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OZET

Sitokrom P450 enzim ailesinin etanol tarafindan indiikklenen bir iiyesi olan
CYP2E!’in aktivasyonu ve endotoksemi alkolik karaciger hasarinin olusumunda bagimsiz
iki risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Gerek CYP2EI indiiksiyonu, gerekse
endotoksemi  karacigerde superoksit, peroksinitrit ve hidroksil radikali gibi zararl
radikallerin olusumunu arttirmakta, oksidatif ve nitrozatif strese yol agmakta, apoptotik ve
nekrotik hiicre dliimiine neden olmaktadir. Ote yandan, disilerin alkolik karaciger hasarma
duyarliligmin erkeklerden fazla oldugu ve bu durumun endotokseminin yarattigi1 Kupffer
hiicre aktivasyonundaki farkliliktan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir.

Calismamizda, CYP2E1 indiiksiyonu yapilan disi ve erkek sicanlarda endotoksin
(lipopolisakkarit; LPS) uygulamasmin karacigerdeki apoptotik ve nekrotik olusumlari
etkileme potansiyeli karsilagtirildi. 2 giin siireyle (200 mg/kg, i.p) pirazol injeksiyonu
yapilarak CYP2E1 enzim sistemi indiiklenen sicanlara tek doz LPS (10 mg/kg; i.p)
uyguland1 ve 6 saat sonra incelemeler yapildi. Apoptozis, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlari,
kaspaz-3 aktivitesi ve in situ ug¢ isaretleme teknigi (TUNEL) ile apoptotik hiicreleri
sayarak, nekroz ise serumda transaminaz aktiviteleri Ol¢iimii ve histopatolojik olarak
incelendi. Ayrica karacigerde lipit peroksit diizeyleri ve antioksidan sistem elemanlari
arastirildi.

Sonuglarimiza goére, CYP2EIl indiikksiyonu, LPS’nin karacigerde yarattigi
inflamasyonu arttird1 ve nekroz gelisimine yol agti. Serumda transaminaz aktivitelerinde de
daha fazla bir artis olusturdu. PirazoHLPS grubundaki disi siganlarda enzim
aktivitelerindeki artislar daha fazla olmasina ragmen, karacigerin histopatolojik
goriinimiinde iki cins arasinda belirgin bir farklilk goriilmedi. Bax ve Bcl-2
ekspresyonlar1, kaspaz-3 aktivitesi ve apoptotik hiicre sayimlarma gore, pirazol+LPS
grubundaki sicanlarda karacigerde apoptotik hiicre 6liimii artti, ancak iki cins arasinda bir
farklililk  bulunmadi. CYP2E1 indiiksiyonunun, LPS’nin karacigerde prooksidan-
antioksidan dengede yarattig1 degisiklikleri iki cinste benzer sekilde arttirdig: saptandi.

Buna gore, CYP2E1 sistemi indiiklenen disi ve erkek sicanlarda, endotoksin
uygulamasi karacigerde apoptotik ve nekrotik siiregler ile prooksidan-antioksidan dengeyi

benzer bigimde etkilemektedir.



SUMMARY

It has been accepted that the activation of CYP2E]1, ethanol inducible member of
cytochrome P4s0 and endotoxemia are two independent risk factors in alcoholic liver disease.
Both CYP2E]1 induction and endotoxemia augment the formation of harmful radicals such as
superoxide, peroxynitrite and hydroxyl radicals, lead to oxidative and nitrosative stress and
cause apoptotic and necrotic cell death. On the other hand, it has been suggested that females
have greater susceptibility to alcohol-induced liver damage than males and this state may
originate from the difference in Kupffer cell activation triggered by endotoxemia.

In this study, the efficiency of endotoxin (lipopolysaccharide; LPS) administration
on apoptotic and necrotic changes in the liver was investigated in CYP2E1-induced female
and male rats. Rats were injected with pyrazole for two days to induce CYP2EI, and then
LPS (10 mg/kg) was administered to rats and investigations were done after 6 hours.
Apoptosis was determined by Bax and Bcl-2 expressions, caspase-3 activities and TUNEL
assay. Necrosis was detected by the determination of serum transaminase activities and
histopathological analysis of the liver. In addition, lipit peroxide levels and antioxidant
system were measured in the liver.

According to our results, CYP2E1 induction augmented LPS-induced inflammatory
reactions, and caused necrotic changes in the liver. Further increases in transaminase
activities were observed in the serum. Although serum transaminase activities increased
further in female rats in pyrazole+LPS group, there was no difference in histopathological
appearance of the livers in two gender. According to Bax and Bcl-2 expressions, caspase-3
activities and apoptotic cell counts, apoptotic cell death increased in pyrazole+LPS group,
but there was no difference between two gender. CYP2E1 induction was observed to
exaggerate similarly the LPS induced disturbances in hepatic prooxidant-antioxidant
balance in female and male rats. According to this, apoptotic and necrotic processes
and the disturbances in prooxidant- antioxidant balance in the liver are similarly affected

by endotoxin treatment in CYP2E1 induced female and male rats.



1. GIRIS VE AMAC

Alkole bagl karaciger hasarinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (2,3,57).
Bununla birlikte, sitokrom P45 enzim ailesinin etanol tarafindan indiiklenen bir {iyesi olan
CYP2E!’in aktivasyonu ve endotoksemi alkolik karaciger hasarinin olusumunda bagimsiz
iki risk faktorii olarak kabul edilmektedir (22,48,59,88,89,99,101).

Alkol, karacigerde steatozis, apoptozis, nekrozis ve fibrozis gibi farkli tablolara
neden olmaktadir (2,22,57). Oksidatif stresin alkolik karaciger hasarmin patogenezinde
onemli bir rol oynadigi kabul edilmekte ve alkoliin oksidatif stresi arttrmasinda birgok
faktor etkili olmaktadir (2,3,4,22,48,57,65,66,91). Bunlar arasinda alkol tarafindan
sitokrom P45 enzimlerinin CYP2E1 formunun indiiksiyonu 6dnemli bir rol oynamaktadir
(22,48,101). Etanol tarafindan indiklenen CYP2E1, NADPH oksidaz aktivitesinin
artmasma ve sonu¢ olarak siliperoksit radikali ve H,O, olusumuna neden olmaktadir
(22,48,101). CYP2E1’in alkolik karaciger hasarinin olusumunda etkili oldugu, CYP2E1
indiiklendiginde etanoliin hepatotoksik etkisinin arttigi, inhibe edildiginde ise azaldigi
bulunmustur (22,48,62,101).

Endotoksin (lipopolisakkarit; LPS), gram negatif bakterilerin hiicre dis
membranmin temel yapisal ve fonksiyonel bilesenidir (27,34). LPS karacigerde Kupffer
hiicrelerini aktive ederek siiperoksit radikalinin ve tiimor nekroz faktér (TNFoa) gibi
sitokinlerin diizeylerini arttirmaktadir (34,60,78,79,84,97). Ayrica LPS indiiklenebilir
nitrik oksit sintaz (iNOS) etkisiyle nitrik oksit olusumunu arttrmakta (25,78) ve bu
radikalin siiperoksit radikaliyle birlesmesi ile son derece toksik peroksinitrit radikali
olusmaktadrr (13,25). Endotoksemide gelisen organ hasarinda Kupffer hiicre
aktivasyonunun ve olusan radikallerin ve sitokinlerin etkin bir rol oynadigi kabul
edilmektedir (13,25,60,78,97,103).

Endotoksemi etanole bagli karaciger hasarmin gelisiminde etkili bir faktor olarak
benimsenmektedir (88,89,99). Endotoksinlerin alkoliin hepatotoksik etkisini arttirdigi
bulunmustur (19,24,67,75). Etanoliin barsak florasindaki endotoksinlere kars1 gecirgenligi
arttirdig1 ve dolayisiyla portal dolasima daha fazla endotoksin gectigi bildirilmistir (76).
Kupffer hiicreleri antibiyotik tedavisi ve gadolinium kloriir uygulamasi ile inhibe

edildiginde alkole bagli karaciger hasarmin azaldigi bulunmustur (1). Bu sonuglar



endotoksemiye bagli Kupffer hiicre aktivasyonunun alkolik karaciger hasarmda etkin bir
rol oynadigini géstermektedir (88,89,99).

Gerek insanlarda ve gerekse deney hayvanlarinda yapilan c¢alismalar disi ve
erkeklerin alkole duyarliliklarmin farkli oldugunu gostermistir (28,41,88,89). Etanol disi
sicanlarda erkeklere oranla daha kisa siirede ve daha yogun karaciger hasari
olusturmaktadir (87,89). Alkole duyarhilik agisindan iki cins arasinda bu farkliligin
nedenleri bilinmemektedir (89). Disi siganlarda hormonal etkilerin yanisira (42), etanol
metabolizmasinin daha hizli olmasi (42,87), karacigerde daha yogun hipermetabolik durum
olusmasi (42,89), karacigerde fagositoz kapasitesinin diisilk olmasi (83) gibi cesitli
faktorler etkili olmaktadir. Ayrica alkol verilen disi siganlarda endotoksin diizeyleri erkek
sicanlardan daha yiiksek bulunmustur (41) Buna gore, disilerde alkole baglh karaciger
hasarmin daha yogun olmasinda endotokseminin yarattig1 Kupffer hiicre aktivasyonundaki
farkliliklarin etkili olabilecegi diisliniilmektedir (88,89,99).

Genel olarak hiicre oliimii apoptozis ve nekrozis olarak tanimlanan iki farkli
mekanizma ile gelismektedir. Nekroz patolojik bir 6lim sekli olmasina ragmen, apoptoz
hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir (3,35,90,96). Apoptoz ve
nekrozun gelisiminde organizmada superoksit, peroksinitrit ve hidroksil radikali gibi
radikal olusumundaki artigin yol actig1 oksidatif ve nitrozatif stresin etkin bir rol oynadigi
saptanmistir (33,45,49,61,74). Apoptozisten nekroza gegis apoptozisin olusum hizi ile
fagositoz hizi arasinda bir dengesizlik oldugunda goriiliir. Apoptozise ugrayan hiicreler
parcalanmadan ve inflamasyonu uyarmadan Once fagosite edildigi icin inflamasyon
gelismemektedir. Karacigerde apoptotik hiicrelerin sayist karacigerin fagositoz kapasitesini
astig1 zaman apoptotik hiicreler parcalanmakta, inflamasyon ve nekroz gelismektedir
(33,35,61,90).

Bcl-2 ailesine ait proteinler apoptotik sinyal iletisinde mitokondri diizeyinde rol
oynayan diizenleyicilerdir. Bunlardan Bcl-2 ve Bcl-X hiicre dlimiinii 6nlerken, Bax ve
Bcl-XS hiicre Oliimiine yol acarlar. Antiapoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-X
mitokondri zar potansiyelini diizenleyerek mitokondriden sitozole sitokrom ¢ ¢ikismni ve
boylece kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunu Onlerler ve boylece apoptozisi inhibe ederler.
Buna karsilik, Bax dis mitokondri zarmm permeabilitesini artirarak sitokrom c’nin
mitokondriden sitozole gecisini indiikler. Sonug¢ olarak Bcl-2 ve Bax, mitokondriden
sitozole sitokrom c ge¢isini zit yonde etkiler. Bu nedenle Bcl-2/Bax orani apoptozisin
varligint gosteren giiclii bir gostergedir ve bu oran apoptotik bir uyar1 alan hiicrenin

apoptozise olan yatkinligmni gosteren bir sigorta olarak tanimlanir. Denge Bcl-2 lehine



degisirse hiicre Omrii artmakta, Bax lehine degisirse hiicre Oliime gitmektedir
(35,49,74,96).

Caliysmamizda, alkolik karaciger hasarmda rol oynayan iki bagimsiz faktoriin, yani
CYP2EI indiiksiyonunun ve endotokseminin birlikte, karacigerde apoptotik ve nekrotik
olusumlar1 etkileme potansiyeli disi ve erkek sicanlarda incelenmek ve karsilastirilmak
istendi. Bu amagla 2 giin siireyle pirazol injeksiyonu yapilarak CYP2E1 enzim sistemi
indiiklenen disi ve erkek siganlara periton i¢i tek doz LPS uyguland1 ve uygulamadan 6
saat sonra karacigerde apoptozis ve nekrozis ile prooksidan-antioksidan dengedeki olas1
degisimler arastirildi. Apoptozis, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlari, kaspaz-3 aktivitesi ve in
situ ug isaretleme teknigi (TUNEL) ile, nekroz ise serumda transaminaz aktiviteleri 6l¢timii
ve histopatolojik olarak incelendi. Apoptoz ve nekroz gelisiminde prooksidan-antioksidan
dengedeki degisimlerin roliinii belirlemek amaciyla lipit peroksidasyonunun gostergesi
olan malondialdehit (MDA) ve dien konjugat (DK) diizeyleri ve antioksidan sistemi
olusturan glutatyon (GSH), E vitamini, C vitamini diizeyleri ile siiperoksit dismutaz

(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon transferaz (GST) diizeyleri 6l¢iildii.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SERBEST RADIKALLER,OKSIDATIF STRES VE ANTIOKSIDAN SISTEM

Serbest radikaller, dis orbitalinde paylasilmamis bir elektron tasiyan bilesiklerdir.
Omiirleri ¢ok kisa olan ve kararsiz bir yap1 gosteren bu tanecikler organizmada hem
metabolizma sirasinda siirekli olusurlar, hem de radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasallar
gibi cesitli dis etkenlerin etkisi sonucunda ortaya cikabilirler. Organizmada olusan
radikallerin ¢ok dnemli bir boliimii oksijen kaynaklidir. Oksijen disinda azot, karbon ve
kikiirt merkezli radikaller de olusmaktadir (Tablo 1) (38,50,70,95).

Aerobik organizmalarda yasamin siirdiiriilebilmesi i¢in oksijene mutlak gereksinim
vardir. Oksijen hiicrede bir dizi reaksiyondan gegerek suya doniismekte ve bu siirecte
hiicre kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Fakat bu siirecte oksijenin %2-3 kadar1
suya doniismemekte, oksijen kaynakli radikaller olusmaktadir. Oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi ile superoksit radikali, iki elektron alarak indirgenmesi ile hidrojen
peroksit olusur. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek derecede reaktif hidroksil radikali

olusur. Dordiincii elektron eklenmesi ile su olusmaktadir (38,50,70,95).

0O, + H + ¢ _, HOy Hidroperoksil radikali
HO, — H + 0~ Superoksit radikali
0"+ 2H + ¢ —» HO, Hidrojen peroksit
H,O0, + ¢ —» OH + OH Hidroksil radikali

OH + ¢ + H —» H,0

Serbest radikaller organizmada mitokondrinin yani sira hiicrelerin tim
fraksiyonlarinda zara bagli veya serbest halde bulunan pek ¢ok enzimin katalizledigi
reaksiyonlar sirasinda olusmaktadir. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu
oksidaz sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, hiicre zarina bagli NADPH oksidaz ve

lipooksijenazlar gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir (38,50,70,95).



Tablo 1. Oksijen ve azot kaynakli reaktif bilesikler.

Radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil HO- Hidrojen peroksit H,0,
Alkoksil RO~ Singlet oksijen *0O,
Peroksil ROO" Ozon O3
Stiperoksit 0, Hipoklorid asit HOCI
Nitrik oksit NO- Lipit hidroperoksit LOOH
Azot dioksit NO, - Peroksinitrit ONOO -

Organizmada siirekli bicimde serbest radikal niteliginde bilesikler olusmaktadir.
Ancak bu radikallerin organizmaya zarar vermesi gii¢lii bir savunma sisteminin varligi
nedeniyle engellenmektedir. Bu nedenle serbest radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme
hizinin dengede tutulmasi son derece onemlidir. Bu denge bozuldugu zaman, serbest
radikallerin zararli etkileri ortaya ¢ikmakta ve cesitli organ ve sistemler olumsuz
etkilenmektedir (94,104 ).

Antioksidanlar, radikal olusumunu smnirlandirma, tetiklenen biyokimyasal

reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve hasarl

molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi ¢esitli mekanizmalarla etkilerini

gostermektedirler. Antioksidan sistem; enzimleri, suda ve yagda c¢oziinen radikal

tutucularini ve metal iyonlarini baglayan proteinleri kapsamaktadir (Tablo 2) (70,102,104).

Tablo 2. Organizmada antioksidan sistem elemanlar1

Enzimler

Suda ¢o6ziinen

Radikal tutucular

Yagda c¢oziinen

radikal tutuculan

Metal iyonlarim

baglayan proteinler

Stiperoksit dismutaz
Katalaz

Glutatyon
peroksidaz
Glutatyon rediiktaz

Glutatyon transferaz

¢ Glutatyon
¢ Vitamin C
¢ Urik asit
¢ Glikoz

L4

Sistein

¢ Vitamin E
¢ [-Karoten
¢ Bilirubin
¢ Ubikinol

¢ Flavonoidler

¢ Ferritin
Transferrin
Haptoglobin
Seruloplazmin

L4
L4
L4
¢ Albumin

SOD: SOD enzimi siiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak H,O, ve molekiiler

20, + 2H*

oksijene doniisiimiinii saglar.

SOD

2H,0,+0,
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Insanlarda SOD’un bakir ve ¢inko (Cu ve Zn) ve mangan (Mn) kapsayan iki
1zoenzimi bulunmaktadir. Cu-Zn SOD sitozolde, Mn-SOD mitokondride bulunur.

Katalaz: Tetramerik hemoprotein olan katalaz enzimi yiiksek konsantrasyonda
olusan H,0,’1 oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler. Enzim, peroksizomlarda
yerlesmistir.

H202 Katalaz 2H20+02

GSH-Px: GSH-Px gerek H,O, ve gerekse lipit hidroperoksitleri (LOOH)
metabolize etmektedir. GSH-Px’m selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz iki farkli tipi
vardir. Selenyum bagimli formu hem H,O;’in hem de LOOH’larin metabolizmasinda yer
alirken, selenyuma bagimli olmayan tipi sadece LOOH’lar1 metabolize etmektedir. Bu
reaksiyonlarda GSH hidrojen verici olarak goérev yapmakta, H,O, ve LOOH’lar
indirgenirken, GSH oksitlenmis sekline (GSSG) doniismektedir. Oksitlenmis glutatyon ise
NADPH’a bagimli glutatyon rediiktaz (GSH-R) tarafindan tekrar GSH’a indirgenmektedir.

_GSH-Px__

LOOH + 2GSH LOH + GSSG + H,0

GSH-R

GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP*

GST : GST dimerik yapida olup sitozolde bulunmaktadir. Cok sayida izoenzimi
vardir. Yabanct maddelerin biyotransformasyonunda onemli rolleri olan GST’ler ¢esitli
endojen ve eksojen bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu kataliz ederler.

R-X+GSH — GS-R +HX

GST’lerin baz1 izoenzimleri GSH-Px aktivitesi gdstererek LOOH’larin metabolizmasmi da

da saglarlar (38,94,104).

LOOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

GSH : GSH hiicre i¢inin en énemli antioksidan molekiiliidiir ve serbest radikaller
ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara karst korur. GSH
zehirsizlestirme reaksiyonlarina dogrudan katildigi gibi, bazi enzimlerin substrati veya
kofaktorii olarak da gorev yapmaktadir. Basta karaciger olmak iizere pek ¢ok dokuda
yiikksek oranda bulunur. Glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptiddir ve
stlfidril gruplar1 agisindan olduk¢a zengindir. GSH-Px, GSH-R ve GST gibi enzimlerin
fonksiyonu i¢in gereklidir. Ayrica hiicrenin protein yapisindaki siilthidril (-SH) gruplarini
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indirgenmis halde tutarak pek ¢ok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. GSH
aminoasitlerin membrandan transportunda da rol alir (70,102,104).

Vitamin E (a-tokoferol ): E vitamini yagda eriyen en kuvvetli antioksidan
vitamindir ve yapisal olarak birbiri ile baglantili bir grup bilesigi kapsar (tokoferoller ve
tokotrienoller). Bunlarin hepsi izoprenoid takisi igeren bilesiklerdir. Yapisinda bulunan
fenol halkasindaki hidroksil grubu aktif kismimi olusturur ve molekiiliin antioksidan
ozelligi bu gruptan kaynaklanir (102,104).

Vitamin C (Askorbik Asit) : Askorbik asit suda ¢0zlinen en giiclii antioksidan
molekiildiir. insanlarda sentez edilmedigi i¢in diyetle alimmasi gerekir. Vitamin C yapica
heksozlara benzer ve organizmada kolayca dehidroaskorbik aside oksitlenir. Superoksit
radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar1
etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasma karsin lipit peroksidasyonunu bagslatic1 radikalleri
temizleyerek lipitleri ve zarlar1 da oksidan hasara karsi korur. E vitamininin tekrar
rejenerasyonunda gorev alir, tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar.
Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi oksidasyona kars1 korur. (102,104).

Serbest radikallerin zararh etkilerine kars1 organizmada giiglii bir savunma sistemi
olmasina ragmen, bazi durumlarda savunma sistemi yetersiz kalmakta ve oksidatif stres
gelismektedir. Hasarin yerine bagli olarak cesitli organ ve sistemler etkilenmektedir.
Serbest radikaller reaktif yapilar1 nedeniyle basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler
olmak ftizere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara zarar verme 6zelligindedir
(38,50,95,104).

a) Serbest radikallerin lipitlere etkisi: Serbest radikallerin lipitler tizerindeki en
onemli etkileri lipit peroksidasyonunun uyarilmasidir. Lipit peroksidasyonu serbest
radikaller tarafindan baglatilan ve hiicre membranlarinda bulunan ¢ok doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuna yol acan kimyasal bir olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksil
radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali, lipit peroksidasyonunu baglatan baslica
radikallerdir.

Lipit peroksidasyonu ¢ok doymamis yag asidi (LH) zincirindeki o-metilen
gruplarindan hidrojen atomunun uzaklagmasi ile baslar ve boylece yag asidi zinciri bir
radikal niteligi kazanir. Bu lipit radikali (L") dayaniksiz bir bilesik olup bir dizi degisiklige
ugrar. Ik nce, molekiil i¢i ¢ift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugati olusur. Bu
yag asidi radikali oksijen eklenmesiyle hizli bir sekilde peroksil radikaline (LOO®)

doniistir. Bu lipit peroksil radikalleri membran yapisindaki diger ¢cok doymamis yag asidi
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molekiillerinden hidrojen atomlarmi ¢ikartarak yeni reaksiyonlar1 baslatir, kendileri de
aciga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) doniisiir. Lipit
hidroperoksitlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine doniismesi ile lipit
peroksidasyon reaksiyonlar1 sona erer (Sekil 1).

Hiicre membranlarinda lipit peroksidasyonu sonucu transport sistemi etkilenir,
hiicre i¢ci ve dis1 iyon dengeleri bozulur. Bunun sonucunda hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu artar ve buna bagli olarak proteazlar aktive olur. Bu olaylar hiicre
hasarinda etkin bir rol oynar. Ayrica lipit peroksidasyonun son iirlinii olan aldehitler de
sitotoksik etkilere sahiptir (38,50,95,104).

b) Serbest radikallerin proteinlere etkisi: Serbest radikaller proteinler lizerinde
dogrudan veya dolayli etki gdsterebilir. Peptid baglari, prolin ve lizin gibi amino asitler
serbest radikallerden olduk¢a kolay etkilenir. Protein oksidasyonu, Ozellikle histidin,
tirozin, fenilalanin gibi amino asitlerde karbonil gruplarmin olusumu seklinde olur. Lipit
peroksidasyonun aldehit yapidaki iirlinleri, sisteinin siilfidril gruplari ile veya lizin ve
histidinler ile kovalent baglar olusturarak proteinlerde fragmentasyon ve capraz
baglanmalara yol agar. Bu olaylar proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasiyla
sonuglanir (38,50,95,104).

¢) Serbest radikallerin niikleik asitler ve DNA iizerine etKkisi: Serbest
radikallerin etkisi ile DNA yapisinda yapisal degisimler olur. Bu yapisal degisimler piirin
ve pirimidin bazlarinda parcalanma, zincir kirilmalari, DNA denatiirasyonu gibi cesitli
olaylar1 kapsamaktadir (38,104).

Oksidatif stres ¢esitli yontemlerle gosterilebilir. Lipitlerdeki hasar1 gostermek icin
genellikle lipit peroksidasyonu, protein hasarmi belirlemek i¢in protein karbonil gruplari
Ol¢timii kullanilmaktadir (38,104).

Nitrozatif stres ise, organizmada superoksit anyonu ile NO’nun birlesmesi ile
olusan son derece giiclii bir oksidan olan peroksinitrit olusumundaki artis sonucu
gelismektedir. Peroksinitrit anyonu mitokondriyal elektron transport zincirini inhibe ettigi,
proteinlerin siilfidril gruplarini oksitledigi, lipit peroksidasyonunu uyardigi ve tirozin gibi

sinyal iletim yollarinda etkin aminoasitleri nitratladig1 i¢in sitotoksiktir (9,36,69,70).
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Sekil 1. Lipit peroksidasyonu reaksiyonlar1.

Giiniimiizde serbest radikallerin bir ¢ok hastaligin ve patolojik durumun ortaya
cikisinda Onemli bir rol oynadigir kabul edilmektedir. Oksijen radikalleri ile ilgili bu
patolojik durumlar ¢ok genis bir yayilim gostermektedir (Tablo 3). Serbest radikallerin
yaslanma, ateroskleroz, kanser olusumu, iskemi-reperfiizyon hasari; karaciger hasar1 gibi

bir ¢ok hastalikta etkin bir rol oynadig1 saptanmistir (38,50,95).
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Tablo 3. Serbest radikallerle iliskili baz1 patolojik durumlar

% Yaslanma % Radyasyon hasar1

% Ateroskleroz < Inflamasyon

% Kanser % Diabetes Mellitus

% Iskemi-reperfiizyon hasar1 % Beyin ve merkez sinir sistemi
% Romatoid artrit hastaliklar1

% Otoimmun hastaliklar % Bobrek bozukluklari

% Akciger hastaliklar1 % G0z bozukluklar1

% Kas hastaliklar1 % Cilt bozukluklar

% Karaciger bozukluklar % Gastrointestinal bozukluklar
% Kan hastaliklar1 % Beslenme yetersizlikleri

2.2. APOPTOZIS VE NEKROZIS

Genel olarak hiicre oliimii iki farkli olayla gelismektedir. Bunlar apoptozis ve
nekrozis olarak tanimlanmaktadir. Apoptozisten nekrozise gegis, apoptozisin olusum hizi
ile fagositoz hiz1 arasinda bir dengesizlik oldugunda goriiliir. Apoptozise ugrayan hiicreler
parcalanmadan ve inflamasyonu uyarmadan Once fagosite edildigi icin inflamasyon
gelismemektedir. Dokudaki apoptotik hiicrelerin sayis1 dokunun fagositoz kapasitesini
astig1 zaman apoptotik hiicreler parcalanmakta, inflamasyon ve nekroz gelismektedir
(33,35, 61,90).

Nekrozis patolojik bir 6liim sekli olmasina ragmen, apoptozis hem fizyolojik hem
de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Nekrozisde hiicre i¢ine asir1 sivi girmesi
sonucu hiicre siserken (cell swelling), apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir (cell shrinkage).
Nekrotik hiicrenin kromatin paterni normal hiicredekine benzemesine ragmen, apoptotik
hiicrenin kromatini niikleus membraninin ¢evresinde toplanmakta (chromatin aggregation)
ve kondanse olmaktadir (chromatin condensation). Nekrotik hiicrenin plazma membrani
biitiinligiinii kaybetmekte ve hiicre i¢cinden digina hiicre i¢i materyaller ¢ikmaktadir. Buna
karsilik, apoptotik hiicre membrani yapisal biitliinliigiinii korumakta, ancak {izerinde
kiigiik cepcikler olusmaktadir (membrane blebs). Nekrotik hiicre sonucta lizise ugramakta,
apoptotik hiicre ise kiiglik cisimciklere pargalanmaktadir (apoptotic bodies). Apoptotik

cisimcikler membranla kaphdir, degisen miktarlarda niikleus veya diger hiicre ici yapilar
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icerirler. Nekroziste plazma membraninin biitiinliigiiniin bozularak hasarlanmasi nedeniyle
hiicre iceriginin dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir. Oysa apoptotik
hiicre veya cisimcikler plazma membranlari hasarlanmadan komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olusmaz (Sekil 2) (33,61,90).
Apoptozisin en 6zgiin yonii, DNA’nin interniikleozomal bolgelerden yaklasik 180-
200 baz ¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalar1 olusturacak sekilde
parc¢alanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintlisii imajmnin ortaya
cikmasina neden olur (ladder pattern). Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden
biri de normalde plazma membraninin i¢ yliziinde bulunan fosfatidil serinin membranin dig
yiiziine dogru yer degistirmesidir (phosphatidylserine translocation). Bu durum apoptotik

hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglamaktadir (33,61,90).

Hiicresel dehidratasyon (shrinkage) Apoptotik cisimcikler

worons — 2D @O
TR e

Kromatin kondansasyonu

Niikleer fragmantasyon
Membran biitiinliigii korunmus

Plazma membran riiptiirii

Hiicresel ve mitokondriyal sisme

Sekil 2. Apoptozis ve nekroziste hiicredeki degisimler
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Apoptotik siireci baslatan olaylar baslica {i¢ farkli nedene dayanmaktadir. Bunlar
mitokondri hasari, hiicre yiizeyinde yeralan bazi reseptorlerin uyarilmasi ve niikleer DNA
hasaridir. Ancak bu farkli yollar arasinda bazi etkilesimler de sdzkonusudur (Sekil 3)
(33,45.,49, 61,74,96).

Mitokondride zar biitiinliiglinde degisime yolacan olaylar apoptozise neden
olmaktadir. Bcl-2 ailesi mitokondrideki degisimlerden kaynaklanan apoptoziste ¢ok dnemli
rol oynamaktadir. Bu ailenin iiyelerinin bir kismi1 apoptozisi indiiklemekte (Bax, Bad, Bid,
Bcl-X), bir kismi ise inhibe etmektedir (Bcl-2, Bel-X). Hiicrenin yasayabilirlik (survival)
durumu bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rdlatif oranma baghdir. Anti-
apoptotik 6zellikteki Bcl-2 mitokondri dig membraninda bulunmakta ve iyon transportunu
diizenlemektedir. Pro-apoptotik Ozellikteki Bax ve Bid ise sitozolde bulunmakta ve
apoptotik uyari ile mitokondri membranina baglanmakta, burada kiiciik delik¢iklerin
(porlar) olusumunu indiiklemektedir. Boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolmakta ve
sitokrom ¢ ve apoptozis-indiikleyici faktor (AIF) mitokondriden sitozole g¢ikmaktadir
(33,35,45,49).

Sitokrom ¢, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinde
yeralan bir proteindir. Sitokrom ¢’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptotik
bir hiicrede geriye doniisiimsiiz bir doneme girildigini isaret etmektedir. Sitozole gegen
sitokrom c, bir sitoplazmik protein olan Apaf-1’e (apoptotic protease activating factor-1)
baglanarak onu aktive etmekte, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom ad1 verilen bir
kompleks olugsmaktadwr. Bu kompleks ise kaspazlar (caspase) olarak tanimlanan
proteazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Kaspazlar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak
sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sistein bulunan proteazlar olup giiniimiizde
14 tanesi tanimlannmustir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskada (selale
tarzi reaksiyon dizisi) neden olurlar. Bazilar1 (Kaspaz 2,8,9) onciil kaspazlar olarak
bilinirken, digerleri (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinir. Sitokrom c’nin sitoplazmaya
¢tkmasi sonucu olusan apoptozom inaktif olan prokaspaz-9 (PC-9) ’un aktif kaspaz-9’a,
aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlarin, Ozellikle kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden
olmaktadir. Bu aktivasyon apoptozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin
kondansasyonuna ve DNA fragmantasyonuna neden olur. Bu apoptotik siire¢ kaspaz-
bagimli apoptozis olarak tanimlanir (33,35,45,49).

Apoptozis hiicre 6liim reseptdrleri olarak bilinen Fas ve tiimdér nekroz faktor
reseptorii-1’in (TNFR-1) ilgili ligandlar1 ile etkilesime girmesi ile de indiiklenir. Bu hiicre

ylizey reseptorleri membranda bulunur ve TNFR ailesinin {iyesidirler. Fas lenfoid
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hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimor hiicrelerinde, akcigerlerde ve miyokardda bulunur.
Iigili ligandina Fas ligand (FasL) denir. FasL, tiimdr nekroz faktdr (TNF) ailesinin bir
iiyesidir. FasL sitotoksik T lenfositlerinde ve “natural killer” hiicrelerde bulunur. Fas ve
TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyarisi almis olduklarindan bir seri protein-
protein etkilesimleri gergeklesir. Oncelikle kendilerine dogal olarak bagli bulunan ve §liim
bolgeleri (death domain) adi verilen RAIDD (RIP associated ICH-1 homologous protein
with a death domain) ve FADD (Fas associated death domain) ile etkilesime girer. Bu
Olim bolgeleri ise prokaspaz 8 (PC-8) veya prokaspaz 2 (PC-2)’yi aktiflestirerek
kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini baslatir (33,61,80,96).

Fas ve TNFR-1 aracilifiyla gerceklesen ve ekstrinsik yol olarak da tanimlanan
apoptotik silire¢ kaspaz 8 aktivasyonuyla mitokondriyal apoptotik mekanizmayr da
uyarmaktadir. Kaspaz 8 aktivasyonu pro-Bid’in (P-Bid) Bid’e doniismesine ve dolayisiyla
mitokondriden sitozole sitokrom c’nin ¢ikisina neden olur (33,96).Apoptozis genotoksik
ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit olarak p53’iin indiiksiyonuyla da
baslatilabilir. indiiklenen p53, bir pro-apoptotik bcl-2 ailesi {iyesi olan bax’in
ekspresyonunu arttirarak mitokondri araciligiyla veya Fas ekspresyonunu arttirarak
ekstrinsik yolla apoptozisi baslatabilir (33,49).

Apoptozis gelisiminde superoksit, peroksinitrit ve hidroksil radikali gibi radikal
olusumundaki artigin yol actigi oksidatif ve nitrozatif stresin etkin bir rol oynadigi
saptanmistir (33,45,49,61,74 ). Bu radikallerin hem mitokondri, hem plazma membrani,
hem de genom {izerine etkilerle apoptotik siireci tetikleyebilecegi bildirilmistir

(33,45,49,61,74).
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- efektor kaspazlar

Ozgiin hiicre proteinlerinin hidrolizi

3

APOPTOSIS

Sekil 3. Apoptozisi uyaran mekanizmalar.
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2.3. ALKOLIK KARACIGER HASARI, CYP2E1 VE OKSIDATIF STRES

Alkol bir ¢ok toplumda 6nemli bir saglik problemidir. Fazla miktarda ve uzun siire
alkol alinmasiyla bir ¢ok toksik etki ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar igerisinde Ozellikle
karaciger hastaligi 6nemlidir. Alkoliin etkisiyle karacigerde yaglanma, apoptoz, hepatit ve
siroz gibi farkl tablolar gelismektedir (2,22,57). Alkoliin karaciger ilizerindeki toksik
etkilerinin patogenezinde hangi faktorlerin rol oynadigi uzun yillardan beri
arastirtlmaktadir. Genel olarak, bu toksik etkilerden alkoliin kendisinin degil, karacigerdeki
oksidasyon iiriinlerinin sorumlu oldugu kabul edilmektedir (2,57). Akut ve kronik alkol
uygulamalarindan sonra karacigerde meydana gelen patolojik degisikliklerin
patogenezinde, karacigerde NADH/NAD oraninin artmasi, toksik bir bilesik olan
asetaldehit birikimi, mitokondri hasari, endotoksemi ve serbest radikal nitelikli bilesiklerin
olusmasi 6nemli bir rol oynamaktadir (2,3,4,14,22,57,65,66,91,101). Bunlarin her biri
alkolik karaciger hasarmin olusumunda etkili olmakla birlikte, 6zellikle serbest radikaller
tizerinde durulmaktadir (2,3,4,22,57,65,66,91,101).

Mide ve barsaktan siiratle emilen alkol, vena porta yoluyla karaciger hiicrelerine
ulagsmakta ve oksitlenerek asetaldehite doniismektedir. Bu oksidasyon alkol dehidrojenaz
(ADH), CYP2E1 ve katalaz olmak iizere 3 farkli enzim sistemi tarafindan yapilmaktadir.
ADH, CYP2EI ve katalaz enzimlerinin etkisiyle olusan asetaldehitin % 90 gibi biiyiik bir
boliimii karacigerde asetik aside oksitlenmektedir. Bu doniisiimii sitozolde ve mitokondride
bulunan ve NAD" kullanan iki ayr1 aldehit dehidrojenaz (ALDH) katalizlemektedir. Ote
yandan, aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz da bu doniisiime katkida bulunmaktadirlar
(Sekil 4) (2,57,101).

Etanol normal diizeylerde genellikle alkol dehidrogenaz (ADH) enzimi tarafindan
oksitlenmesine karsilik, yiiksek konsantrasyonlarda ve kronik kosulda CYP2EI etkili
olmaktadir (2,48,57,101). Onceleri mikrozomal etanol oksitleyici sistem (MEOS) olarak
adlandirilan bu enzim 493 aminoasit igerir ve molekiil agirligi1 56820°dir. CYP2EI geni 10.
kromozom tizerinde yeralir ve 11413 baz ¢ifti icerir (33,98). CYP2EI1 indiiksiyonundan
sonra etanol toksisitesinin arttigi, buna karsilik CYP2E1 inhibitorleri kullanildiginda veya
CYP2E1 “knockout” farelere etanol verildiginde etanol toksisitesinin azaldig1 bulunmus ve
bu bulgular etanol toksisitesinde CYP2El’in etkin bir rol oynadigmni gdstermistir
(48,57,101).
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Sekil 4. Etanol ve asetaldehit metabolizmasi ve serbest radikal olusumu.

CYP2E1 ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda rol alan sitokrom Pyso’ye
bagimli mikrozomal hidroksilasyon sisteminin bir {iyesidir. CYP2E]1, etanoliin yanisira,
CCl, asetaminofen, benzen, halotan ve halojenli bilesikler gibi ¢ok sayida toksik bilesigin
metabolizmasinda ve aktivasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Nitrozaminler ve
azobilesikler gibi prokarsinojenler de CYP2EID’in substratidirlar. Bu bilesiklerin
toksisitesinin CYP2E]1 indiiksiyonu ile arttig1 bilinmektedir. CYP2E1’in katalitik etkinligi
sirasinda  stiperoksit radikali ve hidrojen peroksit gibi aktif oksijen tiirleri olusur. CYP2E1
ayni zamanda radikal olusturma oOzelligine sahip NADPH oksidaz aktivitesi de
gostermektedir (16,31,33,52,86,98).

Bilindigi gibi, sitokrom P4s¢ enzim sistemi, ilaglar, kimyasal maddeler, insektisitler,
petrol iriinleri gibi toksik maddeleri oksitlemektedir. Sitokrom Pyso tarafindan katalizlenen
oksidasyonlar ¢esitli sekillerde olusur. Bunlar aromatik halka ve yan zincir oksidasyonu,
dealkilasyon, desiilfiirasyon, siilfoksit olusumu, N-oksidasyon, epoksidasyon ve

dehalojenizasyon seklinde siralanabilir. Bu reaksiyon swrasinda molekiiler oksijenin
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atomlarmdan birisi substrata aktarilirken, digeri ise suya indirgenir; bu nedenle sitokrom
P4so enzimlerine monooksijenazlar da denilmektedir ( 33,98).

NADPH + H NADP

R H + 0, J = R—OH+ H,0

Memelilerde sitokrom Pyso, endoplazmik retikulumda son elektron alicis1 olarak
gorev yapar. Sitokrom Pyso proteinlerinde oksijenin baglandigi prostetik grup bir demir
atomu iceren protoporfirin IX’dur (hem). Sitokrom Puso ile katalizlenen reaksiyonlarda
hem demirinin indirgenmesi, oksijen molekiiliiniin baglanmas1 ve bir oksijen atomunun
uzaklagtirilmasi i¢in iki elektron kullanilmaktadir. Bu iki elektronun vericisi NADPH dir,
fakat tek bir prostetik grubu olan sitokrom Pysy bir kerede bu elektronlarin sadece birisini
alabilir. Bu durumda, NADPH’dan iki elektronu birden alabilen, fakat bu elektronlar:
sitokrom Py4s0’ye birer birer verebilme kapasitesine sahip bir araci protein gerekmektedir.
Bu transfer, bir flavoprotein olan NADPH-sitokrom P4so rediiktaz enzimi tarafindan
gerceklestirilir.  N-terminaline yakm bulunan hidrofobik gruplar nedeniyle enzim
endoplazmik retikuluma iyice gOmiilmiistiir. Enzimin yapisindaki FAD, NADPH’den
gelen elektronlarin giris noktasi, FMN ise ¢ikis noktast olarak gorev yapar. Enzim
NADPH’dan aldig1 iki elektronu sitokrom Psso’ye vermeden oOnce bu iki flavin

molekiiliinde depolayabilir (Sekil 5) (33,98).

R= ksenobiyotikler, steroidler,
yag asitleri, kolesterol

R-H+0,  R-OH+H,0

NADPH \—/
2e”

NADP*
FAD
FMN N——N
le” ’ Fe
P, rediiktaz N N
Sitozol
CYP
22«1 ER membrani | Q g
) |
ER I[imeni

Sekil 5. Endoplazmik retikulumda (ER), sitokrom P4s sisteminin (CYP) elemanlar1
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Bu enzimler tiim canlilarda bulunur ve yaklasik 150 izoformdan olusur. Sitokrom
P45 izoformlar1 ve bunlar1 kodlayan genler ile ilgili bilgilerimiz giderek artmaktadir. insan
genomunda sitokrom Pusp enzimlerinin en az 18 ailesi ve 43 alt ailesinin kodlandig:
gosterilmistir. Ayni aileye ait sitokrom Py4so proteinler %40°’tan, ayni alt aileye ait sitokrom
P4so proteinler %55°den fazla yapisal homolojiye sahiptir. Yapisal homolojiye dayanan
smiflandirmaya gore sitokrom Pysg ailesi, CYP harfleri ile simgelenmektedir. Bu harflerden
sonra izoformun ait oldugu aileyi gosteren say1 gelir. Bu sayidan sonra alt aileyi gosteren
bir biiylik harf bulunmaktadir. Biiylik harften sonra gelen say1 ise izoforma Ozgiidiir.
Ornegin CYP2EI, ikinci ailede E alt ailesine ait birinci izoformu simgelemektedir (33,98).

Alkoliin karacigerdeki oksidasyonu sirasinda olusan serbest radikaller prooksidan
olarak etki yapmakta ve hiicrede oksidatif bir baski meydana getirmektedirler. Etanol
etkisiyle karacigerde radikal olusumuna katkida bulunan reaksiyonlar CYP2EI, aldehit
oksidaz ve ksantin oksidaz, mikrozomal NADPH-oksidaz ve etanolden 0zellikle
mikrozomal fraksiyonda etoksi (CH3CH,-O’) ve hidroksietil (CH;CH—OH) radikalleri
olusumu olarak tanimlanmaktadir (2,3,4,22,57). Bu reaksiyonlar i¢inde 6zellikle CYP2E1
onem kazanmaktadir (22,51,57,101).

Yiiksek alkol konsantrasyonlarmda ve kronik kosulda CYP2E1 indiiklenmekte,
katalitik etkinligi sonucu hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit radikali olusturmaktadir.
CYP2EI ayn1 zamanda NADPH oksidaz aktivitesi gostermekte ve etanolden direkt olarak
etoksi ve hidroksietil radikallerinin olusumunda da etkili olmaktadir (22,51,57,101). H,O,
ve sliperoksit radikali etanol etkisiyle artan demirin varliginda hidroksil, feril ve
hidroksietil radikali gibi gii¢clii oksidanlarin olusumuna neden olur. CYP2E1 ile baglantili
bu oksidatif stresi karsilamak icin, baz1 transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle antioksidan
enzimlerin sentezleri artar ve bir adaptif koruma saglanmaya calisilir. Bu koruma
mekanizmalar1 yetersiz kaldiginda hiicreler CYP2EI tarafindan tiretilen radikallere maruz
kalir. Bu radikaller lipid peroksidasyonunu uyararak aldehit karakterinde cesitli zararli
triinlerin olusumuna ve =zar yapisinin bozulmasmna neden olur. Ayrica protein
oksidasyonuna, DNA hasarina ve enzimlerde inaktivasyona yol acar (22,101).

Hiicrenin mitokondri fraksiyonu radikal hasarmma ¢ok duyarhidir. Mitokondri
membran potansiyelinde (AW,,) azalma ve mitokondri membran gecirgenliginde (MPT)
artis cesitli proapoptotik faktorlerin serbestlesmesine ve sonugta apoptozise neden olur.
ATP diizeylerindeki azalma da nekrotik olaylari uyaracaktir. Ote yandan CYP2EI’in
indiiksiyonuyla olusturulan hidrojen peroksit, LOOH ve aldehit karakterli bilesikler diffiiz
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olabildiklerinden “stellat™ hiicreler olarak adlandirilan parankim dis1 karaciger hiicrelerini
etkileyerek fibrotik degisimleri de uyarabilir (Sekil 6) (22,101).

Gergekten, alkol etkisiyle organizmada prooksidan-antioksidan  denge
prooksidasyon yoniinde degismekte (2,5,6,57,65,93), kullanilan alkoliin dozuna ve siiresine
bagimli olarak karacigerde apoptozis, yaglanma, hepatit ve siroz gibi farkli patolojik
tablolar gelismektedir (2,22,57). Yapilan in vitro (40,46,54,63) ve in vivo (39,44,53,64)
caligmalar alkoliin cesitli dokularda apoptozisi uyardigmi ve bu uyarida serbest radikal
olusumundaki artiga bagli olarak gelisen mitokondri hasarmin ¢ok Onemli bir rol

oynadigini géstermistir (4,14,35, 40,45,64)

ENDOPLAZMIK RETIKULUM
Etanol
CYP2E1
TCYP2E1
Nrf-2, NF-xB ve AP-1
aktivasyonu
— H,0,,0,™ l l
l Fe Toksisite Karacigerde
stellat
Antioksidan ['OH, FeO, CH, CHOH] M hiicreler
enzimlerin
transkripsiyonu PUFA l
Fibrotik
LOOH,MDA, HNE degisimler
Oksidatif strese d
kars1 kisa l ¢ AV,
stireli adaptif ¢ ATP N
koruma —> Mitokondri < / Tokgmte
TKaspaz 3. ATF (apoptozis ve/veya
’ nekroz)
MPT

Sekil 6. Alkolik karaciger hasarinda CYP2E1 indiiksiyonunun rolii.
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2.4. ALKOLIK KARACIGER HASARI VE ENDOTOKSEMI

Bakteri kaynakli lipopolisakkaridler (LPS; Endotoksin), bircok dokuda morfolojik
ve fizyolojik degisikliklere neden olmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlari insanlarda ve
hayvanlarda c¢oklu organ hasar1 (Multiorgan Failure: MOF) ile sonuglanan septik sok
olusturmaktadir. Sepsis yiiksek mortaliteye neden olan 6nemli bir klinik problemdir
(27,34).

LPS, gram negatif bakterilerin hiicre dig membranmin temel yapisal ve fonksiyonel
bilesenidir. LPS dista polisakkarit yapisinda O antijeni, ¢ekirdek bolgesi ve lipid A olarak
isimlendirilen 3 bolgeden olusur. LPS’nin toksik etkilerinden sorumlu olan kisim lipid A
bolgesidir (27). LPS, oncelikle plazmada bir akut faz proteini olan LBP (LPS-binding
protein)’ye baglanir. Baglhh LPS daha sonra monosit, nétrofiller ve makrofajlarin
yiizeyindeki CD 14 reseptorlerine aktarilir ve onun aracigiyla MD-2 adli bir proteinle
kompleks olusturan TLR4 (Toll-like reseptor 4) ile etkilesir. LPS, TLR4 ve MD-2’den
olusan bu kompleks hiicre i¢indeki bazi sinyal yollarini aktifler. Bunlar IKK-NF«B [IxB
kinaz( IKK)-niikleer faktor kB] ve 3 MAPK (mitogen activated protein kinase) yollaridir.
Bu yollar NFkB, AP-1 (activator protein 1) ve NF-IL-6 (nuclear factor-interleukin 6) gibi
transkripsiyon faktorlerini fosforillemekte ve aktive etmektedir. Boylece hizli bir gen
indiiksiyonu olmakta ve sitokinler, kemokinler, lipid mediatorler, indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (NOS), enzimler ve adezyon molekiilleri gibi inflamasyonda rol alan
bilesiklerin ekspresyonunu saglamaktadir (Sekil 7) (13,29,34,60,84,97).

Endotoksine (lipopolisakkarit; LPS) bagli karaciger hasarinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte, serbest oksijen radikallerinin etkin bir rol oynadigi ileri
stiriilmektedir (34,60,78,79,84,97). Normal kosullarda LPS karacigerde 6zellikle Kupffer
hiicrelerinde etkisizlestirilmektedir (27,34). LPS diizeyleri arttig1 zaman, Kupffer hiicreleri
ve endotel hiicrelerindeki bu etkisizlestirme islemi yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
karaciger parankim hiicreleri, LPS etkisiyle olusan serbest radikaller, lipit peroksitleri ve
sitokinler ~ gibi  ¢esitli  bilesiklerin  zararli  etkilerine maruz kalmaktadirlar

(34,60,78,79,84,97).
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Sekil 7. Endotoksemiye bagli hiicre hasarinin gelisiminde rol oynayan faktorler.

Endotoksemi sirasinda en Onemli radikal kaynaklar1 notrofil ve makrofajlarda
NADPH aktivasyonu ve hepatositlerde gelisen iskemiye bagli ksantin oksidaz
aktivasyonudur (36,60,85,97). Her iki kaynak stiperoksit radikali olusumunda artisa neden
olmaktadir. Ayrica, LPS makrofajlarda indiiklenebilir nitrik oksit sintaz (iNOS)
aktivasyonu yolu ile nitrik oksit (NO) olusumunu da arttirmaktadir (13,25,78,97). NO’nun
stiperoksit radikali ile etkilesimi sonucu olusan peroksinitrit ise, nitrozatif stresi uyararak
karaciger hasarinda etkili olmaktadir (13,25,78,97). Gergekten insanlarda ve deney
hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarda endotoksemide oksidatif ve nitrozatif stresin arttidi,
antioksidan sistemde degisiklikler oldugu bulunmustur (7,10,15,25,85,32,92). Oksidatif ve
nitrozatif stres ile sitokinlerin, LPS’nin dokularda uyardig1 apoptotik ve nekrotik olaylarin

olusumunda etkin bir rol oynadigi bildirilmistir (34,78,79,97). Gergekten, LPS’nin
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karaciger (43,59,81,105), dalak (15), beyin (17) ve akciger (20) gibi dokularda apoptotik
ve nekrotik degisikliklere neden oldugu ve olusan hiicre hasarinin kullanilan LPS dozuna,
tipine ve zamana bagli olarak farkliliklar gésterdigi bulunmustur (7,10,15,43,59,92).

Ote yandan, endotokseminin alkolik karaciger hasarmin olusumunda 6nemli bir
faktor oldugu ileri siiriilmektedir (88,89,99). Kronik etanol uygulanan si¢anlara endotoksin
verildiginde karaciger hasarinin arttigt bulunmustur (19,24,67). Etanoliin barsak
florasindaki endotoksinlere kars1 gecirgenligi arttirdig1 ve dolayisiyla portal dolasima daha
fazla endotoksin gectigi bildirilmistir (23,76). Kupffer hiicreleri antibiyotik tedavisi veya
gadolinium kloriir uygulamasi ile inhibe edildiginde (1) veya endotoksin icin
immiinizasyon yapildiginda (71) alkole bagli karaciger hasarmm azaltilabildigi
bulunmustur. Bu sonucglar endotoksinler tarafindan Kupffer hiicre aktivasyonunun da

alkolik karaciger hasarinda etkin bir rol oynadigini géstermektedir (88,89,99).

2.5. DISi VE ERKEK SICANLARDA ALKOLE DUYARLILIK

Gerek insanlarda ve gerekse deney hayvanlarinda yapilan g¢alismalar disi ve
erkeklerin alkole duyarliliklarinin farkli oldugunu gostermistir (28,41,88,89). Disi
sicanlarda erkeklere oranla etanol verilmekle daha hizli ve daha yogun karaciger hasari
olugsmaktadir (87,89). Alkole duyarlilik agisindan iki cins arasinda bu farkliligin nedenleri
bilinmemektedir (89). Disi sicanlarda hormonal etkilerin yanisira (42), etanol
metabolizmasinin daha hizli olmas1 (28,42,87), karacigerde daha yogun hipermetabolik
durum yaratmasi (42,89), karacigerde fagositoz kapasitesinin diisiik olmasi (83) gibi cesitli
faktorler etkili olmaktadir . Ayrica alkol verilen disi siganlarda endotoksin diizeyleri erkek
sicanlardan daha yiliksek bulunmustur (41). Buna gore, disilerde alkole bagl karaciger
hasarmin daha yogun olmasinda endotokseminin yarattig1 Kupffer hiicre aktivasyonundaki

farkliliklarin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (88,89,99).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda ortalama agirliklar1 180-200 gram olan Wistar tiirii disi ve erkek si¢anlar
kullanildi. Sicanlar istanbul Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Enstitisii’nden
saglandi. Disi ve erkek si¢anlar 4’er gruba ayrildi:

1. Kontrol grubu: Sicanlar normal yem ile beslendiler.

2. Pirazol grubu: 200mg/kg dozunda pirazol 24 saat arayla 2 kez periton ici

uygulandi.

3. LPS grubu: 10mg/kg dozunda periton i¢i uygulandu.

4. .Pirazol+LPS grubu: 200mg/kg dozunda 24 saat arayla 2 kez pirazol uygulanan

sicanlarda 3. giin 10mg/kg dozunda LPS verildi.
Son uygulamalardan 6 saat sonra eter anestezisi altinda tiim hayvanlarm kalplerinden kan

alind1 ve karacigerleri hizla ¢ikarildi.
SERUMDA YAPILAN INCELEMELER

1. Serumda alanin transaminaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST)
aktivitelerinin 6l¢iilmesi (8): Plazmada ALT ve AST aktiviteleri ROCHE otoanalizériinde

enzimatik yontemlerle 6l¢iildii.
KARACIGERDE YAPILAN INCELEMELER

Sicanlarin karaciger dokusunda lipid peroksitleri, GSH, vitamin E ve vitamin C
diizeyleri ile SOD, GSH-Px, GST aktiviteleri ol¢ilildii. Ayrica apoptozis gostergeleri ve
histopatolojik incelemeler yapildi.

MDA, GSH, vitamin E ve vitamin C diizeyleri dokularin 0.15 M KCI’de hazirlanan
%10’luk (w/v) doku homojenatlarinda tayin edildi. DK diizeylerinin tayini i¢in % 10’luk
doku homojenatlarindan hazirlanan lipit ekstreleri kullanildi. SOD, GSH-Px, GST
aktiviteleri ise bu homojenatlardan kademeli santrifiij yapilarak elde edilen postmitokondri

fraksiyonunda belirlendi.
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A. LIPIT PEROKSIDASYONUNUN iNCELENMESI

1) Doku homojenatlarimin hazirlanmasi ve postmitokondri fraksiyonlarinin
eldesi :

Islem: Karaciger dokular1 tartildi ve Potter-Elvehjem doku homojenizatériinde
soguk 0.15 M KCI ¢ozeltisi ile homojenize edilerek %10’luk homojenatlar1 (w/v)
hazirlandi.

Postmitokondri fraksiyonu eldesi icin, doku homojenatlar1 oncelikle 4°C
ayarlanmig soguk santrifiijde 600 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatan
alinarak ependorf santrifiijiinde 10000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi, slipernatant alind1
ve -80°C’de derin dondurucuda sakland1.

2) Doku lipit ekstrelerinin hazirlanmasi (26):

Islem: %10’luk doku homojenatlarmdan 0.25 ml alindi ve iizerine 3.75 ml
kloroform:metanol (2:1) karisimi eklendi. lyice karistirildi, 1 saat ara swa karistirilarak
beklendi. Daha sonra siiziilerek son hacimler 4 ml’ye tamamland1 ve kapakli tiiplerde
deneyler yapilincaya kadar -20° C’de sakland.

3) Malondialdehit (MDA) diizeylerinin 6lciilmesi (72):

Lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden olan MDA’nin TBA ile olusturdugu
kompleks spektrofotometrik olarak olgiildii.

Islem: % 10’luk doku homojenatlarindan 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 karisim kaynar su banyosunda 1 saat tutuldu. Sogutulduktan sonra
tizerine 1 ml distile su ve 5 ml butanol/piridin (15:1) karigimi eklendi, karistirildi ve
organik faz santrifiij edilerek ayrildi. Homojenat igermeyen aywra¢ koriine karst
absorbanslar 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Ayrraclar:

% 8.1’lik sodyum dodesil siilfat

¢ % 20’lik asetik asit (10 N NaOH ile pH 3.5’¢ ayarlandi)

% 0.8’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

¢ Butanol/piridin (15:1)

% 1,1,33-tetraepoksipropan (TEP) standard1 (22 mg TEP tartildi, 10 ml’ye distile

su ile tamamlandi ve 1000 kez sulandirildi (10nmol/ml).

Hesap: Standart olarak 1,1,3,3-tetractoksipropan kullanildi. Sonug¢lar nmol/g doku

olarak tanimland:.
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4) Dien konjugat diizeylerinin ol¢iimii (12):

Islem: Lipit ekstrelerinden 1ml alind1, azot gazi altinda uguruldu. Kuru kalmt1 2 ml
sikloheksana alindi. Spektrofotometrede 233 nm’de sikloheksan koriine kars1 absorbanslar
okundu.

Hesap: DK diizeyleri 233 nm’de ekstinksiyon katsayisi olan 2.52 x 10* M

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

B. ANTIOKSIDAN SiSTEMIN INCELENMESI

1) Glutatyon (GSH) diizeylerinin 6lciilmesi (11):

GSH diizeyleri, Elman ayirac1 (5,5’- ditiobis-2 nitro benzoik asit) kullanilarak tayin
edildi. Bu ayiracin dokulardaki serbest siilfidril (-SH) gruplar1 tarafindan indirgenmesi
sonucunda, 1 mol SH grubu basnma 1 mol 2-nitro-5 tiyobenzoik (TNB) asit
olusmaktadir.Sar1 renkli bu iirlin spektrofotometrik olarak 412 nm’de absorbans
vermektedir.

Islem: Dokularin 0.15 M KCI’deki %10’luk homojenatlarindan karaciger igin 0.5
ml alindi. Hacimlar 0.15M KCI ile 2 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 3 ml
proteinsizlestirme ¢ozeltisi eklendi ve bu karisim 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
0.5 ml supernatan almarak tizerine 2 ml 0.3 M Na,HPO,4 ve 0.5 ml Ellman ayiraci ilave
edildi. Olusan renk 412 nm’de ayirag¢ koriine karsi okundu.

Ayrraclar:
¢ Proteinsizlestirme ¢ozeltisi: 1.67 g glasiyal metafosforik asit, 200 mg Na-

EDTA ve 30 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.

s 0.3 M Na;HPOy4: 42.6 g Na,HPO,4 1000 ml distile suda ¢oziindii.

¢ 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 katsayis1 13.6x 10* M'x cm™ ve standart
kullanilarak hesaplandi ve sonug¢lar pmol GSH/ g doku olarak tanimlandi.

6) Vitamin E diizeylerinin olciilmesi (21):

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

Islem: Doku homojenatlarindan 3 ml alindi. Uzerine 1 ml absolii etanol ve 0.5 ml

% 25’1ik askorbik asit eklendi. Bu karisim 70° C’de 5 dakika tutuldu. Sonra tizerine 1 ml
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10 N KOH eklendi, karistirildi ve bu karisim 70° C’de 30 dakika tutuldu. Sogutulduktan
sonra, iizerine 4 ml hekzan eklendi, karistirild1 ve organik faz santrifiij edilerek ayrildi
Organik fazdan 3 ml aliarak azot altinda uguruldu. Kuru kalint1 1 ml absolii etanole alind1
(Deney). Kor i¢cin 1 ml absolii alkol, standartlar i¢in ise 1 ml 5 ve 10 pg/ml alfa-tokoferol
iceren standardlar alindi. Tiim tiiplere, hizla 0.2 ml % 0.2’lik bathofenantrolin, 0.4 ml 0.05
mM’lik Fe Cl; eklendi ve tam 1 dakika sonra 0.4 ml 0.05 mM’lik ortofosforik asit
konuldu, iyice karistirildi ve ayiwra¢ koriine karsi absorbanslar 536 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okundu.

Ayrraclar:

% % 0.2°lik bathofenantrolin: 20 mg bathofenantrolin 10 ml absolii alkolde

coziildii.
% 0.05 mM FeCl; (absolii alkolde): 2.7 mg FeCl;.6H,0 veya 1.62 mg anhidr
FeCl; 20 ml absolii alkolde ¢oziildii.

% 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 tamamland1.

% %25’1ik askorbik asit (distile suda)

% 10 N KOH (distile suda)

% Absolii alkol
¢ Hekzan
% Vitamin E standardi: 1 mg /ml olacak sekilde alfa-tokoferol tartilarak absolii

alkolde ¢6ziildii, daha sonra bu stok standart 100 ve 200 kez sulandirilarak 10
ve Spg/ml E vitamini igeren ¢alisma standartlar1 hazirland.

Hesap: Standart olarak DL-alfa-tokoferol kullanildi. Sonuglar, nmol/g karaciger
dokusu olarak tanimlandi.

7) Vitamin C diizeylerinin ol¢iilmesi (73):

Homojenattaki askorbik asit, bakirm (Cu™?) etkisi ile dehidroaskorbik asit ve
diketoglukonik aside oksitlenir. Bu oksidasyon {iriinleri 2,4-dinitrofenilhidrazinle bis 2,4-
dinitrofenilhidrazon olusturur. Daha sonra bu bilesik de siilfirik asitle 520 nm’de okunan
iriin verir (total askorbik asit = askorbik asit + dehidroaskorbik asit). Ayrica bakir
icermeyen 2.,4-dinitrofenil hidrazin/tiyoiire ayiraci ile ortamdaki dehidroaskorbik asit
diizeyleri dlgiiliir. Total askorbik asit ile dehidroaskorbik asit arasindaki fark askorbik asit

diizeylerini verir.
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Islem: 2 ml %10’luk homojenatlara 2 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA) ilave
edildi. 3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Total askorbik asit tayini i¢in iist fazdan 1
ml tiipe alindi ve lizerine 0.1 ml 2,4-dinitrofenil hidrazin / tiyoiire / bakir ayiract konuldu.
Kor deney i¢in 1 ml %5 TCA, standard i¢in ise %5’lik TCA’da hazirlanmig standartlardan
(20 pg askorbik asit/ml ve 10 ug askorbik asit/ml) 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,S0; ilave edilerek reaksiyon durduruldu. 30 dakika oda 1sisinda bekledikten sonra 520
nm’de absorbanslar okundu.

Ayrraclar:

% %10’luk Trikloraasetik asit (TCA)

% 2.4-dinitrofenil hidrazin/tiyoiire/bakir ayiract: 400 mg tiyoiire, 50 mg CuSOs.
5H,0, 3 g 2,4-dinitrofenil hidrazin 9 N H,SO4’de ¢oziilerek ayni ¢oziicii ile
100 mI’ye tamamlandi.

% 2,4-dinitrofenil hidrazin/tiyotire ayiraci: 400 mg tiyoiire ve 3 g 2,4-dinitrofenil
hidrazin 9 N H,SO4’de ¢oziilerek ayni ¢oziicii ile 100 ml’e tamamland:.

s %065’lik HSO4

% Askorbik asit standardi: 2 mg/ml olacak sekilde % 5’lik trikloraasetik asitte

hazirland1 ve 20 pg/ml ve 10 pg/ml olacak sekilde %5°lik trikloraasetik asit ile
sulandirilarak ¢aligma standartlar1 hazirland.

8) Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin ol¢iilmesi (68):

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin fotooksidasyon hizini
artrma yetenegi olarak Olgiiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu
stiperoksit radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. Hidrojen
peroksit ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli {irlin olusturur. SOD aktivitesi ne
kadar ¢ok ise renkli {iriin olusumu o kadar fazla olur. Olusan renkli iirlin 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 tiipiine 0.1 ml distile su; standard
tiiptine 0.1 ml standart; deney tiipiine 0.05- 0.1 ml postmitokondri fraksiyonu (karaciger
0.05 ml) eklendi ve her tiipe 30 saniye ara ile 0.2 ml riboflavin kondu, karistirild1 ve 460
nm’deki absorbans degerleri okundu.Tipler 20W floresans lamba igeren 37° C’ye

ayarlanmig Ozel bir kutuya yerlestirildi ve tam 8 dakika siire ile floresans 1513a maruz
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birakildi. Siirenin bitiminde tiiplerin absorbansi tekrar 460 nm’de okundu ve iki absorbans
arasindaki fark alindi. Ayrica deney korii ve standart i¢in de ayni1 islemler yapild.

Ayrraclar:

% 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) de ¢oziindii.
% 6 mM o-dianisidin: 19 mg o-dianisidin 10 ml distile suda ¢oziindii.
% SOD (100 IU/ml) standardi: Sigma firmasindan saglanan SOD standardi 100
IU/ml olacak sekilde soguk distile su ile sulandirildi. Daha sonra bu ana
standarttan 0.1 ve 0.05 ml almmarak deney ortaminda 10 ve 5 IU SOD
standardinin bulunmasi saglandi.

9) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin o6lciilmesi (56):

GSH-Px aktivite tayini iki reaksiyon ile gerceklesir. Birinci reaksiyonda H>O, veya
organik hidroperoksitler (ROOH) GSH-Px etkisi ile indirgenirken, ortamdaki GSH
oksitlenmis GSH’a (GSSG) déniisiir. Ikinci reaksiyonda GSSG, GSH- rediiktaz (GSH-R)
etkisi ile tekrar GSH’a , NADPH ise NADP’ye oksitlenmektedir. Bu doniisiim 340 nm’de
absorbansda azalma olarak izlenir, ¢linkii NADPH 340 nm’de bir absorbans verdigi halde,

NADP" bu dalga boyunda absorbans vermemektedir.
GSH-Px

ROOH + 2GSH 2ROH + GSSG

GSSG + NADPH* — SR 5GsH + NADP*

Islem: GSH-Px aktivitesi, 1 ml’lik hacimda son konsantrasyonlar 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 1 mM EDTA, 1 mM sodyum azid, 0.2 mM NADPH, 1
mM GSH, 0.5 IU/ml glutatyon rediiktaz, 1.2 mM kumen hidroperoksit, ve degisik
oranlarda sulandirilmis post mitokondri fraksiyonu icerecek sekilde hazirlanmis ortamda
tayin edildi. Bu amagla karaciger post mitokondri fraksiyonu 50 kez sulandirildi ve ortama
0.05 ml konuldu. Kiivetler 37°C’ye ayarlanmis termostatli spektrofotometreye yerlestirildi
ve 1’er dakika arayla spektrofotometrede 340nm’de absorbans degisimi izlendi. Ayrica
post mitokondri fraksiyonu icermeyen ortamda da reaksiyon izlenerek enzimatik olmayan
degisim kayit edildi (kor deney).

Hesap: Sonuglar NADPH’in ekstinksiyon katsayisi olan 6.22x 10° M'x cm™’den
yararlanilarak hesaplandi sonuglar nmol NADPH/mg protein/dakika olarak belirtildi.
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10) Glutatyon transferaz (GST) aktivitesinin ol¢iilmesi (37):

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

Islem: GST aktivitesi 3 mI’lik hacimda son konsantrasyonlar | mM CDNB, ImM
GSH ve 100 mM potasyum fosfat tamponu ( pH 6.5) icerecek sekilde ayarlanmis ortamda
tayin edildi. Bunun i¢in, karaciger post mitokondri fraksiyonu 50 kez sulandirilip 0.2 ml
alindi, iizerine 1.5 ml 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH 6.5), 0.05 ml 60 mM glutatyon
cozeltisi, 0.05 ml 60 mM CDNB c¢ozeltisi eklendi ve toplam hacim distile su ile 3 ml’ye
tamamland1. Daha sonra 3 dakika siire ile 25° C’de 340 nm’de karigimin absorbanst izlendi
ve dakikadaki absorbans artig1 saptandi. Ayni islemler enzimatik olmayan konjugasyonu
saptamak iizere, post mitokondri fraksiyonu icermeyen inkiibasyon karigimmda da
tekrarland1.

Ayrraclar:

% 0.2 M potasyum fosfat tamponu ( pH 6.5)

% 60 mM glutatyon (GSH)

% 60 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB): Absolii etanolde hazirland1.

Hesap: GSH ve CDNB’nin konjugasyonu sonucu olusan iiriin i¢in saptanmis olan
ekstinksiyon katsayist 9.6 mM™ x cm™” kullamild. Enzim etkisiyle olan konjugasyon
sonucundan, spontan konjugasyon degerleri ¢ikarildi ve sonuglar nmol {irlin/mg protein/
dakika olarak belirtildi.

11) Protein tayini (82):

Doku homojenatlarinda ve postmitokondri fraksiyonlarinda protein miktar1
Bicinchoninic asid metodu ile belirlendi.

Islem: 200 pl protein renklendirici ayiraci iizerine 50 kez sulandirilmis karaciger
post mitokondri fraksiyonlarindan 10 pl ilave edildi. Karistirildiktan sonra 37° C’de 30
dakika beklendi. Oda 1s1sinda sogutuldu ve olusan rengin absorbansi1 562 nm’de ELISA’da
okundu.

Ayrraclar:

¢ Bisikonik asit (Bicinchoninic acid solution=Sigma B 9643)

s %4 CuSOy

¢ Protein renklendirme ayiraci:10 ml bisikonik asit ¢dzeltisi lizerine 0.2 ml %4

Cu SOy ekleyerek hazirland.

34



C. APOPTOZIiSiN INCELENMESI

Apoptozisin varligt Bel-2 / Bax protein ekspresyonlar1 ve  TUNEL yontemi
(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling) ile saptandi.

1) Bcl-2 ve Bax protein ekspresyonlarinin incelenmesi:

a) Immiinohistokimyasal yéntem: Tiim o6rnekler % 10’luk tamponlanmis
formalinde fikse edildi. Rutin doku incelemesi yapilan Orneklerden hazirlanan parafin
bloklardan 5-7 um kalinliginda kesitler deparafinize edildi. Daha sonra antijen retrieval
uygulandi. Ultra V blok prosediiriinii takiben yapilan peroksiblok mikrodalga
inkiibasyonundan sonra primer Bax Ab-4 Rabbit poliklonal RB-1197-P1 ve Bcl-2 alpha
Ab-1 (100/D5) MS-123-R7 antikorlar1 uygulandi. Bu progesi takiben biotinlenmis
sekonder antikorlar (goat anti-rabbit IgG-HRP Sc-2030, Lot DI1504; Santa Cruz,
streptavidin peroksidaz ve kromojen substrat sirasiyla tatbik edildi. Niikleer boyama
hematoksilen ile yapildi.

b) Western Blot yontemi (55): Dokular 10 mM Tris HCI (pH 7.4), 150 mM NacCl,
% 1 Nonidet P-40, % 1 sodyumdeoksikolat, %0.1 SDS, 1 mM PMSF, 5 mM EDTA ve
proteaz inhibitorleri (aprotinin, leupeptin, pepstatin A, her biri 1 pg/ml) igeren
homojenizasyon tamponunda homojenize edilerek % 20’lik homojenat elde edildi.
Homojenatlar 600xg’de 15 dk. +4°C’de santrifiij edildikten sonra siipernatantlar almarak,
13000xg’de santrifiij edildi. Stipernatantlar alinarak BCA (Bicinchoninic acid) yontemi ile
protein tayini yapildi. %12’lik SDS (Sodyum dodesilsiilfat)-poliakrilamid jeller hazirland1
ve silipernatantlar sulandirildiktan sonra Laemmli tamponu ile karistirilarak 60 pg
protein/well olacak sekilde yiliklendi. 100 voltta (30 mA) yaklasik 1.5 saat elektroforez
yapildiktan sonra jeller cikarilarak PVDF membrana proteinler transfer edildi. PVDF
membran %5 non fat dry milk iceren TBS tamponu ile gece boyunca bloke edildikten
sonra membranlar anti-Bcl, veya anti-Bax (ayr1 ayr1) mouse monoclonal antikorlartyla 1
saat oda 1sisinda inkiibe edildi (Santa cruz Biotechnology 1:1000 diliisyon). Membranlar
yikandiktan sonra anti-mouse sekonder antikoru ile (HRP-conjugated Ig G) 45 dk. inkiibe
edildi (1:2000 diliisyon). Inkiibasyon sonunda membranlar 5x10 dk. TBS-T ile yikandi.
Daha sonra ECL Kkiti ile 1g1ma yaptirildi ve rontgen filmini isaretlemesi i¢in 1, 2, 3 ve 5 dk.
bekletildi. Olusan bantlar goriintiilenerek bilgisayar sistemine aktarildiktan sonra miktar

tayini yapildi (Vilber-Lourmart Biotechnology).
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2) Kaspaz 3 (Caspase 3) aktivitesinin 6l¢iilmesi (18): Dokular 10 mM Hepes, pH
74, 2 mM EDTA, % 0.1 CHAPS, 5mM dithiothreitol, 1 mM PMSF ve proteaz
inhibitorleri (aprotinin, leupeptin, pepstatin A, her biri 10 pg/ml) iceren homojenizasyon
tamponunda homojenize edildi. Homojenatlar 16000xg’de 10 dk. +4°C’de santrifiij
edildikten sonra siipernatantlar alinarak, kolorimetrik kaspaz-3 assay kit ile kaspaz-3
aktivitesi Olgiildii (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Enzim aktivitesi, dakikada 1 mg
proteinden serbestlesen p-nitroanilin miktari olarak verildi.

3) In Situ Ug Isaretleme Teknigi (TUNEL) (47): Apoptotik hiicrelerin DNA’lar1
180-200 baz ciftlik parcalara ayrilirlar. Kirllan DNA pargalarmin 3°-OH uglar1 TdT
(Terminal deoksiniikleotidil Transferaz) enzimi kullanilarak digoxigenin isaretli dUTP ile
in situ olarak isaretlenir. Anti-digoxigenin antikoru/peroksidaz  konjugatinin
baglanmasindan sonra diaminobenzidin (DAB) kromojeni ile boyanir ve apoptotik hiicreler
goriliniir hale getirilir. Bu amagla Apoptag® Peroxidase In situ Apoptosis Detection Kit
kullanild1 (S7101, Chemicon,CA).

Karaciger ornekleri % 10’luk tamponlanmis formalin ¢dzeltisine alindiktan sonra
parafin bloklar haline getirildi. Bu bloklardan 5 mikron kalinliginda alinan kesitler TUNEL
yontemi i¢in daha onceden poli-L-Lizin (PLL) siiriilmiis lamlar {izerine yerlestirildikten
sonra etiivde 37 °C’de 1 gece bekletildi. Parafin doku kesitleri sirastyla xylene, absolii
etanol ve etanol ile liger kez yikanarak deparafinize edildi. Daha sonra proteinaz K (20 pg/
mL) ile proteinler parcalandi. Ortama TdT (Terminal deoksiniikleotidil Transferaz) enzimi
ve digoxigenin-isaretli dUTP iceren soliisyon eklendi. 37 °C’lik etiivde nemli ortamda 1
saat bekletildikten sonra kesitlere anti-digoxigenin-peroksidaz konjugat: damlatilarak oda
1s1sinda 30 dk inkiibe edildi. Uzerine DAB substrat soliisyonu eklenerek boyama yapildi.
Isik mikroskobunda 400 biiylitmede apoptotik hiicre sayimi yapildi.

D. HISTOPATOLOJIK INCELEMELER
Histopatolojik inceleme i¢in % 0.9 NaCl ile yikanan karaciger ornekleri % 10’luk

tamponlanmis formalin ¢6zeltisinde sakland1 ve HE boyasi ile boyandi.

ISTATISTIK INCELEMELER
Sonuglar ortalama + SD olarak verildi ve istatistik degerlendirmeler i¢in Kruskal-

Wallis (post hoc Mann- Whitney U) testi kullanild:.
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4. BULGULAR

Caliymamizda pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek siganlarda
serumda ALT ve AST aktiviteleri ile karacigerde prooksidan-antioksidan denge ve

apoptozis incelendi. Ayrica histopatolojik incelemeler yapildi.

SERUMDA ELDE EDILEN BULGULAR

a) Pirazol uygulanan disi ve erkek sicanlarda serum ALT ve AST aktivitelerinde
bir degisiklik olmadig1 halde, LPS ve pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda
ALT ve AST aktivitelerinde anlamli artiglar bulundu. LPS uygulanan disi sigcanlarda ALT
ve AST aktiviteleri sirastyla 2.8 ve 2.4 kat, erkek sicanlarda 2.6 ve 2.1 kat artig gosterdi.
Pirazol+LPS uygulanan disi siganlarda ALT ve AST aktiviteleri swrastyla 7.3 kat ve 4.9
kat, erkek sicanlarda 5.5 kat ve 3.9 kat artis gosterdi (Tablo 4 ve Sekil 8).

b) Pirazol+LPS uygulanan sicanlarla tek bagma LPS uygulanan sicanlarda elde
edilen bulgular karsilastirildiginda, disi siganlarda serum ALT aktivitesinde 2.6 katlik ,
AST aktivitesinde 2.1 katlik anlamli artis bulundu. Erkek sicanlarda ise bu anlamli artiglar
2.1 ve 1.9 kat olarak hesaplandi.

KARACIGERDE PROOKSIDAN-ANTIOKSIDAN DENGE iLE iLGIiLi
BULGULAR

a) Pirazol uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde MDA ve DK
diizeylerinde bir degisiklik olmadi. LPS uygulanan disi siganlarda karacigerde MDA ve
DK diizeylerinde sirasiyla %22.7 ve %28.9 oranlarinda, erkek siganlarda ise %29.6 ve
%23.1 oranlarinda artig saptandi. Pirazol+LPS uygulanan disi siganlarda MDA ve DK
diizeylerindeki artislar sirasiyla %66.2 ve %59.7, erkek sicanlarda ise %72.3 ve %60.5
oranlarindaydi. PirazoH-LPS grubu LPS grubuyla karsilastirildiginda, karaciger MDA ve
DK diizeylerinde disi si¢anlarda %35.4 ve %23.9, erkek sicanlarda ise %32.9 ve %30.4
oranlarinda anlamli artiglar bulundu (Tablo 5 ve Sekil 9).

b) Pirazol, LPS ve pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde
GSH, E vitamini ve C vitamini diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisiklik

saptanmadi (Tablo 6 ve Sekil 10).
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c) Pirazol ve LPS uygulamasi, disi ve erkek sicanlarda karacigerde SOD, GSH-Px
ve GST aktivitelerinde bir degisiklik yaratmadi. Pirazol+LPS uygulanan disi siganlarda
karaciger SOD ve GSH-Px aktiviteleri sirasiyla %23.8 ve %29.6, erkek sicanlarda 9%30.2
ve %25.9 oranlarinda azalma gosterdi. Karaciger GST aktivitesinde ise pirazolH+LPS
uygulanan disi ve erkek sicanlarda bir degisiklik saptanmadi. Pirazol+LPS grubu, LPS
grubu ile karsilagtirildiginda, karaciger SOD aktivitesinin disi siganlarda %29.8, erkek
siganlarda ise %31.2 oranlarinda, GSH-Px aktivitesinin ise disi siganlarda %34.2, erkek

sicanlarda %30.9 oranlarinda anlamli azalmalar gosterdigi bulundu (Tablo 7 ve Sekil 11).

KARACIGERDE APOPTOZIS iLE iLGILi BULGULAR

Apoptozisin gostergesi olarak karacigerde Western Blot ve immiinohistokimyasal
yontemle Bax ve Bcl-2 ekspresyonlari, kaspaz-3 aktivitesi ve TUNEL yontemi kullanildi.

1) Bax ve Bcl-2 ekspresyonlar1 (Western Blot):

LPS ve pirazol+LPS grubundaki disi ve erkek sicanlarda karacigerde Bax ve Bcl-2
ekspresyonlarinin artt1g1, iki grup arasinda anlamli bir farklilik olmadig: saptandi. Pirazol
uygulamasi ise disi ve erkek sicanlarda Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarini etkilemedi (Tablo 8,
Sekil 12).

2) Bax ve Bcl-2 ekspresyonlar1 ( immiinohistokimyasal yontem)

a) LPS ve pirazol+LPS grubundaki disi ve erkek sicanlarda karacigerde Bax
ekspresyonunun ¢ok sayida hiicrede giiglii ve yaygin pozitif oldugu ve bu iki grup arasinda
bir farklilik olmadig1 saptandi. Kontrol ve pirazol grubunda ise daha az sayidaki hiicrede
fokal alanlarda pozitiflik goriildii. Bax ekspresyonu yoniinden disi ve erkek siganlar
arasinda bir farklilik bulunmadi (Resim 1).

b) LPS ve pirazol+LPS grubundaki disi ve erkek si¢anlarda karacigerde yaygin ve
giiclii pozitif Bcl-2 boyanmasi saptandi. Bununla birlikte, her iki grupta da Bcl-2
ekspresyonunun ayni1 siddette oldugu gozlendi. Ayrica disi ve erkek sicanlar arasinda Bcl-
2 ekspresyonu yoniinden bir farklilik olmadig1 bulundu. Kontrol ve pirazol gruplarinda ise
boyanma daha az sayida pozitiflik gostermekle birlikte boyanma yogunlugunun giiclii
oldugu saptandi (Resim 2).

Buna gore, Western Blot ve immiinohistokimyasal yontemle, LPS uygulamasinin
disi ve erkek si¢anlarda karacigerde Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarmi arttirdigi, CYP2E1
indiiksiyonu ile LPS’ye bagl Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarinda daha ileri bir degisikligin
olusmadigr goriildii. Ayrica disi ve erkek sicanlarda karacigerde Bax ve Bcl-2

ekspresyonlarinin LPS ve pirazol+LPS uygulamalarindan ayni sekilde etkilendigi bulundu.
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3) Kaspaz-3 aktivitesi

Disi ve erkek siganlarda karacigerde kaspaz-3 aktivitesi kontrol ve pirazol grubunda
bir degisiklik gostermedi. LPS uygulamasindan sonra disi siganlarda 4.3, erkek siganlarda
ise 4.6 kat artis bulundu. Disi siganlarda pirazol+LPS uygulamasindan sonra kaspaz-3
aktivitesi 6.8 kat, erkek siganlarda ise 4.8 kat artti. Pirazol+LPS grubu, LPS grubu ile
karsilastirildiginda disi sicanlarda kaspaz-3 aktivitesinin %57.3 oraninda anlamli artig
gosterdigi, buna karsilik erkek sicanlarda anlamli bir degisiklik gostermedigi saptandi
(Tablo 8 ve Sekil 13).

4) TUNEL Yontemi

400 biyltmeli 10 biiyiik alanda apoptotik hiicre sayimi yapildi ve ortalamalar
alindi. Kontrol grubundaki disi ve erkek siganlarda hi¢ boyanma goriilmedi. Pirazol ve LPS
gruplarindaki digi ve erkek sicanlarda ortalama 1 hiicrede, pirazol+LPS grubunda ise
ortalama 4 ve 5 hiicrede pozitiflik saptandi.

Buna gore, LPS uygulamasindan énce CYP2E1 indiiksiyonu yapildiginda disi ve
erkek sicanlarda karacigerde apoptotik hiicre ¢liimiiniin belirgin bir bicimde artti8y, iki cins

arasinda bu yonden bir farklilik olmadig1 goriilmektedir (Resim 3).

KARACIGERDE HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

a) Kontrol grubundaki disi ve erkek sicanlarda karaciger dokusu dogal yapidaydi.

b) Pirazol grubundaki disi ve erkek sicanlarda karaciger parankimi dogal yapida
goriildii. Portal ve santral alanlarda hafif derecede lenfosit infiltrasyonu saptandi.

c) LPS grubundaki disi ve erkek sicanlarda karaciger parankiminde az sayida
vakuoller iceren hepatositler, portal ve santral alanlarda hafif derecede lenfosit ve polimorf
niiveli lokosit infiltrasyonu gorildii.

d) PirazoHLPS grubundaki disi ve erkek sicanlarda karaciger parankiminde
vakuoller i¢ceren hepatositler ve bazi alanlarda nekrotik parankimal hiicreler goriildii. Portal
ve santral alanlardaki siniizoidler i¢inde yogun polimorf niiveli l6kosit infiltrasyonu
goriildii. Karacigerin tiim alanlarinda siniizoidlerde ve damarlarda yer yer yogun siddette
hiperemi saptandi. (Resim 4).

Buna gore tek basina LPS uygulamasimin disi ve erkek siganlarda karacigerde 1limli
derecede bir inflamasyona, pirazol+LPS uygulamasinin ise yogun inflamatuar ve
nekrotik degisimlere yol a¢tigi, disi ve erkek sicanlar arasinda bu histolojik goriinim

acisindan bir farklilik olmadig1 goriilmektedir.
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Tablo 4. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda serumda alanin

transaminaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST) aktiviteleri (Ortalama + SD)

SERUM Kontrol Pirazol LPS Pirazol + LPS
(n=6) (n=6) (n=8) (n=8)
DiSi SICANLAR
ALT (U/L) 51.3+13.1% 533+ 11.7% 145.1 £37.4° | 374.6 +121.0°
AST (U/L) 121.5+20.8* 121.7 £23.6* | 288.0+56.5°| 600.6+178.6
ERKEK SICANLAR

ALT (U/L) 45.0 + 14.5% 45.0 + 10.0° 115.9 £24.2° | 249.0 +94.5°
AST (U/L) 118.0 +£22.6% 1183 +19.4* | 244.1 +81.3°| 460.1 + 186.8°

Gruplar arasinda yapilan istatistik degerlendirmelerde farkli harfler anlamli iliskiyi

gostermektedir (p < 0.05; Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).

Tablo 5. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde
malondialdehit (MDA) ve dien konjugat (DK) diizeyleri (Ortalama + SD)

KARACIGER Kontrol Pirazol LPS Pirazol + LPS
(n=6) (n=6) (n=8) (n=8)
DiSi SICANLAR
MDA (nmol/g doku) 183.0 + 23.4° 180.8 £ 17.7* | 224.6+43.7° | 3042 +41.1°
DK (umol/g doku) 2.11 +0.58" 2.13+0.56" 2.72+£029° | 3.37+£047°
ERKEK SICANLAR
MDA (nmol/g doku) 179.5+22.9* | 177.5+254* | 232.8+31.0° | 309.4 +44.5°
DK (umol/g doku) 1.95+0.35" | 1.93+£038 | 240+029° | 3.13+0.36°

Gruplar arasinda yapilan istatistik degerlendirmelerde farkli harfler

gostermektedir (p < 0.05; Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).

anlamh iligkiyi
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Tablo 6. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde
glutatyon (GSH), E vitamini ve C vitamini diizeyleri (Ortalama + SD)
KARACIGER Kontrol Pirazol LPS Pirazol + LPS
(n=6) (n=6) (n=8) (n=8)
DiSi SICANLAR
GSH (pumol/g doku) 4.50 + 0.57° 4.56 +0.48" 3.78 £0.69° 4.08 +0.83"°
E Vit. (nmol/g doku) 79.0 £ 12.9° 75.3 +18.9° 75.5+13.6° 71.3+822°
C Vit. (umol/g doku) 1.35+0.19° 1.38 +0.09° 1.25+0.12° 1.39+0.18°
ERKEK SICANLAR
GSH (pumol/g doku) 4,76 £ 0.56" 4.86 + 0.46" 420+1.02° 3.60+097°
E Vit. (nmol/g doku) 47.5 +10.2° 47.5+10.4" 50.7+11.2° 51.3+8.80"
C Vit. (umol/g doku) 1.23 +0.16° 1.45+0.19° 1.35+0.11° 1.36 £0.29°

Gruplar arasinda yapilan istatistik degerlendirmelerde farkli harfler anlamli iliskiyi
gostermektedir (p < 0.05; Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).

Tablo 7. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon transferaz (GST)
aktiviteleri (Ortalama + SD)

KARACIGER Kontrol Pirazol LPS Pirazol + LPS
(n=6) (n=6) (n=8) (n=8)
DiSi SICANLAR
SOD 30.6 + 3.08" 31.0 +3.74° 33.2 +3.99° 23.3 +5.55°¢
(U/mg protein)
GSH-Px 912.3 +145.3" | 893.3 +144.7" | 975.7 £ 194,9* | 641.8+79.7°
(nmol/dak/mg protein)
GST 538.7+54.4" |543.3+£69.5° | 500.0+69.1" | 556.5+109.1°
(nmol/dak/mg protein)
ERKEK SICANLAR
SOD (U/mg protein) 30.4 +3.84° 30.3 +£5.32° 30.8 +£5.25° 21.2 +5.46°
GSH-Px 826.1 £111.7° | 820.0 + 120.5* | 884.5+69.4" | 611.4+31.6°
(nmol/dak/mg protein)
GST 482.0 +36.8" | 500.0 = 64.5° | 472.5+£57.2° | 503.6 £46.9°
(nmol/dak/mg protein)

Gruplar arasinda yapilan istatistik degerlendirmelerde farkli harfler
gostermektedir (p < 0.05; Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).

anlamh iligkiyi
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Tablo 8. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek si¢anlarda karacigerde Bax,

Bcl-2 ekspresyonlar1 ve kaspaz-3 aktivitesi (Ortalama £+ SD)

KARACIGER Kontrol Pirazol LPS Pirazol + LPS
(n=6) (n=6) (n=8) (n=8)
DiSi SICANLAR
Bax 100.0 +5.0* | 108.8+6.3* | 130.0+10.0° | 160.0 + 18.0°
(rolatif dansitometrik iinite)
Bcl-2 100.0 +5.0* | 106.6+5.8" 125.0+5.0° | 213.3+30.5"
(rolatif dansitometrik iinite)
KASPAZ -3 0.49 £0.15* | 0.52+0.11% 213 +£0.35° 3.35+0.46°
(nmol/saat/mg protein)
ERKEK SICANLAR
Bax 100.0 £ 5.0 | 105.0+9.12% 135.0 +4.1° 156.6 + 15.3°
(rolatif dansitometrik iinite)
Bcl-2 100.0+5.0* | 110.0+8.7* | 130.0+10.0° | 186.6+ 15.3"
(rolatif dansitometrik iinite)
KASPAZ -3 0.50+£0.13* | 0.53+0.15* | 229+0.73" | 2.42+0.34°
(nmol/saat/mg protein)

Gruplar arasinda yapilan istatistik degerlendirmelerde farkli harfler anlamli iliskiyi

gostermektedir (p < 0.05; Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U
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Sekil 8. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda serumda alanin
transaminaz (ALT) ve aspartat transaminaz (AST) aktiviteleri (Ortalama + SD)

Kontrol (K; n=6); pirazol (P; n=6); lipopolisakkarit (LPS; n=8); pirazol+lipopolisakkarit
(P+LPS; n=8).

Istatistik degerlendirmeler gruplar arasinda yapildi ve farkli harfler istatistik olarak

anlamli, p < 0.05 (Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).

43



KARACIGER DiSi SIGANLAR KARAGIGER ERKEK SICANLAR
400 400
350 : 350 z
= 300 - b I 3 3001 b I
< ! S T
< 250 1 a a T < 250 1 a a
2 2200 1 S 2200 | I L
g 150 - L E 150 | 1
£ £
100 1 100 1
50 501
0 0
K P LPS P+LPS K P LPS P+LPS
KARACIGER DiSi SIGANLAR KARAGIGER ERKEK SICANLAR
45 4
4 3,5 1
=35 3 31
S 31 a S 25 a a
3 T 9 |
X 25 [ 52 5| T T
g 2 J_ E i T
[ E15]
1 i
1 -
05 05 -
0 : 0 -
K P LPS P+LPS K P LPS P+LPS

Sekil 9. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde
malondialdehit (MDA) ve dien konjugat (DK) diizeyleri (Ortalama + SD)

Kontrol (K; n=6); pirazol (P; n=6); lipopolisakkarit (LPS; n=8); pirazol+lipopolisakkarit
(P+LPS; n=8).

Istatistik degerlendirmeler gruplar arasinda yapildi ve farkli harfler istatistik olarak

anlamli, p < 0.05 (Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).
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Sekil 10. Pirazol, LPS, pirazoH+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde

glutatyon (GSH), E vitamini ve C vitamini diizeyleri (Ortalama + SD)

Kontrol (K; n=6); pirazol (P; n=6); lipopolisakkarit (LPS; n=8); pirazol+lipopolisakkarit

(P+LPS; n=8).

Istatistik degerlendirmeler gruplar arasinda yapildi ve farkli harfler istatistik olarak

anlamli, p < 0.05 (Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).
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Sekil 11. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde

stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon transferaz (GST)

aktiviteleri (Ortalama + SD)

Kontrol (K; n=6); pirazol (P; n=6); lipopolisakkarit (LPS; n=8); pirazol+lipopolisakkarit

(P+LPS; n=8).

Istatistik degerlendirmeler gruplar arasinda yapildi ve farkli harfler istatistik olarak

anlamli, p < 0.05 (Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).
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Sekil 12. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde
Western Blot Bax ve Bcl-2 ekspresyonlar: (gruplardaki ilk bantlar disi siganlara, ikinciler
ise erkek sicanlara aittir) ve rolatif dansitometrik {initeler (Ortalama + SD)

Kontrol (K; n=4); pirazol (P; n=4); lipopolisakkarit (LPS; n=4); pirazol+lipopolisakkarit
(P+LPS; n=4).

Istatistik degerlendirmeler gruplar arasinda yapildi ve farkli harfler istatistik olarak
anlamli, p < 0.05 (Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).
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DIiSi SICANLAR / Bax ERKEK SICANLAR / Bax

4

Resim 1. Pirazol, lipopolisakkarit (LPS), pirazol + LPS uygulanan disi ve erkek siganlarda

karacigerde Bax (+) boyanma gosteren hepatositler.
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Resim 2. Pirazol, lipopolisakkarit (LPS), pirazol + LPS uygulanan disi ve erkek siganlarda

karacigerde Bcl-2 (+) boyanma gosteren hepatositler.
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Sekil 13. Pirazol, LPS, pirazol+LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde
kaspaz-3 aktiviteleri (Ortalama + SD)

Kontrol (K; n=6); pirazol (P; n=6); lipopolisakkarit (LPS; n=8); pirazol+lipopolisakkarit
(P+LPS; n=8).

Istatistik degerlendirmeler gruplar arasinda yapildi ve farkli harfler istatistik olarak

anlamli, p < 0.05 (Kruskal-Wallis; post-hoc Mann-Whitney U).
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DiSi SICANLAR /TUNEL ERKEK SICANLAR/TUNEL

Resim 3. Pirazol, lipopolisakkarit (LPS), pirazol + LPS uygulanan disi ve erkek siganlarda
karacigerde TUNEL (+) boyanma gdsteren hepatositler.
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Resim 4. Pirazol, lipopolisakkarit (LPS), pirazol + LPS uygulanan disi ve erkek siganlarda
karacigerde histopatolojik goriinim (H&E x200).
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5. TARTISMA

Sitokrom Py4so enzim ailesinin bir iiyesi olan CYP2E1 sistemi, etanol disinda ¢esitli
kimyasal bilesikler tarafindan da indiiklenmektedir (48,52). Pirazol, CYP2EI sisteminin
giiclii bir aktivatorii olup, CYP2EI sistemini indiiklemek ve dolayisiyla bu enzim etkisiyle
olusan radikallerin yarattig1 toksik etkileri incelemek i¢in kullanilmaktadir
(30,48,58,59,100,106). Bu nedenle, pirazol ile CYP2E1 indiiksiyonu , alkole bagl
karaciger hastaliklarmin patogenezini arastirmak ve CYP2E1’in roliinii belirlemek i¢in son
yillarda kullanilmaktadir (30,58,59,100,106). 2-3 giin siire ile 150-200 mg/kg dozunda
pirazol uygulanan siganlarda CYP2EI aktivitesinin 2-4 kat artis gosterdigi bulunmustur
(58,59). Bu nedenle, ¢alismamizda siganlarda CYP2EI sistemini indiiklemek i¢in pirazol
kullanilmistir.

Calismamizda endotoksemi olusturmak amaciyla 10 mg/kg dozunda LPS (serotip
055:B5) siganlara periton i¢i uygulandi ve uygulamadan 6 saat sonra incelemeler yapildi.
LPS’nin karacigerde olusturdugu bozukluklarin kullanilan LPS dozuna, tipine, inceleme
zamanina ve tiirlere gore degiskenlik gosterdigi bilinmektedir (7,10,15,43,59,92). Daha
once yapilan caligmalar kullanilan LPS dozunun ve incelemelerin yapildigi zaman
diliminin karacigerde oksidatif ve nitrozatif stresin gelismesi, apoptotik ve nekrotik
degisimlerin incelenmesi i¢in uygun oldugunu gostermistir (7,59,92).

CYP2El enzim sisteminin Ozellikle karacigerde bulunmasi, endotoksinlerin
zehirsizlestirme igleminin bu organda yapilmasi gibi nedenler karacigerde kolayca hasar
gelisimine neden olabilmektedir (33,78,84,86). Gergekten, CYP2E1l indiiksiyonu
(33,52,86) ve endotoksemi (7,13,27,78,84) organizmada Ozellikle karacigeri
etkilemektedir. CYP2E1’in aktivasyonu (22,31,48,101) ve endotoksemi (88,89,99) alkolik
karaciger hasarinin olusumunda bagimsiz iki risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Gerek
CYP2E1 indiiksiyonu (22,31,48,58,59,101), gerekse endotoksemi (58,59,88,89,99)
karacigerde superoksit, peroksinitrit ve hidroksil radikali gibi zararli radikallerin
olusumunu arttirmakta, oksidatif ve nitrozatif strese yol agmakta, apoptotik ve nekrotik
hiicre oOlimiine neden olmaktadir. Bazi arastiricilar CYP2E1 indiiksiyonu ve
endotokseminin birlikte oldugu durumun sinerjik bir etki yaratabilecegini ve alkolik
karaciger hasarmin incelenmesi i¢in uygun bir deneysel yontem olabilecegini ileri

stirmiislerdir (58,59).
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Sican, fare gibi deney hayvanlarinda alkolik karaciger hastaligi olusturmak cok
giictiir. igme suyunda veya gavajla alkol vererek sicanlarda sadece steatozis olusturulabilir
ve genellikle tavsiye edilen bir yontem degildir. Bu nedenle, Lieber-De Carli diyeti olarak
tanimlanan ve giinliik kalorinin %36°s1 gibi 6nemli bir miktarinin etanolden saglandig: sivi
diyetlerin oral veya intragastrik olarak kullanildigi modeller kullanilmaktadir (57). Bu
diyetin saglanmasindaki giiclik ve daha kisa siirede sonug¢ alabilmek amaciyla,
caligmamizda deney hayvanlarina alkol vermek yerine, alkol metabolizmasinda temel rol
oynayan CYP2El enzimini indiiklemeyi tercih ettik. Daha sonra, bu si¢anlara LPS
uygulayarak, CYP2E1 sistemi indiiklenen sicanlarda, karacigerdeki apoptotik ve nekrotik
olusumlar1 ve oksidatif stresi incelemek istedik.

Ote yandan, disi ve erkeklerin alkolik karaciger hastaligi olusumuna
duyarliliklarinin farkli oldugu bildirilmistir (28,41,88,89). Disilerde alkole bagl karaciger
hasarmin daha kisa siirede gelistigi ve olusan lezyonlarm daha ciddi oldugu bulunmustur
(87,89). Disi ve erkeklerin alkole duyarliligindaki bu farkliligin nedenleri bilinmemektedir.
Alkol verilen disi sicanlarda endotoksin diizeyleri daha yiiksek bulunmus ve kan
endotoksin diizeyleri ile karacigerdeki patolojik lezyonlar arasmnda bir korelasyon
saptanmistir (41,89). Bu nedenle, alkolik karaciger hasarmnin disilerde daha siddetli
olmasinin endotoksemiye bagli gelisen Kupffer hiicre aktivasyonundaki farkliliktan
kaynaklanabilecegi ileri stiriilmiistiir (88,89,99). Bununla birlikte, kronik alkol uygulanan
disi ve erkek sicanlarda karacigerde steatozis, inflamasyon ve nekroz olusumu ve oksidatif
stresin degerlendirildigi bir calismada, iki cins arasinda alkole bagli olarak gelisen
karaciger lezyonlar1 ve oksidatif stres yoniinden bir farklilik bulunmamistir (77). Ayrica,
etanoliin karacigerde CYP2E1l enzim sistemini disi ve erkek sicanlarda ayni siddette
indiikledigi de saptanmustir (77).

Bu bilgilerin 151¢inda, CYP2E1 sistemi indiiklenen disi ve erkek siganlarda
karaciger hastaligina duyarlilikta bir farklilk olup olmadigi ve bu duyarlilikta
endotokseminin roliinii arastirmak istedik. Boylece, dolayli yoldan disi ve erkek si¢anlarin
alkolik karaciger hastaligina duyarliliklarin1 ve endotokseminin etkisini belirlemek istedik.
Bu amagla disi ve erkek sicanlara 2 giin siireyle (200 mg/kg, i.p) pirazol injeksiyonu
yapild1 ve daha sonra tek doz LPS (10 mg/kg; i.p) uygulandi ve 6 saat sonra incelemeler
yapildi. Apoptozisi belirlemek i¢in, Bax ve Bcl-2 ekspresyonlari, kaspaz-3 aktivitesi ve in
situ uc isaretleme teknigi (TUNEL), nekrozu belirlemek igin serumda transaminaz
aktiviteleri dl¢imii ve histopatolojik incelemelere basvuruldu. Ayrica karacigerde lipit

peroksit diizeyleri ve antioksidan sistem elemanlar1 arastirilarak, prooksidan-antioksidan
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dengedeki degisimlerin karaciger hasarindaki katkilar1 belirlenmek istendi. Calismamizda
lipit peroksidasyonunu belirlemek i¢in iki farkli yOntem kullanildi. DK, lipit
peroksidasyonunun ara iirlinlerinden biri, MDA ise son {iriinlerinden biridir. MDA
diizeylerinin tayini lipit peroksidasyonunu gostermek i¢in en sik kullanilan yontemdir.
Ancak bu yontemin pH, 1s1, 1sitma zamani gibi bazi faktorlerden etkilenmesi ve bazi
interferanslar gostermesi nedeniyle, dien konjugati veya protein karbonil gruplar1 tayini
gibi bir diger yontemle desteklenmesinin uygun olacagi bildirilmektedir (38, 93, 121).

Bazi arastiricilar etanoliin karacierde apoptotik hiicre Oliimiinii tetikledigini
bildirmislerdir (40,44,45,46,54,63,64). In vivo (44,64) ve in vitro (40,46,54,63) kosulda
yapilan bu caligmalar alkolik karaciger hasarmin gelisiminde apoptozisin etkin bir rolii
olabilecegini gostermektedir. Ayni sekilde, endotoksemik kosullarda da apoptozisin
uyarildig1 ve bu durumun LPS’ye bagh karaciger hasarinin olusumunda etkili olabilecegi
ileri siirtilmektedir (43,59,81,105). Alkolik sicanlara LPS verildiginde karacigerde
apoptozisin arttig1, alkoliin genellikle intrinsik yolla, LPS’nin ise ekstrinsik yolu uyararak
sinerjik bir etki ile apoptozisi arttirdig bildirilmistir (19). Aymi sekilde, LPS’nin alkole
bagli hepatik lezyonlar1 da siddetlendirdigi gosterilmistir (24,67).

CYP2EI enziminde aktivasyon ve endoksemiyi birarada olusturarak yaptigimiz
calismamizda , serum ALT ve AST aktivitelerinin disi siganlarda 7.3 ve 4.9 kat, erkek
sicanlarda 5.5 ve 3.9 kat artig goOsterdigi bulundu. Karaciger histolojik olarak
incelendiginde LPS uygulanan disi ve erkek sicanlarda karacigerde sadece ilimli bir
inflamasyon gelistigi, pirazoH+LPS grubunda ise yogun bir inflamasyonun yanisira yer yer
nekroz gelistigi saptanmistir. Bu bulgular serumda ALT ve AST aktivitelerinde
saptadigimiz artiglar ile uyusmaktadir. Ancak pirazol+LPS grubundaki disi si¢anlarda
enzim aktivitelerindeki artiglar daha fazla olmasmma ragmen, karacigerde histolojik
incelemede disi ve erkek sicanlar arasinda belirgin bir farklilik goriilmemistir.

Apoptotik siiregle ilgili olarak karacigerde Bax ve Bcl-2 ekspresyonlari, kaspaz-3
aktivitesi ve TUNEL yontemi kullanildi. Bax/Bcl-2 oranindaki artis bir dokuda apoptozise
egilimin arttigmi gostermektedir. Western Blot ve immiinohistokimyasal boyama teknigi
ile karacigerde Bax ve Bcl-2 ekspresyonlarinin LPS grubundaki ve pirazoHLPS
grubundaki sicanlarda artig gosterdigi, ancak bu iki grup arasinda belirgin bir farklilik
olmadig1 gozlendi. LPS ve pirazol+LPS gruplarindaki disi ve erkek si¢anlar arasinda da
Bax ve Bcl-2 ekspresyonlart yoniinden bir farklilik bulunamadi. Disi ve erkek sicanlarda
karacigerde kaspaz-3 aktivitesinin de LPS ve pirazol+LPS uygulamalarmdan sonra arttig1

bulundu. Pirazol+LPS grubundaki sicanlar LPS grubuyla karsilastirildiginda, disilerde
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karaciger kaspaz-3 aktivitesinde daha ileri bir artis goriilmesine karsilik, erkeklerde
anlamli bir farklilik bulunamadi. TUNEL yontemiyle yapilan apoptotik hiicre sayiminda
disi ve erkek sicanlarda pirazol+LPS grubunda LPS grubuna oranla apoptotik hiicrelerin
belirgin bir artig gosterdigi bulundu. Bu sonuglara gore tek basina LPS uygulamasinin
karacigerde apoptozisi arttirdigi, pirazol ile CYP2E]1 indiiksiyonu yapildiginda apoptozisin
daha belirgin oldugu, bu apoptotik siirecin disi ve erkek sicanlarda belirgin bir farklilik
gostermedigi ileri siirtilebilir.

Calismamizda tek basina LPS uygulamasinin ve pirazolle CYP2EI indiiksiyonu
yapilan si¢anlara LPS uygulamasinin olusturdugu apoptotik ve nekrotik degisimlerde
oksidatif stresin roliinii belirlemek amaciyla karacigerde prooksidan-antioksidan denge de
incelendi. 10 mg/kg LPS uygulamasindan 6 saat sonra yapilan incelemelerde karacigerde
MDA ve DK diizeylerinin artt1gi, antioksidan sistem elemanlarmda ise bir degisiklik
olmadig1 bulundu. Buna karsilik pirazol+LPS grubunda ise MDA ve DK diizeylerinde
daha ileri artiglar saptandi. GSH, E vitamini ve C vitamini diizeyleri degismemesine
ragmen SOD ve GSH-Px aktivitelerinde bir azalma goézlendi. Bu sonuglar, CYP2E1
indiiksiyonu yapilan sicanlarda LPS’nin prooksidan-antioksidan dengeyi daha belirgin bir
bi¢cimde etkiledigini, disi ve erkek sicanlar arasinda bu yonden bir farklilik olmadigimi
gostermektedir.

Buna gore, CYP2El sistemi indiiklenen siganlarda, LPS uygulamasmin
karacigerde apoptozisi arttirdigi, inflamatuar ve nekrotik olusumlara neden oldugu,
prooksidan-antioksidan dengede degisimlere yol actigi , ancak disi ve erkek sicanlar

arasinda bu yonden bir farklilik olusmadig1 géziikmektedir.
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