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OZET

Kondakgi, G. (2015). Hiperhomosisteinemik sicanlarda N-asetilsistein uygulamasinin
oksidatif stres ve insiilin direnci iizerine etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Tibbi Biyokimya ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Yiiksek homosistein (Hcy) diizeyleri toksik etkilere sahiptir. Hcy’nin bir tiyoesteri olan
homosistein tiyolakton (HcyT) Hcy’ye bagh toksisitede Onemli bir rol oynar. Bu
calismada, HcyT nin iki farkli dozunun (100 mg/kg ve 500 mg/kg icme suyunda) serum
Hcy diizeyleri, karaciger ve bobrekte prooksidan-antioksidan denge ve insiilin direnci
izerine etkileri arastirildi. Antioksidan bir bilesik olan N-asetil sisteinin (NAC; 10 g/kg
yem igerisinde, w/w) HcyT’ ye bagl toksisiteyi azaltma potansiyeli incelendi. Bu
amacla, dokularda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu, malondialdehit (MDA),
glutatyon ve total antioksidan aktivite (ferric reducing antioxidant power; FRAP)
seviyeleri ile siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktiviteleri
tayin edildi. Serumda glikoz ve insiilin diizeyleri ile bobrek ve karaciger fonksiyon
testleri degerlendirildi. HcyT her iki dozda da serum Hcy diizeylerini yiikseltti, ancak
karaciger ve bobrek fonksiyon test sonuglarmda degisiklige sebep olmadi. HcyT 500,
karacigerde antioksidan parametreleri degistirmeksizin ROS olusumunu, MDA
diizeylerini ve insiilin direncini yiikseltti. Bobreklerde ise ROS ve MDA seviyeleri ile
SOD ve GSH-Px aktivitelerini arttirdi. HcyT 100 uygulanan sicanlarda, bobreklerde
prooksidan-antioksidan parametrelerde bazi degisiklikler g6zlenmesine karsin,
karacigerde bir degisiklik olusmadi. NAC uygulamasi, incelenen dokularda HcyT’ye
bagli ROS ve MDA diizeyleri ile antioksidan enzim aktivitelerinde goriilen artiglar
azaltti. Buna karsin, NAC insiilin direncini veya karaciger ve bobrek fonksiyonlarini
etkilemedi. Bulgularimiz NAC uygulamasmin Hcy diizeylerini diisirmede ve Hcy’ye
baghh karaciger ve bobrekte gelisen oksidatif stresi azaltmada etkili olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Hiperhomosisteinemi, Homosistein Tiyolakton, N-Asetilsistein,
Oksidatif Stres, Insiilin Direnci

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38361
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ABSTRACT

Kondakci, G. (2015). The effect of N-acetylcysteine (NAC) treatment on oxidative
stress and insulin resistance in hyperhomocysteinemic rats. Istanbul University, Institute
of Health Science, Department of Biochemistry. Master Thesis. Istanbul.

High levels of homocysteine (Hcy) have toxic effects. Homocysteine thiolactone
(HcyT), a thioester of Hcy, plays an important role in Hcy-induced toxicity. In this
study, the effect of two doses of HcyT (100 mg/kg and 500 mg/kg in drinking water) on
serum Hcy levels, hepatic and renal prooxidant—antioxidant balance and insulin
resistance were investigated. The ability of N-acetylcysteine (NAC; 10 g/kg in the diet,
w/w), an antioxidant compound, to reduce HcyT-induced toxicity was evaluated. For
this reason, reactive oxygen species (ROS) formation, malondialdehyde (MDA),
glutathione and ferric reducing antioxidant power (FRAP) levels and superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities were determined in
the tissues. Glucose and insulin levels, liver and kidney function tests were measured in
serum. HcyT at two doses increased serum Hcy levels, but results of liver and kidney
function tests remained unchanged. HcyT 500 increased hepatic ROS formation, MDA
levels and insulin resistance without any changes in hepatic antioxidant parameters.
HcyT 500 caused increased renal ROS and MDA levels and SOD and GSH-Px
activities. Some changes in prooxidant-antioxidant parameters were also observed in the
kidney, but not in the liver of HcyT 100- treated rats. NAC treatment decreased serum
Hcy levels and HcyT-induced increases in ROS and MDA levels and antioxidant
enzyme activities in examined tissues. However, NAC did not change insulin resistance
and liver and kidney function tests. We conclude that NAC treatment may be effective
in decreasing Hcy levels and Hcy-induced hepatic and renal oxidative stress.

Key Words: Hyperhomocysteinemia, Homocysteine Thiolactone, N-Acetylcysteine,
Oxidative Stress, Insulin Resistance

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 38361



1. GIRIS VE AMAC

Homosistein (Hcy) serbest siilfidril grubu iceren bir amino asittir. Organizmada
protein sentezine katilmayan amino asitlerden biridir. Besinlerle alinmamakta ve
metyonin ara metabolizmasi sirasinda siirekli olarak olusmaktadir. Hcy toksik bir
bilesik olup organizmada birikmesi tekrar metyonine doniismesi (remetilasyon) ya da
sistein ilizerinden siilfatlara metabolize olmas1 (transsiilfiirasyon) ile engellenmektedir

(34,73,80,88).

Normal kosullarda plazma Hcy diizeyleri 10 pM’m altindadir. Hcy
diizeylerindeki artiglar hiperhomosisteinemi (hHcy) olarak adlandmrilir (88). hHcy
aterosklerotik degisikliklere (6,8,49,88,89,91), hemostatik bozukluklara (2,31,49,67),
insiilin direncine (25,45,46,61), karaciger (6,51,95,99), kalp (10,29,93,100), bobrek
(37,70,96,103) ve beyinde (1,30,50,69) yapisal ve fonksiyonel degisimlere neden
olmaktadir. Hcy toksisitesini aciklamak icin degisik goriisler ileri siiriilmiistiir. Bunlar
arasinda oksidatif ve nitrozatif stres, homosistein tiyolakton (HcyT) olusumu ve
homosisteinilasyon olarak tanimlanan posttranslasyonel protein degisiklikleri 6nemli bir

yer tutmaktadir (2,34,49,88,102).

HcyT, Hey’nin bir tiyoesteri olup Hey’nin toksik etkilerinin olusumunda 6zel bir
Ooneme sahiptir. Plazmada eser miktarda bulunmasina ragmen, hHcy kosullarinda kan ve
dokularda miktar1 artar (34,36,67,73,102). HcyT diizeylerindeki artis aktif oksijen
radikalleri olusumunu arttirir ve N-homosisteinilasyon yolu ile N-Hcy bagli protein
diizeylerinde artiglara yol acar (38,102,106). Bu durum oksidatif strese, protein ve
enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulmalara neden olur (34,67,73,102). In vitro
(55,97) ve in vivo (54,74) baz1 ¢calismalarda HcyT nin Hcy’den daha toksik oldugu ileri
stiriilmiistiir. Bununla birlikte, HcyT uygulanarak yapilan in vivo ¢alismalar kisithdir ve
bu caligmalar genellikle Hcy’nin metabolik doniisiimiiniin yetersiz oldugu beyin (52,74)
ve kalp-damar sistemleri iizerinde (12,13,17,54) yapilmistir. Buna karsilik, Hcy
metabolizmasinda gorevli enzimlerce zengin olan karaciger (87) ve bobrek (66)
dokular ile ilgili iki ¢alisma bulunmaktadir. Bu nedenle, cahismamizda oncelikle diisiik
ve yiiksek miktarda HcyT iceren igme suyu uygulayarak hHcy olusturulan siganlarda
karaciger ve bobrek dokularinda prooksidan-antioksidan dengeyi, insiilin direncini ve

serumda karaciger ve bobrek fonksiyonlarinii ilk kez arastirmak istedik.



Ote yandan, hHcy kosullarinda gelisen toksik etkilerde oksidatif ve nitrozatif
stresin roliinun belirlenmesi ile cesitli antioksidan bilesiklerin bu toksisiteyi
azaltma/6nleme potansiyelleri de arastirilmaktadir (1,6,10,31,35,49,99). N-asetilsistein
(NACQC) hiicreleri koruyucu etkilere sahip antioksidan bir bilesiktir. Bir serbest radikal
tutucusu gibi davranir, gec¢is metallerini baglar, hiicre i¢i glutatyon (GSH) diizeylerinde
artisa neden olur. Ayrica antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkilere sahip oldugu
bildirilmistir (39,78,104). Mukolitik olarak ve parasetamol zehirlenmesi, doksorubisine
bagh kardiyotoksisite, anjina pektoris, iskemi-reperfiizyona baglh kalp hasari, bronsit,
radyokontrast maddelere bagh nefropati, agir metal zehirlenmesi, sizofreni, bipolar
bozukluk gibi psikiyatrik hastaliklar dahil bircok patolojinin tedavisinde
kullanilmaktadir (39,78,104). Ayrica insiilin direnci iizerine de yararli olabilecegi
bildirilmistir (16,39,40,86). Bilebildigimiz kadariyla, NAC’nin hHcy’de etkilerini
arastiran in vivo calisma yoktur. Sadece civciv embriyolar: ile yapilan bir in vitro
calismada Hcy ile indiiklenen oksidatif stresi baskiladig bildirilmistir (28). Ayrica, bazi
klinik calismalarda NAC’1n Hcy diizeylerini azaltmada etkili bir ajan olabilecegi ileri

stirtilmiistiir (9,68).

Bu bilgilerin 1s18inda, ¢alismamizda ikinci amacimiz NAC’in HeyT uygulanan
sicanlarda serumda Hcy diizeylerini, insiilin direncini, karaciger ve bobrek fonksiyon
testleri ile, belirtilen dokularda prooksidan-antioksidan gostergeleri azaltma/engelleme

potansiyeli olup olmadigini de gerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Homosisteinin Yapisi, Olusumu ve Metabolizmasi

Homosistein (Hcy) serbest siilfidril grubu i¢eren bir amino asittir. Organizmada
protein sentezine katilmayan amino asitlerden biridir. Besinlerle alinmamakta ve

metyonin ara metabolizmasi sirasinda siirekli olarak olugmaktadir (34,73,80,88).

Metyoninin Hcy’e doniistimiinde ilk basamak S-adenozilmetyonin (SAM)
olusumudur. Metyonin, metyonin adenoziltransferaz (MAT) katalizi ile SAM’a
doniisiir. Bu bilesik organizmada aktif metil grubu vericisi olup, metil transferazlar
tarafindan katalizlenen reaksiyonlarla kreatin, fosfatidilkolin ve norotransmitterler dahil
bircok bilesigin sentezinde gorev alir. Ayrica, metillenme gen ekspresyonunun
kontroliinde de rol oynar. S-adenozilhomosistein (SAH) SAM’a bagh metilasyon
reaksiyonlarinin bir iiriiniidiir. Daha sonra SAH, SAH hidrolaz etkisiyle adenozin ve
Hcy’e doniisiir. SAH metilasyon reaksiyonlarinm giiclii bir allosterik inhibitorii olup
SAM/SAH orani transmetilasyon potansiyelinin bir gostergesi olarak degerlendirilir

(34,73,80,88).

Toksik bir bilesik olan Hcy, remetilasyon ve transsiilfiirasyon olmak iizere iki
alternatif yolla degisime ugrar, ya remetilasyonla tekrar metyonine doniisiir, ya da
transsiilfiirasyon yolu ile geriye doniisiimsiiz olarak katabolize olur. Hcy tiim dokularda
olugsmasina ragmen, transsiilfiirasyon yolu sadece karaciger ve bobrekte aktif bir
bicimde calsir. Kan damarlar1 ve beyin gibi dokularda transiilfiirasyon yolu etkin
degildir ve Hcy’nin bu dokulardaki detoksifikasyonu remetilasyon yolu ile gerceklesir

(34,80,103).

Hcy’nin remetilasyonu iki farkli yolla gerceklesir. Bunlardan birincisi metyonin
sentaz (MS) tarafindan Kkatalizlenmektedir. Kofaktérii Bj; olan bu enzim 5-
metiltetrafolattan (5-MTHF) aldig1 metil grubunu, Hcy’e aktarmakta, metyonin ve
tetrahidrofolat (THF) olusmaktadir. THF ise kofaktorii Bg vitamini olan serin
hidroksimetil transferaz (SHMT) etkisiyle once S5,10-metilentetrahidrofolata (5,10-
MTHEF), bu bilesik de kofaktorii B, olan 5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
ile 5-MTHF’ye doniiserek rejenere edilmektedir. Folat/B, bagimh remetilasyon yolu
olarak da tanimlanan bu yol Hcy’nin metyonine doniismesinde etkili olan temel yoldur.

Diger remetilasyon yolunda ise kolinin oksidasyon iiriinii olan betain metil grubu



vericisi olup, doniisiim betain-homosistein S-metiltransferaz (BHMT) tarafindan kataliz

edilir ve dimetilglisin (DMG) ve metyonin olusur (34,73,80,88).

Transsiilfiirasyon yolunda sistatyonin-p-sentaz (CBS) ve sistatyonaz (sistatyonin
y-liyaz; CGL) enzimleri gorev alir. Once serinin p-karbonundaki hidroksil grubu ile
Hcy’nin siilfidril grubunun birlesmesi ile sistatyonin olusur. Bu reaksiyonu koenzimi Bg
olan CBS enzimi kataliz eder. Sistatyonin daha sonra CGL enzimi ile dezamine olarak
sistein, a-ketobiitirat ve amonyaga ayrilir. Koenzimi Bg vitamini olan CGL bu yolla
olusan sistein tarafindan allosterik inhibisyona ugrar. Olusan sistein ise GSH sentetaz
enziminin etkisiyle GSH sentezine katilabilir veya taurin ve siilfata metabolize olabilir.
Bashca karaciger, bobrek ve pankreasta gerceklesen sistatyonin sentezi geri

doniistimsiiz enzimatik bir reaksiyondur (34,73,80,88) (Sekil 2.1).

Folat/B12'den bagimsiz remetilasyon Transmetilasyon Folat/Bi> bagimh remetilasyon
= Serin
ATP N
\1MAT

5,10-CH-THF
/ -
f
\ Kolin Transsiilfiirasyon

a-keto butirat d 1 CGL
s Protein Sentezi

N

Glutatyon Taurin + SO42

Sekil 2-1: Homosisteinin metabolizmasi

5,10-MTFH, 5,10-metilentetrahidrofolat; 5-MTFH, 5-metil tetrahidrofolat; BHMT, betain-homosistein S-
metiltransferaz; CBS, sistatyon-B-sintaz; CGL, sistatyonin y-liyaz (sistatyonaz); DMG, dimetilglisin; MAT,
metyoninadenoziltransferaz; MS, metyonin sentaz; MTHFR, 5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz; MTs, metil
transferazlar; SAH, S-adenozil homosistein; SAM, S-adenozil metyonin; SHMT, serin hidroksimetil transferaz; THF,
tetrahidrofolat;



2.2. Homosisteinin Kanda Bulunma Sekilleri ve Hiperhomosisteinemi

Plazmada Hcy’nin indirgenmis ve oksitlenmis halde bulunur. Plazmada total
Hcy’nin %75 kadar proteinlere, 6zellikle albiimine baghdir. Baglanma proteinlerdeki
sisteinin siilfidril gruplar1 ile olur (S-Hcy-albumin). Kanda ise Hcy’nin en biiyiik
boliimii N-Hcy-hemoglobin (% 75) ve N-Hcy-albumin (%22) olmak iizere N-Hcy-
protein seklinde bagl oksitlenmis Hcy fraksiyonudur. Oksitlenmis Hcy’ nin geri kalani
homosistin (Hcy-S-S-Hcy) ve sisteinilhomosistein (Cys-S-S-Hey) olarak disiilfit
formundadir. Oksitlenmis Hcy’ nin ufak bir boliimii ise homosistein tiyolakton (HcyT)
seklinde olup total plazma Hcy’nin sadece % 0.4’{inii olusturur. HcyT son derece toksik
bir Hey tiirevidir. Plazmada total Hcy’nin sadece %?2’si indirgenmis serbest halde

bulunur (34,67,80,88) (Sekil 2.2).

Q NH,
H OJ\/VSH Cyo
NH, d
Homosistein (Hcy) Homosistein tiyolakton (HeyT)
NH,
Ho\ﬁ,l\v/ﬁxs,s
o]

S-Hcy-albumin

NH, g NH, NH,
N[ © HO S. _N SH
0 £ o] o]
)
I
N-(Hey-S-S-Cys)-albumin
N-Hcy-hemoglobin
J"E/\ 9 NH, NH,
HO\% S/S\/\KC\OH HO\C)\/\S/S C/OH
0 NH, S g

Homosistin, Hey-S-S-Hey Sisteinilhomosistein, Cys-S-S-Hey

Sekil 2-2: Homosisteinin kanda bulunma sekilleri



Insanlarda  plazma total Hcy diizeyleri 10 uM’mn  altindadur.
Hiperhomosisteinemi (hHcy) plazmada mevcut tim Hcy formlarindaki artis olarak
tamimlanmakta olup Hcy diizeylerine bakilarak ilimli, orta derecede ve ciddi hHcy
olarak siniflandirilmaktadir. hHecy olusumunda, Hcy metabolizmasinda gorev alan
enzimlerdeki genetik anormallikler ve vitamin yetersizlikleri, bobrek hastaligi ve fazla

miktarda metyonin alinmasi 6nemli rol oynamaktadir (49,73,88) (Tablo 2.1).

Tablo 2-1: Hiperhomosisteineminin nedenleri

Plazma Homosistein Diizeyleri Nedenleri

Ilimh-orta derecede bobrek hastaligi

Hipotiroidizm

Psoriasis

MTHFRB 677C>T variant

[limli-orta derecede folat veya B, vitamini eksikligi
Yaslanma

Yiiksek protein alimi

Sebze ve meyvelerin az tiikketilmesi

Ilimh (16-30 uM)

Agir bobrek hastalig
Orta dereceli (31-100 uM) Orta derecede vitamin B eksikligi
Ciddi folat eksikligi
MTHEFR 677>T variant (folik asit eksikligi ile birlikte)

Ciddi (>100 pM) Ciddi vitamin B, eksikligi
CBS enzim eksikligi

MS, MTHFR ve CBS enzimleri ile ilgili gen mutasyonlar1 Hcy diizeylerinde
artisa neden olur. Ayrica, bu enzimlerin kofaktorlerini olusturan folik asit, vitamin By,
ve Bg yetersizlikleri de hHcy’e neden olan diger faktorlerdir. Bunlar igersinde ozellikle
folat diizeylerindeki yetersizlikler onem kazanmaktadir (49,73). Hcy’nin oksitlenmesi
nedeniyle, hHey’li hastalarin idrarinda homosistin bulunur. Bu nedenle bu hastaliklar

homosistiniiriler olarak tanimlanir (88).

Yasam stili, ¢esitli hastaliklar, ilaclar, yas, cinsiyet, alkol ve sigara gibi faktorler
de hHcy’e neden olabilmektedir (49,88). Plazma Hcy diizeylerini etkileyen onemli
faktor bobrek hastaliklaridir. Bobrekler Hcy metabolizmasmda temel rol oynar. Gerek
remetilasyon ve gerekse transiilfiirasyon yollar1 bobreklerde aktif bir bicimde c¢alisir.

Bobrek fonksiyonlarinda bozulma hHcy ile birlikte seyretmektedir, ancak nedenleri agik

degildir (96,103).



Metyonince zengin diyet ile beslenme hHcy nin bir diger nedenidir. Et, balik ve
siit tirtinleri metyonince zengindir. Ortalama giinliik alim erkeklerde 2.3 g, kadmlarda
1.6 g civarindadir. Alinan metyoninin yarisi organizmada Hcy’e doniismektedir. Bu
doniisim SAM diizeylerinde artisa neden olur. SAM, MTHFR enzimini inhibe ederek
remetilasyonu baskilar, buna karsilik CBS’yi aktive ederek transsiilfiirasyon yolunu
uyarir. Asirt metyonin yiiklemesi bu dengenin bozulmasina ve Hcy diizeylerinde
belirgin artiglara neden olur. Bu nedenle, deney hayvanlarinda metyonin yiiklemesi

hHcy olusturma yontemi olarak siklikla kullanilmaktadir (2,88).

2.3. Homosistein Toksisitesinde Rol Oynayan Mekanizmalara Iliskin Genel
Bilgiler

A) Oksidatif Stres: Prooksidan-antioksidan denge saglikli bir yasam i¢in ¢ok
onemlidir. Serbest radikal olusumundaki artisa ve/veya antioksidan sistemdeki
yetersizlige bagl olarak organizmada oksidatif stres gelismektedir. Serbest radikaller,
dis orbitalinde paylasilmamus bir elektron tastyan bilesiklerdir. Omiirleri ¢ok kisa olup
kararsiz bir yap1 gosterirler ve ¢evrelerindeki molekiillerden elektron alarak kararl hale
ulasmak isterler. Bu nedenle ¢ok aktif ve zararh bilesiklerdir. Organizmada olusan
radikallerin ¢ok onemli bir boliimii oksijen kaynakhdir (Reactive oxygen species; ROS).
Oksijen disinda azot, karbon ve kiikiirt merkezli radikaller de olugmaktadir
(71,92)(Tablo 2.2).

ROS organizmada metabolik olaylar sirasinda siirekli olusur. Bu olusumda
mitokondri temel rol oynamakla birlikte, hiicrelerin tiim fraksiyonlar1 da etkilidir.
Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi, sitoplazmik ksantin
oksidaz, hiicre zarina bagli NADPH oksidaz ve lipooksijenazlar gibi enzimlerin kataliz
ettigi reaksiyonlar 6nemlidir. Ote yandan, radyasyon, ilaclar ve zararl kimyasallar gibi

cesitli disg etkenler de ROS olusumunda etkilidir (71,92).

Tablo 2-2: Oksijen ve azot kaynakh aktif bilesikler

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil HO" Hidrojen peroksit  H,O»
Alkoksil RO Singlet oksijen ‘0,
Peroksil ROO" Ozon O3
Siiperoksit Oy~ Hipoklorit asit HOC1
Nitrik oksit NO- Lipit hidroperoksit LOOH

Azot dioksit NOy Peroksinitrit ONOO™




ROS kararsiz yapilar1 nedeniyle basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler olmak
izere tiim hiicre bilesenlerini etkiler ve onlara zarar verir. Bu zarar organizmada baz1
tamir sistemleri tarafindan onlenmeye calisilir. Eger bu mekanizmalar yetersiz kalirsa,
oksidatif stresin zararh etkileri ortaya c¢ikar. Bunlar arasinda DNA hasari, protein
oksidasyonu, lipit peroksidasyonu, tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin
bozulmas1 onem kazanmaktadir. DN A’da bazlarin pargalanmasi, kollarinin kirilmasi ve
denatiirasyon gibi yapisal degisiklikler olurken, proteinler oksidasyona ugrayarak yapi
ve fonksiyonlari bozulur. Lipit peroksidasyonu ise hiicre zarlarindaki ¢ok doymamis
yag asitlerinde baslaylp zincirleme uzayan bir siire¢ olup zarlarin yap1 ve
fonksiyonlarmi bozar. Buna bagli olarak hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri bozulur. Hiicre
ici kalsiyum diizeylerinin artmas1 da proteazlar1 aktifler. Biitiin bu olaylar hiicre

hasarinda etkili bir rol oynar (71,92).

Organizmada ROS hasarini engellemek i¢in giiclii bir savunma sistemi bulunur.
Antioksidan sistem olarak tanimlanan bu sistem 6zel enzimleri, suda ve yagda ¢6ziinen
radikal tutucularmi ve metal iyonlarin1 baglayan proteinleri kapsamaktadir. Bu sistem
radikal olusumunu smirlama, tetiklenen reaksiyonlarmm kirilmasini saglama, olusan
radikalleri yok etme, hasarlanmis molekiilleri tamir etme ve ortadan kaldirma gibi

mekanizmalarla etkili olur (71,72,92) (Tablo 2.3).

Tablo 2-3: Organizmada antioksidan sistem elemanlari

Enzimler Suda ¢oziinen Yagda ¢oziinen Metal iyonlarini
radikal tutucular radikal tutucular1  baglayan proteinler

Superoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) E vitamini Ferritin

Katalaz C vitamini B-Karoten Transferrin

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)  Urik asit Bilirubin Haptoglobin

Glutatyon rediiktaz (GSH-R) Ubikinol Seruloplazmin

Glutatyon transferaz (GST) Flavonoidler Albumin

SOD: Siiperoksit radikalini (O 7)) HxO, ve molekiiler oksijene doniistiiriir.
SOD’un bakir ve ¢inko (Cu ve Zn) ve mangan (Mn) kapsayan iki izoenzimi

bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde, Mn-SOD ise mitokondride bulunur.

SOD

20, + 2H* 2H,0,+ 0,



Katalaz: Tetramerik hemoprotein olan katalaz enzimi H>O;’1 oksijen ve suya

parcalayan reaksiyonu katalizler. Enzim, peroksizomlarda yerlesmistir.

H,0, 3882 > 51104+ 0,

GSH-Px: H,0, ve lipit hidroperoksitleri (LOOH) metabolize etmektedir. GSH-
Px’in selenyuma bagimh ve selenyumdan bagimsiz iki farkh tipi vardir. Selenyuma
bagimhh formu hem HO;’in hem de LOOH’larin metabolizmasmda yer alirken,
selenyuma bagimh olmayan tipi sadece LOOH’lar1 metabolize etmektedir. Bu
reaksiyonlarda GSH hidrojen verici olarak gorev yapmakta, H,O, ve LOOH’lar
indirgenirken, GSH oksitlenmis sekline (GSSG) doniismektedir. Oksitlenmis glutatyon
ise NADPH’a bagimh glutatyon rediiktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a

indirgenmektedir.

GSH-Px

LOOH + 2GSH LOH + GSSG + H,0O

GSH-R

GSSG + NADPH + H+ 2GSH + NADP+

GST: Dimerik yapida sitozolde bulunan bir enzimdir. Cok sayida izoenzimi
vardir. Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda onemli rolleri olan GST’ler cesitli

endojen ve eksojen bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu kataliz eder.

R-X+GSH — GS-R + HX
GST’lerin baz1 izoenzimleri GSH-Px aktivitesi gostererek LOOH’larm metabolizmasini
da saglar.

LOOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

GSH: Hiicrenin en 6nemli antioksidan molekiiliidiir. y-glutamik asit, sistein ve
glisinden sentezlenen bir tripeptiddir ve serbest siilfidril grubu icerir. Serbest radikaller

ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara karsi korur.

GSH zehirsizlestirme reaksiyonlarna dogrudan katildig:i gibi, bazi enzimlerin
substrat1 veya kofaktorii olarak da gorev yapmaktadir. Basta karaciger olmak tizere pek
cok dokuda yiiksek oranda bulunur. GSH-Px, GSH-R ve GST gibi enzimlerin
fonksiyonu i¢in gereklidir. Ayrica hiicrenin protein yapisindaki siilfhidril gruplarmi

indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller.
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E vitamini: Yagda erir nitelikte giiclii bir antioksidan vitamindir. Yapisal olarak
birbiri ile baglantili bir grup bilesigi kapsar (tokoferoller ve tokotrienoller). Bunlarin
hepsi izoprenoid takisi igerirler. Yapisindaki fenol halkasina bagli hidroksil grubu aktif

kismini1 olusturur ve molekiiliin antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir.

C vitamini (Askorbik Asit): Suda c¢oziinen giiclii antioksidan molekiildiir.
Insanlarda sentez edilmedigi icin diyetle alinmas1 gerekir. C vitamini yapica heksozlara
benzer ve organizmada kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir. Superoksit radikali,
hidroksil radikali ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 etkisizlestirir.
Sulu fazda bulunmasina karsin lipit peroksidasyonunu baslatici radikalleri temizleyerek
lipitleri ve zarlar1 da oksidan hasara karsi korur. E vitamininin tekrar rejenerasyonunda
gorev alir, tokoferoksil radikalinin o-tokoferole indirgenmesini saglar. Boylece E
vitamini ile birlikte etkin bir sekilde diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)’yi oksidasyona
kars1 korur (71,92).

Hasarm olustugu yere baglh olarak cesitli organ ve sistemler etkilenmektedir.
Giintimiizde serbest radikallerin bir¢ok hastaligin ve patolojik durumun ortaya ¢ikisinda
onemli bir rol oynadig1 kabul edilmektedir. Oksijen radikalleri ile ilgili bu patolojik
durumlar ¢ok genis bir yayilim gostermektedir. Serbest radikallerin ateroskleroz, kanser
olusumu, iskemi-reperfiizyon hasari, diabetes mellitus komplikasyonlarinin geligimi

gibi bir ¢ok hastalikta etkin bir rol oynadig saptanmustir (71,72,92) (Tablo2.4).

Tablo 2-4: Serbest radikallerle iliskili baz1 patolojik durumlar

» Ateroskleroz » Radyasyon hasar

» Kanser > Inflamasyon

> Iskemi-reperfiizyon hasari » Diabetes Mellitus

» Romatoidartrit » Merkezi sinir sistemi hastaliklar
» Otoimmun hastaliklar » Bobrek bozukluklar

» Akciger hastaliklar » G0z bozukluklar

» Kas hastaliklari » Cilt bozukluklari

» Karaciger bozukluklar » Gastrointestinal bozukluklar

» Kan hastaliklar1 > Beslenme yetersizlikleri
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B) Endotel Disfonksiyonu ve Nitrik Oksit (NO) Biyoyararlammm: Damar
endoteli ¢ok islevli bir dokudur. Endotel hiicrelerinin kan-doku bariyerinin
korunmasinda, kan akimi ve damar direncinin diizenlenmesinde, anjiogenezde, sivi
dengesinde, hormonlarin metabolizmasinda, immiin ve inflamatuar reaksiyonlarin
ayarlanmasinda, Ozellikle diiz kas hiicreleri olmak iizere diger hiicre tiplerinin
cogalmalariin kontroliinde 6nemli bir rol oynar (27,38). Endotelde sentezlenen NO
vazodilator, anti-inflamatuvar, trombosit agregasyonu ve adezyonunu engelleyici,
trombosit kaynakli biiylime faktorlerinin salimimini baskilayici etkilerle bu kontrolde
gorev alir (22,27,42). Endotel disfonksiyonu ise endotelde iiretilen vazodilator etkili
bilesiklerin biyoyararliliginin azalmasi, buna karsilik vazokonstriktorlerin etkisinin
artmasma bagh olarak gelisen bir olaydir (27,38). Endotel aracii vazodilatasyonun
bozulmasi, endotel disfonksiyonunun gostergesi olarak kabul edilir. Bu kosullarda
inflamasyon ve koagiilasyonu tetikleyen mekanizmalar da aktiflenir. Endotel
disfonksiyonunun fizyopatolojisinde bir¢ok karmasik mekanizma yer alir. Bunlardan

oksidatif stres ile NO biyoyararlaniminin azalmasi etkin bir rol oynar (27,42,44).

Endotel disfonksiyonunun molekiiler temelinde NO’nun inaktivasyonu ve nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimindeki fonksiyon degisikligi rol oynamaktadir. NO renksiz
bir gaz olup serbest radikal oOzelligine sahip bir molekiildiir. Dis orbitalinde
paylasilmamis tek elektronun varligi bu molekiile radikal 6zelligi kazandirir. Fizyolojik
kosullarda dayaniksiz olup hizla nitrit ya da nitrata oksitlenerek ortamdan uzaklasir.
Organizmada NO sentezi i¢in kullanilan oncii molekiil L-arginin olup bu sentez NOS
tarafindan gerceklestirilir. Oncelikle L-arginin hidroksillenir, daha sonra sitriilin ve
NO’e cevrilir. Bu sentezde molekiiler oksijen ve kofaktor olarak tetrahidrobiopterin
(BH4), FAD, FMN ve NADPH kullanilir (22,38).

NOS enziminin cesitli izoformlar1 vardir. Bunlar endotel hiicrelerinde bulunan
endotelyal NOS (eNOS), sinir dokusunda ve akciger gibi bazi dokularda bulunan
noronal NOS (nNOS) ve immiinolojik uyaranlarla indiiklenen ve hemen hemen tiim
hiicrelerde bulunan indiiklenebilir NOS (iNOS)’tur. Bunlardan nNOS ve eNOS yapisal
NOS olarak adlandirilir (22).

NOS enziminin tiim formlar1 rediiktaz ve oksijenaz domenleri tastyan iki
monomerden olusmaktadir. NOS enzimlerinin etkinligi dimer yap1 olusumuna

bagimhdir. NOS enziminin her monomerinin karboksi terminallerinde rediiktaz, amino
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terminallerinde oksijenaz domenleri, iki domen arasinda kalmodulin baglayan
segmentler bulunur. Kalmodulinin baglanmasiyla, NADPH’dan gelen elektronlar FAD
ve FMN iizerinden diger monomerin oksijenaz domenindeki hem grubuna aktarilir. Bu
domende hemin yam sira prostetik grup olarak BH4 de bulunur. BH, iin aktif bolgede
heme sikica bagli olarak her iki monomerdeki amino asit kalmtilartyla etkilesimde
olmasi, eNOS’un dimer olusturmasini saglar. BH4, bir elektron vermek suretiyle
molekiiler oksijeni aktifler ve hem bolimiinde elektronlar O,’yi indirgeyerek L-
argininden L-sitriilin ve NO olusumunu gergeklestirir. Bu sirada BH4, BH; radikaline
doniistir. Bu radikal, flavinli koenzimler veya alternatif olarak askorbik asit gibi
indirgeyici ajanlarla rejenere olur (22,38). BH,’iin yetmezligi olusursa eNOS’un
homodimer yapisinda ayrisma olur ve enzimde fonksiyon degisikligi goriiliir. Bu durum
‘NOS uncouplingi’ olarak adlandirilir. Elektronlarin flavinlerden L-arginine akisi
bozulur, L-arginin oksitlenemez ve bu nedenle molekiiler oksijenden siiperoksit anyonu

olusur (Sekil 2.3) (22,38,88).

Vaskiiler hastaliklarin  ¢ogunda damar duvarinda NADPH oksidazlarin
ekspresyon ve aktivitesi artar ve ¢ok miktarda O,” olusur (38,44). SOD’un etkisiyle O,
radikallerinden olusan H,O, eNOS ekspresyonunu uyarir. Olusan NO hizla O," ile
reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOQO") olusturur ve ortamdan uzaklasmis olur.
Oksidatif stresin uyarildigi kosullarda olusan bu ONOO™ radikalleri eNOS un kofaktorii
olan BH,’ii oksitleyerek onu trihidrobiyopterin radikali (BH3') haline getirir. Sonugta
NOS’un, L-arginine olan ilgisi azalir ve eNOS, NO iireten bir enzim olmaktan ¢ikip,
O, iireten bir enzim haline doniisiir. Bu olayda rol alan mekanizmalar arasinda BHy’iin
oksidasyonu, L-arginin azalmasi ve endojen metilargininlerin, ozellikle bir NOS

inhibitorii olan asimetrik dimetilargininin (ADMA) birikimi sayilmaktadir (22,38,44).
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MO+ Sitrulin

kalmodiilin

[T L L‘-
kalm.u.»dulm Arginin + O;

| Rediiktaz

MO + Sitrulin

Oksidaz

.+ Sitrulin

Sekil 2-3: NOS' un yapisi ve katalitik islevleri

C) Nitrozatif Stres: Organizmada O," ile NO’nun birlesmesi ile olusan ONOO
artisina baghdir. ONOO™ radikali son derece giiclii bir oksidandir. Mitokondride
elektron transport zincirini inhibe eder, proteinlerin siilfidril gruplarint oksitler, lipit
peroksidasyonunu uyarir ve tirozin gibi sinyal iletim yollarinda etkin aminoasitleri
nitratlar (22,42,44). Bu radikalin proteinlerle olan baslica reaksiyonu aromatik amino
asitlerin nitrasyonudur ve 6zellikle 3-nitrotirozin (NT) olusur. ONOO™ dayanikh bir
bilesik olmadigindan in vivo peroksinitrit olusumunun ve nitrozatif stresin
gosterilmesinde stabil bir son {riin olan nitrotirozin Ol¢iimii  kullanilmaktadir

(22,38,42,44).

2.4. Homosistein Nicin Toksiktir?

Hcy’nin organizmaya toksik olmasmin nedenlerini aciklamak icin degisik
goriiglerileri siirtilmiistiir. Bunlar arasinda 6zellikle oksidatif ve nitrozatif stres, HcyT
olusumu, homosisteinilasyon ve endoplazmik retikulum stresi On plandadir

(2,34,49,88,102).

Oksidatif stres: Hcy’ nin oksidatif stresi arttirmasmda farkli mekanizmalar rol
alir. Bunlar Hcy’nin otooksidasyonu, eNOS’un uncouplingi yoluyla NOS bagimh
stiperoksit ve peroksinitrit olusumunda artig, antioksidan enzim inhibisyonlar1 ve

NADPH oksidazlarin aktivasyonu olarak tanimlanmaktadir.
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Hcy oksijen, demir ve bakir gibi metal iyonlarmin varliginda hizla
otooksidasyona ugrar. Hcy’nin serbest tiyol grubunun oksidasyonu sirasinda Hcy bir
distilfit kopriisii ile plazma proteinlerine, 6zellikle albumine (a), sistein gibi diisiik
agirhikli plazma tiyollerine (b) veya ikinci Hey (c) molekiiliine baglandigi sirada O,
anyonu, H,O, ve hidroksil (OH)) radikalleri gibi ROS olusur (2,31,88,102).

a) Hcy-SH + Protein-SH ——» Hcy- S-S-Protein (Protein tiyol disiilfit)
b) Hcy-SH+ Cys-SH —» Hcy-S-S-Cys (Sisteinilhomosistein)
c¢) Hcy-SH+ Hcy-SH ——» Hcy-S-S-Hcy (Sistin)
Otooksidasyon sirasinda, Hcy oksijen ve gecis metallerinin (M) varhiginda tiyil
(Hcy") radikaline doniisiir. Bu radikal bir serbest radikal ara maddesi (Hcy-S-S-Hcy™)
olusturmak i¢in Hcy ile reaksiyona girer. Bu ara madde de O,’i indirgeyerek O,
radikali olusumuna neden olur. Otooksidasyon kademeleri asagidaki bicimde

gosterilebilir (88,102).

e Hey+M" _— , M™+Hcy:

e M"Y*0, —»M"0,"

e Hcy+Hcy — Hcy-S-S-Hey™

e Hcy-S-S-Hey™ +O, — Hcey-S-S-Hey +O,™

NOS bagimh superoksit radikali olusumu: Hcy’nin eNOS protein diizeylerini
ve enzim aktivitesini etkilemeksizin NO olusumunu baskiladig, eNOS enziminin
kofaktorii olan BH4 oksidasyonunu uyardigi ve bu durumun NOS enziminin
“uncoupling”i ile sonuglandig bildirilmistir (18,38,88). Boylece O, radikali olusumu
daha da artip NO olusumu azalmaktadir. Hcy, eNOS’un endojen inhibitorii olan ADMA
diizeylerini arttirarak da NO olusumunu azaltir (38, 88).

Ote yandan, Hcy nNOS ve iNOS aktivitelerini arttirarak NO olusumunu
arttirmaktadir. NO artis1 biyolojik olarak yararli bir olay olmakla birlikte, hHcy gibi
oksidatif stresin arttig1 kosullarda ONOQO™ olusumunun tetiklenmesi ile zararli bir sonug
dogurabilir. Bu nedenle hHcy damarlarda endotele bagimli vazodilatasyonu bozar ve
ekstraselliiler matriks degisikliklerine neden olarak damar duvar yapisini etkiler

(18,38,88).
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Homosistein tiyolakton: Hcy toksisitesinde HcyT ve onun etkisiyle olusan
protein N-homosisteinilasyon ©Onemli bir rol oynamaktadir. HcyT, Hcy’nin bir
tiyoesteridir. 11k kez 1930’11 yillarda sentez edilmesine ragmen, biyolojik énemi 50 yil
kadar sonra, organizmada bazi aminoacil-tRNA sentetazlarin hata tamir reaksiyonu
sirasinda bu bilesigin olustugunun saptanmasi ile onem kazanmustir. HeyT tiyol ve
karboksilik gruplar arasinda molekiil ici kondansasyon ile olusur ve plazmada eser

miktarlarda bulunur (34,36,67,73,102).

Tim organizmalarda Hcy, metyonine yapisal benzerligi nedeniyle protein
biyosentezinin ilk asamasina girer ve metyonil-tRNA sentetaz (MetRS) tarafindan
tanimlanarak ve aktiflenerek bir tRNA-Hcy-AMP ara maddesi olusur. Ancak
MetRS’nin hata diizeltici aktivitesi Hcy’nin protein sentezine katilmasina izin vermez
ve Hcy-AMP’deki anhidr baginin enerjisi molekiil i¢i tiyoester baginin olusumunda
kullanilarak HcyT olusur (11,36,38,73,102).

MetRS+Hcy+ATP , MetRs. Hcy-AMP +PPi

Hcy tiyolakton olusumu iki yonden zararlidir. lki bu reaksiyon ATP kullanir ve
bu nedenle enerji sarfina yol acar. Ikincisi proteinlerin lizin amino asitlerinin epsilon
amino gruplar1 ile amid baglar1 olusumu vasitasiyla  proteinlerin  N-
homosisteinilasyonuna neden olur. N-homosisteinilasyon proteinlerin yapt ve
fonksiyonlarmi etkilemekte, proteolitik parcalanmaya daha duyarh hale getirmektedir.

Bu nedenle Hcy toksisitesinde 6zel bir oneme sahiptir (38, 102,106).

HcyT’nin Hey’den ¢ok daha toksik oldugu, ¢cok daha diisiik konsantrasyonlarda
apoptozisi ve endoplazmik retikulum stresini indiikledigi in vitro c¢alismalarla
bulunmustur  (55,97). Ozellikle LDL’nin N-homosisteinilasyonunun ~ LDL’nin
oksidasyona duyarlihigini arttirdigr ve makrofajlar tarafindan alinmasim kolaylastirdig
bildirilmigtir (102). HcyT nin Hcy ve metyonine oranla daha toksik oldugu bazi in vivo

calismalarda da ileri siiriilmiistiir (54,74).

HcyT toksisitesini azaltmak i¢in organizmada bir savunma sistemi
bulunmaktadir (102). Tim organizmalarda HcyT’nin biiyiikk kismm hiicrelerden
ekstraselliiler ortama atilir ve bobreklerden idrara salinarak temizlenir. Bunun yanisira
yiiksek dansiteli lipoproteinlerde (HDL) bulunan Hcy tiyolaktonaz/paraoksonaz (PONT)

enzimi tarafindan plazmada yikilir (11,18,102). Buna ek olarak, dokularda bleomisin
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hidrolaz (BLH) olarak tamimlanan bir enzim de hiicre i¢inde HcyT’yi metabolize

etmektedir (106).

Endoplazmik retikulum (ER) stresi: HcyT olusumu ve N-homosisteinilasyon
ER stresine neden olur, ER’den salgilanan proteinlerde hasara yol acar. ER stresi lipit
metabolizmas1 bozukluklarmna, inflamatuvar yollarin aktivasyonuna, insiilin sinyalinde

bozulmaya ve hiicre 6liimiine neden olur (2,34,38,67).

Homosisteinilasyon: S-homosisteinilasyon ve N-homosisteinilasyon olmak
tizere iki tipi vardwr. Her iki olay da posttranslasyonel protein degisiklikleridir
(34,36,67,73,102).

a) S-homosisteinilasyon: Protein tiyolasyonu olarak da tanimlanir. Hey’nin
serbest siilfidril grubunun proteinlerdeki sistein kaltilarindaki siilfidril grubu ile
reaksiyona girmesi sonucu olusur (Sekil 2.4). Kandaki Hcy’nin % 70’1 tiyollenmistir.
Tiyolasyon kanda Hcy diizeylerine baghdir. Bu degisiklik proteinlerin siilfidril grubuna
baghh redoks durumunu degistirir, proteinlerin ve enzimlerin fonksiyonlarmni etkiler

(67,73).

ys<SH  +  HS-CH,-CH,-CH-COOH
|
NH,

Protein-SH Homosistein, Hcy

‘ S-homosisteinilasyon ‘

$-S-CH,-CH,-CH-COOH
|
NH,

Protein-5-5-Hcy

Sekil 2-4: S-homosisteinilasyon
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b) N-homosisteinilasyon: Hcy’nin halkali bir tiyoesteri olan HcyT nin
proteinlerdeki lizin amino asidinin g-amin gruplarina baglanmas: ile olur (Sekil 2.5).
Kanda N-bagli Hcy’nin % 75’1 hemoglobinde, % 22’si albuminde ve %?2’si y-globulin
fraksiyonunda tasmir. Diger biitiin kan proteinleri %1 N-bagli Hcy tagir.

Plazmada ise N-baglh Hcy’nin % 90’1 albuminle tasmir. hHcy kosullarinda HeyT
diizeylerindeki artis N-homosisteinilasyonu tetikler. N-homosisteinilasyon proteinlerin
yap1 ve fonksiyonlarini etkiler ve onlar1 denatiirasyona duyarh hale getirir. Hcy igeren
bu proteinler otoimmun yanitlar1 da tetiklemektedir. Ayrica, HecyT, ayni proteinlerde

tiyolasyona da neden olmaktadir (34,36, 67,73,102).

NH, NH,
!
CH,- CH-C=0
I I
CH, ——S

Homosistein tiyolakton (HcyT)

Protein-Lys-e-NH, +

‘ N-homosisteinilasyon ‘

Lys-e~NH-C-CH-CH,-CH,-SH

||
O NH,

Protein-Lys-E-N-Hcy

Sekil 2-5: N-homosisteinilasyon

2.5. Hiperhomosisteineminin Kan ve Dokular Uzerine Etkileri

Kalp-damar sistemi iizerine etkileri: @ Homosistiniirili  hastalarda
tromboembolik olaylarin sik goriilmesi lizerine hHcy ile damar bozukluklari arasinda
bir iliski olabilecegi ileri siiriilmiis ve bu iliskinin niteligi klinik ve deneysel
calismalarla arastirillmaya baslanmistir (49,88). 1990’11 yillardan itibaren bu alandaki
calismalar giderek yogunlagsmistir. Giinlimiizde hHcy aterosklerotik kalp-damar
hastaliklarinda bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir (8,38,80,88). hHcy’e
bagli olarak gelisen endotel hasarinin ateroskleroz olusumunda tetikleyici bir rol

oynadig1 kabul edilmektedir. Hcy diizeyleri arttiginda otooksidasyon ile ROS olustugu,
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bunlarin dogrudan etkiyle endotel hasari olusturdugu, LDL’nin otooksidasyonunu
hizlandirarak aterom plaklart olusumunu arttirdigr ileri siiriilmiistir (2,49,88).
Giintimiizde oksidatif stresin ve 0Ozellikle LDL oksidasyonunun ateroskleroz
patojenezinde etkin bir rol oynadig1 bilinmektedir.
Bu nedenle hHcy’de ROS ve oksitlenmis LDL’deki artiglar ateroskleroz olusumundaki
cesitli basamaklari tetiklemektedir (2,8,31,38,49,88).

hHcy’de endotel hasar1 olusumu, prostasiklin ve NO sentezinde azalma,
trombosit adezyon ve agregasyonunda artma, endotelde vazodilatasyon kaybi, diiz kas
hiicre proliferasyonunda artma ve Kkoagiilasyon zincirinde bozulma gibi olaylar
gelismektedir. Hey diizeylerindeki artisin damar endotelinde NO biyoyararlanimini da
etkiledigi, baslangicta endotelden salgilanan NO ile Hcy’nin baglanmasi sonucu olusan
S-nitrozo-Hcy koruyucu rol oynasa bile, asir1 ROS, NO olusumunu azaltmakta ve
boylece bu koruyucu mekanizma ortadan kalkmaktadir. Aksine, NO’nun O, ile
birlesmesiyle ¢ok etkili bir radikal olan ONOO' radikali olugsmakta ve buna bagh toksik
etkiler gelismektedir (2,18,36,38).

hHcy’nin miyokardda da yapisal ve fonksiyonel degisimlere neden oldugu ileri
stirilmektedir (29,93). Metyoninin farkli dozlarinin antioksidan sistem ve kalp yap1 ve
fonksiyonlar1 {izerine etkisi konusunda bazi celigkili sonuclar elde edilmesine ragmen,
kalpte oksidatif stresin arttigi bildirilmistir (6,10,62,84,100). Benzer c¢alismalar

homosistein (93) ve homosistin (35) uygulanan deney hayvanlarinda da yapilmistir.

Karaciger iizerine etkileri: Ilk kez Lynch ve Strain (47), 7 hafta siire ile %2
oraninda metyonin iceren diyetle beslenen sicanlarda karacigerde prooksidan-
antioksidan dengenin prooksidan yoOniinde degistigini bildirmistir. Daha sonraki
calismalarda metyonin uygulamasi ile karacigerde oksidatif stresin gelistigi ve bazi
histopatolojik degisiklikler olustugu vurgulanmustir (6,58,76,90,95). Benzer calismalar
homosistein (51,79) ve kolin eksik (14) diyet uygulanan deney hayvanlarinda da
yapilmistir. Anabilim Dahmizda yapilan bir ¢alismada da 6 ay siire ile metyonin
(1g/kg/giin) uygulanan si¢anlarda serum Hcy diizeylerinin 12 kat artt1id1, serumda alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) aktiviteleri ile karacigerde
MDA, dien konjugat (DK), NT diizeylerinde anlamli artislar oldugu, enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistemde bir yetersizlik olustugu, karacigerde apoptotik

ve nekrotik degisiklikler goriildiigii bulunmustur (99).



19

Bobrekler iizerine etkileri: Klinik ve deneysel ¢aligmalar Hcy’nin bobrek
hastaliklarinin  olusumunda, ilerlemesinde ve kalp-damar komplikasyonlarinin
gelismesinde ¢cok dnemli bir rol oynadigini gostermistir (96,103). Bobrek hastalarinda
Hcy diizeylerinin artisinda transmetilasyonla Hcy olusumundaki artigin yani sira
Hcy’nin  metabolizmast  ve viicuttan uzaklastirdmasindaki yetersizlikler rol
oynamaktadir (96,103). Son bulgular hHcy’'nin dogrudan glomeriilleri etkileyerek

glomeriiler skleroza neden oldugunu gostermistir (88,96,103).

Metyonin (1 g/kg/giin) uygulanan sicanlarda bobreklerde oksidatif ve nitrozatif
stresin arttig1, antioksidan sistemin baskilandigi, serum kreatinin diizeylerinin ise
degismedigi goriilmiistiir (6,105). Metyonin uygulanan bir calismada bobreklerde MDA
diizeylerinin, NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz aktivitelerinin arttigi, SOD
aktivitesinin azaldigi, glomeriillerde histopatolojik degisiklikler oldugu bildirilmistir
(32). Benzer ¢aligmalar diger deneysel (15,37,43,70) ve genetik (82) hHcy modellerinde
de yapilmis ve hHcy’nin bobrek yapi ve fonksiyonlarini engelleme potansiyeli

arastirilmak istenmistir.

Hemostaz iizerine etkileri: hHcy’de endotel ve damar diiz kas hiicreleri, bag
dokusu, trombositler ve koagiilasyon faktorleri etkilenmektedir (2,18,31,49,67).
hHcy’nin hemostaz iizerine etkisi karmasiktir ve heniiz tam anlamui ile agiklanamamastir.
NO olusumunda ve biyoyararlaniminda bozulma, oksidatif stres, hemostatik
proteinlerin N-homosisteinilasyonu veya S-homosisteinilasyonu, diiz kas hiicre
proliferasyonunda artig, inflamasyon gibi faktorlerin etkili oldugu ileri siiriilmektedir

(2,18,31,36,38,49,67).

Beyin iizerine etkileri: Hcy norotoksik bir maddedir. Sinaptik disfonksiyona ve
hiicre 6liimiine neden olur. N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri yoluyla glutamat
norotoksisistesine yol acar. Epidemiyolojik ¢alismalar Hey diizeyleri ile ndrodejeneratif
hastaliklar arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (5,30,52,69).

Hcy kan beyin engelini kolayca asmaktadir (63). Beyin dokusu betain
remetilasyonu ve transsiilfiirasyon yolu enzimlerine sahip olmadig: icin (21), hHcys ile
indiiklenen prooksidan uyariya ¢ok duyarhidir. Metyonin (1,50,77) ve homosistein (81)
uygulamalarinm beyinde ve beynin farkli bolgelerinde prooksidan-antiokidan dengeyi

etkiledigi, histopatolojik bazi1 degisikliklere neden oldugu bildirilmistir.
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Insulin direnci iizerine etkisi: Insiilin direnci (insulin resistance; IR) insiilinin
normal veya yiiksek serum diizeylerine karsin azalmis etkinligi ile karakterize bir
sendrom olup Tip 2 Diabetes Mellitus ve metabolik sendromun temel 6zellikleri
arasinda yer alir (56). IR’ye neden olan kompleks mekanizmalar heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Bununla birlikte, oksidatif stres, inflamasyon ve endoplazmik
retikulum stresi bu sendromun patogenezinde rol alan temel mekanizmalar olarak kabul

edilmektedir (19,56).

Glikoz, serbest yag asitleri ve sitokin diizeylerindeki artis ROS ve reaktif azor
tiirleri (RNS) diizeylerini arttirir ve oksidatif strese yol acar. Bu durum Ixp kinaz B
(IKKB) ve diger stres-duyarli serin/treonin kinaz sinyal kaskatlarinda aktivasyona yol
acar. Bu kinazlar aktiflendiklerinde insulin reseptorii ve IRS-1 ve IRS-2 gibi insulin
reseptor substrat1 proteinler dahil birgok hedefte fosforilasyon yapar. Insulin reseptor
veya IRS proteinlerindeki serin ve treonin amino asitlerindeki bu fosforilasyon IRS-
1’deki tirozinlerin fosforilasyonunu engeller ve yolaktaki onunla baglantili PI 3-kinaz
(PI3K) gibi sinyal molekiillerindeki etkilesimi bozar ve sonug olarak insiilin etkisinde
azalmaya yol agar (19,56,60). Antioksidanlar ise strese duyarl kinazlarmn aktivasyonunu
engelleyerek oksidatif stres tarafindan indiiklenen IR’ye karst koruyucu bir rol

oynamaktadirlar (19,39) (Sekil 2.6).

Insiilin Insiilin
duyarhhg direnci
insiilin Insiilin
1 Glikoz [= 3
T FFA -
T Sitokinler | Insiilin reseptirii
i PY
& pY
= pY
% PST pSIT 0@}
I ROS, RNS @ = I
Olsidatif stres
T IKKB @
T Diger Serin/Treonin
stres kinazlan

Sekil 2-6: Oksidatif stres uyarmal insiilin direncinde serin kinaz aktivasyonunun rolii

PS/T, serin veya treonin fosforilasyonu; PY, tirozin fosforilasyonu; RNS, reaktif azot tiirleri; ROS, reaktif oksijen
tuirleri;
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Plazma Hcy diizeyleri ile IR arasinda bir korelasyon saptanmustir (53). hHcy
indiiksiyonunu takiben IR gelistigini gosteren in vivo (25,45,46) ve in vitro (45,61)
bircok calisma yaymlanmistir. hHcy kosullarinda IR gelisiminde Hcy ve HcyT
birikimiyle uyarilan oksidatif stres etkili olmaktadir (55,61). Ote yandan, adiposit
kiiltiiriine in vitro (45) ve diabetik sicanlara in vivo uygulanan (26) insiilinin Hcy
diizeylerinde bir artisa neden oldugu ve bu etkisini karacigerde transsiilfiirasyon
yolundaki enzimleri baskilayarak yaptigi saptanmustir (33). Bu nedenle, hHcy’nin IR

gelisiminde bir neden mi, yoksa bir sonu¢ mu oldugu tartismalidir.

2.6. N-Asetilsistein (N-Acetylcysteine; NAC)

NAC, L-sisteinin asetillenmis halidir. Yapisindaki siilfidril grubu NAC’1n
metabolik aktivitesini belirlemekte, asetil grubu ise molekiilii oksidasyona kars1 direngli
kilmaktadir (Sekil 2.7). Sisteinin asetilasyonu polariteyi azaltmakta ve dokulara girisi
kolaylastirmaktadir.. Gercekten, agiz yolu ile alindiginda barsaklardan hizla ve
tamamen emilerek vena porta ile karacigere ulasir ve karacigerde deasetilasyonla

sisteine doniisiir (39,78,104).

Sekil 2-7: NAC' in molekiiler yapisi

NAC uzun yillardan beri klinik amagla kullanilan bir tiyol bilesiktir. Mukolitik
olarak ve parasetamol zehirlenmesi, doksorubisine bagh kardiyotoksisite,
anjinapektoris, iskemi-reperfiizyon kalp hasari, bronsit, radyokontrast maddelere bagh
nefropati, agwr metal zehirlenmesi, sizofreni, bipolar bozukluk gibi psikiyatrik

hastaliklar dahil bir¢ok patolojinin tedavisinde kullanilmaktadir (39,78,104).

NAC’m biyolojik etkinliginde bircok mekanizma etkili olmaktadir (39,78,104).
Antioksidan, antiinflamatuvar, antiapoptotik ve immunomodiilator etkilere sahiptir.

Biyolojik etkinliginde o©zellikle antioksidan etkinligi Onem kazanmaktadir. NAC
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dogrudan ve dolayli antioksidan Ozelliklere sahiptir. NAC bir elektron vericisi olarak
gorev yapan serbest tiyol grubu ile hidroksil, azot dioksit ve karbontrioksit ve tiyil gibi
giiclii oksitleyici radikallerle reaksiyona girer. Ayrica demir ve bakir gibi metal
iyonlarini baglayarak da etkili olur. NAC’1n dolaysiz antioksidan potansiyeli, bir GSH
onciisii olarak gorev yapmasmdan kaynaklanir. Organizmada GSH sentezi icin sistein
saglar. NAC uygulamasi hiicrede GSH diizeylerini arttirir. GSH’1n oral yoldan emilimi
diisiik oldugu i¢cin, GSH diizeylerini etkileme acisindan GSH’ m kendisinden daha
etkilidir. Proteinlerdeki disiilfit kopriilerini indirgeyerek proteinlerin siilfidril

gruplarinin korunmasinda etkili bir gorev yapar (39,78,104).

Ote yandan, NAC antiinflamatuvar 6zelliklere sahiptir. Proinflamatuvar
interlokinlerin (IL-6 ve IL-10) diizeylerini azaltir. Bu etkisinde nukleer faktor kappa B
(NF-kB) gibi redoksa duyarl transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunun baskilanmasi
da rol oynamaktadir. NAC; apoptozu onlemekte ve ¢esitli proteinlerin aktivitelerini
diizenleyerek hiicrenin yasam siirecini uzatmaktadir. Bu ozellikleri nedeniyle, cesitli
deneysel calismalarda NAC’in oksidatif stresin ve inflamasyonun indiiklendigi

kosullarda doku hasarina kars1 bir koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (16,40,83,98).

Son yillarda NAC’mn sicanlarda antioksidan ve antiinflamutuvar etkileri ile
insulin direnci ve diabet iizerine koruyucu etki gosterdigi, hiperglisemiyi Onledigi,

insulin diizeylerini ve insulin direncini diizelttigi de ileri siiriilmiistiir (16,39,40,86).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
a. ELISA mikroplaka okuyucusu (Bio-tek Elx-800 ve pQuant)

b. Homojenizator (Ultra-Turrax T25 / Janke & Kunkel Ika Labortechnik)
¢. Spektrofotometre (Ultrospec 2000 / Pharmacia Biotech)

d. Manyetik karistirict ve 1sitici (Ika Labortechnik)

e. Masaiistii sogutmali santrifiij (Megafuge 1.0 R / Heraeus Instruments)
f. Mikrosantrifiij (Biofuge / Heraeus Instruments)

g. Su banyosu (Electromag)

h. pH metre (HI 9321 micropressor pH meter)

i. Vorteks (Ika MS2 Minishaker)

J- Hassas terazi (AND HR-120)

k. Pipet takimi (Eppendorf)

3.2. Calisma Protokolii
Calismamizda 200-220 g agirhginda Wistar tiirii erkek siganlar kullanildi.

Sicanlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii' nden saglanda.

Deney hayvanlar1 6 gruba ayrildi ve 6 hafta siire ile asagida belirtildigi gibi beslendi.
a) Kontrol grubu (n=6): Bu sicanlar normal si¢can yemi ile beslendi.
b) NAC grubu (n=6): Bu sicanlar NAC (10 g/kg yemde) iceren yemle beslendi.

¢) Diisiikk doz DL-HcyT grubu (HcyT-100) (n=10): Sicanlar normal sican
yemi ile beslendi ve icme sularina giinliik HcyT alimi 100 mg/kg viicut agirhg olacak
sekilde HcyT eklendi. Bu amacla sicanlarin viicut agirliklart ve giinliik igtikleri su
miktar1 belirlendi ve buna gore doz ayarlamasi yapildi. Normal kosullarda bu doza

yaklasik 1.5 g HcyT/L i¢me suyu ile ulasilabilecegi hesaplandi.

d) Yiiksek doz DL-HcyT grubu (HcyT-500) (n=10): Sicanlar normal sican
yemi ile beslendi ve i¢cme sularina giinliik HcyT alimi 500 mg/kg viicut agirhigi olacak
sekilde HcyT eklendi. Bu amacla sicanlarin viicut agirliklart ve giinliik igtikleri su
miktar1 belirlendi ve buna gore doz ayarlamasi yapildi. Normal kosullarda bu doza

yaklasik 7.5 g HcyT/L i¢me suyu ile ulasilabilecegi hesaplandi.
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e) NAC+HcyT-100 grubu (n=10): Sicanlar NAC (10 g/kg yemde) igeren yemle
beslendi ve icme suyu ile HcyT (100 mg/kg viicut agirlhigy/giin) uy gulandi.

f) NAC+HcyT-500 grubu (n=10): Sicanlar NAC (10 g/kg yemde) iceren yemle
beslendi ve icme suyu ile HcyT (500 mg/kg viicut agirligy/giin) uy gulandi.

Bu uygulamalar 6 hafta siirdiiriildii. Bu siirenin sonunda si¢anlar bir gece siireyle
ac¢ birakildi ve ertesi sabah sicanlar sodyum tiyopental (50 mg/kg; i.p) anestezisi altinda
kalplerinden kuru tiiplere kan almarak oldiiriildii, karaciger ve bobrek dokular1 hizla
cikarild1 ve sogutulmus %0.9 NaCl ile yikandi ve sivi azota alind1. Kan 6rnekleri 2500
rpm’de santrifiij edilerek serumlari ayrildi. Serumlar ve dokular -80°C’de deneyler

yapilincaya kadar saklandi.

3.3. Serumda Yapilan incelemeler
a) Hcey diizeyleri Tayini: Total Hcy, kemiliiminometrik yontemle Immulite

2000 XPI (Siemens, Marburg, Almanya) sistemi ile 6l¢iildii.

b) Glikoz, kolesterol, trigliserit, total protein, albumin, iire azotu (BUN) ve
kreatinin diizeyleri ile ALT ve AST tayinleri: Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Biyokimya Merkez laboratuvarinda Roche otoanalizoriinde 6lciildii.

¢) Insulin tayini ve HOMA degerlerinin hesaplanmasi: “Rat/Mouse insulin
ELISA kit” kullanild1 ve sonuglar ng/mL olarak belirlendi. Bu degerler 25 ile ¢arpilarak
pU/mL’ ye ¢evrildi.

IR, HOMA (homeostasis model assessment) indeksi kullanilarak degerlendirildi.

HOMA indeksi= [achk insulin diizeyi (uU/mL) x achk glikoz diizeyi
(mg/dL)]/405 formiiliine gore hesaplanda.

d) MDA diizeyleri tayini (7): Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan
MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile olusturdugu kompleks spektrofotometrik olarak
olciildii.

Islem: 0.5 mL serum iizerine 0.5 mL % 0.9 NaCl ve 2 mL Buege-Aust ayiraci
eklendi. 15 dk 100 °C’deki su banyosunda kaynatildiktan sonra tiipler sogutuldu ve 10

dk 3000 rpm’de santrifiij edilerek elde edilen siipernatantin absorbansi kore karsi 532

nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
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Ayiraglar:

* % 0.9 NaCl

e Buege-Aust ayiract: 375 mg TBA, 15 mL % 100’liik triklorasetik asit (TCA)
ve 2.1 mL derisik hidroklorik asit (HCI) karistirilarak 100 mL’ye tamamlandi.

e Stok 1,1,3,3-tetraetoksipropan (TEP) standardi: 22 mg TEP tartildi ve 10
mL’ye distile su ile tamamlandi. Bu stok standardi ¢alisilmadan 6nce 1000
kez sulandirilarak 10 nmol/mL’lik ¢aligma standardi hazirlandi.

Hesap: Standart olarak TEP kullanildi. Sonuglar standart ve ekstinksiyon
katsayisi (g =1.56x10-5 M"'cm™") kullanilarak pmol / L serum olarak verildi.

e) Uyarilmms MDA diizeyleri tayini (24): Serum ornekleri final konsantrasyon
100 mM olacak sekilde 2,2’-azobis 2-amidinopropan (AAPH) ile 2 saat 37°C’de inkiibe
edildi ve olusan MDA diizeyleri Buege-Aust yontemi ile 6lgiildii. Sonuglar pmol/L

serum olarak verildi.

f) Reaktif oksijen radikalleri (Reactive oxygen species ROS) tayini (94): Bu
metod 2,7-diklorodihidrofloresein diasetat’in (DCFH-DA) doku esterazlar1 ile 2,7-
diklorodihidrofloresein’e (DCFH) doniismesi ve olusan bu iiriiniin ortamdaki ROS

tarafindan floresans veren 2,7-diklorofloresein’e (DCF) oksitlenmesine dayanir.

Islem: Serum ornekleri 1 mL 100 uM’hik DCFH-DA icerisine koyuldu ve
calkalayic1 su banyosunda 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi. Ayrica deney korii hazirlamak
icin ayni miktar serum ayni kosullarda tamponlanmis tuzlu su (PBS) igerisinde inkiibe
edildi. Siire bitiminde deney korii ile deney tiiplerinden alinan 200 uL 6rnekler 1siktan
korunarak koyu renkli ELISA mikroplakaya pipetlendi. Ornekler hizla florometrik
mikroplaka okuyucuda (Aeksitasyon:485 NM, Aemisyon:338 nm) okundu (Thermo Electron

Corporation Fluoroskan Ascent FL). Sonuclar rolatif floresan tinite olarak verildi.
Ayiraclar:
e PBS (pH:7.4)

DCFH-DA: 5 mM’lik stok c¢ozelti hazirland1 (% 99 DMSO igerisinde) ve -20
°C’de muhafaza edildi. Calisma oncesi 100 uM olacak sekilde PBS ile sulandirildi.



26

3.4. Dokularda Yapilan incelemeler

Sicanlarin karaciger ve bobrek dokularinda oksidatif stres ve antioksidan
belirtecler ol¢iildii. Oksidatif stres gostergesi olarak ROS ve MDA, antioksidan gosterge
olarak da FRAP, GSH, GSH-Px ve SOD ol¢iildii.

a) Doku Homojenatlarinin Hazrlanmasi ve Postmitokondri
Fraksiyonlarimin Eldesi: Doku hojenatlarinin hazirlanmasi i¢in; karaciger ve bobrek
dokular1 tartildi ve Potter-Elvehjem doku homojenizatorii kullanilarak 0.15 M KCl
cozeltisi igerisinde dokular homojenize edildi ve %10’luk homojenatlar (w/v)

hazirlandi.

Postmitokondri fraksiyonu eldesi i¢in; doku homojenatlar1 +4°C'ye ayarlanmis
soguk santrifiijJde 600xg 'de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi alinarak ependorf
santrifiijiinde 10000xg 'de 20 dk santrifiij edildi. Tekrar siipernatant fazi alinarak -80°C

'de muhafaza edildi.

b) ROS diizeyleri tayini (94): 200uL %10'luk homojenat, 20uL. 1mM'lik
DCFH-DA igerisine koyuldu ve c¢alkalayic1 su banyosunda 37°C'de 30 dakika inkiibe

edildi ve serum ROS tayini i¢in belirtilen yontem kullanild:.

¢) MDA diizeyleri tayini (64): Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan

MDA’nin TBA ile olusturdugu kompleks spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Islem: % 10’luk doku homojenatlarindan 0.2 mL alindi. Uzerine 0.2 mL %
8.1’lik sodyum dodesil siilfat, 1.5 mL % 20’lik asetik asit, 1.5 mL % 0.8’lik TBA ve 0.6
mL distile su eklendi. Bu karisim kaynar su banyosunda 1 saat tutuldu. Sogutulduktan
sonra iizerine 1 mlL distile su ve 5 mL butanol/piridin (15:1) karisimi eklendi,
karistirild1 ve organik faz santrifiij edilerek ayrildi. Homojenat icermeyen ayira¢ koriine

kars1 absorbanslar 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
Ayiraclar:

® 9% 8.1’lik sodyum dodesil siilfat

® 9% 20’lik asetik asit (10 N NaOH ile pH 3.5’e ayarlandi)
* 9% 0.8’lik TBA

e Butanol/piridin (15:1)
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e Stok TEP standardi: 22 mg TEP tartildi 10 mL’ye distile su ile
tamamlandi. Bu stok standardi ¢alisilmadan 6nce 1000 kez sulandirilarak

10 nmol/mL’lik ¢alisma standard1 hazirlandi.
Hesap: Standart olarak TEP kullanild1. Sonug¢lar nmol/g doku olarak tanimlandi.

d) GSH diizeyleri tayini (4): GSH diizeyleri, Ellman ayiraci (5,5 ditiobis-2
nitro benzoik asit-DTNB) kullanilarak tayin edildi. Bu aymracin dokulardaki serbest
stilfidril (-SH) gruplan tarafindan indirgenmesi sonucunda, 1 mol SH grubu basina 1
mol 2-nitro-5 tiyobenzoik asit olugmaktadir. Sari renkli bu iiriin spektrofotometrik

olarak 412 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii.
Ayiraclar:

® 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 NaHPO4: 42.6 g Na,HPO,4 1000 mL distile suda ¢oziindii.

e Ellman Renk Aywaci: 4 mg DTNB 10 mL % 1’lik sodyum sitrat
cozeltisinde ¢oziildii.

e GSH standardi: (0.1 mg/mL)

Islem: Dokularm 0.15 M KCI’deki % 10’luk homojenatlarindan 0.5 mL alind1.
Hacimler 0.15 M KClI ile 2 mL’ye tamamlandi. Daha sonra 3 mL proteinsizlestirme
cozeltisi eklendi ve bu karisim 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. 0.5 mL supernatan
almarak tizerine 2 mL 0.3 M Na,HPO,4 ve 0.5 mL Ellman ayrrac1 ilave edildi. Olusan

renk 412 nm’de ayira¢ koriine karsi okundu.

Hesap: GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayist 13600 M'cm” ve standart

kullanilarak hesaplandi ve sonuglar pmol/g doku protein olarak tanimlanda.

e) Antioksidan Aktivite Tayini (Ferric Reducing Antioksidant Power;
FRAP) (3): Postmitokondri fraksiyonunda +3 degerlikli demir (Fe*) iyonlarmi +2
degerlikli demir (Fe™) iyonlar1 indirgeyen antioksidan giiciin Olciilmesi prensibine

dayanur.
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Ayiraglar:

e 40 mM HCI

e 300 mM asetat tamponu(pH:3.6): 3.1 g Na-asetat.3H,0 ile 16 mL asetik
asit karistirildi ve 100 mL'ye distile su ile tamamlandi. pH: 3.6'ya ayarlanir
ve 10 kat sulandirildi.

e 10 mM 2.4,6-tripridil-s-triazin (TPTZ): 312.33 mg TPTZ tartild1 ve 100

mL 40 mM HCI i¢inde ¢oziildii.
e 20 mM FeCl;3.6H,0: 540 mg FeCl;.6H,O tartild1 ve distile su ile 100
mL'ye tamamladi.

e FRAP ayract: Sirasiyla asetat tamponu, TPTZ ve FeCls ayiraglart 10:1:1
oraninda karnstirilarak hazirlandi.

¢ Askorbik asit standardi (500 ve 1000 uM).

Islem: Standart tiiplerine sirasiyla 25, 500 ve 1000 uM' lik askorbik asit

standartlar1 ve deney tiiplerine de 25 pL postmitokondri fraksiyonu koyulduktan sonra
tiim tiiplere 30 saniye araliklarla 750 uL FRAP ayrract eklendi. Tiipler 37°C'de 4 dakika

bekletildikten sonra absorbans degerleri 593 nm'de okundu.

Hesap: Askorbik asit standartlarina gore hesaplanan sonuglar pmol/L olarak

verildi.

f) Cu-Zn-Superoksit Dismutaz (SOD) Diizeyleri Tayini (59): SOD aktivitesi,
riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon hizini artirma yetenegi
olarak oOlciilmesi prensibine dayanir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu
stiperoksit radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen
peroksit ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli iiriin olusturur. SOD aktivitesi ne
kadar ¢ok ise renkli liriin olusumu o kadar fazla olur. Olusan renkli iiriin 460 nm’de

spektrofotometrik olarak saptanir.
Ayiraclar:
e 0.1 mM EDTA iceren 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 ¢oziindii.

¢ 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 mL distile suda ¢6ziindii.
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e SOD (100 IU/ml) standardi: Sigma firmasindan saglanan SOD standardi
100 IU/ml olacak sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Daha sonra bu ana
standarttan 0.1 ve 0.05 mL alinarak deney ortaminda 10 ve 5 ITU SOD

standardinin bulunmasi saglandi.

Islem: Kor, standart ve deney tiiplerine siras1 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 tiipiine 0.1 mL standart; deney tiipiine 0.05- 0.1 mL postmitokondri fraksiyonu
eklendi ve her tiipe 30 saniye ara ile 0.2 mL riboflavin kondu, karistirildi ve 460
nm’deki absorbans degerleri okundu. Tiipler 20W floresans lamba iceren 37° C’ye
ayarlanmus 6zel bir kutuya yerlestirildi ve tam 8 dakika siire ile floresans 1s18a maruz
birakildi. Siirenin bitiminde tiiplerin absorbansi tekrar 460 nm’de okundu ve iki
absorbans arasindaki fark alindi. Ayrica deney korii ve standart icin de ayni islemler

yapildi.

g) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Diizeyleri Tayini (41): Kiimen
hidroperoksit substrat olarak kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iildii. GSH-Px
aktivite tayini iki reaksiyon ile gerceklesir. Birinci 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 doéniisim 340 nm’de

spektrofotometrede izlenir.

Islem: GSH-Px aktivitesi, 1 mL’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM sodyum azid, 0.2 mM
NADPH, 1 mM GSH, 0.5 TU/ml glutatyon rediiktaz, 1.2 mM kiimen hidroperoksit, ve
degisik oranlarda sulandirilmis post mitokondri fraksiyonu icerecek sekilde hazirlanmis
ortamda tayin edildi. Kiivetler 37°C’ye ayarlanmis termostatli spektrofotometreye
yerlestirildi ve 1’er dakika arayla spektrofotometrede 340nm’de absorbans degisimi
izlendi. Ayrica post mitokondri fraksiyonu icermeyen ortamda da reaksiyon izlenerek

enzimatik olmayan degisim kayit edildi (kor deney).

Hesap: Sonuglar NADPH’in ekstinksiyon katsayisi olan 6.22x 10° M 'em ™" den
yararlanilarak hesaplandi. Sonu¢lar nmol NADPH / dakika / mg protein olarak belirtildi.
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h) Protein Tayini (85): Doku homojenatlar1 fraksiyonlarinda protein miktari

bisinkoninik asit metodu ile belirlendi.
Ayiraclar:
¢ Bisinkoninik asit
* %4 CuSOy4

¢ Protein renklendirme ayiraci: 10 ml bisinkoninik asit ¢ozeltisi tizerine 0.2

ml %4 CuSO; ekleyerek hazirlandi.

Islem: 200 pL protein renklendirici ayiraci iizerine sulandirilmis karaciger ve
bobrek homojenatlarmmdan 10 pL ilave edildi. Karnistirildiktan sonra 37° C’ de 30 dk
beklendi. Oda 1s1sinda sogutuldu ve olusan rengin absorbansi 562 nm’ de ELISA’ da

okundu.

3.5. istatistik incelemeler

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. Grup dagilimlar1 Levene’s testi ile
saptandi ve ANOVA (post-hoc Tukey) /Kruskal-Wallis (post-hoc Mann-Whitney U)

testleri kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut, Karaciger ve Bobrek Agirhklari ve indeksleri

a) HcyT-100 uygulamasi final viicut agirhgini degistirmedi. Karaciger agirhgi
azaldig1 halde, karaciger indeksi degismedi. Bobrek agirligi ve bobrek indeksi de
kontrol degerlere gore bir degisiklik gostermedi.

b) HcyT-500 uygulamas: final viicut agirhgmni, karaciger ve bobrek agirligini

azaltt1, ancak karaciger ve bobrek indeksleri degismedi.

c¢) NAC uygulamalar1 HcyT-100 ve HcyT-500 gruplarinda final viicut,

karaciger ve bobrek agirliklari ile karaciger ve bobrek indekslerini etkilemedi.

4.2. Serumda Elde Edilen Bulgular

a) 100 mg/kg HcyT uygulamasi sicanlarin serum Hcy diizeylerine % 54
oraninda bir artis olusturdu. Bu kosullarda serumda glikoz ve insiilin diizeyleri
degismedi. HOMA degerlerinde % 62 oraninda bir artiy olmasina ragmen, bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. NAC uygulamasi Hcy diizeylerinde % 29.1
oraninda anlamh bir azalma olusturdu. Glikoz ve insulin diizeylerinde bir degisiklik
olmadi, ancak HOMA degerlerinde % 22 oraninda istatistik olarak anlamli olmayan bir

azalma bulundu (Tablo 4.2; Sekil 4.1).

b) 100 mg/kg HeyT uygulamas: serum kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile
ALT ve AST aktivitelerinde bir degisiklik olusturmadi. Bu degerler NAC
uygulamasindan sonra da degismedi (Tablo 4.3).

c¢) Gerek HcyT-100 ve gerekse NAC+HcyT-100 gruplarinda total protein,
albumin, BUN ve kreatinin diizeyleri (Tablo 4.4) ile ROS, endojen ve uyarmali MDA
diizeyleri (Tablo 4.5) kontrol grubuna gore bir farklilik gostermedi.

d) 500 mg/kg HcyT uygulamas: sicanlarm serum Hcy diizeylerinde % 140.7
oraninda bir artis olusturdu. Serumda glikoz diizeyleri degismedi. Insulin diizeylerinde
% 70, HOMA degerlerinde ise % 80 oraninda anlamli bir artis saptandi. NAC
uygulamast Hey diizeylerinde % 29.7 oraninda anlamh bir azalma olusturdu. Glikoz ve
insulin diizeylerinde ve HOMA degerlerinde bir degisiklik olmadi (Tablo 4.2; Sekil
4.1).
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e) 500 mg/kg HeyT uygulamas: serum kolesterol ve trigliserit diizeyleri ile
ALT ve AST aktivitelerinde bir degisiklik olusturmadi. Bu degerler NAC
uygulamasindan sonra da degismedi Sadece serum ALT aktivitelerinde NAC

uygulamasi ile anlamli1 bir azalma bulundu (Tablo 4.3).

f) Gerek HcyT-500 ve gerekse NAC+HcyT-500 gruplarinda total protein,
albumin, BUN ve kreatinin diizeyleri (Tablo 4.4) ile ROS, endojen ve uyarmali MDA
diizeyleri (Tablo 4.5) kontrol grubuna gore bir farklilik gostermedi.

4.3. Karaciger Dokusunda Elde Edilen Bulgular
a) Karacigerde ROS, MDA ve FRAP diizeylerinin 100 mgkg HcyT

uygulamasindan sonra degismedigi bulundu. NAC uygulamas: ile ROS diizeylerinin %
25.4 oraninda anlamli bir azalma, FRAP degerlerinin ise % 28.8 oraninda arttig

bulundu. MDA diizeylerine ise bir degisiklik bulunmadi (Tablo 4.6; Sekil 4.2).

b) 100 mg/kg HeyT uygulamast karaciger GSH diizeylerinde anlamli bir artis
olusturdu, SOD ve GSH-Px aktivitesini etkilemedi. NAC uygulamas1 bu gostergelerde
bir degisiklik olusturmadi (Tablo 4.7; Sekil 4.3).

¢) 500 mg/kg HeyT uygulamasi ile ROS ve MDA diizeylerinde kontrol gruba
gore sirasiyla % 61.9 ve % 29.1 oranlarinda artis oldu, FRAP degerleri ise degismedi.
NAC uygulamasi ROS ve MDA diizeylerini azaltti, FRAP diizeylerini ise arttird1 (Tablo
4.6; Sekil 4.2).

d) 500 mg/kg HeyT uygulamasi karaciger GSH diizeyleri ile SOD ve GSH-Px
aktivitesinde bir degisiklik olusturmadi. NAC uygulamasi GSH diizeylerine bir artig
olusturdu, ancak SOD ve GSH-Px aktivitesini etkilemedi (Tablo 4.7; Sekil 4.3).

4.4. Bobrek Dokusunda Elde Edilen Bulgular

a) 100 mg/kg HeyT uygulanan sicanlarda bobrekte ROS diizeylerinde anlamli
artis, FRAP degerlerinde ise anlaml bir azalma saptandi, MDA diizeyleri ise degismedi.
NAC uygulamas: ile ROS ve MDA diizeylerinin azaldigi, FRAP degerlerinin ise
degismedigi bulundu (Tablo 4.8; Sekil 4.2).

b) 100 mgkg HcyT uygulamasi GSH diizeyleri ile SOD aktivitesini
etkilemedi. GSH-Px aktivitesinde ise anlaml bir artis olusturdu. NAC uygulamas1 GSH
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ve SOD’u etkilemedi , GSH-Px aktivitisinde anlamli bir azalma olusturdu (Tablo 4.9;
Sekil 4.3).

c) 500 mg/kg HeyT uygulamasi ile ROS ve MDA diizeylerinde kontrol gruba
gore sirasiyla % 46.0 ve % 27.2 oranlarinda artis oldu, FRAP degerleri ise degismedi.
NAC uygulamas1 ROS ve MDA diizeylerini azaltti, FRAP diizeylerini ise etkilemedi
(Tablo 4.8; Sekil 4.2).

d) 500 mg/kg HecyT uygulamasi ile bobrek GSH diizeyleri degismedi, ancak
SOD ve GSH-Px aktivitesinde anlamli bir artis bulundu. NAC uygulamasi GSH
diizeylerini etkilemedigi halde, artmis olan SOD ve GSH-Px aktivitesini azaltti1 (Tablo
4.9; Sekil 4.3).
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Tablo 4-1: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) viicut, karaciger ve bobrek agirliklan ile karaciger ve
bobrek indeksi iizerine etkisi (Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger
gruplarda n=10)

Gruplar Viicut Karaciger Karaciger Bobrek Bobrek

agirhg (g) agirh@ (g) | indeksi (%) | agirh (g) | indeksi (%)
Kontrol 289.7+13.0 | 7.88+0.58 | 2.72+0.11 | 2.06+0.21 | 0.71 +0.07
NAC 2062+ 146 | 838+0.73 | 2.82+0.15 | 2.06+0.21 | 0.69 +0.06
HeyT-100 269.9+16.1 | 7.00£0.59"° | 2.60+0.20 | 1.94+0.19 | 0.72 +0.07
HeyT-100 + NAC | 272.1+32.0 | 734076 | 2.72+032 | 1.84+0.18 | 0.68 +0.08
HeyT-500 240.6 £ 16.2*" | 6.32£0.57*" | 2.63+0.16 | 1.71 £0.12* | 0.71 £ 0.05
HeyT-500 + NAC | 250.5+24.0° | 7.25+1.40 | 2.88+033 | 1.84+0.25 | 0.71 £0.07

p<0.05 tiim gruplar kontrol grubu ile; °p<0.05 HcyT-100+4NAC ve HcyT-500 gruplar1 HeyT-100 grubu

karsilastirildiginda
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Tablo 4-2: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) serum homosistein, glikoz, insiilin ve HOMA degerleri
iizerine etkisi (Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

Gruplar Homosistein Glikoz Insiilin HOMA
(umol /L) (mg /dL) (ng / mL)

Kontrol 7.27 £1.21 119.5+11.9 0.60 £0.12 4.42 +1.01
NAC 7.06 £ 0.93 114.2 £ 15.8 0.71 £ 0.05 5.06 + 0.87
HcyT-100 11.2 £2.02° 124.0 £ 16.2 0.92 £0.32 7.19 £3.32
HcyT- 100 + NAC 7.94 +1.83 114.8 £ 10.8 0.79 £ 0.27 5.60 + 2.08
HcyT 500 17.5 +3.94*° 127.1 £ 17.3 1.02 £ 0.39* 7.96 £ 3.10"
HcyT 500 + NAC 12.3 £3.72*¢ 111.0 £5.37 1.01 £0.19* 6.98 + 1.54*

p<0.05 tiim gruplar kontrol grubu ile; ®p<0.05 HeyT-100+NAC ve HeyT-500 gruplart HeyT-100 grubu ile; p<0.05
HcyT-500+NAC grubu HeyT-500 grubu ile karsilastirildiginda

Tablo 4-3: 6 hafta siire ile iki farklh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) serum kolesterol, trigliserit, ALT, AST degerleri
iizerine etkisi (Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

Gruplar Kolesterol Trigliserit ALT AST
(mg / dL) (mg / dL) (U/L) (U/L)

Kontrol 525+119 253 +104 41.2 +7.62 118.0 £32.4
NAC 53.5+5.09 350+ 124 39.3+£9.26 126.3 + 13.9
HeyT 100 53.3+09.18 30.3 +7.39 40.2 £5.90 126.2 +34.8
HeyT 100 + NAC 44.8 +7.05 30.1 £10.0 35.3 £2.87 126.1 £12.0
HceyT 500 52.1 £7.62 33.1+7.72 47.0 £ 6.07 124.9 +30.1
HeyT 500 + NAC 47.0 £ 6.50 31.0+8.19 36.0 £ 4.00° 1059 £ 15.2

“p<0.05 HcyT-500+NAC grubu HeyT-500 grubu ile karsilagtirildiginda
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Tablo 4-4: 6 hafta siire ile iki farklh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) serum total protein, albumin, BUN ve kreatinin
degerleri iizerine etkisi (Ortalama * SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger
gruplarda n=10)

Gruplar Total protein Albumin BUN Kreatinin

(g/L) (g/L) (mg /dL) (mg /dL)
Kontrol 5.61 £0.36 3.61+£0.12 23.2 £3.31 0.40 £0.11
NAC 5.85+0.28 3.40 £0.11 21.3£2.58 0.38 £0.07
HceyT 100 5.73 £0.20 3.52+0.35 25.0+3.23 0.41 £0.09
HceyT 100 + NAC 5.88 £0.42 3.62+£0.22 22.5+2.83 0.35 £0.05
HceyT 500 5.82 £0.47 3.38 +£0.48 25.8+4.13 0.34 £ 0.05
HceyT 500 + NAC 5.77+£0.33 3.52+0.24 22.0 £3.80 0.36 £ 0.05

Tablo 4-5: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) serum ROS, MDA ve uyarilmis MDA (uMDA)
degerleri iizerine etkisi (Ortalama * SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger

gruplarda n=10)

Gruplar ROS MDA Uyarmah MDA
(rolatif floresan iinite) (umol /L) (umol /L)
Kontrol 93.7+18.9 2.39+0.44 22.8 +2.49
NAC 853+ 155 2.36 +£0.40 22.3+£292
HeyT 100 118.4 +£32.9 2.93 +0.67 21.8 £2.85
HeyT 100 + NAC 123.0 £28.8 2.60 +0.57 20.3 £4.45
HeyT 500 78.6 + 15.3° 2.33+0.33 20.7 £2.57
HeyT 500 + NAC 87.8 £23.0 2.47 £0.53 19.8 £2.35

®p<0.05 HeyT-100+NAC ve HeyT-500 gruplari HeyT-100 grubu ile karsilastirildiginda
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Tablo 4-6: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) karacigerde ROS, MDA ve FRAP degerleri iizerine
etkisi (Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

Gruplar ROS MDA FRAP
(rolatif floresan uinite) (nmol /g) (umol /L)
Kontrol 944.8 +71.1 399.0 + 53.2 849.2 +70.2
NAC 939.1 + 142.1 387.2 +56.8 865.2 + 65.4
HcyT 100 1082.0 + 194.3 412.1 £59.2 834.8 +49.7
HcyT 100 + NAC 806.6 + 72.8" 375.4 £ 63.0 1075.7 £ 72.2*"
HcyT 500 1530.1 + 177.4*° 515.0 + 38.5"" 808.3 + 75.4
HcyT 500 + NAC 963.0 + 128.3° 386.7 + 73.7° 1007.9 + 49.3*¢

p<0.05 kontrol grubu ile; "p<0.05 HeyT-100+NAC ve HcyT-500 gruplar1 HeyT-100 grubu ile ;p<0.05 HcyT-
500+NAC grubu HcyT-500 grubu ile karsilastirildiginda

Tablo 4-7: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) karacigerde GSH, SOD ve GSH-Px degerleri iizerine

etkisi (Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

Gruplar GSH SOD GSH-Px
(umol /L) (U/mg protein) (nmol/dak/mg protein)

Kontrol 5.54 £ 0.66 19.8 +2.00 547.7 £41.5
NAC 7.60 + 0.64" 19.6 +2.21 550.7 £67.3
HeyT 100 6.15 £0.28" 19.1 £2.40 572.2 £79.8
HeyT 100 + NAC 6.03 £0.50 20.2 £2.52 597.0 £90.5
HeyT 500 5.97 £0.27 19.0 £ 1.52 551.4 £53.2
HeyT 500 + NAC 6.58 £ 0.82* 18.2 +2.36 607.8 + 56.4

p<0.05 kontrol grubu ile karsgilagtirildiginda
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Tablo 4-8: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) bobrekte aktif oksijen radikalleri (ROS),
malondialdehit (MDA) ve antioksidan aktivite (FRAP) degerleri iizerine etkisi (Ortalama

+ SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

Gruplar ROS MDA FRAP
(rolatif floresan iinite) (nmol /g) (umol /L)

Kontrol 3180.8 £209.3 283.2+15.3 388.7 £34.8
NAC 3265.8 + 193.5 265.8 +24.8 365.2+17.3
HceyT 100 4245.8 +£250.3" 303.7 £48.4 338.3 £21.6"
HceyT 100 + NAC 3782.0 + 408.2" 242.0 +43.0*° 407.8 +24.8
HceyT 500 4643.3 £ 433.6" 360.4 + 14.9*° 361.8 +30.0
HceyT 500 + NAC 3465.2 £ 305.3° 286.8 £ 16.0° 391.9 £25.6

p<0.05 kontrol grubu ile; "p<0.05 HeyT-100+NAC ve HeyT-500 gruplart HeyT-100 grubu ile ;°p<0.05 HeyT-
500+NAC grubu HcyT-500 grubu ile karsilastirildiginda

Tablo 4-9: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) bobrekte GSH, SOD ve GSH-Px degerleri iizerine etkisi

(Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

Gruplar GSH SOD GSH-Px
(umol /g) (U/mg protein) (nmol/dak/mg protein)

Kontrol 1.68 +£0.13 10.5 £ 1.41 237.6 £27.4
NAC 1.72 £0.76 10.8 £ 1.05 241.2 £135
HeyT 100 1.84 £0.21 11.3£1.45 330.3 £ 54.4°
HeyT 100 + NAC 1.80 £0.17 10.6 £2.16 232.2 £23.5"
HeyT 500 1.75 £0.28 17.2+ 3.81*° 365.2 £56.1°
HeyT 500 + NAC 1.61 £0.20 10.8 + 1.44° 218.3 £26.2°

p<0.05 kontrol grubu ile; °p<0.05 HeyT-100+NAC ve HeyT-500 gruplart HeyT-100 grubu ile karsilastirildiginda
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Sekil 4-1: 6 hafta siire ile iki farklh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) serum homosistein, glikoz, insiilin ve HOMA degerleri

iizerine etkisi (Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

p<0.05 kontrol grubu ile; *p<0.05 HeyT-100+NAC ve HeyT-500 gruplart HeyT-100 grubu ile; p<0.05 HeyT-

500+NAC grubu HeyT-500 grubu ile karsilastirildiginda
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Sekil 4-2: 6 hafta siire ile iki farklh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) karaciger ve bobrekte aktif oksijen radikalleri (ROS),
malondialdehit (MDA) ve antioksidan aktivite (FRAP) degerleri iizerine etkisi (Ortalama
+ SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

p<0.05 kontrol grubu ile; ® p<0.05 HeyT-100+NAC ve HcyT-500 gruplari HeyT-100 grubu ile; °p<0.05 HcyT-
500+NAC grubu HcyT-500 grubu ile karsilastirildigmda
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Sekil 4-3: 6 hafta siire ile iki farkh dozda homosistein tiyolakton (HcyT) uygulanan
sicanlarda N-asetilsisteinin (NAC) karaciger ve bobrekte GSH, SOD ve GSH-Px degerleri
iizerine etkisi (Ortalama + SD; kontrol ve NAC gruplarinda n=6, diger gruplarda n=10)

p<0.05 kontrol grubu ile; "p<0.05 HcyT-100+4NAC ve HcyT-500 gruplari, HeyT-100 grubu ile; °p<0.05 HcyT-
500+NAC grubu, HcyT-500 grubu ile karsilastirildiginda
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5. TARTISMA

Hiperhomosisteineminin (hHcy) kan ve dokular iizerine toksik etkileri bir¢cok
klinik ve deneysel arastirmalara konu olmustur. Bu calismalar genellikle kalp-damar
sistemi ve beyin iizerinde yogunlagmis olup bu dokularda transsiilfirasyon yolunun
yetersizligi toksik etkilerin belirgin olmasinda etkili olmaktadir. Karaciger ve bobrekler
ise gerek remetilasyon gerekse transsiilfiirasyon enzim sistemlerine sahip olup
organizmada Hcy birikimini 6nlemede etkin bir rol oynamaktadir. Asirt Hey birikimi bu

dengeyi bozmakta, karaciger ve bobrek dokularini etkilemektedir (34,80,103).

hHcy’nin karaciger ve bobrek dokulari iizerine etkileri degisik deneysel
modellerde incelenmistir. Deneysel hHcy olusturmak amaciyla farklt yontemler
kullanilmigtir. Diyetle veya icme suyu ile yiiksek dozda metyonin uygulamasi en sik
kullanilan yontemdir. Metyonin uygulamasi, karacigerde oksidatif ve nitrozatif stresi
etkilemekte ve histopatolojik degisimlere neden olmaktadir (6,58,76,90,95,99). Bununla
birlikte, uygulamanm plazma Hcy diizeylerini etkileme potansiyeli kullanilan hayvan
tiirline, metyonin dozuna ve uygulama siiresine bagl olarak degismektedir Ote yandan,
metyonin oksidasyona duyarli amino asitlerden biri olmasi yiiziinden, metyonince
zengin diyet uygulamasina bagli olarak gelisen belirtilerin metyoninin kendisine mi

yoksa gelisen hHcy mi bagh oldugu tartisma konusudur (20,89,91).

Kolin/folat eksik diyetle besleme ve CBS enzim eksikligi olan genetik hayvan
modelleri hHey olusturmak icin kullanilan diger yontemler arasindadir. Kolin eksik
diyetle beslenen sicanlarda plazma ALT aktivitesinde ve karacigerde yaglanma ile
birlikte MDA diizeylerinde artis ve GSH diizeylerinde bir azalma bulunmustur (14).
Folat eksik diyetle beslenen farelerde ise (15) idrarda protein miktarmin arttig,
glomeriillerde hasar ve bobreklerde superoksit olusumunda bir artis saptanmustir.
Sicanlarda da plazma ve bobreklerde MDA diizeylerinin, SOD ve GSH-Px
aktivitelerinin arttigi, ancak serumda kreatinin, glikoz, kolesterol ve trigliserit
diizeylerinin etkilenmedigi bulunmustur (43). Bir diger calismada folat eksik diyetin
sicanlarda serum Hcy diizeylerinde 3 kathik bir artisa neden oldugu, serum BUN,
kreatinin, albumin diizeyleri ile idrarda protein miktarinin ise degismedigi bildirilmistir
(37). CBS enzim eksikligi olan farelerde de bobrek fonksiyonlarinda bazi degisiklikler
saptanmustir (82).
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Son yillarda hHcy’nin doku diizeyindeki etkileri deney hayvanlarina Hcy,
homosistin, HcyT gibi Hcey tiirevleri uygulanarak da incelenmekte ve boylece hHcy nin
direkt etkileri a¢i8a ¢ikarilmak istenmektedir. Sauls ve ark. (79) 6 ve 12 aylik tavsanlara
8 hafta siire ile Hcy (30 mg/kg, i.p.; glinde 2 kez) uyguladiginda sicanlarda serum Hcy
diizeylerinde % 65’e varan bir artis oldugunu, serum folat diizeylerinin diistiigiinii,
karacigerde MDA diizeylerinin arttigni, ancak serum ALT ve AST aktivitelerinin,
glikoz ve Bj, diizeylerinin degismedigini bulmustur. Pexa ve ark. (70) ise %2
homosistin verilen sicanlarda karaciger ve bobreklerde Hcy diizeylerinin arttigini, bu
artisin bobreklerde daha belirgin oldugunu saptamistir. Bu arastirict %1 homosistin ve
%1 metyonin igceren diyetleri 12 hafta siire ile sicanlara uygulayarak olas1 etkileri
karsilastirmis ve metyoninin plazma Hcy diizeylerinde 5.9 katlik, homosistinin ise 8.8
katlik bir artis olusturdugunu bulmustur. Ancak bu kosullarda serum kreatinin, folat ve

B, vitamini diizeylerinde bir degisiklik bulamamuistir.

Ote yandan, Hcy toksisitesinde HcyT ve onun etkisiyle olusan protein N-
homosisteinilasyonu giderek onem kazanmaktadir (34,67,73,102). Homosisteinilasyona
ugrayan proteinlerin yapt ve fonksiyonlarinin etkilendigi ve biyolojik aktivitelerinde
onemli kayiplar oldugu bulunmustur (34,67,102). HcyT nin toksik etkilere sahip oldugu
(48,65,101,107) ve bu etkisinin Hcy’den daha fazla oldugu in vitro ¢aligmalarla
gosterilmistir (55,65,97). Bununla birlikte, HeyT ile yapilan in vivo caligmalar olduk¢a

azdir ve bazi ¢eliskiler icermektedir.

Akut HcyT uygulamasinin farelerde ve sicanlarda konviilziyonlara neden
oldugu, bu durumun Na,K-ATPaz inhibisyonu ile iligskili oldugu, ayn1 doz uygulanan
Hcy’nin ise bdyle bir etki olusturmadigr saptanmustir (74). 28 haftaya kadar uzayan bir
stirecte HeyT (500 mg/kg/giin) uygulanan farelerde Hcy diizeylerinde 10 katlik bir artis,
serum ALT ve AST aktivitelerinde ve MDA diizeylerinde bir artis, Ogrenme
yeteneginde bozulma, beyinde protein agregatlari birikimi saptanmis, buna karsilik
beyin protein karbonil, MDA diizeyleri ile antioksidan enzim aktivitelerinde bir

degisiklik bulunmamaistir (57).

6 hafta siire ile icme suyu ile HcyT (50 mg/kg/giin) uygulanan sicanlarda plazma
Hcy diizeylerinde % 70 oraninda bir artis oldugu, bu uygulamanm plazma trigliserit
diizeyleri artis1 disinda, rutin biyokimya testlerinde bir degisiklige neden olmadig

saptanmustir (23). Bir baska calismada da icme suyu ile verilen HcyT (50 mg/kg/glin; 6
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hafta) serum lipit peroksit, glikoz, trigliserit ve kolesterol diizeylerinde ve aortanmn
yapisinda bir degisiklik olusturmamistir. Ancak, sigcanlar HcyT uygulamasima ek olarak
B¢ vitamini eksikligine maruz birakildiginda aorta da ateroskleroz benzeri degisiklikler
olustugu saptanmustir (17). Karotis arter yapisi1 ve damar fonksiyonlar1 icme suyu ile 15-
30 giin HeyT (1 g/kg/giin) uygulanan sicanlarda incelenmis ve bu damarlarin yap1 ve
fonksiyonlarinda anlamli degisiklikler olustugu bildirilmistir (12,13).Ayrica, 15 giin
icme suyu ile HeyT (1 g/kg/giin) uygulanan siganlarda plazma Hcy diizeylerinin 9 kat
civarinda arttigi, kan basinci, kalp hiz1 ve damar fonksiyonlarinda degisiklikler oldugu
saptanmistir (75). Benzer sekilde, Mendes ve ark. (54) 8 hafta siireyle gavajla HcyT
(100 mg/kg/giin) ve metyonin (100 mg/kg/giin) uygulanan sicanlarda plazma Hcy
diizeylerinin ayni1 oranda arttigi, HcyT uygulamasinin kalpte prooksidan bir durum
yarattigin1 ve kalp fonksiyonlarinda degisiklikler olusturdugunu, bu degisikliklerin

metyonin uygulanan sicanlarda olusmadigini bildirdiler.

Karaciger ve bobrek diizeyinde HeyT kullanilarak yapilan sadece iki ¢aligma
bulunmaktadir. Stangl ve ark. (87) sicanlarin yemlerine 2.8 g ve 5.6 g/kg olacak sekilde
HcyT ekleyerek 14 giin siire ile beslemisler ve bu uygulamanm 100 mg/kg ve 200
mg/kg Hcy dozlarma esdeger olarak belirlemislerdir. Bu ¢aliymalarinda serum Hcy
diizeylerinin uygulanan Hcy dozuna paralel olarak 3 ve 6.5 kathk artis gosterdigini,
karacigerde HcyT diizeylerinde benzer bir artis oldugunu, bu uygulamalarin plazma ve
karacigerde kolesterol diizeylerini etkilemedigini, sicanlarin viicut ve karaciger
agirliginda ve karaciger indeksinde bir degisiklik olusturmadigini bulmuslardir. Ossani
ve ark. (66) 10 ve 44 hafta siire ile sicanlara HcyT (50 mg/kg/giin) uyguladiginda, 10
hafta sonra serum Hcy diizeylerinin %53, 44 hafta sonra ise %56 yikseldigini
bulmustur. Bu arastiricilar bobreklerde histopatolojik ve morfometrik degisiklikler
gbzlenmedigini, ancak glomeriiler filtrasyon hizi ve renal plazma akiminda bir azalma
oldugunu bildirmisler ve 1limli hHcy’ nin bobreklerde fonksiyonel, biyokimyasal ve

histopatolojik degisiklikler olusturmadigni ileri siirmiislerdir.

Bu bilgilerin 1s181nda, ¢alismamuzda oncelikle 6 hafta siire ile iki farkli dozda
HcyT (100 ve 500 mg/kg) uygulanan siganlarda Hcy diizeylerinin ne oranda arttigi ve
bu kosullarda karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda ve prooksidan-antioksidan dengede
bir degisiklik olup olmadigi ilk kez incelenmek istendi. 100 ve 500 mg/kg HcyT

uygulamasi sicanlarin serum Hcy diizeylerinde sirasiyla % 54 ve % 140 oranlarinda bir
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artis olusturdu. 500 mg/kg HeyT uygulanan sicanlarin karaciger dokusunda ROS ve
MDA diizeylerinin artt1g1, antioksidan gostergelerde bir degisiklik olmadigi bulundu.
500 mg/kg HeyT uygulamasi bobrek dokusunda da ROS ve MDA diizeylerinin yani
sira, SOD ve GSH-Px aktivitesinde de artiglara neden oldu. Buna karsilik, 100 mg/kg
HcyT uygulamasindan sonra karacigerde prooksidan-antioksidan dengede belirgin bir
degisiklik olmadig1 halde, bobreklerde ROS diizeyleri ile GSH-Px aktivitesinde artis,
FRAP diizeylerinde bir azalma bulundu. Bu bulgular yiiksek doz HcyT uygulamasinin
sicanlarda karacigerde ve bobrekte prooksidan bir etki yarattigini acik¢a gostermektedir.
Buna karsilik, serumda ROS ve lipit peroksit diizeylerinde bir degisiklik bulunmadi.
Ayrica, karaciger ve bobrek fonksiyonlarmi degerlendirmek i¢in kullandigimiz serum
testlerinde de bir degisiklik saptanmadi. Serum bulgularimz literatiirdeki bazi

calismalarla uyum gostermektedir (17,23,66).

Ote yandan, calismamizda HcyT uygulamasmin insulin direnci lizerine etkisi de
incelendi. Girig boliimiinde de belirtildigi gibi, hHcy nin insulin direncine sebep oldugu,
olusan insulin direncinin hHcy’i arttirarak kisir bir dongliye neden oldugu o©ne
stirilmektedir  (25,26,45,46,61). Calismamizda, 100 ve 500 mgkg HcyT
uygulamalarindan sonra insulin ve HOMA degerlerinde artiglar bulundu, ancak bu
artiglarin sadece 500 mg/kg HcyT uygulanan sicanlarda istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptandi. Bu sonuglar, HcyT uygulamasinin sicanlarda bir insiilin direnci

olusturdugunu acikca gostermektedir.

hHcy’e bagh toksik etkilerin olusumunda oksidatif stresin Gneminin
belirlenmesi ile birlikte, cesitli antioksidanlarin bu toksisiteyi ©nleme/azaltma
potansiyelleri de arastirilmaya baslanmustir (1,6,10,31,35,49,99). N-asetilsistein (NAC)
hiicreleri koruyucu etkilere sahip antioksidan bir bilesiktir. Bir serbest radikal tutucusu
gibi davranir ve organizmada GSH diizeylerinde artisa neden olur (39,78,104). Son
yillarda parasetamol zehirlenmesi, iskemik kalp hastali§i, kemoterapiye bagh
toksisitelerin Onlenmesi, agir metal zehirlenmeleri gibi cesitli klinik durumlarda
kullanilmaktadir (39,78,104). Ayrica insiilin direnci iizerine de yararli olabilecegi
bildirilmistir (16). NAC’1in IR iizerine etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, antioksidan potansiyeli ve proteinlerin siilfidril gruplarini koruyucu etkileri

NAC’in etkilerinden sorumlu tutulmaktadir (39,78,104).



46

Bilebildigimiz kadartyla, NAC’in hHcy kosullarinda in vivo etkisini arastiran
deneysel bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece civciv embriyolarinda yapilan in vitro
cabsmada NAC’in Hcy ile indiiklenen oksidatif stresi ve apoptozisi baskiladig
saptanmistir (28). Calismamizda icme suyu ile iki farkli dozda HcyT uygulanan
sicanlara NAC 10 g/kg olacak sekilde normal sigcan yemine karistirilarak 6 hafta siireyle
uygulandi. Giinliik doz, sicanlarin yem tiiketimleri dikkate alindiginda yaklasik 0.8-1.0
g/kg’a karsilik olup, bu doz etkin doz olarak kullanilmistir (40,83,86,98).

Sonuclarimiza gore, NAC uygulamasi HcyT uygulanan sicanlarda Hcy
diizeylerinde anlamli bir azalmaya yol acgti. Gercekten, NAC i bobrek yetmezligi
hastalarinda serum Hcy diizeylerini azalttigi ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarin
azaltilmasinda yararl olabilecegi ileri siiriilmiistiir (9,68). NAC’1n bu etkisini proteine
bagli Hey’de disiilfit kopriilerini kirarak yaptigi bildirilmistir (68). Ayrica, NAC’m
HcyT uygulamasina bagh olarak karaciger ve bobrekte ROS ve MDA diizeyleri ile
bobrekte SOD ve GSH-Px aktivitelerinde saptanan artislart azalttigi bulundu. Buna
karsilik, NAC uygulamasindan sonra karaciger ve bobrek fonksiyonlarmi belirlemek
icin kullanilan testlerde hi¢cbir degisiklik bulunmadi. Bu sonuglar, NAC'in HcyT
uygulamasiyla artan Hcy diizeyleri ile karaciger ve bobreklerde prooksidan durumu
iyilestirmede etkili oldugunu gosterdi. Ancak, NAC uygulamasinin insulin direncini
diizeltici bir etkiye sahip oldugu bildirilmekle birlikte (16,39,40,86), calismamizda

HcyT e bagh insulin direnci iizerinde olumlu bir etki yaratmadi.

Sonug olarak, ozellikle yiiksek dozda HcyT uygulamasi ilimh bir hHcy, insulin
direnci, karaciger ve bobreklerde prooksidan durum olusturdu. Bu kosullarda karaciger
ve bobrek fonksiyon testlerinde bir degisiklik saptanmadi. NAC uygulamas: Hcy
diizeyleri ile dokularda prooksidan durumu iyilestirmede etkili oldu, insiilin

direncindeki artis1 ise diizeltmedi.
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