1. GIRIS

Ulkemizde ve diunyada alkol kullanimi ve alkole bagli 6lim oranlari giin
gectikce artmakta ve buna bagli olarak llke saglik giderlerinde gin gegtikge
artis gozlenmektedir. Alkolik karaciger hastahdr kronik alkol tiketimi
nedeniyle ortaya c¢ikan primer saghk sorunudur. Alkolin karacigerde
olusturdugu hasarin molekiler mekanizmasinin agikliga kavusmasi igin

cesitli calismalar yapiimaktadir.

Alkol metabolizmasinda karaciger primer rol oynamaktadir (1). Kronik
alkol kullaniminda Mikrozomal Etanol Okside edici Sistem (MEOS) ve Alkol
Dehidrogenaz (ADH) yollarinda a-hidroksietil [CH3C()HOH], hidroksil (OH)
ve superoksit (O,7) anyon radikallerinin Uretimi artmakta ve bu durum da
redukte glutatyon (GSH), a-tokoferol, B-karoten tiketimi, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve hepatotoksinler ile karsinogenlerin

aktivasyonuna neden olmaktadir (1-12).

Aktive olmus T-hicreleri ve makrofajlar etanolin aracilk ettigi
karaciger hasarinin surdurdlmesinde katkida bulunan timur nekroz faktor-
alfa (TNF-a) ve interferon—gama (IFN-y)'y1 da iceren sitokinleri salgilarlar.
TNF-a fibroblast proliferasyonunu uyarir, sitotoksik lenfosit aktivitesini
hizlandirir, kollajenaz aktivitesini ve hepatosit nekrozunu arttirir (8-9, 13-16).
IFEN-y, induklenebilir nitrikoksit sentaz (iNOS) aktivitesini indukleyerek nitrik
oksit (NO) uretimini arttirmaktadir. IFN-y ve NO sitokrom P450 2E1 (CYP450
2E1) aktivitesini inhibe etmektedir. Bununla beraber IFN-y ile NO, TNF-a ve
peroksinitrit (ONOQO) Uretimini arttirmaktadir (17-20).

Flavonoidler, bitkisel gidalarda 0Ozellikle cay, kirmizi sarap, elma,
sogan ve baklagillerde bol miktarda bulunan bilesiklerdir. Bitkilerin ikincil
metabolitlerdendir. Fotosentezle olugsan ve yasamsal gereksinimleri igin
kullandiklari karbohidratlar, aminoasitler gibi birincil metabolitlerden turerler.

insan diyetiyle giinliik ortalama titketimi 1 g oldugu sanilmaktadir (21-28).
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Quercetin (3,5,7,3,4-pentahidroksiflavon) eksojen kaynakl
antioksidan bir flavonoid olup ¢esitli mekanizmalarla oxidatif hasari ve hicre
Olumind engeller. Oksijen radikallerini temizler, lipid peroksidasyonuna karsi
koruma saglar. Antioksidan, antiinflamatuvar, antitimoral, antibakteriyal ve

antiviral gibi klinik 6zellikleri vardir (21-29).

Bu calismanin amaci, kronik alkol aliminin inflamasyon ve oksidatif
stres yoluyla neden oldugu karaciger hasari Uzerinde quercetinin koruyucu
etkisini  incelemektir. Bu amagla  karaciger dokusunda lipid
peroksidasyonunun goéstergesi olarak doku thio barbuturik asit reaktif Grtinleri
(TBARS), protein oksidasyonunun godstergesi olarak protein karbonil diizeyi
ve antioksidan kapasitenin bir gostergesi olarak da GSH ile protein sufhidril
(SH) guplarinin duzeyleri ve enzimatik antioksidan kapasiteyi gdsterme
acgisindan superoksit dismutaz (SOD) ile katalaz (CAT) enzimlerinin
aktiviteleri olgiildii. inflamasyonun gostergesi olarak da proinflamatuvar

sitokinlerden TNF-a ve IFN-y‘nin karaciger duzeyleri belirlendi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, son ydrungelerinde bir veya daha fazla ortaklanmamig
elektron (e”) iceren atom veya molekillerdir. Oldukga reaktif olup kisa
omurludurler. Elektriksel olarak pozitif yukl, negatif yikli veya noétral olabilir
(30-31).

Serbest radikaller kovalent bagli bir molekultin, her atomunda ortak e
‘lardan birinin kalarak, kovalent bagin homolitik bélinmesiyle ya da radikal
olmayan bir molekiile tek bir e 'un eklenmesiyle olusurlar. Bu nedenle serbest
radikallerde yarim bag oldugu dusundlebilir. Bu tir maddeler ortaklanmamis
e’larindan dolay oldukca reaktiftirler (32-33). Iki radikal karsilastigi zaman
cift olmayan e’larini birlestirirler ve bir kovalent bag teskil ederler. Hidrojen
atomu eslesmemis e uyla bir radikaldir ve iki hidrojen atomu diatomik bir

hidrojen molekult olugturmak tizere kolayca birlesebilirler (34-35).
H +H ——— H:

Fe®, cu®, Mn?* ve Mo®" gibi gecis metalerinin de ortaklanmamis e’
lari oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat reaksiyonlari
kataliz ettiklerinden dolay! serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar
(32,36-37).

Radikaller nonradikallerle bir kag yoldan reaksiyona girerler. Bir radikal
ortaklanmamis e unu bir nonradikale verebilir (rediikte edici radikal) veya bir
Gift olugturmak i¢in diger bir molekilden bir e” alabilir (okside edici radikal) ya
da bir nonradikalle birlesebilir. Bu U¢ reaksiyon tipinden hangisi ile olursa

olsun nonradikal Griin sonunda bir radikale donusir (36).

Biyolojik sistemler igin serbest radikallerin baglica kaynagi molekuler

oksijendir (0,). 1924'te O.'in eslesmemis e’lar icerdigi saptanmistir. -7
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olarak gorterilmesi uygun olan O2'nin dort e*u basamaklar halinde redukte

olarak su sekline dénusur (36).

Oy +4H" +4e° ——— 2 H;0

O2’nin rediksiyonu esnasinda olusan protonlasmis ve protonlagsmamis
ara Urlinleri gosterilmektedir. O, bir e alinca O, olusur. Eger iki e transfer
edilirse olusan urun hidrojen peroksittir (H202). H.O- bir radikal degildir, fakat
kuvvetli oksidan bir maddedir. ikiden fazla ealabilir ve oldukga sitotoksik olan
driinlere doénisir. Ferro demir (Fe*?) H,O.'e liciincii e unu transfer ederse
O-0 bagi kirlir, su ve 'OH olusur (34,36).

Bu reaktif ara drunlerinin hepsi radikal olmadigi icin siklikla hatali
olarak kullanilan “serbest oksijen radikalleri” yerine “reaktif oksijen drtnleri
(ROS)” terimini kullanmak yerinde olur (34). ROS tanimi igine bazen singlet
oksijen (*O,) ve nétrofil myeloperoksidazi tarafindan H,O'ten iiretilen
hypoklorik asid (HOCI) de dahil edilebilir.

2.2. BIYOLOJIK SISTEMLERDE OLUSAN REAKTIF OKSIJEN URUNLERI
(ROS)

Biyolojik sistemlerin en dnemli serbest radikalleri oksijen kaynakli olanlaridir.
Daha az olarak karbon ve kukurt merkezli olanlar da vardir. ROS canhhdin

devami igin belli oranlarda gereklidir.

Mikrozomal ve mitokondriyal e transport zincirinden e™larin diffiize
olmasi esnasinda, nukleotid metabolizmasinda hipoksantin ve ksantin
basamaklarinda, fagositik hicrelerde solunum patlamasi esnasinda,
arasidonik asid metabolizmasi esnasinda ve argininden nitrik oksitin (NO)
sentezi esnasinda ROS uretilmektedir (Sekil 2.2.1).
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Sekil 2.2.1. Reaktif oksijen triinlerinin kaynaklari ve meydana gelen reaksiyonlar

2.2.1. Superoksit Radikali (O;7)

O'in tek e*la indirgenmesiyle olusan O, bitiin aerobik hiicrelerde bulunur.
Hem oksidan hem de reduktan 6zellige sahiptir. En ¢gok mitokondri, endoplaz-
mik retikulum ve kloroplast gibi selltler e transport zincirinin ¢egitli kompo-
nentlerinde O,’e e sizmasiyla olusur. Asiri solunumla O, konsantrasyonun
artmasi sonucu sizma miktari ve buna bagli olarak O, tretim hizi artar (Sekil

2.2.2.1.1) (32,37).

Mitokondriyal e transport zincirinden e iki yerden sizar. Birincisi,
NADH-Dehidrojenaz basamagi, ikincisi ise koenzim Q ya da ubikinon basa-
magidir. e“larin Oz’'e tagsinmasindan sorumlu olan sitokrom oksidaz enzimi
O2'nin % 98'’ini harcayarak suya indirger. Oz'nin % 2'si ise transport zincirin-

den sizan e™larla O, olusturur (36).
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Sekil 2.2.1.1. Mitokondriyal kaynaklh reaktif oksijen drtnlerinin  olusumu ve lipid
peroksidasyonu. ETZ; Elektron transport zinciri, ANT; Adenin niikleotid translokaz.

0., bir serbest radikal olmakla birlikte direkt olarak fazla zarar vermez. Asil
onemi, H,O, kaynagi olmasi ve gegis metallerinin indirgeyicisi olmasidir. O;",
pH 7,2 de yaklasik 3.8 x 10°> mol/s sabitesinde daha stabil bir metabolit olan
H.O'e donusur (38).

205 +2HY ———» HaO5+0,

Endoplazmik retikulum ve nlkleer membranda membrana bagl

sitokromlarin oksidasyonuyla da serbest radikaller tretilmektedir (32,37,39).

O,", dusiik pH degerinde daha reaktif olup oksidan perhidroksil radika-
li (HOZ) olusturmak tzere protonlanir. Fizyolojik pH'daki protonlanmis formu
% 1'den azdir. O;" ile HO;' reaksiyona girince biri okside olurken digeri indir-

genir. Bu reaksiyon sonucunda O, ve H,O, meydana gelir (sekil 2.2.1.1) (32).

HOg + 0y +H'—eHy0, +05
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O2"in, fizyolojik bir serbest radikal olan NO ile birlesmesi sonucu
reaktif bir oksijen turevi olan ONOO™ meydana gelir. ONOO™lerin dogrudan

proteinlere zararl etkileri vardir (32).

Oy + N — OO0

Gegis metallerinin otooksidasyonunu da O," meydana getirebilir. Bu
reaksiyonlar geri donisumli olduklarindan gegis metalleri iyonlarinin O ile

reaksiyonlari geri dontsumlt redoks reaksiyonlari olarak dusundlebilir (32).

Felt+ g — Feot+ Oz~

O+ 0y — O 0,

0.~ Cu®" gibi gecis metalleri ve radikal tirrleri ile kolayca reaksiyona
girer ve H;O, ile "Haber-Weis reaksiyonu" vererek oldukga toksik ‘OHni

olusturur (35,40).
Oy +Hyly = OH +OH ™ + 0y

Fe? iyonlan katalizorligiinde "Fenton reaksiyonu" gerceklesir ve

reaksiyon ortalama 4000 kat hizlanir (35).

Fe**+ HyDy ———e Fe*+ OH + OH™

Fagositik l6kositler (notrofiller, monositler, makrofajlar ve eozinofilller)
cesitli biyolojik hedeflerin parcalanmasina sebep olan ve enfeksiyona karsi
hiicresel cevabi baglatan hiicrelerdir. Solunum patlamasi esnasinda fagositik
hicrelerde diger ROS ile beraber O, de olugsmaktadir. Notrofillerde O~
dretimi plazma membraninin dis ylzeyine yerlesmis bulunan NADPH
oksidaz araciligiyla olusur. Uygun bir stimulus ile fagositik hticre uyarildiktan
sonra NADPH oksidaz aktive olur. NADPH'’tan iki e” alinarak iki molekul Oz'e

aktarihir. Boylece iki molekul O, olugur.
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NADPH Oksidaz _
2 0z + NADPH »2 O3 +MADPY+ H'

Respiratuvar patlama esnasinda tiiketilen Oz nin cogu O, ara (riini
tzerinden H,Oy'e donusturalir. Kronik granilamatoz hastalik olarak bilinen
konjenital bozuklukta NADPH oksidaz eksikligine bagh olarak O,~ ve diger
ROS uretilemez ve boylece dldurulemeyen pek ¢cok bakteri tirt serbest kalir.
Ornegin; fagosite edilemeyen stafilokok aereus gibi bakterilerle hastalar ciddi,

kalici ve tekrarlayan enfeksiyonlara maruz kalirlar (32,35-36).

Notrofillerin kullandidi diger bir bakteri 6ldirme mekanizmasi da bir
hem enzimi olan myeloperoksidazin (MPO) kataliziyle flortr digindaki
halojenleri ve H,0Oy'i kullanarak HOX'in olugturulmasidir. Bu asitler oksidan

Ozelliklerinden dolay gui¢lu antibakteriyel ajanlardir (32).

HyOs +X- + He —veloperoksidaz o0 16

M =Cl 17 Br)

Hucrelerde O, ™ olusumuna neden olan diger bir enzim XO’dir. Saglam
dokularda % 90" ksantin dehidrogenaz (XD) formunda bulunan XO enzimi
dusuk oksijen basincinda inaktifken yiksek oksijen basincinda aktif hale
gelir. XO enzimi ksantinin Urik aside dénusimu sirasinda Oz~ olugsumuna

neden olur (32).

#0 . -
Kgantin +2 Oz + He O ——* Urik Asit +2 0 +2 H*

Aragidonik asit metabolizmasi esnasinda siklooksijenaz (COX) ve
lipoksijenaz (LOX) yoluyla O,~ duretilir. Fagositik hucrelerin uyariimasi
fosfolipaz ve protein kinaz aktivasyonuna, sonugta plazmaya arasidonik

asidin salinimina neden olur (32).
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Normal metabolizma yani sira hiperoksi, inflamasyon ve radyasyon
gibi cevresel ajanlar oksijen metabolizmasini artirarak ROS olusumunu
artinr. Ayrica neoplastik ilaglar, bazi anestezikler, bazi ¢ozlculer, sigara
dumani, hava kirliligi, aromatik hidrokarbonlar gibi cesitli gevresel ajanlar da

ROS’nin ortaya ¢ikmasina yol acarlar.

Olusan O," ya spontan olarak ya da SOD enziminin katalizledigi
reaksiyonla H»O;'e donugur. Spontan dismutasyon en hizli pH 4.8

gerceklesir.

2 Dg'_+2 H ———» H202+Dg

2.2.2. Hidroksil Radikali (OH)

‘'OH H207'in gegis metalleri varliginda indirgenmesi (Fenton reaksiyonu) ile
olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica H.O2'in O, ile reaksiyonu
sonucunda da (Haber-Weis reaksiyonu) meydana gelir. Haber-Weis
reaksiyonu katalizérsiiz cok yavas oldugu halde Fe*? katalizorliigiinde cok
hizli olusur (32,35,40).

‘OH’nin yarilanma 6mri ¢ok kisadir. Suyun iyonize edici radyasyona
maruz kalmasiyla da olugur. Cok reaktif oldugu i¢in hemen yakin g¢evredeki
molekdllerle birlesir. Nonradikal biyolojik molekullerle zincir reaksiyonlari
baslatir. ‘'OH DNA’nin pirin ve pirimidin bazlari ile reaksiyona girerek, DNA

baz modifikasyonlarina yol acabilir.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

10

O +Fe™ — , Fe™*+0;

H:0z2 +Fe?* —————— 'OH + OH" +Fe** (Fenton Reaksiyonu)

Oz +Hy0; ———— 03+ 0OH+0OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

‘OH tiyoller ve yag asitleri gibi daha bir ¢cok molekilden hidrojen

atomlari kopararak yeni radikallerin olusumuna neden olur (32,35,37).

F-5H+0H ———— R5" +H:0

—CHy— + OH — % _CH- +H:0

2.2.3. Singlet Oksijen (*Oy)

O'in eglesmemis e“lardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden
baska bir orbitale kendi spininin ters yodniinde yer degistirmesiyle olusur. 'O
in ortaklasmamig elektronu olmadigi i¢cin nonradikal ROS’dur. Serbest radikal
reaksiyonlari sonucu olustugu gibi serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina da sebep olur. Delta ve sigma olmak Uzere iki sekli vardir.
Porfiria gibi dogustan metabolizma bozukluklarinda singlet oksijen olusumu
artabilir (32,37).

2.2.4. Hidrojen Peroksit (H.0,)
Molekiler oksijenin 2 e’ almasi veya superoksidin bir e almasi sonucu
peroksit olugur. Olugan peroksit molekili 2 hidrojen atomu ile birleserek

H,O, meydana gelir.

O t2¢ +2Hf —— H;0

O;" +e +2HY ——— H:0;
Ancak biyolojik sistemlerde H,O, esas olarak superoksidin
dismutasyonuyla olugur. Dismutasyon ya spontan olarak ya da super oksid

dismutaz (SOD) katalizi ile olarak gergeklegir.

20y +2ZH ————— H: 0 + O
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H.0'in eslesmemis elektronlari olmadigindan dolay! radikal dedgildir.
Bu nedenle reaktivitesi sinirhdir. Ancak diger ROS gecebilecekleri bir anyon
kanali olmadikga membranlardan ¢ok yavas gecebildigi halde H>O, ¢ok kolay
gecebilir. Eritrositler ve vaskuler endotelial hicrelerin membrani boyle bir
kanala sahiptir (32,37).

2.2.5. Nitrik Oksit (NO)

NO yari 6mru kisa olan (3-5 s) fakat ¢cok fazla biyolojik fonksiyonlari bulunan
bir molekuldir. Hicre membranlarindan kolayca diffize olabilen ve hedef
hicreleri aktive edebilen yeni bir sinyal ileti molekili olarak kabul

edilmektedir. Ayrica, oldukca reaktif bir serbest radikaldir (41).

NO, notrofiller, makrofajlar, endotel hiicreleri, plateletler ve noronlar
tarafindan dretilmektedir. NO sentezi, néronlarda, endotel hiicrelerinde ve
plateletlerde reseptér-aracili ya da iyon kanali-bagimli Ca*? influksinin
sonucunda Ca-kalmoduline bagimli NOS enzimi tarafindan olmaktadir.
Endotel hicrelerinde ise; aktif bazi biyolojik molekillerin spesifik hiicre
reseptorlerine baglanmasi sonucu olmaktadir. immiin sistem hiicrelerinde ise
NO sentezi kalsiyumdan bagimsiz gerceklesmektedir. Lipopolisakkaritler
(LPS), TNF, interlokin-1 (IL-1) ve IFN-y gibi sitokinler NO sentezini
indUkleyebilmektedirler (42).

NO, biyolojik etkilerini hedef hiicredeki guanilat siklaz enzimini aktive
ederek ve intraselliler cGMP artisina neden olarak gdstermektedir (14).
cGMP ise protein kinaz G'yi aktive ederek fosforilasyonu uyarmaktadir.
Ayrica NO, reaktif bir serbest radikal olup O, ile birleserek sitotoksik bir
radikal olan ONOO' ve "‘OH radikalini olusturmaktadir. Bu da NO’nun
sitotoksik ve dejeneratif etkilerine neden olmaktadir (Sekil 2.2.5.1) (43).

NO, L-arginin’in oksidasyonu sonucu olugmaktadir. Bu reaksiyondan

sorumlu olan enzim NOS (E.C. 1.14.13.39), protoporfirin IX-hem iceren bir
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enzim olup molekil agirhigr 130-160 kDa'dur. Homodimer olarak bulunur ve
FAD, FMN, BH, ve kalmodulin kofaktorlerini gereksinmektedir (44).

w0, COx
St — Hz@z — H:0+ 0

0, — __ *
MNADPH Ox

L\ \

L-Arginin ————» NO+0;7 — » ONCICI

.'l.

Ok sicatif
Stres

Sekil 2.2.5.1. Reaktif nitrojen tlrleri ve reaktif oksijen Urlinlerinin kaynaklari, etki
mekanizmalari ve birbirleriyle olan iligkileri

Uc ayri NOS izoformunun varh@i, farkli doku kaynaklarindan elde
edilen, enzimi kodlayan genin izolasyonu ve sekans analizi yapilarak
gosterilmistir. INOS, endotelyal NOS (eNOS) ve ndronal NOS (nNOS). iNOS
ekspresyonu, LPS ve sitokinlere bagimli olup, kalsiyumdan bagimsizdir.
eNOS ve nNOS ekspresyonu ise kalsiyuma bagimhdir. iINOS notrofillerde,
kanser hucrelerinde, hepatositlerde ve endotel hiicrelerinde sitokin ve LPS
indiksiyonu sonrasinda artmaktadir. eNOS, buyuk damarlarin endotel
tabakasinda lokalizedir. Ancak plateletlerde bulunan NOS aktivitesinin de
eNOS oldugu sdylenmektedir. NNOS’un ise esas yerlesim yeri serebellumdur
(45). NOS izoformlari arasindaki aminoasit sekansi benzerligi insanda %51-

57 arasinda degismektedir (46).

2.2.6.Peroksinitrit (ONOO)

ONOO’, NO ve superoksitten olugsmaktadir. Reaksiyon ¢ok hizli olup hiz
sabiti k = 6,7x10° M s'dir. ONOO™ sadece XO veya aktive nétrofillerin hizli
superoksit olusturmasi ve NOS aktivasyonu sonucu olusmaktadir. ONOO™in
sok, inflamasyon ve iskemi-reperfiizyondaki roli gosterilmisti. ONOO’

oldukga hasar verici bir oksijen radikaldir (32,43)

MO+ 07 ————— OO0

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

13

Tablo 2.2.6.1. Reaktif oksijen urunlerinin tahmini yari émdrleri.

Reaktif Oksijen Urlinleri Yar1 Omri (saniye)
0, Superoksit anyon radikali Enzimatik
H,0, Hidrojen peroksit Enzimatik
‘OH Hidroksil radikali 107
‘0, Singlet oksijen 10°
RO Alkoksil radikali 10°
ROO Peroksil radikali 7
Q Semikinon radikali Gunler
NO Nitrik oksit radikali 3-5
ONOO’ Peroksinitrit radikali 0,05-1

2.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hicrelerin lipit, protein, karbonhidrat , DNA ve enzim gibi
batin 6nemli bilesenlerine etki ederler. Bu etkiler agsagida basliklar halinde

aciklanabilir.

2.3.1. Membran Lipitleri Uzerine Olan Etkileri

Serbest radikaller, hicrelerin antioksidant savunma kapasitelerini asan
oranlarda olustuklarinda organizmada c¢esitli bozukluklara yol acarlar.
Hucrelerin reaktif oksijen Urtinlerine karsi en hassas komponentleri lipitlerdir.
Membran lipitlerindeki doymamig yag asitlerinin reaktif oksijen urdnleri
tarafindan oksidasyonu lipit peroksidasyonu olarak bilinir (35). Sekil
2.3.1.1'de Poliansatire yag asitlerinin (PUFA) ROS tarafindan

otooksidasyonunu gorulmektedir.

Kronik alkol kullaniminda ferr6z iyonlari ile lipid peroksidasyonu yogun
bir sekilde gorulmektedir. Demir iyonlarinin kendileri serbest radikal olup
ferrdz iyonlar, molekiler oksijen ile elektron transfer reaksiyonuna girerler.
Herhangi bir kaynaktan superoksit olusumu, demir iyonlari varliginda fenton

reaksiyonu ile OH' radikali olusumuna neden olur (47).
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FUFA
LH

!

Lipid Radikali
L

)

Perkdl Radikali
LOO

A J

Konjuge
Dienik Lipid
Hidroperoksitler

Alko ksl Radikali

Lo
kanjuge
Oienler
0 Decomposition
2. T Froducts I N S
F \ —= LTS e ﬁ|"
R e L __--""- --------
sl O S
-
T Alkanlar
_,.-'". “"-q_‘
Aldehitlar - S
"-“ "‘q. ‘---""- -
"-"' LY T man, T c CH,
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MDA HHE Dienaller
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Sekil 2.3.1.1. Lipid peroksidasyonun da meydana gelen reaksiyonlar ve Urlnler. L: Lipid,
PUFA: Coklu doymamis yag asidi, MDA: Malondialdehit, HNE: 4-hidroksinonenal (20).

Lipid peroksidasyonu, diger zincir reaksiyonlari gibi ¢ asamadan

olusur; Baglama, ilerleme ve sonlanma.

Baglangi¢ L+0OH ——————™ H:0+L’
LH+R — " L+RH
L'+0: — " Loo

LOO +LH ________, LOOH +L°
Sonlanma  LOO +LO0O" —__ Zararsiz Uriin

Gelisme

L'+L° — 4 Zararsiz Uriin
LOO +L° ——— 4 Zararsiz Uriin
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Reaktif oksijen Grunleri membranlara yakin bolgelerde ortaya
ciktiginda membran fosfolipitlerinin yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla
lipid peroksidasyonu baglar. ‘'OH radikali cok doymamig yag asidi zincirindeki

a-metilen gruplarindan bir H uzaklastirir.

Lipid radikali

1
—-CHz +0OH —CHz- + H;O {Initiation =baglangig)

Reaksiyon ‘OH radikalini ortadan kaldirir, fakat membranda C merkezli
(-'CH-) lipid radikali olusur. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilegiktir ve bir
dizi degisiklige ugrar. Molekdl ici ¢ift baglarin pozisyonlarinin degigsmesiyle
konjuge dien yapilari ve daha sonra lipid radikallerinin molekiler oksijenle

etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikali meydana gelir.

Lipid Peraksil
Fadikali

~CH-+0; ——y —CH-

Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatire yag
asitleriyle reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olustururken,
kendileri de aciga c¢ikan H atomuyla birlegserek lipid hidroperoksitlerine

donusurler. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek devam eder.

O H Dz H

—CH-+-CH- » —CH-+CH- ropagation =gelisim
(propag geligim]

Lipid hidroperoksit

Arasidonik asit metabolizmasi sonucu olusan serbest radikallerin
neden oldugu lipid peroksidasyonuna “enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger
radikallerin neden oldugu lipid peroksidasyonuna ise “non enzimatik lipid

peroksidasyonu” denir (35).
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Lipid peroksidasyonu sonucunda; konjuge dienler, MDA, 4-HNE,
akrolein, izoprostanlar ile etan ve pentan gibi alkanlar meydana gelir. Lipid
peroksidasyonunun degerlendirilebilmesi igin oksidasyon drtnlerinin kantitatif

Olcumleri gerekmektedir (48).

Lipid hidroperoksitler (LOOH); Yuksek basingli sivi kromatografisi
(HPLC) ve iyodometrik testler ile 6l¢ctlmektedir (48).

Konjuge dienler; iki karbon-karbon ¢ift bag: (C = C) iceren alkenlere
“dienler” denir. Konjuge dienler ise ¢ift baglarin birer tek bag (C-C) ile
ayrilmis oldugu dienlerdir. Spektrofotometrik olarak 234 nm'deki Olgulirler
(48).

Izoprostanlar; Aragidonik asit metabolizmasi sonucunda COX yoluyla
olusmaktadir. F, a-izoprostan (F2 a-IP)’larin bazi immimmunolojik testler ile
ve gaz kromatografisi/kitle spetrometresi (GC/MS) ile dl¢ulmesi sonucunda
tayin edilmektedirler (48).

MDA Konsantrasyonu; TBARS testi, GC/MS veya HPLC ile
Olculmektedir (48).

4-HNE; HPLC ile ol¢ilmektedir (48).

Alkanlar (Pentan ve etan); GC/MS ile dlgulmektedir (48).

MDA, Protein ve asetaldehite baglanarak yeni epitoplarin olusumunu
saglamaktadir. Antijen gibi rol oynayan MDA-Protein ve MDA-Asetaldehit
(MAA) otoimmin bir komplikasyonun olusumuna neden olmaktadir. Ayrica
MDA'ya kars! da anti-MDA antikorlar olugsmakta ve bu da immiin cevabin
hizlanmasina neden olur. MAA, proinflamatuvar mediyatorlerin ve adhezyon

molekdllerinin ekspresyonunu stimile etmektedir (49).
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Lipit peroksitleri gecis metalleri katalizi ile yikildiginda ¢ogu zararli
olan aldehitler olugur. Olugan aldehitler iginde en ¢ok dikkati MDA ¢ekmigtir.
MDA olcumd ile lipit peroksidasyonun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu
bilesikler ya hucresel olarak metabolize olurlar ya da baglangicta etkili
olduklari bélgeden diffiize olup hasari hucrenin diger bolumlerine yayarlar. L
'nin hidrofobik yapida olmasi dolayisiyla reaksiyonlarin gogu membrana bagli
molekillerde meydana gelir. LOO" ve aldehitler, membran komponentlerinin
¢capraz baglama ve polimerizasyonuna neden olur. Béylece membranlarda,
reseptorleri ve membrana bagh enzimleri inaktive etmek suretiyle membran
proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. iyon trasportunu
etkileyebilirler. Plazma lipoproteinleri ve Ozellikle dusuk dansiteli
lipoproteinlerde oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hicre

fonksiyonlarinin bozulmasina aracilik edebilirler (35).

2.3.2. Proteinler Uzerine Olan Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme
dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna baghdir. Doymamis bag ve
sulfir iceren aminoasitlerden meydana gelmig proteinler serbest radikaller-
den kolaylikla etkilenir. Karbon merkezli radikaller ve sulfur radikalleri
meydana gelir. Proteinlerin lizin, arjinin, prolin ve threonin rezidilerinin yan
zincirlerinin - metal katalizli oksidasyonu protein karbonil turevlerinin
olusumuna yol agar. Protein karbonil tirevleri ayni zamanda a-amidasyon ve
glutamil oksidasyon yollari ile polipeptid zincirlerinin uyarilmasiyla da
olusurlar. Protein karbonilleri sadece proteinlerin direkt oksidasyonu ile degil,
ayni zamanda indirgeyici sekerler veya PUFA'nin oksidasyon urunleri ile
proteinlerin fonksiyonel gruplarinin etkilesimi ile de olusabilirler. Boylece
protein-protein ¢apraz baglari da olusur. Bu reaksiyonlar sonucunda albiimin
ve immunoglobilin G gibi ¢ok sayida disulfit baglar iceren proteinlerin
tersiyer yapilari bozulur. Yapilari bozulan proteinler normal fonksiyonlarini
meydana getiremezler. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim

aktivitelerinde degigiklikler meydana gelir (50-51).
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Heme proteinleri de serbest radikallerden 6nemli derecede zarar

gorirler. Ozellikle oksihemoglobinin O, radikali ve H,O, ile reaksiyonu
methemoglobin olusumuna neden olur (32).
- I+ 2H 3+
Dg + Hh - Fe —Og — » Hb-Fe +H2D2+O2

.
HyOs +2Hb — Fe* — 0, —2M w2 Hb — Fe® +2 H,0 + 0,

2.3.3. Karbohidratlar Uzerine Olan Etkileri

Monosakkaridlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, diger peroksitler
ve okzoaldehidler meydana gelir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme 0Ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. PUFA ve
karbohidrat oksidasyonunun bir Grind olan glyoxal'in hicre bolinmesini
inhibe ettigi kaydedilmistir. BOylece kanser ve yaglanma olaylarinda rol
oynarlar. inflamatuar eklem hastaliginda bir mukopolisakkarid olan hiyaliirinik
asidin sinoviyal sivida artmis olan H.O» ve O, ile pargalandigi gosterilmigtir
(32).

2.3.4. NuKkleik Asitler Uzerine Olan Etkileri

Reaktif oksijen Urtinleri DNA Uzerinde de sitotiksik etkiye sahiptir. Serbest
radikaller, siklobutan pirimidin dimerleri, dipirimidinler, tek zincir kirilmalari,
DNA-proetin ¢apraz baglari olugtururlar. DNA polimerazi inhibe ederler.
Hicrede mutasyon ve 6lime yol acarlar (38). Alkoliin indiikledigi oksidatif
stres esnasinda makrofajlar tarafindan fazla miktarda imal edilerek
salgilanan NO' ve onun oksidasyon drinleri DNA hasarina bagli hicre
olumiine yol acar. ‘OH, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere neden olur. Notrofillerden salinan H,O, membranlardan kolayca
diffuize olarak hicre gekirdegine ulagip DNA hasarina, hicre disfonksiyonuna
ve sonucgta hicre oOlumine yol acabilir (32). O, ‘e maruz kalan DNA
molekilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik yapi
gosterdikleri ve sirkilasyonda anti-DNA antikorlari bulundugu gosterilmistir
(32).
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2.4. KRONIK ALKOL TUKETIMi VE OKSIDATIF STRES

Alkolun neden oldugu karaciger hasarinda serbest oksijen radikallerinin roli
oldugu bilinmektedir. Karacigerde alkol 3 ayr1 enzim sistemi ile okside edilir,
bunlar ADH, MEOS ve CAT'dir (1-3, 52-57).

MEOS, CYP450 2E1 komponentine sahip olup endoplazmik
retikulumda bol bulunur. CYP450 2E1 induksiyonunda hidroksietil radikalleri,
superoksit ve hidroksil radikalleri tGretiimektedir ve bunlar GSH ttketimi, lipid
peroksidasyonu ve hepatotoksinler ile karsinojenlerin aktivasyonuna neden
olmaktadir (Sekil 1.2.a) (1-3,52-58).

COH-Grianleri

I
Glukoz \

Keton

N

Sekil 2.4.1. CYP450 2E1'in fizyolojik ve toksik rolui (24).

Detoksifikasyon

Toksin we Karsinojenlerin aktivasyonu

CYP2E1 0%, OH" ,CH;C{}HOH ve dijer radikaller

+

NADPH

Q:

Yad Asitler kzenobiyotikler wve EtOH

MEQOS yolunda duretilen, CH3C()HOH radikali etanol metabolizmasi
esnasinda CYP450 2E1 bagimli mikrozomal monooksigenaz sistem
aracihgiyla uretilir. CH3C()HOH, etanoliin ‘OH ile etkilesimiyle non-enzimatik
olarak Uretilebilirler. CH3C()HOH, ayni zamanda ferrik CYP450 2E1-O,
kompleksi (CYP450 2E1-Fe®**0,) etanoliin oksidasyonu ile olusmaktadir (59).

Hz0; + Fe'* == OH +'0OH + Fe’*
OH +CH3CH;0H =" CHyC()HOH + H,0
CYP450 2E1-Fe0z + CHiCH:OH —— CHyC(JHOH + Hz0; + C YP450 2E1-Fe*
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ADH NADH dretimini arttirma yoluyla intraselliler redoks statlyl

degistirir ve bu durum mitokondrilerdeki solunum zincirini aktive eder ve

bdylece mitokondriyal kaynakli reaktif oksijen drunlerinin (027, HOg,
CH3C()HOH, H,0, ve "OH) jenerasyonunu arttirir (35). Yilksek NADH/NAD™
orani ferritinden demirin mobilize olmasina neden olur, agiga ¢ikan demir O,
ve H,0; ile etkileserek O, ve "OH radikallerinin olusumuna neden olur
(fenton reaksiyonu). Artmis olan "OH radikalleri lipid peroksidasyonunu
baglatir (55-57, 61-64).

CAT alkol eliminasyonunda en az kullanilan metabolik yol olup
sonugta CH3CHO ve H,O olusurken H;O, ise elemine edilir. Literaturlerde
gecgen hakim kanaat kronik alkol kullaniminda katalaz aktivitesinin azaldigi
yonundedir, bdylelikle sitozolik antioksidan kapasitede bir digug gorular (1,
54).

Alkol metabolizmasinda sekonder Uriin olan asetaldehit proteinlerin
tersiyer ve quaternal yapilarini bozmak suretiyle yeni epitoplarin olusumuna
aracihk etmektedir. Lokal inflamasyonla birlikte hicre membraninin yapisi
bozulmakta ve intraseliiler Ca™ konsantrasyonu artarak aktive olan spesifik
proteazlar XD'1, bir siperoksit Ureticisi olan XO’a donusturur. Boylelikle

serbest oksijen radikallerinin tretimine katkida bulunurlar (60,65-66).

H; O +0; Hz03 H,0 +0; 20y +2H*

\x@/ \KO/\

Ksartin + [Jrik asil

Hipoksantin

Asetaldehitin oksidasyonu sonucunda son drtun olarak oksijen
radikalleri ortaya ¢ikar. Kronik alkol ahmi sirasinda aktive olan notrofiller ve
kupffer hicrelerinin de ROS igin ek bir kaynak olduklari bilinmektedir.
Asetaldehit olusmasi sonrasinda lipid peroxidasyonu artmakta ve serbest
radikal hasar kalici hale gelmektedir. GSH’a baglanan asetaldehit, H,O, ile
hasar olusturulmasina karsi GSH'Iin koruyucu etkisini azaltmakta ve "OH

olusumunu artirmaktadir (5-8, 67).
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Alkolik  karaciger hastaliginda nétrofil  infiltrasyonundan da
kaynaklanan NADPH ox enzim aktivitesinin artig1 gorilmektedir. Bu da O,
dretimini arttinr. NOS enzim aktivitesinde goérilen artis NO° ve ONOO"
artisina neden olmaktadir. ONOO’, dogrudan lipid peroksidasyonuna neden
olabilir ve DNA hasarina neden olarak hiicre 6limine yol acar. Ortamda
artan ROS NF-kB araciligiyla TNF-a dretimini arttirmaktadir (sekil 2.4.1).
TNF-a’da hepatositlerde inflamasyona neden olarak ROS'ni arttinr ve

hlcreyi apoptoz veya nekroza dogru gotarur (9,13,67).

Sekil 2.4.1. Reaktif oksijen Urunlerinin ve
TNF-a arasindaki etkilesim (67).

MDA ve 4-HNE asetaldehit ile kompleks olusturarak, CYP450 2E1l’e
baglanip antijenik yapi olusturur ve bu antijenik kompleks hiicre ylzeyinde
eksprese olarak immunolojik yanit ve sonugta hepatosit hasarina yol
acmaktadir (48,59).

Kronik alkol tiketimi karaciger a-tokoferol, [(-karoten ve GSH
rezervlerinin azalmasina yol agarak, SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerini dugurerek, MPO, NADPH ox, COX, XO gibi prooksidan enzim
aktivitelerini arttirarak karacigerin koruyucu antioksidan defans mekanizmasi
Uizerinde negatif etki yapar ve alkoliin neden oldugu hepatik hasara katkida
bulunur (5-8, 67-68).
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2.5. ANTIOKSIDAN SAVUNMA

Oksijenli solunum yapan canlilarda aerobik metabolizma sirasinda yan urtn
olarak olugsan ROS'nin zararl etkilerini ortadan kaldirmak igin organizma
gucli bir savunma sistemine sahiptir. Bu sistem “antioksidan savunma
sistemi” olarak adlandirilmaktadir. Antioksidanlar lipidlerin yani sira
proteinler, karbohidratlar ve nukleik asitler gibi makromolekiller tzerinde
koruyucu etkiye sahiptirler. Organizmanin yasamini saglikli bir gekilde
surdurebilmesi igcin oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge
bulunmahdir. ROS’nin artmasi veya antioksidan sistem yetersizligi gibi
nedenlerle bu dengenin bozulmasi halinde, serbest radikaller oksidatif stres
surecini baslatmakta ve cesitli patolojiler gelismektedir. Gida gibi organik

molekdller iceren Urlinlerde ise bozulmaya neden olmaktadir.

Antioksidanlar etkilerini, ROS’nin olusumunu o6nleyerek ve onlari
temizleyerek gosterirler. Ornegin quercetin hem LOX'I ve COX'l inhibe edip
ROS’nin olusumunu engelleyerek hem de olusan *OH ve O, gibi radikalleri
temizleyerek etkisini gosterir (69-70). Antioksidanlari enzimatik ve nonzimatik

ya da endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar diye siniflandirabiliriz

(Tablo 2.5.1).
Tablo 2.5.1. Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlar
Enzimatik Nonenzimatik

Superoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albimin
Katalaz (CAT) a-tokoferol (vit E) Seriiloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GPer) Askorbat (vit C) Transferin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon | B-karoten Ferritin
peroksidaz (PLGPer) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSGR) Bilirubin Sistein

2.5.1. Stiperoksit Dismutaz (SOD, E.C.1.15.1.1)
Antioksidan savunmanin ilk basamagini O, ‘in H;O'e dismutasyonunu

katalizleyen SOD enzimi olusturur.

20y +2ZH ————— H: 0 + O
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Slperoksit dismutaz enzimi, ilk kez 1960 yilinda McCord ve Fridovich
tarafindan memeli dokularinda gosterilmigtir (32,71). Memeli hicrelerinde
SOD'in ug¢ tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilki sitozolde ve mitokondrial
membranin i¢ boluminde bulunan dimerik yapidaki sitozolik Cu-Zn SOD
enzimidir. Molekuler agirligi 33.000 Da olup 2 bakir ve 2 ¢inko atomuna
sahiptir. ikinci izomer ise mitokondrial matrikste ve kismen stoplazmada
fonksiyon gosteren mitokondrial Mn-SOD’dur. Memeli Mn-SOD’1 80.000 Da
molekiler agirhda sahip olup tetramerik yapidadir. 2 veya 4 Mn atomu igerir.
Sitozolik Cu-Zn SOD siyanidle inhibe edilirken, mitokondrial Mn-SOD inhibe
olmaz. Her iki SOD'In katalizledigi reaksiyon da aynidir. Superoksitin
enzimatik dismutasyonu spontan olanindan yaklagik 4.000 kat daha hizlidir.
Ayrica 1982 yilinda glikoprotein yapisinda olan ekstraselluler SOD (EC-SOD)
tanimlanmistir. Molekuler agirihgr 135.000 Da’dir. Dort egit subuniti vardir. 4
Cu ve muhtemelen 4 Zn atomu tagir. EC-SOD ve Cu-Zn SOD’In prostetik
metalleri benzemesine ragmen amino asit dizilisi, antijenik ozellikleri ve

kromozomal yerlesimleri farklidir (32,39).

0,~ SOD'In Cu®* ve arginin rezidusiiniin guadino grubuna baglanir.

2* 'ye transfer olurken Cu®*

Bu baglanma sonucunda O, "‘ten bir elektron Cu
ve O, meydana gelir. ikinci bir 0,7, Cu!* ‘den bir elektron, baglanma
ortaginda ise iki proton alarak H;O, olugturur. Sonugta enzim tekrar

reaksiyonun bagindaki formuna (Cu?* formu) dénmiis olur.

500 - Cuft + 0y —————— 500 - Gyt + Oy

SO0 - Cu™ + 0y +2HY ————s SO0 — C ¥ + Hz0

Hem spontan olarak hem de dismutasyonla olusan H»O,, CAT ve
glutatyon peroksidaz (GPer) enzimleri tarafindan suya donugsturilerek

detoksifiye edilir.

SOD fagosite edilmis bakterilerin intraselliler olarak oldurilmesinde

de o6nemli rol oynar. Bu nedenle SOD granulosit fonksiyonunda ¢ok
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onemlidir. Lenfositlerde granulosidlerden fazla SOD bulunmamaktadir (32,
36-37).

2.5.2. Katalaz (H,0O,: H,O, Oksidorediiktaz, E.C.1.11.1.6)

Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Sitozolde
ve daha ¢ok peroksizomlarda lokalizedir. H,O2'nin Oz ve H,O dénusumuini
katalizler. Etkisi H,O, ve metil, etil hidroperoksitleri gibi kiicik molekdllere

karsi gosterir. Buyutk molekdlli lipid hidroperoksitlerine ise etki etmez (32).

20, —2  + 2H0+0;

2.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPer) (Glutatyon: H;O, Oksidoreduktaz,
E.C.1.11.1.9)

Hucrelerde olusan hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu bir diger
enzim de GPer’dir. Molekil agirhgi 85.000 Da’'dur. Tetramerik yapida olup 4
selenyum atomu icerir. Sitozolik bir enzim olan GPer agagidaki reaksiyonlari
katalizler.

H0p +2 GSH —Srel . GSSG+2H,0

GFer
ROOH +2 G5H ———* G55G4+ FE0OH + H:D

Membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkole indirgeyen fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPer) da selenyum atomu igerir ve
monomerik yapidadir. Sitozolik bir enzimdir. Membrana bagll antioksidan
olan vitamin E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGPer membranin
peroksidasyona karsi korumasini saglar. H2O2'nin yuksek
konsantrasyonunda CAT, dusuk konsantrasyonunda ise GPer etkin rol oynar
(32,35-36).
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PLGP

H202 +2 GSH s GS8G +2 HD

ROOH +2 GSH __PLCP8r | GS5G +ROH +H,0
PLGPer

FLOOH +2 G5SH —————— G556 +FLOH + H:0

2.5.4. Glutatyon Reduktaz (GSSGR) (NAD:Okside Glutatyon
Oksidorediiktaz, E.C.1.6.4.2)

Hidroperoksitlerin redikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), glutatyon rediktazin (GSSGR) katalizledigi reaksiyonla tekrar
redukte hale (GSH) donusiur. Reaksiyonun gergeklesmesi icin NADPH'ya
ihtiyag vardir (37,72).

GESG +NADPH +H* __95C6R 5 gay 4 napp*

2.5.5. Redikte Glutatyon (GSH)

COOH
éHg Gligin ?OOH CO0H
[
TH CH, ?Hg
c=0 +H TH
| o _ _
HS—CH:—?H Sigtein ?'O f'o
NH H?—CW—S——S—CW—?H
| NH NH
Cc=0 | |
| C=0 C=0
CHz | |
| Glutamat CHz CHa
CHa | |
| CHs CHa
HCN H; | |
| HCM Hy HCM Hs
a COCH |
: b. COCH COOH

Sekil 2.5.5.1.a. Redikte glutatyonun (GSH) yapisi ve b. Okside glutatyonun (GSSG) yapisi
Redlkte glutatyon, yapisinda glutamik asit, sistein ve glisin

bulunduran bir tripeptit olup aktif bir (-SH) grubuna sahiptir (Sekil 2.2.5.a).

Vicuttadaki GSH'nin buyik bolumi karacigerde iki asamada sentezlenir.
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GSH; L-glutamat, L-sistein ve L-glisin aminoasitlerinden 2 mol ATP
kullanilarak iki basamakli bir reaksiyonla y-glutamil sentetaz ve glutatyon
sentetaz enzimlerinin katalizi ile sentezlenir ve periferde kullaniimak tzere

karacigerden kana salinir (73).

Vicutta enzimatik olmayan en 6nemli antioksidandir. Reaktif oksijen
artnleri ile reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kargi korur. Ayrica,
proteinlerdeki -SH gruplarini redikte halde tutarak bu gruplar oksidasyona
karsi muhahaza eder. Bodylece, proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna
engel olur. Ksenobiotiklerin detoksifikasyonuna ve amino asitlerin

membranlardan gegigini saglar (32, 73,74).

o o Glutatyon Sentetaz
wGlutamil Sistein + Glisin +ATP # GSH +ADF +Pi

v-glutamil sistein transferaz S
L-Glutarmat + L-Sigtein + ATP e v-Glutamil Sistein + ADP +Pi

Redukte ve okside glutatyon proteinlerin sulfidril gruplari (prot—SH)
veya distlfitlerle (prot-S—S-prot) degis tokus reaksiyonuna girebilirler ve

sonugcta karisik disulfitler olusur.

G5H + Prot-5- 5 — Prot 3 535 —Prot +Prot-SH
355G+ Prot- SH » G55 - Prot +G5H

GSH hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doénismesini 6nler
(72,75). Eritrosit zarini H2O, ‘den, lokositleri fagositozda kullanilan oksidan

maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif hasarlardan korur (32).

GSH’In oksidasyonu sonucu olusan GSSG, NADPH kullanilarak
GSSGR enziminin katalizi ile tekrar redikte hale donusur (Sekil 1.3.5.c).
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, 6-F osfio
Al G550 NADPH
/ \ / glukonat
\f |
i
GSSIIIIIGR Geb-P D
|
DHA \ GSH / \ NADP G-6-P
/3 Per\
ROOH, HaO ROH, H:0

Sekil 2.5.5.2. Glutatyon redoks ddngiisu. DHA; Dehidroaskorbat, AA; Askorbik asit, GSH; Redukte
glutatyon, GSSG; Okside glutatyon, GSSGR; Glutatyon rediiktaz, ROOH; Organik peroksitler, ROH;
organik alkoller, G-6-P; Glukoz-6-Fosfat, G-6-PD; Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz.

2.5.6. Glutatyon -S transferaz (GST)

GST ksenobiyotiklerin biotransformasyonunda dnemli rol oynayan dimerik bir
enzimdir. ilk defa 1961 yilinda tamimlanmis olup bu giine kadar bir cok
izoenzimi bulundurmustur. GST, ¢ok doymamig yag asidi (6rn: arasidonik asit
ve linoleik asit) hidroperoksitlerine kargi selenyum bagimsiz GPer aktivitesi
gOstererek bir defans mekanizmasi olusturur (32,76).

5T
ROOH +2 GEH # GE5G +FHOH + H:0

2.5.7. Vitamin E

Antioksidan savunmanin diger 6nemli kismini lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini kiran antioksidanlar olugturur. Vitamin E bunlarin en
Oonemlilerinden biridir. Yagda eriyen vitaminlerdendir. Tokoferol yapisinda
olup dogal olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve zeta gibi sekillerde bulunur.
Antioksidan aktivitesi en yuksek olan tokoferol a-tokoferoldir. Hucre
membranlari ve plazma lipoproteinleri, lipidde eriyebilen bir molekdl olan alfa
tokoferole sahiptir (32,34,77-78).

o-tokoferal- OH +L0O0O" = g-tokoferol — O + LOOH

WitE + Wit O —— 0 E IO
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Vitamin E konsantrasyonlari mitokondri ve mikrozomlar gibi

membrandan zengin hicre fraksiyonlarinda bulunur (32,34).

2.5.8. Vitamin C (Askorbik Asit)

Suda eriyebilen vitaminlerden olan vitamin C, 0Ozellikle taze sebze ve
meyvelerde bol bulunur. Isiya dayaniksiz, dondurulmaga ise dayanikhdir.
Plazma konsantrasyonu 0.5-1.5 mg/dl kadardir (32,78).

Organizmada birgok hidroksilasyon reaksiyonda indirgeyici ajan olarak
rol oynar. Guglu indirgeyici aktivitesinden dolayi gui¢lu bir antioksidandir. Oy~
ve '‘OH radikallerini temizler. C vitamini antioksidan 0zelliginin yaninda

oksidan &zelligine de sahiptir. Fe*" ‘0 Fe? ‘ye indirger (32,34).

2.5.9. Flavonoidler

2.5.9.1. Yapi ve olugsumlari

Sari renkli olmalari nedeniyle latince sari anlamina gelen *“flavus”
sOzcugunden turetilerek flavonoid adini alan bu bilesikler 15 C atomlu 2-fenil
benzopiron (difenil propan) yapisi gosterirler (Ce- Cs- Cs-) (Sekil 11.3.9.1.a).
Bu yapilari nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul edilirler (45), iskelet
yapilarina gore kalgon, flavonol, flavon, flavanol gibi gesitli tirleri vardir. P
vitamini olarak kabul edilirler (21-22,28,79-80).

2
o ’_,-’1‘:%_ 2
g o Iy B = Sekil 2.5.9.1.1. Flavonoidlerin
L= - o e temel yapisi (28'den modifiye
?r’-ﬁf : % o edilerek).

g - b A3
H‘“x.h __:_-__-'.-" oy el

e e

5 4

Temel Yap

Flavonoidler, bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunan
bilegiklerdir. Bitkilerin ikincil metaboltlerdendir. Fotosentezle olusan ve
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yasamsal gereksinimleri icin kullandiklari karbohidratlar, aminoasitler gibi
birincil metabolitlerden turerler. Flavonoidler A, B, ve C halkalarindan
meydana gelmigtir (Sekil 2.5.9.1.1). A halkasi glukoz metabolizmasindan
meydana gelen asetil koenzim-A Uzerinden sinnamik asit gibi fenil propanid
bilegiklerinden olusmustur (21-22). Karbon iskletinde numaralarla goésterilen
yerlere —OH veya H'in baglanmasina gore cesitli flavonoidler meydana
gelmigtir (Sekil 2.5.9.1.2).

Ry Ry
Ry’ Ry . Ry
[ |
Rz . 3 R o
S NN Ty ST N g
l A C | [ [ J
- o, - S e,
Ri \]'f Hl_lf..--""‘\u.x\_qj ﬁ:ﬁx\“{:f HT'_‘_.-' H'H_‘
Ry O Rg o
Flavome Flavanone
Ry
Ry’ e
R ;
. RZ'W\/H" Ry ZW 4
g | |
R | R e o S
“‘\ / . \)/I\//\“ "T\T/:‘\k(/o\v/kw//\\nﬁ- \l_/ﬁ\‘,/ \h\,// vARs'
l A
‘T //\DH ﬁr/‘“\ |//"“~\, Py oH Re | OH
Ry o Rs c! Ry
Flavonol Flawananol Flavan-3-al

Sekil 2.5.9.1.2. Cesitli Flavanoidler (28)

Sayilarinin  yaklasik 4000’in Uzerinde oldugu tahmin edilen
flavonoidler ¢ay, kirmizi gsarap, elma, sogan ve baklagillerde bol miktarda
bulunmaktadir. insan diyetiyle gunliikk ortalama tiiketiminin 1 g oldugu
sanilmaktadir. Karbon iskeletine bagli —OH gruplarina seker, metil, silfat vb.
gruplarin konjiigasyonu ile farkli tirleri meydana gelmektedir. Ornegin bir
flavonol olan quercetine rutinozun baglanmasiyla rutin olusur (sekil 2.5.9.1.3)
(21,23-27).
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HO
1 /:“\Q“_//OH Sekil 2.5.9.1.3. Rutinin yapisi
HO- % /'OE/JT\;{"
L A . C |
\f’f/ “l.f"h“D—Rutinnz
HO =

2.5.9.2.Quercetin:

Flavanol iskeletinde 3,5,7,3’,4’ C atomlarina —OH gruplarinin substutisyonu
ile olusur (Sekil 2.5.9.2.1.a ve b). insanlarin diyetle aldiklari giinlik quercetin
miktarinin ortalama 50-500 mg oldugu sanilmaktadir (23). intraventz olarak
verilen quercetinin yari 6mrl a faziigin 8.8 £ 1.2 dk, b fazi igin 2.4 £ 0.2 saat
(Ustdn yari 6mru)’'tir. % 98 oraninda proteinlere bagh olarak tasinir. Plazma
seviyesi 20-40 dakikada cok azalir, 54 dakikada ise tespit edilemiyecek
seviyeye duser (82). Flavonoidler ve quercetin gidalarda genellikle glikozid
seklinde bulunan buyudk molekulli yapilardir. Bu 6zelliklerinden dolayi
bagirsaklardan emilimi zordur. Yaklasik % 1'i bozulmadan, biyik kismi ise
metabolize edilerek 3,4,dihidroksifenilasetik asit ve m-hidroksifenilasetik asit
olarak idrarla atilir (23, 82).

OH

R
B 1
|
HG"v‘ KRH *’fﬂxv’aL"Jf;}
|A | €|

L

.

OH

-
Y o
OH ©

Cluercetin

Sekil 2.5.9.2.1.a. Quercetinin yapisi b. Quercetinin serbest radikal yakalama bolgeleri

2.5.9.3. Flavonoidler ve Quercetinin Canlilar Uzerindeki Etkileri
Flavonoidler ve flavonoidlerin bir Gyesi olan quercetinin canhlar Gzerindeki

klinik etkilerini su sekilde 6zetleyebiliriz;
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Antitumoral etki (23,28,30,34,90-91),
Antiviral etki (23,28,30-34),
Antibakteriyal etki (28),

Antiinflamatuar etki (28,83-85),
Antitrombotik etki (28,91),
Vazodilatasyon etki (28,34),

Antiallerjik etki (28,30,34),

Hucresel immunitenin stimtlasyonu etki (28,34),
Antiiskemik etki (28),

j. Antiaterosklerotik etki (21,28,88,92-99),
k. Antihistaminik etki (28,100),

[.  Antidiyabetik etki (insulin saliminin stimialasyonu).

~ 0 20 T ®

= @

m. Antioksidan etki (serbest radikalleri tutma ve zincir kirici etkisi)
n. Antiosteoporotik etki (28,101).

Flavonoidler antioksidan 0&zelliklerini gosterebilmek icin serbest
radikallerle reaksiyona girerek onlari etkisiz hale getirmektedir. Quercetinin

serbest radikallerle ilgili etki mekanizmalarini su sekilde agiklayabiliriz;

a. Superoksit (02 ) (21,102), singlet oksijen (‘O2) ve hidroksil (-OH)
radikallerini temizler (24,26,102-106).

b. Peroksil (ROO") radikalini ve alkoksil (RO") radikalini yakalar ve lipid

peroksil (LOO") zincirini kirar (25-26,69,93,96,106,108-109).

Ksantin oksidazi inhibe eder (28,34,104).

Siklooksigenazi ve lipoksigenaz enzim aktivitelerini inhibe eder (26,112).

Demir ve bakir gibi gegis metallerini selatlar (21,105).

-~ o a o

Enzim fonksiyonlarina bagimh kalsiyum modulasyonuyla hicresel
regulasyonda o©nemli bir rol oynayan kicuk bir asidik protein olan
kalmoddlini inhibe eder (21,23).

g. Protein kinaz enzimini inhibe eder (23).

h. Laktat transportunu engeller (23).

i. Vit.C absorbsiyonunu arttirir (104).
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j. Dehidroaskorbatin askorbata rediksiyonunu saglar (104).

Flavonoidlerin serbest radikal yakalama ve antioksidan ozellikleri

yapilarinda bulunan 3 gruptan ileri gelmektedir. Bu yapisal gruplar sunlardir:

a. B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu (radikal hedef yeri).

b. C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bagi (elektron delokalizasyonu
icin gerekli)

c. 3 ve 5 hidroksil gruplari (maksimal radikal yakalama ve metal selatlama

icin gerekli).

Bu U¢ yapisal 0zellik serbest radikal yakalama ve antioksidan gug igin ¢cok
onemlidir. Bu gruplar Sekil 3.9.d‘de quercetinin Gzerinde koyu olarak
gorulmektedir. Quercetenin lipit peroksil radikali ile reaksiyonunu su sekilde

gOsterebiliriz.

Q-0OH+RO0 ———— Q-0 +RO0H
Q-0 +RO0 —— 5 ROO - Q{=0]

Quercetin (Q—OH ) lipit peroksil radikali (ROO) ile reaksiyona girerek onu
indirgerken kendisi radikal yapi (Q-O) olusturmaktadir. Quercetin radikali
daha kararli bir radikal olup ikinci bir lipid radikali ile reaksiyona girerek
radikal olmayan bir bilesik meydana getirmektedir (93,104,106,109).

2.5.9.4. Quercetinin Lipofilik ve Hidrofilik Antioksidanlarla lligkiler

Qercetin lipofilik bir antioksidandir, fakat a-tokoferolden daha hidrofiliktrir. a-
tokoferolin kroman halkasi membran fosfolipidlerinin ester karbonil
gruplariyla hidrojen bagi yaparak stabilize olup membran igine lokalize
olurken daha hidrofilik olan gercetin muhtemelen membranin polar yizine
yakin sekilde lokalize olmaktadir. Qercetin orada sulu peroksil radikalerini
kolayca yakalamakta ve boylece lipit peroksil radikalerine a-tokoferolden
daha hizli sekilde etki etmektedir. Bu sekilde quercetin a-tokoferol tiketimini

onlemektedir. Qercetinden daha lipofilik bir antioksidan olan askorbik asit de
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quercetin gibi membranin polar yuzinde lokalize olmustur. Askorbik asitin
sulu oksijen radikallerini temizleyerek lipid peroksidasyonunu Onledigi
bildirilmektedir (113). Ozetle quercetin ve askorbik asit membranin
yuzeyindeki serbest radikalleri temizlerken, a-tokoferol membranin igindeki
serbest radikalleri temizlemektedir. Bu U¢ antioksidanin serbest radikaller
tzerine etkilerinin sinerjik oldugu gorulmustir. Quercetin ve askorbik asit a-
tokoferol radikalini rejenere etmektedir. Askorbik asit gercetin radikalinide
rejenere etmektedir. Olusan askorbil radikalide GSH tarafindan askorbata
donustardlir. Quercetin radikali GSH tarafindan redikte edilmektedir.
Qercetinin askorbik asit ve a-tokoferolden daha gui¢lu bir antioksidan oldugu

ileri surtlmektedir (81).

2.6. SITOKINLER

2.6.1. Sitokinlerin Tanimi

Bagisiklik sisteminin duzenlenmesinde, yangisal ve immunolojik olaylarin
seyri esnasinda makrofaj ve lenfositlerden hormon benzeri, birbirleri Gizerinde
cesitli etkileri olan birgok mediattr salinir ki bunlara “sitokin” denir. Hucresel
kaynakli ve c¢o6zunebilen molekiller olduklarn igin  “sitokin” olarak
adlandiriimaktadirlar. T ve B lenfositler tarafindan Uuretilen sitokinlere
“lenfokinler” denir. Monositler veya makrofajlar tarafindan dretilen ve immun
sistem hucreleri arasinda iletisimi ve aktivasyonu saglayan mediatorlere ise
“monokinler” denir. Bu mediattrlerin gorevi yangisal reaksiyonlarda, hicreler
arasi sinyaller ile tepkinin dizenlenmesidir. Sitokinler, yangiy! ve bagisikligi,
Iokositlerin  gelismelerini, hareketlerini ve farklilagsmalarini saglayarak
diizenlerler. Lokositler arasinda etkilesim yapan sitokinler “interlokin” adi
altinda toplanmiglardir (9,13,114-116).

2.6.2. Genel Ozellikleri

Polipeptid veya glikoprotein yapida olan sitokinlerin molekil agirhklar 8-110

kDa arasindadir. Sadece mast hucreleri ve trombositlerdeki transforming
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growt faktor-beta (TGF-b) depolanabilmektedir. Sitokinlerin etki alanlar

¢ogunlukla sinirhdir (otokrin, parakrin veya jukstakrin).

Sitokinler etkilesimlerini  kompleks bir etkilesim ag1 seklinde
duzenlemektedirler. Sitokin etkilesim agi ¢esitli yollarla kontrol edilmektedir.
Sinerjistik veya antagonist etki gésteren ve ¢ok siki kontrol edilen sitokinlerin
uretimi  surekli olmamaktadir. Diger sitokinlerin Uretimini uyaran veya
engelleyen sitokinler kendilerinin veya diger sitokin reseptdrlerinin
ekspresyonunu duzenlemektedirler. Spesifik bir reseptore baglanabilen
reseptor antagonistleri, ileti gonderememektedir. Sitokin baglayici reseptorleri
eksprese eden bazi hicreler, ligand baglayabilmektie fakat ileti
olusturamamaktadirlar. Sitokin reseptorlerinin ayrilan ekstraseliler bolgeleri
¢Ozunmuig sitokin molekilini baglayabilmektedir. Cozinmis reseptorler
serum ve idrarda saptanabilmektedir. Sitokin etkilesim aginin ¢oklu fizyolojik
roli bulunmaktadir. Organlar arasindaki iletisimde c¢ogdunlikla sitokinler
aracilik etmektedir. Dogrudan etkilere ek olarak immun sistem, sinir sistemi
ve endokrin sistemlerin entegrasyonunda islev gormektedirler. Etkileri
¢ogunlukla bolgesel olan sitokinler, kan dolagimina salinarak sistemik etki de
gOsterebilmektedirler. IL-1, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinler hipotalamus ve
hipofize dogrudan etkilidirler (9,13-14,114-118).

Sitokinlerin ortak 6zelliklerini asagidaki gibi siralayabiliriz;

a. Sitokinler, dogal ve spesifik bagisiklik olaylari sirasinda uretilirler,
bagisik ve yangisal cevaplarin saglanmasinda ve regilasyonunda
etkilidirler.

b. Genellikle bir reaksiyon sirasinda salgilanan ve depolanamayan
mediatdr maddelerdir.

c. Bir ¢ok farkli hicreden sentezlenen ve c¢ogu birbirinden degisik
maddelerdir.

d. Sitokinler ayni anda birden fazla hicre uzerinde etkilidirler. Bu

Ozellikleri, pleiotropism olarak isimlendirilmektedir.
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e. Sitokin fonksiyonlari genellikle birbirini andirmakla birlikte ¢ok
fazladir.

f. Sitokinler genellikle immun sistemin regilasyonunda etkili olan bir
diger mediatér maddenin (sitokinin) sentezini veya inhibisyonunu
saglayarak birbirleri Gzerinde de etkiye sahiptirler.

g. Sitokinler, polipeptid hormonlar gibi hedef hucreler yizeyindeki
spesifik  reseptorlere  baglanmayi  saglayarak  digerlerinin
fonksiyonlarini baglatirlar.

h. Sitokin reseptorlerinin ¢ogu, spesifik sinyallerle dizenlenir. Bu
etkilerini, diger sitokinleri bu resepttrlere baglayarak pozitif veya
negatif uyarim yaparak gosterirler.

i. Sitokinlerin ¢cogu hedef hicreler igin buyitme vel/veya bdlinme

regulatorleri olarak etkirler.

2.6.3. Yapilari

Yapilarinda karbohidrat ve disulfit koprdlerinin - bulunmasi  sitokinlere
¢Ozunebilme ve parcalanmaya direngli olma 0Ozelligi kazandirmaktadir.
Monomer, dimer ve trimer yapida olabilirler. Sitokinler 10™° ve 10™° M
konsantrasyonlarda biyolojik olarak aktiftirler ve genellikle sekrete edildikleri
bdlgede etkili olurlar. Bazilarn uzak mesafelerde de etkili olabilirler. Kan
dolasimi ile hedef hiicrelere tasinan sitokinlerin endokrin, parakrin, otokrin ve
jukstakrin etkileri bulunmaktadir (14,114-115,117-118).

2.6.4. Sentez ve Salinmalari

Sitokinlerin ¢odu propeptid olarak kodlanmaktadirlar. Sentezlenen sitokin
amino ucu ile golgi sistemine yonlenmekte ve glikoprotein yapida olanlar
glikozillenmektedir. Sinyal peptidin kopmasi ile olgunlasmis protein olarak

salgilanmaktadir.
Her sitokini bir mRNA kodlamaktadir. Sitokin Uretimi ve yanitin

blyukluk derecesi genetik diizeyde kontrol edilmektedir. Sitokin Gretimini

uyarici etkenler arasinda bakteri ve Urunlerinin ylzeylere tutunmasi,

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

36

kompleman bilesenleri, konak htcre stres proteinleri, degisiklige ugramig
hiicre ylzey adhezinleri bulunmaktadir. Bunlarin disinda, ROS ve lipid
peroksit Urtinleri de sitokin tretimini uyarmaktadir.

immdn sistem ve hiicrelerden

Sitokinler, immin sistem disi

salgilanmaktadir.  Sentezlendikleri immun sistem hicreleri arasinda
monosit/makrofaj, T lenfositler, B hiicreleri ve dogal oldurtct hicreler (NK)
bulunmaktadir. immiin sistem digindaki hiicreler arasinda bobrek peritiibiiler
hicreler, kuppfer hiicreleri, hepatositler, fibroblastlar, endotel hicreleri, kemik
iligi stroma hcreleri, sertoli hicreleri, tipik epitel hiicreler, mast hicreleri,
noronal hicreler, artrositler, hipofiz hicreleri, kas hicreleri, keratinositler

kondrositler, osteoblastlar ve osteoklastlar yer almaktadir (14,114-118).

2.6.5. Siniflandiriilmalari
Sitokinler, genel dzellikleri, iglevleri, aile gruplari ve primer fonksiyonlar gibi

Ozelliklerine gore siniflandinimaktadir (Tablo 2.4.5). Etkilerindeki cesitlilik

nedeniyle bir sitokin birka¢ grubun tyesi olabilmektedir.

Tablo 2.6.5.1. Sitokinlerin siniflandiriimasi (115)

Elgert’in Aile Gruplarma Gore Sitokinler

interlokinler

IL-1a, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-14, IL-15

Kemokinler

IL-18, MCP-1

interferonlar

INF-a, INF-b, INF-g

Sitotoksik/immiino diizenleyici/Bilyiime faktorleri

TNF-a, TNF-b, TGF-b

Koloni Uyarici Faktorler

G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-3, IL-7

Genel Ozelliklerine Gore Sitokinler

Dogal immiiniteye Aracilik Edenler

Tip 1 Interferonlar, TNF, IL-1, IL-6, Kemokinler

Lenfosit Aktivasyonu, Bilyiime ve Farklilalagsmasini
Diizenleyenler

IL-2, IL-4, TGF-b

inflamatuvar Yaniti Diizenleyenler

INF-g, Lenfotoksin, IL-5, IL-10, IL-12, Gogii Onleyici Faktor
(MIF)

Lokosit Hareketini Diizenleyenler

Kemokinler

IL-8, Eotaksin, Makrofaj inflamatuvar Protein-1a

Hematopoezi uyaranlar

C-kit Ligand, IL-3, IL-7, G-CSF, GM-CSF, M-CSF

Primer Islevlerine Gore Sitokinler

Proinflamatuvar Sitokinler

TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 ve diger Kemokinler, IL-12, IL-15,
IL-18

Antiinflamatuvar Sitokinler TGF-b, IL-10
imminostimilatuvar Sitokinler
Hicresel yanitlarda IL-2, INF-g

Allerjik ve humoral yanitlarda

IL-4, IL-13, TGF-b
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2.6.6. Etkileri ve Etki Mekanizmalari

Sitokinler  buyime  faktorlerinin  izledikleri  hicresel yollarda etki
gosterebilmektedir. Sitokinlere 6zgiin reseptdr aileleri bulunmakta ve biyltime
faktOrleri reseptorlerinden farkli olarak intraseluler bolgelerinin  katalitik
aktiviteleri bulunmamaktadir. Sitokin-Reseptor kompleksleri, stoplazmada
bulunan reseptére kovalent olmayan baglarla bagh protein tirozin kinaz
(PTK)'lari aktive etmektedirler. Aktive olan bu tirozin kinazlar (Janus kinazlar,
JAK; Src protein) reseptorin hicre ici bolgesini fosforillemektedir. Hucresel
SH2 bdlgesi iceren sinyal iletici molekullerin (STAT) fosforillenmis resepttre

baglanarak aktiflenmeleri ile hiicresel ileti yolu baglamaktadir (14,114-120).

Sitokinlerin birbiri ile iligkili olarak gosterdikleri baslica etkileri;

a. Lenfoid hicrelerin ve diger bazi hicrelerin  ¢codalma ve
farklilagmasini saglamak;

b. immin cevabi siddetlendirmek veya baskilamak yoluyla regiile
etmek;

c. Inflamasyon olaylarina katilan hiicreleri aktive etmek, reaksiyon
yerine toplayarak orada tutmak, ¢esitli biyolojik etkinlik gostermek;

d. Kemik iligine etki ile hematopoetik regilasyona katilmak;

e. Bazi hipofiz hormonlarinin ve diger biyolojik maddelerin sentez ve
salinmalarina neden olmak;

f. Ates ve akut faz cevabini olusturmak;

g. Antiviral etkinlik (bazi sitokinler igin)

2.6.7. Proinflamatuvar Sitokinlerin Sistemik Etkileri (14,17,114,116-117)

Hucre aktivasyonu ve ¢ogalmasi

Notrofili

Sitokin havuzunun giderek buyimesi

Noropeptid salinimi ve hipotalamik-adrenal eksenin aktivasyonu

Ates

-~ ® o 0 T

Adhezyon molekdllerinin sentezlenmesi
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g. Kapiller gegirgenligin artmasi

h. Kemotaksis

i. Kompleman aktivasyonu

. Arasidonik asit tirevlerinin sentezlenmesi

k. Endotelde prokoaguilan aktivasyonun indiksiyonu

I.  Hipotansiyon ve sok

2.6.8. Tumor Nekrozis Faktdr (TNF)

TNF, sistemik inflamatuvar aktivitelerinin yanisira lokal yangi olusturmada
etkili, lenfoid ve lenfoid olmayan organlar Uzerinde c¢ok cesitli etkileri olan,
molekiler yapilar birbirinden ayri 6zellikte, farkh iki peptidden ibaret olup 20-
50 kDa’luk homotrimer yapidadirlar. Bunlar; TNF-a (cachectin, 17400 ma) ve
TNF-b (lympotoxin, 20000 ma) olarak bilinir. ikisi de birbirleriyle yakindan
iligkili proteinlerdir. Her iki TNF, hicrelere ayni reseptore baglanir ve birgok

ortak biyolojik aktiviteye sahiptirler.

TNF-a, Tip-Il membran proteini olarak da bilinir ve 157 aminoasitlik tek
polipeptid zincirinden olugmustur. insanlarda TNF-a geni 6. kromozomda
lokalizedir (6p21.3) ve 4 ekson, 3 intron icermektedir. Aktif makrofajlar ve T
lenfositleri tarafindan sentezlenir (114). Bazi kaynaklarda, B hucreleri,
makrofajlar, NK hucreleri, keratinositler, astrositler, kuppfer hicreleri,
fibroblastlar, notrofiller, mast hicreleri, eozinofiller ve epitelyal hiicrelerden de

sentezlendigi belirtiimektedir.

TNF-b, T lenfositlerinden sentezlenir ve lenfotoksin olarak isimlendirilir.
Hedef hicreler Uzerinde sitotoksik etki gosterirler. Langerhans hucreleri

tarafindan da sentezlenmektedir.

TNF’nin, Tip-1 ve Tip-1l olmak Uzere iki reseptort vardir. Tip-1 sitotoksik
aktiviteyi ve fibroblast proliferasyonunu, Tip-Il ise T hicre proliferasyonunu
hizlandirir. Tip-ll gok daha ytiksek afiniteye sahiptir (14,17-18,114-117).
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Fitohemaglutinin, LPS, ROS, mikoplazmalar ve baz virisler
makrofajlari uyararak TNF-a sentezletirler. Monositler IL-1 ile uyarildiktan 4
saat sonra TNF-a Uretirler. TNF-a salinimi INF-g tarafindan da arttinlir (Sekil
2.6.8.1) (17-18,114).

En 6nemli etkileri; inflamatuvar, immin cevabi giglendirme ve timoér

nekrozudur. IL-1 ile birlikte inflamasyonun temel mediatoradur (14,17-18).

T-Cell
IL-2 @ e | L-1
T-Cel ‘/ff
IL-2 receptor
l IFM-y
Macrophage

Sekil 2.6.8.1. Makrofajlardan TNF-a'nin

salinmasi
NN

Meopterin

TNF’nin fonksiyonlarini maddeler halinde siralayacak olursak (14,17,
114-120);
Ates yapici etkinlik
Hepatosit aktivasyonu (akut faz proteinlerinin sentezi)
Endotel hiicresi ve makrofaj aktivasyonu

Osteoklast aktivasyonu

® 2 0o T o

kaseksi; Lipoprotein lipazin inhibisyonu ile eksojen trigliseridlerin
akimulasyonunu onleyerek

f. IL-1, IL-6 ve IL-8 ile birlikte arasidonik asit tlrevlerinin sentezinin
induksiyonu

g. Notrofil adhezyonunun artmasi
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h. Anjiyogenez

i. MHC klas-I antijen ekspresyonunun indiksiyonu

j. Fibroblast ve mezengimal hiicre proliferasyonu

k. Hipotalamik aktivasyon (glukokortikoid salinimi)

[.  Sinovyal hiicre aktivasyonu (kollajenaz sentezi)

m. Trombodulin ekspresyonunun inhibisyonu (Trombinin aktivator Protein
C’ye donligumindn inhibisyonu)

n. Noronlarin gogalmasi ve fonksiyonlarinin regilasyonu

o. T hicre aktivasyonu ve B hicre proliferasyonunun indiksiyonu (Ig
yapimi)

p. Apoptozun indiksiyonu

g. Adhezyon molekillerinin [ICAM-1 (intraseliler adhezyon molekil-1),
VCAM-1 (vaskuler adhezyon molekil-1) ve ELAM-1 (Endotelyal
adhezyon molekil-1)] ekspresyonunda artis

r. TNF-a  dizeyinin  oOlgimi, transplant  calismalarinda  da
kullaniimaktadir. Bobrek ve kemik iligi naklinin reddedilmesi
durumunda TNF-a duzeyi artar.

s. TNF-a dizeyinin hastalarda artmasi septisemia ve meningococcal
hastaliklarda 6limle sonuglanir. Belirtileri, hipotansiyon, nétropeni ve

kapiller gegirgenligin artmasidir.

2.6.9. interferonlar (IFN)

IEN, virGsler, hucre igi paraziti olan diger mikroorganizmalar, bakteri
endotoksinleri, mitojenler gibi ¢esitli etkenlerin uyarisiyla sentezlenen protein
ve glikoprotein yapisinda maddelerdir. IFN’lar sadece virlslere karsi
sentezlenen bir madde degil, ayni zamanda diger bir¢cok antijene karsi da
sentezlenen bir mediatérdir (14,114-116).

Bugiin bilinen Ug¢ tipi vardir (Tablo 2.6.9.1). Bunlar a, b ve g
interferonlardir. Ayrica her grupta alt tipleri bildirimigtir. Bunlardan INF-glar
immun interferonlar olarak bilinir. IFN-a ve IFN-b’nin molekiler agirhgi 18-20

kDa olup bu IFN’lara Tip-1 IFN’lar denir. IFN-g ise molekdler agirhgr 20-25
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kDa olup buna da Tip-2 IFN’lar denir. IFN-a ve IFN-b ayni reseptore, IFN-g
ise farkli reseptdre baglanir. IFN-g reseptorinin genetik defekti,

makrofajlarda fonksiyonel yetersizlige neden olur (14,114,116-117).

Viruslerle enfekte hiicreler, IFN sentezleyerek hiicre digina salgilarlar.
Bunlar daha ¢ok IFN-a ve IFN-b gruplaridir. Hicre disindaki bu IFN’lar
saglikli hucrelerin IFN reseptorlerine baglanarak hiicreyi uyarirlar ve anti-viral
protein sentezini saglarlar. Bu sekilde enfekte hiuicrelerden ¢ikan virislerin bu
hicrelere girmelerini engellerler. IFN'un uyarisiyla sentezlenen antiviral
protein, konakg¢inin ribozomlarina baglanarak mRNA’nin translasyonunu
engeller ve boylece virisun hiicreye sentezlettirmek istedigi viral nukleik

asitler ve proteinlerin yapimi engellenmis ve viris ¢ogalmasi durmus olur.

Hucrelerin IFN sentezi, uyarici etkenin 6zelligine (6rnegin, hizli Greyen
ve guclu sitopatik etki yapan virtsler, yavas Ureyen virtslere gore daha az
IFN sentezlenmesine sebep olurlar) ve konakginin yagina (yeni doganlarla
gencler, erigkinlere gore daha fazla IFN sentezleyebilirler) bagli olarak

degisebilmektedir.

immin IFN olarak bilinen IFN-g, 143 aminoasit rezidiisiisiine sahiptir.
IFN-g geni 12. kromozomda lokalizedir (12g24.1) ve 4 ekson, 3 intron igerir.
bagisiklik sistemi Uzerinde dizenleyici (imminomodulator) etki gosterir.
IFN’larin, NK hucreleri tUzerinde de etki yaptiklari, bu htcrelerin mikrobiyal
etkenlere ve tumoOr hucrelerine kargi aktivitelerini guglendirdiginden
IFN’lardan kanser tedavisinde ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok seyler
beklenmektedir (14,18-20,114,116).

Tablo 2.6.9.1. interferonlar ve siniflandiriimalari (114).

Grup Ureten Hiicre Uyarici Etkenler

IFN-a Lokositler Virtsler, Bakteriyel triinler, Timorler, Poliniikleotidler
IFN-b Fibroblat ve Epitel hiuicreleri Virtsler, Pakteriyel triinler ve Polintkleotidler

IFN-g T lenfositleri Antijen + Antikor kompleksleri, Mitojenler vs.
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IFN’larin bazi etkilerini maddeler halinde siralayabiliriz (14,18-20,114,
116,121);
a. CD4+ T hicrelerinin Th1 fenotipine donusimi
b. Thl ve NK hicre aktivitesinin siddetlenmesi (immin supressiflere
direncli LAK hdcrelerinin olugmasi)
Th2 hicrelerinin inhibisyonu
Makrofaj ve endotel hiicrelerinin aktivasyonu (MAF etkinligi)

CD8 T efektdrlerin olusmasi

-~ ® 2 o0

B hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi

Yiizey reseptorlerin ekspresyonunda artig

= @

Diger sitokin etkinliklerinin siddetlendiriimesi veya zayiflatilmasi
NADPH oksidaz ve NOS sentezinin artmasi

j.  IP10 ve MCP-1 induksiyonu (lenfosit ve monosit kemotaksisi)

k. Kaseksi (Lipoprotein lipaz ve Gliserol fosfat dehidrogenaz inhibisyonu
ve lipid akiimulasyonunu dnleyerek)

[.  Antiviral etkinlik

m. Antiproliferatif etkinlik (htcreboélinmesinin ve onkogen
ekspresyonunun inhibisyonu)

n. Ates yapici etkinlik

0. INF-a, INF-g yapan CD4+ T hucre proliferasyonunu in vitro olarak
indukler

p. IFN-g birgcok hicrenin intraseluler patojenleri dldirme yeteneklerini

arttirir
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2.7. ALKOL METABOLIZMASI

Alkol tiketiminin neden oldugu karaciger hastaliklari, gin gectikge buyulk
onem kazanmaktadir. Erkeklerde gunluk 40 g ve uzeri, kadinlarda ise 20 g
alkol tuketimi risk olarak tanimlanmaktadir. Yaklasik 8 yil sire ile ginde 160
g alkol tuketen kigilerde siroz gelistigi gozlenmigtir. Henliz spesifik bir genetik
faktor tespit edilememekle beraber ailesinde alkole bagimli siroz olan
kisilerde alkol tuketimi sonucu siroz gelisim riskinin yuksek oldugu
gosterilmistir. Saghkli erigkin erkekler ginde yaklasik 160 g kadar alkolu
metobolize edebilme kapasitesine sahiptir. insanlarin pek cogu saatte 10 gr
alkoli metabolize edebilmekte (10 g/saat) ve kan alkol duzeyi her saat
yaklagik 0,15 g azalmaktadir (0,15 g/saat) (4,15-16,57,121-123).

Karaciger, alkol metabolizmasindaki primer organdir. Alkol,
karacigerde ADH, endoplazmik retikulumlardaki MEOS ve CAT ile
metabolize edilir. CAT bu U¢ sistem iginde en az kullanilani olup
peroksizomlarda ve mitokondrilerde bulunur (Sekil 2.7.1). Alkol emilim
olduktan sonra, sitozolik ADH tarafindan elde edilen asetaldehit (AA),
mitokondriyal ve sitozolik asetaldehit dehidrogenaz (ALDH) ile asetata
oksitlenmektedir. Buyuk bir kismi karacigerden kana diffiize olan asetat TCA
dongusinde oksitlenmek lzere diger dokular (6zellikle kaslar) tarafindan
alinmaktadir (1-3,52-54,56-57,63).

NADH oksidatif fosforilasyon ile, ATP dretiminde kullaniimaktadir.
Asetaldehitin bir kismi kana gecerek diger dokulara gegmektedir. Bir kismi
TCA dongustnde oksitlenen asetatin énemli bir kismi kas dokulari tarafindan
alinarak Ac-CoA olusturulmaktadir. Cok yiiksek etanol dizeyleri disinda

etanolun kalori icerigi ATP’ye ¢evrilmektedir (60,122).
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(A) CHyCH;OH + NAD+—— CH3CHO + NADH + H
ADH

(B) CHyCHyOH + NADPH + H' 4 Ogm————tp CH3CHO + NADP" + 2H,0
MEOS

i) NADPH + H* + Ogmmmmeets NADP" + HpOp
I- MADPH

+ Oksidaz

L HpOg + CH3CHpOH—2H;0 + CHzCHO
katalaz

(D} HYPOXANTHINE+HgO + Qg |<S ANT 1 + HpOp
|_ Ksa_nti h
+ Oksidaz

I— HzOg + CH3CHs OH—#2Hz O + CHgCHO
katalaz
Sekil 2.7.1. Etanoliin oksidasyonu. (A) Alkol dehidrogenaz (ADH) ile NADH agida ¢ikar,
B) Hepatic microsomal ethanol oxidizing system (MEOS) ile NADPH harcanir,
(C) Katalazin NADPH oksidaz ile (D) Ksantin oksidaz ile alkolii okside etmeleri, bu arada
hidrojen peroksit elemine edilir (24).

Alkol eliminasyonundaki farklihk, ADH ve MEOS genetik polimorfizmi
sonucu ortaya cikmaktadir. ADH’lar stoplazmik enzimler olup karacigerde
bircok izoformlari vardir. ADH izoformlari arasindaki farkliliklar etnik gruplar
arsindaki alkol eliminasyon hizindaki belirgin farkliliklarin nedenidir. Ornegin
Asya’lilar b2 ADH alt Unitesine sahiptirler ve bl alt Gnitesine sahip olan kuzey
Avrupa’hlara gore alkolli %20 daha hizli metabolize ederler (56-58,124-125).

Yapilan arastirmalar ADH enzim sistemi karaciger disinda mide ve
barsakta da bulundugunu gostermistir. Alinan alkoliin 6nemli bir kismi mide
ADH'I tarafindan metabolize edilmekte ve bu, alkolun ilk gecis eliminasyonu
olarak bilinmektedir. Bu eliminasyon, alkoliin yol agtigi hepatotoksisite g6z
onune ahndiginda buyuk 6neme sahip olmaktadir (54-58). Midede alkollin
metabolize edilmesi portal sisteme gegen alkol miktarinin azalmasina ve
karacijerde daha az hasara yol acgmasina neden olmaktadir. Gastrik
mukozada ADH aktivitesi kadinlarda daha disik oldugundan ayni miktarda

alkol alan kadinlarda erkeklere gore kan alkol seviyesi daha ylksek
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olmaktadir. Bu durum da kadinlarin Alkolik karaciger hastaligi (AKH)'na daha
yatkin olmalarina yol agmaktadir (15-16,123,126-127). AKH ancak bazi esik
degerler asilinca ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan epidemiyolojik calismalar
sonucunda bir erkegin AKH'ni gelistirebilmesi i¢in 20 yil boyunca gunde en
az 40 gr alkol tuketmesi gerekmektedir. Kadinlar igin egik deger 20 g/gun’dur
(16,55). Bu miktarlarda alkol tiketen hemen her insanda karaciger hastaligini
dustndiren biyokimyasal ve histolojik anormallikler ortaya cikar. Fazla
miktardaki alkol tuketimi karacigerde yaglanma, hepatik fibrozis ve siroza
neden olmaktadir (4,55-57,61-64,125).

ADH’in EtOH igin K, degeri 1mM (46mg/L) oldug@u i¢in enzim, bir veya
iki kadeh alkolden sonra zorunlu olarak doygun hale gelmekte ve alkol
metabolizmasi sifirinci (0.) dereceden kinetik gostermektedir. Doku alkol
dizeyi 50 mg/dI'nin tzerine ¢iktiginda MEOS devreye girer, bu tepkimede
NADPH yapisindaki indirgenme yukseltgenme potansiyeli seklindeki eneriji
kullanilmaktadir  (124,128). MEOS igin ©Onemli nokta CYP450 2E1
komponentine sahip olusudur. Bu enzim sadece alkoliin oksidasyonu degil
bircok ilacin metabolize edilmesinde de gorevlidir. Kronik alkol tuketimi
CYP450 2E1 enzim aktivitesinin 5-10 kat artmasina sebep olur. Bu aktivite
artigi kronik alkol kullanimi olan kisilerde alkolin hizli elimine edilmesinin
nedenidir. Uzun yillar alkol kullanan bir kiginin MEOS sistemi ¢ok aktif
calismakta ve bu kisilerin karaciger ve kan dolagiminda bulunan asetaldehit
dokularda hasar olusturmaktadir. Akut EtOH kullanimi MEOS (zerinde
inhibisyon (akut kullanimda EtOH ADH'I tercih etti§i ve MEOS sistemi
calismadig! igin inhibisyon gorilmektedir), kronik kullanim ise induksiyon
etkisi  gostermektedir. CYP450 sistemini uyaran EtOH, kendi
metabolizmasinin  yani sira barbitiratlarin  ve bazi ilaglarin da
metabolizmalarini arttirmaktadir. ilaglarin atliminda kullanilan diger enzim
sistemlerindeki artis MEOS induksiyonu ile birlikte oldugundan alkol ile
birlikte sedatif barbitiratlar alindiginda enzime baglanmak igin birbirleri ile
yarigmaktadirlar. Kompetetif enzim inhibisyonu ila¢ klirensinin azalmasina ve

cok yiiksek kan barbitiirat diizeylerinin gorilmesine neden olmaktadir. ilag
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daha uzun sire kanda kaldigindan dolayr 6lume neden olabilmektedir (2-3,
54-58,60-63,122,124,128-129).

Kronik EtOH tiketiminde EtOH'Un kalori igeridi etkin olarak ATP
uretiminde kullanilmamaktadir. Bu etkinligin azalmasina katkida bulunan
birkag faktor vardir. Yiuksek dmiktarda EtOH alindiginda EtOH’Un %10-30
kadari AA’e oksitlenmektedir. Bu sistem NADPH seklindeki indirgen
esdegerleri  tuketmektedir.  Asetatin  oksidasyonu ile yine ATP
uretilebilmektedir. Diyet agisindan herhangi bir degerinin olmadigina inanilan
EtOH’Gin vicutta CO, ve H;O'ya oksitlenmesi ile karbohidratlardan (4
kcal/mol) elde edilen enerjiden daha fazla, yaglardan ise daha az (7,1
kcal/mol) enerji saglanmaktadir. Giinde 100-120 g alkol tuketen bir kisi bazal
metabolik enerjisinin  yaklasik yarisini sadece bu kaynaktan elde
edebilmektedir. Kalori diginda bir yarari olmadigdi igin alkoliklerde vitamin ve
mineral eksikligi gorulmektedir. Kronik alkoliklerin, dokularindan elde edilen
mitokondrilerde, normal ATP sentezi i¢in gerekli olan transmembran proton
gradiyentinin korunamadigi gozlenmistir. Bu nedenle EtOH enerjisinin buyuk
bir kismi 1siya donigsmektedir. EtOH oksidasyonu, yag asidi ve glukoz
oksidasyonunun normal metabolik yollar ile girisim yapmaktadir. Oksidatif
sireci tamamlamak igin ara Urtnlerin bu metabolik yollar arasindaki dongustu
EtOH varhiginda glukoz ve yag asitlerinin oksidasyonunu daha az etkili hale
getirmektedir (52,54-57,63,68).

Karaciger = metabolizmasi, alkolden ¢ok ciddi  boyutlarda
etkilenmektedir. Karacigerde alkol metabolizmasinin negatif kontrol
mekanizmasi bulunmadigr igin alkolin oksidasyonu, diger besinlerin
oksidasyonundan o©nce tercih edilmektedir. Feed-back inhibisyonun
olmamasi, alkol metabolizmasi tepkimelerinin enerji Greten yol olmaktan ¢ok
detoksifikasyon sistemi olarak gelistigini disundirmektedir. Alinan EtOH'den
Ac-CoA, NADH ve ATP uredildigi igin glukoz ve yag asitleri normal yollarinda
okside olamamaktadir. Ortamda alkolden saglanan fazla miktarda NADH,

bulundugundan metabolizma yeni NADH olusumuna yol agacak oksidasyon
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yollari yerine NADH tuketecek yollari tercih etmektedir. Bu nedenle gesitli
yollarda kontrol gerceklesmektedir. Ac-CoA, NADH ve ATP; glukoz
metabolizmasini  fosfofruktokinaz  (PFK) ve piruvat dehidrogenaz
asamalarinda inhibe etmektedir. NAD" azalmasi ve Malonil-CoA diizeyinin
artmasi yag asidi oksidasyonunu azaltmaktadir. Yiksek NADH ve ATP
diizeyleri ile NAD® azalmasi TCA siklusiinii inhibe etmektedir. Etanoliin
asetik asite oksidasyonu ile olusan 2 NADH solunum zincirinde okside
edilerek hicrenin enerji gereksinimi fazlasiyla karsilandidi igin alkoliklerin
karacigerde TCA dongusu yavaslamigtir. Yag asidi oksidasyonunun azalmasi
ve artmis yag asitlerinin esterlesmesi sonucu trigliserit (TG) sentezi, ¢ok
dusuk dansiteli lipoprotein (VLDL) salgilanmasi ve plazma TG duzeyi
artmaktadir. Ozellikle, yiiksek Insilin/Glukagon orani Ac-CoA karboksilaz
aktivitesini uyardiginda yag asidi sentezi de hizlanmaktadir. Yiksek ATP ve
NADH duzeylerine ragmen alkol, pirivat ve oksaloasetatin glukoneogenezde
kullanilmasini inhibe etmektedir. Tersinir laktat dehidrogenaz (LDH) ve malat
dehidrogenaz tepkimeleri ile laktat/pirivat ve malat/oksaloasetat oranlarini
yiiksek NADH/NAD" orani artmakta ve kan laktat diizeyi artarken piriivat ve
oksaloasetat tuketilmektedir (Sekil 2.7.2). Agir fiziksel aktivite sonrasi veya
a¢ karnina alkol alan kiside karaciger glikojen depolari tukendiginden
beklenenden daha 6nce hipoglisemi gelismektedir (15-16,55-57,64,125,130-

135).
EtOH /_\ » Asetaldehit » Asetat
HaD® HADH + HY Nmﬂ +H*
Laktik Asit -+ \ / \ / Firuvat

Sekil 2.7.2. EtOH metabolimasi sonucu laktik asit diizeyinin artigl.

2.7.1. Alkolik Karaciger Hastaliginin Patofizyolojisi

Kronik alkol tiketiminde karaciger, mide, kalp, beyin gibi birgcok organ

etkilenir ve bu organlarda agir karaciger hasari, yagli karaciger, karacigerde
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fibroz ve kollajen doku gelisimi, ensefalopati, anoreksiya, notrofili, yiksek
ates, GUT, osteoporoz, Kas erimesi, gecikmis mide bosalmasi, aminoasit ve
mineral metabolizmalarinda bozulmalar gibi c¢esitli patolojiler bas
goOstermektedir (sekil 2.7.1.1) (9,13).

Ensefalopati

\ Anoreksiva
ﬁ Enerji harcamas)

_lksek ates
N_Fﬁtrnﬂli

kKaracifier hasar
\\\x

——Kas erimesi

-

Hipetfibrinolizig ve

Portal ven trambo zu T e Aminoasit metabolizmasinda

ﬁ Trigliserit —— bozulma

e

Mineral metabolizmasinda

—

-H'Gecikmig mide bogalmas

Kellalen o lugumu- T~ JGUT permeabilitesi

-

bozulma ( § cinko] ~ Osteoporoz

=

T Endatelyal permeabilite ile
HipoalbOminemi yaip

Oderm alugumu

Sekil 2.7.1.1. Kronik alkol tiketiminin ¢esitli organ ve dokular Uzerindeki etkisi (48).

2.7.1.1. Yagh karaciger

Alkol oksidasyonu sonucunda NAD"nin indirgenmesi ile ortaya cikan fazla
miktarda NADH, karacigerde NAD" bagh bircok prosesin etkilenmesine yol
acar. TG sentezi artarken yag asitlerinin beta oksidasyonu inhibe olur ve yag

asitleri esterifiye olarak TG depolanir. Son nokta ise hepatik steatozdur.

Etanoliin asetik asite oksidasyonu ile olusan 2 NADH solunum
zincirinde okside edilerek hucrenin enerji gereksinimi fazlasiyla kargilandigi
icin alkoliklerin karacigerde TCA dongusu yavaglamigtir. Yag asidi
oksidasyonunun azalmasi ve artmis yag asitlerinin esterlesmesi sonucu TG
sentezi, VLDL salgilanmasi ve plazma TG dizeyi artmaktadir (sekil 2.7.1.1.1)
(54-58,63-64,125).
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/ Cytasolic FA-CoA
TG I .

TG \
555 doa
il g / TG

VLDL-TG

ot
Plasma
Acetate =-_ _

VLDL-TG
Sekil 2.7.1.1.1. Kronik etanol tiketiminde lipid metabolizmasi ve VLDL-TG sentezi. EtOH;
etanol, DNL; Denovo lipogenez, TG; Trigliserit, FA-CoA; Fatti asil CoA sentaz, NEFA; Non
esterifiye yag asitleri

2.7.1.2. Karbohidrat Metabolizmasi Degisiklikleri

Yiiksek NADH/NAD® orani glukoneogenezde de bazi diizensizliklere yol

acar. Glukoz uretimindeki bazi anahtar enzimlerin aktivitelerinin inhibisyonu

asikar hipoglisemi ile sonuglanir. Bu durum 6zellikle karbohidrat

malnitrisyonu yuksek olan hastalarda yuksektir (52,55-57).

2.7.1.3. Oksidatif Hasar

Alkolin CYP450 2E1 ile metabolize edilmesi sonucu O, ", hidroksietil ve "OH
gibi ROS olugmaktadir. ROS bir seri peroksidasyon reaksiyonu baslatir ve
hiicre zedelenmesi ile sonunda hicrenin 6lumine neden olur. Hidroksietil
radikali makromolekdllere kovalent olarak baglanip yapi ve fonksiyonlarini
etkiledigi gibi GSH ve diger hicresel tiyollerle de etkilesebilir. Bu sekilde GSH
havuzunun tuketimi ve hicresel redoks esitliginin bozulmasina yol acarak

ROS olugsumuna katki saglar (1-12).

ADH sisteminin rol oynadidi alkol metabolizmasi da farkli bir yontemle
serbest radikal olusumuna yol acgar. Yiksek NADH/NAD" orani ferritinden
demirin mobilize olmasina neden olur. Bu da H,0; ile etkileserek O, ve "OH
radikallerinin olusumuna neden olur. Etanolin ADH yolunda metabolize
edilmesi ile NADH Uretimi artmakta ve bu durum intraselliler redoks statuyu
degistirerek mitokondrilerdeki solunum zincirini aktive eder, bdylelikle
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mitokondriyal O~ (retimi artar (55-57,60-64). Yilksek NADH/NAD" orani
kronik alkolizmde laktik asidoz, ketoasidoz ve hipoglisemiye yol a¢gmaktadir.
Laktat ve keton cisimleri bobrekler tarafindan trik asit atilimini etkiledigi igin

hipertrisemi de gorilmektedir.

Alkol metabolizmasinda sekonder drin olarak olusan AA lokal
inflamasyona neden olmaktadir. Boylelikle hiicre membraninin bozulmasiyla
intraselller Ca™ konsantrasyonu artar, spesifik proteazlar aktive olur ve XD'l,
bir O, Ureticisi olan XO’a donusturir. Boylelikle serbest oksijen radikallerinin
uretimine katkida bulunurlar (60,65-66). Ayrica AA oksidasyonu sonucunda
son urun olarak oksijen radikalleri ortaya ¢ikar. Kronik alkol alimi sirasinda
aktive olan notrofiller ve kupffer hicrelerinin de ROS igin ek bir kaynak
olduklar bilinmektedir (15-16,132-134,136).

Kronik alkol tiketimi karaciger vitamin A, E ve GSH rezervlerinin
azalmasina yol agarak karacigerin koruyucu antioksidan defans mekanizmasi
tizerinde negatif etki yapar ve alkoliin yaptigi hepatik hasara katkida bulunur
(5-8,67-68,137).

2.7.1.4. Asetaldehit Etkisi

AA, karacigerde dogrudan hepatoseliler hasar ve nekroza yol acgabilecek
yuksek reaktiviteye sahiptir. AA hicresel proteinlerin lizin rezidilerine
baglanarak AA-protein yapilarini olugturur. Ayrica tubilline baglanan AA
hicrenin protein trafigini etkileyerek hicrelerde sismeye (balonlagma) yol
acar (1,48,54,58,60-62,124).

Kronik alkolizmde olugan doku hasarinin ¢ogu, yiuksek dozlarda alkol
alindiktan sonra karacigerde biriken ve kana salinan AA'ten
kaynaklanmaktadir. Olduk¢a reaktif olan asetaldehit, amino gruplarina,
fosfolipidlere ve nukleotidlere kovalent olarak baglanmaktadir. Etkilenen

proteinler arasinda hemoglobin, kalmodulin, ribonikleaz ve tubulin
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bulunmaktadir. Kalp ve diger dokulardaki proteinler de karacigerdeki
proteinler kadar etkilenmektedir (4,48,59,62,122,138).

Asetaldehit; hepatik lipoprotein partikillerinin olugsmasi igin gerekli olan
protein sentezinin ve proteinlerin  tubuline—bagimh  salgilanmasinin
azalmasina yol ag¢maktadir. Salgi mekanizmasinin bozulmasi sonucu,
karacigerde TG’ler ve proteinler birikmektedir. Yag asidi oksidasyonunun
inhibisyonu sonucu yuksek miktarda olusan VLDL kanda artmasina ragmen
belirgin miktarda protein ve TG'in karacigerde biriktigi gorulmektedir.
Proteinlerin birikimi ile hepatositlere giren su, karacigerin sigsmesine ve
hepatik yap! parcalanmasina yol agmakta ve hipertansiyon gelismektedir (63,
139-140).

AA’in olusmasi sonrasinda lipid peroxidasyonu artmakta ve ROS
hasari kalici hale gelmektedir. GSH’a baglanan asetaldehit, H,O, ile hasar
olusturulmasina kargi GSH’'In koruyucu etkisini azaltmakta ve '‘OH radikali
olusumunu arttirmaktadir (4,59,141). Protein ve lipid hasari mitokondrinin
NADH ve AA oksitleme kapasitesini azalttigi icin AA, olusan hasarin devam

etmesine yol agmakta ve AA birikimine neden olmaktadr.

2.7.1.5. Sitokin Uretimi ve inflamasyon

Sitokinler dusuk molektler agirlikli (genelde <30 kD) selliiler mediyatérlerdir.
Monosit ve makrofajlarda uUretilip salgilanirlar. Karaciger hasarina 06zgu
olarak kupffer hiucrelerinden de salgilanirlar (9,13,137,142). IL-1 ve TNF-a
gibi proinflamatuvar, IL-10 gibi antiinflamatuvar, IL-6 gibi akut faz sitokinleri
ve IL-8 gibi kemokinler AKH'nda kaginilmaz metabolik komplikasyonlari
module ederler ve AKH'nda dnemli rol oynarlar (9,13,143-145). LPS ve ROS
AKH'nda sitokin Uretimini induklemektedir. Bunlarin ikisi de inflamatuvar
cevapta kromatin olusumuna ve proinflamatuvar mediyatorlerin gen
ekspresyonua neden olarak 6nemli rol oynayan NF-kB ve aktivator protein-1
(AP-1) gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu stimile eder. Bu

transkripsiyon faktorleri inhibitor-kB (I-kB) kinaz aktivasyonunun araciligiyla;
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mitojen aktive protein (MAP) kinaz metabolik yolunu ve fosfoinozitid 3-kinaz
(PI-3-Kinase; PI-3K) metabolik yolunu regile eder. Ayrica proinflamatuvar
mediyatdrlerin ekspresyonunu saglar (9,13,16,142,145-146). MAA yapilarinin
TNF-a, monosit kemoatraktant Protein-1 (MCP-1) ve Makrofaj Inflamatuvar
Protein-2 (MIP-2) dahil gesitli sitokin ve kemokinlerin sekresyonunu stimule
eder. Ayrica MAA, Intraseliler Adhezyon Molekil-1 (ICAM-1), L-Selektin ve
P-Selektin gibi adhezyon molekullerinin ekspresyonunu upregile eder (49).
TNF-a, hicre olumiani nekroz veya apoptozdan uygun olani ile indikler
(Sekil 2.7.1.5.A ve B) (9,13,137,145,147-148).

Sekil 1.5.1.5.b. TNF-a’'nin hiicre 6lumiini Nekrozis ile indiiklemesi (139).
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Alkolik hepatit olgularinin %75'inden fazlasinda plazma IL-1, IL-6, IL-8
ve TNF-a seviyeleri artmistir. Bu sitokinler genis metabolik etkilere sahiptirler
ve hepatitin ates, bozulmus besin metabolizmasi ve asit gibi klinik
bulgularinin olusumunu tetikler. IL-6 ve TNF-a duzeyleri hepatik inflamasyon
dizeyi ile dogru orantih olarak yuksektirler. Bu u¢ sitokin hepatitin klinik
semptomlarinda 6nemli rol oynamalarina ragmen karacigere hasar veren asil
mediatér TNF-a'dir. Kesintisiz makrofaj aktivasyonu TNF-a GUretimini
arttirarak patolojik etkilerinin agiga ¢ikarmasina neden olmaktadir (143-145).
TNF-a, fibroblast proliferasyonunu uyarir, sitotoksik lenfosit aktivitesini
hizlandirir, kollajenaz aktivitesini ve hepatosit nekrozunu arttinir (14,116-
117,144). Kronik alkol verilen deney hayvanlarinda hepatoseliler nekroz ve
inflamasyon olugsumundan ©6nce TNF-a mMRNA ekspresyonu uyarildigi
gorulmustir. Alkoliklerde de dolagsimda bulunan TNF-a duzeyleri hepatik
inflamasyon periyodunda giderek artar ve kotl prognoz gosterir. TNF-a
|okosit aktivasyonunu arttirarak da hepatoseliler hasara yol agmaktadir. Bu
veriler 1siginda TNF-a'nin hepatositler Uzerinde sitotoksik etkisi oldugu
sdylenmektedir. Alkolik karaciger hasarini da igeren toksin indukleyici model
cesitlerinde hiicre hasarini ve 6lumund modile etmede anti-sitokin terapi son
derece basari olmustur (9,13,16,134,144,150-153). insanlarda Crohn’s
hastaligi ve Romatoid artrit gibi hastalik sureglerinde antisitokin terapi basari
ile uygulanmigtir. Sitokinlerin yararl etkilerini devam ettirmek ve olasi toksik
ajanlarin zarali etkilerinin inhibisyonu amaciyla alkolik karaciger hastalarinda
anti-sitokin  tedavi uygulanmasinin  yararli olacagr dusunulmektedir
(9,13,149,151).

AKH’nda rolu oldugu disunulen diger sitokin ise IL-8'dir. Bu sitokinin
hepatositler Gzerine dogrudan sitotoksik etkisi yoktur. Ancak kemoatraktan
roli nedeni ile 1L-8 karacigerde notrofil infiltrasyonuna yol acgar. Notrofillerden
salinan proteolitik enzimler ve serbest oksijen radikalleri araciligiyla
hepatoseliler zedelenme meydana gelir. Alkolik hepatiti, diger karaciger
hastaliklarindan ayiran en onemli 6zellik notrofil infiltrasyonudur. IL-8 kronik

alkol tuketimi esnasinda hepatosit ve kupffer hicreleri tarafindan aretilir
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(Alkoltn IL-8 Uretimini nasil tetikledigi hentiz bilinmemektedir). Ayrica, TNF-a
ve oksidan maddeler de IL-8 Uretimini uyarmaktadir (14,127,131,142,146).

2.7.1.6. Immiin Cevap

Kronik alkol tuketiminin, karacigerde belirli proteinlere kargi hiicresel ve
humoral immin cevabi tetikleyerek hasara yol actigi dustnulmektedir. AA-
Protein yapilari ve Mallory cisimciklerine karsi intraselliler otoantikorlar
oldugu saptanmigtir. Fakat otoimmun cevabin alkolik karaciger hasarindaki
roli halen agiklik kazanmamigtir. MDA ve 4-HNE, AA ile kompleks olusturup,
CYP450 2El’e baglanarak antijenik kompleks tegkil eder ve bu antijenik
kompleks hicre yilizeyinde eksprese olarak immunolojik yanit ve sonugta

hepatosit hasarina yol agmaktadir (49,59).

AA ve proteinlere baglanan MDA (MAA ve MDA-Protein) immin
sistem igin yeni epitop olusumunu saglamaktadir. Karacigerde MAA yapisi en
erken 2 ve en ge¢ 6 haftalik etanol tiketiminden sonra tespit edilir. Alkolik
karaciger hasarinda, neoantijen gibi davranan MAA ve MDA-Protein
yapilarina karsi antikorlarin olusumu yoluyla immunotoksik reaksiyonlar
gelismektedir (49).

2.7.1.7. Fibrozis Olugumu

Karaciger fibrozu kronik alkol kullaniminin ciddi ve geri donusumsuiz bir
sonucudur. Fibrozis alkoliklerin %10-15'inde gérulmesine kargin karaciger
hastaligi bulgular olan alkoliklerde %50 oraninda karsilagilan bir durumdur.
Alkolik karaciger fibrozu fizyopatolojisinde perisintuzoidal hucreler (ito
hicreleri) rol oynamaktadir. Perisintizoidal hiicreler disse araliginda vitamin-
A depolanmasinda rol oynayan hucrelerdir. Perisintizoidal htcreler toksik
infeksiydz ya da alkolik karaciger zedelenmesi ile miyofibroblast benzeri
hicrelere farkhlagir. Farklilasan bu htcreler karacigerde kollajen ve
fibronektin Uretimini uyararak AKH'na 6zgu perisiniizoidal fibrozis gelisimine
neden olurlar (15-16,65,130-135,152, 154-155). Fibrozis olusumuna ayni

zamanda ROS hasari da katkida bulunmaktadir. Hepatik fibrozis gelistikten
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sonra, karaciger fonksiyonlari bozulmaktadir. Ure sentezinin etkilenmesi
sonucu kan NH4" dizeyleri artarak hepatik ensefalopatiye yol acmaktadir
(15-16,57,64,125,132-133,157).

Perisintuzoidal hucrelerin farklilagsmasina yola agan uyarilar tam olarak
bilinmese de AA ve AA-Protein artisi TGF-B artisina neden olarak
perisintzoidal hicrelerin miyofibroblast benzeri hiicrelere farklilasmasina yol
actiklari bilinmektedir. Alkol ile beslenen ratlarda kupffer hucrelerinin IL-6 ve
TNF-a urettikleri bu sitokinlerin de fibrozisi tetikledigi gorulmuagstur. Ayrica
farklilagsan perisintuzoidal hucreler TGF- Ureterek kendi kendilerini uyardigi
da gosterilmigtir (Sekil 2.5.1.7.a) (9,13-14,20).

AA ALDH tarafindan Ac-CoA’'ya cevirilir. Ac-CoA bir yandan yag
asitilerinin sentezinde kullanilirken 6te yandan da tamamen yakilarak enerji
olarak kullanilir. Alkole bagli karaciger yaglanmasinin esas sebebi. Ac-CoA
'nin yag asitlerine dontsmesiyle beraber, AA’'in toksik etki gostermesidir.
Sonugta kallojen sentezi artarak fibrozis meydana gelir (5-6,10,60,67,156).
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Sekil 2.7.1.7. Kollajen doku sentezi ve firozis mekanizmasi (139).

2.7.2. Alkolik Karaciger Hastaliginda Etkili Faktorler

AKH patogenezinde etkili birgok faktor oldugu belirtilmigtir.

2.7.2.1. Herediter Faktorler

ADH, CYP450 2E1, ALDH enzimlerindeki polimorfizm AKH'nda risk faktori
olarak incelenmektedir. Yapilan caligmalar ADH fenotip degisiklikleri kigiler
arasinda alkol eliminasyon hizinda 3-10 kat arasi degisikliklere yol
acabilmektedir. Alkoli daha hizli elimine edenlerde karaciger hastahgi
gorilme riski daha yiksektir. Bunun tam aksi durum ALDH enzimi
polimorfizminde gorilmektedir. AA'i daha yavas elimine edenlerde karaciger
hastaligi acisindan daha fazla risk altindadirlar. ALDH2*2 alleli AA

eliminasyonunda tamamen inaktif bir alleldir. Cin'li ve Japonlarin %50'si bu
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allel bakimindan homozigotturlar ve alkol aldiklarinda ciddi reaksiyon verirler.
Bu allele heterozigot olanlarda ciltte kizarma reaksiyonu vermezler. Ancak
normalde ALDH alleline sahip olanlara gére daha fazla AKH riski altindadirlar
ve daha fazla alkolik karaciger hasarina maruz kalirlar (61-62,124-125,128,
157).

2.7.2.2. Cinsiyet

Kadinlar AKH'na erkeklere gore daha yatkindirlar. Yapilan ¢calismalarda 40 g
alkol tiketen kadinlarin 10 yilda AKH'nin belirtilerini gostermeye basladiklari
gorulmustir. Bazi yazarlar bu yatkinligi kadinlardaki yavas gastrik alkol
metabolizmasina baglamaktadir. Ancak daha fazla alkolin portal sisteme
ulagmasi, kadinlardaki AKH'n1 tam olarak aciklayamamaktadir. Hizlanmis
karaciger zedelenmesinin bir bagka agiklamasi ise cinsiyete 6zgu yag asidi
metabolizmasi degisiklikleridir. Kadinlarda yagd asidi p-oksidasyonunda yag
asitleri TG olarak depolanamamakta ve alternatif yol olan CYP450 enzim
sistemi araciligiyla metabolize olmaktadir. Erkeklerdeki bu alternatif yol
kadinlarda yeterince etkin olmayip yag asitlerinin karacigerde hasara yol
acmasina sebebiyet vermektedir (15,49,55,126-127,132,134,141,158). Alkol
kullanan kadinlarda erkeklere gore plazma endotoksin, ICAM-1, ROS
yapilari, notrofil infiltrasyonu ve NF-kB duizeyleri artmaktadir. NF-kB sentezi

kadinlarda erkeklere gére 7-8 kat armaktadir (49).

2.7.2.3. Beslenme

AKH nutrisyonel durum ile gucli negatif bir iliski icindedir (26, 30-32). Diyet
faktorlerinin dogrudan alkolik hasarin sebebi olmamalarina kargin AKH
gelisimini ve progresyonunu geligtirdigi bilinmektedir. Malnitrisyon, AKH'na
birkac farkh yolla katkida bulunur. Vitamin A ve vitamin E gibi antioksidan
maddelerin kronik alkol kullanimi sonucunda azalmalari nedeni ile alkolin
karacigerde yol actigi oksidatif stresin karacigere verdigi hasar artmaktadir.
Kronik alkol tiketimine bagli olarak demirin barsaktan emilimi artar ve
karaciger demir depolarinda artis olur. Demirin de oksidatif stres yoluyla
karacigere zarar verdigi bilinmektedir (1,52,57-58,64,68,124-125,130).
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2.7.2.4. Karaciger Doku Demiri

AKH’'nda artmis Fe emilimi ve karacigerde Fe depolanmasi sonucu serum
demir satirasyonunun artmig oldugu, karaciger biyopsisinde de kantitatif
demir diizeyinin 500 mg/g kuru agirhdina kadar yukseldigi gorilmektedir (54,
61,68,160-162).

2.7.3. Klinikte Alkol Kullanimini Gosteren Biyokimyasal Belirtegler

Asiri alkol kullanimini gosteren “biyokimyasal belirtecler” alkol bagimlihginin
yayginhginin taranmasi, tedavisi, 6nlenmesi ve alkol kullanimina bagh diger
medikal hastaliklarin saptanmasinda o©nemli bir yere sahiptirler. Bu
belirleyiciler, halk sagligi alaninda da bir ilerleme saglayabilirler. Bazi
ulkelerde bu belirleyiciler, ig alanlarinda agir igicilerin saptanmasinda

kullanilmaktadirlar.

2.7.3.1. Karbohidrat Yetersiz Transferrin (KYT)

Transferrin karacigerde sentezlenen ve salgilanan demir tagiyan bir
glikoproteindir. Yodun alkol kullanimi ddnemlerinde transferrin igindeki
karbohidrat icerigi (sialik asit, galaktoz, N-asetil glukozamin) dismektedir. Bu
durum KYT olarak adlandinimigtir. Alkol bagimhlarinda gunluk 50-80 g bir
haftalik alkol kullaniminin KYT serum dizeylerini anlaml olarak artirdigi
bulunmustur. KYT’in yarilanma 6émra 15 gun kadardir. KYT artigsinin sosyal
icicilere gore alkol bagimlilarinda daha fazla oldugu saptanmistir. Rutinde
yalanci pozitif sonuglarin olustugu nadir durumlar vardir. Son yillarda, KYT

alkol kullanimini gésteren 6nemli bir test olmustur (163).

2.7.3.2. Gama Glutamil Transferaz (GGT)

Alkol kullanimini saptamada en sik kullanilan testtir. Kronik alkol kullanimi
sirasinda serum GGT duzeyleri artar. Gunde 40-60 g alkol kullananlarda
GGT duzeyleri artmaktadir. Yari mri 14-26 gundir (164).
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GGT birgok durumda yalanci pozitif olarak artabilir. Agir icicilik
olmadan GGT'nin arttigi durumlar; safra kesesi hastaliklari, bazi kalp ve
bobrek hastaliklari, siddetli travma, hipertiroidizm, sismanlik, barbitirat,

antikoagulan ve antikonvulzan kullanimidir (165).

Tam biyokimyasal belirleyiciler hem iyilesme sirecindeki alkol
bagimlilarinda nikst saptamada hem de tani koyarken agir igicileri
belirlemede bazi kisithliklara sahiptirler. Bu kisithliklari ortadan kaldirmak igin
KYT ile GGT birlikte kullanilmaktadir. Birlikte kullanimin duyarlihgi artirdigi
ileri strdlmustir. GGT ve KYT'nin birlikte ol¢ildigi ¢ahsmalarda KYT'nin
Ozgullugunun daha yuksek oldugu saptanmistir. Ancak ayni zamanda
GGT'nin duyarhhd@ KYTye gore hafifce yiksek bulunmustur. Karaciger
hastaligi olan alkol bagimlilarinda karaciger hastaligi olmayan alkol
bagimlilarna gore GGT'nin alkol kullanimina daha duyarh oldugu
bulunmustur. Nuks belirleyicisi olarak GGT KYT'ye gére daha az duyarhdir.
Bu nedenle testlerin tek tek kullanimlarindan c¢ok birlikte kullaniimalarinin
daha uygun oldugu kabul edilmektedir (166-167).

2.7.3.3. Transaminazlar

AST ve ALT karaciger hasarini saptamada rutinde sik kullanilan testlerdir.
Alkol, transminazlarin sentezinde prekursér olan B6’ya bagh pridoksal 5-
fosfatin azalmasina neden oldugundan serum ALT dizeyi 300U/L’yi nadiren
gecer. Diger karaciger hastaliklarinda ALT dizeyi AST ‘nin tGzerine gikarken
alkole bagli karaciger hasarinda AST/ALT orani genellikle 1,5’'in tzerindedir.
Bu da mitokondrial AST (mAST) artigina bagll olup tim AST'nin %20’sini
gecmez (157). Diger karaciger hastaliklarini AKH’ndan ayirmak icin mAST ve
MAST/AST oraninin da kullanilabileceg@i gosterilmigtir. Yiksek AST duzeyleri
kalp, kas, beyin, pankreas, bobrek, akciger, eritrosit ve l|0kositlerde de
bulunmaktadir. Bu durum karigikliklara yol agabilir. Buna karsilik ALT yogun
olarak karacigerde bulunur. igmenin birakiimasindan birkag hafta sonra

degerler normal sinirlarina doner (168).
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2.7.3.4. Ortalama Eritrosit Hacmi (Mean Corpuscular Volume-MCV)
Devamli alkol kullanimi eritrosit hacmin artirabilir. Alkol kullanimina bagh
MCYV artiginin mekanizmasi bilinmemektedir. Yapilan ¢aligmalarda bu artigin
nedenleri olarak; alkoliin eritrositler Gzerinde dogrudan etkisi, folik asit
eksikligi ve ilerlemis karaciger hastaligi gosterilmistir. Alkole bagli olmayan
karaciger hastaliklari, folik asit eksikligi, Vitamin B1> eksikligi, hipotiroidizm,
retikulositoz, antikonvtlzanlar ve yaglilikta da MCV artmaktadir. MCV alkol
birakildiktan sonra birkag ay iginde normal sinirlari icine dondugu igin

yalnizca tarama testlerinde kullanilabilir (165,168).

2.7.3.5. 5-Hidroksitriptofol / 5-hidroksiindol-3-asetik asit

Alkol kullanimini saptamak i¢in son zamanlarda kullanilan testlerden birisi de
idrardaki 5-hidroksitriptofol (5-HTOL)/5-hidroksiindol-3-asetik asit (5-HIAA)
oranidir. Her iki bilesik de serotonin metabolizmasinin drtnadar. Alkol
kullanimi 5-HTOL miktarini artirir, 5-HIAA miktarini azaltir. 5-HTOL alkol

alimindan 14-22 saat sonra normal seviyelerine doner (165).

2.7.3.6. Beta-Hekzoaminidaz (B-Hex)

Lizozomal bir glikozidazdir. Bu enzimin aktivitesi asirn alkol alimi sirasinda
artmaktadir. Birgok dokuda bulunan bu enzimin A, B, I, P izoformlari vardir
(59). Bazi calismalarda B-Hex'in alkol bagimhlarini ayirmada GGT, KYT,
AST veya ALT'den daha duyarh oldugu ileri surtlmustur. Ozellikle B izoformu
kullanilmaktadir. Yari émri kisa oldugu icin (2-4 gin) tarama testlerinde
kullanilamayacag!r ancak nukslerde faydali bir yontem olabilecedi ileri
surulmagtur. Alkole bagh olmayan karaciger hastaliklari, bobrek hastaliklari,
diabetes mellitus, miyokard infaktisu, tirotoksikoz, gebelik, nefrotoksik ilaclar
yalanci pozitiflik olusturabilir. B-Hex’in KYT ve GGT ile birlikte kullaniminin

yararl oldugu ileri strtlmustar (169).

2.7.3.7. Asetaldehit Bilegimleri
Asetaldehit, alkol metabolizmasi sirasinda olusan reaktif bir ara Grindir.

Asetaldehit proteinlerle “kararli ve kararsiz” bilesimler olusturur. Kararli
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protein-asetaldehit bilegimleri alkol kullanimini ayirmak i¢in kullaniimigtir. Son
zamanlarda hemoglobinle iligkili asetaldehitinin alkol kullaniminda etkili bir

test olabilecegine ait cok sayida ¢alisma yapilmigtir (165).

2.7.3.8. Diger Laboratuvar Testleri

Son yirmi yil iginde asirn alkol kullanimini belirlemek igin bir ¢ok test
kullanilmistir. Bu testler birgok kisitliliklara sahiptir. Bunlar; HDL (High density
lipoprotein), kolesterol, apo A-I ve A-ll, a-amino-N-butirik-asit/lésin orani, kan
asetat, kan metanol, idrar dolikol, 2,3-butanediol ve salsolinol miktari olarak
Ozetlenebilir. Hem idrarda hem de kanda bakilan belirleyicilerden birisi de
etil-glukuronittir.  Etil-glukuronid etil alkoliin dogrudan bir metabolitidir.
Ozellikle niikslerde orta sureli bir belirleyici olarak faydali olabilecegi ileri

surulmagtur. Bir diger test yag asitleri etil esterleridir (165).

Son zamanlarda yeni birka¢ test daha gelisme sirecindedir. Bunlar;
Alkol Kullanimini Erken Saptama Testi, Hemoglobin-iliskili Asetaldehit, yag

asitleri etil esterleri ve cilt yuzeyi alkol buhari dlgimleridir (157,165).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvanlar

Bu calismada 38 adet, 3-3,5 aylik 280-320 g agirliginda Sprague-Dawley
erkek rat kullanildi. Ancak inflizyon sirasinda ve c¢alisma boyunca o6len
hayvanlar calisma digi tutuldu ve 25 rat ile ¢aligma tamamlandi. Ratlar
standart bir diyetle beslendiler ve igcebildikleri kadar su icmelerine izin verildi.
Tum deney gruplarinda gevresel sartlar kontrol altinda tutuldu (12 saat/12

saat 11k / karanlik siklusu, 25-28 °C ortam isist).

Ratlar asagidaki gibi 4 gruba ayrildi;

1. Kontrol grubu (K) (n=6): Bu gruba 30 gun sure ile intra gastrik (i.g.)
yolla 2 ml/gin serum fizyolojik (SF) verildi. Yiyebildikleri kadar yem ve

icebildikleri kadar su icmelerine izin verildi.

2. Alkol Grubu (EtOH) (n=7): 30 gun sure ile i.g. olarak, 12 saat
achktan sonra etanol (EtOH) verildi. Distile su ile hazirlanan %80 EtOH (v/v)
1 ml/gin ve SF 1 ml/gun olarak verildi. EtOH verildikten bir saat sonra ise

yem ve su verildi.

3. Quercetin Grubu (Q) (n=7): 30 gun sire ile 3 ginde 1 kez 100
mg/kg quercetin ve 1 ml SF verildi. Quercetin, % 3 g olarak SF ile sispanse
edilerek hazirlandi. Quercetin verildikten bir saat sonra yiyebildikleri kadar

yem ve i¢ebildikleri kadar su icmelerine izin verildi.
4. Quercetin + EtOH Grubu (Q+EtOH) (n=5): 30 gin boyunca i. g.

olarak 3 gunde 1 kez 100 mg/kg quercetin verildikten 2 saat sonra % 80 (v/v)

EtOH'den 1 ml/gun verildi. EtOH verildikten bir saat sonra yem ve su verildi.
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K grubu, EtOH grubu, Q grubu ve Q+EtOH grubu ratlar son
yuklemeden 24 saat sonra Alfamin ile intraperitonal olarak anesteziden sonra
dekapite edildi. Operasyon oncesi ratlar yaklagik 12 saat a¢ birakildilar.
Anestezi edilen ratlar sirtistd yatirilarak, operasyon masasina dort
ekstremitelerinden tespit edildiler. Ratlar dekapite edildikten sonra kanlari
alimip ALT analizleri yapildi. Daha sonra karacigerleri alinip buz

soguklugundaki SF ile yikandi ve analiz saatine kadar -20 °C'de saklandi.

Rat karacigerleri uygun tamponlar kullanilarak Ultra Turrax
homojenizator (IKA T18 Basic, Wilmington, NC) ile homojenize edildi ve UP
50 H ultraschallprozesor (TUV) (Berlin) model sonikator kullanilarak sonike
edildi. Homojenatlar 4000 rpm (+4 °C)'de 10 dakika santrifij edildi ve

supernantlar numune olarak kabul edildi.

Protein tayinleri Fluka (Protein quantification kit-Rapid, Buchs/
Schweiz) kitiyle calisildli. standart olarak Bovine serum albumin (BSA)
kullanildi. Olgumler Trinity (Biotech Captia Reader) model ELISA cihazinda
yapildi.

Alanin transaminaz (ALT) Olcumu HITACHI-917 oto analizoru ile
Ozgun ticari kitler kullanilarak yapildi. Karaciger sitokin duzeyleri (TNF-a,
IFN-y) Trinity (Biotech Captia Reader) model ELISA cihazinda Biosource’'den

alninan kitlerle antijen-antikor birlesmesine dayali yontemle 6l¢uldu.

Tum spektrofotometrik Olctimlerde, Shimadzu UVv-1601

spektrofotometresi kullanildi.

1,1,3,3-tetraetoksipropan, 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoikasit (DTNB),
GSH, Quercetin dihidrat, H,O,, Riboflavin, Nitro Blue Tetrazolium klorid
(NBT) SIGMA chemical Co. (St. Louis, USA)'dan temin edildi. Diger
kimyasallar da MERCK (E.Merck, Daimstadt Germany)'ten saglandi ve buttn

kimyasallar analitik saflikta idi.
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3.2. Biyokimyasal Analiz

3.2.1. Karaciger TBARS Duizeylerinin Olgiimu

Karaciger TBARS duzeyleri Ohkawa ve ark. yontemine gore 6lgtldi (169).
Prensip:

MDA'nin asidik ortamda thio barbitirik asitle olusturdugu rengin 532

nm dalga boyunda absorbansinin élgilmesi prensibine dayanarak yapildi.

Reaktifler:
Potasyum fosfat tamponu 0,AM pH7,4
Sodyum dodesil sulfat % 8,1
Asetik asit % 20, pH 3,5
Tiyobarbitirik asit (TBA) % 0,8
Butanol/Piridin 15:1
Proseddr:

Karaciger TBARS duzeyinin dlgimu igin; dokular fosfat tamponunda
homojenize edildi (1 g doku + 9 ml tampon). 4000 rpm'de 10 dakika santrifij
edildikten sonra sipernatant 0,5'er ml (500 pl) alinarak herbirinin tzerine 0,2
ml %8,1 Sodyum dodesil sulfat, 5 ml %20 asetik asit (pH: 3,5) ve 1,5 ml %0,8
TBA solusyonu eklenerek 95 °C'de 60 dakika kaynatildi. Sogutulduktan
sonra 5 ml Butonol:Piridin (15:1) eklendi ve karigtirihp 4000 rpm'de 10 dakika
santriftij edildi. Ust tabakadaki rengin absorbansi reaktif koriine karsi 532 nm

dalga boyunda okundu.
Standart olarak 1,1,3,3-tetraetoksipropan’in 4,173 pmol/L’lik ¢ozeltisi
kullanildi. TBARS diizeyleri plazmada nmol/mg protein olarak ifade edildi. ve

asagidaki formule gore hesaplandi;

CN = (AN/As) X Cs
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Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyopnu
An: Numunenin Absorbansi

As: Standardin Absorbansi

3.2.2. Karaciger Protein Karbonil Gruplari Tayini

Karaciger protein karbonil gruplar Levine ve ark. modifiye spektrofotometrik

metoduna gdre ¢ahgildi (170).

Prensip:
2 ,4-dinitrofenilhidrazin (DNP) karbonil gruplari ile birlestiginde renkli bir
hidrazon olusmakta ve olugsan bu hidrazonun absorbansi 360 nm dalga

boyunda okunmaktadir.

Protein—C=0 + H;N-NH—2 4-DNP ——= Protein-C=p-NH—2 4-DNP + Hs0

Reaktifler:
DNP (2,4- dinitrofenilhidrazin) 10 mM
HCI 2N
TCA (Trikloroasetikasit) %10, %20
NaOH iM
Sodyum fosfat tamponu 1/15 M pH:7,8
Proseddr:

Karaciger dokulari fosfat tamponunda homojenize edildi (1 g doku + 9
ml tampon). 4000 rpm'de 10 dakika santrifij edildi. Stpernatanttan 500 pl
alinarak tizerine 500 pl %20 TCA eklenip vortekslenmek suretiyle karistirildi.
4000 rpm'de 15 sn santrifij edildikten sonra supernatant dokuldu. Pelet 500
ul DNP (2N HCI icinde 50 °C'de c¢ozilecek) ile karistirildiktan sonra
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karanlikta oda 1sisinda bir saat bekletildi. Her 10 dakikada bir vortekslenerek
pelletin DNP ile muamelesi saglandi. Daha sonra 500 pyl TCA eklenip 2-3
dakika oda isisinda dinlendirildi. 4000 rpm'de 3 dakika santrifij edildikten
sonra supernatant dokildu ve ayni islem %10 TCA ile u¢ kez tekrarlandi.
presipitat 2 ml 1 M NaOH iginde 37 °C'de 30 dk. bekletilerek ¢ozuldu.
Numunenin absorbansi NaOH korine kargi 360 nm dalga boyunda

Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde okundu.

Emax = 22000 Mt.cm? kullanilarak sonuglar ymol/mg protein olarak

verildi.

3.2.3. Karaciger -SH Gruplar Tayini

Karaciger -SH gruplari Koster ve ark. spektrofotometrik metoduna gore
belirlendi (171).

Prensip:
Protein SH gruplari, DTNB tarafindan indirgenir ve distlfit bagi
olusturarak bir kromofor (5-merkapto-2-nitrobenzoik asit) agiga cikarirlar.

Olusan kromoforun absorbansi 412 nm dalga boyunda okunmaktadir.

Reaktifler:
DTNB (5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)) 2 mM
Potasyum fosfat tamponu 0,1M pH 7,4
Sodyum Sitrat %1
Proseddr:

100 pl numune tzerine 1500 pl (1,5 ml) fosfat tamponu eklendi. 400 pl
DTNB (%1 sodyum sitrat icinde) ilave edildikten sonra 5 dakika 37 °C'de
bekletildi. Numunelerin absorbansi 412 nm dalga boyunda reaktif kortine

kars1 Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde okundu.
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Sonuglar €n=13600 M*.cm™ kullanilarak nmol/mg protein olarak

verildi.

3.2.4. Karaciger GSH Duizeylerinin Olgim

Karaciger GSH duzeyleri spektrofotometrik olarak Beutler yontemi ile
belirlendi (172).

Prensip:

Dokudaki GSH'In SH gruplari bir distlfid kromojeni olan 5,5'-dithiobis
2-nitrobenzoikasit (DTNB)'i indirgemesi ile sari renkli bir bilesik olugur. Bu
bilesigin 412 nm dalga boyunda dlgllen absorbansi GSH konsantrasyonu ile

dogru orantilidir.

Reaktifler:

Potasyum fosfat tamponu 0,1M pH 7,4
Cokturucu solusyon (Proteinsizlestirme ¢ozeltisi)

0 Metafosforik asit 1,67 g/dl,

o EDTA 0,2 g/dl

o NacCl 30 g/dl
Na,HPO, ¢ozeltisi 0,3 M
DTNB 2 mM
Sodyum sitrat %1

Proseddr:

Karaciger dokulari fosfat tamponunda homojenize edildi (1 g doku + 9
ml tampon). 4000 rpm'de 10 dakika santriflij edildikten sonra stupernatanttan
0,5 ml alinip tzerine 1,5 ml fosfat tamponu eklendi. Hazirlanan sipernatant
numuneleri Uzerine 3 ml ¢okturicli solisyondan eklenerek karistirildi. 5
dakika oda isisinda bekledikten ve renk kivamina geldikten sonra slizgeg

kagidindan suzilerek filtrat elde edildi. 0,4 ml filtrat Gzerine 2 ml 0,3 M
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Na,HPO, ¢ozeltisi ve 0,5 ml 40 mg/dl DTNB (%Z2'lik sitrat icerisinde ¢oztlen)
ile muamele edilerek olusan rengin absorbansi Shimadzu UV-1601
spektrofotometresinde 412 nm dalga boyunda reaktif kdrtiine kargi okundu.
GSH standarti (50 pmol/L) hazirlandi. Numunelere uygulanan iglem, GSH
standardina da uygulandi. GSH duzeyleri, standart ve numune absorbanslari
kullanilarak asagidaki formile gore hesaplandi ve nmol/mg protein olarak
ifade edildi.

CN = (AN/As) X Cs

Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyopnu
An: Numunenin Absorbansi

As: Standardin Absorbansi

3.2.5. Karaciger CAT Aktivitelerinin Olgumu

Karaciger CAT aktiviteleri Beutler'in spektrofotometrik metoduna gore
cahisildi (173).

Prensip:
CAT aktivitesi, H2O2'nin H,O'ya donusmesi esnasindaki absorbans
degdisimi reaktif koriine (H.O, hari¢ diger butun reaktifleri iceren kor) kargi

230 nm dalga boyunda absorbans farklari alinarak hesaplandi.

Reaktifler:
Sodyum Fosfat tamponu 1/15M pH:7,8
Tris-HCI-EDTA pH: 8,0
Tris-HCI 1 mM
EDTA 5mM
H.0, 10 mM
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Proseddr:
Karaciger dokulari fosfat tamponunda homojenize edildi (1 g doku + 9
ml tampon) ve 4000 rpm'de 10 dakika santrifij edildikten sonra

slipernatanttan 1/2000'lik dilisyon hazirlandi.

100 pl Tris-HCI-EDTA (pH:8,0) tzerine 1800 pl 10 mM H,O, ve 60 pl
distile su eklenip 10 dakika 37 °C'de inkube edildi. Enzimatik reaksiyon, dilue
homojenat (1/2000)tan 40 pl eklenmesi ile baglatildi. H,O2'nin H,O'ya
dondsumini, 4 dakika boyunca reaktif kbrine karsi (H.O, hari¢ diger butin
reaktifleri iceren kor) absorbans degisimi izlenip kaydedildi (5 6lgiim yapildi).
Bir dakikada olusan ABS degisimi (AABS) bulundu.

Enzim Unitesi, absorbans degisimi H,O,'ye ait ekstinksiyon katsayisina
bolinerek asagidaki formile gore hesaplandi. CAT aktiviteleri U/mg protein

olarak ifade edildi.

A=(AABS/(E x N x VH)) X TH

E: Milimolar ekstinksiyon katsayisi1 (H2O; igin 0,71)
N: indikatoriin molekiil sayisi (H,0; igin 2)

VH: Homojenatin volimi

AABS: Dakikada degisen absorbans

TH: Total hacim (3 ml)
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3.2.6. Karaciger SOD Aktivitelerinin Olgimu

Karaciger SOD aktiviteleri Winterbourn ve ark. spektrofotometrik metoduna

gore calisildi (174).

Prensip:

Yontemin esasini oksijen ve fotoreduiksiyonla indirgenen riboflavinin

reaksiyonu sonucu olugan O, ile NBT'un rediiksiyonunu enzimin inhibe

etme yetenegi olusturur.

Reaktifler:
EDTA+NaCN 0,1M
(0,2 M 100 ml EDTA igine 1,5 g NaCN eklenir)
Nitro Blue Tetrazoliumchloride (NBT) 1,5mM
Sodyum fosfat tamponu 1/15M pH7,8
Riboflavin 0,12 mM
Proseddr:

Karaciger dokulari fosfat tamponunda homojenize edildi (1 g doku + 9
ml tampon). 4000 rpm'de 10 dakika santriflij edildikten sonra stupernatanttan
50 pl alinip tzerine 200 pl EDTA+NaCN eklendi. Ardindan 100 ul NBT, 2,6
ml fosfat tamponu ve 50 pl riboflavin eklendikten sonra 15 dakika kutu iginde
florasan 1s1gina maruz birakildi. Olugan rengin absorbansi Shimadzu UV-
1601 spektrofotometresinde 560 nm dalga boyunda hava korine kargi
okundu. % inhibisyon agagidaki formule gore hesaplandi. Ayni islem SOD
standardlari ile tekrarlandi. Sonuclar asagidaki grafige gore hesaplandi ve

U/mg protein olarak verildi.

% inhibisyon = 100 x (Ak-An) / Ak

Ax: KOr absorbansi

An: Numune absorbansi

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

71

%.inh.
Standards Curve

] | |
Ok I L] T T !

o 26 4.0 f.0 &0 10 ) 14 18 18 20 e 24 28 23
Canc

Sekil 3.2.6.1. SOD standart grafigi

3.2.7. Karaciger Sitokin Diizeylerinin Olgcimii

Karaciger TNF-a ve IFN-y sitokin dizeyleri Trinity (Biotech Captia Reader)
model ELISA cihazinda Biosource (BioSource Europe S.A. Rue de

1’Industrie, 8 B-1400 Nivelles, Belgium)'den alinan kitlerle antijen-antikor
birlesmesine dayali yontemle olgulda.
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Sekil 3.2.7.1. TNF-a Standart grafigi.
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Sekil 3.2.7.2. IFN-y Standart grafigi.

3.3. istatiksel Analiz
Sonuglar ortalama * standart hata (SEM) olarak verildi. istatistiksel analiz
SPSS 10.0 versiyonu (Chicago, IL, USA) kullanilarak Mann-Whitney U testi

ile yapildi. istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak p< 0,05 seviyesi kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger TBARS Duzeyleri

Karaciger TBARS diizeyleri Tablo 4.1.1 ve $Sekil 4.1.1'de g0sterilmistir. Bu
bulgulara gore karaciger TBARS duzeyleri EtOH grubunda kontrol grubuna
goére, anlamli olarak yiksek (p<0.05), Q ve EtOH+Q gruplarinda ise EtOH

grubuna gore anlamli olarak digtk bulundu (p<0.05).

Tablo 4.1.1. Karaciger TBARS duzeyleri

Gruplar nmol/mg Protein
Kontrol 0,86 + 0,024
EtOH 1,43+ 0,11°
Quercetin 0,82 + 0,026"
EtOH 0,91 £ 0,098

(a) K grubu ile karsilastinldiginda p<0,05
(b) EtOH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Karaciger TBARS Duzeyleri

1,8 ~
1,6
1,4 A
1,2 A

HH

0,8
0,6
0,4 1
0,2 4

nmol/mg protein

K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 4.1.1. Karaciger TBARS duizeyleri

4.2. Karaciger Protein Karbonil Gruplari

Karaciger protein karbonil igerikleri Tablo 4.2.1 ve S$ekil 4.2.1'de
gOsterilmistir. Bu bulgulara gore protein karbonil dizeyleri EtOH grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiksek (p<0.05), Q ve EtOH+Q

gruplarinda ise EtOH grubuna gore anlamli olarak disik bulundu (p<0.05).
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Tablo 4.2.1. Karaciger protein karbonil gruplari icerigi

Gruplar umol/mg protein
Kontrol 10,16 + 1,09
EtOH 13,77 +1,82°
Quercetin 8,72 +0,69"
EtOH+Q 11,67 + 1,06°

(a) K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
(b) EtOH grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Karaciger Karbonil icerigi

=
N
HH o

umol/mg protein
HH

K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 4.2.1. Doku protein karbonil gruplari diizeyi

4.3. Karaciger Sulfhidril (-SH) Gruplari

Karaciger -SH duzeyleri Tablo 4.3.1. ve Sekil 4.3.1’'de gO0sterilmistir. Bu
bulgulara gore karaciger SH diizeyleri EtOH grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak disik (p<0.05), EtOH+Q grubunda ise EtOH grubuna gore
anlaml olarak yuksek bulundu (p<0.05).

Tablo 4.3.1. Karaciger -SH gruplari duzeyi

Gruplar nmol/mg protein
K 724 + 80,83
EtOH 577 + 65,38°

Q 632 + 25,79
EtOH+Q 687+ 38,2

(a) K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05,
(b) EtOH grubu ile kargilastirildiginda p<0,05
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Karaciger -SH Duizeyleri

900 -
800 ~

700 ~ I
600 -
500 ~
400 -
300 ~
200 ~
100 ~

HH o

H

nmol/mg protein

K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 4.3.1. Karaciger -SH duzeyleri
4.4. Karaciger GSH Duzeyleri

Karaciger GSH duzeyleri Tablo 4.4.1 ve $ekil 4.4.1’de gosterilmigtir. Bu
bulgulara gore karaciger GSH dtizeyleri EtOH grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak distk (p<0.05), Q ve EtOH+Q grubunda ise EtOH grubuna

gore anlamli olarak ytksek bulundu (p<0.05).

Tablo 4.4.1. Karaciger GSH duzeyleri

Gruplar nmol/mg protein
K 20,46 + 1,469
EtOH 13,23 £ 0,95°

Q 21,43+23"
EtOH+Q 18,61 + 1,69°

(a) K grubu ile karsilastirildiginda p<0,05,
(b) EtOH grubu ile kargilastirildiginda p<0,05

Karaciger GSH Duzeyleri
25 - b
b
r T
£ 20 - T 1 T
% a L
S 15 -
()]
£ 101
IS
E 5.
0
K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 4.4.1. Doku redikte glutatyon (GSH) duzeyleri
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4.5. Karaciger CAT Aktiviteleri

Karaciger CAT aktiviteleri Tablo 4.5.1 ve $ekil 4.5.1’de gd0sterilmistir. Bu
bulgulara gore doku katalaz aktiviteleri EtOH grubunda kontrol grubuna gore
anlaml olarak dustk (p<0.05), EtOH+Q grubunda ise EtOH grubuna gore

anlaml olarak yuksek bulundu (p<0,05).

Tablo 4.5.1. Karaciger Katalaz aktiviteleri

Gruplar U/mg protein
K 31,68 + 1,67
EtOH 14,71+ 0,67%
Q 22,7+1,69
EtOH+Q 21,55+1,11°

(a) K grubu ile karsilastirnildiginda p<0,05,
(b) EtOH grubu ile kargilastirildiginda p<0,05

Karaciger CAT Aktiviteleri

40 -+
35
30 -
25
20 - a
15 4
10 4

HH

(=2

U/mg protein
HH
i

K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 4.5.1. Karaciger Katalaz aktiviteleri

4.6. Karaciger Superoksit dismutaz (SOD) Aktiviteleri

Karaciger SOD aktiviteleri Tablo 4.6.1 ve Sekil 4.6.1'de gosterilmistir. Bu

bulgulara gore SOD aktiviteleri bakimindan anlamli fark bulunamadi.

Tablo 4.6.1. Karaciger SOD aktiviteleri

Gruplar U/mg protein
Kontrol 2,51+0,19
EtOH 2,33+0,19
Quercetin 2,19 +0,25
Q + EtOH 2,25+£0,21
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Karaciger SOD Aktiviteleri
3 -
T
_ 2,5 1 T T T
T 2 T 1
E
S 1,51
(@2}
E 1
)
0,5 -
0
K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 4.6.1. Karaciger SOD aktiviteleri

4.7. Karaciger Sitokin Duzeyleri

4.7.1. TNF-a Duzeyleri:

Karaciger TNF-a dizeyleri Tablo 4.7.1.1 ve Sekil 4.7.1.1'de gosterilmistir. Bu
bulgulara gore karaciger TNF-a dizeyleri EtOH grubunda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yuksek (p<0.05), Q ve EtOH+Q gruplarinda ise EtOH

grubuna gore anlamli olarak dusuk bulundu (p<0.05).

Tablo 4.7.1.1. Karaciger TNF-a diizeyleri

Gruplar pg/mg protein

K 421,877 + 39,212
EtOH 614,366 + 37,8°
Q 357,739 + 17,77
Q + EtOH 449,187 +7,36°

(a) K grubu ile karsilastirnildiginda p<0,05,
(b) EtOH grubu ile kargilastirildiginda p<0,05
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Karaciger TNF-a Dizeyleri

700 -+ a
600
500 +
400
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200 +
100 -

HH

H o

pg/mg protein

K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 3.7.1.1. Karaciger TNF-a duzeyleri

4.7.2. IFN-y Diuzeyleri

Karaciger IFN-y dlzeyleri Tablo 4.7.2.1 ve Sekil 4.7.2.1’de gosterilmigtir. Bu
bulgulara gore karaciger INF-y dizeyleri EtOH grubunda kontrol grubuna
gore anlamh olarak yiksek (p<0.05), EtOH+Q grubunda ise EtOH grubuna
gore anlamli olarak dusuk bulundu (p<0.05).

Tablo 4.7.2.1. Karaciger IFN-y diizeyleri

Gruplar pg/mg protein
Kontrol 66 + 6,94
EtOH 137 + 15,99
Quercetin 73 +5,06

Q + EtOH 91+2,72"™

(a) K grubu ile karsilastirnildiginda p<0,05,
(b) EtOH grubu ile kargilastirildiginda p<0,05

Karaciger IFN-y Duzeyleri

180
160 -
140
120
100
80 -
60 -
40 ~
20 -

H

pg/mg protein
-

K EtOH Q EtOH+Q

Sekil 4.7.2.1. Karaciger IFN-y dizeyleri
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4.8. Plazma ALT Duzeyleri

Plazma ALT duzeyleri Tablo 3.8.1 ve Sekil 3.8.1'de gO0sterilmistir. Bu
bulgulara gore gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Ancak kontrol
grubuna gore EtOH grubunda géreceli bir artig, Q ve EtOH+Q gruplarinda ise
EtOH grubuna gore goreceli bir dusuklik goraldi.

Tablo 4.8.1. Plazma ALT Duzeyleri

Gruplar U/L

Kontrol 30,43 + 2,09
EtOH 38,17 + 1,77
Quercetin 29,86 + 3,33
Q + EtOH 29.00+ 1,98

Plazma ALT Duzeyleri

45 +
40 4
35 A
30 -
25
20 -
15 A
10 A

HH
_‘
HH

U/L

O T 1
Kontrol EtOH Quercetin Quercetin+EtOH

Sekil 4.8.1. Plazma ALT Duzeyleri
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5. TARTISMA

Kronik alkol alimi ROS’nin olugsumunu indikleyen faktdrlerden biridir. Kronik
alkol alimi sirasinda CYP450 2E1 komponentine sahip olan MEOS devreye
girer. CYP450 2E1 induksiyonunda ROS jenerasyonu artarken, ADH
sisteminde ise NADH Uretimi yoluyla intraselliler redoks statu degisir ve bu
durum mitokondriyal ROS uretimini tetikler. Ayrica sekonder drin olan
asetaldehit, proteinlerin tersiyer yapilarint bozmak suretiyle ROS'nin
uretimine katkida bulunur (55-57,60-63). ROS protein, karbohidrat ve lipid
molekullerinde oksidatif hasara neden olmaktadir (5,10-12,67). Kronik etanol
tuketiminde meydana gelen ROS, lipidler, proteinler, nukleikasitler ve
karbohidratlar Uzerine etkilidirler. Etanol metabolizmasi esnasinda ve
etanolle induklenen oksidatif stresten kaynaklanan lipid peroksitleri ve reaktif
aldehitler (MDA, 4-HNE ve akrolein gibi) alkolik karaciger hasarinin
patogenezinde tetikleyici rol oynadiklari kanitlanmigtir. ROS etkisiyle olugan
lipid peroksidasyon ve karbohidrat oksidasyon urtnleri de proteinlerin amino
asid iceriginde modifikasyonlar olusturmakta ve plazma protein karbonil
iceriginde artisa neden olmaktadir (2-3,48,55-57,59-60).

Oral etanol alimindan sonra, direkt etanole maruz kalarak hasara
ugramis mukoza hicreleri yuzeyinden salinan spesifik proteazlarca ksantin
dehidrogenaz ksantin oksidaza donustirulmektedir. Etanol oksidasyon
prosesinde Uretilen AA, XO igin substrat gibi davranir. XO sisteminde Uretilen
O, " Fenton reaksiyonu yoluyla ‘OH radikallerine donusgturalur. ‘OH radikalleri
lipid peroksidasyonunu baglatir. Rat karaciger mikrozomlarinda Fe?
iyonlarinin  perferril  iyonlari  vasitasiyla  lipid  peroksidasyonunu
indUkleyebileceg@i rapor edilmistir. Lipid peroksidasyonu ve protein karbonil
bilesikleri, oral etanol alinmasiyla olugan gastrik hasar ile ilgili ROS Uretiminin
bir sonucudur (66). Quercetin ksantin/XO sistemi, COX ve LOX gibi serbest
radikal Uretimine katkida bulunan enzimleri inhibe ederek oksidatif hasari

Onlemektedir. Quercetin ayni zamanda antiinflamatuvar etki gdstermekte
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olup MPO aktivitesini dustrerek mide mukoza hucrelerini aktive olmus
notrofil infiltrasyonunun zararli etkilerinden korumaktadir. Quercetin Ca*?
influksu ve protein kinaz aktivitesini supresse etmek suretiyle gastrik dokuda

mast hicrelerinden histamin salinimini inhibe ettigi bilinmektedir (100).

Alkol metabolizmasinda karaciger primer rol oynamaktadir. Gastro-
intestinal yoldan hizla emilen etanolin % 90’1 karaciger hicrelerinde
metabolize olmaktadir. Etanolin neden oldugu oksidatif stresin insanlarda
yagh karaciger, siroz, fibrozis gibi karaciger hastaliklarina neden oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte canlinin bir organinda meydana gelen
olaylardan, kan yolu ile diger organlarin da etkilenmesi beklenir. Bu nedenle
biz alkoliin etkisini, kronik alkol tiketiminden en fazla etkilenen organ olan

karacigerde inceledik.

ilk kez 1963 yilinda, Di Luzio kronik alkol tiiketimiyle karakterize lipid
peroksidasyonunu tespit etmistir (175). Bu lipid peroksidasyonu artmig
serbest radikal reaksiyonlarinin  bir indikatorudur. MDA ise lipid
peroksidasyon urunlerinden biridir. MDA membran komponentlerinin ¢apraz
baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da deformasyon, iyon
transportu, enzim aktivitesi ve hicre yuzey bilesenlerinin agregasyonu gibi
intrinsik membran Ozelliklerini degistirebilir. Bu etkiler MDA’nin nigin
mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar. Ayrica MDA, MDA-
Asetaldehid ve MDA-Protein yapilarina kargi olugan antikorlar otoimmtn bir

hasara neden olabilirler (49).

Bizim c¢alismamizda kronik etanol verilen ratlarda (EtOH grubu)
karaciger TBARS duzeyleri K, Q ve EtOH+Q grubuna godre anlamli olarak
yuksek, EtOH+Q grubunda ise EtOH grubuna gore anlamh gekilde dusuk
bulunmustur. EtOH+Q grubunda disiuk TBARS dizeyleri, quercetinin

oksidatif strese kargi koruyucu etkisine baglanabilir.
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Cardin ve ark. (141) kronik alkolik karaciger hastaligi olanlarda serum
TBARS duzeylerinin arttigini ve steatoz skorunun da kontrol gubuna gore
yuksek oldugunu gostermislerdir. Fiorelli ve ark. (176) alkolik sirozlu
hastalarda TBARS, 4-HNE ve diger lipid peroksitlerinin, nonalkolik sirozlu
hastalarda kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu géstermiglerdir. Molina
ve ark. (29), yaptiklar caligmada kronik etanol verilen ratlarda TBARS
diuzeyleri, kontrol grubuna gore anlaml bir artis gostermekte iken hem
quercetin ve hem de etanol verilen ratlarda ise TBARS duzeylerinde bizim

sonuglara benzer sekilde bir diisme tespit etmisler.

Flavonoidlerin TBARS Uzerindeki etkileri birgok arastirmaci tarafindan
cahisilmis ve TBARS duzeylerini anlamli olarak distrdugu gorulmustur (28,
93,97-98). Flavonoidlerin TBARS'I dusurme etkisi genellikle lipid

peroksidasyonunu baslatici olarak gorilen "OH radikali ve onun prokirsoru

olan O, radikalini temizleme etkisine ve zincir kirici etkilerine
dayandiriimaktadir. Flavonoidler ayni zamanda reaktif oksijen drtnlerinin
kaynag! olan ksantin oksidaz, siklooksigenaz, lipoksigenaz, NADPH oksidaz,
fosfolipaz A, fosfolipaz C, miyeloperoksidaz, CYP 450 2E1 bagimh
oksidazlarin metabolik yollarini inhibe ederek serbest radikal olusumunu
engellemektedirler (28,83-85,103-104,109).

Membran fosfolipidlerinin fosfolipaz A, tarafindan pargcalanmasi ile
olusan aragidonik asitin lipoksigenazlar tarafindan oksidasyonu ile
endoperoksitler olusmaktadir (32). Takahama ve ark. (27) gore linoleik asidin
lipoksigenaz tarafindan peroksidasyonu quercetinin lipoksijenazi inhibe
etmesi ile engellenmektedir. Moroney ve ark. (69) peritoneal l6kositlerle
yaptiklari c¢alismada quercetinin lipoksigenazi inhibe ederek TBARS
seviyelerini disirduguni gostermislerdir. Terao ve ark. (113) da quercetinin
fosfolipid cift tabakalarinda lipid peroksidasyonuna kargi koruyucu etkisini

gOstermiglerdir.
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Quercetinin ayrica Fe ve Cu gibi gegis metallerini selatlayarak bu
iyonlarin Fenton reaksiyonu ve Haber-Weis reaksiyonlari ile H,O,'den "OH
radikali olusumunu engelleyerek lipid peroksidasyonunu dnlemektedirler (21-
22,28,85,103).

Serbest radikallerin reaktif etkilerinden dolay! oksidasyona ugrayan
diger bir makromolekul, proteinlerdir. Proteinlerin bazi aminoasit rezidileri,
ROS tarafindan karbonil tirevlerine dontsurler. Serbest radikaller, katyon
baglanma bodlgesindeki ve yakinindaki aminoasit rezidulerini oksitler. Bu
reaksiyon genelde proteinleri, esansiyel katyon baglanma bdlgelerini hasara

ugratarak inaktive eder.

Esterbauer ve ark. (177) poliansature yag asitlerinin radikal bagimh
oksidasyonu sonucu a,f-doymamis aldehitlerinin, 0©zellikle 4-HNE’nin
olustugunu ve bu molekillerin proteinlerin sdlfidril gruplan ile “Michael
addition tip” mekanizmasi ile reaksiyona girerek, karbonil fonksiyonunu
iceren daha stabil tiyoeter turevlerini olugturduklarini gostermislerdir. Ayrica
bu a,B-doymamig aldehitleri histidin ve lizin reziduleri ile reaksiyona girerek,

karbonil iceren molekilleri olugturmaktadirlar.

Yaptigimiz gahigsmada kronik etanol verilen ratlarda karaciger dokusu
protein karbonil igerigi dizeyleri EtOH grubunda K, Q ve EtOH+Q gruplarina
gore anlaml yiksek olup EtOH+Q grubunda ise EtOH grubuna gore dugtk
protein karbonil duzeyleri tespit edilmigtir. Bu durum, quercetinin kronik
etanol tiketiminde meydana gelen serbest radikalleri temizleme 6zelliginden

ve oksidatif strese karsi koruyucu etkisinden kaynaklanabilir.

Molina ve ark. (29), yaptiklari ¢calismada kronik etanol verilen ratlarda
protein karbonil dizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermekte
iken hem quercetin ve hem de etanol verilen ratlarda ise protein karbonil

diuzeylerinde bizim sonuglara benzer sekilde dustiguni gostermigler.
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intragastrik yolla alkol aliminda en fazla etkilenen organ midedir.
Kahraman ve ark. (100) intragastrik yolla %80 EtOH (v/v) verdikleri ratlarda,
gastrik doku TBARS duzeyleri ile protein karbonil iceriklerinde yikselme
tespit etmislerdir. Quercetinin ise bu parametreleri anlamli sekilde

dusurdugunu gérmaglerdir.

GSH hucrelerde bulunan en 0©Onemli nonenzimatik antioksidan
molekildir. GSH serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hicreleri oksidatif hasara karsi korur. Bunun diginda proteinlerin —SH
gruplarini redukte halde tutarak bu gruplarin oksidasyonuna engel olur.
Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu onler. Eritrosit
membranini ROS ve lipid hidroperoksitlerinin oksidasyonuna karsi korur.
Biyolojik sistemlerde tiyol ve disilfit redoksu ©6nemlidir. Proteinlerin —SH
gruplari ve oOzellikle GSH vitamin E ile vitamin C'yi redukte formda
tutmaktadir. Boylelikle membran antioksidan defans sistemi korunmusg olur.
GSH eksikliginde okside olan bu vitaminlerin reduksiyonu azalacak ve
membran yapisinda bozulmalar gorulecektir (4-8). Vicuttaki GSH'nin major
kaynagi karacigerdir. GSH, L-glutamat, L-sistein ve L-glisin aminoasitlerinden
2 mol ATP kullanilarak iki basamakli bir reaksiyonla y-glutamil sentetaz ve
glutatyon sentetaz enzimlerinin katalizi ile sentezlenir ve periferde

kullanilmak tizere karacigerden kana salinir.

Etanol metabolizmasinda sekonder Urin olarak olusan asetaldehit, a-
hidroksietil radikalleri, lipid hidroperoksitleri ve aldehitik lipid peroksit trtnleri
GSH ve diger tiyollere baglanirlar. Boylelikle GSH havuzunun tiketimi ve
hicresel redoks egitliginin  bozulmasina neden olarak ROS'nin

jenerasyonuna katki saglar (4,59).

Alkolik insanlarda ve EtOH ile beslenmis eksperimental hayvan
modellerinde GSH duzeylerinin diustugu rapor edilmistir (4-8). Ancak bazi
arastirmacilar GSH duzeyleri ile GSH/GSSG oraninin yikseldigini
bildirmiglerdir. Bu durumu GST, GSSGR ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
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(G6PD) enzim aktivitelerinin artmasina, GPer enzim aktivitesinin

dusuklagune ve bdylelikle GSH sentezinin artmasina atfetmigler (10,178).

Cahgsmamizda kronik alkol kullanimindan sonra karaciger GSH ve -SH
dizeyleri, EtOH grubunda K grubuna goére dusuklik gosterirken EtOH+Q

grubunda ise EtOH grubuna gore anlamh bir yikselme goralmustur.

Molina ve ark. (29), yaptiklari ¢calismada kronik etanol verilen ratlarda
GSH duzeyleri, kontrol grubuna gore anlamh diguklik gostermekte iken hem
quercetin ve hem de etanol verilen ratlarda ise GSH duzeylerinde bizim

sonuglara benzer bigcimde yikseldigini gostermigler.

SOD enzimi intraseliler enzimatik bir antioksidan olup O,~ radikalinin,
H.O,'ye dismutasyonunu saglamaktadir. Boylece antioksidan savunmanin ilk
basamagini olugturur. Hem spontan ve hem de enzimatik dimutasyonla
olusan H,O,, GPer ve CAT tarafindan suya donusturilerek detoksifiye edilir.
Kronik etanol tiketiminde gorilen dusik SOD enzim aktivitesi antioksidan
kapasitede azalmaya neden olup oksidatif hasarda bir artis gortlmektedir.
Bunun nedeninin ortamda artmis olan siperoksit anyon radikallerinin etkisi

oldugu dusunulmagtur (6-7,67).

Kessova ve ark. (179), SOD geni knockout edilmis farelerde kronik
etanol tiketiminin karaciger Uzerinde etkisini gostermek igin yaptiklari
calismada hepatik ATP icerikleri, mitokondriyal GSH duzeyleri ve Mn-SOD
aktiviteleri anlamh olarak dusuk; peroksinitrit, protein karbonil ile lipid
peroksidasyon Urunleri gibi oksidatif stres markirlari ile serum ALT

diuzeylerini ise yuksek bulmuglardir.

Cahsmamizda, karaciger dokusu SOD aktiviteleri bakimindan gruplar

arasinda anlamli fark bulunamadi.
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Molina ve ark. (29) yaptiklari ¢calismada kronik etanol verilen ratlarda
SOD enzim aktivitesi, kontrol grublarina gore anlaml dusuklik gostermekte
iken hem quercetin ve hemde etanol verilen ratlarda ise SOD enzim

aktivitesinin yukseldigini gostermigler.

Katalaz, intraselliler antioksidan bir enzim olup sitozolde ve
peroksizomlarda lokalizedir. H,O'in molekuler oksijen ve suya déntusimuni
katalizler. Buyuk molekulli lipid hidroperoksitlerine etki etmeyip, H,O, ve
metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigik molekdllere kargi gosterir. Kronik etanol
tuketiminde diger antioksidan enzimler gibi katalazin da enzim aktivitesinde
onemli derecede bir dusuklik gorulmektedir. Bu da antioksidatif defansin
zayiflamasina neden olmakta ve hucreler H;O'in reaktif etkileri maruz
kalmaktadir. Bu da alkolik karaciger hastalidinda oksidatif hasarin 6nemli

derecede artmasina neden olur (1,52-58).

Bizim calismamizda, kronik etanol verilen ratlarda karaciger CAT
enzim aktivitesinde kontol gruplarina gore anlamli bir diasus gorulmus,
etanolden 2 saat 6nce quercetin verilen EtOH + Q grubunda ise EtOH
grubuna gore karaciger katalaz enzim aktivitesinde anlamli bir artis tespit

edilmistir.

Molina ve ark. (29) yaptiklari calismada kronik etanol ile beslenmis
ratlarda K grubuna kiyasla katalaz enzim aktivitesinde anlamli bir dugukluk
gorulmekte iken kronik etanolin yaninda quercetinde verilmis olan rat
grubunda ise EtOH grubuna gore katalaz enzim aktivitesinde anlamli bir artig

oldugunu gostermislerdir.

Jurczuk ve ark. (180) EtOH verilen ratlarda antioksidan enzim
aktivitelerinde SOD’da % 38, CAT'da ise % 6 ‘lik bir azalma tespit etmigler.
Buna mukabil TBARS dizeylerinde ise artis gorualmustir. Serum demir
konsantrasyonununda % 6, karaciger demir konsanrasyonunda ise % 53

artis tespit etmisler.
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Alkolik karaciger hastaliginda sitokinlerin roli konusunda birgok
calisma yapiimigtir. Kronik etanol tuketiminden sonra meydana gelen ROS
ve endotoksinler NF-kB aracihigiyla TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonunu stimule etmektedir. Alkolik hepatitte aktive olan T-hticreleri ve
makrofajlar etanoliin aracilik ettigi karaciger hasarinin sirdurdlmesinde
onemli bir role sahip olan TNF-a, IL-183, IL-6 ve IFN-y'yi iceren sitokinleri
salgilarlar. TNF-a fibroblast proliferasyonunu uyarmakta olup sitotoksik
lenfosit aktivitesi ile kollejenaz aktivitesini arttirir. Sitotoksik sitokinler hiicre

Olumiind apoptoz ve nekroz yolu ile gergeklestirmektedirler (9,13,15-16).

Kan endotoksin duizeyleri etanol alimindan en ge¢ bir saat sonra
yukselmektedir (16). Endotoksinlerin artigi alkolik karaciger hastaligi hayvan
modellerinde ve alkolik insanlarin kanlarinda tespit edilmigtir. Endotoksin
lipopolisakkaritler gut bakterial florasi gram-negatif bakterilerin hicre
materyallerinden kaynaklanmaktadir. LPS’ler karacigere LPS-Baglayici
protein (LBP) araciliiyla taginmaktadirlar ve genelde kupffer htcrelerince
temizlenirler. Endotoksinler kupffer hicrelerine CD14 spesifik reseptorlerine
baglanmak suretiyle hiicre igi sinyal zincirini baglatarak kupffer hicrelerinin
aktivasyonunu saglar. Bunun sonucunda sitokinler ve diger maddelerin
sekresyonu saglanir. Baglicalari TNF-a ve IL-1B gibi proinflamatuvar
sitokinler ile PGE, ve PGD gibi prostoglandinlerdir. Gadolinium klorid (GdCls)
ile bu hicrelerin yikimi veya antibiyotiklerle gut florasinin sterilizasyonu
yoluyla endotoksinlerin azaltiimasi, erken inflamatuvar cevabi bloklamakta ve
etanol yoluyla olusan hepatik nekrozu azaltmaktadir. Benzer sonuclar anti-
TNFa antikorlariyla da elde edilmektedir. GdCls, kupffer hicrelerini inaktive
eder, karaciger patolojisinde yagh karaciger azaltma yoluyla bir duzelme
meydana getirir. Ancak inflamasyonu dizeltemez. Bununla beraber GdCl;
tedavisiyle, etanol tuketimi yoluyla aktive olan karaciger CYP450 2E1
indiksiyonu anlaml olarak azalir. Azalmig hepatik steatozis CYP450 2E1

ekspresyonunun azalmasi ile paralel bir iligki gostermektedir (16).
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TNF-a dretimi alkolik karaciger hasarinin patogenezinde kritik bir
faktordar (9,13,180). Alkolin indikledigi TNF-a Uretimi prosesinde hem
oksidatif stres ve hem de endotoksinler rol oynamaktadir. Bununla beraber
bu faktorler arsindaki sebep-sonug iligkisi heniiz tam olarak anlagilamamigtir.
Bazi arastirmacilar akut alkol tuketimini takiben plazma endotoksin
yukselmesi, hepatik oksidatif stres ve TNF-a uretimi arasindaki iligkiyi
gostermek amaciyla, alkol hepatotoksisitesi olugturduklari fareleri kullanarak
yaptiklari cahsmalarda hepatik TNF-a Uretiminin plazma endotoksin ve
hepatik lipid proksidasyonu ile iligki icinde oldugunu tespit etmiglerdir (180).
Ayrica bu faktorlerin birbirleri tGzerinde etkili oldugu bildiriimistir. ROS ve
endotoksinler TNF-a dretimini arttinrken, TNF-a dretiminin de lipid
peroksidasyonunu indikledigi ve bdylelikle ROS drtimini artirdigi rapor
edilmistir (9,13,67, 181).

Yaptigimiz ¢ahsmada, intragastrik yolla kronik etanolin etkilerine
maruz biraktigimiz  EtOH grubunda, plazma ve hepatosit doku
homojenatinda Olgilen TNF-a ve IFN-y duzeyleri kontrol grubuna gore
anlamh yuksek, EtOH + Q grubunda ise EtOH grubuna gore anlaml diguk

bulundu. Bu sonug quercetinin antiinflammatuvar etkilerine atfedilebilir.

Daha once yapilan birgok ¢calismada kronik alkol tiketiminde yuksek
sitokin duizeyleri tespit edilmigtir. Monden ve ark. (182) TNF-a, IL-1 ve
suiperoksit anyon radikalinin, rat hepatosit kilturiinde protein sentezini inhibe

ettigini rapor ettiler.

Zhou ve ark. (181) gavaj yoluyla alkol verdikleri farelerde, alkol
intoksikasyonunun neden oldugu karaciger hasarini TNF-a uretimi ve hepatik
lipid peroksidasyonu ile iligkili oldugunu tespit etmiglerdir. Kupffer
hicrelerindeki hepatik TNF-a Uretimini immunohistokimyasal lokalizasyon ve

MRNA ekpresyonunun olgimu ile ispatlamiglar.
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Daniluk ve ark. (143) Kompanse ve dekompanse alkolik sirozlu
hastalarda yaptiklari ¢calismada, serum IL-6 duzeylerini hem kompanse hem
de dekompanse sirozlularda kontrollere gore istatiksel olarak anlamli gekilde
yuksek buldular. TNF-a ve IL-8 duzeyleri ise sadece dekompanse
sirozlularda istatiksel olarak anlamli yikselmis olup kompanse sirozlularda
ise TNF-a ve IL-8 duzeyleri rolatif yikselme gostermistir. Proinflamatuvar
mediyatdr olan bu sitokinler agir karaciger hasarinin bir gostergesi olarak da

kullanilabilir.

gore yuksek TNF-a ve IFN-g duzeyleri tesbit etmisler. Enfekte olan
hastalarda olmayanlara gére IFN-g duzeyleri bakimindan anlamli yiksek
bulunurken TNF-a dlzeylerinde anlamh fark goralmememistir. Tum

hastalarda 6dem, jinekomasti ve ensefolapati gérilmekteydi.

Agrr icicilerde ve hayvan modellerinde artmis karaciger doku hasarini
sadece TNF-a ve diger proinflamatuvar sitokinlerin artigiyla agiklamak uygun
degildir. Karaciger parankimal hucreleri TNF-a'ya cevabi degistirmektedir.
TNF-a, normalde karaciger hucreleri igin sitotoksik degildir, bilakis
antiapoptotik 6zellikleri de mevcuttur. TNF-q, intraseluler bir dizi metabolik
yolu baglatarak apoptoz veya nekroz ile hiicre 6lumiune 6nciluk eder. TNF-a
karaciger hucreleri tGzerinde iki tip plazma membran reseptdrine baglanir;
p55 [tip | TNF reseptor (TNFR1)] ve p75 [tip Il TNF reseptdr (TNFR2)].
Karaciger hucrelerinde TNF reseptérleri knockout edilmis farelerde TNFR21'in
etanolin indukledigi karaciger hasari i¢in spesifik oldugu rapor edilmistir
(145).

Kronik alkol tuketiminde cinsiyet farkhligi da karaciger hasari igin
onemli bir faktordir. Erkeklere gore kadinlarda daha disik miktardaki etanol
tuketimi ile karaciger hasarinin gelismesinin sebebi, kadinlarda gastrik ADH
enziminin erkeklere goére daha Inaktif olmasindan kaynaklanmaktadir.

Boylelikle kan etanol ve endotoksin dizeyleri erkeklere nazaran daha yiksek
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gorular. NF-kB gibi transkripsiyon faktorleri erkeklere gore yaklasik 7-8 kat

fazla sentezlenir (16).

Colantoni ve ark. (123) 8 hafta boyunca %36 etanol igceren sivi diyetle
besledikleri ratlarda TNF-a duzeyleri kontrollere gore anlamli ytkseklikler

bulmusglardir.

Kronik EtOH tuketiminden sonra kanda artan endotoksin ve ROS,
diger proinflamatuvar sitokinler gibi IFN-y ekspresyonunu arttirmaktadir. IFN-
Y, INOS enzim aktivitesini indiiklemek suretiyle NO salinimini arttirmaktadir.
Ortamda artmis olan NO, CYP450 2E1 uzerinde inhibe edici etkisi
bulunmaktadir. Ayni zamanda eksperimental calismalarda IFN-y’'nin da
CYP450 2E1 induksiyonunu inhibe ettigi, bu sekilde ROS olusumunu
engelledigi ve boylelikle koruyucu rol alabilecegi bildiriimistir. Bununla birlikte,
NO ve ONOO™ turevleri membran makromolekillerinde oksidasyona neden
olarak hicre hasarina da neden olabilirler. Ayrica NO ve ONOO™ TNF-a

ekspresyonunu da arttirmaktadir (13-20).

Yaptigimiz ¢alhgmada, karaciger IFN-y duzeylerini EtOH grubunda
kontrol grubuna gore anlamli yiuksek bulduk. Bununla beraber, EtOH+Q
grubunda ise EtOH grubuna goére anlaml bir disis tespit edilmigtir. Bunun
sebebi quercetinin IFN-y stimulosyonunu uyaran ROS ve endotoksinin kan
dizeylerini  dusurmesinden  kaynaklanabilir. Bu da  quercetinin

antiinflamatuvar ve antioksidan ¢zelliklerinden ileri gelebilir.

Alkolik karaciger hastalidi olan hastalarda ve eksperimental hayvan
modelleriyle yapilan Onceki ¢alismalarda, alkol tuketen gruplarda kontrol
gruplarina gére IFN-y’nin yikseldigi rapor edilmigtir (9,13,15-16,142). Bazi
arastirmacilar insanlarda, alkoliin akut doneminde IFN-y dizeylerinin arttigini
belirtmiglerdir (69,143).
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6. SONUC

Etanoliin, lipid peroksidasyonunda, protein oksidasyonunda, TNF-a ve IFN-y
dizeylerinde artisa yol agmasi, karaciger dokusunda olusturdugu hasarda

ROS’nin ve inflamasyonun roll oldugunu gostermigtir.

Quercetinin, karaciger TBARS ve protein karbonil i¢ceriklerini dustrerek
GSH, SH ve CAT duzeylerini yikselterek etanoliin yol actigi oksidatif hasari

Onledigi gorulmustar.

Muhtemel mekanizmalar:

1. Quercetinin serbest radikalleri temizleme ve metal iyonlarini
selatlama gibi Ozellikleri nedeni ile lipid peroksidasyonunu ve protein
oksidasyonunu azaltmasi, lipid peroksidasyon zincir reaksiyonunu kirarak

hasarin ilerlemesini 6nlemesi.

2. Quercetinin XO, NADPH Oksidaz, MPO, COX ve LOX gibi

prooksidan enzimlerin aktivitelerini inhibe etmesi,

3. GSH'nin redukte formda kalmasini saglayarak antioksidan
aktivitede artisa yol acmasi ve boylelikle proteinlerin SH rezidilerinin

oksidasyonunu engellemesi,

4. Karaciger ROS seviyelerini dugurerek proinflamatuvar sitokinler
TNF-a ve IFN-y stimilasyonunu saglayan faktorlerin azaltiimasi olarak

siralanabilir.

Sonug olarak, bu calisma gosteriyor ki etanol, metabolize edildigi
organ olan karacigerde oksidatif ve antioksidatif parametrelerle yansitilan
oksidatif hasara neden olmaktadir. Ayrica gugli bir antioksidan olan
quercetinin ise etanoliin zararl etkilerinden karaciger hucrelerini korumada
yararll olabilecegine veya en azindan kismen hicrelerdeki bu oksidatif hasari

azaltabilecegine inanmaktayiz.
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