ve taurinin (TAU) asetaldehit (AA) uygulanan siganlarda
karaciger (A) ve beyin (B) dokularinda antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant
power; FRAP), glutatyon (GSH) diizeyleri ile siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz aktivitesi (GSH-Px) iizerine etkisi (Ortalama = SEM ; herbir grup i¢in n=8)
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5. TARTISMA

AA, alkol metabolizmasi sirasinda olusan ilk liriindiir. Baz1 arastiricilar AA’nin etanoliin
farmakolojik ve davranigsal etkilerinin anahtar mediatorii oldugunu ileri siirmektedir. Bu
goriisiin en radikal taraftarlar1 etanoliin bir “prodrog” oldugunu ve etkilerinin ilk metaboliti
olan AA’ya bagh oldugunu ileri siirmektedirler. Bu arastiricilar alkolizm yerine
“asetaldehidizm” teriminin daha uygun oldugunu ifade etmektedirler (125). Ote yandan, diger
bir grup arastirici ise alkol tiiketiminden sonra kanda ve beyinde AA diizeylerinin herhangi bir
farmakolojik ve davranis bozuklugu olusturabilecek diizeylere ulagsmadigini ileri siirmektedir
(35). Bir ara goriis AA’nin alkole benzer farmakolojik ve davranigsal etkiler gosterdigini ve

bu nedenle AA’nin, etanoliin bazi etkilerinden sorumlu olabilecegini benimsemektedir (123).

AA’nin oldukca toksik olmasi nedeniyle insanlarda AA’nin etkisi indirekt yollarla
degerlendirilmistir. Ornegin, ALDH enzim eksikligi olan, AA’y1r metabolize edemeyen
ALDH2*2 genotipine sahip olan veya ALDH inhibitorii disiilfiram kullanan kisilerden alman
bilgiler bu konuda literatiire katki saglamistir (43, 126). Ancak AA ile ilgili ¢aligmalar
genellikle kemiricilerde yapilmistir. Bu amagla AA inhalasyon, gavaj veya periton i¢i yollarla
uygulanmistir (10, 59, 157). Bununla birlikte, AA’nin stabil olmayan yapis1 ve hizla
metabolize olmasi nedeniyle, AA ile ilgili caligmalar bir duraksama gostermistir. Bunun
nedeni AA’nin toksik etkilerini arastrmak i¢in uygun deneysel modeller gelistirilememis
olmasidir. Bu nedenle daha ¢ok in vitro deneyler ile bu konu arastirilmaya calisilmis ve AA
ile caligmalar 1990’11 yillarin sonlarinda tekrar hiz kazanmistir (31, 67, 69, 98, 112).
Matysiak-Budnik ve ark. (98) icme suyunda AA uygulamasinin AA’nin toksik etkilerini
incelemek i¢in uygun bir yontem olabilecegini bildirmislerdir. Bu arastiricilar icme suyu ile
AA verildiginde, gastrointestinal sistemde yogun bir AA birikiminin oldugunu, bagirsak
bakterileri tarafindan bir kismi asetata doniisse bile, 6nemli miktarmin vena porta yolu ile
karacigere geldigini ve sistemik dolasima katildigin1 ve AA’nim karaciger, beyin ve kalp gibi
dokulardaki toksik etkilerini arastirmak i¢in uygun bir yontem olabilecegini ileri siirmiistiir.

Giris bolimiinde belirtildigi gibi, AA’nin karaciger ve karaciger dis1 dokularda toksik
etkisinde cesitli faktorler rol oynamaktadir (37, 54, 128, 147). Bunlar arasinda AA’nin
oksidatif stres tizerine etkisi olduk¢a onemlidir (128, 147). Ancak AA-oksidatif stres iliskisini
arastiran ¢alismalar daha ¢ok in vitro modellerde veya etanol ile birlikte ALDH inhibit6rleri

verilen deney hayvanlarinda (104, 152, 153) ve transgenik siganlarda (2) yapilmistir. Bu
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calismalarda AA’nin lipit peroksidsyonunu arttirict etkisinin etanolden daha fazla oldugu
belirlenmistir (104, 152, 153). Bununla birlikte, in vivo ¢alismalar son derece kisithdir. LDsg
dozlar1 karsilastirildiginda, AA’nin etanolden 10-30 kez daha toksik oldugu bildirilmistir (19).
Etanol ve AA’nin karacigerde lipit peroksidasyonu tizerine etkisini karsilastirmak i¢in yapilan
bir ¢alismada, etanol (5 g/kg; i.p) veya AA (500 mg/kg; i.p) uygulamasindan sonra
mitokondri ve mikrozom fraksiyonlarinda lipit peroksit diizeylerinin arttigi, AA’nin etanole
benzer bir etki gosterdigi, ancak mitokondri fraksiyonunda daha etkili oldugu gosterilmistir
(162). Gergekten, Videla ve ark (164) da AA (0.3 g/kg; p.o) uygulanan siganlarda karacigerde
lipit peroksit diizeylerinin arttigini1 bulmuslardir. Bununla birlikte, etanol (5 g/kg/giin; p.o.) ve
AA (0.5 g/kg/giin; p.o) kronik olarak 6 hafta siireyle uygulandiginda karaciger
homojenatlarinda, mitokondri ve mikrozom fraksiyonunda lipit peroksit ve karaciger
homojenatlarinda GSH diizeylerinin degismedigi bulunmustur (77). Farbiszewski ve ark (46)
ise 4 hafta siire ile AA (0.25 g/kg/giin; p.o.) uygulanan sicanlarda serumda ALT, AST ve v-
glutamil transpeptidaz aktivitesinin arttigini, plazma, karaciger ve beyinde protein bagl ve
serbest stilfidril gruplarinin azaldigini saptamiglardir.

Calismamizda Matysiak-Budnik ve ark. (98) tarafindan Onerilen yonteme benzer bir
uygulama ile si¢anlara igme suyunda AA uygulandi. Bu uygulamada AA dozu (400-800
mg/kg/giin ) kademeli bir bigcimde arttirilarak 8 ay gibi uzun bir siire boyunca uygulandi. AA
iceren su kaplar1 sogukta saklanarak ve 2-3 giinde bir degistirilerek, AA’nin evaporasyonu
engellendi. Gergekten, benzer bir uygulamada, AA igeren igme suyu kaplarinda yapilan
Olgimlerde AA kaybmmn olmadigr bildirilmistir (69, 98).  Amacimiz kronik AA
uygulamasinin  karaciger, beyin ve kalpte prooksidan-antioksidan dengeyi etkileme
potansiyelini arastirmakti.

Organizmada serbest radikallerin artis1 oksidatif stres olarak tanimlanir ve bu radikallerin
onemli bir boliimii oksijen kaynaklidir. Bu radikaller i¢inde en aktif olan hidroksil radikalidir
(HO"). Oksijen disinda azot, karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olusmaktadir (161, 163).
ROS tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilir ve lipit, protein ve niikleik asitler gibi
makramolekiillere zarar verebilir. Bu zarar organizmada antioksidanlar olarak tanimlanan
baz1 tamir sistemleri tarafindan engellenmeye calisilir. Antioksidan sistem yetersiz kalirsa,
oksidatif stresin zararli etkileri ortaya ¢ikar. Bunlar arasinda lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve enzimlerin yapi1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi 6nem kazanmaktadir.
Prooksidan ve antioksidan dengeyi degerlendirmek {izere cesitli yontemler kullanilabilir

(161). Calismamizda ROS 6l¢iimii i¢in kullandigimiz yontem H202’e 6zgili olmakla birlikte,
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diger ROS’lar1 (HO*, ROO* NO* ve ONOOQO") da kapsamakta ve total ROS 6l¢iimii i¢cin uygun
bir yontem olarak benimsenmektedir (52). Lipit peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in ise iki
farkli yontem kullanilmistir. Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan MDA tayini
lipit peroksidasyonunu belirlemede 6zgiin olmamakla birlikte siklikla kullanilan ve bu amag
icin yeterli bir yontemdir (36). DK ise lipit peroksidasyonunun ilk donemine ait bir gosterge
olup membran lipitlerinin kimyasal durumu hakkinda fikir vermektedir (39). Protein
oksidasyonunu belirlemek i¢in kullandigimiz PK tayini ise karbonillenmis proteinlerin
olduk¢a erken olusmasi ve stabil yapisi nedeniyle diger yontemlere bazi {stiinlikler
gostermektedir (32, 53). Calismamizda antioksidan sistemi degerlendirmek i¢in ise total
antioksidan kapasitenin bir gostergesi olan FRAP ve GSH diizeyleri ile antioksidan
enzimlerden SOD ve GSH-Px aktiviteleri 6l¢iildii. Bulgularimiza gore, karacigerde ve
beyinde ROS olusumunun arttig1 bulundu. Kalpte ROS olusumunda bir artis olmakla birlikte
bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriildii. Dokularda lipit ve protein oksidasyon
iirlinleri incelendiginde, karacigerde lipit peroksit, beyinde ise PK diizeylerinde bir artis
bulundu. Antioksidan sistem elemanlarinda ise belirgin bir degisiklik saptanmadi. Bu sonuglar
iic dokuda da AA etkisiyle prooksidan bir durum gelistigini gostermektedir.

Bir¢ok arastirici tarafindan antioksidanlarin akut ve kronik etanole bagli toksik etkileri
azaltma/engelleme potansiyeli incelenmistir (16, 71, 83, 132, 134). Bununla birlikte, kronik
AA uygulamasindan sonra bu yonde in vivo ¢aligmalar bulunmamaktadir. Bilindigi gibi, NAC
ve TAU antioksidan etkilere sahiptir. NAC (4, 79, 90, 138) ve TAU nun (18, 33, 41, 50, 139,
174) oksidatif stresin indiiklendigi kosullarda etkili oldugu, karaciger, kalp ve beyin {lizerinde
koruyucu etkiler gosterdigi bildirilmistir. NAC (12, 146, 165) ve TAU’nun (11, 38, 103, 172)
alkole bagl toksik etkileri azalttigina iliskin bazi in vivo ¢aligsmalar bulunmaktadir. Buna
karsilik, NAC ve TAU ’nun AA toksisitesi lizerine etkinligi in vivo kosulda arastirilmamastir.
Sadece bazi in vitro modellerde NAC 1 AA toksisitesine karsi koruyucu bir etki gosterdigi
bildirilmistir (100, 145). Menegola ve ark (100) AA’nm embriyo kiiltiirlerinde olusturdugu
toksik etkiyi, ortama eklenen NAC ve GSH’nin engelledigini saptamistir. Seu ve ark (145) ise
AA’nin -etanol benzeri bir etki- ile hiicre kiiltiirlerinde ROS olusumunu arttirdig1, mitokondri
yapisint bozdugunu, mitokondriden sitozole sitokrom c¢ gecisini arttirdigini, kaspaz-3
aktivasyonu ve apoptozise yol ag¢tigini, ortama eklenen NAC’mn bu etkileri 6nledigini
gostermislerdir. Ote yandan, TAU uygulanan sicanlarda akut etanol uygulamasiyla kan ve
karacigerde AA diizeylerinde saptanan artis1 engelledigi bildirilmistir (167). Ayrica glikoz,
AA ve MDA gibi aldehit karakterindeki bilesiklerle TAU’nun amino gruplar1 arasindaki
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baglantilarin proteinlerin oksidasyonuna karsi koruyucu bir etki saglayabilecegi ve bu nedenle
TAU’nun aldehit toksisitesinde yararli bir etkisi olabilecegi ileri siilmiistiir (113).

Calismamizda, NAC uygulamasinin karacigerde ROS ve PK diizeylerinde, beyinde ise
ROS, MDA ve PK diizeylerinde anlamli bir azalma yaptigi bulundu. Kalpte ise ROS
diizeylerinde de bir azalma bulundu, ancak istatistik olarak anlamli degildi. TAU’nun ise AA
uygulanan siganlarmn karaciger ve beyin dokularinda ROS diizeylerini azalttig1 halde, lipit ve
protein oksidasyon {iriinlerinde bir degisiklik olusturmadigi saptandi. NAC uygulamasi
karaciger GSH diizeylerinde anlamli bir artis olustururken, TAU karaciger ve beyinde GSH
diizeylerini arttirdi ve artmis olan beyin GSH-Px aktivitesini azaltti. Bu sonuglar her iki
antioksidanin AA tarafindan indiiklenen oksidatif stresi azaltmada etkili oldugunu
gostermektedir.

Sonug olarak, kronik AA uygulamasinin karaciger, beyin ve kalp dokularinda prooksidan
bir durum yarattigini, NAC veya TAU uygulamalarinin AA ile uyarilan oksidatif stresi

baskilamada yararh olabilecegini gostermektedir.
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