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1. OZET

YUKSEK YAGLI DiYETLE OBEZIiTE OLUSTURULAN SICANLARDA
N-ASETILSISTEININ SERUM VE KARACIGER PARAOKSONAZ-1 (PON-1)
AKTIVITELERI UZERINE ETKISININ INCELENMESI

Obezite, glukoz ve lipid metabolizmasi bozukluklari, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve oksidatif stresin artis1 ile iliskilidir. Paraoksonaz-1 antioksidan etkiye sahip bir
enzimdir. Paraoksonaz-1’in yiiksek yagl diyet ile olusan obezite ve obezite ile iliskili
bozukluklara kars1 koruyucu etki gosterdigi one siiriilmektedir. Caligmamizda yiiksek
yagl diyetle indiiklenmis obez si¢anlarin serum ve karaciger paraoksonaz-1 enzim
aktivitelerini (paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz) N-asetilsistein (NAC) varliginda
degerlendirmeyi amacladik. NAC glutatyon onciilii olan antioksidant etkiye sahip bir

molekildir.

Calisma grubu her birinde 6 adet Sprague Dawley irki erkek si¢an bulunan
kontrol, obez ve diyetine NAC ilave edilen obez (2 g/L NAC) gruplarindan olusturuldu.
Kontrol grubu standart sican yemiyle, obez ve NAC grubu yiiksek yag icerikli yemle
beslendi. Serum ve karaciger paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri

spektrofotometrik yontem ile belirlendi.

Serum paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri obez ve NAC grubunda
kontrol grubuna gore diisiik bulunsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmedi.
Mikrozom paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri NAC grubunda kontrol ve
obez gruba gore yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark

gozlenmedi.

Yiiksek yagl diyetle beslenen sicanlarda paraoksonaz-1 enzim aktivitelerinin

degismedigi kanatine varildi.

Anahtar Kelimeler: Arilesteraz, HDL, laktonaz, N-asetilsistein, obezite



2. SUMMARY

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF N-ACETYLCYSTEINE
ON PARAOXONASE-1 (PON-1) ACTIVITIES OF SERUM AND LIVER AT
HIGH FAT DIET INDUCED OBESE RATS

Obesity is related with glucose and lipid metabolism disorders, cardiovascular
diseases and increased oxidative stress. Paraoxanase-1 is an enzyme which has
antioxidant effect. It has been suggested that paraoxonase-1 has protective effects
against high fat diet induced obesity and obesity related disorders. The aim of this study
was to evaluate the serum and liver paraoxonase-1 enzyme activities (paraoxonase,
arylesterase and lactonase) at high fat diet induced obese rats in the presence of N-
asetylcysteine (NAC). NAC is a molecule which has an antioxidant property and

precursor of glutathione.

Control, obese and NAC-supplemented obese (2 g/L NAC) groups were
established. Each group consisted of 6 Sprague-Dawley rats. Control rats were fed by
standart food and obese and NAC groups were fed by high fat diet. The serum and liver
paraoxonase, arylesterase and lactonase activities were determined by colorimetric

methods.

Serum paraoxonase, arylesterase and lactonase activities decreased in obese and
NAC groups when compared to control groups. On the other hand microsomal
paraoxonase, arylesterase and lactonase activities increased in NAC group when

compared to control and obese groups. However these were not statistically significant.

It has been concluded that the serum and liver paraoxonase-1 enzyme activities

did not change at high fat diet induced obese rats in the presence of N-asetylcysteine.

Key Words: Arylesterase, HDL, lactonase, N-acetylcystein, obesity



3. GIRIS ve AMAC

Obezite glukoz, lipid ve lipoprotein metabolizmast  bozukluklari,
kardiyovaskiiler hastalik riskinin ve oksidatif stresin artis1 ile iligkilidir. Obez insanlarda
kolesterol, triagilgliserol, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol ve apolipoprotein B
diizeylerinin arttig1, yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol diizeyinin azaldigi
gozlenmistir. Obez insanlarin lipid ve lipoprotein profillerinde gozlenen bu bozukluklar
kardiyovaskiiler hastalik riskini arttirabilecegi i¢in olduk¢a dnemlidir. Buna ek olarak
lipid profilinde meydana gelen degisiklikler obezitede oksidatif stresin artmasina
katkida bulunur (1). Antioksidan savunma mekanizmalarinin azalmasi kadar reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) {iretiminin artmasi obezitede oksidatif stres olusumunda rol
oynar. Oksidatif stres biyobelirteglerinin obezitede arttigi gdzlenmistir. Hiicre
metabolizmas1  sirasinda  lretilen ROS normalde antioksidanlar tarafindan
uzaklastirilarak dengelenir. Normal kosullar altinda katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi
koruyucu hiicre i¢i enzimler ve glutatyon, A, C ve E vitamini gibi non-enzimatik
antioksidanlar ROS birikimini onler. Oksidatif stres prooksidan-antioksidan dengenin

bozulmasi sebebi ile meydana gelir (1).

Paraoksonaz 1, HDL yapisinda bulunan antioksidan etkiye sahip bir enzimdir.
PON-1, paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz olmak tizere li¢ farkli enzimatik aktiviteye
sahipti. HDL ve LDL’yi oksidasyondan korur. HDL, oksidatif stres altinda
oksidasyona maruz kalmaktadir. HDL-Kolesterol yapisinda bulunan hidroperoksitler
reaktif hidroksitlere indirgenmektedir. Ancak bu olay LDL’den daha hizli ve az
miktarda gerceklesmektedir. HDL’ nin oksidasyona ugramasi ters yonde kolesterol
tasinim fonksiyonunu bozmaktadir. PON-1 HDL’ yi oksidasyondan koruyarak ters
yonde kolesterol tasinim mekanizmasinin devamini  saglamaktadir. Boylece
makrofajlarda kolesterol birikimini engelleyerek kopiikk hiicre olusumunu ve
ateroskleroz gelisimini yavaslatmaktadir (2, 3). PON-1 okside fosfolipidleri yikmak
suretiyle, okside LDL’nin monositlere baglanip transmigrasyona ugramasini ve

dolayistyla damar duvarinda inflamasyon olusumunu azaltir (2).

Obezitenin kardiyovaskiiler hastalik riskini ve oksidatif stresi arttirdig
diisiiniildliglinde paraoksonaz aktivitesi Onem kazanmaktadir. Obez insan ve

hayvanlarda PON-1 aktivitesini belirleyen ¢aligmalar mevcuttur. Ferreti ve ark. saglikli



ve obez kisilerde lipoprotein, oksidatif stres ve HDL-PON aktivitesini arastirdiklar1 bir
calismada obezlerde HDL-PON aktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede
diisik oldugunu gostermis ve HDL igerigindeki degisimlerin HDL ylizeyine
paraoksonaz baglanmasini etkileyerek enzim aktivitesini azalttigin1 One stirmiislerdir
(5). Knockout ve transgenik fare ¢calismalarinda PON-1’in vaskiiler hastaliklarda giiclii
bir rolii oldugu ileri siiriilmiis, serum PON-1 seviyesinin diisiik oldugu farelerde
ateroskleroza yatkinlifin ve stenoz oraninin arttigi goézlenmistir (6). Serum PON-1
diizeyini etkileyen cevresel ve genetik faktorler HDL’ nin LDL’yi oksidasyondan
koruma kapasitesini etkiler (7). 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada obez bireylerin
diyetlerine eklenen orlistatin PON-1 aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir (8).

N-asetilsistein (NAC) bazi gidalarda bulunan antioksidan, antikarsinojen ve
anjiyogenezi onleyici 0zelliklere sahip bir molekiildiir, viicut i¢in 6nemli bir antioksidan
molekiil olan glutatyonun Onciilidir (9). Novelli ve ark. yaptiklart calismalar
sonucunda NAC’1n sukroz igerigi yliksek diyet ile indiiklenen obezitede kalp dokusunda
oksidatif stresi azalttigin1 saptamis ve NAC’m obezitenin kalp dokusu iizerindeki

olumsuz etkisini 6nledigini ileri stirmiistiir (10).

Bu ¢alismanin amaci, yiliksek yagl diyet uygulanarak obez yapilmis si¢anlarda
oksidatif stresi azaltici etkiye sahip N-asetilsistein takviyesinin PON-1 enzimi

paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktivitelerine etkilerini ortaya koymaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Obezite

Obezite anormal derecede yag birikimiyle birlikte ortaya ¢ikan ve saglik lizerine
negatif etki yapan hayat standardini diisiiren bir kosuldur. Harcanamayarak viicut iginde
birikmis fazla enerjinin yag hiicresi olarak depolanmasi sonucu ortaya ¢ikar. Diinya
Saglik Orgiitii tarafindan belirlenmis smiflamaya gore viicut kiitle indeksi (VKI=kisinin
kilosunun boyunun karesine orani) 30.0-39.9 araliginda olanlar obez, 40.5 ve tizerinde

olanlar morbid (ciddi obez) seklinde tanimlanmustir (4).

Diinya Saglik Orgiitii 2008 yilinda 1.5 milyar yetiskinin fazla kilolu oldugunu
aciklamig, bu saymin 2015 yilinda 2.3 milyar yetiskine ¢ikacagi ve bu fazla kilolu

insanlarin i¢inde de 700 milyon yetiskinin obez olacagi 6n goriilmiistiir (4).

Tiirkiye’de 24.788 kisinin tarandigi bir calismanin (TURDEP-I) sonuglari
degerlendirildiginde kadinlarda %30, erkeklerde %13, genelde ise %22.3 diizeylerinde
obezite prevalansi tespit edilmistir. Yas dagilimi incelendiginde obezite sikliginin 30’Iu
yaslarda arttig1, 45-65 yaslar1 arasinda artarak zirve yaptigi goriilmiistiir. TURDEP-I
calismasindan 12 yil sonra yapilan TURDEP-II ¢alismasinda Tiirk erigskin toplumunda
obezite sikliginin 1998’de %22.3’ten %40 artarak 2010°da %31.2’ye ulastig1 gorilmiis.
Kadinlarda obezite sikligi %44, erkeklerde ise %27’dir ve son 12 yilda kadinlarda
obezite %34, erkeklerde ise %107 artmistir (12, 13).

TEKHAREF calismasinda Onat ve ark. 1990’dan 2000 yilina iilkemizde obezite
prevalansinin kadinlarda %36, erkeklerde %75 oraninda arttigin1 2000 yilinda obezite

prevalansinin eriskin kadinlarda %43, erkeklerde ise %21.1 oldugunu bildirmislerdir

(14).

Viicut kiitlesindeki artig ile adipoz dokunun birikimi yasla baglantili olan g¢esitli
hastaliklarin (kardiyovaskiiler hastaliklar, tip2 diyabet, kas-iskelet sistemi hastaliklari,
solunum yolu bozukluklari ve bunun gibi) ortaya ¢ikma riskini arttirir (15, 16).
Ozellikle abdominal obezitenin kalp hastaliklarini ciddi oranda arttiran ve tip II diyabet
olusumuna zemin hazirlayan Metabolik Sendrom ile iligkisi bilimsel olarak
kanmitlanmistir  (16). Viicut kompozisyonundaki ve kiitlesindeki bu dengesizlik
simdilerde organizma i¢in oksidatif stres ve inflamasyonun bir basamagi olarak

taninmustir (Sekil 1) (16, 17).
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Sekil 1. Obezite, oksidatif stres ve hastaliklar ile iliskisi (17).

4.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller viicudumuzda besinlerin oksijen Kkullanarak enerjiye
cevrilmesi sirasinda olusan metabolik yan tiriinlerdir. Serbest radikaller (reaktif oksijen
tiirleri) kararsiz yapidadirlar ve kararli hale gelmek i¢in hiicrelere saldirarak hasar
olustururlar. Antioksidanlar ise serbest radikalleri etkisiz hale getirerek hiicreleri bu
hasarlardan korurlar. Serbest radikaller ve antioksidanlar viicutta dengede olmalidir ki,
antioksidanlar serbest radikalleri etkisiz hale getirebilsin. Eger serbest radikal seviyesi,
antioksidan seviyesine gore artar ise serbest radikaller hiicrelerde oksidatif hasarlara yol
acar ve bu duruma oksidatif stres denir (18). Baska bir deyisle oksidatif stres oksidan ve
anti-oksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan sistemler lehine bozulmasi sonucu
lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen iriinlerinin agiga ¢ikarak organizmada hiicresel
hasara yol agmasi olarak da tanimlanabilir.

Son yillarda yapilan calismalarda adipoz dokunun artisiyla birlikte cinsiyet ve
yas faktorleri de goz Oniine alindiginda obezitenin yasam siiresini (6zellikle geng

yaslarda ortaya ¢ikmigsa) ciddi Olgiide azalttigr goriilmiistiir. Obezitenin yol actigi



oksidatif stres ve inflamasyonun artis1 olumsuz yonde telomerleri etkiler. Telomerler
DNA-protein yapida 6zellesmis olup okaryotik kromozomlarin en sonunda yer alir ve
biyolojik yaslanmanin hizindan sorumludur. Oksidatif stres ve inflamasyon sonucu

telomerler kisalir bu durum biyolojik yaslanmay1 hizlandirir (16).
4.3. Oksidatif Stres ve Obezite

Oksidatif stres birgok hastaligin patogenezinde kritik éneme sahip bir olaydir
(18). Obezite de barindirdigr kardiyovaskiiler risk faktorlerinden bagimsiz olarak
“artmis kronik oksidatif stres durumu” olarak tanimlanmig bir hastalik siirecidir (17).
Obezite ile iligkili oksidatif stres artisinin mekanizmasi igin ileri siiriilen nedenlerden
birisi obezitenin miyokardin metabolik ve mekanik is yiikiinii arttirmasidir. Miyokartta
artmis oksijen tiiketiminin negatif sonucu olarak mitokondriyal respirasyon artmakta ve
bu durum reaktif oksijen iirlinlerinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (19, 20).
One siiriilen ikinci mekanizma ise genis viicut kiitlesinden kaynaklanan basing
nedeniyle tiimor nekroz faktor alfa (TNF-alfa) basta olmak lizere ¢esitli sitokinlerin

salinimina yol agar ve bu durum dokularda reaktif oksijen iirlinlerinin ortaya ¢ikmasina

neden olur (Sekil 2) (19, 20, 22).
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Sekil 2. Obezitede inflamasyon yollar1 (22).



Diger olast mekanizmalardan biri de dogrudan diyetle ilgilidir. Diyetle
antioksidan kapasiteyi asacak sekilde asir1 miktarda serbest yag asidi alimi lipid

peroksidasyonuna yol agarak oksidatif stresi indiikleyebilir (19).
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Sekil 3. Obezitede oksidan-antioksidan durumu (21).

4.4. Obezite ve Ateroskleroz

Ateroskleroz orta ve biiyiikk arterlerin intima tabakasinda gelisen, “aterom”
denilen fibroz-yagh plak olusumu ile karakterize, kronik inflamatuar bir hastaliktir.

Ateroskleroz gelisimi uzun yillar alan kronik bir siirectir (23).

Ateroskleroz genellikle ergenlik caginda arter duvarinda yagh bir ¢izgilenme
seklinde baslar. Cogu biiyiik arterlerde oldugu i¢in kendini belli etmez. Bu ¢izgisel
yaglanma LDL gecisi ile arterin intima tabakasina ilerler. Oksidatif faktorlerin
varliginda intimada LDL birikimi kolaylasir. LDL oksidasyonu sonucunda okside LDL
(ox-LDL) ortaya ¢ikar. ox-LDL monosit adezyon protein, MCP-1 (monosit
kemoatraktan protein) ve GM-CSF (graniilosit-monosit koloni uyarici faktorler)

salinimina yol agar. Lokositler gibi mononiikleer hiicrelerin de ortama katilmasiyla diiz



kas hiicrelerinde migrasyon baslar, yagl ¢izgiler biiyiir ve patolojik aterosklerotik

plaklar haline gelir (24).

Obezite ve ateroskleroz arasindaki iligki adipoz doku birikimi ile agiklanabilir.
Adipoz doku birikimi viicut kiitlesinde artis neden olur. Kanda bulunan lipit diizeyi artar
ve damar duvarinda yag ¢izgilenmesi baslar. Bu ¢izgisel yaglanma diyetle alinan serbest
yag asitleri ve viicut kiitlesindeki artigla birlikte bu yaglanma LDL gegisi ile birlikte
arter intimasina ilerler. Viicut kiitlesindeki artis aterosklerozun olusmasinda ana

nedenlerden biridir.
4.5. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein (HDL) ve Koruyucu Etkisi

HDL karacigerde ve ince bagirsak duvarinda sentezlenir. Karacigerde ve ince
bagirsak duvarinda sentezlenen HDL diskoidal sekillidir. ApoA-1, ApoA-Il, lesitin ve
serbest kolesterol icerir. Yeni sentezlenen ve kan dolagimina saliverilen HDL,
dolasimdaki diger lipoproteinlerden kolesterol esterlerini toplar ve kiire sekilli olgun
HDL sekline doniisiir. Kolesterolden zenginlesen HDL, karacigere doniince kolesterolii
birakir; boylece HDL, kolesterolii dokulardan karacigere tasimig olur. HDL kitlesinin
%350’s1 protein, %30’u fosfolipid, %20’si kolesteroldiir. HDL’'nin artmasi organizmanin

lehine, azalmasi ise aleyhinedir. HDL serumda PON-1 tasinmasinda gorev alir (25, 26).

Son yillarda yapilan calismalarda HDL iizerinde bulunan kalsiyuma bagh
paraoksonazin okside olmus lipitlerin metabolizmas1 ve aterosklerozdan korumada
onemli fizyolojik rolii oldugu goriilmektedir. PON-1 antioksidan ve antienflamatuar

ozellikleri sayesinde HDL’yi oksidasyondan korur (27-30).
4.6. Paraoksonaz (PON)

Paraoksonaz kalsiyum bagimli glikoprotein yapida olan bir ester hidrolazdir.
Hem arilesteraz (E.C 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (E.C 3.1.8.1) aktivitesine sahiptir
(31). Yapisindaki iki kalsiyum iyonundan birinin uzaklagmasi halinde denatiire olur.
Diger kalsiyum iyonu ise katalitik etki gostererek su molekiilii ve fosfat iyonunun
oksijeni ile etkileserek organofaosfat bilesiklerin hidrolizinde gorev alir. Yapisinda
bulunan 3 tane hidrofobik heliks zincir HDL’ye baglanmasinda, aktif bolgenin yapisinin
belirlenmesinde gorev alir (Sekil 4) (32-35).



Ik bulundugunda enzime paraoksonaz adi verilmesinin sebebi son derece
tehlikeli bir organofosfat tarim ilaci parationun toksik metaboliti olan paraoksonu
(organofosfat substrat) hidroliz edebilmesidir (36). ilk olarak Abraham Mazur
tarafindan 1946 yilinda kesfedilmistir (37). Fakat sonraki yillarda yapilan kesifler

sonunda enzim insan serum paraoksonazi (PON-1) ismini almustir (38, 39).

Arginin (Rveya
Glutamin  (Q)
o

o 192 karbohidrat

b, s " karbohidrat

Metiyonin veya _) e
Losin

BN sl

Esterles is Kollesterol

Fosfolipidler

HOL

Sekil 4. HDL’ye bagli PON yapist (35).

Paraoksonaz PON-1, PON-2 ve PON-3 olmak iizere 3 iiyeden olusmustur. PON-
1 insanda karacigerde sentezlenip kana salinir. 43kDa molekiiler agirliga sahip ve 354
aminoasitten olusan bir proteindir. PON-1 serumda genellikle HDL {izerinde bulunur
(31, 40, 41). PON-3 de PON-1 gibi karacigerde eksprese olur, diisiik miktarda
bobreklerde bulunur ve HDL ile iligkilidir. PON-2 ise serumda tespit edilememesine
ragmen beyin, karaciger, bobrek ve testis gibi bir¢ok dokuda eksprese olur ve pek cok

mRNA formu vardir (42, 43).

PON-1 karacigerde sentezlenmesine karsin serumda HDL yapisinda bulunur.

Dolasimda tasiyiciya gereksinim duyar ve bu tasiyict da HDL’dir. Apo I ve Apo J,
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PON-1’in HDL’ye baglanmasinda rol aldigi distiniilebilir (3, 45). PON-1 aktivitesi
serumda lipoproteinlerin yoklugunda gézlemlenmemistir. Bu durum serumdaki PON-1
diizeyini etkileyen faktériin HDL oldugunu ortaya koymustur (3,32). Fakat bazi
calismalar silomikronlar ve VLDL’lerde ¢ok az da olsa PON-1 bulundugunu
gostermistir (3).

Yapilan diger c¢alismalarda ise PON-1 ve PON-3’ in LDL’ nin lipid
oksidasyonunu inhibe ettigi bdylece aterosklerozu baslatan ve ilerleten okside lipid
seviyelerini azalttigin1 gostermistir (47). PON’ lar ayn1 zamanda platelet aktive faktor
hidrolizi (48), lipid oksidasyonu (49), homosistein tiyolakton hidroliz ve inaktivasyonu
yapar (50). PON-1’in ateroskleroz tiizerinde olumlu aktivitesi HDL tizerindeki
lokasyonuyla ilgilidir. Kolesterol akigina aracilik eder ve LDL’ nin lipid
oksidasyonunda sinirlama roliiniin iistlenir. Bunlarin disinda PON-1 makrofaj kolesterol
biyosentezini inhibe eder ve makrofajlara kolesterol akisini stimiile eder. Ayrica PON-1
kolesterol esterlerinin peroksitlerini metabolize eder (51, 52). HDL’ nin glikasyon ve
homosisteinilasyon yatkinliginda modilator etkinligi vardir (5). Bunun disinda PON-1°
in LDL oksidasyonunun engellenmesinde Lesitin Kolesterol Agiltransferaz (LCAT) ve

Apo Al lizerinden etkili oldugu deneysel olarak kanitlanmistir (54).

PON-1 ile ateroskleroz arasindaki iliski PON-1 ile HDL nin arasindaki iligki ile
alakalidir. PON-1 antioksidan ve antienflamatuar Ozellikleri sayesinde HDL’yi
oksidasyondan koruyarak LDL’yi hidrolizler. Lipid peroksit olusumunu biiyiik 6lgiide
azaltir. Boylece fatty streak (yagl ¢izgi) olusumunu 6nlemede ciddi rol oynamis olur.

Serumda PON miktarinin artmast sonucunda HDL’nin oksidasyona karsi
direncinin arttig1r gézlenmistir. PON inhibitorleri ise serum PON aktivitesini azaltarak
ve HDL oksidasyonunu artirir (58). HDL’ ye bagimli PON aktivitesi arastirildiginda
HDL’nin LDL oksidasyonu iizerindeki inhibitor etkisinin metal iyon selasyonu ve
peroksidaz benzeri aktiviteden kaynaklandig1 saptanmistir (60). Knockout ve transgenik
fare calismalarinda PON-1’in vaskiiler hastaliklarda giiclii bir rolii oldugu ileri
stirlilmiistiir. Serum PON-1 seviyesinin diigiik oldugu farelerde ateroskleroza yatkinligin

ve stenoz oraninin arttigi gozlenmistir (61).
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4.7. Obezite ve PON

Obezite-PON ilisgkisi oksidatif stres ve ateroskleroza baglh bir iliskidir. Obezite
ve diyabet kendi basina da kardiyovaskiiler hastalik i¢in bir risk faktoriidiir. Ferreti ve
ark. (53) saglikli ve obez kisilerde lipoprotein, oksidatif stres ve HDL-PON aktivitesini
aragtirdiklar1 bir ¢alismada, obezlerde HDL-PON aktivitesinin kontrol grubuna goére
anlamli derecede diisiik oldugunu ifade etmislerdir. Bu durumu obezite sonucu adipoz
dokudaki birikimin ateroskleroza ve HDL oksidasyonuna yol agmasina ve dolayisiyla
HDL yiizeyine paraoksonaz baglanmasmin etkilenmesi sonucu enzim aktivitesinin

azalabalecegi sonucuna baglamislardir.
4.8. Paraoksonaz-1 Aktiviteleri ve Substratlar

PON-1 fizyolojik substratlarinin lakton tiirevi bilesikler oldugu diistiniilen bir
enzimdir. Ayrica paraoksonaz, laktonaz ve arilesteraz aktivitesine sahiptir ve ¢ok farkli
substratlarla da etkilesime girebilir. Buna ragmen aktif merkezin enzimde nerede oldugu

ve substrati neye gore segtigi hala tam olarak ¢6ziilebilmis degildir (62, 63).
4.8.1. Paraoksonaz Aktivitesi

PON-1 paraoksonaz aktivitesi sayesinde paratiyonun oksidatif desiilfirasyonu

sonucu olusan paraoksonu hidrolizler, p-nitrofenol ve dietilfosfat agiga ¢ikar (62-64).

Hs O Sit P45S0 C.oH ||
e H‘“ O—GND@:_—:D EP_O—G MO
CeHO - CHs0 Paraoksan
Parativon
Faraoksonaz
(a]
C.H O T}
z" '8 “‘“‘“P-——OH " Hoﬂmoz
GC-H:s0O ‘="_
Dietil fosfat P-nitrofenol

Sekil 5. Paraoksonun PON-1 tarafindan enzimatik hidrolizi (64).
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4.8.2. Arilesteraz Aktivitesi

PON-1 arilesteraz aktivitesi sayesinde ester substrati olan fenilasetat1 hidrolizer.
Fenil asetattan bagka aromatik ester yapisindaki bilesiklerden olan 2-naftil asetat ve
tiofenil asetat da PON-1 substratlar1 arasindadir (63, 66).

O
POM™1 /L ‘j
O/Lo +H,O Ho™ O

(S) (SH)
{Tiyo) Fenil Asetat Z2_HMaftil Asetat

Sekil 6. Fenil asetatin PON-1 tarafindan enzimatik hidrolizi (66).

4.8.3. Laktonaz Aktivitesi

PON-1 ile ilgili son yillarda yapilan c¢aligmalarda, sahip oldugu laktonaz
aktivitesinin PON-1 enziminin dogal aktivitesi oldugu belirtilmekte ve kalsiyum
bagimli lipofilik laktonaz olarak tanimlanmaktadir. PON-1’in ateroskleroza karsi
koruyucu fonksiyonunun temelinde, HDL ve LDL yapisinda olusan ve bir yag asidi
oksidasyon {rinii olan 5-hidroksieikozotetraenoik asit lakton gibi lakton tiirevi

bilesikleri laktonaz aktivitesi ile hidrolize ederek zararsiz hale getirmesidir (63, 66, 67).

13



H A
Peroksidaz benzeri ; He— o e R ! *

aktivite i L] OH | \
; E . o 3 |
; R— G—O—CHa : -

' | ' . e . 1
e [ I Okside PC iiriinleri ! inaktif bilesikler

laktonaz aktivitesi

I
A
\\ Fosfokolin __ cHy
N,

o HC—0OH
R/Y‘x/'\x(j-io ;__: ¢ R ?—(J—CH;
OH o R . 5
Lolesteril ester hidroksitleri —\__/ lizofosfatidillzolin

o-valerolakton tiirevleri

l Laktonaz aktivitesi

o

oM
24 J -
Ny

5§ Hidroksi karboksilik asit
(inaktif yapi)

Sekil 7. PON-1 laktonaz ve peroksidaz aktivitesi (66).

PON-1, laktonaz aktivitesi ile lakton halkasi igeren yaklasik 30 c¢esit lakton
tiirevini hidroliz ettigi belirtilmektedir. Aromatik laktonlara afinitesi daha fazladir ve

alifatiklere oranla daha hizli hidroliz eder (66, 67, 75).

I—{CHz)n PONI I—jin}n Rs
| —_—

0 : OH OH
0 +H,0 o} & S o~ 0

Q Dihidrokumarin

n=1 (- Propil lakton R;=H 2-Kumaranan

n=2 - Butiro Lakton

5.HETE Lakton R4y=0OH Homojentisik
n=3 &- Valero Lakton

asid Lakton

n=4 g- Kapro Lakton

Sekil 8. PON-1 laktonaz aktivitesi ve substratlart (67).

PON-1’in antioksidan ve antienflamatuar Ozellikleri sayesinde HDL’yi

oksidasyondan koruyarak LDL’yi hidrolizlemesi sebebiyle, aterosklerozda koruyucu
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rolii ortaya ¢ikmis baska bir antioksidan 6zellige sahip molekiil olan N-Asetilsisteinin

(NAC) PON-1 iizerindeki etkisinin nasil olacagi arastiritlmaya baslanmustir.

4.9. N-asetilsistein (NAC)

O

M

"
H.C” >N
3 H

Sekil 9. N-asetilsisteinin agik formiilii (68).

Viicut icin Onemli antioksidan molekiill olan glutatyonun Onciiliidiir.
Antioksidan, antikanserojen ve anjiyogenez Onleyici 6zelliklere sahip bir molekiildiir.
N-asetilsistein (NAC) sisteinin asetilenmis halidir. Sistein yiliksek protein igeren
gidalarda bulunur ama NAC bulunmaz. Yapisinda bulunan siilfidril grubu ile
glikoprotein igerisindeki disiilfit baglarim1 koparma o6zelliginden dolayr mukoid ve
mukopiiriilan sekresyonlar tizerine mukolitik etki gostermektedir. Solunum yollarinda
biriken balgam yogunlugunu, yapiskanligini azaltir ve bu 6zelligi sayesinde balgami su
gibi akici kivama getirir. Balgamin ¢oziilmesinde yardimer olur. Mukolitik etkisinden
baska asetaminofen zehirlenmesinde tedavi edici bir ajan olarak da kullanilir. NAC
viicut i¢inde iretilir. Sistein siilfiir vericisi olarak faz Il detoksifikasyonunda, metil
dondrii olarak homosistein-metionin doniisiimiinde ve siilfasyon dongiisiinde 6nemli bir
rol oynar (68). Sistein viicut i¢cin 6nemli olan antioksidanlardan ve detoksifiye edici
ajanlardan biri olan glutatyonun sentezinde de rol oynar. Asetilsistein, asetaminofenin
doz asimina bagli olarak olusan hepatotoksisite iizerine etkisini karacaiger glutatyon
seviyesini koruyarak veya arttirarak gosterir. Glutatyon hepatotoksik oldugu bilinen
asetaminofenin ara metabolitini inaktif etmek i¢in gerekmektedir. Doz asimi sonucu
primer metabolik yolu (glukoronid ve siilfat konjugasyon) satiire oldugu i¢in bu ara
metabolit diizeyinde artis goriilmektedir. Asetil sistein etkisini bu ara metaboliti ana

madde haline doniistiirerek ve/veya metabolitin konjiigasyonu icin siilthidril vererek
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gosteriyor olabilir. Deneysel ¢alismalarin gosterdigi gibi asetilsisteinin ve siilthidril
iceren diger droglarin kullanimimin bu ara metabolitin inaktivasyonu iizerine direkt

etkisi vardir (69).

Yapilan ¢alismalar sonucunda NAC yiiksek sukrozun indiikledigi obezitenin ve
bunun kalp dokusu iizerindeki etkisinin dnlenmesinde umut verici degerler sunmustur.
Yiiksek sukroz ile beslenmenin oldugu kosullarda NAC’1n oksidatif stresi azalttigi ve
kalp dokusundaki metabolik shifting reaksiyonlarim1 engelledigi bununla birlikte yag
asidi oksidasyonunu arttirdig1 ve anaerobik metolik reaksiyonlar1 azalttig1 saptanmigtir
(70).

Antioksidan Ozelligi sayesinde oksidatif stresi azalttigi diisiiniilen NAC ile
antioksidan ve antienflamatuar 6zellikleri sayesinde HDL’yi oksidasyondan korudugu
boylece aterosklerozun olusmasinda 6nemli rol {istlendigi ortaya ¢ikmis olan PON-1

arasindaki iliski merak edilir hale gelmistir.

Bu caligmanin amaci, daha 6nce yapilan ¢alismalarla aterosklerozdaki koruyucu
rolii ortaya ¢ikmus, oksidatif stresi azaltan antioksidan etkiye sahip N-asetilsisteinin
yiikksek yagli diyet uygulanarak obezite yapilmis siganlardaki PON-1 enziminin
gosterdigi paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktivitelerini nasil etkiledigini ortaya

koymaktir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1.Gerec¢

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve kimyasal

malzemeler iiretici firmalari ile birlikte Tablo 1 de listelenmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, laboratuar aletleri ve kimyasal malzemeler

Otomatik pipetler
Santrifiij
Otoanalizor
Spektrofotometre

Hassas Terazi

(Socorex, Isolab)

(Eppendorf Centrifuge 5810, Beckman Coulter, Allegra 64R)
(Roche, Simens)

(SHIMADZU UV-1601, Versamax Mikroplate Reader)
(METTLER TOLEDO AB 204-S)

Saf Su Aritma Cihaz1  (Kros)

Vorteks (IKA® Vortex, Genius 3)
pH Metre HANNA Instuments pH211
Paraokson SIGMA

Fenilasetat ALDRICH

Dihidrokumarin ALDRICH

NAC SIGMA

Tris - HCI AppliChem

CaCl, MERCK

5.2. Yontem

Yapilan deneylerin tiimii Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulunun 2013/46 protokol no’lu etik kurulu bagvurusunun onay: ile

yapildi. Calisma “Diyetle indiiklenmis Obezitede Yag Dokusunda Oksidan-Antioksidan
Dengenin Incelenmesi” isimli 111S 252 kodlu TUBITAK tarafindan desteklenen

projenin bir pargasidir.
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Calismamizda kullanilan siganlar Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip
Fakiiltesi Cerrahi Aragtirma Merkezinden temin edilip yine ayn1 yerde deneyler i¢in 12
saatlik karanlik-aydinlik ortam saglanarak barindirilip beslendi. Calismada 18 adet
erkek 6-8 haftalik 150-200 g Sprague-Dawley irki siganlar kullanildi. Calismada
kullanilan tiim yemler (D12450B ve D12451) Research Diyet’ten satin alindu.

5.2.1. Deney Gruplari

Sicanlar standart sigan yemi (D12450B) ile almman kalorinin % 70’ini
karbohidrattan, % 20’sini proteinden, % 10’unu yagdan saglayarak 15 giin siireyle
beslendi. Yem ve su ad libitum olarak verildi. On bes giin sonra sicanlar rastgele her

grupta 6 adet si¢an olacak sekilde 3 gruba ayrildi ve tartim islemleri gerceklestirildi.

Kontrol Grubu: Standart sican yemi ile beslendi.

Obez Grubu: Yiiksek yagl diyetle (%45 yag, % 35 karbohidrat, % 20 yag) beslendi.
NAC Grubu: Yiiksek yagh diyetle (%45 yag, % 35 karbohidrat, % 20 yag) beraber
N-asetilsistein (NAC, 2g/L) ile beslendi. Tim gruplara su ve yem ad libitum olarak

verildi.

Siganlarin kullanmis oldugu D12450B ve D12451 yemlerin igerigi Tablo 2 ve

Tablo 3’da sunulmustur.

Toplam 85 giinliik beslenme periyodunun sonunda, sicanlarin tartimi
gerceklestirildi ve anestezi altinda aortadan kanlar1 alinarak sakrifiye edildi. Serum ve

karaciger dokular1 analiz siirelerine kadar -80 °C de saklandh.
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Tablo 2. D12540B kodlu standart sigan yemi igerigi.

D12540B kodlu standart si¢an yemi icerigi % ¢ % kcal
Protein 19.2 20
Karbohidrat 67.3 70
Yag 4.3 10
Toplam kilo kalori / g 3.83 100
Bilesenler g kcal
Kazein 200 80
L-sistin 3 12
Misir nisastasi 315 1260
Maltodeksrin 10 35 140
Siikroz 350 1400
Seliiloz 50 0
Soya yag1 25 225
Hayvansal yag 20 180
Mineral karisimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 5.5 0
Potasyum sitrat (H,O’ 1u) 16.5 0
Vitamin karisimi W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
Sar1 gida boyasi 0.05 0
TOPLAM 1055.05 40.57
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Tablo 3. D12541 kodlu yiiksek kalorili sigan yemi igerigi

D12541 kodlu yiiksek kalorili sigan yemi icerigi % g % kcal

Protein 24 20
Karbohidrat 41 35
Yag 24 45
Toplam kilo kalori / g 473 100
Bilesenler g kcal
Kazein 200 800
L-sistin 3 12
Misir nigastasi 728 291
Maltodeksrin 10 100 400
Stikroz 172.8 691
Seliiloz 50 0
Soya yag1 25 225
Hayvansal yag 1775 1598
Mineral karigimi S10026 10 0
Dikalsiyum fosfat 13 0
Kalsiyum karbonat 55 0
Potasyum sitrat (H,O’ 1u) 16 0
Vitamin karistm1 W10001 10 40
Kolin bitartarat 2 0
Sar1 gida boyasi 005 O
TOPLAM 858.15 40.57
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5.2.2. Serum Lipid Parametrelerinin Ol¢iilmesi

Total kolesterol (TK), Trigliserid (TG), HDL kolesterol (HDL-K), LDL
kolesterol (LDL-K) parametreleri KTU Farabi Hastanesi, Rutin Biyokimya
Laboratuari’nda gerceklestirildi. S6zii gecen parametrelerin 6lgiimleri Roche Cobas
8000 Modiiler otoanalizoriinde orijinal Roche kitleri kullanilarak kolorimetrik olarak
olgiildii. Serum lipid profili “Diyetle Indiiklenmis Obezitede Yag Dokusunda Oksidan-
Antioksidan Dengenin Incelenmesi” isimli 111S 252 kodlu TUBITAK tarafindan

desteklenen projede belirlenmis olup ortak degerlendirilmistir.
5.2.3. Serum PON-1 Enzim Aktiviteleri Tayini

5.2.3.1 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

a) 100 mM pH 8.00 Tris-HCI Cozeltisi

Stok kati kimyasaldan (MA= 121.14 g/mol Tris-Baz) 6.73 g tartildi. Yaklagik
450 mL saf su eklenerek kat1 Tris-Baz ¢oziildii. Manyetik karistirici izerinde pH metre
kullanilarak ¢ozeltiye pH 8.00 olana kadar damla damla HCI eklendi. Cozeltinin pH’s1

8’e ayarlandiktan sonra ¢ozelti saf su ile son hacim 500 mL’ye tamamlandi.
b) 50 mM pH 8.00 Tris-HCI Cozeltisi

Hazirlanan 100 mM’lik Tris-HCI ¢o6zeltisinden 250 mL alindi. Saf su ile son

hacim 500 mL olacak sekilde tamamlandi.
¢) 125 mM pH 8.50 Tris-HCI + 1.25 mM CaCl, Cozeltisi

Stok kati kimyasaldan (MA= 121.14 g/mol Tris-Baz) 1.51 g alindi. Yaklasik 80
mL saf su eklenerek kat1 Tris-Baz ¢oziildii. Diger stok kati kimyasaldan (MA=110.99
g/mol CaCly) 0.014 g alindi. Tris-Baz c¢ozeltisine eklenerek kati CaCl, ¢oziildii.
Manyetik karistirict lizerinde pH metre kullanilarak c¢ozeltiye pH 8.50 olacak sekilde
damla damla HCI eklendi. Cozeltinin pH’s1 ayarlandiktan sonra ¢ozelti saf su ile son

hacim 100 mL’ye tamamland.
d) 1 mM CacCl; Cozeltisi

Stok kat1 kimyasaldan (MA= 110.99 g/mol CaCl,) 0.13 g alindi. Saf su

eklenerek manyetik karistiricida ¢oziildii. Son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandz.
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e) 1 mM Paraokson Cozeltisi

Stok ¢ozeltiden (4.17 M paraokson) 28 uL alindi. Son hacim etanolle 10 mL’ye

tamamlandi. Cozelti 6l¢lim sirasinda taze olarak hazirlandi.
f) 1 mM Fenilasetat Cozeltisi

Stok ¢ozeltiden (7.8 M fenilasetat) 128 uL alindi. Son hacim etanolle 10 mL’ye

tamamlandi. Cozelti 6l¢lim sirasinda taze olarak hazirlandi.
g) 1 mM Dihidrokumarin Cozeltisi

Stok ¢ozeltiden (7.81 M dihidrokumarin) 128 pL alindi. Son hacim metanolle 10

mL’ye tamamlandi. Cozelti 6l¢iim sirasinda taze olarak hazirlandi.
5.2.3.2. Serum Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Tayini

Paraoksonaz aktivite tayini Furlong ve ark.’in kullandig1 yontem ile yapilmistir
(71). Serum PON-1 enzimi paraoksonaz enzim aktivitesi ile paraoksonu (O,O-dietil-O-
p-nitrofenol fosfat) hidrolize ederek dietil fosfat ve p-nitrofenole ayirir. P-nitrofenoliin
405 nm ’deki absorbansi, serum PON-1" in paraoksonaz aktivitesi ile dogru orantilidir.
Aktivite tayini i¢cin Tablo 4> deki gibi pipetlemeler yapildi. Tiim ornekler duplike
caligildi.

Tablo 4. Serum paraoksonaz enzim aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Numune (uL) Kor (uL)
100 mM pH 8.00 Tris-HCI 855 855
1 mM CaCl, 85 85
1 mM paraokson 10 10
Serum 50 -
dH,0 - 50

Aktivite Slgiimleri SHIMADZU UV-1601 cihazinda, 25°C de, 405 nm dalga
boyunda, 3 dakika siireyle, kore karsi kinetik okuma yapilarak gergeklestirildi. Delta

absorbans alinarak asagidaki formiile gore enzim aktiviteleri hesaplandi. Paraoksonaz
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icin 1 dakikada 1nmol para-nitrofenol olusturan enzim miktar1 1 {inite olarak

tanimlanda.

AA x Vix10°®
dakika =zxdxVs

Enzim Aktivitesi (U/L) =

Vt: Toplam hacim (uL)

Vs: Numune hacmi (pL)

&: Molar absorptivite sabiti (405 nm i¢in 18700 M™* cm™)
d: Isik yolunun uzunlugu (cm)

AA: Son absorbans ile ilk absorbans arasi fark

5.2.3.3. Serum Arilesteraz Enzim Aktivitesi Tayini

Arilesteraz aktivite tayini Gan ve ark.’mn kullandig1 yontem ile yapilmustir (72).
Serum PON-1 enzimi arilesteraz enzim aktivitesi ile fenilasetati hidrolize ederek fenol
ve asetata ayirir. Fenoliin 270 nm ’deki absorbansi, serum PON-1’in arilesteraz
aktivitesi ile dogru orantilidir. Aktivite tayini igin Tablo 5’ deki gibi pipetlemeler
yapildi. Tiim 6rnekler duplike caligildi.

Tablo 5. Serum arilesteraz enzim aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Numune (nL) Kor (uL)
50 mM pH 8.00 Tris-HCI 900 900
1 mM CaCl, 85 85
1 mM fenilasetat 10 10
Serum 5 -
dH,0 - 5

Aktivite dlgiimleri icin SHIMADZU UV-1601 cihazinda, 25 °C'de, 270 nm
dalga boyunda, 2 dakika siireyle, kore karst kinetik okuma yapildi ve delta absorbans
alimarak asagidaki formiile gore enzim aktiviteleri hesaplandi. Arilesteraz igin 1

dakikada 1 pmol fenilasetati {irline geviren enzim miktari 1 {inite olarak tanimlandi.
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AA . Vtx10%
dakika exdxVs

Enzim Aktivitesi (U/L) =

Vt: Toplam hacim (uL)

Vs: Numune hacmi (pL)

&: Molar absorptivite sabiti (270 nm icin 1310 M cm™)
d: Isik yolunun uzunlugu (cm)

AA: Son absorbans ile ilk absorbans aras1 fark

5.2.3.4. Serum Laktonaz Enzim Aktivitesi Tayini

Laktonaz aktivite tayini Teiber ve ark.” in kullandig1 yontem ile yapilmustir (73).
Serum PON-1 enzimi laktonaz enzim aktivitesi ile dihidrokumarini hidrolize ederek 3-
(o-hidroksifenil) propiyonik aside ¢evirir ve 3-(0-hidroksifenil) propiyonik asidin 270
nm ’deki absorbansi, serum PON-1’in laktonaz aktivitesi ile dogru orantilidir. Aktivite

tayini i¢in Tablo 6’ daki gibi pipetlemeler yapildi. Tiim 6rnekler duplike c¢alisildi.

Tablo 6. Serum laktonaz enzim aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Numune (uL) Kor (uL)
50 mM pH 8.00 Tris-HCI 900 900
1 mM CacCl, 85 85
1 mM dihidrokumarin 10 10
Serum 5 -
dH,0 - 5

Aktivite Slgiimleri i¢in SHIMADZU UV-1601 cihazinda, 37 °C'de, 270 nm
dalga boyunda, 2 dakika siireyle, kore karsi kinetik okuma yapildi ve delta absorbans
alinarak asagidaki formiile gore numunelerdeki enzim aktivitesi hesaplandi. Laktonaz
icin 1 dakikada 1 pmol dihidrokumarini {iriine ¢eviren enzim miktar: 1 tinite olarak

tanimlandi.
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AA . Vtx10%
dakika exdxVs

Enzim Aktivitesi (U/L) =

Vt: Toplam hacim (uL)

Vs: Numune hacmi (pL)

&: Molar absorptivite sabiti (270 nm icin 1295 M cm™)
d: Isik yolunun uzunlugu (cm)

AA: Son absorbans ile ilk absorbans aras1 fark

5.2.4. Mikrozom PON-1 Enzim Aktiviteleri Tayini
5.2.4.1. Mikrozomal Fraksiyonun Hazirlanmasi

Mikrozomal fraksiyonun hazirlanmasi i¢in Gil ve ark. nin yontemi kullanilmistir
(74). -80°C de saklanan karaciger dokulari almarak her birinden 500 mg tartilds.
Tartilan dokunun homojenizasyonu i¢in 5mM Tris-HCI + 0.25 M sukroz pH 7.4
(sukrozlu tampon) tamponu ile 5 mM Tris-HCI pH 7.4 (sukrozsuz tampon) tamponu
hazirlandi. 500’er mg olarak tartilan dokular falcon tiiplerine yerlestirildi. Uzerlerine 5
mL sukrozlu tampon eklenerek 13.500 rpm’de buz kiiveti i¢inde 6 dakika boyunca
homajenize edildi. Homojenizasyon sonunda 12.500 g’ de +4 °C’de 20 dk. santrifijj
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant alindi. Almnan siipernatant 105.000 g’ de +4 °C’de
BECKMAN ultrasantrifiijinde 60 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi

stipernatant atildi. Pellet 1 mL sukrozsuz tamponda ¢6ziildii.
5.2.4.2. Mikrozomal Membranlarin Coziinmesi

Mikrozomal membranlarin ¢6ziinmesi i¢in Gil ve ark.nin yontemi kullanilmigtir
(74). Sukrozsuz tamponda ¢oziilmiis orneklerden 250 pL alinarak eppendorf tiiplerine
konuldu. Uzerlerine 2 pL Triton X-100 eklendikten sonra ve 1 dakika boyunca vortekslendi.
Vorteksleme islemi sorasinda +4 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
hemen sonra 16.000 rpm’de +4 °C’de 60 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras

slipernatantlar alind1 ve enzim aktivite tayini i¢in kullanildu.
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5.2.4.3. Mikrozom Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Tayini

Mikrozom paraoksonaz enzim aktivitesi tayini Gil ve ark. ninyéntemi modifiye
edilerek yapilmigtir (74). Aktivite tayini igin Tablo 7’ deki gibi pipetlemeler yapildi.
Tiim 6rnekler duplike calisildi.

Tablo 7. Mikrozom paraoksonaz enzim aktivite tayini igin yapilan pipetlemeler

Numune (uL) Kor (uL)
125 mM pH 8.50 Tris-HCI + 1.25 mM CaCl, 240 240
1 mM paraokson 10 10
Mikrozom 50 -
dH,0 - 50

Aktivite olgiimleri i¢in Spectramax Mikroplate Reader cihazinda, 37°C'de, 405
nm dalga boyunda, 10 dakika siireyle, kore karsi kinetik okuma yapildi ve delta
absorbans aliarak enzim aktiviteleri hesaplandi. Paraoksonaz i¢in 1 dakikada 1nmol

para-nitrofenol olusturan enzim miktari 1 {inite olarak tanimlanmustir.
5.2.4.4. Mikrozom Arilesteraz Enzim Aktivitesi Tayini

Mikrozom arilesteraz enzim aktivitesi Gan ve ark.nin kullandigr yontem ile
yapilmistir (72). Aktivite tayini i¢in Tablo 8 deki gibi pipetlemeler yapildi. Tim
ornekler duplike ¢alisildi.

Tablo 8. Mikrozom arilesteraz enzim aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Numune (uL) Kor (uL)
50 mM pH:8.00 Tris-HCI 900 900
1 mM CaCl, 85 85
1 mM fenilasetat 10 10
Mikrozom ) -
dH,0 - 5
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Aktivite Sl¢iimleri igin SHIMADZU UV-1601 cihazinda, 37°C de, 270 nm dalga
boyunda, 3 dakika siireyle, kore kars1 kinetik okuma yapildi ve delta absorbans alinarak
asagidaki formiile gore enzim aktiviteleri hesaplandi. Arilesteraz i¢in 1 dakikada 1 pmol

fenilasetat1 iirline ¢eviren enzim miktari 1 {inite olarak tanimlanmustir.
5.2.4.5. Mikrozom Laktonaz Enzim Aktivitesi Tayini

Mikrozom laktonaz enzim aktivitesi tayini Teiber ve ark.” in kullandig1 yontem
ile yapilmistir (73). Aktivite tayini i¢in Tablo 9 daki gibi pipetlemeler yapildi. Tiim
ornekler duplike calisildi.

Tablo 9. Mikrozom laktonaz enzim aktivite tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Numune (uL) Kor (uL)
50 mM pH 8.00 Tris-HCI 900 900
1 mM CaCl, 85 85
1 mM dihidrokumarin 10 10
Mikrozom ) -
dH,0 - 5

Aktivite l¢iimleri icin SHIMADZU UV-1601 cihazinda, 37°C de, 270 nm dalga
boyunda, 3 dakika siireyle, kore karsi kinetik okuma yapildi ve delta absorbans alinarak
enzim aktiviteleri hesaplandi. Laktonaz i¢in 1 dakikada 1 pmol dihidrokumarini tiriine

geviren enzim miktar1 1 Ginite olarak tanimlanmustir.
5.2.5. Protein Tayini

Karaciger mikrozom dokusunda PON-1 enzim aktivitelerinin tayini i¢in mg
basina hesaplama yapilacagindan dokudaki protein miktarin1 hesaplamak igin protein
tayini Lowry metodu ile yapildi (53). Bu metodun prensibi proteinin ilk once alkali
ortamda bakir iyonlar1 ile muamele edilmesine ve daha sonra Folin-Ciocalteu’s fenol
reaktifinin (fosfotungistik- fosfomolibdik asit) protein ile reaksiyonu sonucu olusan

mavi rengin optik dansite spektrofotometrede 660 nm’de 6l¢iiliir.
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5.2.5.1. Kullanilan Cozeltiler
a) Reaktif I: %2 Cu,S0O,4.5H,0

2 g CuS04.5H,0 bir miktar distile suda ¢oziiliip hacmi distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.
b) Reaktif Il: %2 Sodyum Potasyum Tartarat

2 g Sodyum potasyum tartarat bir miktar distile suda ¢6ziiliip hacmi distile su ile
100 mL’ye tamamlandi.
c) Reaktif A: 0,1 N NaOH cozeltisinde %2 Na,CO3

2 g Na;COs3, 100 mL 0.1 N NaOH ¢ozeltisinde hazirlandi.
d) Reaktif B: Alkali Bakir Reaktifi

Reaktif I, Reaktif II, Reaktif A siras1 ile 1:1:100 oraminda karistirildi, taze
hazirlandi.
e) Folin-Ciocalteu’s Fenol Reaktifi

2 N Folin reaktifi 1:1 oraninda distile su ile seyreltildi, taze hazirlandi.
f) Standartlar: Sigir Serum Albiimini

0.02 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.15 mg/mL, 0.2 mg/mL

konsantrasyonlarinda albiimin standartlar1 hazirlandi.
5.2.5.2. Deneyin Yapilisi

Asagidaki tabloya gore (Tablo 10) pipetlemeler yapilip 660 nm’ de absorbanslari
okunarak standart grafik yardimiyla sonuglar bulunmustur (Sekil 10).

Tablo 10. Protein tayini i¢in yapilan pipetlemeler

Kor (uL) Standart (uL) Numune (uL)
Distile Su 100 - 95
Standart - 100 -
Numune - - 5
Reaktif B 500 500 500
Vorteksle karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk. bekletildi.
Folin reaktifi (1N) 50 50 50

Vorteksle karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dk. bekletildi.

660 nm’ de absorbanslar1 okundu.
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Sekil 10. Protein tayini standart grafigi.

5.2.6. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Elde edilen sonuglar ortanca ve ¢eyrekler arasi oran [X.(IQR)] olarak verildi.
Grup ortancalarinin karsilastirilmasi igin non-parametrik test olan Kruskal Wallis testi
kullanildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kanul edildi.
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6. BULGULAR

Agirhik, lipid ve glukoz degerleri “Diyetle Indiiklenmis Obezitede Yag
Dokusunda Oksidan-Antioksidan Dengenin Incelenmesi” isimli 111S 252 kodlu
TUBITAK tarafindan desteklenen projeden elde edilen veriler olup, bu proje ile

desteklenen doktora tezi ile ortak kullanilmistir (44).
6.1. Calisma Grubu Agirhik Degerleri

Calisma grubuna ait agirlik degerleri Tablo 11’°de sunulmustur.

Tablo 11. Agirlik Degerleri

KONTROL OBEZ NAC
Baslangi¢ agirhg (g)* 285+ 21.3 284 + 25.2 285+ 21.5
Deney sonu agirhk (g) 450 + 31.3 518 £19.9 514 £ 65.2

* 15 glinliik 6n beslemeden sonraki agirlik

6.2. Cahisma Grubu Lipid - Glukoz Degerleri

Calisma grubuna ait lipid ve glukoz degerleri Tablo 12 ‘de sunulmustur.

Tablo 12. Glukoz - Lipid degerleri

KONTROL OBEZ NAC p
179 185 139
TG (mg/dL) 0.476
(133-266) (146-239) (120-202)
76.7 78.2 87.5
TK (mg/dL) 0.238
(71.6-90.4) (72.4-84.1) (79.9-93.6)
42 36.5 47
HDL-K (mg/dL) 0.128
(28.7-44.2) (29.7-44.2) (36-49)
12.5 12 16
LDL-K (mg/dL) 0.114
(5-13.2) (10-13) (12-18.2)
135 149 155
Glukoz (mg/dL) 0.380
(124-198) (130-163) (146-180)

Degerler [Ortanca (IQR)] olarak verilmistir. Kruskal Wallis testine gore p degerleri.
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85 giinliik beslenme sonucunda tiim gruplarin obez oldugu saptanmistir. Ayrica
deney gruplar1 arasinda obez ve nac grubunun serum glukoz degerleri kontrol grubuna
gore daha yiiksek gozlendi. TK ve LDL-K diizeyleri NAC grubunda kontrol ve obez
grubuna gore yliksek bulundu. TG diizeylerinin obez grupta kontrol grubuna gore
ylukseldigi NAC grubunda ise hem kontrol hem obez grubuna gore diistiigii tespit edildi.
HDL-K diizeyleri ise obez grupta her iki gruba gore diisiik bulundu. Parametrelerin

seviyeleri gruplar arasinda degisse de istatistiksel olarak anlamli degildi.
6.3. Calisma Grubu Serum PON-1 Aktivitelerinin Degerleri

Calisma grubuna ait serum PON-1 enzim aktiviteleri degerleri Tablo 13’de

sunulmustur.

Tablo 13. Serum PON-1 enzim aktivitelerinin degerleri

KONTROL OBEZ NAC p
205 192 201
PON (U/mL) 0.773
(144-230) (192-256) (127-274)
68.7 61.1 63.8
ARE (U/mL) 0.66
(45.9-70.2) (18.3-77.9) (45.9-82.2)
55.4 52.2 47.9
LAC (U/mL) 0.833
(34.6-58.8) (22.6-58.3) (31.1-59.2)

Degerler [Ortanca (IQR)] olarak verilmistir. Kruskal Wallis testine gore p degerleri.

Serum paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri obez ve NAC grubunda

kontrol grubuna gore diisiik bulunsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi.
6.4. Calisma Grubu Mikrozom PON-1 Aktivitelerinin Degerleri

Calisma grubuna ait siganlarin karciger dokularindan elde edilen mikrozom

PON-1 enzim aktiviteleri degerleri Tablo 14’de sunulmustur.
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Tablo 14: Karaciger mikrozomu PON-1 enzim aktivitelerinin degerleri

KONTROL OBEZ NAC p
] 0.48 0.55 0.57
PON (U/mg protein) 0.717
(0.35-0.74) (0.41-0.87) (0.48-0.59
8.57 10.78 12.77
ARE (U/mg protein) 0.064
(7.09-11.09) (8.49-13.42) (11.47-16.24)
5.7 5.59 6.50
LAC (U/mg protein) 0.198
(5.11-6.25) (5.15-6.26) (5.74-8.53)

Degerler [Ortanca (IQR)] olarak verilmistir. Kruskal Wallis testine gore p degerleri.
Mikrozom paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri NAC grubunda

kontrol ve obez gruba gore yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir

fark gozlenmedi.
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7. TARTISMA ve SONUC

Obezitenin goriilme siklig1 her gegen giin artmaktadir. Bu artis sebebiyle obezite
giiniimiiziin en Onemli saglik problemlerinin basinda gelmektedir. Obezitenin
mekanizmasinin ve viicut iizerindeki etkisinin anlasilmasi ve obeziteye karsi uygun
tedavi yollarmin anlasilmasi i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Obezite, diyabet,
yiiksek tansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bir¢cok hastaligi da beraberinde
getirir (15).

Bu ¢alismada, yiiksek yagli diyet ile obez yapilmis ve diyetlerine NAC ilave
edilmis obez sicanlarda (Tablo 11) karsilastirma yapildiginda TK ve LDL-K
diizeylerinin NAC grubunda kontrol ve obez grubuna gore yiliksek; TG diizeylerinin
obez grupta kontrol grubuna gore yiiksek NAC grubunda ise hem kontrol hem obez
grubuna gore diistiik; HDL Kolesterol diizeylerinin obez grupta her iki gruba gore
disiik oldugu tespit edilmesine ragmen parametrelerin seviyeleri gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 12).

Calismamizda kullanilan yiiksek yagli diyet insiilin rezistans1 ve hiperglisemi ile
karakterizedir. Yiiksek karbohidrat igerikli diyete gore daha fazla kilo kazanimina sebep
olur. Cogunlukla da TG miktarlarinda 6nemli degisikligi sebep olmaz (72). Deney TG
sonuglarin1 inceledigimizde TG diizeylerinin obez grupta kontrol grubuna gore
yiikseldigi NAC grubunda ise hem kontrol hem obez grubuna gore diistiigii gozlendi
(Tablo 12). Son 2 yildir yapilan ¢alismalarda sukrozun TG olusumuna neden oldugu
icin fruktoz iizerinden obeziteye yol actig1 kanisina varilmis ve bu ylizden de yeni
kullanilan standart diyette sukroz orani azaltilmistir (79). Ayrica ratlar {izerinde yapilan
baska caligmalara gore Sprague-Dawley 1rki sicanlarin %12°lik kisminin obeziteye karsi
direng gosterdigi saptanmistir (79). Calismamizda kullanilan diyetteki sukroz igerigi ve

sigan 1rk1 bekledigimiz sonuglara ulasgamamiza neden olmus olabilir.

Novelli ve ark. (10) 30 giin yiiksek sukrozlu (%30) diyetle obez yapilmis
sicanlarda N-asetilsisteinin (2g/L) enerji metabolizmasina ve kardiak oksidatif strese
etkisi inceledikleri ¢aligmada obez grupta kalp dokusunda TG birikiminin oldugunu,
oksidatif stres ve metabolik degisiklikler gozlendigini ancak NAC takviyesinin yag
oksidasyonunu ve enerji harcanmasini arttirarak obeziteden kaynaklanan olumsuz

etkileri azalttigini ifade etmislerdir.
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Oksidatif stres oksidan-antioksidan dengenin oksidan lehine bozulmasi sonucu
ortaya cikar. Obezite orta derecede inflamasyon seyreden bir hastalik tiiridiir ve
oksidatif stresi tetikler. Oksidatif stresin; kalp-damar hastaliklari, diyabet ve metabolik
sendrom gibi obezitenin komplikasyonlarinin altinda yatan mekanizmalardan biri
oldugu bildirilmistir (21, 71).

Yapilan birgok c¢alismada obezlerde E vitamini, C vitamini, karotenler,
fitokimyasallar, c¢inko, bakir, selenyum obez olmayan bireylere daha diisiik
bulunmustur. Bu nedenle obezlerde antioksidian savunmanin yetersizligi ortaya

ctkmaktadir (21).

HDL’nin yapisinda PON-1 enzimi HDL’ye antioksidan 6zellik kazandirmakta
ve LDL oksidasyonunu inhibe etmesini saglamaktadir (73). PON-1in LDL
oksidasyonunu inhibe ettigi in vitro ve in vivo g¢alismalarla desteklenmistir. Yapilan
caligmalara gore o0-0x-LDL diizeyleri ile PON-1 aktivitesi arasinda ters bir iliski
bulunmaktadir (74).

PON-1 paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri gosteren bir enzimdir.
PON-1 enzim aktiviteleri ¢esitli faktorlere bagli olarak degisim gosterir. Bunlar arasinda
genetik faktorler (polimorfizm), cevresel faktorler, yasam bicimi, yas ve cinsiyet
sayilabilir (75). Genetik faktorlere ek olarak farmakolojik ve diyet modiilatorlerinin
etkisi ile bireyler arasinda PON-1 aktivitesinin 40 kata kadar degisiklik gosterebilecegi
rapor edilmistir (77). PON-1 aktivitesine etki eden en 6nemli faktorlerden birinin de

diyetteki yaglar oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya koyulmustur (5, 73, 76).

Farkl1 lipitlerin PON-1 enzim aktivitesi lizerine etkisini gésteren hayvan deneyleri
de vardir. Aterojenik diyet sonrasi farelerde, PON-1 aktivitesinin ve karaciger mRNA
diizeylerinin diistiigii gosterilmistir. Erkek Sprague-Dawley ratlara uygulanan doymus
yaglardan zengin diyet sonrast PON-1 aktivitesin azaldigi rapor edilmistir. Tekli
doymamus yag iceren diyetle beslenen ¢esitli hayvan modellerinde PON-1 aktivitesinde

belirgin bir artis oldugu kaydedilmistir (5).

Calismamizda serum paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri obez ve
NAC grubunda kontrol grubuna gore diisiik bulunsa da istatistiksel olarak anlamli

degildi (Tablo 13). Ayrica, mikrozom paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz aktiviteleri
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NAC grubunda kontrol ve obez gruba gore yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmedi (Tablo 14).

Durak ve ark. (78) normal ve 3.6 g kolesterol takviyeli diyetle 3 ay besledikleri
Sprague-Dawley ratlarda PON enzim aktivitelerine ve serum TK ve HDL-K diizeylerini
degerlendirdikledikleri c¢aligmalarinda kolesterol takviyeli grupta TK ve HDL-K
diizeylerinin belirgin bir sekilde yiikseldigini PON-1 aktivitesinin ise diistiigiinii rapor

etmislerdir.

Ferreti ve ark. (5) plazmadan izole edilen HDL {izerindeki paraoksonaz enzim
aktivitelerinin obez kadinlarda normal kadinlara gore belirgin sekilde diisiik oldugunu,
lipidlerin  modifikasyonlarinin  arttigmi  belirtmislerdir. PON  aktivitelerindeki
degisikligin HDL-K modifikasyon degisiklikleriyle iliskili olabilecegi sonucuna

varmiglardir.

Bu c¢alismada serum ve mikrozom paraoksonaz, arilesteraz ve laktonaz
aktivitelerinde kontrol, obez ve NAC gruplarinda farklilik olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamasi numune sayisinin az olusundan kaynaklanmis
olabilir. Ayrica 85 giinliik NAC takviyesi degisiklikleri gozlemeye yetersiz olmus
olabilir. Her ne kadar bu calisma neticesinde diyetle obezite olusturulan Sprague-
Dawley 1rki siganlarda 2 g/ NAC takviyesinin PON-1 enzim aktivitelerine ciddi bir
etkisi olmadiginin kanaatine varilsada bu ¢alisma 6n bir ¢alisma olarak goriilerek daha

genis ve uzun siireli ¢galismayla NAC’1n obezlere etkisi yeniden degerlendirilebilir.
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