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OZET

Sicanlarda Metanolile Indiiklenen Oksidatif Karaciger Hasarina Adenozin
Trifosfatin Etkisi

Giris ve Amacg: Metanol (metil alkol), renksiz, ucucu ve metabolitleri toksik olan bir alkol
tiiridiir. Ulkemizde, yillar boyunca metanol zehirlenmesinin belirli bir diizeyde gozlendigi
bulunmustur. Metanoliin korliikten oliime kadar ciddi klinik sonuglari vardir. Metanol
zehirlenmesinde birincil toksik faktor metabolik asidozdur. Birgok c¢alismada, metanol
oksidatif hasara bagli hepatotoksisite olugturdugu kamitlanmigtir. Adenosin trifosfatin (ATP)
iskemik doku {izerinde yapilan calismalarda oksidatif hasari azaltmak i¢in etkili oldugu
goriilmesine ragmen, metanol kaynakli hepatotoksisitedeki oksidatif hasar Gzerindeki etkisi
hakkinda bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu g¢alismada, ATP'nin siganlarda metanol ile
olusturulan karaciger hasarina kars1 koruyucu etkinligini arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Calismamizda, toplam 18 adet 235-245 g araliginda Wistar albino cinsi
erkek sicanlar rastgele 3 gruba ayrildi. Siganlar, saglikli grup (SG), metotreksat+metanol
grubu (MTM) ve metotreksat+metanol+ATP (MMA\) gruplara ayrildi. Saglikli gruba herhangi
bir islem yapilmadi. Metotreksatin, 0,3 mg / kg dozda gavaj ile MTM ve MMA grubuna 7 giin
oral yoldan verilmesinden sonra, MTM ve MMA gruplarina 3 g / kg dozda ve ayni yoldan
%20 metanol verildi. Metanol verilmesinden 4 saat sonra intraperitoneal yoldan 4 mg/kg
dozda ATP enjekte edildi. ATP enjeksiyonun dan 8 saat sonra hayvanlardan alinan kan
orneklerinde serum ALT ve AST 0Ol¢imd, karaciger doku orneklerinde ise MDA ve GSH
analizleri ve histopatolojik incelemeler yapildi.

Bulgular: ALT, AST degerleri ve AST / ALT orani, en diisik SG da gozlenirken, MTM
grubunda diger iki gruba nazaran anlamli derecede yiiksek oldugu gorildi ve MMA grubunda
ise MTM grubundan daha diisiik oldugu tesbit edildi. MDA, en diisiik SG’da ve en yuksek
MTM grubunda o6l¢uldi. MMA grubunda ise MTM grubundan daha diisiik oldugu tesbit
edildi. GSH ise en yiiksek saglikli grupta bulunurken MTM grubunda ise MMA grubuna
nazaran daha yiksek bulundu. Dokular histopatolojik olarak degerlendirildiginde; MTM
grubunda Hepatosit dejenarasyon, kupffer hiicre artisi, PMNL infiltrasyonu ve damarlarda
konjesyon gozlenirken, MMA grubunda ise dejeneretif etkilerin belirgin olarak azaldigi tespit
edildi.

Sonug: Elde edilen bu bulgular 1s1ginda ATP’nin, metanol ile olusturulan karaciger hasarina
kars1 koruyucu etkisinin oldugunu, ancak klinikte bu endikasyonlarda uygulanabilirlik
acisindan daha ¢ok caligma yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Anahtar Sozcukler: AST, ALT, GSH, MDA, ATP, Metanol

Xii



ABSTRACT

Effect of Adenosine Triphosphate on Methanol Induced Oxidative Liver Injury
in Rats

Introduction and Aim: Methanol (methyl alcohol) is a colorless, volatile and toxic type of
alcohol. In our country, it has been found that methanol poisoning has been observed at a
certain level over the years. Methanol has serious clinical consequences from blindness to
death. The primary toxic factor in methanol poisoning is metabolic acidosis. In many studies,
methanol has been proven to cause hepatotoxicity due to oxidative damage. Although
adenosine triphosphate (ATP) has been shown to be effective in reducing oxidative damage in
studies on ischemic tissue, there is no study on the effect of methanol-induced hepatotoxicity
on oxidative damage. In this study, to investigate the protective effect of ATP against liver
damage caused by methanol in rats.

Material and Method: In our study, a total of 18 Wistar albino male rats in the range of 235-
245 g were randomly divided into 3 groups. Rats were divided into healthy group (SG),
methotrexate + methanol Group (MTM) and methotrexate + methanol + ATP (MMA) groups.
No action was taken on the healthy group. After the methotrexate was given orally to the MTM
and MMA group for 7 days with a gavage of 0.3 mg / kg, 20% methanol was given to the
MTM and MMA groups at a dose of 3 g / kg and in the same route. 4 hours after methanol
administration, 4 mg / kg dose of ATP was injected in the intraperitoneal route. Serum ALT
and AST measurement in blood samples taken from animals 8 hours after ATP injection, MDA
and GSH analyzes and histopathological examinations were performed on liver tissue samples.

Results: While ALT, AST values and AST / ALT ratio were observed at the lowest SG, it was
found to be significantly higher in the MTM group compared to the other two groups, and it
was found to be lower than the MTM group in the MMA group. MDA was measured at the
lowest SG and the highest MTM group. In the MMA group, it was found to be lower than the
MTM group. GSH was found in the highest healthy group, while it was higher in the MTM
group than the MMA group. When the tissues are evaluated histopathologically; While
hepatocyte degeneration, kupffer cell increase, PMNL infiltration and congestion in vessels
were observed in the MTM group, degenerative effects were significantly reduced in the MMA

group.
Conclusion: In the light of these findings, we believe that ATP has a protective effect against
liver damage caused by methanol, but more studies should be done in terms of applicability in
these indications in the clinic.

Key Words: AST, ALT, GSH, MDA, ATP, Methanol
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1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Amaci

Metanol, endiistriyel iiretimde kullanilan renksiz, kokusuz, toksik bir alkol
traddr (1). Gunimizde metanol zehirlenmesi genellikle sahte i¢ki kullanimlari veya
intiharlarda gorulur (2). Metanol gérme bozukluklari, serebral enfarktiis ve dlime
neden olabilir. Metanoliin deneysel olarak karaciger dokusunda ciddi oksidatif hasara
neden oldugu gosterilmistir (3). Metanolun vicuttaki alkol-dehidrojenaz tarafindan
toksik olan formaldehit ve formik aside metabolize oldugu bir¢ok c¢alismadan
bilinmektedir (4). Formik asit, mitokondriyal solunum zincirindeki sitokrom oksidazi
inhibe ederek serbest oksijen radikallerinde (SOR) ve hiicre dliimiinde artisa neden
olur. Dokudaki SOR artis1, lipit peroksidasyonu ve malondialdehit (MDA) gibi toksik
rtinlerin  olusumuna yol agar (5). Metanol zehirlenmesi hucrelerde hipoksi
olusturmaktadir (6). Dokuya gelen kan akiminin kesilmesi veya azalmasi ile hiicresel
oksidatif fosforilasyon ve hiicrede adenozin 5’-trifosfat ve fosfokreatin gibi yiksek
enerjili fosfat sentezi azalir. Bu olay, hiicrede enerji depolarinin bosalmasina ve hiicre
membraninda bulunan Na*,K*-ATP az pompasinin inhibisyonuna yol agar. ATP az
pompa inhibisyonu, hiicre icinden Na* ve Ca?" iyonlarmm hiicre disina gegisini
durdurur ve intraseliller Na* ve Ca®* iyon konsantrasyonlar: artar (7). Glutatyonun
(GSH) biyosentezi, y-glutamil sisteinil sentetaz ve glutatyon sentetazin katalizledigi
reaksiyon sonucunda ATP’ye bagimli olarak gerceklesir. Kumbasar ve arkadaslari
ATP’nin iskemili dokuda oksidan olusumunu azalttigin1 ve iskemik hasar1 6nledigini

ortaya koymuslardir (8).

ALT enzimi karacigerde diger dokulara oranla daha fazla miktarda bulunmasi



karaciger hasarlarinda 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir (9,10). AST enzimi
genellikle yumusak dokularda daha fazla bulunmasi nedeni ile (kalp kasi, iskelet
kaslar1 ve karacigerde yiiksek oranda; bobreklerde ve eritrositler daha az) serumda
yiiksek oranda tespiti edilmesi yumusak doku hasarmin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir (11).

Bu ¢aligmada, metanol’e bagli hepatotoksisitede olusan oksidatif hasari, hem
serum AST, ALT duzeylerine ve karaciger MDA, GSH diizeylerine bakarak hem de
karaciger doku orneklerinde patolojik bulgulari inceleyerek belirlemek, siganlarda
oksidatif stres ile agiklanan alkolik akut karaciger hasarma, ATP’nin koruyucu

etkinligini arastirmak amaglandi.

2. GENEL BILGILER

2.1. Metanol

Metanol, rengi ve kokusu olmayan oda isisinda sivi olarak bulunan bir
maddedir. 1930 yillina kadar odundan iretildigi i¢in odun alkolii olarak da
isimlendirilir (12). Gunumizde sentetik olarak karbonmonoksidin katalitik
rediksiyonu ile elde dretilmektedir (13). Metanol ¢oziicii ve miyar 6zelligine sahip
kimya endiistrisinde de siklikla kullanilan bir maddedir (14, 15). Kronik alkoliklerin
igerisinde alkol bulunan her seyi igme istekleri olmasi sebebiyle metanol igeren
urtnleride icebilir ya da kisiler normalde metanol igermemesi gereken alkolll
igecekleri yasal olmayan yollarla metanol kullanarak hazirlayip piyasaya siirmeleri
sonucu zehirlenmelere sebep olurlar. Akut metanol zehirlenmesi epidemik ya da

sporadik olarak gortlebilir ve zehirlenmelerin geneli 6liimle sonuglanir (16, 17).



Normalde metanol kendisi zehirli degildir, metanolun toksik o6zelligi
metabolitleri olan formaldehit ve formik asit araciligiyla olusur (12, 18). Oral yoldan
alindiginda etil alkol gibi gastrointestinal sistemden hizlica emilir (12, 15). Plazmada
pik konsantrasyon diizeyine 30-60 dakika iginde ulagmasina ragmen, metanol
alinmasindan sonra yakinmalarin olmadigi sessiz bir déonem vardir. Bu ddnem
methanol alimini takiben 40 dakika ile 72 saat arasinda degisir. Metanoliin
formaldehite agir agir metabolizasyonu nedeniyle bu semptomsuz dénem gorulr (19,
20). Semptomsuz dénem sonunda tipik olarak bas agrisi, bas donmesi, gérme
bozukluklar1 ve konfiizyon ortaya ¢ikar. Daha ileri zehirlenmelerde beyin 6demi ve

buna bagl olarakta koma ve konvilziyon gorulir (12, 21).

2.1.1. Metanol Etki Mekanizmasi

Metanol, agizdan alimda, etil alkol gibi gastrointestinal sistemden hizla emilir
(22). Yikimu nitelik olarak etil alkole benzer ancak etil alkolden ¢ok yavastir. Midede
gida varlig1 ya da yokluguna gore degismek lizere, kandaki diizeyi agizdan alimi
takiben ortalama 30-60 dakika sonra en iist diizeye ulasir (23). Gida ile beraber
alinmasi1 emilimi yavaglatir. Olduk¢a homojen bir sekilde dokulara dagilir, 0,6 L/kg
dagilim hacmine sahiptir. (22).

Metanol’iin  yikimi1  karacierde NAD/NADH katalizorliigiinde alkol
dehidrogenaz enzimi etkisiyle formaldehide okside olmasidir (24). Metanolin
metaboliti olan formaldehit metanolden 33 kat daha zehirlidir. Formaldehitin
yarilanma 6mrii 1-2 dk gibi ¢ok kisa bir siire oldugu i¢in metanolden 6 kat daha fazla
toksik olan formik aside doniisiimiide ¢ok kisa bir siirede ger¢eklesmis olur. Formik

asitin vicuttan uzaklastirilmas: folata bagl enzimlerin yardimiyla CO2 ve H20’ya



dontstiiriilerek gergeklestirilir. Metanoliin karacigerdeki yikimi disinda 9%12’si
bobreklerden idrar ile %3-5’1 akcigerlerden solunum yoluyla atilir. Metanoliin hafif
zehirlenmelerde yarilanma 6mrii 14-20 saat, tedavi edilmeyen siddetli zehirlenmelerde
24-30 saattir, etanol tedavisi yapilmasi ile 30-35 saate uzatilabilirken diyaliz ile ise 2,5

saate dusiiriilebilir (14, 25).

Metanol  H
Rlim=—= l —OH
H
Formaldehit H— 0 0
L
(‘T Alichir dehickojenaz ] Metabolik asidoz
Formik Asit 1~ (I: m— Sitokrom oksidaz

OH inhibisyonu

Retina yaralanmasi

H-0 Co;

Sekil 2.1. Metanoliin metabolizmasi

2.1.2. Metanol Zehirlenmesi

Metanol’iin metabolitleri olan formaldehit ve formik asit oldukga reaktiftirler,
doku proteinlerine kolaylikla baglanip sitokrom oksidaz sistemini inhibe eder oksidatif
mekanizmay1 etkilerler (26, 27). Onceleri metanoliin toksisitesinden daha c¢ok
formaldehitin toksisitesi sorumlu tutulmustur (28). Giiniimiizde ise goz bulgularindan
ve metabolik asidozdan esas olarak formik asidin sorumlu oldugu gosterilmisse de,

metanol kullanmis 26 karacigerde yapilan calismada NAD/NADH oranlarinin



diismesi ile birlikte laktik asit olusmasi ve asidoza katkida bulunmasi etken olarak éne
stiriilmstiir.

Metabolik asidozun siddeti formik asit diizeyi ile dogru orantili olup, goz
bulgularini ve mortaliteninde metabolik asidoz derecesiyle dogru oranti gosterdigi
saptanmustir (29).

Metanoliin insanlardaki olimcil dozu net olarak bilinmemekte, ancak
6ldiiriicti olan doz sinirlarinin oldukga genis oldugu bilinmektedir. Genel olarak kabul
goren en az 6limcul doz 1-2 ml/kg, 50-100 ml ya da 80 mg/dL’dir. Ancak %40’lik
metanolden agizdan sadece 15 ml alinmasi (ya da 6 g saf metanol) ile de 6lim
bildirilmistir. Diger yandan %40’lik metanolden 500-600 ml gibi yuksek oranda
alinmasiyla bile 6liim ya da korliige yol agmadigi olgularda yayinlanmistir. Korlukle
sonuglanmis bildirilen en az toksik doz 4 ml’dir (30, 31).

Metanol almadan Once etanol alinmasi ya da ikisinin birlikte alinmasi
toksisiteyi olusturan metanol dozunu etkiledigi gibi folat eksikliginin de toksisiteyi
olusturan metanol dozunu etkiledigi goriisii vardir. insanlarda minimum toksik doz
sinirmin genisligini bu gibi durumlar ile agiklamak mimkiindir (32). Ulkemizde
yapilan ¢alismalarda da metanol’iin 6liimii meydana getiren doz sinir1 50-600 mg/dl,
50-500 mg/dl, 50-755 mg/dl, 42-755 mg/dl ve 50- 500 mg/dl gibi oldukg¢a genis
bulunmustur. Olgularin %80-90 gibi blyuk bir bolimind erkek ve en fazla 30-40
yaslar1 arasindadir (18).

Akut zehirlenmelerde yaklasik olarak 24 saat (40 dakikadan 72 saat’e kadar
uzayabilir.) stre ile higbir semptomun gorilmedigi sessiz bir periyod vardir (33, 34).
Metanoliin formaldehite yavas metabolizasyonu sebebiyle bu semptomsuz dénem

goriilmektedir. Belirgin metabolikasidoz ve tipik gérme bozukluklar1 bu donem



sonunda gelisir ve tedavi edilmedigi takdirde 6liimle sonuglanir.

Metabolik asidoz metanol zehirlenmesinde primer toksik faktordiir. Sarhosluk
bu tip zehirlenmelerde 6nemli bir semptom degildir. Metanol zehirlenmelerinde hedef
organ retinadir (14). Metanolln ylksek dozlari geri doniisiimii olabilen ya da kalici
olarak korliige yol agabilir. Okller toksisiteden formik asidin sorumlu oldugu
distinilir, optik sinirde sitokrom oksidazi inhibe ederek aksoplazma akimini
bozmaktadir. G6z semptomlari arasinda gérme bulanikligi, gézde agri, fotofobi, goriis
alaninda daralma, kar yagdi manzarasi sayilabilir. Genellikle yapilan g0z
muayenelerinde, pupillada genisleme ile birlikte 151k reaksiyonu ve akomodasyonda
azalma veya kay1p goriiliir. Tedavisi yapilmamis zehirlenme vakalarinda fundoskopik
bakida, optik diskte hiperemi ya da belirgin 6dem ve pupilla kor noktada genisleme
gorilebilir. Olimden 6nce 6zellikle korliik ortaya ¢ikmaktadir.

Cok yaygin olmayan karin agrisi, bulanti, kusma, halsizlik gibi semptomlar da
gortilebilir. Mideye dogrudan irritan etkili olan metanol hemorajik gastrite sebep
olabilir. Baz1 vakalarda gorulen serum amilaz yiiksekligi, karin agrisina sebep olan
pankreatit de olabilir. Bu durum otopsi ¢aligsmalarinda gosterilen pankreatit olgulartyla
dogrulanmigtir. Belirgin asidoz olan olgularda Kussmaul solunum ile birlikte hiper
ventilasyon gorulebilir. Halsizlik, yorgunluk hissi basagrisi, goriilebilen diger genel
semptomlardir. Merkezi sinir sistemi depresyonu kismen ikinci planda kalmaktadir.
Norolojik semptomlar genis spektrumludur (22, 32).

Konviilziyonlar, ayaklarin yerden kesilmesi hissinden komaya kadar
degisebilir. Hipotansiyon, miyokard depresyonu ve bradikardi gibi semptomlar
zehirlenmenin siddetinin isaretleridir. Intrakranyal kanamayla ilgili olarak ense

sertlesme ve meningeal belirtilerde gorilebilir (22, 32).



2.2. Karaciger

2.2.1. Karaciger Anatomisi ve Fizyolojisi

Karaciger, karm boslugunun ust bélumunde bulunan, viicudun salgi yapan en
deriden sonra en blyuk organidir. Iki ana loptan olusan ve yaygin bir damar agina
sahip organdir. Sag lop sol loba oranla daha buyiktir. Hepatik hicrelerden
olugsmaktadir. Karacigere, hepatik arter ve hepatik portal ven girer, hepatikven safra
kanalina ¢ikar (35).

Karaciger, yerlesim olarak sag tarafta bulunur dort ile altinci interkostal
araliktan uzanarak midklavikiiler hat boyunca kostal arka kadar devam eder.
Inferiorunda duodenum, sag bobrek, sag siirrenal bez, transvers kolon, bulunur
medialde ise mide ve 6zofagus ile komsuluk eder. Ust tarafinda ise diafragma bulunur.
Karaciger viicudun deriden sonraki insanlarin en biiyiik organidir ve 1400-1600 gram
agirliga sahiptir. Yeni dogan bebeklerin yetiskinlerden farkli olarak viicutlarina oranla
daha biiyiiktiir. Glisson kapsiilii diafragmaya yapisiktir ve iki yapraga ayrilarak
karacigeri Ortmektedir, bu iki yaprak anteriorkoronar ligament ve posterior koronar
ligamentler olarak adlandirilir. Anterior koronar ligament ve posterior koronar
ligamentl sagda ve solda triangiiler ligamentleri olusturur ve falsiform ligament bu
ligamentlerin Onde birlesmesiyle meydana gelir. Oblitere sol umblikalvenin
olusturdugu ligamentum teres hepatisin alt kisminda bulunur (Sekil 2.2). Karaciger,
On karin duvarina ve diafragmaya falsiform ligament, lig. Tereshepatis ve koronar
ligamentler ile baglanir. Koledok, hepatik arter ve vena porta hepatoduodenal ligament

icinde bulunur (36).
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Sekil 2.2. Karaciger anatomisi (37).

Safra kesesi dorsal yiizde yer alir. Karaciger falsiform ligament ile sag ve sol
lob olarak ikiye ayrilir. Sag lob daha biiytiktiir.

Alt ylzde bulunan kuadrat lob, sol tarafinda umblikal fissiir, sag tarafinda safra
kesesi yatagi ve arka portaltriadin ¢evreledigi dikdortgen boliimdiir. Kaudat lobun yeri
ise inferior vena kava’nin karaciger ilizerindeki impresyonu ile solda falsiform
ligamentin posterior uzantis1 arasindadir (Sekil 2.3). Karaciger sekiz segmente
ayrilmistir segmentlere ayrilirken anatomi, cerrahi portal pedikiillerin dagilimi ve
bunlarin hepatik venler ile olan iligkisi, arteryel anatomi ve safra yollar1 gbz 6nune

alimmustir (38).



Sekil 2.3. Karacigerin anatomik segmentasyonu (38)

Sol lobu I, II, I, IV. segmentler olusturur. Sag lobu V, VI, VII, VIII.
segmentler olusturur. IV. segmenti Il. ve 11l. Segmentlerden ayiran Lig. Falciforme ve

Lig. Teres’dir. (38).

2.2.2. Karaciger Histolojisi

Karaciger dokusunu ii¢ ana hiicre grubu olusturmaktadir. Bunlar kupffer
hicreleri, biliyer epitel huicreler ve hepatositlerdir. Karaciger 50.000-100.000 arasinda
degisen anatomik {initeden olusur. Her bir lobiil santral ven etrafinda silindirik olarak
siralanmis hepatositlerden olusur. Lobuliin etrafinda dort ile bes portal yol yer
almaktadir. Portal yollarda portal veniiller, hepatik arteriyoller, safra kanalciklari,
lenfatikler ve sinirler vardir (Sekil 2.4).

Karaciger lenfi, hepatositler ile siniizoidlerin endotel tabakasi arasindaki disse
aralif1 denilen kisimda olusur. Disse araligina yerlesmis yildizs1 hiicreler yag

depolayict hiicrelerdir. Endotel tabakasi hiicreleri arasinda bulunan kupffer



hlcrelerinin aktif fagositoz gorevi bulunur (39)
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Sekil 2.4. Karacigerin histolojik yapist (40)

2.2.3. Karacigerin Fonksiyonu
Karacigerin fonksiyonlari; kan dolasimi, karbonhidrat metabolizmasi, disa atig

ile ilgili fonksiyonlari, yag metabolizmasindaki etkinligi, protein metabolizmasi

hematolojik ve diger fonksiyonlar olmak iizere 7 grupta toplanabilir (41)
1. Kan dolasgimi ile ilgili fonksiyonlari; kanin depo edilmesi, kanin portal

dolasimdan sistemik dolasima ge¢mesi, retikulo endotelyel sistem ile bagisiklik

mekanizmasinin olusmasi, toksik maddelerin arinmas ile ilgilidir
2. Disa atigla ilgili fonksiyonlari; safra olusumu, bilirubin tarevleri gibi

triinlerin safra i¢ine gecisi ve safranin barsak icine bosaltilmasi safra tuzlar

kolesterol, agir metaller, alkalen fosfataz gibi baz1 maddelerin saftra ile birlikte, disar1

glikojenin yapimi ve

atilmasini icerir
3. Karbonhidrat metabolizmasindaki fonksiyonlari
10



depolanmasi fruktozun ve galaktoz glikoza doniistiiriilmesi, aminoasitlerin glikoza
dontstiiriilmesi  (glikoneogenesiz), glikojenden glikoz olusumu (glikogenoliz),
karbonhidrat metabolizmasindaki bir¢ok énemli kimyasal bilesiklerin yapimi ve kan
glikoz seviyesinin duzenlenmesi ile ilgilidir.

4. Protein metabolizmasinda; aminoasitlerin deaminasyonunu (enerji igin
proteinlerin azot gruplarinin ayrilmasi), yaglardan lipoproteinleri olusturmak icin
gerekli lipotropik faktoriin saglanmasini, plazma proteinlerinin {iretimi, {ire yapimini
(NHs-lre), bircok aminoasidin Dbirbirine veya diger Ogelere doniistiiriilmesi
(aminasyon, transaminasyon, esansiyel olmayan aminoasitlerin ve pirimidin, purin
gibi molekiillerin sentezi) saglar.

5. Yag nmetabolizmasinda; yaglarin tasinabilir hale gelmesinde
(lipoproteinlerin yapimi), yag asitlerinin asetoasetik aside oksidasyonu ile asetil
COA’ya dontstiiriilmesi ve bdylece krebs c¢emberinden enerji saglanmasinda,
fosfolipit ve kolesterol yapiminda, safra tuzlarinin yapiminda, proteinlerin ve
karbonhidrat yaga ¢evrilmesinde fonksiyonlar: vardir.

6. Hematolojik fonksiyonlari; embriyoda ve yetiskinlerde kan yapimu,
heparinin, fibrinojen, globulin, protrombin, Uretimi, demirin ferritin olarak
depolanmasi ve eritrosit yikimui ile ilgilidir.

7. Bunlarin diginda, vitamin depolar (A, D, B12 ve diger B vitaminleri, K
vitamini), karotenden A vitaminini iiretimini saglar. Toksik maddeleri (gesitli ilaglar
gibi) kan dolagimindan ¢ikararak detoksifikasyon yapar, barsaktan vena-porta yolu ile
emilerek kana karigan amonyagin ortamdan uzaklagtirilmasini ve steroid hormonlarin

vicut digina atilmasini saglar (42).
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2231 ALT

Alanin aminotransferaz, (ALT) veya eski terminolojide bir diger adiyla eski
serum glutamik pirtivik asit transaminazdir (SGPT). Bu enzimin glukoz ve protein
metabolizmasinda 6nemli rolii vardir. Karaciger ve bobreklerde bulunmaktadir, ancak
karacigerde daha yliksek miktarda bulunmaktadir.

ALT, alanin ve alfa ketoglutarattan glutamik asit ve piruvatin sentezlendigi geri
dontisiimlii transaminasyon reaksiyonunu katalizler (43).

ALT

L-Alanin + 2-Oksaloglutarat L-Glutamat + Piruvat

LDH
Piruvat + NADH + H+ Laktat + NAD*

ALT’nin iki izoenzim mevcuttur bunlar ALT1 VE ALT2 olup ALT
aktivitesinde ALT1’in aktivitesi ALT2’ ye gore daha fazla oldugu diisiintilmektedir.
ALT1 sitoplazmik yerlesimli protein olup ALT2 ise mitokondriyal yerlesimli
proteindir (44).

ALT’nin karacigerde diger dokulara oranla daha fazla miktarda bulunmasi
ALT enziminin karaciger hastaliklarindaen 6nemli belirte¢ olarak kullanilmasinin
nedenidir. Karaciger hasari, kan serumunda ALT seviyesinin yikselmesine sebep
olmaktadir (9, 10). Herhangi bir tip karaciger hiicrelerindeki hasar serum ALT
miktarini orta derecede yiikseltebilir. ALT seviyesinde 300 IU/L ye kadar yiikselmesi
nonspesifik olarak kabul edilirken, 500 IU/L’den daha fazla olan belirgin yiikseklikler
ise daha cok iskemik karaciger hastaligi, viral hepatit, toksik karaciger hastalig1 gibi

hastaliklarda goriilmektedir (45).
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2.2.3.2. AST

Aspartat aminotransferaz (serum glutamik oksal asetiktransaminaz) (AST),
eski terminoloji de (SGOT); karaciger, bobrek, miyokard, iskelet kasi, pankreas,
beyin, akciger, eritrosit ve 1okositlerde bulunan bir enzimdir. AST, aspartik asitin alfa
amino grubunu alfa ketoglutarata aktararak okzalasetik asit ve glutamik asit
olusumuna neden olmaktadir. Bu reaksiyon i¢in gerekli kofaktor ise B6 vitamininin
aktif metaboliti olan piridoksal-5-fosfattir (46).

AST
L-Aspartat+2-Oksoglutarat Oksaloasetat + L-Glutamat

MDH
Oksaloasetat + NAD + H* L-Malat + NAD"*

AST’nin hepatositlerde, %80’ mitokondri ve %20’si sitozolde bulunurken
ALT nin ise yalnizca sitozolde bulunmaktadir. Agir karaciger hasarlarinda hem sitozol
hem de mitokondrideki enzimler seruma gegerken, hafif karaciger hasarinda ise
yalnizca sitozoldeki enzimler seruma gecer. Akut olaylarda ALT artis1 AST artisindan
fazla olurken kroniklesmesi durumunda, AST artis1 ALT artisindan daha fazla olur.
Sirozda ise AST artis1t ALT’den daha fazladir (47).

Yumusak dokularda AST nin genellikle daha fazla bulunmasi nedeni ile (kalp
kasi, iskelet kaslar1 ve karacigerde yiiksek oranda; bobreklerde ve eritrositler daha az)
serumda yiiksek oranda tespiti edilmesi yumusak doku hasarinin bir gostergesi olarak

kabul edilebilir (11).
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2.2.4. Karaciger Hasar1

2.2.4.1. Alkolik Karaciger Yaglanmasi

Alkole bagli olusan karaciger hasarinin birinci agamasidir, en sik rastlanan ve
geri doniisii olan karaciger hasar1 mevcuttur. Alkoliklerin biiyiik bir ¢cogunlugunda
yagl karaciger mevcuttur. Asir1 miktarda alkol alimi sonrasi saatler iginde bile
geligebilir. Alkol alimi sonucu olusan karaciger yaglanmalarinda genellikle makro
vezikiiler yaglanma goriliir. Klinigi genellikle hi¢bir semtom gostermeden seyreder
en yaygin bulgu hepatomegalidir (%90). Laboratuvar analizlerinde hafif ALT, AST,
GGT, alkalen fosfataz (ALP) yiiksekligi goriilebilir. Klinik seyri iyi olup alkol
kullaniminin birakilmasindan sonra kendiliginden diizelme gozlenir. Transaminazlar
normal veya hafif yliksek olabilir. Karaciger fiziki muayenede yaglanmaya baglh
biliylimiistiir. Biyopside karaciger hiicrelerinde yag birikmesi disinda bir bulgu yoktur.
Eger karacigerde yaglanmayla beraber iltihabi hiicreler de mevcutsa o zaman
“steatohepatit” gelismis demektir.

Alkole bagl gelisen yagl karaciger hastaligi genellikle iyi huylu ve alkol
tiikketimi birakilinca geri doniistimlii bir durumdur. Alkol alimi, karacigerde steatozdan
siroza varan ¢esitli histopatolojik degisikliklere sebep olabilir. Alkolik hepatit, Steatoz
bazen siroz geri doniigsiimlii olabilir. Alkolik yagli karacigerde tani, nadiren klinik
olarak konulabilir. Ciinkii hastalarin ¢ogunda semptom gorilmez ve medikal ilgi
aramaz. Sadece hafif gergin hepatomegali goriilebilir. Karaciger testleri genellikle
normal sonug verir veya hafif sekilde yiikselme olur, sarilik genelinde bulunmaz. Yagl
karaciger, basit bir icki alimi sonrasi gelisebilir ve hepatite ilerlemesi 6nceden

belirlenemez (48, 49).
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2.2.4.2 Alkolik Hepatit

Karacigerin, alkoliin toksik etkisiyle iltihaplanmasidir ve alkole bagli olusan
karaciger hasarmin ikinci evresidir. Alkoliklerin tamami hayatlar1 boyunca en az bir
kez bu hastalig1 gecirirler. Alkolik hepatitde semptom ve bulgular kisiden kisiye
farklilik gosterir. Bir yanda semptom gostermeyen, sadece tesadiifii olarak yapilan
testlerde karaciger enzimlerinde anormallik goriilen ve alkol alimi kesilince tamamen
geri doniistimlii olan bir durum, diger yanda ates, bulanti, karin agrisi, kusma gibi
belirtilerle ciddi karaciger hasari veya karaciger yetmezligi tablosuyla karsimiza
c¢ikabilir. Bu nedenle acil servise ya da poliklinige bulanti, kusma, ates, karin agrisi
sikayetleriyle gelen hastalarda, alkol alimi Oykiide mutlaka sorgulanmalidir. Bu
hastalardan %20 ila %50’si alkolik hepatit atagina bagli olarak hayatini kaybeder.
Hayatin1 kaybetmeyenler ise 6 aya kadar tamamen iyilesirler. Ancak yasamlari
boyunca muhakkak alkolden uzak durmalar1 gerekmektedir.

Alkolik hepatiti olan hastalarda, geri doniisiimii olmayan karaciger sirozu
gelismis olabilecegi unutulmamalidir. Bu nedenle karaciger biyopsisi yapilmasi siroza
gidisati gormek bakiminda son derece onemlidir. Alkolik siroz, alkole devam eden
alkolik hepatitli hastalarda hastaliklarinin baslangicindan itibaren 10 yil icinde gelisir.
Alkolik hepatitin tanist hem klinik hem patolojik kriterlerle yapilir. Tanida klinik ve
laboratuvar bulgular1 yeterli olmakla birlikte karaciger biyopsisi ile de tani
konulabilmektedir.

Hastanin tibbi 6ykiisii dikkate alindiginda 0zellikle alkol aliminin miktart ve
sliresi, potansiyel olarak hepatotoksik ila¢ kullanimi, hepatit B veya C igin muhtemel
risk faktorlerinin varligi ve hastanin fizik muayenesi daha 6nce var olan karaciger

hastaligi hakkindaki bilgi verir. Alkolik karaciger hastaliginin biitiin tiplerinde

15



laboratuvar bulgularina ek olarak, alkolik hepatit, tipik olarak gama glutamiltransferaz
(GGT), serum alkalenfosfataz (ALP) seviyelerinde artis ve hiper bilirubinemi ile
iligkilidir. Transaminaz konsantrasyonlar1 normale geldikten sonra bile bu
degisiklikler haftalarca devam edebilir. Alkolik hepatitin karakteristik bulgulari;
sarilik, ates, hepatomegali ve istahsizliktir. Ates orta derecededir (38.3°C’den diisiik)
ve diger sebepler [pndmoni, spontan bakteriyel peritonit (SBP), liriner sistem
enfeksiyonu vb.) olmadigia emin olana kadar sadece alkolik hepatite baglanamaz.
Siklikla karacigerin yaglanmasi ve hiicre hasarindan dolay1, hepatositlerin nonsteatotik

sismesinin kombine etkilerinden hepatomegali olusur (50).

2.2.4.3 Alkolik Siroz

Alkolik karaciger hastaliklarinin son noktasi sirozdur. Yaklasik olarak
alkoliklerin %15’inde gelisir. Alkole bagl yagh karaciger yaglanmasi bulunan bir¢ok
hasta alkolii alimin1 birakmasina ragmen siroz gelismeyebilecegi gibi, ilk doktor
muayenesinde siroz tanist konan kronik alkolik hastalar da mevcuttur. Karaciger
hasarinin belirmesinde, enzimatik sistemlerin aktivitesinin kisiden kisiye farkliliklar
gostermesi sebebiyle alkoliin degisen etkileri ve bunun sonucunda olusan toksik
metabolitler ile aciklanabilir. Alkolik sirozlu hastalarda siniizoidler ¢evresinde ve
terminal hepatik ven cevresinde (perivendilar fibrozis) kollajen birikimi tipiktir. Bu
durum alkolik siroz disinda ¢ok seyrek goralir.

Parankimde gelisen rejenerasyonuzun stire alkol alinmasi sonucu baskilanir ve
sonug olarak rejeneratif noddller fazla biyumezler (mikro nodiler siroz). Alkol
yoksunlugunda ise makro nodiiler goriiniim olusur. Alkolik sirozun 6zellikleri, sirozun

diger sebeplerinde goriilenlere biiyiik 6l¢lide benzemekle birlikte etkilenmis hastalarda
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alkolik hepatitin 6zellikleri de gorulebilir.

Hepatomegali, telenjiektazi, ikter, periferik vazodilatasyon (sarap¢i yiizii),
delirium tremens, denge ve oryantasyon bozuklugu goézlenirken ozellikle sirozlu
hastalarda dupuytren kontraktiirii, parotid bezinde biiyiime ve feminizasyon bulgulari
(Jjinekomasti vs.) daha 6n planda goriilen bulgulardir. Alkolik siroz goriilen hastalarda
alkolik hepatitteki AST/ ALT degisimi saptanamayabilir ve tanida bu ayrima dikkat
edilmelidir. Hematolojik anormallikler, sarilik, GGT artist1 ve kronik karaciger

hastaliginin klasik bulgulart ile birlikte goriilebilir (49).

2.3. Serbest Radikaller

Radikal (veya serbest radikal), biyolojik sistemlerde elektron kabul eden veya
dis orbitallerinde paylasilmamis elektron igeren molekiiller diye adlandirilir (51, 52).
Dis orbitallerinde bir veya daha fazla paylagilmamis elektronun bulunduran herhangi
bir atom veya molekiiliin reaktivitesini artirir. Oksidan, serbest radikallerin aktif
oksijen tirevlerine denir. Oksidanlar hedef molekiillerden elektron alma yeteneklerine
sahiptirler oksidanlar1 bu yetenekleri ile hedef molekiiliin yapisini ve fonksiyonlarini
degistirir, DNA, riboniikleik asit (RNA) gibi genetik materyali, degisik enzimatik
olaylari ve hiicre zarim etkileyerek hiicre hasarlarina sebep oldugu bilinmektedir (53).
Intraselliiler normal metabolizma sonucu olusan ve ekstraselliiler olarak ise iyonize
radyasyon, UV radyasyon veya kisaca ksenobiyotik etkiler sonucunda hiicreler siirekli
olarak serbest radikal tiirlerinin maruziyeti altindadir. Serbest Oksijen Radikalleri
(SOR) oksijenden olusan serbest radikallere denir. Baslica, siiper oksit radikali (027),
hidroksil radikali (OH') hidrojen peroksidi (H202)’yi bulundurur. Reaktif Nitrojen

Species (RNS) ise nitrojenden olusan serbest radikallere denir (54). Nitrik oksit (NO'),
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nitrit (NO2") ve nitrat1 (NOz3)’1 baglica RNS tiirleri arasinda sayabiliriz. DNA, lipit ve
proteinleri SOR ve RNS’nin hiicre i¢i oksidatif modifikasyon yapacagi hedefler
arasinda sayabiliriz (56). Bunun yani sira bu modifikasyonlarin sirasi ise; oksitlenecek
molekdlun bagil yetenegi, SOR’nin iiretim yeri ve metal iyonlarinin varligi gibi birkag
faktore de baghidir. SOR ve diger serbest radikallere karsi hiicrelerde bir¢ok savunma
sistemi vardir. Bu savunma sistemlerinden en basiti diisik molekil agirlikli
antioksidan molekullerdir (vitamin E ve vitamin C gibi). Kendi kendine reaktif hale
gelmis az reaktif radikaller olan bu molekdller hiicresel biyomolekiillere kars1 zarari
onlerler (54, 55).

Daha kompleks yaklagimlari igeren Glutatyon Peroksidaz (GPx), Stperoksit
Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) gibi enzimler ise SOR’nin miktarini yavas bir sekilde
smirlandirir. Oksijen, biyolojik sistemlerin en biiyiik radikal kaynagidir. Orbitallerinde
iki eslesmemis elektrona sahip olmasi oksijenin diger serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girmesini, radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girmesini
saglar. Oksijen atomunun orbitallerindeki elektronlarin diziliminin farkli olmasi ile de
peroksit, siiperoksit ve singlet oksijen gibi radikallerin olusumuna neden olur. Ayrica
oksijenin kendisi, hidrojen peroksit, siiperoksit, hidroksil radikalleri ve geg¢is metal
iyonlar1 serbest oksijen radikali olusumunun anahtar maddeleri arasinda yer
almaktadir. Aerobik (Oksijenli) solunum yapan canlilar disaridan aldiklari besin
maddelerinden enerji liretmek i¢in oksijen kullanirlar. Dolayisiyla serbest radikallerin
en fazla olustugu canlilar aerobik solunum yapan canli grubudur. Bu yiizden serbest
radikallerin etkilerine aerobik solunum yapan canlilar daha fazla maruz kalirlar (56,

57).
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2.3.1. MDA

Normal metabolizma sonucu ya da patolojik olaylar sonucu ortaya ¢ikan
serbest radikaller, hiicre ve dokularda bir¢ok ziyana yol agmaktadir. Serbest oksijen
radikalleri, lipid, protein ve nukleik asit gibi biyomolekilleri etkileyerek oksidatif
hasara yol acar; bu biyomolekdillerin oksidatif Grtinlerine yonelik testler oksidatif
stresin gosterilmesinde kullanilmaktadir (58).

Doymamis lipidlerin peroksidasyonu sirasinda olusan ilk stabil Grunler
hidroperoksitlerdir (59). Aldehitler (Malondialdehit, 4-HNE), hidrokarbon gazlari
(etan, pentan) ve lipid hidro peroksitlerinde kompozisyonu gibi sekonder
peroksidasyon drlnlerinin  kompleks bir karigimint olusturur (60, 61). Hicre
membranlarinin gegirgenligini arttiran malondialdehitin (MDA), membranlarin iyon
aligverisine etki ederek hiicre i¢i iyon dengesini bozdugu, DNA’nin yapisinda
kirilmalara, enzim aktivitelerinin bozulmasina ve baz degisimlerine neden oldugu
bildirilmektedir (61). Ayrica MDA diizeylerindeki artisin antioksidan aktiviteyi
azalttig1 ve serbest radikal iiretimini arttirdigi, bunun sonucunda serbest radikaller ile
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasina neden oldugu endotel disfonksiyonu
ve neticesinde ateroskleroza neden olabilecegi bilinmektedir (62).

Hiicre membran yag asitleri iizerine etki ederek lipit peroksidasyonu (LPO)
serbest oksijen radikalleri tarafindan baglatirlar. Lipit peroksidasyonu (LPO),
radikallerin poli-doymamis yag asitleri ile oksidasyonu sonucu baslayan oto katalitik
zincir reaksiyonlari, birgok organizmada hasarlara neden olur. Lipid peroksidasyonu
(LPO) sonucunda ortaya ¢ikan aldehitlerden en 1yi bilineni MDA’dir. MDA, membran
komponentlerinin  polimerizasyonuna ve ¢apraz baglanmasma neden olarak,

membrana bagli enzimleri ve membran reseptérlerini etkisiz hale getirmek suretiyle
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membran proteinlerine ciddi hasarlar verir (63). Lipit peroksidasyonu (LPO)
reaksiyonu ya siipliriicii antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir ya da oto katalitik

yayilma reaksiyonlariyla devam eder (64).
Baslama
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Sekil 2.5. Lipid Peroksidasyonunun Zincir Reaksiyonlari (65, 66)

2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli organizmalar hem hiicre igerisinde hem de hiicre membraninda serbest
radikallerin zararl etkilerini engellemede etkili olan ¢ok sayida korunma mekanizmasi
gelistirmektedirler. Bu mekanizmalar gerek olusan radikallerin zararli etkilerini
ortadan kaldirarak gerekse radikal tiretimini engelleyerek, etki gostermektedirler. GSH
(Glutatyon), GST (Glutatyon S Transferaz), GRx (Glutatyon Rediiktaz), CAT’lar ve

SOD canli dokularda bulunan en ¢ok bilinen 6nemli antioksidanlardandir. GSH,
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bircok hiicrede yer alan L-glutamat, glisin ve L-sisteinden olusan tripeptiddir. GSH
antioksidan etkisini GPx (Glutatyon peroksidaz) enzimi katalizorliigiinde H>O> ve
organik peroksitlerle reaksiyona girerek gosterir ve H>O>‘yi hiicrelerden uzaklastirir.
GPx enzimi aktif bolgesinde selenyum igeren bir enzimdir. GSH, organik oksitleri
veya hidrojen peroksiti kimyasal olarak zehirsizlestirir ve hiicreleri SOR hasarindan
korur (67, 68). GPX, hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasinda gorevli
bir diger antioksidan enzimdir. Intraseliiler mesafede lipitleri peroksidasyondan
koruyan en 6nemli enzim GPx’dur (69).

Okside glutatyon (GSSG), hidroperoksitlerin rediikte olmasiyla meydana gelir.
Tekrar GSH’a doniisiimii GR-X’in Katalizledigi reaksiyon ile olur. GPx ve GR-x
sitozolde yiksek konsantrasyon da bulunur. GPx hicredeki dagilimi, GR-x’a

bagimlidir (70).

E-Se
GSSG + H* Selenolat ROOH + H*

OSH ROH
E-Se-5-G E-SeOH
Selenosiilfid Selenenik Asid

H,0 GSH

Sekil 2.6. Selenyum-GPx Enziminin Katalitik Donguist (71).

Glutatyonu sisteinin siilfiir atomu tizerinden c¢esitli elektrofillere aktaran

proteinler GST lerdir (72). Antioksidan aktiviteye sahip GST’lerin bu 6zelliklerinin
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yani sira ¢ok onemli biyokimyasal fonksiyonlarida vardir. Yabanci maddeleri katalitik
olarak, glutatyondaki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak, elektrofilik bolgelerini
notralize etmesiyle olusan iirliniin daha fazla suda ¢6ziinebilir hale gelmesini saglarlar.
GST’ler basta lineolat hidroperoksit ve arasidonikleri olmak iizere, LPO’ya karsi
gosterdikleri selenyumdan bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi ile savunma
mekanizmasi olustururlar (73).

Yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG), indirgenmis (GSH) hale ceviren enzim
GRx’dir. Bu indirgenme islemi sirasinda NADPH’dan elektronlar gelir. NADPH’dan
gelen elektronlar okside glutatyonun disiilfit bagina dogrudan transfer edilmezler.
NADPH’dan gelen elektronlar dnce flavinadenindifosfat (FAD)’a transfer edilirler.
Daha sonra iki sistein arasinda bulunan distilfit kopriisiine transfer edilmek suretiyle
okside glutatyona aktarilir. GRx’in GSSG’yi GSH’ye doniistiirmesi i¢in gereken
NADPH’1 alyuvarlardaki pentoz fosfat yolu saglar (67).

Litereturlerde uterus hasar1 ve infertilite, gastro6zofageal refli, renal fibrozis,
kardiyovaskdler ve bircok doku ve organ hasarinda oksidan antioksidan dengenin
oksidanlarin lehine degistigi rapor edilmektedir. Bu nedenle, antioksidan tedavi
Onerilmektedir antioksidan tedavi ile oksidan iretiminin artmasma bagli doku
hasarimin 6nlenmesi amaglanmaktadir. Antioksidanlar hasar 6ncesi radikal olusumunu

onler ve olusmus oksidatif hasar1 onararak, gesitli reaktif ara tirtinleri notralize eder ve

okside biyomolekiillerin indirgenmesini saglarlar (74).

2.4.1. GSH
Glutamik asit, sistein ve glisinden olusan diisiik molekiil agirlikli fakat

fonksiyonu buyik bir tripeptid olan glutatyon, hayvanlar, bitkiler ve
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mikroorganizmalarin hiicre sitozoliinde bulunan en bol bulunan intraselliiler tiyoldir

(75).

Glisin (Gly) 4 CH;

Sistein (Cysy 4 HC—CH,-SH

Glutamat (Gla) < CH-

Sekil 2.7. Glutatyonun yapisi (76).

Hiicredeki glutatyonun {i¢ biiyiik fonksiyonu vardir:

1-) Bir antioksidan olarak serbest radikal temizleyicisi,

2-) Detoksifikasyon sirasinda GSH-S transferazlar icin kofaktor olarak,

3-) Substrat olarak glutamini GSH’dan diger aminoasitlere transfer eden gama
glutamil transpeptidazlar igin kullanilir.

Hucrenin okside-rediksiyon dengesinde énemli bir rol oynayan glutatyon,
hlcredeki toksik metabolitleri hiicreden uzaklastirir ayrica indirgenmis formu ile
hiicrelerdeki siilfidril grubunun devamliligini saglar (77).

Karaciger sitozoliinde bulunan GSH’1n dongiisii hizli oldugu i¢in yar1 émrii 2-
4 saattir, mitokondride ise yar1 omrii yaklasik 30 saat gibi daha uzun bir stredir.

Ksenobiyotiklerin detoksifiye edildigi en 6énemli organ karacigerdir ve glutatyonun
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saglikli karaciger hiicrelerindeki en yliksek konsantrasyonu yaklasik olarak 20
milimolar’dir. GSH igerigi karacigerin; testis ve bobreklerden yaklasik iki kat,

akcigerlerden ise ii¢ kat daha fazladir (78).

2.4.1.1. Glutatyon Biyosentezi
Glutatyonun biyosentezi, y-glutamil sisteinil sentetaz ve glutatyon sentetazin

katalizledigi reaksiyon sonucunda iki adimda ATP’ye bagiml1 olarak gergeklesir (79).

Glutamat+Sistein+ATP _r-ClutamilSisteinSentetaz_ g ytamilsistein+ADP+ P;

y-glutamilsistein + Glisin + ATp __SlutayonSentetaz © - GSH + ADP + P;

Ik adim L-glutamat ile L-sistein, y-Glutamil sisteinil sentetaz tarafindan
birlesmesidir. y-glutamil sistein sentetaz, reaksiyonu Kkatalizeleyen ve glutatyon
sentezini sinirlandirabilen bir enzimdir (80). y-glutamil sisteinin glisin ile birlesmeside
ikinci adimdir. GSH homeostazisinin saglanabilmesi i¢in enzimin sentezlenmesi ve
aktivitesi kritik bir 6neme sahiptir. Bunun yan1 sira GSH sentezinin fazla oldugu
durumlarda, y-glutamil siklotransferaz enzimiyle 5-oxoproline doniistiiriilir ve 5-
oxoprolinin artisina bagli olarak metabolik asidozis olusur. (81).

GSH sentezinin hiicre iginde gergeklestirilebilmesi i¢in, GSH’1n hiicre disinda
degradasyona ugratilarak olusan tiriinlerin hiicre igine alinmasi gerekmektedir. Bu
islemleride membrana bagli enzimlerden biri olan y-glutamil transpeptidaz enzimi

gerceklestirmektedir (79).
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2.5. Adenozin Trifosfat (ATP)

Tum memeli hucrelerinde hucresel metabolizma icin gerekli olan kimyasal
enerjinin kullanilabilir temel formu Adenozin Trifosfat (ATP)’dir. ATP hicre iginde
bir enerji kaynagi olmanin yani sira, kinazlar tarafindan sinyal transdiiksiyon
yolaklarinda ve ssubstrat olarak da adenilatsiklaz enzimi tarafindan hiicre igi ikinci
haberci olan dongtsel adenozin monofosfat (CAMP)'in sentezinde kullanilir. Hiicre
icinde ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyon i¢in enerji kaynagi olarak ATP kullanilir.
ATP hiicrede hizli ve siirekli bir sekilde yenilenir veya depolanir.

ATP, mitokondride oksidatif fosforilasyonla sitozolde ise ¢ogunlukla

glikozdan glikoliz ile Gretilmektedir (82).

2.5.1. ATP Sentezi

Rediikte molekillerin (NADH'H* ve FADH>) elektronlar1 oksijene transfer
olurken meydana gelen enerji disariya verildiginden eksergonik &zellikte
reaksiyonlardir. Mitokondri i¢ membran1 boyunca lokalize olan ve ATP sentaz enzim
kompleksi tarafindan bu reaksiyonlarda agiga ¢ikan enerji kullanilarak, ATP sentezi
gerceklestirilmektedir.

ATP sentezi konusunda farkli teoriler olmasina ragmen en ¢ok kabul goren,
kemiozmotik teoridir. Bu teoride solunum zincirine giren redikte molekdllerin okside
olmasi sonucu mitokondri i¢ membraninda H* (proton) iyonlar1 artar ve artan
protonlarin membranlar aras1 bosluga pompalanmasiyla iki taraf arasinda elektro-
kimyasal potansiyel farki meydana gelir. Bu esnada mitokondri i¢ membranina
bulunan FO-F1 ATP sentaz enzim sistemi devreye girer ve enzimin FO faktor proton

kanali olusturur. FO, protonlarin membranlar arasi bosluktan matrikse doniisiinde
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gorev yapmaktadir. ADP ve Pi kullanarak ATP sentezini F1 birimi

gerceklestirmektedir (83).

NADH + H* NAD*

Kimyasal Elektriksel 4
Proton -

ApH ) hareket ‘ Ay s

(icerisi alkali) {icerisi neeatif)
guclyle

Sekil 2.8. Kemiozmotik Teori - mitokondride elektronlarin matriksten zarlar arasi
bosluga gegisi ve zarlar aras1 bolgede proton birikimi (84).

2.5.2. ATP' nin kaynaklari, salinmasi ve parcalanmasi

Hiicre, ihtiyacina gore intraselliiler ATP deposunu devamli dolu tutmak veya
hizli bir sekilde yenilemek i¢cin ATP sentezinde kompleks mekanizmalar kullanir.
Sitoplazmada yaklasik olarak 5 mmol/lt (5-10 mM) ATP bulunur. ATP’nin salinim1
uc sekilde olmaktadir. (85). Hicre iskemi, stres, osmotik sisme, inflamasyon, nekroz,
apoptozis gibi sebepler ile hasara ugramasi sonucu hasarli hiicreden pasif olarak ATP
sizmas1 meydana gelir (86). Kanal aracili salinim. (87). Vezikuler salinim. Néronlarin
sekratuvar vezikillerinde, ekzokrin bezlerde (adrenal medullanin kromaffin
graniillerinde, pankreatik p-hlcrelerinin insilin igeren granullerinde ve mast

hlcrelerinin sekratuar granillerinde) ve plateletlerin serotonerjik granullerinde
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sitoplazmadan daha yiiksek ATP konsantrasyonlar1 (100 mmol/It' e kadar) mevcuttur
(88).

ATP ve diger niikleotitler depolanmak lzere sekretuvar ve sinaptik vezikuller
icine alinir (89). ATP' nin sinirlerden ekzositotik vezikiiler salinimi oldugu yoniinde
acik kanitlar vardir ve vezikiiller nikleotit konsantrasyonu 1000 mM'a kadar
¢ikabildigi iddia edilmektedir (90).

Son zamanlarda ortaya konuldugu gibi, ATP’nin sinaptik vezikuller iginde
birikmesine klor bagimli vezikiiler ntkleotit transporter (VNUT) tarafindan aracilik
edilmektedir ve bu tasiyici, vezikiiler glutamat tasiyicilarinin da ait oldugu soliit
tasiyic1 (SLC) anyon tastyict ailesi iginde yer almaktadir (89). VNUT tercihen ATP,
GTP (guanozin trifosfat) ve ADP (Adenozin difosfat) ‘i tanir ve ATP tarafindan inhibe
edilir (90). Bu tasiyict beyinde yiiksek derecede eksprese olur ve immiin histokimya
ile kromaffin graniillerde ve astrositlerin alt populasyonlarindaki yerleri belirlenebilir.
Farkli konsantrasyonlarda olmasina ve diger norotransmitterler ile birlikte depo
edilebilmesine ve birlikte salinabilmesine (GABA, NA veya glutamat) ragmen ATP
her sinaptik ve sekratuvar vezikiilde vardir. Baz1 néral sonlanmalar sadece ATP' nin
bulundugu vezikiiller igerebilirler. Ancak, cesitli fizyolojik nikleotit reseptor
agonistlerinin (ATP, ADP, UDP, UTP), sekerler venikotinamid adenindinukleotitin
(NAD") genel mekanizmalar ile salinip salinmadigi agik bir sekilde tanimlanmig
degildir.

Purinoseptorlere etki eden ATP' nin ana kaynaginin dlen ya da hasarlanan
hiicreler oldugu sanilird1 fakat simdi, bircok hiicreden mekanik strese, hipoksiye,
inflamasyona ve bazi agonistlere fizyolojik ya dapatofizyolojik cevap olarak salindigi

bilinmektedir (90). Endotelyal ve (rotelyal hicrelerden, osteoblastlardan,
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astrositlerden, mast ve kromaffin hiicrelerinden ekzositotik salinimi olduguna dair
zoraki kanitlar vardir, fakat ATP-bagl kaset tasiyicilari, konneksinhemi kanallar,
plazmalemmal voltaj-bagimli anyon kanallar1 yoluyla salindigi da 6nerilmektedir.

ATP' nin ekzositotik noral vezikiiler salinimi igin giiglii kanitlar vardir ve son
calismalar da ATP' nin astrositlerden vezikiiler salinimini desteklemektedir (89). P2X7
reseptorlerine ek olarak ATP-bagli kaset tasiyicilari, konneksin veya panneksin yarim
kanallar1, plazmalemmal voltaj bagimli anyon kanallari, niikleotit saliniminin ek
mekanizmalari olarak kanitlanmaistir.

Yarim kanallarin iskemi ile tetiklenmis noral ATP salinimu ile iliskili oldugu
ve tat tomurcuklarinda ATP aracili interselliiler iletisimin oldugu vurgulanmigtir. UTP'
nin ve UDP sekerlerinin salinim mekanizmalar1 daha az bilinmektedir fakat P2Y 14
reseptor agonisti UDP glikozunun salimimin diizenlenmesine dair kanitlar elde
edilmistir. Salinimdan sonra ATP ve diger niikleotitler ektoniikleotidazlar tarafindan
hizli bir enzimatik yikima maruz kalmaktadir. Noronlardan ve non-noronal
hiicrelerden salinan ATP'nin ektoniikleotidazlar tarafindan yikildig: simdi ¢ok iyi
bilinmektedir ve bu 6nemlidir ¢linkii ATP metabolitleri cesitli purinerjik reseptorler
icin fizyolojik ligandlar olarak islev gorurler (89). Bu ektonikleotidazlar icinde ekto-
nlkleozit trifosfat difosfohidrolazlar (ENTPDaz) icinde yer alan NTPDaz 1, 2, 3 ve 8
ekstraselliler; ekto-nikleotid pirofosfataz’in tig alt tipi, alkalin fosfatazlar, ekto 5'-
nlkleotidaz ve ektoniikleotitdifosfokinazlari (E-NDPK) igeren birkag enzim ailesi yer
almaktadir (90). NTPDaz-1 ATP' yi direk adenozin monofosfat (AMP)' a hidroliz
ederken UTP' yi UDP' ye hidroliz eder; aksine NTPDaz-2 ise ATP' yi ADP' ye ve 5'-

niikeotidaz hidrolazlar AMP'yi adenozine hidroliz ederler.

28



ATP salinsm

ATP H* ADP4P; Ekzositoz Tagiycilar Kanallar
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ATP yilam

P2 nikleotit P1 adenozin
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Sekil 2.9. ATP' nin salinim, pargalanma ve resepsiyon mekanizmalari. (89)



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanmilan Cihaz ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneyde kullanilan thiopental sodium IE Ulagay-Tiirkiye’den, ATP Zdorove

Narodu -Ukrayna’dan, Metanolise Binali Yildirim Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali laboratuarindan temin edildi.

3.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.1. Calismada kullanilan alet ve ekipmanlar.

Cihazlar

Modeli ve Firmasi

Eliza Okuyucu

Epoch Microplate Spectrophotometer,
BioTek, USA

Mikroplate Yikayici

Stat Fax 2600 Microplate Washer, USA

Santriflij (Sogutmalr)

Hettich Zentrifugen 320R, Germany

pH Metre

SCHOTT Instruments Lab 850, Germany

Doku Homojenizatori

Tissue Lyser Il Qiagen, Germany

Hassas Terazi

Shimadzu AT X224, USA

Etiv

Memmert WNB 7-45, Germany

Vorteks

IKA- MS 3 basic, USA

Buzdolabi (-86°C)

Nuaire NU-9483E, USA

Otomatik Multikanal Pipet

Eppendorf Research Pro (20-300u)

Pipet Seti Eppendorf Research Plus

GSH Eliza Kiti Sino Gene Clon Biotech Rat GSH ELISA
(5G-20391)

MDA Eliza Kiti Bioassay Tecnology Laboratory Rat MDA

ELISA (E0156Ra)
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3.2. Deneysel Islemler

3.2.1. Deney Hayvanlar:

Calismamizda kullanilan hayvanlar, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Deney, agirliklar1 280-295 gram
arasinda degisen toplam 18 adet albino Wistar tiirii erkek sicanlar {lizerinde
gerceklestirildi. Hayvanlar deneyden dnce normal oda sicakliginda (22°C) barindirildi
ve beslendi. Calismalarimizin tiim asamalar1 Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulunun 249 nolu karari ile etik kuruluna uygun oldugu onaylanmaistir.

3.2.2.Deney Proseduru

3.2.2.1. Deney gruplarinin Olusturulmasi ve Deneyin Uygulanmasi

Calismada, 3 deney grubu olusturuldu. Her bir grupta 6 adet olmak iizere
toplam 18 adet sican kullanildi.
Grup-1: Saglikli grup (SG)
Distile su intraperitoneal (ip) yoldan enjekte edildi.
Grup-2: Metotreksat + Methanol Grubu (MTM)
Metotreksat 0.3 mg/kg dozda oral yoldan gavaj ile 7 giin boyunca uygulandi. Bu siire
sonunda hayvanlara %20’lik metanol 3 g/kg dozda ayn1 yoldan ayni yontemle verildi.
Grup-3: Metotreksat + Methanol + ATP grubu (MMA)
Metotreksat 0.3 mg/kg dozda oral yoldan gavaj ile 7 giin boyunca uygulandi. Bu siire
sonunda hayvanlara %20’lik metanol 3 g/kg dozda ayn1 yoldan ayni yontemle verildi

ve Metanol verildikten dort saat sonra 4 mg/kg dozda ATP i.p. yoldan enjekte edildi.
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3.2.2.2. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

ATP verildikten 8 saat sonra hayvanlar yuksek doz (50 mg/kg) tiopental
sodyum anestezisi ile oOtenazi yapilarak karaciger dokularindan oOrnekler alindi.
Hayvanlar 6tenazi yapilmadan 6nce kuyruk venlerinden kan 6rnekleri alindi. Alinan
kan ornekleri 4000 rpm de 15 dk +4 °C’de santifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Serum
ALT ve AST aktivite anlaizleri yapilana kadar -80 °C’de saklandi. Dokuda MDA ve
tGSH analizleri i¢in alinan karaciger dokular s1vi azot icinde homojenize edilerek -80
OC’de calisma giiniine kadar muhafaza edildi. Karaciger doku kesitleri %10
formaldehit soliisyonu igerisinde histopatolojik analizler yapilincaya kadar

bulunduruldu.

3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. Serum ALT Analizi
ALT o6lgumleri Beckman Coulter AU 2700 otoanalizériinde, Beckman Coulter

test kitleri kullanilarak fotometrik metot ile 6l¢uldu.

3.3.2. Serum AST Analizi
AST olgimleri Beckman Coulter AU 2700 otoanalizériinde, Beckman Coulter

test kitleri kullanilarak fotometrik metot ile 6l¢tildii.

3.3.3. Doku MDA Analizi
Calisma Oncesi karaciger dokulart 6nce homojenize edilerek fosfat

tamponunda ¢6zdurildi. Karaciger dokularinda MDA 6l¢iimii Bioassay Tecnology
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Laboratory Rat MDA ELISA (E0156Ra) ticari kiti kullanilarak yapildi. Deney
protokolii kit foyline gore asagida belirtildigi gibi uygulandi.

Standart hazirlanmasi:

Tim reaktifler kullanilmadan Once oda sicaklifina getirildi. Seyreltme
yapmadan 6nce standart hafifce calkalanarak 15 dakika bekletildi. Standart ¢ozeltileri
asagidaki gibi hazirlandi. Bos tiip sifir standart olarak kabul edildi. (O ng / L).

Butln tlplere 50pl standart seyreltici eklendi

Standart N0.5(480ng / L):100pl standart (720ng / L) eklendi

Standart N0.4(320ng / L): 100ul Standart No.5 eklendi

Standart No.3(160ng / L):50ul Standart No.4 eklendi

Standart No.2(80ng / L):50pl Standart No.3 eklendi

Standart No.1(40ng / L):50pl Standart No.2 eklendi

Deneyin uygulanmasi

Adim 1: Tum reaktifler, standart sollisyonlar ve ¢rnekler talimatlara uygun olarak
hazirland1 ve deney, oda sicakliginda gergeklestirildi.

Adim 2: Standartin kuyucuklara 50 pl standart eklendi.

Adim 3: Numune kuyucuklarina 40 pl numune eklendi ve daha sonra yine numune
kuyucuklarina 10 pl anti-MDA antikoru eklendi, sonra numune kuyucuklarina ve
standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP eklendi (bos kontrol kuyusu harig). Iyice
karistirilarak. Platenin iizeri sizdirmaz bir jelatin ile kapatildi. 37 °C’de 60 dakika
inkibe edildi.

Adim 4: S1zdirmaz jelatin ¢ikarilarak plate yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Yikama
islemi her yikamada 30 saniye ila 1 dakika arasinda en az 0.35 ml yikama tamponu

kuyucaklarda bekletilecek sekilde gergeklestirildi. Plate kagit havlu ile kurulandi.
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Adim 5: Her kuyucuga 50 pl substrat solusyonu A ilave edildi ve daha sonra 50 pl
substrat soliisyonu B eklendi ve platenin {izeri yeni bir sizdirmaz bir jelatin ile kapatildi
karanlikta 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

Adim 6: Inkiibasyonu siiresi sonunda 50 pl Stop Soliisyonu eklenerek 10 dakika icinde
450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik

yogunlugu (OD degeri) belirlendi.

3.3.4. Doku GSH Analizi

Karaciger dokularinda GSH 6l¢timii Sino Gene Clon Biotech Rat GSH ELISA
(SG-20391) ticari kiti kullanilarak yapildi. Deney protokolt kit foylne gore
asagida belirtildigi gibi uygulanda.

Standart Hazirlama

Tiim reaktifler kullanilmadan ©nce oda sicakligina getirildi. Seyreltme
yapmadan once standart hafifce calkalanarak 15 dakika bekletildi. 6.4 nmol / ml
standart stok ¢6zeltisi olugturmak igin 120 pl standart (12.8 nmol / ml) 120 ul standart
seyreltici ile sulandirildi. 3.2 nmol / ml, 1.6 nmol / ml, 0.8 nmol / ml ve 0.4 nmol / ml
standart ¢ozeltileri asagidaki gibi hazirlandi. Standart seyreltici sifir standart olarak
kabul edildi. (0 nmol / ml).

Standart N0.5(6.4 nnol/ml):120 pl Orijinal Standart+120 ul Standart Seyreltici eklendi
Standart No.4(3.2 nmol/ml):120 ul Standart No.5+120 ul Standart Seyreltici eklendi
Standart No.3(1.6 nmol/ml):120 ul Standart No.4+120 ul Standart Seyreltici eklendi
Standart No.2(0.8 nmol/ml):120 ul Standart No.3+120 ul Standart Seyreltici eklendi
Standart No.1(0.4 nmol/ml):120 ul Standart No.2+120 ul Standart Seyreltici eklendi

Deneyin uygulanmasz
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Adim 1: Tim reaktifler, standart sollisyonlar ve ornekler talimatlara uygun olarak
hazirland1 ve deney oda sicakliginda gergeklestirildi.

Adim 2: Standart kuyucuklara 50 pl standart eklendi.

Adim 3: Numune kuyucuklarina 40 ul sample dilient eklenerek seyreltildi ve tizerine
10 pl numune eklendi

Adim 4: Platenin {izeri s1izdirmaz bir jelatin ile kapatilarak 37 °C°de 30 dakika inkiibe
edildi.

Adim 5: Sizdirmaz jelatin ¢ikarilarak plate yikama tamponu ile 5 kez yikandi ve plate
kagit havlu ile kurulandi

Adim 6: HRP-Konjugat reaktifi bos kuyucuk hari¢ her kuyucuga 50 ul pipetlendi
Adim 7: Platenin iizeri sizdirmaz bir jelatin ile kapatilarak 37 °C°de 30 dakika inkiibe
edildi.

Adim 8: Sizdirmaz jelatin ¢ikarilarak plate yikama tamponu ile 5 kez yikandi ve plate
kagit havlu ile kurulandi

Adim 9: Her bir kuyucuga Kromojen Soliisyon A ve Kromojen Solusyonu B den 50
ul pipetlenerek, 37 °C’de 15 dakika 151k karanlikta inliibe edildi.

Adim 10: Her kuyucuga 50 pl Stop Soliisyonu pipetlenerek 15 dakika i¢inde 450
nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu kullanarak her kuyucugun optik yogunlugu

(OD degeri) belirlendi.

3.4. Histopatolojik inceleme
Tiim doku numuneleri ilk olarak 151k mikroskobu degerlendirmesi i¢in %10
formaldehit ¢ozeltisinde tanimlanmistir. Tanimlama isleminin ardindan, doku

numuneleri 24 saat boyunca kasetlerde musluk suyu altinda yikandi. Daha sonra
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numuneler, dokular i¢indeki suyu uzaklastirmak i¢in geleneksel kalitede alkolle ( %70,
%80, %90 ve %100) isleme tabi tutuldu. Dokular daha sonra ksilolden geg¢irildi ve
parafine gomiildii. Parafin bloklarindan dort ila bes mikronluk kisimlar kesildi ve
hematoksilin-eozin boyama uygulandi. Fotograflari Olympus DP2-SAL yazilim
programi (Olympus® Inc. Tokyo, Japonya) degerlendirmesinin ardindan c¢ekildi.
Calisma  gruplarmin  histopatolojik  degerlendirmesi  histolog  tarafindan

gerceklestirildi.

3.5. Istatistiksel analiz

Sonuglar “ortalama + standart sapma” degeri olarak ifade edildi. Gruplar aras1
karsilastirma i¢in Tek yonli ANOVA kullanilmistir. ANOVA'dan sonra Tukey’in testi
post-hoc test olarak kullanildi. Istatistiksel analiz IBM SPSS 22 paket programi
kullanilarak yapildi. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli, p<0.001 ise ¢ok anlaml1 kabul

edildi.

4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Tablo 4,1°de gortldigi gibi ALT enzimlerinin SG, MTM ve MMA gruplarinin
ortalama degerleri siras1 ile 37,0+4,6 (1U/L), 74,0£5,0 (1U/L) ve 51,8+1,9 (IU/L) olarak
bulunmustur. MTM grubunun ALT enzim seviyesi asir1 yliksek bulunmus, MMA
grubunun ALT enzim seviyesi ise MTM grubundan daha diisiik bulunmustur. SG-
MTM, MTM - MMA ve SG - MMA ciftleri arasindaki iliski (P<0.001) bulunmustur.
AST enzimlerinin SG, MTM ve MMA gruplarinin ortalama degerleri sirasi ile

45,2+7,3 (IU/L), 208,0+19,0 (1U/L) ve 1,23+0,23 (IU/L) tespit edilmistir. MTM
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grubunun AST enzim seviyesi asir1 yiiksek bulunmus, MMA grubunun AST enzim

seviyesi ise MTM grubundan daha diisiikk bulunmustur. SG - MTM, MTM - MMA ve

SG - MMA iftleri arasindaki iliski (P<0.001) bulunmustur. AST/ALT enzimlerinin

SG, MTM ve MMA gruplarinin ortalama degerleri 1,23+0,23, 2,81+0,21 ve 2,49+0,11

olarak bulunmustur. SG-MTM ve SG-MMA iftleri arasindaki iliski (P<0.001)

bulunurken MTM-MMA ciftleri arasinda iligki (P<0.031) olarak bulunmustur.

Tablo 4.1. ALT, AST ve AST/ALT degerleri

OrtalamazS.S. Medyan(min- Karsilastirilan P
maks.) grup
SFG 37,0+4,6(1U/L) 35,5(32-44)(1U/L) SG-MTM  <0,001
ALT MTM  74,0+5,0(1U/L) 74,0(67-80)(1U/L) MTM -MMA  <0,001
MMA  51,8+1,9(1U/L) 51,5(49-54)(1U/L) SG-MMA  <0,001
SG 45,2+7 3(1U/L) 45,0(37-53)(IU/L) SG-MTM  <0,001
AST MTM  208,0+19,0(IU/L)  202(190-241)(IU/L)  MTM-MMA  <0,001
MMA  128,7+7,9(IU/L)  129,5(117-140)(1U/L) SG-MMA  <0,001
SG 1,23+0,23 1,20(0,90-1,51) SG -MTM <0,001
AST/ALT MTM 2,81+0,21 2,89(2,49-3,01) MTM -MMA  <0,031
MMA 2,49+0,11 2,54(2,29-2,59) SG -MMA <0,001
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Sekil 4.1. Serum ALT, AST ve AST/ALT degerlerinin sematik gosterimi

4.1.1.Serum ALT Analiz Sonuclari

Tablo 4,2°de gorildigi gibi, SG, MTM ve MMA rat gruplarmmin kan
serumunda ALT miktar1 siras1 ile 37,0+4,6(1U/L), 74,0£5,0(1U/L) ve 51,8+1,9 (1U/L)
olarak bulunmustur. SG-MTM, MTM-MMA ve SG-MMA giftleri arasindaki iliski

(P<0.05) olarak bulunmustur.

38



Tablo 4.2. Serum ALT analiz sonuglari

MeanxSD Pairwise P
comparison
SG 37,04,6(1U/L) SG-MTM <0,001
MTM 74,045,0(1U/L) MTM — MMA <0,001
ALT
MMA 51,8+1,9(1U/L) SG -MMA <0,001

4.1.2.Serum AST Analiz Sonuglari

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi, SG, MTM ve MMA rat gruplarinin kan
serumunda AST miktarn1 swras1 ile 45,2+7,3(IU/L), 208,0+19,0(1U/L) ve
128,7+7,9(IU/L) olarak bulunmustur. SG-MTM, MTM-MMA ve SG-MMA ciftleri

arasindaki iliski (P<0.001) olarak bulunmustur.

Tablo 4.3.Serum AST analiz sonuglari

Mean+SD Pairwise P
comparison
SG 45,2+7,3(1U/L) SG-MTM <0,001
MTM 208,0+£19,0(1U/L) MTM - MMA <0,001
AST
MMA  128,7+7,9(1U/L) SG -MMA <0,001

4.1.3.Doku MDA Analiz Sonuclari

Tablo 4.4°de gorildigi gibi, SG, MTM ve MMA rat gruplarinin karaciger
dokusunda MDA miktar1 siras1 ile 1,56+0,28, 4,99+0,13 ve 2,13+0,15 olarak
bulunmustur. SG-MTM, MTM-MMA ve SG-MMA iftleri arasindaki iligki (P<0.001)

olarak bulunmustur.
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Tablo 4.4. Doku MDA analiz sonuglari

Mean+SD Pairwise P
comparison
SG 1,56+0,28(umol/ g) SG - MTM <0,001
MDA MTM 4,99+0,13(umol/ g) MTM - MMA <0,001
MMA  2,13+0,15(umol/ g) SG - MMA <0,001
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Sekil 4.2. MDA analiz sonuglari

4.1.4. Doku GSH Analiz Sonuclari

Tablo 4.5’de gortldigi gibi, SG, MTM ve MMA sigan gruplarinin karaciger
dokusunda GSH miktar sirasi ile 8,31+£0,35 nmol/g, 1,27+0,27 nmol/g ve 5,71+0,53
nmol/g olarak bulunmustur. SG-MTM, MTM-MMA ve SG-MMA ciftleri arasindaki

iliski (P<0.001) olarak bulunmustur.
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Tablo 4.5. Doku GSH analiz sonuglari

MeanSD Pairwise comparison P
SG 8,31+0,35nmol/g SG-MTM <0,001
GSH MTM 1,27+0,27nmol/g MTM - MMA <0,001
MMA 5,71+0,53nmol/g SG -MMA <0,001
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Sekil 4.3. Doku GSH analiz sonuglari

4.2. Histopatoloji Bulgular:

Isik mikroskobik gézleminde karaciger kontrol dokusunun belirgin yuvarlak
cekirdekli ve eozinofilik sitoplazmali normal poligonal hiicreler, hepatosit kordlar
arasina dagilmis Kupffer hiicrelerinin vaskiiler formasyonu normal histolojik yap1
gosterdi (Sekil 4.5).

Metotreksat+Metanol grubunda en belirgin degisiklik hepatosit dejenerasyonu

ve hepatikkord ¢ozlinmesidir. Hepatositler sisti ve giiclii hipertrofi gosterdi. Hepatosit
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sitoplazmasinda bos vakuol varlig1 dikkat ¢ekiciydi. Kupffer hiicrelerinin sayica arttig1
goriildii. Kan damarlar1 ayn1 anda tikanmis ve genislemistir (Sekil 4.6.). Bununla
birlikte, merkezi damar ¢evresinde yogun polimorfoniikleer hucre infiltrasyonu
gozlendi (Sekil 4.7.). Metotreksat+Metanol+ATP grubundaki siganlarda; hepatik
kordlarin sekli normaldi ve hepatositlerde dejenerasyon azaldi. Bu nedenle kan
damarlart ve genel histolojik mimari normaldi. Kupffer hiicrelerin sayis1 goreceli

olarak azalmis ve santral damarlarda az miktarda polimorfonukleer hiicre gortilmistiir

(Sekil 4.8.).

) A "\A .‘:l,/_'_"lx N
Sekil 4.4. Saglikli grupdaki karaciger dokusunda hematoksilin-eozin boyama;=»:
hepatosit, <> : Kupffer hiicre, =& : kan damar1, x200.
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Sekil 4.5. Metotreksat + metanol grubunda karaciger dokusunda hemaksilin-e0zin
boyama;=>»: dejenere hepatosit <=>: Kupffer hiicre, = : genislemis ve tikanmis
kan damari, x200.
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Sekil 4.6. Metotreksat + metanol grubunﬁa karaciger dokusunda hemaksilin-eozin
boyama; =>»: dejenere hepatosit, <> : Kupffer hiicre, PMNC: polimorfonukleer hiicre,
& : dilate kan damari, x400.
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Sekil 4.7. Metotreksat + metanol + ATP grubunda karaciger dokusunda hematoksilin-
eozin boyama; =>»: hepatosit, =>: Kupffer hicre, PMNC: az miktarda

polimorfoniikleer hiicre, X : kan damari, x200.
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5. TARTISMA

Karaciger; protein sentezi, detoksifikasyon ve kimyasal sindirim gibi birgok
fonksiyonu olan bir organdir. Glinlik yasamda asir1 alkol tiiketimi her ne sebeble
olursa olsun bir¢ok olumsuz metabolik degisimeler meydana getirmekte ve 6zellikle
de karaciger de hepatoksisiteye neden olmaktadir. Ayn1 zamanda toksik nedenlerle
akut veya kronik hastaliklara zemin hazirlamaktadir. Calismamizda ATP nin, metanol
ile olusturulmus deneysel karaciger toksisitesine karst koruyucu etkisinin
arastirilmasini amagcladik.

Metil alkol renksiz, ugucu 6zelige sahip ve oda sicakliginda sivi halde bulunan
bir alkoldir ve zehirlenmeleri genellikle oral yolla olmakla birlikte nadiren solunum
ve deri yoluyla da olabilmektedir (12). Alkol tiikketmek isteyen fakat maddi veya baska
sebeplerden dolay1 etil alkole ulasamayan bireyler alternatif olarak metanoli
tilketmeleri epidemilere yol agmaktadir. Nadir gorulen bir intoksikasyon olmakla
birlikte genellikle dliimle sonuglanir (16). Ulkemizde metil alkol zehirlenmelerinin
biiyiik bir kismini, kanun dis1 yollarla hazirlanip piyasaya sdrilen ve igerisinde
metanol bulunduran alkollii igecekler ile kolonyalar olusturmaktadir. Elmas ve
arkadaglarinin  yayinlarinda, tiilkemizdeki oOliim ile sonuglanmis metil alkol
zehirlenmelerinin % 42,5’inin alkolli igeceklerin icilmesi, %19,2’sinin kolonya
icilmesinden kaynaklandigini1 belirtmektedirler (91). Literatire gore, metil alkol
zehirlenmelerinde kullanilan etkili medikal tedaviye ragmen o6liim orani %20 olarak
bildirilmektedir. Olim ile sonuclanan zehirlenme olgularmm bir kism1 hastaneye
ulastirilamadan gerg¢eklesmektedir (92). Yayci ve arkadaslart metil alkol alinmasindan
sonraki asemptomatik donemin O6lim oranlarinin artisinda etkili oldugunu 6ne

stirmekte ve hastanin bu asemptomatik dénemde alkol alimma devam ederek daha
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yiuksek dozda metanol aldigini bildirmektedir (18). Alkol tuketiminin birgok olumsuz
metabolik degisime neden oldugunu ve ozelliklede karaciger dokusunda harabiyet
meydana getirdigini bildirilmistir (93). Alkol karacigerde metabolize edilir. Ancak
birim zamanda karaciger tarafindan zararsiz hale getirilen alkol miktar1 sinirh
orandadir. Bu orandan fazlasini zararsiz hale getirme islemi sirasinda, karacigerin
diger fonksiyonlarinda aksakliklar meydana gelir. Karaciger hiicreleri zarar
gorerek yapisal degisikliklere ugrayabilir. (94,95).

Calismamizda biyokimyasal bulgularin, histopatolojik bulgularla ortiistiigii
goriilmiistir. MDA, ALT ve AST dizeylerinin ylksek, tGSH dizeyinin diisiik
bulundugu MTM grubunun hepatositlerinde siddetli dejenerasyon, Kupffer hiicre
sayisinda artma, konjesyon ve PMNC infiltaryonu gibi histopatolojik bulgulara
rastlanmistir. ATP grubunda hem biyokimyasal bulgular hemde histopatolojik
incelemelere bakildiginda hafif karaciger hasari oldugu degerlendirilmistir. Koksal ve
arkadaslarida metanolun karaciger hiicre hasarina yol agtigini histopatolojik olarak
gostermiglerdir (96). Kasacka ve arkadasinin ¢alismasinda ise metanolle indiklenen
hepatosit hasarinin nekrozla sonuglandigi bildirlmistir (97). Zehra ve arkadaslari
metanolun hepatositlerde nekroz disinda, inflamasyonada yol agtigini rapor etmisledir
(98).

Calismamizda, deneysel olarak olusturulan metanol hasarina ATP
uygulanmasi ile histopatolojik olarak makroskobik hasarlarin giderildigi, mikroskopik
olarak karaciger dokusunda kayip oldugu goriildii.

Genellikle kronik alkol tiiketimi sonucu gelisen metanol intoksikasyonu B
vitamini yetersizligi ve sinir sistemine dogrudan toksik etkisinin yam sira lipid

peroksidasyonunu bozmasi ile oksidatif stres meydana getirmektedir. Lipid
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peroksidasyonunda artig, sitokrom-C oksidaz inhbisyonu, mitokondri elektron
transport zincirinin inhibisyonu ve aerobik metabolizma icin ihtiya¢c duyulan ATP
uretiminde azalma ve serbes oksijen radikallerinde (SOR) artisa sebep olmaktadir.
Artan SOR larin, karaciger hiicre mitokondri hasarina neden oldugu bildirilmistir (99).

Karaciger cesitli  sebeplerle dejenerasyona ugrasada rejenerasyonda
olusmaktadir. Ancak, dejenerasyon uzun stire devam edrese karacigerde bag dokusu
artig1 gorulur. Hepatik fibroz ilerleyici patolojik bir olaydir. Alkol kullanimi, viral
hepatitler, metabolik hastaliklar ve ila¢ kullanimi karacigerde kronik hasar ve
fibrozise neden olur. Bu durum tedavi edilmedigi takdirde karacigerin normal yapisi
bozulur. Disse araliginda (hepatositlerile endotel hiicreleri arasindaki mesafe)
ekstraselller matriks proteinleri ve kollajen birikmesi baglar. Bu bag dokusu artisi
ile siroz olarak adlandirilan karacigerde yapisal bozukluk olusur (95).

Parthasarathy ve arkadaslari, metanole bagl olarak rat serum ALT ve AST
aktivitelerinde yukselme oldugunu (100), Hamouda ve arkadaslari ¢alismalarinda
da rat serum AST ve ALT aktivitesinde ise artma oldugunu bildirmislerdir (101).
Yapilan caligmalarda AST ve ALT aktivitelerin karaciger hiicre hasarini
belirlemede dnemli parametreler oldugu gosterilmistir. Alkol kullanimina bagl
olmayan karaciger hasarinda AST/ALT orami diisiikken, alkole bagli karaciger
hasarlarinda bu oran yiksektir (102, 103, 104). Bu ¢alismada, metanol verilen
ratlarda AST ve ALT’lerin tek tek artisinin yani sira, AST/ALT oranindaki artis da
anlamli (p<0.031) bulunmustur.

ALT ve AST karaciger hasarin1 belirlemede rutinde sikca kullanilan
parametrelerdir. AST karacigerin yani sira akciger, kas, kalp, beyin, bobrek,

pankreas ve kan hucrelerinde bulunmaktadir. ALT ise yogun olarak sadece
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karacigerde bulunmaktadir. Karaciger hucrelerinde bulunan AST’nin yaklasik olarak
%80’i mitokondridedir. Halbuki ALT’nin predominant formu nonmitokondriyal
olanidir. Bu nedenle mitokondrial membranin saglam oldugu hafif hepatoselliiler
hasarda sitoplazmik ALT ve AST seruma salinir. Kolestatik karaciger
hastaliklarinda, nonalkolik hepatosteatozda, sirozda, karaciger tumdrlerinde ve
karaciger yaglanmasinda serum amino transferazlarinda hafif derecede artis olurken.
Kronik hepatitlerde, ilaca bagli hepatitlerde ve akut viral hepatitlerinin hafif
vakalarinda serum amino transferazlarinda orta derecede artis olur. Mitokondri
membraninda hasar olusturacak kadar ciddi hepatoselliler hasarlarda ise
mitokondriyal AST salinimi gorulir. (105, 106). Calismamizda literatiir bulgularina
uyumlu olarak, hem ALT ve AST seviyeleri ve hem de AST/ALT oram yiksek
bulunan metanol grubunun karaciger dokusunda ciddi hasarin meydana geldigi
goriilmiistiir. Ancak, ATP’nin sicanlarda serum ALT ve AST aktivitelerinin ve
AST/ALT oraninin metanolle artmasini anlamli 6l¢iide 6nledigi saptanmistir. Ayrica,
ATP uygulanan gruptaki siganlarin serum ALT ve AST seviyeleri ve AST/ALT orani
saglikli gruptaki degerlere yakin bulunmustur.

Kimyasal maddeler, ila¢ toksikasyonu, radyasyon veya hastaliklar SOR
Uretiminini artirarak hiicresel bilesiklerde ¢esitli zararli etkiler olusturmaktadir.
Serbest radikal Gretiminin hilicre savunma sistemini asacak dizeye ylkselmesi
sonucunda, zararlt etkilerini lipidler iizerinde gosterirler. Membranin yapisinda
bulunan kolesterol ve doymamis fosfolipidler serbest oksijen radikalleriyle kolaylikla
reaksiyona girmesi sonucunda lipid peroksidasyonu olusur. Lipid peroksidasyonu
hiicresel hasarin iyi tanimlanmis bir mekanizmasidir ve oksidatif stresin bir

gostergesi olarak kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan aldehitler,
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serbest radikallerin ilk olustugu yerden daha uzaktaki bir hiicresel hedefe diffiize
olabilir. Membran lipidlerindeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile
meydana gelen son Griin MDA’dir. MDA ’nin hiicre ¢ogalmasi {izerindeki toksik etkisi,
MDA’y1 hiicresel toksik aldehtlerden biri yapmaktadir. (107, 108, 109). Hamouda ve
arkadaslari, metanol ile oksidatif hasar olusturulmus ratlarda bircok biyokimyasal
parametre ile birlikte malondialdehit (MDA) seviyelerini incelemislerdir. Bu
calismada kontrol, metanol ve tedavi gruplar1 arasindaki iligki arastirilmis, metanol
grubundaki MDA seviyeleri kontrol grubundan yiiksek olarak bulmuslardir (101).
Rajamani ve arkadaslar yaptiklari galismada MTX (Metotreksat)’in tek basina optik
sinirde MDA’y1 artirdigini, tGSH’y1 ise azalttigini aciklamislardir. Ayni1 zamanda
MTX (Metotreksat) + metanol kombinasyonunun MDA miktarint asirt yiikselttigini,
tGSH’1ise ciddi oranda azalttigini rapor etmislerdir (110). Calismamizda da Tablo 4.4
ve Sekil 4.3’te de goriildigii gibi metanol uygulanan grubun MDA miktarinda
istatistiksel agidan asir1 artis oldugu, bu durum metanol’in SOR {retimini
induklemesi sonucunda lipid peroksidasyonu olusturmasi seklinde agiklanabilir.
GSH, vicudun antioksidan savunma mekanizmasini diizenlemede merkezi
rolii olan ve protein yapisinda olmayan bir tioldur. Normal hiicre yap1 ve fonksiyonunu
koruyucu etkisi redoks ve detoksifikasyon reaksiyonlariyla gosterilmistir. Rajagopal
ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismalarinda alkol verilen siganlarin doku GSH
duzeylerinin azaldigini belirtmislerdir. Diisik GSH dlzeyleri, antioksidan bir enzim
olan glutatyon peroksidazin kullamimindaki artis sebebiyle olabilecegini
aciklamslardir (111). Organizmada antioksidan savunma sistemleri, SOR’nin hasar
olusturucu etkilerine karsi gelismistir. Normal sartlarda SOR’nin hasar olusturucu

etkileri antioksidanlarla durdurulmaktadir ve boylece oksidatif hasar sonucu ortaya
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cikan doku hasari en aza indirilmektedir. Dokularda serbest oksijen radikallerini
notralize etme kapasitesi sinirlidir. Sirasiyla siiperoksid anyonunu hidrojen perokside,
hidrojen peroksidi suya geviren bu mekanizmalar katalazi ve SOD igerir. Bunlara
ilaveten glutatyon cifti-GSH ve GSSG- bir mekanizma ile okside olmus molekdlleri
rediikte ederek antioksidan sistem gorevi goriur ve hekzozmonofosfat yolundan
uretilen NADPH’ye ihtiya¢ duyar. Hucre kiltir ve organ sistemlerinde oksidatif
stresin belirlenmesinde, GSH’1n hicresel diizeylerinin azalmasi, GSSG diizeylerinin
artmast (GSH/GSSG orani) kullanilir (112). Serbest radikal Gretimi belirli bir
seviyenin (zerine ¢ikar ve antioksidanlar SOR’lar1 nétralize etmede yetersiz kalirsa,
SOR’lar hucrede lipid, protein, karbonhidrat, enzimleri ve nlkleik asitleri bozarak
zararh etkiler olusturur (112). Kandaki GSH diizeyinin diisiikliigii, GSH sentezinin
yetersizliginden kaynaklandigi bilinmektedir. Glutatyon, SOR iligkili lipid
peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan toksik trtinlerle reaksiyona girerek bu trunlerin
uzaklastirilmasinda rol alan giiglii bir antioksidandir (113, 114). Kurata ve arkadaslar
(115), yaptiklart c¢alismalarinda bazi memeli tiirlerindeki eritrosit antioksidan
sistemlerini karsilastirmis ve GSH’in SOR’lar1 nétralize etmede harcandigini
bildirmislerdir. Glutatyon, hicreleri serbest radikallerin olusturdugu hasardan
korumakta ve buna ek olarak yabanci toksik maddelerin ortadan kaldirilmasinda da
gorev almaktadir. Bununla birlikte, GSH (Glutatyon)’un GSSG’a oksidasyonu ve
adaptasyon mekanizmasimin bozulmasi sonucu meydana gelen ciddi bir oksidatif
stres tGSH seviyesini baskilayabilir. Buna gore metanol uygulamasi serbest oksijen
radikallerinin tretimini artirmakta ve olusan bu SOR’lar1 notralize etmek igin
ortamda bulunan tGSH’larin tiiketildigi dusuntlmektedir. MDA diizeyindeki bu artis

biyokimyasal bulgularimizi desteklemektedir (116, 117, 118). Calismamizda
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literatiirle uyumlu olarak metanol uygulanan grupta MDA degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis (p<0.001) ve tGSH degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001) diizeyde bir azalma s6z konusudur.

Bu caligmada, siganlara metanol uygulanarak oksidatif karaciger hasari
olusturulmustur. ATP 4 mg/kg lik dozda tedavi edici olarak ratlara i.p olarak
verilmistir. Metanol ile karaciger hasar1 olusturulan ratlardan alinan kan serumunda
AST ve ALT seviyelerinde artis AST/ALT oraninda yiikselme olusmus, bu ratlardan
alian karaciger dokusunda yapilan test sonucunda da MDA seviyesi artarken, tGSH
seviyesinde azalma tesbit edilmistir. Metanol+ATP uygulanan gruptan alinan numune
sonuglarinda AST ve ALT seviyeleri sadece metanol uygulanan gruba gdére énemli
oranda diisiik bulunmus ve AST/ALT oraninda da 6nemli oranda diisme oldugu
goriilmiistiir. Karaciger dokusunda MDA seviyesi metanol uygulanan gruba oranla

daha diisiik oldugu bulunurken, tGSH seviyesi ise daha yiiksek bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Konrol grubu digindaki siganlarda metilalkol’e bagli hepatotoksisitede oksidatif hasar
olusturuldugu, AST ve ALT serum degerleri ile AST/ALT oranin degerleri bir
gostergesi  oldugu  gorildii. Karaciger doku  Orneklerinin  histopatalojik

degerlendirilmesi sonucu metanol’iin karaciger hasar1 yaptigi tespit edildi.

Deneysel elde edilen verilerde Metatreksat+Metanol+ATP grubunda AST ve ALT
seviyesi Metotreksat+Metanol uygulanan gruba gore dnemli oranda diisiik bulundu ve
yine AST/ALT oraninda da onemli oranda diisme oldugu goriildii. Karaciger
dokusunda yapilan ¢aligmada ise MDA seviyesi metanol uygulanan gruba oranla daha
diisiik oldugu bulunurken GSH seviyesi ise daha yiiksek bulundu. Karaciger doku
orneklerinin histopatalojik degerlendirilmesi sonucu Metanol+ATP grubundaki
karaciger hasarmin alkol grubuna gore daha az oldugu ya dapatalojik Ozellik

gostermedigi goriildii.

Mevcut ¢alismada bir antioksidan olan tGSH sentezinde dénemli role sahip ATP’nin,
karaciger hasarinda digaridan verilmesiyle GSH diizeylerinin arttirilabilecegini

diistindiirmektedir.

Sonug olarak, eksojen olarak uygulanan ATP, alkolik karaciger dokusunda oksidan
parametre olarak bilinen MDA’nin artisini Onledi ve antioksidan olan GSH’nin
duzeylerini arttirdi. Bu sonuglar klinikte ATP’nin alkolik karaciger hasarina karsi

onleyici bir madde olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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e Biitiin bu degerlendirmelerle beraber oksidatif sitres ile agiklanan alkolik karaciger
hastaliklarinin gelisim silirecinde deneysel olarak ATP ‘in koruyucu etkisi oldugu

sonucuna varildi.
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