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GIRIS

Kolestaz sonucu histolojik diizeyde karacigerde bazi degisiklikler
olugmaktadir. Bu degisikliklerden sorumlu mekanizmalardan birinin oksidatif stres
oldugu dugtnilmektedir.

Kolestaz olustuktan sonra; safra kanalikiillerinde dilatasyon, mikrovillus
kaybi, hiicrelerarasi bilegkede degisiklikler olur. Bunun sonucu olarak kanalikiler
gecirgenlik artar ve hepatositlerde plazma membran polaritesinin degigir ve safra
iceriginin hepatik lenflere ve kana regirjitasyonu olusur (37). Bu yapisal
degisiklikler yaninda, biliyer epitel bélgesini infiltre eden lenfosit ve makrofajlarin
etkisi ile sitokin ve diger inflamatuvar mediatérlerin salinimi olur. Kolanjiositler de
bu durumdan badimsiz olarak timor nekroz faktér-alfa (TNF-alfa) ve interldkin 6
(IL-6) gibi proinflamatuvar sitokinleri salabilirler (1, 42).

Deneysel caligmalarda dolagimdaki bu sitokinlerin reaktif oksijen
metabolitlerinin  (ROM) yapimini arttirdii ortaya konulmustur. TNF-alfa’nin
sliperoksid, hidrojen peroksid ve hidroksil radikallerinin yapimini arttirmak suretiyle
oksidatif stres olusturdugu bildiriimektedir (13, 34, 53). Bunlarin yaninda nitrik oksit
proinflamatuvar sitokinlerin etkisi ile normalden fazla olusur ve beraberinde
peroksinitrit gibi reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuna neden olur. Oksidatif
stres ile mitokondriyal respirasyon bozulur, lipid peroksidasyonuyla hicre
membranlari hasarlanir, DNA sentezi ve onarict enzimler inhibe olur (561). Tim bu
degisiklikler hepatoselliiler hasarin olusumuna neden olmaktadir (10, 398, 41).
Kolestazda, serbest radikallerin olugsumu ile tetiklenen membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonu ve hiicresel antioksidan sistemin temel faktorii olan glutatyon
sisteminin fonksiyonunun bozulmasi ile bir dengesizlik olugsmaktadir (10, 26, 39).
Diger yandan, oksidatif stres antioksidan enzimlerin aktivitesini degistirerek,
sliperoksid ve hidrojen peroksid yapimini da arttirarak doku hasarinin
fazlalagmasina neden olmaktadir (47).

Kolestaza baglh hasarin temel mekanizmasinin lipid peroksidasyonu oldugu
bildirilmigtir (45, 49). Kolestaz esnasinda polimorfoniikleer |6kositlerin portal
alanda birikmesi, A ve E vitamini gibi yagda eriyen vitaminlerin eksikligi ve artan
oksidatif stresin sekonder doku hasarini arttirdid: bildirilmistir (4, 31, 46, 48). Lipid



peroksidasyonunun en 6nemli gdstergesi olan malondialdehid (MDA) dizeyleri
koledoklan baglanmig ratlarda yapilan galismalarda karacider dokusu, plazma ve
eritrositte yliksek olarak tespit edilmistir (24, 29, 32, 39).

Bu durumda, endojen antioksidan sistemin kolestaz altindaki karacigerin
daha fazla hasar gérmemaesi icin etkili olmasi gereklidir (27).

Yapilan ¢aligmalarda biliyer obstriiksiyonu olan ratlarda antioksidan enzim
aktivitelerinin azaldi§i ve bunun temel nedeninin oksijen radikallerinin reaksiyon
arinlerinin, enzim sistemini inhibe etmesi oldugu ve E vitamini ve selenyum
diizeylerinin dusikitiginin de oksidatif strese katkida bulunabilecekleri
bildiriimektedir (5, 14, 16, 39).

Yapilan hayvan caligmalarinda glutatyon peroksidaz (GSH-Px) agisindan
degisik sonuclar tespit edilmigtir. Bazi arastinicilar hepatik enzim diizeylerini digik
olarak tespit ederken (2, 29, 33, 39), eritrosit diizeyleri agisindan koledogu
baglanmis ratlarla, kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunamamistir (2, 29).

Superoksid dismutaz (SOD) dizeylerini degerlendiren hayvan
calismalarinda karaciger SOD diizeyi bir galismada dusik olarak bulunurken (33),
bagka bir caligmada kontrol grubu ile anlamli bir fark bulunamamigtir (2). Eritrosit
SOD degerleri agisindan ise bir ¢galismada koledoklar baglanmig ratlar ile kontrol
grubu arasinda fark bulunamamistir (29).

Yapilan caligmalarda da gérildigu gibi ekstrahepatik kolestaz durumunda
olusan karaciger hasarindan sorumlu mekanizmalardan biri de oksidatif strestir.
Biz de calismamizda oksidatif stres varligini MDA, buna viicudun cevabini da
antioksidan enzim diizeylerini tespit ederek incelemeye calistik.



GENEL BILGILER

Kolestaz, duodenuma safra akiminin azalmasi veya yoklugu olarak
tanimlanabilmektedir. Normal kanalikiiler safra akimi; kanalikillere plazma veya
hepatositlerden aktif olarak salinan solltlere cevap olarak su ve elektrolitlerin
ozmotik akimidir. Sonugta olusan konsantrasyon gradienti, safra asitlerine bagl
(salinan safra asitlerine bagli) ve safra asitlerinden bagimsiz (diger solitlerin
6zellikle glutatyon ve glutatyon konjugelerinin salimina bagh) komponentleri igerir
(37).

Safra asitlerinin hepatositlerden salinimi; safra asitlerinin alimi, hicre igi
transport ve kanalikiiler sekresyon safhalarini igerir. Bilirubinler tasiyicilarla
hepatosit i¢ine alinip, UDP-glukronil transferaz enzimi yardimi ile glukronik asit ile
endoplazmik retikulumda konjuge edildikten sonra kanalikiler limene salinir.
Bunun yaninda safra yollan epite! hiicreleri (kolanjiosit) de sekretinin
stimulasyonu ile bikarbonattan zengin sivi sekrete ederler (37).

Kolestaz 2 sekilde ortaya ¢ikabilmektedir:

1. intrahepatik kolestaz

a. Intrahepatik safra yollarinin obstriiksiyonu
b. Hepatositlerin safra sekrete edememesi

2. Ekstrahepatik kolestaz

Ekstrahepatik kolestaz nedenleri arasinda; safra yolunun tas, kan veya
striktiir ile ttkanmasi veya digtan basi ile akimin engellenmesi sayilabilir. Porta
hepatisi tutan lenfatik timdrler, pankreas timdrieri ve pankreatit olgulan digtan
basi yaparak kolestaza neden olabilirler (52).

Ekstrahepatik kolestazda safra kanalikillerinde dilatasyon ve sonugta
mikrovillus kaybi, hiicrelerarasi bileskede degisiklikler olugur. Sonugta kanalikiiler
gegirgenlik artar ve safra igeriginin hepatik lenflere ve kana regirjitasyonu olusur.
Kanalikiillerin yaninda hepatositierde de bazi degisiklikler olur. Plazma membran
polaritesi, degisik enzim ve tasiyicilarin kanalikliler kutuptan siniizoidal kutuba
gegmesiyle modifiye olur ve normalde kanalikiillere salinan maddelerin tekrar kana
veriimesine neden olur. Ayrica safra asitlerinin hepatositier tarafindan alimini
saglayan tagiyicilarin down regilasyonu sonucu, hem kolestazin bir sonucu olan



safra iceriginin kanda birikimi saglanmis olur, hem de potansiyel olarak toksik olan
safra asitlerinin hepatositlerde birikimi 6nlenmis olur. Ayni zamanda hepatositten
alkalen fosfataz ve kolesterol yapimi artar. Kolestazin biyokimyasal tablosundaki
kolesterol ve alkalen fosfataz artisi bu nedenle olur. Kolestaz uzun siirerse safra
yollarinda duktular proliferasyon, fibrozis ve sonugta sekonder biliyer siroz
olusabilir (37).

Biliyer obstriiksiyon akut hepatoselliller hasara neden olur ve uzun sirerse
progresif fibrogeneze yol acabilir. Hasarin mekanizmasi tam olarak ortaya
konamasa da, yapilan klinik ve deneysel cahsmalarda serbest oksijen
radikallerinin rol aldi§i dustniimektedir (10, 39, 41). Bu durumda endojen
antioksidan sistemin kolestaz altindaki karacigerin daha fazla hasar gérmemesi
icin etkili oimasi gereklidir (27). Yapilan hayvan galigmalarinda safra yollarinin
baglanmasindan 7 giin sonra hepatik mikrozomal oksidatif ilag metabolizmasinin
azaldig: ortaya konmustur (12).

Karaciger reaktif oksijen metabolitierine (ROM), kolestaz veya hepatit gibi
degisik karaciger hastaliklan siresince maruz kalir. ROM karacigerde mitokondrial
elektron transport sistemi, mikrozomal sitokrom P450 sistemi, hepatositlerin
sitozolik ksantin-ksantin oksidaz sistemi yoluyla ve stimile edilmis
polimorfoniikleer |6kositler, makrofajlar, endotel hicreleri ve Kuppfer
hiicrelerinden olugmaktadir (6, 17, 23, 40). Oksidatif strese kargi karacigerde iyi
bir antioksidan sistem mevcuttur. Bu mekanizmalar iginde; mikronutrientler
(vitamin E ve C), thiolden zengin proteinler, ferritin gibi metal sekestre eden
proteinler, enzimler (reaktif metabolitleri metabolize eden epoksit hidrolaz,
ROM’lari metabolize eden katalaz ve siUperoksid dismutaz (SOD), lipid
peroksidlerini metabolize eden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sayilabilir. Insan
karacigerindeki en 6nemli antioksidan ise glutatyon sistemidir (40). Glutatyon
seviyelerinin yiksek olmasinin oksidatif stresi énledigi gosterilmigtir (25).

Safra yollarinda hasara yol agan toksik, immun, enfeksiydz, neoplastik
hastaliklar yaninda, kolestazda karacijerde hedef hiicrelerden biri de
kolanjiositlerdir. Kolanjiositlerin etkilenmesi sonucu; biliyer epitel bélgesini infiltre
eden lenfosit ve makrofajlarin etkisi ile sitokin ve diger inflamatuar mediatorierin
salinimi olur. Kolanjiositler de bu durumdan bagimsiz olarak TNF-alfa ve IL-6 gibi



proinflamatuar sitokinleri salabilifler. Bu sitokinler safra ve Dbikarbonat
sekresyonunu inhibe ederler (1, 42). Yapilan bir galigmada koledoklar baglanan
ratlarda serum TNF-alfa, IL-1beta ve interferon-gama (IFN-gama) degerlerinin
kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek oldugu bildirilmigtir (18). Deneysel
caligmalarda, dolagimdaki bu sitokinlerin ROM yapimini arttirdid1 bildirilmektedir.
Ornegin, TNF-alfa’'nin sliperoksid, hidrojen peroksid ve hidroksil radikallerinin
yapimini arttirmak suretiyle oksidatif stres olusturdugu bildiriimistir (13, 34, 47, 53).
Bunlarin yaninda L-argininden Nitrik Oksit sentetaz enzimi ile olugan nitrik oksit
proinflamatuar sitokinlerin etkisi ile normalden fazla olusur ve beraberinde
peroksinitrit gibi ROM olugsumuna neden olur. Sonugta oksidatif stres ile
mitokondriyal respirasyon bozulur, lipid peroksidasyonuyla hicre membranlan
hasarlanir, DNA sentezi ve onarici enzimler inhibe olur (51).

Degisik karaciger hastaliklarinda oldugu gibi kolestazda da hiicresel oksidatif
durumda bir dengesizlik s6z konusudur. Bu dengesizlik iki sekilde ortaya ¢ikar.
Birincisi, serbest radikallerin olusumu ile tetiklenen membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonu, ikincisi ise hiicresel antioksidan sistemin temel faktéri olan
glutatyon sisteminin fonksiyonunun bozulmasidir (10, 26, 39).

Primer sklerozan kolanjitli fare modelierinde yapilan ¢aligmalarda, nitrik oksit
sentaz inhibitérleri, ROM skavengerleri ve antioksidanlarla yapilan tedavilerin
yararl olabilecegi ortaya konmustur (7).

Tikanma sariliyi olan hastalarda yapilan calismalarda, doku hasarindan
olusan lipid peroksidasyonunun sorumlu oldudu bildiriimigtir (45, 49). Kolestaz
esnasinda polimorfontikleer 16kositlerin portal alanda birikmesi ve hepatik bakir
miktarinin artmasinin lipid peroksidasyonunu arttirdigi dasanilmektedir (4, 31).
Ayrica koledodu baglanarak ekstrahepatik kolestaz olugturulan hayvaniarda
yapilan galigmalarda, A ve E vitamini gibi yagda eriyen vitaminlerin eksikliginin de
lipid peroksidasyonuna bagl sekonder doku hasarinin engellenmesini dnledigi ve
artan oksidatif stresin sekonder doku hasarini arttirdigi bildirilmistir (45 , 46).



A. MALONDIALDEHID

Lipid peroksidasyonunun en énemli géstergesi son Uriin olan malondialdehid
(MDA) seviyeleridir. MDA hepatik stellat hiicrelerini aktive ederek kollajen yapimini
ve fibrogenezi arttinr. Ayrica TNF-alfa ve interldkin-8 gibi proinflamatuar
sitokinlerin yapimini regiile eden niikleer faktor kapa beta’yr (NF-kf) aktive ederek
inflamasyona katkida bulunur (15).

Yapilan bir caligmada koledoklari baglanarak kolestaz olugturulmus ratlarda,
eritrosit ve karaciger MDA duizeylerinin kontrol grubuna gére anlaml olarak yiuksek
bulundugu bildirilmistir (24). Yapilan baska bir caligmada koledoklar baglanarak
kolestaz olusturulmus ratlann karaciger MDA seviyeleri, baglanmadan 7 gin
sonra, kontrol grubuna gére anlamh olarak yuksek bulunmustur (29). Ratlarla
yapilan bagka galigmalarda koledok baglanmasindan 14-21 gln sonra plazma ve
karaciger MDA seviyelerinin (2), 28 giin sonra plazma MDA seviyelerinin arttigi
tespit edilmistir (39). Vendemiale ve ark, 12 kolestazli hastada yaptiklari
calismada karaciger MDA dizeylerinin kontrol grubuna gére yiksek oldugunu ve
kolestaz tablosunun diizelmesinden sonra tamamen normale déndigini
bildirmiglerdir (50).

Ljubuncic ve ark, koledogu baglanmig ratlara ursodeoksikolik asit (UDCA)
vererek lipid peroksidasyonunun bir géstergesi olan MDA seviyelerinin digtiguna
gostermislerdir (19).

Lubrano ve ark, kolestazh 10 gocuk {izerinde yaptiklari bir caligsmada
hastalara E vitamini verilerek, eritrosit ve plazma MDA seviyelerinde azalma
oldugunu tespit etmiglerdir (21).

Parola ve ark, ratlarda yaptiklar bir ¢caligmada lipid peroksidasyonunun
koledok baglanmasindan sonraki 1-2 haftalik dénemde bagladi§ini ve bunun bir
gostergesi olan MDA duzeyleri ile nétrofii ve monosit/makrofaj infiltrasyonu
arasinda pozitif korelasyon oldugunu tespit etmiglerdir (32).



B. ANTIOKSIDAN ENZIMLER

Enzimler organik katalizérlerdir. Enzimler substratlarina baglanir ve
olusturdukian bu kompleks enzim ve bir Uriine parcalanir. Bazi enzimler kimyasal
reaksiyonlari katalize etmek igin kofaktér denen ikinci bir bilesige ihtiya¢ duyarlar.
Bu kofaktdr inorganik veya organik olabilir. inorganik kofaktérler arasinda Fe*?
Zn*? | Mn*?, Cu*?, K*, Na* sayilabilir. Organik kofaktérlere koenzim denir. Bazi
enzimlerin katalitik fonksiyonlar igin koenzimle beraber metal iyonu da gerekebilir.
Metal iyonlarina gereksinim duyan enzimlere metalloenzimler denir. Metal
iyonlarina kofaktér olarak gereksinim duyan veya onlari iceren enzimiler arasinda
alkol dehidrogenaz (Zn*? ), karboksipeptidaz (Zn*?), fosfotransferaz (Mn*2 ),
sitokrom oksidaz (Fe*? ve Fe*®), stiperoksid dismutaz (Zn*? , Cu*?, Mn*?, Fe*®) ve
glutatyon peroksidaz ( Se*® ) sayilabilir (36).

En dis halkasinda ciftlenmemis elektron bulunan ve bu nedenle ¢ok reaktif
olan serbest radikaller anyon, katyon veya nétral durumda bulunabilirler. Diger
molekillerle hizla kimyasal reaksiyona girme ve onlarin yapisini degistirme
yetenegine sahiptirler (8, 36).

Oksijen bir elektron alarak indirgenir ve ilk radikal olan superoksid olusur.
Siperoksid anyon radikalleri hiicre zarina ve DNA'ya zarar verebilir veya degisik
enzimleri inaktive edebilirler. Bir elektron daha alarak hidrojen peroksid olusur.
Hidrojen peroksid aslinda serbest radikal degildir, fakat bir elektron alarak hidroksil
radikal ve hidroksil anyonuna ddnisebilir. Hidroksil radikali gig¢li bir kimyasal
aktiviteye sahiptir (54).

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkisine maruz kalan organizmalarda
oldukga kompleks bir savunma sistemi gelistiriimigtirr Bu savunma sistemi;
glutatyon peroksidaz, siperoksid dismutaz, katalaz, indirgenmig giutatyon,
glutatyon rediiktaz ve vitaminleri kapsar.

Yapilan ¢aligmalarda biliyer obstriksiyonu olan ratlarda, karaciferde
antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigi tespit edilmistir. Bu konuda suglanan
temel faktbr, oksijen radikallerinin reaksiyon Urinlerinin enzim sistemini inhibe
etmesidir. Ornegin; SOD hidrojen peroksid ile, katalaz ve GSH-Px siiperoksid ile
inhibe edilir. Ayrica bu ratlarda E vitamini ve selenyum diizeylerinin diisiik oldugu,



E vitamini eksikliginin lipid peroksidasyonunu arttirarak, selenyum eksikliginin ise
GSH-Px aktivitesini azaltarak oksidatif strese katkida bulunabilecekleri
bildiriimektedir (5, 14, 16, 39).

a- GLUTATYON PEROKSIDAZ

Serbest oksijen radikallerine kargl savunma gérevi yapan bir enzim olan
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tetramer yapisindadir ve dért tane selenyum tasir.
Bu enzim temel olarak hidrojen peroksidi suya indirger, hemoglobinin, membran
proteinlerinin ve enzimlerinin siilfidril gruplarini redikleyerek eritrosit bittanlagiini
saglar ve ayrica prostaglandin ve l6kotrien sentez ve katabolizmasinda rol alir.
Organik hidroperoksitlere etkisi yoktur (9, 36).

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksidi suya indirgerken indirgeyici gi¢
olarak indirgenmis glutatyonu (GSH) kullanir. Glutatyon antioksidan savunma igin
cok énemlidir. Glutatyon, antioksidan glutatyona bagli enzimlere substrat olmasi
yaninda, serbest radikallerin temizlenmesinde, a-tokoferol olusumunda ve protein
silfidril gruplarinin  devaminda etkilidir. Yapilan caligmalarda glutatyon
konsantrasyonlarinin azalmasinin lipid peroksidasyonunda artmaya neden oldugu
gosterilmigtir (35, 36).

GSH-Px
2GSH + H20», GSSG + H.0

Reaksiyona giren glutatyonlar okside olurlar (GSSG). Reaksiyonun devami
icin okside glutatyonlar tekrar indirgenmis hale getiriimelidir. Burada glutatyon
rediktazin (GSSG-R) katalizledigi ve nikotinamid adenozin dinlkleotid fosfatin
(NADPH) kullanildigi bir reaksiyon olusur. Bu reaksiyonda kullanilan NADPH’ in
tekrar sentezi igin ise glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-P Dehidrogenaz)
enzimine gerek vardir.



GSSG + NADPH ----emmemememeeee- GSH + NADP?*
G-6-P

Glukoz-6-fosfat + NADP* 6-P-Glukanolakian + NADPH
Dehidrogenaz

Selenyuma bagh glutatyon peroksidaz karacigerde ylksek; kalp, akciger ve
beyinde orta ve kasda diigik aktivitede bulunur. Enzim serum, plazma, eritrosit,
trombosit, plasenta ve diger dokularda bulunur. Selenyum alimi enzimin dagilimini
ve aktivitesini degistirmektedir. Selenyum eksikliginde GSH-Px aktivitesi karaciger
ve plazmada fazla, bdbrekler ve eritrositlerde orta derecede azalma gésterir (9,
36).

Eritrosit GSH-Px ile selenyum arasinda énemli bir iliski mevcuttur. Selenyum
GSH-Px icine sadece eritropoezis ve hiicre maturasyonu sirasinda girdiginden
énemli degisiklikler ancak uzun bir zaman siirecinden sonra saptanir. Bu gecikme
dolagimdaki eritrositlerin yagsam siiresi ile yakindan iligkilidir. Selenyuma bagh olan
ve olmayan GSH-Px aktivitesi dokular arasinda farklilk gdsterir. insan
karacigerinde total GSH-Px aktivitesinin % 42’ sini selenyuma bagli oimayan GSH-
Px enzimi olugturur. Bu durum vitamin E dlzeyi yeterli, selenyum ve.- GSH-Px
diizeyi digik olan hastalarda belirgin semptomlarin olmamasini agiklayabilir (36,
43).

Yapilan galigmalar eritrosit GSH-Px aktivitesinin kadinlarda erkeklere gére
hafif ama anlamli olarak yiiksek oldugunu géstermistir. Plazma ve eritrosit GSH-Px
aktivitelerinin yasla azaldigi da bilinmektedir (11).

Togashi ve ark, insanlarda yaptii bir ¢alismada, akut ve kronik hepatitili
hastalarda karacijer SOD ve GSH-Px diizeylerini incelemislerdir. Akut hepatit
grubunda CuZn SOD seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli olarak dlsik
bulunmustur. GSH-Px agisinda hasta ve kontrol grubu arasinda anlami bir fark
bulunamamistir (44).



Ratlarda yapilan bir galismada, koledoklari baglanarak kolestaz olugturulmus
ratlarin karaciger GSH-Px seviyeleri baglanmadan 7 giin sonra, kontrol grubuna
gore anlamli olarak diigiik bulunmustur. Ayni galismada eritrosit GSH-Px seviyeleri
agisindan iki grup arasinda farklihk bulunmamugtir (29). Alptekin ve ark, ratlarda
yaptidi benzer bir calismada koledok baglanmasindan 14-21 giin sonra eritrosit
glutatyon seviyeleri agisindan kontrol grubu ile hasta grubu arasinda anlamii bir
fark bulamamstir. Ayni galigmada hepatik GSH-Px aktivitesi anlaml olarak diigiik
bulunmustur (2).

Ratlarda yapilan bir calismada, S-adenosyl-L-metionin ile glutatyon
diizeylerinin artmasinin hepatositierde GSH-Px diizeyini arttirarak oksidatif strese
kargl koymada yararli olabilecedi 6ne surilmustir (10).

Yapilan bir ¢galigmada koledoklan baglanarak kolestaz olugturuimus ratlarin
28 giin sonra karacigerlerinde Se-GSH-Px ve selenyuma bagh olmayan GSH-Px
diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak diigiik oldugu ve N-asetil sistein
verilerek enzim diizeyinin arttinldigi bildirilmigtir (33).

Singh ve ark, yaptikiari galismada koledogu baglanmig ratlarda plazma ve
karacijerde E vitamini duzeylerinin diigikligi yaninda, karacijerde GSH-Px,
glutatyon rediiktaz ve katalaz aktivitesinin de azalmig oldugunu bildirmiglerdir (39).

b- SUPEROKSID DISMUTAZ

Siperoksid dismutaz enzimi, siperoksid anyon radikallerinin hidrojen
peroksid ve oksijene dénlisimini katalizleyerek hiicreler igin oksijen toksisitesine
kargi énemli bir korunma saglar. SOD enzimi degisik organ ve dokularda farkls
konsantrasyonlarda bulunur. Karaciger dokusu enzimin en ¢ok bulundugu organ
olarak bilinmektedir (3, 54). Dort alt grubu vardir.

a. Bakir Cinko igeren Siperoksid Dismutaz (CuZn SOD). Bu enzim
siiperoksid detoksifikasyonu igin anahtar bir enzimdir. O2 — HxO, dontgtimini
saglar. Bu reaksiyonda O yikilir, ama gu¢lii bir oksidan olan H2O. olugur. Olugan
bu H20, daha sonra katalaz enzimi ile detoksifiye edilir (3).

202— + 2H+ > Hzoz +02
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CuZn SOD enzimi iginde katalitik olarak aktif olan metal bakirdir. Cinkonun
ise sadece enzimi stabilize ettigi bilinmektedir. Enzimin iki tipi tanimlanmaktadir.
Genelde bulunan SOD-1 enzimidir (3).

CuZn SOD enziminin ¢gogunlugu hiicre sitozollindedir, ama ayni zamanda
lizozomlarda, mitokondrinin i¢ ve dig membranlari arasinda ve nikleusta da
bulunmaktadir (3).

CuZn SOD karaciferde daha ¢ok sentrilobiler alandaki hepatositlerde
yoJunlagmaktadir. Enzimin karaciger lobillerinde diffiiz ve lokal olarak iki farkli
dagihmi s6z konusudur. Fokal dagiimin giddetli parenkimal lezyonu ile beraber
olan karaciger hastaliklarinda oldugu tespit edilmigtir (54).

b. Mangan iceren Siiperoksid Dismutaz (Mn SOD): llk kez E. coli’ den izole
edilen bu enzim bazi bakterilerde ve bitki ve hayvan dokusu ekstraktlarinda da
bulunmaktadir. Bakir alimi kisitlanan durumlarda Mn SOD sentezi artmakta, tam
tersi mangan alimi kisitlanan durumlarda da CuZn SOD aktivitesi artmaktadir (30).
Enzimin dort alt protein Unitesi vardir ve her tnite 0.5 veya 1 mangan igerir.
Enzimden mangan ¢ikarilirsa aktivite kaybolur.

Mn SOD enzimi baglica mitokondri matriksinde yerlegmistir, bununla birlikte
mitokondri diginda da bulunmaktadir (3).

Mn SOD enziminin aktivitesi alkolik karaciger hastalarinda alkole bagli
oksidan strese cevap olarak artar. Bunun yaninda alkolik karaciger hastalarinda
oksidan stres esnasinda salinan bir sitokin olan TNF-alfa’da enzim aktivitesinde
artisa neden olur. TNF-alfa oksidatif stresi; slperoksid, hidrojen peroksid ve
hidroksil radikallerini arttirarak yapar.

c. Demir igeren Siiperoksid Dismutaz (Fe SOD). E. coli bakterisinden elde
edilmistir. Enzim hiicre matriksinde bulunmaktadir. iki protein alt tnitesi igerir ve
her alt tinitede bir veya iki demir iyonu vardir. Enzim normal halde iken Fe iyonu
+3 degerliklidir (3).

d. Ekstraselliler Stperoksid Dismutaz (EC SOD). Ekstraselliler sivinin temel
SOD enzimidir. Dokular arasinda enzimin miktan farkliliklar gésterir. Fizyolojik roli
heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, ekstraselliiler alanda koruyuculuk yaptigi
dustntlmektedir. EC SOD glukoprotein yapisindadir ve karacider plazma
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proteinlerinin 6nemli bir kaynagi olmasina ragmen bu enzim karacigerde azdir
(22).

Seto ve ark, yaptidi bir galismada kiltlir ortaminda hepatosit icinde safra
asitlerinin yiiksek konsantrasyonda oldugu ve lipid peroksidlerinin aktive edildigi bir
durumda alfa-tokoferol veya SOD’nin kiiltir ortamina ilavesinin aktivasyonu inhibe
ettigi gdsterilmistir (38).

Togashi ve ark, insanlarda yapti§i bir ¢alismada, kolestaz durumunda
serbest oksijen radikallerinin katilimi ile oksidatif stresin etkili oldugunu ve
karacigerde ZnSOD, CuSOD ve katalaz aktivitelerinin dugik oldugunu bildirmistir
(44).

Ratlarda yapilan bir galigmada, koledoklari baglanarak kolestaz olusturulmus
ratlarin eritrosit SOD seviyeleri baglanmadan 7 giin sonra ve kontrol grubunda
tespit edilmis ve iki grup arasinda anlamii bir fark bulunamamigtir (29).

Alptekin ve ark, ratlarda yaptidi bir ¢alismada koledogun baglanmasindan
14-21 giin sonra karacijer SOD degerleri kontrol grubundan farkli bulunmamistir
(2).

Yapilan bir galismada, koledoklari baglanarak kolestaz olusturulmus ratlarin
28 giin sonra karaciferlerinde SOD dizeylerinin kontrol grubuna gére anlamh
olarak diigiik oldugdu bildirilmigtir (33).

31 primer biliyer sirozlu hastayr da igeren degisik karacifer hastalarinda
yapilan bir calismada, serum Mn-SOD diizeyleri disik olarak bulunmus ve bu
durum oksidatif stres lehine yorumlanmistir (28).
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GEREC VE YONTEM

HASTALAR

Ekim 2002 ile Haziran 2003 tarihleri arasinda GATA Gastroenteroloji klinigine
safra tasina bagh ekstrahepatik kolestaz tanisi ile bagvuran ve degisen
derecelerde aminotransferaz yiksekligi olan 20 hasta ile saglkli kontrol grubu
olarak 15 birey ¢alismaya alindi.

Hasta grubunda (Grup A) 17 kadin, 3 erkek vardi. Yas ortalamas! 51.65
(19-78) idi. Hastalarin gelis tablolarinda biyokimyasal ve radyolojik olarak kolestaz
bulgulart mevcuttu. Ates ve I6kositozu olan hastalar galismaya dahil edilmedi
(Tablo-1). Kolestaz esnasinda tim hastalardan kan 6érnekleri alindi.

Hastalarin timiine ERCP iglemi yapildi ve biyokimyasal olarak kolestaz
tablosu tamamen diizeldikten sonra tekrar kan drnekleri alindi (Grup B).

Kolestaz tablosunun tamamen dizelme siresi ortalama 15.95 gindi.

Baska bir hastalii olmayan 15 bireyden kontrol grubu olarak kan érnekleri
alindi (Grup C). Bireylerin 12’si kadin, 3'U erkekti. Yas ortalamasi 51.06 (22-84)
idi.

’E;ﬂe Q. éL’,ZZ‘_., < - ) o
TOIEURTAR EAL et wiisnknil
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Tablo-l: Caligmaya alinan hastalarin 6zellikleri

No | Yag | Cins | ALT | AST | ALP | GGT | T.Bil | Yapilan iglem Kolestaz
dizelme
siresi
1 | 59 K | 169 | 111 [ 263 | 126 | 3.8 | ST 8 gliin
2 | 47 K [ 229 | 95 | 225 | 164 | 1.82 | ST 22 glin
3 | 78 K 74 | 81 | 122 | 443 | 4.4 | ST+tas 10 gln
1 ekstraksiyonu
4 | 61 K 86 | 69 [ 192 | 300 | 0.7 | ST 7 gin
5 | 62 K 134 | 29 [ 693 | 323 | 04 |ST 30 giin
6 | 53 E | 183 | 312 | 193 | 374 | 1.52 | ST+ tas 30 glin
ekstraksiyonu
7 | 61 K [ 830656 | 195 | 302 | 3.21 | ST 15 glin
8 | 76 K | 137 | 286 | 659 | 348 | 2.9 | ST+tas 16 glin
ekstraksiyonu
9 ! 63 K 67 | 52 | 387 | 230 | 6.8 |ST+tas 22 gln
ekstraksiyonu
10 | 28 K 74 | 31 | 201 | 123 | 1.71 | ERCP normal 6 gin
11 | 48 E | 601|219 | 140 | 914 | 1.8 | ST+ tas 32 giin
3 ekstraksiyonu
12 | 19 K | 216 | 153 | 164 | 101 3.9 | ST+ tas 6 gln
ekstraksiyonu
13 | 22 K 64 | 112 | 141 | 356 | 1.2 | ST 15 gin
2
14 | 64 K 61 78 | 751 | 454 | 18.7 | ST 25 gin
6
15 | 27 K [ 112 | 73 | 443 | 419 | 44 | ST+tas 14 glin
ekstraksiyonu
16 | 70 K | 184 | 670 | 826 | 345 | 6.0 | ST+ tas 9 glin
ekstraksiyonu
17 | 43 E 60 | 46 | 311 | 45 7.8 | ST 16 giin
18 | 25 K | 267 | 67 | 337 | 451 0.7 | ST+tas 7 gln
ekstraksiyonu
19 | 55 K | 316 | 135|344 | 383 | 1.6 |ST 15 gln
20| 72 E | 311 | 446 [ 512 | 503 | 2.17 | ST+ tas 14 gin
ekstraksiyonu

AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin aminotransferaz,

GGT: Gama glutamil transferaz, ALP: Alkalen fosfataz,
T.Bil: Total bilirubin, ST: Sfinkterotomi
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HASTALARDAN KAN ORNEKLERININ ALINMASI
VE HAZIRLANMASI

Calgmamiza dahil olan hastalardan ve kontrol grubundan tripotasyum
EDTA’lI (Etilendiamintetraasetik asit) tiiplere 10 ml kan alindi. Alinan kan drnekleri
derhal 4 °C'de 4000 rpm'de 6 dakika santriflj edildi. Plazma kismi ayrildi ve
polipropilen tiplerde -25 °C’de analiz yapilincaya kadar saklandi. Geride kalan
sekilli elemanlar lzerine hacminin ¢ katl kadar %0.9'luk NaCl soliisyonu ilave
edilerek hafifce ters ylz edildi ve 4 °C'de 6 dakika santrifiij edilerek Ustteki
stipernatan atildi. Bu islem iki defa daha tekrar edilerek sonunda 1 ml eritrosit
ahnarak Gzerine 4 ml soduk distile su ilave edilip vortekslenerek (Nuve, Tirkiye)
lize edildi ve 4 °C’'de 10 dakika tutuldu. Daha sonra 4 °C’'de 30 dakika santrif{j
edilerek eritrosit kabuklarinin ayrilmasi saglandi ve polipropilen tiiplerde -25 °C'de
analiz yapilincaya kadar saklandi.

MALONDIALDEHID VE ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN GALISILMASI

Malondialdehid (MDA) tayini

Lipid peroksidasyon uriinlerinden olan MDA tayini, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
MDA’nin reaksiyon vererek 532 nm dalga boyunda &lgllebilen renkli bir bilegik
vermesi esasina dayanmaktadir.

Eritrosit lizat 6rnekleri ve plazma distile su, glasiyal asetik asit ve % 0.33'llk
akéz TBA solisyonu ile karngtinldiktan sonra kaynayan su banyosu lizerinde 60
dakika sire ile isitildi. Numuneler sodjuduktan sonra, TBA ile reaksiyon veren
maddelerin olusturmus oldugu kompleks n-butanol fazindan gegirildikten sonra,
organik fazdaki kompleksin olusturdugu renk 532 nm’'de spektrofotometrede
6lglildi. Standart kalibrasyon egrisi, tetrametoksipropan soliisyonu kullanilarak
elde edildi. Eritrosit MDA degerleri nmol/mi olarak belirtildi.

Eritrosit ve plazmada GSH-Px dlgiimii:

GSH-Px olgumleri spektrofotometrik (Philips, PU 8360, Ingiltere) olarak
yapildi. Baglangicta hazirlanan eritrosit ve plazma &rnekleri iginde glutatyon,
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glutatyon rediktaz, NADPH, EDTA bulunan ortamla inkibe edildikten sonra
tersiyer butil hidroperoksit kullanilarak reaksiyon baglatildi ve absorbans azalmasi
spektrofotometrede 340 nm’de takip edildi. Ayni gartlarda hazirlanan standart
kalibrasyon grafigine gére 6érneklerin eritrosit ve plazma GSH-Px aktiviteleri U/ml
olarak hesaplandi.

Eritrositlerde CuZn SOD dlg¢iimu:

Eritrositlerde CuZn SOD 6lgiimi spektrofotometrik olarak yapildi. Substrat
olarak 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolium kloriir (I.N.T.) kullaniidi.
Siiperoksid anyonu radikali dreticisi olarak ksantin-ksantin oksidaz sistemi
kullanildi. Basglangigta hazirlanan eritrosit lizatlarindan uygun miktar alindi ve
hazirlanan reaksiyon karigimi ile inkibe edildi. Absorbans degisimi
spektrofotometrede 505 nm'de takip edilerek O&lgimler yapildi. Standart
kalibrasyon grafigine gére 6rneklerdeki CuZn SOD aktiviteleri U/ml olarak verildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

ilk 6nce caligmaya alinan parametrelerin ortalamalan, standart sapmalari
ve dagilimlart belirlendi. Daha sonra gruplardan saglanan verilerin normal
dagiima uyup uymadiklar test edildi. Verilerin biyik béliminin normal dagiima
uymadiklan gozlendi. Bu nedenle non-parametrik testlerin uygulanmasi
kararlastirildi.

Hasta grubu ile kontrol grubunun karsilastiriimasinda Mann-Whitney U testi,
hasta grubunun ERCP o&ncesi ve sonrasi degerlerinin kargilagtinimasinda

Wilcoxon testi kullanildi. Sonuglarda p< 0.05 dederi anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Hasta ve kontrol grubunun eritrosit MDA, plazma GSH-Px, eritrosit GSH-Px
ve eritrosit CuZn SOD degerleri Tablo 1I'de gbsterilmistir.

Ortalama eritrosit MDA degerleri ERCP 6ncesi hasta grubunda (A grubu)
6.07, ERCP sonrasi hasta grubunda (B grubu) 3.46, kontrol grubunda (C grubu)
1.32 nmol/ml idi (Tablo III).

Ortalama plazma GSH-Px degerleri A grubunda 0.61, B grubunda 0.57, C
grubunda 0.72 U/ml idi (Tablo IIl).

Ortalama eritrosit GSH-Px degerleri A grubunda 12.74, B grubunda 11.37, C
grubunda 11.07 U/ml idi (Tablo Ill).

Ortalama eritrosit CuZn SOD de@erleri A grubunda 333.95, B grubunda
316.70, C grubunda 233.46 U/ml idi (Tablo IIl).

Eritrosit MDA

Eritrosit MDA dederleri;
¢ A grubunda B grubuna gore istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksekti
(p= 0.000).
e A grubunda C grubuna gére istatistiksel agidan anlaml olarak yiksekti
(p= 0.000).
¢ B grubunda C grubuna gére istatistiksel agidan anlamh olarak yiksekti
(p=0.000). (Tablo IV)

Plazma GSH-Px

Plazma GSH-Px degerleri;
e A grubunda B grubuna goére yiksek olmasina ragmen aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p= 0.401).
¢ C grubunda A grubuna gére istatistiksel agidan anlaml olarak yuksekti
(p=0.001).
e C grubunda B grubuna gére istatistiksel agidan anlamh olarak yuksekti
(p= 0.000). (Tablo IV)
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Eritrosit GSH-Px

Eritrosit GSH-Px degerleri;
¢ A grubunda B grubuna gére istatistiksel agidan anlamii olarak yiksekti
(p= 0.000).
¢ A grubunda C grubuna gére istatistiksel agidan anlamli olarak yiiksekti
(p= 0.023).
e B grubunda C grubuna goére yiksek olmasina ragmen aralarinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik yoktu (p= 0.521). (Tablo V)

Eritrosit CuZn SOD

Eritrosit CuZn SOD degerleri;

e A grubunda B grubuna gére yiksek olmasina ragmen aralarinda
istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik yoktu (p= 0.709).

e A grubunda C grubuna gére istatistiksel agidan anlamli olarak yiksekti
(p=0.002).
¢ B grubunda C grubuna gére istatistiksel agidan anlamh olarak yiiksekti
(p=0.001). (Tablo IV)
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Tablo-ll: Hasta grubunun MDA ve antioksidan enzim dizeyleri

Grup | Eritrosit MDA Plazma Eritrosit Eritrosit
(nmol/ml) GSH-Px GSH-Px CuZn SOD
(U/ml) (U/ml) (U/ml)
A1 11.22 0.46 11.41 444
A2 11.69 0.44 10.60 367
A3 3.33 0.48 12.16 550
A4 5.75 0.71 14.13 334
A5 9.02 0.57 13.29 359
A6 11.75 0.50 13.38 266
A7 4.85 0.62 14.15 362
A8 9.43 0.67 13.79 402
A9 3.76 0.72 14.04 309
A10 4.66 0.66 21.09 491
A1 3.90 0.59 5.01 305
A12 5.30 0.54 13.83 263
A13 4.87 0.77 14.18 231
A4 4.72 0.52 13.26 288
A15 4.89 0.61 12.75 599
A16 4.13 0.72 12.86 193
A17 3.82 0.73 9.58 155
A18 5.15 0.64 7.66 245
A19 5.73 0.67 14.15 287
A20 3.45 0.65 13.67 229
B1 6.44 0.56 11.15 381
B2 4.50 0.52 11.59 516
B3 3.29 0.51 9.82 381
B4 4.93 0.32 13,69 421
B5 3.62 0.55 8.44 244
B6 3.23 0.62 11.19 229
B7 3.60 0.67 12.47 379
B8 2.80 0.74 13.35 310
B9 3.31 0.67 12.83 286
B10 3.17 0.52 13.95 217
B11 2.27 0.57 12.56 273
B12 2.67 0.63 8.48 306
B13 3.11 0.62 8.85 197
B14 2.96 0.48 9.06 533
B15 3.1 0.67 11.70 266
B16 2.72 0.64 12.36 299
B17 3.58 0.49 11.62 267
B18 3.04 0.48 10.58 242
B19 4.83 0.72 11.57 316
B20 2.06 0.54 12.19 271

A Grubu; ERCP 6ncesi hasta grubu B Grubu: ERCP sonrasi hasta grubu
C Grubu: Kontrol grubu MDA: Malondialdehid, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz,

CuZn SOD: Bakir Cinko Siiperoksid dismutaz
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Tablo-ll (devami): Kontrol grubunun MDA ve antioksidan enzim dizeyleri

Grup | Eritrosit MDA Plazma Eritrosit Eritrosit
(nmol/mt) GSH-Px GSH-Px CuZzn SOD
(U/ml) (U/ml) (U/ml)
C1 1.51 0.77 8.36 249
C2 1.53 0.81 8.98 265
C3 1.49 0.67 11.69 223
C4 1.84 0.69 13.86 314
C5 1.20 0.54 9.41 279
C6 1.73 0.64 13.65 242
Cc7 0.93 0.66 12.61 252
C8 0.75 0.76 9.41 192
C9 1.10 0.78 11.73 154
C10 1.45 0.69 16.95 216
Ci1 1.08 0.67 11.19 205
C12 1.54 0.83 9.00 267
C13 1.50 0.80 8.97 260
Ci14 1.09 0.77 10.6 190
Ci15 1.20 0.76 9.65 194

A Grubu: ERCP 6ncesi hasta grubu B Grubu: ERCP sonrasi hasta grubu
C Grubu: Kontrol grubu MDA: Malondialdehid, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz,
CuZn SOD: Bakir Cinko Siiperoksid dismutaz

Tablo-lll: Hasta ve kontrol grubunda parametrelerin ortalama degerleri

Gruplar Eritrosit Plazma Eritrosit Eritrosit
MDA GSH-Px GSH-Px CuZn SOD
(nmol/ml) (U/mi) (U/ml) (U/ml)

Hasta grubu 6.07 0.61 12.74 333.95
(ERCP 6ncesi)

Hasta grubu 3.46 0.57 11.37 316.70
(ERCP sonrasi)

Kontrol grubu 1.32 0.72 11.07 233.46
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Tablo-IV: Test sonuglarinin istatistiksel olarak kargilastiriimasi

Gruplar Eritrosit Plazma Eritrosit Eritrosit
MDA GSH-Px GSH-Px | CuzZn SOD

ERCP 6ncesi hasta grubu-

ERCP sonrasi hasta grubu p= 0.000 p= 0.401 p= 0.037 p= 0.709
ERCP o6ncesi hasta grubu-

Kontrol grubu p= 0.000 p= 0.001 p= 0.023 p= 0.002
ERCP sonrasi hasta grubu-

Kontrol grubu p= 0.000 p= 0.000 p= 0.521 p= 0.001
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TARTISMA VE SONUG

Kolestaz sonrasi karacigerde olusan degisikliklerin patogenezinde 6zellikle
sitokinler yolu ile olusan oksidatif stresin énemli yer tuttugu yapilan bazi
calismalarda ortaya konulmustur (1, 10, 13, 34, 41, 42, 51, 53).

Kolestazda hem biliyer epitel bdlgesini infilire eden lenfosit ve makrofajlar,
hem de kolanjiositler TNF-alfa ve 1L.-6 gibi proinflamatuar sitokinleri salabilirler (1,
42). Bu sitokinler reaktif oksijen metabolitlerinin (ROM) yapimuni arttirabilirler.
Ornegin, TNF-alfa’min siperoksid, hidrojen peroksid ve hidroksil radikallerinin
yapimini arttirmak suretiyle oksidatif stres olugturdugu bildiriimistir (13, 34, 47, 53).
Yapilan bir galismada koledoklari baglanan ratlarda serum TNF-alfa, IL-1beta ve
IFN-gama degerlerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek oldugu
bildirilmistir (18).

Bunlarin yaninda nitrik oksit, proinflamatuvar sitokinlerin etkisi ile normalden
fazla olusur ve beraberinde peroksinitrit gibi reaktif oksijen metabolitlerinin
olusumuna neden olur. Bu sayede mitokondriyal respirasyon bozulur, lipid
peroksidasyonuyla hiicre membranlan hasarlanir, DNA sentezi ve onarici enzimler
inhibe olur (51).

Lipid peroksidasyonunun en énemli géstergesi, son iriin olan malondialdehid
(MDA\) seviyeleridir. MDA hepatik stellat hiicrelerini aktive ederek kollajen yapimini
ve fibrogenezi arttinr. Ayrica TNF-alfa ve interlékin-8 gibi proinflamatuar
sitokinlerin yapimini regiile eden niikleer faktér kappa beta'yr (NF-xB) aktive
ederek inflamasyona katkida bulunur (15).

Tam bu degisiklikler hepatoselliler hasarin olusumuna neden oimaktadir (10,
398, 41). Bu tabloya viicudun cevabi antioksidan sistemin aktive olmasidir. Ancak
gerek antioksidan sistemdeki dengesizlik, gerekse oksidatif stresin enzimlerin
aktivitesini degistirerek ROM’larin yapimini arttirmasi, hasarin fazlalagmasina
neden olmaktadir (10, 26, 39, 47).

Biz de ¢alismamizda oksidatif stres varliini, MDA ve buna viicudun cevabini
antioksidan enzim diizeylerini tespit ederek incelemeye ¢alistik. Bu konuda
yaptigimiz literatir taramasinda, karaciger biyopsisi yolu ile kolestaz esnasinda ve
sonrasinda MDA degerlerini karsilastiran bir ¢aligma disinda, insanlarda MDA,
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CuZn SOD ve GSH-Px degerlerini eritrosit ve plazmada degerlendiren bir
calismaya rastlamadik. Bu anlamda bu g¢aligma orijinal bir caligma olarak
degerlendirilebilir.

Bizim gcaligmamizda; eritrosit MDA degerleri, ERCP 6ncesi hasta grubunda
ERCP sonras! hasta grubuna gére, ERCP &6ncesi ve sonrasi hasta grubunda
kontrol grubuna gére anlami olarak ylksek bulundu. Yapilan bir galigmada
koledoklari baglanarak kolestaz olusturulmus ratlarda eritrosit ve karaciger MDA
diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamh olarak yiiksek bulundugu bildirilmigtir
(24). Ratlarla yapilan bagka ¢aligmalarda, koledok baglanmasindan 14-21 gin
sonra plazma ve karacijer MDA seviyelerinin (2), 28 giin sonra plazma MDA
seviyelerinin arttidi tespit edilmistir (32). Vendemiale ve ark, 12 kolestazli hastada
yaptiklari galigmada karacier MDA dizeylerinin kontrol grubuna goére yuksek
oldugunu ve kolestaz tablosunun dizelmesinden sonra tamamen normale
déndigini bildirmislerdir (50).

Malondialdehid seviyelerindeki bu anlamh yiikseklik kolestaz tablosunda lipid
peroksidasyonunun rol aldigim gostermesi agisindan &6nemlidir. Ayrica
biyokimyasal olarak kolestazin normale dénmesine ragmen, MDA seviyelerinin
halen yuksek kalmasinin histolojik agidan olayin devam ettigini dugtindirmektedir.
Yapilan bir hayvan galigmasinda, lipid peroksidasyonunun koledok
baglanmasindan sonraki 1-2 haftalik dénemde basladi§i ve bunun bir géstergesi
olan MDA duzeyleri ile nétrofil ve monosit/makrofaj infilirasyonu arasinda pozitif
korelasyon oldugu tespit edilmistir (32). Bizim hastalarimizda kolestazin
biyokimyasal olarak normale dénme siresinin ortalama 15.95 gin oldugu
dusindlurse, lipid peroksidasyonunun devam: ve onun gdstergesi olan MDA
dizeylerinin yiksek kalmasi dogaldir.

Calismamizda plazma GSH-Px degerleri ERCP 6ncesi hasta grubunda
ERCP sonrasi hasta grubuna gére yiikksek olmasina ragmen aralarinda anlamli bir
farkhilik tespit edilmedi. Kontrol grubunda ise ERCP &éncesi ve sonrasi hasta
grubuna gére anlaml olarak yiksek bulundu. Eritrosit GSH-Px degerleri ise ERCP
dncesi hasta grubunda ERCP sonrasi hasta grubu ve kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiuksek bulundu. ERCP sonrasi hasta grubunda kontrol grubuna
gore yiiksek olmasina ragmen aralarinda anlamli bir farklihk tespit edilmedi.
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Togashi ve ark, insanlarda yaptigi bir caligmada, akut ve kronik hepatitili
hastalarda karacijer GSH-Px diizeylerini incelemiglerdir. GSH-Px agisindan akut
hepatit grubu ile kontrol grubu arasinda anlamh bir fark bulunamamistir (44).

Singh ve ark, ratlarda yaptiklar g¢alismada koledodu badlanmis ratlarda
karaciger GSH-Px, glutatyon rediiktaz ve katalaz aktivitesinin azalmisg oldugunu
bildirmiglerdir ve bu sonucun prooksidan/antioksidan dengesinin lipid
peroksidasyonu lehine kaymasinin bir géstergesi olarak yorumlamiglardir (39).

Yapilan bir caligmada, koledoklan baglanarak kolestaz olusturulmus ratlarin
28 gun sonraki karacigerlerinde, GSH-Px duzeylerinin kontrol grubuna goére
anlamli olarak disik oldugu bildirilmigtir (33).

Ratlarda yapilan baska bir galigmada, koledoklari baglanarak kolestaz
olusturulmus ratlarin karaciger GSH-Px seviyeleri baglanmadan 7 giin sonra,
kontrol grubuna gére anlamh olarak disik bulunmustur. Ayni ¢alismada, eritrosit
GSH-Px degerleri agisindan koledogu baglanmig ratlarla kontrol grubu arasinda
fark bulunamamigtir (29). Alptekin ve ark, ratlarda yaptigi benzer bir ¢alismada
koledok baglanmasindan 14-21 gin sonra hepatik GSH-Px aktivitesi anlamh
olarak dustk bulunmustur (2). Her iki galismada da olusan karaciger hasarinin
oksidan-antioksidan dengesindeki bozukluga bagli olabilecegdi dne sirtlmistir

Enzim dlzeylerinin hasta gruplarinda kontrol grubuna gére disik olmasi
oksidatif strese yatkinligin bir gostergesi olabilir. Ayni sekilde oksidatif stres
durumunda enzim sentezinin sitokinler ile inhibe edilmesi de bu duruma yol agmis
olabilir (5, 14, 16, 39).

Calismamizda eritrosit CuZn SOD degerleri, ERCP &ncesi hasta grubunda
ERCP sonrasi hasta grubuna gére yiiksek olmasina ragmen aralarinda anlaml bir
farkhlik tespit edilmedi. Bunun yaninda ERCP 6ncesi ve sonrasi hasta grubunda
kontrol grubuna gére anlamli olarak yiuksek bulundu.

Togashi ve ark insanlarda yaptig bir caligmada, kolestaz durumunda serbest
oksijen radikallerinin katihmi ile oksidatif stresin etkili oldugunu ve karacigerde
ZnSOD, CuSOD ve katalaz aktivitelerinin digiik oldugunu bildirmistir (44).

Ratlarda yapilan bir galigmada, koledoklari baglanarak kolestaz olusturuimus
ratlarin eritrosit SOD seviyeleri baglanmadan 7 giin sonra ve kontrol grubunda
tespit edilmis ve iki grup arasinda anlamii bir fark bulunamamistir (29). Alptekin ve
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ark, ratlarda yaptigi bir calismada, koledodun baglanmasindan 14-21 giin sonra
karaciger SOD degerleri kontrol grubundan farkh bulunmamistir (2). Her iki
caligmada bu durum oksidan-antioksidan dengesindeki bozukliuga baglanmistir.

Yapilan bir galigmada koledoklari baglanarak kolestaz olugturulmus ratlarin,
28 giin sonra karacigerlerinde SOD diizeylerinin kontrol grubuna gére anlamli
olarak diisiik oldugu ve N-asetilsistein verilmesi ile sitozolik SOD degerlerinde bir
degdisiklik olmazken, mitokondriyal SOD degerlerinde parsiyel diizeime oldudu
bildirilmigtir (33).

31 primer biliyer sirozlu hastayl da igeren degisik karacijer hastalarinda
yapilan bir galigmada, serum Mn-SOD dizeyleri disiik olarak bulunmus ve bu
durum oksidatif stres lehine yorumlanmisgtir (28).

Sonug olarak; kolestaz durumunda olusan oksidatif strese viicudun cevabi
olarak antioksidan sistemde bazi degigiklikler olmaktadir. Yapilan galismalarda
GSH-Px ve CuZn SOD degerleri degiskenlik gbstermektedir. Bu durum g¢ogu
calismada oksidan-antioksidan sistem arasindaki dengesizlige baglanmisgtir. Bizim
¢alismamizda elde edilen bulgular da, ekstrahepatik kolestazda oksidatif stresin
arttigini, antioksidan sistemin farkli komponentlerinde anlamli degisikliklerin
oldugunu ortaya koymustur. Bitiin bu dedisimlerin, ekstrahepatik kolestazda
ortaya ¢ikan karaciger hasarinin patogenezinde rol oynadigini disiinmekteyiz.
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OZET

Biliyer obstriiksiyon akut hepatoselliler hasara neden olabilmekte ve
ilerleyici fibrogeneze yol agabilmektedir. Sorumlu mekanizmalardan birinin
oksidatif stres olduju &ne sirilmektedir. Kolestatik karacider hastaliinda
endojen antioksidan sistem hasarin daha da blylmesini dnlemede temel rol
oynamaktadir. Biz bu ¢aligmamizda ekstrahepatik kolestazda oksidatif stresin
rolinii malondialdehid ve antioksidan enzimlerin tayini ile incelemeyi amagladik.

Koledokolitiyazise bagl ekstrahepatik kolestazi olan, atesi ve lokdsitozu
olmayan 20 hasta ( 17 kadin, 3 erkek, yas ortalamasi 51.65) ile saglikli 15 kisi ( 12
kadin, 3 erkek, yas ortalamasi 51.06) ¢aligmaya alindi. Hastalarin hepsine ERCP
yapiarak, sfinkterotomi ve tas ekstraksiyonu ile kolestaz tedavi edildi. Bitiin
hastalardan ERCP éncesi ve sonrasi olmak (izere ve kontrol grubundan alinan
kanlarda eritrosit malondialdehid (MDA), plazma ve eritrosit glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve eritrosit sliperoksid dismutaz (CuZn SOD) enzimlerinin diizeyleri
tayin edildi.

Malondialdehid seviyeleri;, ERCP o&ncesi hasta grubunda, ERCP sonrasi
hasta grubu ve kontrol grubuna gére anlaml olarak yiiksek bulundu. Plazma GSH-
Px degerleri ERCP 6ncesi hasta grubunda ERCP sonrasi hasta grubuna goére
yiksek olmasina ragmen aralarinda anlami bir farkhlik tespit edilmedi. Kontrol
grubunda ise ERCP 6ncesi ve sonrasi hasta grubuna gére anlaml olarak yiiksek
bulundu. Eritrosit GSH-Px degerleri, ERCP 6éncesi hasta grubunda ERCP sonrasi
hasta grubu ve kontrol grubuna gére anlamh olarak yiiksek bulundu. ERCP
sonrasi hasta grubunda kontrol grubuna gére yilksek olmasina ragmen aralarinda
anlaml bir farklihk tespit edilmedi. Eritrosit CuZn SOD degerleri, ERCP &6ncesi
hasta grubunda ERCP sonrasi hasta grubuna goére yiksek olmasina ragmen
aralarinda anlamli bir farkliik tespit edilmedi. Bunun yaninda ERCP o&ncesi ve
sonrasi hasta grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek bulundu.

Sonug olarak; galismamizda elde edilen bulgular, ekstrahepatik kolestazda
oksidatif stresin arttigini, antioksidan sistemin farkli komponentlerinde anlamh
degisikliklerin olduunu ortaya koymustur. Batin bu degisimlerin, ekstrahepatik
kolestazda ortaya g¢lkan karaciger hasarinin patogenezinde rol oynadidini
disliinmekteyiz.
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SUMMARY

Biliary obstruction may cause acute hepatocellular injury and lead to
progressive fibrogenesis. Oxidative stress has proposed as one process which
might be involved in this problem. The endogenous antioxidant system could have
a central role in preventing more extensive injury in the cholestatic liver. In this
study, our aim was to evaluate the role of oxidative stress in cholestatic liver
disease via malonyldialdehid and antioxidant enzymes.

Twenty patients with extrahepatic cholestasis because of the
choledocholithiasis (17 women and 3 men, mean age 51,65) and fifteen healthy
subjects (12 women and 3 men, mean age 51,06) were enrolled in the study. We
performed ERCP for all patients and cholestasis was treated by sphincterotomy
and stone extraction. In the patients before and after ERCP and in the healthy
subjects, the levels of erythrocyte malonyldialdehyde (MDA), plasma and
erythrocyte glutathione peroxidase (GSH-Px) and erythrocyte superoxide
dismutase (SOD) were measured.

The levels of erythrocyte malonyldialdehyde in the patients with cholestasis
before ERCP were found to be high comparing to the other groups. The levels of
plasma GSH-Px in control group were higher than those of the patient groups
before and after ERCP. There was no difference between the patient groups
before and after ERCP. The levels of erythrocyte GSH-Px in patient group before
ERCP were found to be high, comparing to the patient group after ERCP and
control group. There was no difference between the patient group after ERCP and
control group. The levels of erythrocyte CuZn SOD in patient group before and
after ERCP were higher than those of the control group. There was no difference
between the patient groups before and after ERCP.

In conclusion, the results found in our study showed the increase in the
oxidative stress and the significant alterations in the different part of the
antioxidant system in extrahepatic cholestasis. We consider that all of these
alterations take part in the pathogenesis of liver injury in extrahepatic cholestasis.
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