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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

ADH Alkol dehidrojenaz

ALDH Aldehit dehidrojenaz

ALT Alanin aminotransferaz
AST Aspartat aminotransferaz
CDNB 1-kloro-2,4-dinitro-benzen
DK Dien konjugat1

DNA Deoksiriboniikleik asit

e Elektron

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit
GSH Glutatyon (indirgenmis form)
GSH-Px Glutatyon peroksidaz
GSH-R Glutatyon rediiktaz

GSSG Glutatyon (yiikseltgenmis form)
GST Glutatyon transferaz

H,0, Hidrojen peroksit

HNE 4-hidroksi-2-nonenal

HO," Hidroperoksil radikali
HOCI Hipoklorik asit

U Internasyonel iinite

L Lipit radikali

LDL Diisiik dansiteli lipoprotein
LH Yag asidi

LOO~" Lipit peroksit radikali
LOOH Lipit hidroperoksit

MDA Malondialdehit

MEOS Mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi
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Nikotmamid adenin dintikleotid (yiikseltgenmis form)

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (ylikseltgenmis form)

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (indirgenmis form)

NO- Nitrik oksit

NOy- Azot dioksit

*O, Singlet oksijen

0,° Siiperoksit radikali
O3 Ozon

OH Hidroksil radikali
ONOO -~ Peroksinitrit

RNA Riboniikleik asit

RNS Reaktif azot tiirleri
RO Alkoksil

ROO- Peroksil

ROS Reaktif oksijen tiirleri
SD Standard derivasyon
-SH Tiyol grubu

SOD Stiperoksit dismiitaz
TBA Tiyobarbitiirik asit
TCA Trikloroasetik asit
TEP 1,1,3,3-tetractoksipropan
U Unite

' Watt
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OZET

Artun, B.C. Karnozin uygulamasinin si¢anlarda alkole bagli karaciger hasar1 {izerine
etkisinin incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2008

Alkolik karaciger hasar1 6dnemli bir saglik problemidir. Bu nedenle, alkole bagh
karaciger hasarinin patojenezini anlayabilmek, bu hasar1 6nleyebilmek veya azaltabilmek
onem kazanmaktadir. Deneysel ve klinik ¢alismalar alkole bagli karaciger hasarinin
patojenezinde serbest radikallerin 6nemli bir rol oynadigini gostermistir.

Karnozin (f-alanil-L-histidin), giiclii antioksidan etkilere sahip bir dipeptittir.
Karnozinin antioksidan etkinligini gosteren c¢aligmalar genellikle in vitro deneylere
dayanmakta, in vivo etkinligi ise pek bilinmemektedir. Caligmamizda siganlara “binge
model” etanol uygulayarak karacigerde alkole bagl degisimleri saptamak ve karnozin 6n
uygulamasinin bunlar1 6nleme/azaltma potansiyeli olup olmadigini belirlemek istedik. Bu
amagcla, 4 hafta siire ile karnozin (2 g/L; igme suyunda) on uygulamasi yapilan siganlara
etanol (12 saat ara ile 3 kez 5 g/kg, gavajla) verildikten 6 ve 18 saat sonra serumda
transaminaz aktiviteleri, karacigerde trigliserit diizeyleri ile prooksidan—antioksidan
dengedeki degisimler incelendi. Ayrica karacigerde histopatolojik incelemeler yapildi.

Sonuglarimiza gore, 3 doz etanol uygulamasindan sonra serumda transaminaz
aktiviteleri, karacigerde trigliserit ve lipit peroksit diizeyleri artt1 ve, glutatyon, vitamin E
ve vitamin C diizeyleri azaldi. Antioksidan enzim aktivitelerinde de bir baskilanma
saptand1. Karacigerin histopatolojik incelemesinde makromikrovezikiiler steatozis goriildii,
hepatositlerde dejenerasyona ve inflamatuvar bulgulara rastlanmadi. Karnozin 6n
uygulamasi, etanol verilen siganlarda serum transaminaz aktivitelerinde azalma ve
karacigerde prooksidan-antioksidan dengede kismi bir diizelme olusturmasma ragmen,

karaciger yaglanmasi ve histopatolojisi iizerinde bir degisiklik olusturmadi.

Anahtar Kelimeler : Karnozin, etanol, karaciger, lipit peroksidasyonu, antioksidan

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-1728
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ABSTRACT

Artun BC. Investigation of the effects of carnosine on the alcohol related liver injury in
rats. Istanbul University, Institute of Health Science, Istanbul Faculty of Medicine,
Biochemistry Department. MSc. Thesis. Istanbul. 2008.

Alcoholic liver injury is an important health problem. Due to this reason, to
understand the pathogenesis of the alcohol-related liver injury and to prevent or decrease
this injury are getting more important. Experimental and clinical studies showed that, free
radicals play an important role in the pathogenesis of the alcohol-induced liver injury.

Carnosine (B-alanyl-L-hystidine) is a dipeptide having strong antioxidant effects.
The studies showing the antioxidant efficiency of carnosine generally depend on in vitro
experiments and in vivo efficiency of carnosine is not well known. In our study, treating
the rats with ethanol by “binge model”, we wished to investigate the alcohol-related
changes in the liver and see if carnosine pre-treatment prevents/decreases them.

With this aim, 6 and 18 hours after the ethanol treatment (3 times every 12 hours, 5
g/kg; by gavage), on the rats which were pre-treated with carnosine for 4 weeks (2 g/L; by
drinking water), we examined serum transaminase activities, hepatic triglyceride levels and
changes in the prooxidant-antioxidant balance. Also, histopathological examinations in the
liver were done. According to our findings, after 3 doses of ethanol treatment, serum
transaminase activities, hepatic triglyceride and lipid peroxide levels increased and,
glutathione, vitamin E and vitamin C levels decreased. Antioxidant enzyme acitivities were
depressed. In the histopathological examination of the liver, macromicrovesicular steatosis
was seen, but hepatocyte degeneration or inflammatory findings were not encountered.
Although, carnosine pre-treatment resulted in decreases in the serum transaminase
activities and a partial healing of the prooxidant-antioxidant balance in the liver of the
ethanol treated rats, this treatment couldnot make any change on the steatosis and

histopathology of the liver.

Key Words: Carnosine, ethanol, liver, lipid peroxidation, antioxidant
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. T-1728
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1. GIRIS VE AMAC

Alkol birgok toplumda ¢ok 6nemli bir saglik sorunudur. Fazla miktarda ve stirekli
alkol alinmasiyla birgok toksik etki ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar arasinda 6zellikle karaciger
hastalig1 onemlidir. Alkoliin etkisiyle karacigerde ii¢ farkli tablo gelismektedir. Bunlar
karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit ve alkolik siroz olup genellikle birbirini izleyen
donemler seklinde seyretmektedir (21,24,46,47,74).

Alkoliin karaciger iizerindeki toksik etkilerinin patojenezinde hangi faktorlerinin rol
oynadigi uzun yillardir aragtirilmaktadir. Genel olarak, bu toksik etkilerden alkoliin
karacigerdeki oksidasyonu ile olusan iirinlerin sorumlu oldugu kabul edilmektedir
(6,17,24,35,52,58,71). Akut ve kronik alkol uygulamalarindan sonra karacigerde meydana
gelen alkolik karaciger hasarmin patojenezinde NADH olusumunda artig, asetaldehit
birikimi ve oksidatif stres etkili olmaktadir (20,21,46,47,52).

Oksidatif stres, radikal olusumundaki artis ve/veya antioksidan sistemdeki
yetersizlik olarak tanmimlanmaktadir (31,38,62,75). Birgok arastirmaci alkoliin gerek
karaciger (4,8,9,36,42,43,76,80) ve gerekse karaciger dis1 (28,37,76,79) dokularda neden
oldugu toksik etkilerde oksidatif stresin roliinii aragtirmig ve alkoliin prooksidan-
antioksidan dengeyi etkiledigini bildirmistir. Gerek klinik (2,10,49,54,78,85) ve gerckse
deneysel (3,4,8,9,36,42,43,68,76,80) c¢alismalar alkoliin karacigerdeki oksidasyonu
sirasinda olusan serbest radikallerin prooksidan bir etkiyle oksidatif bir baski
olusturdugunu gostermistir.

Alkol ve oksidatif stres arasindaki iligkiyi ¢6zmek i¢in bir diger yaklagim ise ¢esitli
antioksidan bilesiklerin alkole bagli toksik etkileri Onleme/azaltma potansiyelini
aragtirmaktir. Bu g¢ercevede ¢esitli antioksidan bilesiklerin etkinligi arastirilmistir. Bunlar
arasinda S-adenozil metyonin (46,47,50,68), B-karoten (63), N-asetil sistein (3), betain
(9,11,19,39) ve taurin (8,66) gibi ¢esitli antioksidanlar sayilabilir. Bu c¢aligmalardan
bazilar1 antioksidanlarla ilgili olarak olumlu sonuglar verirken bazilar1 ise olumsuz
sonuglar vermistir (46,47,50).

Karnozin (B-alanil-L-histidin), giliclii antioksidan etkilere sahip bir dipeptittir
(1,14). Karnozinin serbest radikaller ve aldehitler igin toplayict (scavenger) oldugu,
proteinlerdeki oksidatif degisimleri baskiladigi, iki degerlikli metal iyonlariyla kompleks
olusturdugu bildirilmistir (1,14,29,33,56). Karnozinin antioksidan etkinligini gosteren

calismalar genellikle in vitro ¢caligmalara dayanmakta (1,15,29,56), in vivo etkinligi ise pek
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an etkinligi nedeniyle karnozinin oksidatif stresle iligkili

hastalig1 (32), ateroskleroz (64), diabetes mellitusun
komplikasyonlar1 (45) ve karaciger hasar1 (26,48,51) gibi baz1 patolojik durumlarin
onlenmesinde etkili bir ajan olabilecegi ileri siirtilmektedir.

Alkol alinmast ile ilk olusan lezyon karaciger yaglanmasi olup alkoliin kesilmesiyle
geriye donebilen 1limli bir tablodur. Deney hayvanlarinda alkol verilmekle olusturulabilen
yegane tablo karaciger yaglanmasidir (46,47). “Binge model’’ olarak adlandirilan modelde
10-12 saat ara ile gavajla veya periton ig¢ine 3-5 g/kg dozunda alkol uygulamasi,
karacigerde oksidatif strese ve patolojik bozukluklara yol a¢maktadir (9,18,39,86).
Calismamizda sicanlara “binge model” etanol uygulayarak karacigerde alkole baglh
degisimleri saptamak ve karnozin 6n uygulamasmin bunlar1 dnleme/azaltma potansiyeli
olup olmadigini belirlemek istedik. Bu amagla 4 hafta siireli karnozin (2 g/L; igme
suyunda) 6n uygulamasi yapilan sicanlara etanol ( 12 saat ara ile 3 kez, 5 g/kg, gavajla)
uygulamasindan 6 ve 18 saat sonra serumda transaminaz aktiviteleri, karacigerde trigliserit
diizeyleri ve prooksidan—antioksidan dengedeki degisimler incelendi. Ayrica karacigerde
histopatolojik incelemeler yapildi. Prooksidan-antioksidan dengeyi incelemek igin
karacigerde malondialdehit (MDA) ve dien konjugati (DK) diizeyleri ile, glutatyon (GSH),
vitamin E ve vitamin C diizeyleri, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve glutatyon transferaz (GST) aktiviteleri 6l¢iildii.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

* C

Unlimited Pages ar

Your complimentary
use period has ended. 3
Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

CI)'ck Here to upgr:

1. GENEL BiLGILER

2.1.0rganizmada Prooksidan-Antioksidan Denge

Organizmada prooksidan-antioksidan denge saglikli bir yasam i¢in ¢cok 6nemlidir.
Serbest radikal olusumundaki artis ve/veya antioksidan sistemdeki yetersizlik organizmada
oksidatif strese neden olmaktadir (31,75). Serbest radikaller biyolojik sistemlerde c¢ok
onemli olup dis orbitallerinde paylasilmamis bir elektron tasirlar. Omiirleri ¢ok kisa olan
ve kararsiz bir yap1 gosteren bu bilesikler etrafindaki molekiillerle etkilesime girerek
elektron almaya c¢aligirlar ve en kisa zamanda kararli bir hale varmak isterler (38,62,69).

Serbest radikaller organizmada hem metabolizma sirasinda siirekli ortaya cikar,
hem de radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar gibi cesitli dis etkenlerin etkisi sonucunda
olugabilirler. Organizmada olusan radikallerin ¢ogu oksijen kaynaklidir. Oksijen diginda
karbon ve kiikiirt merkezli radikallerin de az da olsa olustugu bilinmektedir (31,38,62).

Aerobik organizmalarda yagamin devami igin oksijene mutlak ihtiya¢ duyulur.
Oksijen hiicrede bir dizi reaksiyondan gecerek suya doniisiir ve bu siiregte hiicre kendisi
icin gerekli enerjiyi saglar. Fakat bu siirecte oksijenin % 2-3 kadar1 suya donilisemez ve
oksijen kaynakli radikaller olusur. Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile siiperoksit
radikali (Oy7), iki elektron alarak indirgenmesi ile de hidrojen peroksit (H,O,) meydana
gelir. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali (OH') meydana

gelir. Dordiincii elektron eklenmesi ile de su olusur (31,38,62).

0, + H + ¢ — HO, Hidroperoksil radikali

HO, — H' + 0,~ Superoksit radikali

0, + 2H" + ¢ —» H,0, Hidrojen peroksit

H,0,+ ¢ —> OH + OH ~ Hidroksil radikali

OH = + ¢ + H—>» HO

Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yani sira hiicrenin tim kisimlarinda

zara bagli veya serbest halde bulunan pek ¢ok enzimin katalizledigi reaksiyonlar sirasinda

olugmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi (MEOS),
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re zarina bagli NADPH oksidaz ve lipooksijenazlar gibi

ar sayilabilir (38,57).

radikallere doniismektedir (57,69,75) (Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Oksijen ve azot kaynakl reaktif bilesikler

Radikaller

Hidroksil
Alkoksil
Peroksil
Siiperoksit
Nitrik oksit
Azot dioksit

HO
RO
ROO
(070
NO
NOy

Radikal olmayanlar

Hidrojen peroksit
Singlet oksijen
Ozon

Hipoklorid asit
Lipit hidroperoksit

Peroksinitrit

H,0O;
*Q,

0,
HOCI
LOOH
ONOO

Stiperoksit radikali kuvvetli bir indirgeyicidir. Bu radikal siiperoksit dismutaz
etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen peroksit ise radikal niteliginde olmayan
zayif etkili indirgeyici bir bilesiktir. Ortamda ge¢is metalleri bulunmadiginda ¢ok zararh
olmayan bu bilesik, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 olarak tanimlanan reaksiyonlar
ile son derece etkili hidroksil radikallerine doniismektedir. Dolayisiyla, H,O,’in hemen
ortamdan uzaklastirilmas1 dnem kazanmaktadir. Siiperoksit radikalinin de bu reaksiyonlar

ile hidroksil radikaline doniistiigii bilinmektedir. Bu olusumlarda bir geg¢is metali olarak

demir ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (31,38,69,75).

H,0, + Fe>— Fe™ + "'OH + OH

O, + FCJr3 e FeJr2 + O,

H, O, + O — OH + OH + O,

Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle basta lipitler, proteinler ve niikleik

asitler olmak tizere tiim hiicre bilesenleriyle etkilesme ve onlara zarar verme 6zelligindedir

(31,38,57,69) (Tablo 2-2).
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ore bilesenlerinde olusturdugu zararh etkiler

Lipitlerin peroksidasyonu ¢ Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve
Protein ve lipitlerle kovalent baglar fonksiyonlarimin bozulmasi

Zar proteinlerinde hasar Enzim aktivitelerinde degisiklikler
Zar yap1 ve islevlerinde degisiklikler Niikleotit yapili koenzimlerin yikim
Proteinlerin par¢alanmasi DNA’nin tahrip olmast

Protein “turnover”min artmasi Miikopolisakkaritlerin yikimi

Hiicre tiyol/distilfit oraninin degismesi Yas pigmenti ve seroid birikimi

* & & O 6 0o
* & & o o0

a) Serbest radikallerin proteinler iizerine olan etkileri: Serbest radikaller proteinler
iizerinde dogrudan veya dolayli etki gosterebilirler. Peptit baglari, prolin ve lizin gibi
aminoasitler serbest radikallerden oldukca kolay etkilenir. Protein oksidasyonu, 6zellikle
histidin, tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde karbonil gruplarinin olusumu seklinde
olur. Lipit peroksidasyonun aldehit yapidaki iirtinleri sisteinin siilfhidril gruplar ile veya
lizin ve histidinler ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde fragmentasyon ve gapraz
baglanmalara neden olur. Bu olaylar proteinlerin fonksiyonlarinda bozulmalara yol acar
(31,38,57).

b) Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA {iizerine olan etkileri: Serbest
radikallerin etkisi ile DNA yapisinda yapisal degisimler olur. Bu yapisal degisimler piirin
ve pirimidin bazlarinda par¢alanma, zincir kirilmalari, DNA denatiirasyonu gibi ¢esitli
olaylar1 kapsamaktadir (31,38,57).

c) Serbest radikallerin lipitler iizerine etkileri: Serbest radikallerin lipitler
tizerindeki en Onemli etkileri lipit peroksidasyonunu uyarmasidir. Lipit peroksidasyonu
serbest radikaller tarafindan baslatilan ve hiicre zarlarinda bulunan ¢ok doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuna yol acan kimyasal bir olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksil
radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali lipit peroksidasyonunu baslatan baglica
radikallerdir (31,38,57).

Lipit peroksidasyonu c¢ok doymamis yag asidi (LH) zincirindeki o- metilen
gruplarindan hidrojen atomunun uzaklasmasi ile baslar ve boylece yag asidi zinciri bir
radikal niteligi kazanir. Bu lipit radikali (L') dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige
ugramaktadir. i1k once, molekiil ici ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugati
olusmaktadir. Daha sonra yag asidi radikaline hizli bir sekilde oksijen eklenerek peroksil

radikali (LOO") olusur. Bu lipit peroksil radikalleri zar yapisindaki diger cok doymamis
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1 atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine doniistirler
(LOOH). Lipit hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine doniismesi ile
lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 sona ermektedir (31,57,69,75) (Sekil 2-1).

Baglama:ILH + R —» L' + RH

llerleme: L + O, —— LOO (lipit peroksit radikali)

LOO + LH —»[.OOH + L (lipit hidroperoksit)

Sonlanma : LOOH  —— Malondialdehit gibi aldehitler ve diger karbonil bilesikler,
etan, pentan v.s

Hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi etkilenmekte,
hiicre i¢i ve dig1 iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artmakta ve buna bagl olarak proteazlar aktive olmaktadir. Bu olaylar
hiicre hasarinda etkin bir rol oynamaktadir. Ote yandan lipit peroksidasyonun son {iriinii
olan aldehitler de sitotoksik etkilere sahiptir (31,38,57,69,75) (Sekil 2-1).

Organizmada siirekli bigimde serbest radikal niteliginde bilesikler olugsmaktadir.
Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi gliglii bir savunma sisteminin varligi
sayesinde engellenmektedir. Bu nedenle serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestirme
hizinin dengede tutulmasi son derece onemlidir. Bu denge bozuldugu zaman, serbest
radikallerin zararli etkileri ortaya c¢ikmakta ve cesitli organ ve sistemler olumsuz
etkilenmektedir. Bu nedenle antioksidan sistemlerin bilinmesi, oksidan stresin yol agtig1
zararlarin engellenmesi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (31,57,69,82,84) (Tablo 2-3).

Antioksidanlar, radikal olusumunu sinirlandirma, tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve hasarli
molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi ¢esitli mekanizmalarla etkilerini
gostermektedirler. Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yagda ¢oziinen radikal

tutucularin1 ve metal iyonlarini baglayan proteinleri kapsamaktadir (31,57,82) (Tablo 2-3).
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Egzersiz Anoksi Peroksizomlar
Kimyasallar Mitokondri
Fagositler
Katalaz
0, > H,0,———>H,0

Fet+t

Oksidanlar
Radyasyon
Kimyasallar

Seruloplazmin
Transferrin
Transferritin

— 02: OH L LO LOO——‘ %korbat O

Cu*, Fe2+

_GSH-Px

LH = | OOH ——————= LOH
Zar hasari
Aldehitler Kalsiyum akisinda artma ve lizozomal
Epoksidler enzim serbestlesmesi

= Enzimler, proteinler, DNA, RNA hasari

|

Hicre 6lumi
Organ veya sistem bozukluklari

Sekil 2-1: Lipit peroksidayonu ve etkileri
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N sistem elemanlari
Enzimler Suda ¢dzlinen Yagda ¢ozlinen Metal iyonlarini

Radikal tutuculari

radikal tutuculari

baglayan proteinler

¢ Siiperoksit dismutaz | ¢ Glutatyon ¢ Vitamin E Ferritin

¢ Katalaz ¢ Vitamin C ¢ [(-Karoten Transferrin

¢ Glutatyon peroksidaz | ¢ Urik asit ¢ Bilirubin Haptoglobin

¢ Glutatyon rediiktaz ¢ Glikoz ¢ Ubikinol Seruloplazmin
¢ Glutatyon transferaz | ¢ Sistein ¢ Flavonoidler Alblimin

Stiperoksit dismutaz (SOD) : SOD enzimi siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak
onun H,O; ve molekiiler oksijene doniisiimiinii saglar. Organizmada substrat olarak serbest

radikal kullanan tek enzim SOD’dir.

—90 » 71,0,+0,

20, + 2H*

Insanlarda SOD’un Cu-Zn ve Mn kapsayan iki izoenzimi bulunmaktadir. Cu ve Zn
iceren tipi sitozolde, Mn igeren tipi ise mitokondride yerlesim gosterir (31,57,82).

Katalaz: Tetramerik bir hemoprotein olan katalaz enzimi yiiksek konsantrasyonda
olusan H,0O,’i oksijen ve suya pargalayan reaksiyonu katalizler. Enzim, peroksizomlarda
yerlesmistir (31,57,82).

Katalaz

H,O, 2H,0 + 0O,

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): GSH-Px gerek H»,O, ve gerekse LOOH’leri
metabolize etmektedir. GSH-Px’1n selenyum bagimli olan ve olmayan iki farkh tipi vardir.
Selenyum bagimli formu hem H,O,’in hem de LOOH’lerin metabolizmasinda yer alirken,
selenyuma bagimli olmayan tipi sadece LOOH’leri metabolize etmektedir. Bu
reaksiyonlarda glutatyon (GSH) hidrojen verici olarak gérev yapmakta, H,O, ve LOOHler
indirgenirken, GSH oksitlenmis sekline (GSSG) doniismektedir. Oksitlenmis glutatyon ise
NADPH’a bagiml glutatyon rediiktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenmektedir
(31,57,82).

LOOH + 2GSH —23PX = | OH + GSSG + H,0

GSH-R

GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP*
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) : Yabanci maddelerin biyotransformasyonunda énemli

en ve ekzojen bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu kataliz

ederler.

R-X+GSH —= GS- R+ HX

GST’lerin baz1 izoenzimleri GSH-Px aktivitesi gostererek LOOH’lerin metabolizmasini da
saglarlar (31,57,82).

LOOH + 2GSH —> GSSG + ROH + H,0

Glutatyon (GSH) : Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptiddir. Basta
karaciger olmak iizere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeyde bulunur. GSH hiicre i¢inin en
onemli antioksidan molekiiliidiir ve serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek
hiicreleri oksidan hasara karsi korur. Zehirsizlestirme reaksiyonlarina dogrudan katildigi
gibi, baz1 enzimlerin siibstrat1 veya kofaktorii olarak da gorev yapmaktadir. GSH-Px, GSH-
R ve GST gibi enzimlerin fonksiyonu i¢in gereklidir. Ayrica hiicrenin protein yapisindaki
siilthidril (-SH) gruplarin1 indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu engeller. GSH aminoasitlerin membrandan transportunda da rol alir
(31,57,82).

Vitamin E (o-tokoferol) : E vitamini yagda ¢oziinen en kuvvetli antioksidan
vitamindir ve yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi igerir (tokoferoller ve
tokotrienoller). Bunlarin tiimii izoprenoid takisi igeren bilesiklerdir. Antioksidan aktivitesi
en yliksek olan o-tokoferoldiir. Yapisinda bulunan fenol halkasindaki hidroksil grubu aktif
kismini1 olusturur ve molekiiliin antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir.

E vitamini bitkisel yaglar ve tohumlarda bol miktarda bulunmaktadir. E vitamininin
radikal reaksiyonlar1 esnasinda zincirleme giden reaksiyonlar1 bozucu etkisi (zincir kirict
antioksidan) bulunmaktadir. Cok gii¢lii bir antioksidan olarak serbest radikalleri ve lipit
peroksitlerini indirgeyerek ¢cok doymamis yag asitlerini koruyan ilk savunma hattini
olugturmaktadir Bu sirada kendisi de radikal sekline doniismektedir. E vitaminin tekrar
yenilenmesinde glutatyon, askorbik asit ve koenzim Q10 (ubikinon) gorev almaktadir
(31,57,82).

Vitamin C (Askorbik Asit): Askorbik asit suda ¢oziinen en giiglii antioksidan
molekiildiir. Insanlarda sentez edilemedigi i¢in diyet yoluyla alinmasi gerekir. Vitamin C

yapica heksozlara benzemekte ve organizmada kolayca dehidroaskorbik aside
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I kali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile kolayca

zlestirmektedir. Sulu fazda bulunmasina karsin lipit
peroksidasyonunu baslatic1 radikalleri temizleyerek lipitleri ve zarlar1 da oksidan hasara
karg1 korumaktadir. Tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglayarak E
vitamininin rejenere edilmesinde gorev alir. Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde
LDL’yi oksidasyona kars1 korur (31,57,82).

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi organizmada giiglii bir savunma sistemi
olmasina ragmen, bazi durumlarda savunma sistemi yetersiz kalmakta ve makromolekiiller
hasarlanmaktadir. Hasarin yerine bagh olarak c¢esitli organ ve sistemler etkilenmektedir.
Giiniimiizde serbest radikallerin bir¢ok hastaligin ve patolojik durumun ortaya ¢ikisinda
onemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir. Oksijen radikalleri ile ilgili bu patolojik
durumlar ¢ok genis bir spektrum gostermektedir (31,38,57,62,70,81) (Tablo 2-4). Serbest
radikallerin yaglanma, ateroskleroz, kanser olusumu, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve
karaciger hasar1 gibi birgok hastaligin olusumunda etkin bir rol oynadigi bulunmustur

(31,38,57,62,70,81).

Tablo 2-4: Serbest radikallerle iliskili bazi patolojik durumlar

% Yaslanma + Radyasyon hasari

< Ateroskleroz % Inflamasyon

+ Kanser + Diabetes Mellitus

% Iskemi-reperfiizyon hasar1 ¢ Beyin ve merkezi sinir sistemi
+ Romatoid artrit hastaliklar

+ Otoimmiin hastaliklar ¢ Bobrek bozukluklar

¢ Akciger hastaliklart % GO0z bozukluklart

¢ Kas hastaliklar ¢ Cilt bozukluklart

¢ Karaciger bozukluklart ¢ Gastrointestinal bozukluklar
+ Kan hastaliklar % Beslenme yetersizlikleri
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racijer Hasari

Karaciger organizmada karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasinda temel rol
oynar. Ayrica, ksenobiyotik olarak tanimlanan yabanci bilesiklerin
biyotransformasyonunda da etkin bir rol oynadigi bilinmektedir. Biyotransformasyonu
gerceklestiren enzimler baslica karacigerde yer alir. Karacigerin ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonundaki bu 6nemli rolii ve bazen biyotransformasyonla ana bilesikten
daha toksik etkili metabolitlerin olusabilmesi, karacigerde hasar olusumunu
kolaylagtirmaktadir. Ksenobiyotiklerin bir kismi1 dogrudan hasara neden oldugu halde,
cogu biyotransformasyon sonucu olusan {iriinler araciligi ile etkili olmaktadir.
Biyotransformasyon sirasinda olusan zararl trtinlerin baglicalar1 serbest radikaller, aldehit
yapili bilegikler ve gesitli elektrofil bilesikler olarak tanimlanmaktadir (31,40).

Serbest radikaller ve karaciger hasar1 arasindaki iligkiler uzun zamandir
arastirilmaktadir. Alkol (17,20,21), tiyoasetamit (7,23), karbon tetraklorir (73,83),
galaktozamin (65,72) ve asetaminofen (41,61) gibi bilesiklerin akut ve kronik uygulamalar1
ile olusturulan karaciger hasarinda serbest radikallerin etkin bir rol oynadig: belirlenmistir.
Bu bilesikler karacigerde prooksidan-antioksidan dengede belirgin bozukluklara neden
olmakta ve sonucta karaciger hasaria yol agmaktadir.

Alkol bir¢ok toplumda ¢ok dnemli bir saglik sorunudur. Fazla miktarda ve siirekli
alkol alinmasiyla birgok toksik etki ortaya g¢ikmaktadir (40,46,47). Bunlar arasinda
ozellikle karaciger hastaligi onemlidir. Alkoliin etkisiyle karacigerde ii¢ farkli tablo
gelismektedir. Bunlar karaciger yaglanmasi, alkolik hepatit ve alkolik sirozdur
(21,24,40,46,47,74) ve genellikle birbirini izleyen donemler seklinde seyretmektedir. Alkol
alinmasi ile ilk olusan lezyon karaciger yaglanmasidir. Alkoliin kesilmesiyle geriye
donebilen 1liml1 bir tablodur. Alkolik hepatit genellikle siroz dncesi bir tablo olarak kabul
edilmekte olup, karacigerde histopatolojik olarak sentrilobiiler bir hasar, lokosit
infiltrasyonu, inflamasyon ve sitoplazmik hiyalen cisimciklerinin (Mallory cisimcikleri)
varligr ile karakterizedir. Alkolik siroz ise genellikle mikronodiiler tipte olup, geriye
doniisiimii olmayan ciddi bir tablodur (21,24,40,46,47,74).

Alkoliin karaciger iizerindeki toksik etkilerinin patojenezinde hangi faktorlerinin rol
oynadigi uzun yillardir aragtirilmaktadir. Genel olarak, bu toksik etkilerden alkoliin
kendisinden ¢ok karacigerdeki oksidasyon iiriinlerinin sorumlu oldugu kabul edilmektedir
(6,17,20,21,35,52,53,58,71). Mide ve bagsaktan siiratle emilen alkol, vena porta ile


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended. 12
Thank you for using
PDF Complete.

h  ve oksitlenerek asctaldehite doniismektedir. Bu

tarafindan yapilmaktadir (Sekil 2-2).

a) Alkol dehidrojenaz (ADH),

b) Mikrozomal etanol oksitleyici sistem (MEOS),

c) Katalaz.

Alkolik olmayan insanlarda temel oksidasyon yolu ADH olup, bu oksidasyon
NADH olusumu ile birliktedir. MEOS yiiksek alkol konsantrasyonlarinda 6nem
kazanmaktadir. MEOS kronik olarak alkol alanlarda indiiksiyona ugramaktadir. Bu sistem
NADPH ve O, kullanmaktadir. Her ii¢ reaksiyon sonunda meydana gelen asetaldehitin %
90 gibi biiyiik bir kismi karacigerde asetik asite oksitlenmektedir. Bu doniisimii sitozolde
ve mitokondride bulunan ve NAD' kullanan iki ayr1 aldehit dehidrojenaz (ALDH)
katalizlemektedir. Diger yandan, aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz da bu doniigiime

katkida bulunmaktadirlar (20,40,46,58).

[aseTat]<

NADH Asetaldehit
dehidrojenaz
NAD*

ASETALDEHIT]

Ksantin
Oksidaz

Alkol

NADH dehidrojenaz

NAD* 0, (Superoksit
anyonu)
ASETALDEHIT|-<— C,H,O ==———| ETANOL
(Etoksil
radikali)
Katalaz Superoksit
dismutaz
ASETALDEHIT
H,O
Haber-W eiss /
- . - Glutatyon
ASETALDEHIT OH™ == H20, peroksyidaz
(Hidroksil Fe++ Katalaz
radikali)
LIPIiT PEROKSIDASYONU 0,

'

KARACIGER LEZYONLARI

Sekil 2-2: Etanol ve asetaldehit metabolizmasi ve serbest radikal olusumu
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ilamalarindan sonra karacigerde meydana gelen alkolik

1) Asir1t NADH olusumunun,

2) Toksik bir bilesik olan asetaldehit ve bazi makromolekiillerle kovalan baglar
olusturan asetaldehitin birikmesinin,

3) Serbest radikal nitelikli bilesiklerin olusmasinin rol oynadigi diisiiniilmektedir
(20,21,46,47,52).

Alkoliin karaciger (4,8,9,36,42,43,76,80) ve karaciger dis1 (28,37,76,79) dokularda
lipit peroksidasyonunu uyarmasi, serbest radikal olusumunu arttirmasina baglanmaktadir.
Deneysel (3,4,8,9,28,36,37,42,43,68,76,79,80) ve klinik c¢alismalar (2,10,49,54,78,85)
alkoliin karacigerdeki oksidasyonu esnasinda olusan serbest radikallerin organizmada
prooksidan etki yaptigini ve oksidatif bir baski olusturdugunu gostermistir. Etanol etkisiyle
karacigerde radikal olusumuna katkida bulunan reaksiyonlar sunlardir (Sekil 2-2)
(20,21,46,47,52):

1) Mikrozomal NADPH-sitokrom Psso rediiktaz ve sitokrom Psso: Bunlar
MEOS’un bilesenleri olup, O, ~ve H,O, olusturmaktadir.

2) Aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz: Asetaldehitin asetata donlismesinde etkili
olan ve O, " radikali olusturan bir sistemdir.

3) Mikrozomal NADPH-oksidaz: Gerek akut ve gerekse kronik etanol
almmasindan sonra indiiklenen O; ~ve H,O; olusturan bir enzimdir.

4) Etanolden o6zellikle mikrozomal fraksiyonda olusan etoksi (CH3CH,-O") ve
hidroksietil (CH3;CH — "OH) radikalleri.

Alkoliin karaciger iizerine olan zararli etkilerinin 6nlenmesinde serbest radikal
tutucularin, siilthidril bilesiklerin ve bazi antioksidanlarin etkisi arastirilmaktadir. Daha
Once yapilan ¢aligmalarda S-Adenozil metyonin (46,47,50,68), beta-karoten (63), N-asetil

sistein (3), taurin (8,66) ve betainle (9,11,19,39) bazi olumlu sonuglara ulagilmigtir.

2.3. Karnozin, Yapisi ve Fonksiyonlari

Karnozin, B-alanil-L-histidin yapisinda iskelet kasi, beyin ve sinir gibi uzun

Omiirlii, boélinme yetenegi olmayan hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan

biyolojik olarak aktif bir dipeptiddir (1,14,15). Karnozin sentaz enzimiyle


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
. use period has ended. 14
Thank you for using
t CO m p I ete PDF Complete.
Click Here to upgrad

e dazlarla sindirilememekte, ancak serum ve bobrekte
Unlimited Pages a

garnozinazla pargalanabilmektedir (14).

Iskelet kas1 gibi dokularda fizyolojik bir tampon olarak gérev yapmaktadir (1,14).
Ayrica serbest radikaller ve aldehitler i¢in toplayici (scavenger) oldugu, proteinlerdeki
oksidatif degisimleri ve ileri glikasyon driinleri olusumunu Onledigi saptanmigtir
(1,14,29,33,56). Bir antioksidan olarak davranip bakir, ¢inko, kobalt ve demir iyonlar1 gibi
iki degerlikli metal iyonlariyla kompleks olusturarak ROS ve RNS olusumuna engel
olmaktadir (1,14,29,33,56). Bu bulgular genellikle in vitro deneylere dayanmaktadir. Bu
nedenle bir antioksidan ve glikasyon {irtinlerini 6nleyici bir bilesik olarak oksidatif stresle
baglantili yaglanma (33), Alzheimer hastalig1 (32), ateroskleroz (64), katarakt (5) ve
diabetes mellitusun komplikasyonlarinin (45) 6nlenmesinde/azaltilmasinda tedavi edici bir
ajan olabilecegi disiiniilmektedir. Son yillarda karnozinin oksidatif stresi uyararak
karaciger hasarina yol agan iskemi-reperfiizyon hasar1 (26) ile tiyoasetamit (51) ve kronik
etanol (48) uygulamasina bagh karaciger hasar1 lizerinde de bazi olumlu etkileri

olabilecegi ileri stiriilmiistiir.
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—IGEREC VE YONTEM

Calismamizda agirliklart 200-220 gram olan Sprague-Dawley tiirii disi sicanlar
kullanildi. Siganlar Istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitisii’nden
sagland1. Deney hayvanlar1 4 gruba ayrildi:

1) Normal kontrol grubu (n=16) : Siganlar 4 hafta normal yem ile beslendiler.

2) Karnozin grubu (n=16) : Siganlara 4 hafta siireyle % 0.2 (w/v) oraninda karnozin
(Sigma C-9625) igeren igme suyu verildi. Karnozinli igme suyu giinliik hazirlandi.

3) Etanol grubu (n=16) : 4 hafta siireyle normal yemle beslenen si¢anlara 5 g/kg
dozunda etanol 12 saat arayla 3 kez gavajla uygulandi. Bu amagla gavaj i¢in % 33’lik
(v/v) etanol hazirland1.

3) Karnozintetanol grubu (n=16) : Siganlara 4 hafta siireyle % 0.2 (w/v) oraninda
karnozin (Sigma C-9625) iceren igcme suyu verildi. Daha sonra bu siganlara 5 g/kg dozunda
etanol 12 saat arayla 3 kez gavajla uygulandu.

Bu uygulamalardan sonra siganlar iki gruba ayrilarak bir boliimii son etanol
uygulamasindan 6 saat, diger boliimii ise 18 saat sonra eter anestezisi altinda kalplerinden
kan alinarak oldiiriildiiler ve karacigerleri hizla cikarildi.

Kanlar 1500xg’de santrifiij edildi ve serumlar ayrildi. Karaciger dokular1 soguk %
0.9’luk NacCl ile yikandiktan sonra bir kism1 histopatolojik incelemeler i¢in tamponlanmis

formole alinirken, diger kism1 yapilacak iglemler i¢in ayrildi, temizlendi ve buza alindi.

3.1.Serumda Yapilan incelemeler

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

ROCHE otoanalizoriinde enzimatik yontemle ol¢iildi (12).

3.2.Karacigerde Yapilan incelemeler

Siganlarin karacigerlerinde lipit peroksit (MDA ve dien konjugati), GSH, vitamin E
ve vitamin C diizeyleri ile SOD, GSH-Px ve GST aktiviteleri dl¢iildii. MDA, GSH, vitamin
E ve vitamin C diizeyleri karaciger dokusundan 0.15 M KCI’de hazirlanan %10’luk (w/v)
karaciger homojenatlarinda belirlendi. Karacigerde trigliserit ve dien konjugati

diizeylerinin tayini i¢in % 10’luk karaciger homojenatlarindan hazirlanan lipit ekstreleri
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aktiviteleri ise karaciger homojenatlarindan elde edilen

n edildi.

3.2.1.Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi ve Postmitokondri Fraksiyonun
Eldesi

Islem: 1 g karaciger dokusu tartild1 ve Potter-Elvehjem doku homojenizatériinde 10
ml soguk 0.15 M KCI ¢ozeltisi ile homojenize edildi ve %10’luk karaciger homojenati
(w/v) hazirlandi.

Postmitokondri fraksiyonu eldesi igin, karaciger homojenatlar1 oncelikle 4°C’ye
ayarlanmis soguk santrifiijde 600 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra slipernatan
alind1 ve Eppendorf santrifiijiinde 10000 x g’de 20 dakika santrifiij edilerek postmitokondri

fraksiyonu elde edildi ve deneyler yapilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi.

3.2.2.Karaciger Lipit Ekstresinin Hazirlanmasi (25)

Islem: %10’luk karaciger homojenatlarindan 0.25 ml alind1 ve iizerine 3.75 ml
kloroform:metanol (2:1) karistmi eklendi. Iyice karistirildi, 1 saat siireyle ara sira
karigtirilarak beklendi. Daha sonra bu karigim siiziilerek son hacimler 4 ml’ye tamamland1

ve kapakli tiiplerde deneyler yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.3.Karacigerde Trigliserit Dlzeylerinin Tayini

Islem: Karaciger lipit ekstresinden 0.5 ml alind1 ve azot altinda ucuruldu. Daha
sonra kuru lipit kalintilar1 0.25 ml alkol:eter (3:1) karigimui ile ekstre edildi ve BioLabo
(France) firmasiin enzimatik kiti (REF 80219) ile serum i¢in Onerilen yontem kullanilarak

karacigerde trigliserit tayini yapildi.

3.2.4.Karaciger Malondialdehit (MDA) Duzeylerinin Olgtilmesi (59)

Lipit peroksidasyonu son iiriinlerinden olan MDA’nin TBA ile olusturdugu
kompleks spektrofotometrik olarak dl¢iildii.

Islem: % 10’luk karaciger homojenatindan 0.2 ml alind1.Uzerine 0.2 ml %8.1°lik
sodyum dodesil siilfat, 1.5 ml %20°’lik asetik asit, 1.5 ml %0.8’lik tiyobarbitiirik asit ve 0.6
ml distile su eklendi. Bu karigim kaynar su banyosunda 1 saat tutuldu. Sogutulduktan sonra

tizerine 1 ml distile su ve 5 ml biitanol/piridin (15:1) karigim1 eklendi, karigtirildi ve
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ayrildi. Homojenat igermeyen ayirag koriine karst

tometrede okundu.

Ayiraglar:
% 8.1°lik sodyum dodesil siilfat
% % 20’lik asetik asit (10 N NaOH ile pH 3.5’¢ ayarlandi)
% % 0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)
+ Biitanol/piridin (15:1)
% Stok 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP) standardi (10 mM): 22 mg TEP 10

ml’de distile sudagoziilde ve 1000 kez sulandirildi (10 nmol/ml’lik ¢aligma
standardi)
Hesap: Standart olarak 1,1,3,3-tetractoksipropan kullanildi. Sonuglar nmol/g doku

olarak tanimlanda.

3.2.5.Karaciger Dien Konjugat (DK) Duizeylerinin Olgtim (16)

Islem: Karaciger lipit ekstresinden 1ml almarak azot gazi altinda ucuruldu. Kuru
kalinti 2 ml siklohekzana alindi. Spektrofotometrede 233 nm dalgaboyunda sikloheksan
koriine karsi absorbanslar okundu.

Hesap: Dien konjugati diizeyleri 233 nm’de ekstinksiyon katsayisi olan 2.52 x 10*

M sayisindan yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar pmol/g doku olarak tanimlandi.

3.2.6.Karacigerde Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Olgtilmesi (13)

Karaciger homojenatinda GSH diizeyleri, Ellman aywact (5,5°-ditiyobis(2
nitrobenzoik asit)) kullanilarak tayin edildi. Bu ayiracin karaciger homojenatindaki serbest
stilfhidril (-SH) gruplari tarafindan indirgenmesi sonucunda, 1 mol -SH grubu basina 1 mol
2-nitro-5-tiyobenzoik asit (TNB) olusmaktadir. Sar1 renkli bu iiriin spektrofotometrik
olarak 412 nm’de absorbans vermektedir.

Islem: Karaciger dokusunun 0.15 M KCI’deki %10’luk homojenatindan 0.5 ml
alindi. Uzerine 1.5 ml 0.15 M KCI ve 3 ml proteinsizlestirme ¢dzeltisi eklendi ve bu
karigim 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra, 0.5 ml siipernatan {izerine 2 ml
0.3 M Na,HPO4 ve 0.5 ml Ellman aywract ilave edildi. Olusan renk 412 nm’de ayirag

koriine karsi okundu.
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sozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-
EDTA ve 30 g NaCl 100 ml distile suda ¢ozildi.
% 0.3 M Na,HPOy: 42.6 g Na,HPO4 1000 ml distile suda ¢6ziildii.
% Ellman Renk Ayiract: 4 mg 5,5’-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit) 10 ml %
1’lik sodyum sitrat ¢ozeltisinde ¢oziildii.
% GSH standardi: (0.1 mg/ml)
Hesap: GSH diizeyleri ekstinksiyon katsayisi 13600 M'x em” ve standart
kullanilarak hesaplandi ve sonuglar pmol GSH/g doku olarak tanimlandi.

3.2.7.Karacigerde E Vitamini (a-tokoferol) Diizeylerinin Olgtilmesi (22)

Karaciger homojenatlarindan ekstre edilen vitamin E, Fe” ( ferrik iyon)’u Fe™
(ferro iyon)’a ¢evirir. Bu da bathofenantrolin ile pembe renkli bir kompleks olusturur.

Islem: %10’luk karaciger homojenatindan 3.0 ml alindi. Uzerine 2.0 ml absolii
etanol ve 1.0 ml % 25’lik askorbik asit eklendi. Bu karisim 70°C’de 5 dakika tutuldu.
Sonra lizerine 2.0 ml 10 N KOH eklendi, karistirildi ve bu karigim 70°C’de 30 dakika
bekletildi. Sogutulduktan sonra, iizerine 4 ml hekzan eklendi, karistirildi ve organik faz
santrifiij edilerek ayrildi. Organik fazdan 3 ml alinarak azot altinda uguruldu. Kuru kalintt
1 ml absolii etanole alind1 (Deney). Kor igin 1 ml absolii alkol, standartlar i¢in ise 1 ml 5
ve 10 ug/ml a-tokoferol iceren standartlar alindi. Tim tiiplere, hizla 0.2 ml % 0.2°1ik
bathofenantrolin, 0.4 ml 0.05 mM’lik FeCl; eklendi ve tam 1 dakika sonra 0.4 ml 0.05
mM’lik ortofosforik asit konuldu ve ayira¢ koriine karsi absorbanslar 536 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okundu.

Ayiraglar:

% % 02’1k 4,7-difenil-1,10-fenantrolin  (bathofenantrolin): 20 mg
bathofenantrolin 10 ml absolii alkolde ¢oziildi.

+ 0.05 mM FeCl; (absolii alkolde): 2.7 mg FeCl;.6H,0 20 ml absolii alkolde
¢Ozildi.

% 0.05 mM ortofosforik asit (absolii alkolde): 0.02 ml ortofosforik asit alind1
ve 29.4 ml’ye absolii alkol ile tamamlandi. Bundan 1 ml alinip 20 ml’ye
tekrar absolii alkolle tamamlandi.

% %25’1ik askorbik asit (distile suda)
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~~ AAUSOTU aIKOT
% Hekzan
% Vitamin E standardi: 1 mg/ml olacak sekilde a-tokoferol tartilarak absolii
alkolde ¢oziildii, daha sonra bu stok standart 100 ve 200 kez sulandirilarak
10 ve Sug/ml E vitamini igeren ¢aligma standartlar1 hazirlandi.
Hesap: Standart olarak DL-a-tokoferol kullanildi. Sonuglar, nmol/g karaciger

dokusu olarak tanimland.

3.2.8.Karacigerde Total Askorbik Asit (C vitamini ) Diizeylerinin Olgiilmesi
(60)

Homojenattaki askorbik asit, bakirm (Cu™ ) etkisi ile dehidroaskorbik asit ve
diketoglukonik asite oksitlenir. Bu oksidasyon iiriinleri 2,4-dinitrofenilhidrazinle bis(2,4-
dinitrofenilhidrazon) olusturur. Daha sonra bu bilesik de siilfiirik asitle 520 nm’de okunan
iiriin verir.

Islem: 2 ml %10’luk homojenata 2 ml %10’luk trikloroasetik asit (TCA) ilave
edildi. 3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Total askorbik asit tayini i¢in iist fazdan 1
ml tiipe alind1 ve tizerine 0.1 ml 2,4-dinitrofenilhidrazin/tiyoiire/bakir ayiract konuldu. Kor
deney ic¢in 1 ml %5 TCA, standard i¢in ise %5’°lik TCA’da hazirlanmig standartlardan (20
ng/ml askorbik asit ve 10 pg/ml askorbik asit) 0.5 ml alindi. Biitiin tiipler 3 saat 37°C’de
inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde tiipler sogutuldu ve hizla 0.75 ml %65°lik H,SOy ilave
edilerek reaksiyon durduruldu. 30 dakika oda isisinda bekledikten sonra 520 nm’de
absorbanslar okundu.

Ayiraglar:

¢ %10’luk trikloroasetik asit (TCA)

¢ 2,4-dinitrofenil hidrazin/tiyoiire/bakir ayiraci: 400 mg tiyolire, 50 mg
CuS04. 5Hy0, 3 g 2.4-dinitrofenilhidrazin 9 N H,SO4’de ¢oziilerek ayni
¢oziicii ile 100 mI’ye tamamlandi.

% %65’1lik H,SO4

% Askorbik asit standardi: 2 mg/ml olacak sekilde % 5’lik trikloroasetik asitte
hazirland1 ve 20 pg/ml ve 10 pg/ml olacak sekilde %5°’lik trikloroasetik asit

ile sulandirilarak ¢aligma standartlar1 hazirland:.


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

* C

Unlimited Pages}i

Your complimentary
use period has ended. 20
Thank you for using
O m p I ete PDF Complete.

CI)'ck Here to upgi

ksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Olglilmesi (55)

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon hizini
artirma yetenegi olarak 6l¢iiliir. Riboflavinin floresan 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit
radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen peroksit ise o-
dianisidin ile reaksiyona girerek renkli {iriin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise
renkli {irlin olusumu o kadar fazla olur. Olusan renkli iirtin 460 nm’de spektrofotometrik

olarak saptanir.

Islem: Kor, standart ve deney tiiplerine sirasi ile 2.6 ml 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.8), 0.1 ml o-dianisidin ilave edilir. Kor tiiptine 0.1 ml distile su; standard
tiiptine 0.1 ml standart; deney tiipiine 0.05-0.1 ml karaciger postmitokondri fraksiyonu
eklendikten sonra her tiipe 30 saniye ara ile 0.2 ml riboflavin kondu, karistirild1 ve 460
nm’deki absorbans degerleri okundu.Tipler 20W floresan lamba igeren 37°C’ye
ayarlanmis Ozel bir kutuya yerlestirildi ve tam 8 dakika siire ile floresan 1513a maruz
birakildi. Siirenin bitiminde tiiplerin absorbansi tekrar 460 nm’de okundu ve iki absorbans
arasindaki fark alindi. Ayrica deney korii ve standart i¢in de ayn1 islemler yapildi.

Ayiracglar:

« 0.1 mM EDTA igeren 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7.8)

% 0.2 mM riboflavin: 7.3 mg riboflavin 100 ml 10 mM potasyum fosfat
tamponunda (pH 7.5) ¢ozildi.

% 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 ml distile suda ¢oziildii.

% SOD (100 IU/ml) standardi: Sigma firmasindan saglanan SOD standardi
100 TU/ml olacak sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Daha sonra bu ana
standarttan 0.1 ve 0.05 ml almmarak deney ortaminda 10 ve 5 IU SOD

standardinin bulunmasi saglandi.

3.2.10. Karacigerde Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesinin Olctilmesi
(44)
GSH-Px aktivite tayini iki reaksiyon ile gergeklesmektedir. Birinci reaksiyon ile
H,O, veya organik hidroperoksitler GSH-Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki
indirgenmis GSH oksitlenmis GSH’a (GSSG) doniismektedir. Ikinci reaksiyonda ise
GSSG, GSH-rediiktaz (GSH-R) etkisi ile tekrar GSH’a doniismektedir. Bu sirada NADPH

ise NADP"ye oksitlenmektedir. Bu doniisim 340 nm’de absorbansta azalma olarak
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e bir absorbans verdigi halde, NADP" bu dalga boyunda

GSH-Px
ROOH + 2GSH ———— > 2ROH + GSSG

GSSG + NADPH+ —22HR__ 5GSH + NADP*

Islem: GSH-Px aktivitesi, 1 ml’lik hacimde son konsantrasyonlar 50 mM potasyum
fosfat tamponu (pH 7.0), | mM EDTA, 1 mM sodyum azit, 0.2 mM NADPH, 1 mM GSH,
0.5 TU/ml glutatyon rediiktaz, 1.2 mM kiimen hidroperoksit, 100-200 kez sulandirilmisg
post mitokondri fraksiyonu igerecek sekilde hazirlanmig ortamda tayin edildi. Kiivetler
37°C’ye ayarlanmis termostatli spektrofotometreye yerlestirildi ve 1’er dakika arayla
spektrofotometrede 340nm’de absorbans degisimi izlendi. Ayrica post mitokondri
fraksiyonu icermeyen ortamda da reaksiyon izlenerek enzimatik olmayan degisim kayit
edildi.

Hesap: Sonuglar NADPH nin ekstinksiyon katsayisi olan 6.22x 10° M™'x cm™’den
yararlanilarak hesaplandi ve nmol NADPH/dakika/mg protein olarak belirtildi.

3.2.11.Karacigerde Glutatyon Transferaz (GST) Aktivitesinin Olgtilmesi (30)

GST aktivitesinin tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB)
konjugasyonu sonucu olusan iiriiniin, 340 nm’de spektrofotometrik olarak saptanmasi
esasina dayanir.

Islem: GST aktivitesi 3 mI’lik hacimde son konsantrasyonlar 1 mM CDNB, 1mM
GSH ve 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.5) igerecek sekilde ayarlanmig ortamda
tayin edildi. Bunun icin, 400-500 kez sulandirilmis karaciger postmitokondri
fraksiyonundan 0.5 ml alindi, lizerine 1.5 ml 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.5), 0.05
ml 60 mM glutatyon ¢ozeltisi, 0.05 ml 60 mM CDNB ¢o6zeltisi eklendi ve toplam hacim
distile su ile 3 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 3 dakika siire ile 25°C’de 340 nm’de
karigimin absorbansi izlendi ve dakikadaki absorbans artigi saptandi. Aymi islemler
enzimatik olmayan konjugasyon i¢in enzim icermeyen inkiibasyon karigiminda da

tekrarlandi.
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% 60 mM glutatyon (GSH)
% 60 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB): Absolii etanolde hazirlandi.
Hesap: Glutatyon ve CDNB’nin konjugasyonu sonucu olusan {iriin i¢in saptanmis
olan ekstinksiyon katsayisi, 9.6 mM™ x cm’, kullanildi. Enzimatik konjugasyon
sonucundan, enzimatik olmayan konjugasyon degerleri ¢ikarildi ve sonuglar nmol

iiriin/dakika/mg protein olarak belirtildi.

3.2.12.Karacigerde Protein Tayini (67)

Karaciger homojenatlarinda ve postmitokondri fraksiyonlarinda protein miktari
Bicinchoninic asit metodu ile belirlendi.

Islem: 200 pl protein renklendirici ayiraci iizerine 10 pl 25 kez sulandirilmis
postmitokondri fraksiyonu ilave edildi. Karigtirildiktan sonra 37°C’de 30 dakika bekletildi.
Oda 1s1sinda sogutuldu ve olusan rengin absorbansi 562 nm’de ELISA’da okundu.

Ayiraglar:

+ Bicinchonic asit ¢ozeltisi (Sigma B 9643)
% %4 CuSOq4
¢ Protein renklendirme ayiraci: 10 ml bicinchoninic asit ¢dzeltisi tizerine 0.2

ml %4 CuSO;, eklenerek hazirlandi.

3.2.13.Histopatolojik incelemeler

Karaciger dokusundan alman érnekler tamponlanmis formole alindi ve 1.U. Istanbul

Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda histopatolojik incelemeler yapildi.

3.3.istatistik incelemeler

Sonuglar ortalama + SD olarak verildi. Gruplar arasi istatistik degerlendirmeler igin

Kruskal Wallis (post hoc Mann Whitney U-test) testleri kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 12 saat siire ile 3 kez 5 g/kg etanol uygulanan (BINGE MODEL)
siganlarda karacigerdeki olasi degisiklikleri, 4 hafta siireli karnozin (% 0.2, w/v, igme
suyunda) &n uygulamasinin etkileyip etkilemedigi arastirildi. Incelemeler son etanol
uygulamasindan 6 ve 18 saat sonra yapildi.

Etanol uygulanan gruptaki 16 sicandan biri ve karnozintetanol grubundaki 16

sicandan ikisi son etanol uygulamasindan 8-10 saat sonra 61dii.

4.1. Biyokimyasal inceleme Sonuglari

Caligmamizda elde edilen bulgular Tablo 4-1, 4-2, 4-3 ve 4-4 ile Sekil 4-1,4-2, 4-3
ve 4-4’te gosterildi. Buna gore;

A) Etanol uygulanan sicanlarda son uygulamadan 6 saat sonra yapilan
incelemelerde elde edilen sonuclar kontrol grubu ile karsilastirildiginda;

a) Serum ALT aktivitesi % 33.0 ve AST aktivitesi ise % 61.8 oranlarinda anlaml
artiglar gosterdi (Tablo 4-1, Sekil 4-1).

b) Karaciger trigliserit diizeylerinin anlamli bir artigla 4.2 katina ¢iktig1 goriildi
(Tablo 4-2, Sekil 4-2).

¢) Karaciger MDA diizeyleri % 41.5, DK diizeyleri ise % 28.7 oraninda artiglar
gosterdi (Tablo 4-2, Sekil 4-2).

d) Karaciger GSH, vitamin E ve vitamin C diizeylerinde sirasiyla % 51.7, % 16.4
ve % 11.9 oraninda azalmalar bulundu (Tablo 4-3, Sekil 4-3).

e¢) Karaciger SOD aktivitesi degismedigi halde, GSH-Px ve GST aktivitelerinde
sirasiyla % 20.2 ve 18.3 oraninda anlamli azalmalar bulundu (Tablo 4-4, Sekil 4-4).

B) Karnozin 6n uygulamasi yapilan sicanlarda etanol uygulamasindan 6 saat
sonra yapilan incelemelerde elde edilen sonuglar tek basina etanol uygulanan grupla
karsilastirildiginda;

a) Serum ALT ve AST aktivitelerinde bir farklilik bulunmadi (Tablo 4-1, Sekil 4-
1).

b) Karaciger trigliserit diizeyleri degismedi (Tablo 4-2, Sekil 4-2).

¢) Karacigerde etanol etkisiyle artan MDA diizeylerinin % 24.6 ve DK diizeylerinin
ise % 17.4 oraninda anlamli azalma gdsterdigi saptandi (Tablo 4-2, Sekil 4-2).
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min C diizeylerinin ise degismedigi goriildii (Tablo 4-3,

Sekil 4-3).
e) Karacigerde SOD ve, etanol etkisiyle azalmis olan GSH-Px ve GST
aktivitelerinin degismedigi bulundu (Tablo 4-4, Sekil 4-4).

C) Etanol uygulanan sigcanlarda son uygulamadan 18 saat sonra yapilan
incelemelerde elde edilen sonuclar kontrol grubu ile karsilastirildiginda;

a) Serum ALT aktivitesi % 69.0 ve AST aktivitesi ise % 75.9 oramnda anlaml
artiglar gosterdi (Tablo 4-1, Sekil 4-1).

b) Karaciger trigliserit diizeylerinin anlamli bir artisla 3.83 katina ¢iktig1 bulundu.
(Tablo 4-2, Sekil 4-2).

¢) Karaciger MDA diizeyleri % 46.4 ve DK diizeyleri ise % 34.5 oraninda artiglar
gosterdi (Tablo 4-2, Sekil 4-2).

d) Karaciger GSH, vitamin E ve vitamin C diizeylerinde sirasiyla % 24.8, %11.4 ve
% 12.1 oraninda anlamli azalmalar bulundu (Tablo 4-3, Sekil 4-3).

e) Karaciger SOD ve GSH-Px aktiviteleri degismedigi halde, GST aktivitesinde %
18.9 oraninda bir azalma bulundu (Tablo 4-4, Sekil 4-4).

D) Karnozin 6n uygulamasi yapilan sicanlarda etanol uygulamasindan 18 saat
sonra yapilan incelemelerde elde edilen sonuglar tek basina etanol uygulanan grupla
karsilastirildiginda;

a) Serum ALT aktivitesinde % 36.2 ve AST aktivitesinde ise % 28.5 oraninda
anlaml1 azalmalar bulundu (Tablo 4-1, Sekil 4-1).

b) Karaciger trigliserit diizeyleri degismedi (Tablo 4-2, Sekil 4-2).

c¢) Karacigerde etanol etkisiyle artan MDA diizeylerinin % 15.7 ve DK diizeylerinin
ise % 16.8 oraninda anlamli azalma gdsterdigi saptandi (Tablo 4-2, Sekil 4-2).

d) Karacigerde etanol uygulamasiyla azalmis olan GSH, vitamin E ve vitamin C
diizeylerinde bir degisiklik bulunmadi (Tablo 4-3, Sekil 4-3).

e) Karacigerde SOD ve GSH-Px aktiviteleri degismedi. GST aktivitesinde ise %
18.2 oraninda anlamli bir artig bulundu (Tablo 4-4, Sekil 4-4).

E) 4 hafta sure ile karnozin uygulanan sicanlarda elde edilen sonuglar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda;

Karnozinin tek bagina uygulamasimin karacigerde sadece DK diizeylerinde anlamli

azalmalar olusturdugu ve diger gostergeleri etkilemedigi bulundu.
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ulanan sicanlarda serum alanin transaminaz (ALT) ve

eleri Uzerine etkisi (Ortalama = SD)

Normal

Karnozin

Etanol ( 6. saat)
Karnozin+Etanol ( 6. saat)
Normal

Karnozin

Etanol (18. saat)

Karnozin+Etanol (18. saat)

N

o o0 o0 o0

AN 3 o0 o0

ALT
(U/L)
476+ 8.42a
53.5+8.21 ab
633+142b
52.6+9.18 ab
448 +8.40 a
512+8.63a
7574203 b
483+ 104 a

AST
(UIL)
93.9+13.7a
96.1£16.5 a
151.9+34.4 b
122.9425.5b

91.7+15.6a
87.0+16.8a
161.3+46.5b
1153+948¢

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05)

Tablo 4-2: Karnozinin etanol uygulanan sicanlarda karaciger trigliserit, malondialdehit
(MDA) ve dien konjugati (DK) diizeyleri tGzerine etkisi (Ortalama * SD)

Karaciger
L MDA DK
n Trigliserit
(nmol/g) (umol/g)
(mg/g)
Normal 8 580+ 1.47a 276.2+394 a 1.43+£0.07 a
Karnozin 8 7.16+ 1.76 a 278.1+325a 1.32+0.08b
Etanol ( 6.saat) 8 24.1+£3.05b 3909+ 65.00b 1.84+0.17 ¢
Karnozin+Etanol ( 6. saat) 8 22.0+£3.49b 2949+325a 1.52+£0.07d
Normal 8 562+ 1.50a 278.1+41.6a 1.42+0.06 a
Karnozin 8 7.10+ 1.66 a 277.6+325a 1.34+£0.08b
Etanol (18. saat) 7 21543220 407.1£68.2b 1.91+025¢
Karnozin+Etanol (18. saat) 6 198+ 1.57b 343.1£263 ¢ 1.59+0.25a

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05)
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‘ Ortalama £ SD)
GSH Vitamin E Vitamin C
(umol/g) (nmol/g) (umol/g)
244+0.12a
Normal 8 7.53+0.90a 108.7+12.5a
2.29+0.19 ab
Karnozin 8 743 +1.00a 95.2+12.2ab
2.15+0.17b
Etanol (6. saat) 8 3.64+0.58Db 90.9+10.7b
2.14+0.16 b
Karnozin+Etanol (6. saat) 8 435+0.60c 77.1£9.34D
Normal 8 7.74+0.83 a 106.5+8.55a 247+021a
Karnozin 8 8.02+0.69a 98.1 £8.99 ab 2.34+0.15a
Etanol (18. saat) 7 5.82+097b 87.7+11.2b 2.17+£0.18b
Karnozin+etanol (18. saat) 6 557+0.79b 91.2+293b 2.08+£0.25b

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05)

Tablo 4-4: Karnozinin etanol uygulanan sicanlarda karaciger siperoksit dismutaz (SOD),

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon transferaz (GST) aktiviteleri Uzerine etkisi

(Ortalama + SD)
SOD GSH-Px GST
(U/mg protein)  (nmol/dak/mgprotein)  (nmol/dak/mgprotein)

Normal 8 29.8+6.80a 952.6+131.0a 611.1+64.5a
Karnozin 8 294+367a 892.3+£ 1349 ac 553.9+54.1ac
Etanol (6. saat) 8 32.1+38la 760.0 = 106.2 be 499.5 +76.0 be
Karnozin+Etanol (6. saat) 8 27.7+3.17a 746.6 £58.6 b 481.8+26.7b
Normal 8 29.0+6.16a 9433+ 1242a 6292+472a
Karnozin 8 289+343a 856.6 £ 144.5 a 579.8+60.4 a
Etanol (18. saat) 7 289+468a 1045.6 £ 1529 a 510.4+50.0b
Karnozin+etanol (18.saat) 6 272+1.05a 998.2+244.0a 603.5+43.0a

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05
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Sekil 4-1: Karnozinin etanol uygulanan siganlarda serum alanin transaminaz (ALT) ve

aspartat transaminaz (AST) aktiviteleri Uzerine etkisi (Ortalama £ SD)
A: Son etanol dozundan 6 saat sonra; B: Son etanol dozundan 18 saat sonra
N: Normal; K: Karnozin; E: Etanol; K+E: Karnozintetanol

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05)
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Sekil 4-2: Karnozinin etanol uygulanan sicanlarda karaciger trigliserit, malondialdehit

(MDA) ve dien konjugati (DK) diizeyleri tGizerine etkisi (Ortalama * SD)
A: Son etanol dozundan 6 saat sonra; B: Son etanol dozundan 18 saat sonra
N: Normal; K: Karnozin; E: Etanol; K+E: Karnozintetanol

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05)
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Sekil 4-3: Karnozinin etanol uygulanan sicanlarda karaciger glutatyon (GSH), vitamin E ve

vitamin C duzeyleri Uzerine etkisi (Ortalama = SD)
A: Son etanol dozundan 6 saat sonra; B: Son etanol dozundan 18 saat sonra.
N: Normal; K: Karnozin; E: Etanol; K+E: Karnozintetanol

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05)
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Sekil 4-4: Karnozinin etanol uygulanan sicanlarda karaciger siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon transferaz (GST) aktiviteleri Uzerine etkisi
(Ortalama £ SD)

A: Son etanol dozundan 6 saat sonra; B: Son etanol dozundan 18 saat sonra.
N: Normal; K: Karnozin; E: Etanol; K+E: Karnozintetanol

Farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (Kruskal-Wallis, post hoc Mann Whitney U-test; p<0.05)
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e Sonuglari

a) Normal grupta ve tek basina karnozin uygulanan gruptaki siganlarda normal
karaciger yapisi goriildii (Resim 4.2-1)

b) Etanol grubunda, son etanol dozundan 6 ve 18 saat sonra dldiiriilen siganlarin
karacigerleri 151k mikroskobu ile incelendiginde, hepatositlerde dejenerasyon, portal ve
lobiiler inflamasyon goriilmedi. Makromikrovezikiiler steatozis saptandi. Steatozis
periportal bolgede (zone 1) ve santral ile portal alanlar arasindaki bolgede (zone 2)
belirgindi. 6. saatte steatozis daha ¢ok makrovezikiiler (Resim 4.2-2), 18. saatte ise daha
¢ok mikrovezikiiler nitelikteydi (Resim 4.2-2).

¢) Karnozintetanol grubunda, son etanol dozundan 6 ve 18 saat sonra dldiiriilen
sicanlarda, etanol grubunda oldugu gibi hepatositlerde dejenerasyon, portal ve lobiiler
inflamasyon goriilmedi. Makromikrovezikiiler steatozis saptandi. Steatozis periportal (zone
1) ve santral bolge ile portal bolge arasindaki bolgede (zone 2) belirgindi. Gerek 6. saatte
(Resim 4.2-2) ve gerekse 18. saatte (Resim 4.2-2) daha ¢ok mikrovezikiiler nitelikteydi.

Resim 4.2-1: Normal (N) ve karnozin (K) grubundaki sicanlarda karacigerin

histopatolojik gorintmu

PA: Portal alan; SV: Santral ven; SA: Santral alan
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Resim 4.2-2: Etanol (E/6,E/18) ve karnozin+ etanol (K+E/6, K+E/18) gruplarindaki
sicanlarda, son etanol dozundan 6 ve 18 saat sonra karacigerlerin histopatolojik

gérunima
PA: Portal alan
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5. TARTISMA

Alkoliin karacigerde yol actigt bozukluklar &zellikle gelismis toplumlarda cok
onemli bir problemdir. Bu nedenle, gerek alkole bagli karaciger hasarmin patojenezini
anlayabilmek ve gerekse bu hasar1 6nleyebilmek veya azaltabilmek i¢in bir¢ok arastirici
calismaktadir. Bu cercevede alkole bagli karaciger hasarinin olusumunda serbest
radikallerin yol ag¢tig1 oksidatif stresin rolii uzun yillardan beri aragtirilmaktadir. Alkoliin
etkisiyle karacigerde steatozis, hepatit ve siroz olmak flizere li¢ farkli tablo olugmaktadir
(46,47). Ancak deney hayvanlarinda bu tablolar1 olusturabilmek son derece giigtiir. Alkol
verilerek sican, fare ve kobay gibi deney hayvanlarinda sadece karaciger yaglanmasi
olusturulabilmektedir. Kronik etanol ¢aligsmalarinda Lieber-De Carli s1v1 diyeti gibi alkoliin
yani sira yag iceriginin de arttirildigi 6zel diyetler kullanilarak insanlardaki alkolik
karaciger hasarina benzer tablolar olusturulmaya ¢aligiimaktadir (46,47). Ancak bu model
insanlardaki dogal alkol alimina benzemedigi i¢in sorgulanmaktadir (36,58).

“Binge model” olarak tanimlanan ve 3-5 kez 10-12 saat ara ile yiiksek dozda (3-5
g/kg) etanol uygulanmasi ile olusan karaciger hasari, gerek alkolik karaciger hasarinin
patojenezinin incelenmesi ve gerekse ¢esitli koruyucularin denenmesi agisindan uygun bir
model olarak tanimlanmaktadir (9,18,39,86). Bu modelde karacigerde bir yaglanma
olugmakta ve prooksidan-antioksidan denge bozulmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda
“binge model” kullanilarak karnozinin alkolik karaciger hasar1 flizerine etkisi digi
siganlarda arastirildi. Calismamizda disi siganlarin kullanilmasinin nedeni, digilerin alkole
duyarhliklarinin erkeklerden daha fazla olmasidir. Gergekten, gerek insanlarda ve gerekse
deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalar disi ve erkeklerin alkole duyarliliklarinin farkli
oldugunu gostermistir (27,34). Disilerde hormonal etkilerin yam1 sira, etanol
metabolizmasinin daha hizli olmasi, karacigerde daha yogun hipermetabolik durum
olugmasi, karacigerde fagositoz kapasitesinin daha diisiik olmasi gibi gesitli faktorlerin
etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir (27,34).

Oksidatif stresin varligi gostermek icin degisik metodlar kullanilmaktadir. Bu
amacla prooksidan ve/veya antioksidan sistemdeki degisimler incelenmektedir.
Prooksidasyonu belirlemek i¢in en sik kullanilan ydntemler serbest radikallerin lipit,
protein ve DNA gibi molekiillerde olusturdugu degisiklikleri saptamaktir. Lipitlerdeki
degisimler genellikle MDA, DK, lipit hidroperoksitleri ve izoprostan, proteinlerdeki hasar
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ar ise comet testi ve 2-dezoksiguanozin Ol¢imii ile

sistemdeki degisimler ise GSH, vitamin E ve vitamin C
diizeyleri ile SOD, katalaz, GSH-Px, GST ve glutatyon rediiktaz gibi enzim
aktivitelerindeki degisimler oOlgiilerek degerlendirilmektedir (31). Gergekten, birgok
arastirmaci alkolik karaciger hasarinda bu gostergelerdeki degisimleri inceleyerek alkoliin
oksidatif stres lizerindeki etkilerini belirlemek istemistir (2-4, 8-10, 36, 42, 43, 49, 54, 68,
76, 78, 80, 85).

Calismamizda lipit peroksidasyonunu gostermek ic¢in iki farkli yontem kullanild.
Bunlardan DK, lipit peroksidayonunun ilk donemine ait bir gosterge olup, zar lipitlerinin
kimyasal durumu hakkinda fikir vermektedir. DK, biyolojik zarlardan ekstre edilen
lipitlerde 230-235 nm’de karakteristik absorbans vermektedir (16,31). Buna karsilik MDA,
lipit peroksidasyonunun son {irlinlerinden biri olup, tiyobarbitiirik asitle (TBA) asit
ortamda ve yiiksek 1sida (85-100°C) renkli bir kompleks olusturmakta ve bu kompleksin
absorbansi 530-535 nm’de okunmaktadir (16,59). TBA-testi lipit peroksidayonunu dlgmek
icin en yaygin kullanilan test olmakla birlikte, spesifik olmayisi, pH, 1s1, 1s1tma zamani,
metal iyonlarinin ve atmosferik oksijenin varligt gibi bircok faktor tarafindan
etkilenmektedir. Ek olarak malondialdehitin organizmada bir¢ok doku bilesenleri ile
etkilesebilmesi, hizla metabolize olmas1 gibi bazi faktdrler de testin olumsuz yonleridir
(16,31,59 ). Bu nedenlerle, lipit peroksidasyon caligmalarinda hi¢ degilse iki farkli
yontemin birlikte kullanilmasi daha uygun goéziikmektedir. Buna dayanarak, ¢aligmamizda
lipit peroksit diizeyleri MDA ve DK diizeyleri 6l¢iilerek belirlenmistir.

Caligmamizda disi sicanlara ii¢ kez 12 saat arayla 5 g/kg etanol uygulandiktan 6 ve
18 saat sonra serumda transaminaz aktiviteleri; karacigerde trigliserit, MDA ve DK
diizeyleri tayin edildi. Antioksidan sistemle ilgili olarak GSH, vitamin E ve C diizeyleri ile
SOD, GSH-Px ve GST enzim aktiviteleri saptandi. Ayrica karacigerde histopatolojik
incelemeler yapildi. Son etanol uygulamasindan sonra 6 ve 18 saat gibi iki farkli zaman
diliminin seg¢ilmesinin nedeni alkoliin karacigerde olusturdugu oksidatif degisimlerin
zamana bagli degisimler gosterebilmesidir. Daha Once akut etanol verilen siganlarda
karacigerde prooksidan-antioksidan dengedeki degisimlerin zamanla geri doniisiim
gosterdigi saptanmigtir (43). Ancak caligmamizda amacimiz bu degigimlerin zamanla
baglantisini aragtirmak degildir.

Sonuglarimiza gore 3 doz etanol uygulamasindan 6 ve 18 saat sonra serumda ALT

ve AST aktivitelerinin ve karacigerde trigliserit diizeylerinin arttigi bulundu.
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elemelerinde makromikrovezikiiler steatozis bulundu,

ona ve inflamatuvar bulgulara rastlanmadi. Etanol
uygulamasindan gerek 6 ve gerekse 18 saat sonra yapilan incelemelerde karacigerde MDA
ve DK diizeylerinin arttigi, GSH, vitamin E ve vitamin C diizeylerinin azaldig1 saptandi.
Karaciger GSH diizeylerindeki azalmada degisik faktorler rol oynayabilir. Bunlar arasinda
GSH sentezinde azalma, GSH’un oksidasyonu, asetaldehitle konjugasyon ve GSH’un
kendisini olusturan aminoasitlere yikiminda artiglar gibi bir¢ok faktor birlikte rol
oynayabilir (20,58,77 ). Vitamin E ve vitamin C diizeylerindeki azalmalar ise karacigerde
olusan radikal hasarin1 énlemek i¢in bu vitaminlerin kullanimryla ilgili olabilir. Ote yandan
GSH-Px ve GST aktivitelerindeki azalmalar da GSH diizeylerindeki azalmanin yani sira
serbest radikallerdeki birikimin enzimler lizerinde yarattig1 inhibisyonla ilgili olabilir.
Etanol uygulamasindan 6 saat sonra SOD aktivitesi degismedigi halde GSH-Px ve GST
aktivitelerinde de anlamli azalmalar bulundu. Buna karsilik etanol uygulamasindan 18 saat
sonra yapilan incelemelerde SOD ve GSH-Px aktivitesi degismedigi halde, GST
aktivitesinde bir azalma saptandi. Bu bulgular etanol uygulamasinin karacigerde
prooksidan bir etki olusturarak prooksidan-antioksidan dengeyi etkiledigini agikca
gostermekte ve “binge” modelle yapilan diger ¢aligmalarla uyusmaktadir (9, 18, 39, 86 ).

Caligmamizda karnozin, sigcanlara igme suyunda 2 g/L. olacak sekilde 4 hafta
siireyle uygulandi. Siganlar giinde 12-15 ml su igtiklerinden sigan bagina giinliikk karnozin
alimi1 yaklagik 24-30 mg, kg basina alim ise yaklagik 120-150 mg’dir. Bu, karnozinle
yapilan sinirli bazi in vivo ¢aligmalarda kullanilan miktardir. Gergekten de, Lee ve ark.
(45) karnozini (1 g/L, icme suyunda) 4 hafta siireyle farelere uyguladiklarinda karacigerde
karnozin diizeylerinin 2.50 kat arttigin1 buldular. Akut caligmalarda ise deney hayvanlarina
karnozin genellikle 150-250 mg/kg viicut agirligi olacak sekilde periton i¢i yolla
uygulanmistir. Calismamizda karnozin diizeyleri tayin edilmemesine ragmen, bu verilerin
1s181inda karnozin uyguladigimiz si¢anlarin dokularinda karnozin diizeylerinde belirgin bir
artig oldugu soylenebilir.

Girig bolimiinde de belirtildigi gibi, karnozinle yapilan in vivo ¢aligmalar ¢ok
sinirhidir (26,45,48,51). Lee ve ark. (45) yaptiklar1 ¢alismada karnozin uygulamasinin
diyabetik farelerde bozulmus olan prooksidan-antioksidan dengeyi, hiperglisemi,
hiperlipidemi ve inflamasyonu diizelttigini bulmuslardir. Literatiirde bilebildigimiz
kadariyla karnozinin in vivo uygulamasinin karaciger hasari iizerine etkisini arastiran ¢ok

az calisma bulunmaktadir (26,48,51). Fouad ve ark. (26) iskemi-reperfiizyon karaciger
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ci etkilere sahip oldugunu ve bir profilaktik ajan olarak

rdir.  Mehmetcik ve ark. (51) da tiyoasetamitle
olusturduklar1 akut karaciger hasarinda karnozin uygulamasinin giiclii bir koruyucu etki
olusturdugunu saptamiglardir. 2008 yilinda yaymlanan bir ¢calismada Liu ve ark. (48) ise, 4
hafta siireyle ortalama giinde 3 g/kg dozuyla etanol uygulayarak farelerde alkolik karaciger
hasar1 olusturmuslar ve daha sonra 3 hafta siireyle karnozin (0.5 ve 1g/L; igme suyunda)
uygulandigimmda ALT ve AST aktivitelerinin azaldigini, karacigerde prooksidan-antioksidan
dengenin ve inflamasyonun diizeldigini bildirilmislerdir. Bu ¢aligmada karacigerde
histopatolojik inceleme yapilmamus, trigliserit diizeyleri tayin edilmemistir. Caligmamizda
karnozin 6n uygulamasinin “binge model” etanol uyguladigimiz sicanlarda 6 ve 18 saat
sonra yapilan incelemelerde farkli bazi sonuglar bulunmakla birlikte genel olarak
karacigerde lipit peroksit diizeylerini azalttigi, GSH diizeylerini arttirdigi, serum
transaminaz aktivitelerini azalttigi bulunmustur. Karnozin 6n uygulamasi, etanol etkisiyle
diger antioksidan parametrelerde gozlenen degisiklikler iizerinde herhangi bir etki
olusturmamistir. Ayni sekilde, karnozin etanol etkisiyle karacigerde artmis olan trigliserit
diizeylerinde de anlamli bir azalma olusturmamistir. Karacigerin histopatolojik
incelemesinde karnozintetanol grubu ile etanol grubundaki siganlar arasinda bir fark da
bulunamamagtir.

Sonug olarak, “binge model” ile alkolik karaciger hasari olusturulan siganlarda
karnozin 6n uygulamasi serum transaminaz aktivitelerinde bir azalma ve karacigerde
prooksidan-antioksidan dengede kismi bir diizelme olusturmasina ragmen, karacigerde

alkolik steatozis ve histopatolojik bulgularda bir degisiklik olugturmamistir.
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Egitim Duzeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Lisans Bogazi¢i Universitesi 2006
Lise Mef Okullar 2000
Yabancli Okudugunu |Konusma
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Program Kullanma becerisi
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Yayinlari/Tebligleri Sertifikalari/Odulleri

Bogazi¢i Universitesi
Mef Okullar1

Ar-El Koleji
Ozel ilgi Alanlari (Hobileri):

Basar1 Bursu
Ogrenim Bursu

Ogrenim Bursu
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