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OZET

Alkol aliskanligi bir ¢ok Ulkede karaciger hastaiklarimin 6nde gelen nedenleri
arasindadir. Asirt alkol tiketimi veya alkol aliskanligi sonucunda meydana gelen
karaciger patolojileri arasinda hepatik steatozis, alkolik hepatit, hepatik fibrozis ve
siroz yer almaktadir. Son yillarda alkoltin yol agtig1 patolojik degisikliklerin ve bu
hastaliklarin olusum siirecinde oksidan stresin etkisi Uzerinde durulmaktadir. Alkol
metabolizmasinin gesitli basamaklarinda serbest radikal Gretimine bagli olarak etanol
ile induklenen pro-oksidan stres meydana gelmektedir. Resktif oksijen tirleri (ROS)
lipid peroksidasyonu ve membran hasarinin gelismesine yol agar. Vicudumuzda
ROSun zararli etkilerine karsi antioksidan savunma mekanizmas: vardir.
Antioksidan savunmanin dnemli kismini lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlarin
kiran  antioksidanlar olusturur. Vitamin E bu antioksidanlarin en énemlilerinden
biridir.

Matriks metalloproteinazlar, ekstraseliler matriks yikiliminda dnemli bir
yere sahip enzim grubudur. Matriksinler olarak da adlandirilirlar. Ekstraselller
matriksin bozulmasinda fonksiyonu olan Zn*? ve Ca"? bagimli endopeptidazlardir.
Bu calisgmada etanoltin indikledigi karaciger hasarinda oksidatif stresi ve proMMP-
9'un karaciger hasarinda rollntn olup olmadigint gérmeyi ve bir antioksidan olan
vitamin E'nin, oksidatif hasar ile proMMP-9 Uzerindeki etkisini gormeyi amagladik.

Bu calismada, 25 adet Sprague-Dawley erkek ratlar dort gruba ayrildi: 1)
Kontrol grubu: 30 giin boyunca (2 ml/gun) serum fizyolojik |.g olarak verildi. 2)
Etanol (EtOH) grubu: 30 giin boyunca etanol (1 ml/gin %80 v/v) 1.g olarak verildi.
3) Vitamin E (VitE) grubu: (100 mg/kg/gin) vitamin E verildi. Vitamin E, serum
fizyolojik ile birlikte total 1 ml. olarak verildi. . 4) Vitamin E + Etanol grubu: 30 giin
boyunca I.g yontemle (100 mg/kg/giin) vitamin E verildikten 2 saat sonra etanol (1
ml %80 v/v) verildi.

Karaciger dokusunda, oksidatif stresin gostergesi olan malondialdehit
(MDA), karbonil ve antioksidan kapasitenin gostergesi olarak glutatyon (GSH),
silfhidril  (SH) ve slperoksid dismutaz (SOD) aktiviteleri ile promatriks
metalloproteinaz-9 (proMMP-9) dizeyleri olculdi.
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Y apilan calismalar sonucunda EtOH grubunda kontrol grubuna gore artmis
karaciger MDA, karbonil, proMMP-9 dizeyleri, azalmis GSH, SH dizeyleri ve
azalmis SOD aktivitesi gOzlendi. Etanol grubu ile karsilastirildiginda VitE+EtOH
grubunda azalmis MDA, karbonil dizeyleri ve artrms GSH, SH dizeyleri, artms
SOD aktivites ve azalmig proMMP-9 diizeyleri gozlemledik.

Bu sonuclara gore, alkolin karacigerin oksidan ve antioksidan dengesini
etkiledigi, lipid peroksidasyonunun artigina yol actigint gordik. Alkolin indukledigi
oksidatif streste proMMP-9 dizeylerinin anlamli olarak arttigim, vitamin E'nin
oksidan stresi azalttigim  ve buna bagli olarak proMMP-9 dizeylerinin azaldigim
dustinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, Etanol, proMMP-9, Vitamin E
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SUMMARY

Alcohol addicition is one of the leading reasons of liver diseases in many countries.
Hepatic steatotis, alcoholic hepatitis, hepatic fibrosis and cirrhosis can be mentioned
among the diseases resulting due to acohol addiction. In recent years, studies have
been focused on effect of oxidant stres, in the process of pathological changes and
mentioned diseases caused by alcohol. In many steps of alcohol metabolism
dependent of production of reactive oxgen species (ROS) that is occured alcohol
induced pro-oksidan stres. Lipid peroxidation and membran damage is developed by
ROS. In our body, against the harmful effects of ROS there is an antioksidan
mechanism. Antioksidants which are break the lipid peroxidation chains reactions
constitue an important part of the antioksidant defense. Vitamine E is one of the
important antioksidant. Matrix metalloproteinases (MMPs) are an enzym group of
that degrade extracelluler matrixs (ECM). MMPs aso called matrixins. MMPs are
Zn*? and Ca"dependent endopeptidases that breakdown the ECM. The aim of
present study, we evaluate wheter the vitamine E treatment could have a protective
effect against oxidative stress and pro-MMP-9 and the oxidative stress and role of
pro-MMP-9 in alcohol induced liver injury in rats or not.

In this study, twenty five male Sprauge-Dawley rats were divided four
groups. 1) Control group: recieved saline, intragastrically (2 mi/day) througout thirty
days. 2) Ethanol (EtOH) group: received EtOH (1 mi/day, 80% v/v), intragastrically
and saline througout thirty days. 3) Vitamine E (VitE) group: recieved VitE (100
mg/kg/day) with saline that total volume is 1 ml througout thirty days. 4)
VitE+EtOH: VitE was introduced 2 h before EtOH administration (1 ml 80% v/v)
througout thirty days.

Malondialdehit (MDA) levels as an indicator of lipid peroxidation, content of
protein corbonyl as an indicator of protein oxidation, the levels of glutatyon (GSH)
and proetin sulphydril groups (SH) and superoksid dismutase (SOD) activities as
indicators of antioksidant capacity and proMMP-9 levels have been estimated in liver

tissue.
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As a result of these measurement, it has been shown that increased tissue
MDA, protein carbonyl groups, proMMP-9 and decreased GSH, SH levels and
decreased SOD activities in EtOH group were found when compared to control
group. Decreased tissue GSH, SH levels and increased SOD activities in EtOH+VIitE
group were also found when compared to EtOH group. The SOD activities were not
significantly different from other groups.

In conclusion, alcohol effect betwen oksidant and antioksidant balance in
liver and it is increased lipid peroxidation. Alcohol induced oxidative stress
increased significantly proMMP-9 levels of liver tissue and VitE decreased oxidative
stress and we think that decreased proMMP-9 levels are dependent decreasing of
oxidative stress.

Key Words: Oxidative stress, Ethanol, proMMP-9, Vitamine E
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1.GIRIS

Alkol alimi, gun gegtikge karaciger hastaliklarina yol agan sebeplerin basinda
gelmeye baslamistir. Gunluk 80 gr ve Uzeri alkol tiketimi risk olarak
tanmmlanmaktadir. Alkol, sitozolik alkol dehidrogenaz (ADH) ve mikrozomal etanol
okside edici sistem (MEQS) ile asetaldehite donisturilerek metabolize olur. Saglikl
eriskin erkekler ginde yaklasik 160 gr kadar akolii metabolize edebilme
kapasitesine sahiptir. Asetaldehit, asetaldehit dehidrogenaz (AADH) tarafindan
asetil-KoA’ya gevirir. Asetil-KoA bir yandan sitrik asit siklusuna girerek yag asitine
donusirken bir yandan da 6nce asetata daha sonra da karbondioksit ve suya donUsdr.
Alkole bagli karaciger yaglanmasinin major sebebi asetil-KoA'nin yag asidine
donusmesi olmakla beraber, asetaldehid de toksik etki gbstermektedir. TUm bu
etkenler kollojen sentezini fibrozise dogru indikleyerek sonugta siroz olusumuna yol
acar. Alkolun sitokrom P450-2E1 induksiyonu ile olusan reaktif oksijen drdnlerinin
olusturdugu oksidatif streste hticre harabiyetine yol agmaktadir (1).

Serbest radikaller dis orbitallerinde tek sayida ortaklanmamis elektron tasiyan
elektrik yukli veya yukslz olabilen atom veya molekillerdir. Bu bilesikler
organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda olustugu gibi, cesitli dis
etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir. Aerobik metabolizmasi olan memelilerde
serbest radikaller baglica oksijenden tiremektedir (2).

Serbest radikallerin yol agtigi hiicre hasar1 sonucunda lipit peroksidasyonu
olusmaktadir. Zar yamsindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla olusan
peroksidasyon olay:, serbest radikaller tarafindan baglatilir ve lipid hidro
peroksitlerinin aldehit (MDA) ve diger karbonil bilesiklere donismesiyle sonuclanir.
Membranlarda meydana gelen lipid peroksidasyonu membran organizasyonunu
bozarak hticrenin yapist bozulur (2).

Oksidatif stresin meydana getirdigi zararl etkileri ortadan kaldirabilmek igin
vicudumuzda antioksidan savunma gelismistir. Bu antioksidan savunmanin
Uyelerinden biriside E vitaminidir. E vitamini, tokoferoller ve tokotrienoller igin

genel bir deyimdir, biyolojik olarak en aktif ve dogal formu a-tokoferoldir. E
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vitamininin en 6nemli 6zelligi dogal bir antioksidan olmasi peroksitleri ve serbest
oksijen radikallerini notralize edebilmesidir (3,4).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraseltler matriks yikiliminda 6nemli
bir yere sahip enzim grubudur (5). Matriksinler olarak da adlandirilirlar.
Ekstraseliler matriksin bozulmasinda fonksiyonu olan Zn? ve Ca'? bagimh
endopeptidazlardir. Bu grupta yer alan enzimler, katalitik olarak aktif bolgelerinde
cinko (Zn'® iyonu igerirler. inaktif zimojenler olarak  salinirlar.
Metalloproteinazlarin aktiviteleri ise; gen transkripsiyonu, proenzim aktivasyonu
gpesifik doku inhibitorleri ile inhibisyonu olmak Uzere U¢ dizeyde kontrol
edilmektedir (6). Matriks metalloproteinazlar, embriyonik gelisim, morfogenez,
fibrozis, reprodiksiyon ve doku remodellingi gibi bazi normal fizyolojik olaylarda
da 6nemli rol oynarlar (7). Aym zamanda artrit, kanser, kardio vaskiiler rahatsizliklar
gibi bazi patolojik olaylara da katilirlar.

Bu enzim ailesinin bir Uyesi olan MMP-9 (EC 3.4.24.35); jelatiniz B, 92
KDV tip IV kollojenaz olarak da adlandirilir. Latent zimojenler olarak salinirlar.
Aktivasyonunun genel kontrol mekanizmasi pro-domain’in, enzimin konformasyonel
degisikligine neden olan proteolitik pargalanmasidir (8).

Bu calismada etanoltin indikledigi karaciger hasarinda oksidatif stresi ve
proMMP-9'un karaciger hasarinda roliniin olup olmadigint ve bir antioksidan olan
vitamin E’'nin, oksidatif hasar ile proMMP-9'un Uzerindeki etkisini gormeyi
amacladik.
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1.1. Serbest Radikaller
Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamus elektron ihtiva eden atom veya
molekillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamus elektronlarindan dolay: oldukca
reaktiftirler. Ortaklanmamis elektron, genel olarak Ust kisma yazilan bir nokta ile
gogerilir (4).
Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler:
1. Kovalent bagli normal bir molekilin, her bir parcasinda ortak
elektronlardan birisinin kalarak homolitik boltinmesi.

XY , X +Y

2. Normal molekilden tek bir elekronun kayb: veya bir molekilin
heterolitik bolinmesi. Heterolitik bolinmede kovalent bagi olusturan
her iki elektron atomlarin birinde kalirlar. Boylece serbest radikaller
degil, iyonlar meydana gelirler.

XY » X +Y*

3. Normal bir molekule tek bir elektronun eklenmesi.

v
>

A+e

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yuklu, negatif yUkli veya elektriksel
olarak nd6tral olabilirler. Organik veya inorganik molekiller seklinde olabilirler.
Cu®, Fe**, Mn?* ve Mo”* gibi gecis metallerinin de ortaklanmamus elektronlar:
oldugu halde serbest radikal olarak kabul edilmezler. Fakat, bu iyonlar reaksiyonlart
katalize ettiklerinden dolay: serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.
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1.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tirleri
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolti oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siiperoksid, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlari ve hidroksil
radikalidir. Bunlardan ilk dordinuin ¢esitli reaksiyonlart ile sonuncusu meydana gelir.
Oksijenin elektronlar1 o sekilde dagilmislardir ki bu elektronlarin iki tanesi
eslesmemistir. Bu ylUzden oksijen bazen bir “diradikal” olarak da degerlendirilir.
Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini
saglar. Radikal olmayan maddeler ile daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son
suya indirgenir. Bu arada, kismi rediksiyonla ¢ok sayida yiksek derecede reaktif
urdinler de olusabilirler (4).

1.1.1.1. Siperoksid Radikali
Hemen hemen tim aerobik hicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu, serbest stiperoksid radikal anyonu (O2”) meydana gelir.

Oz+ e > Oz'-

Superoksid, bir serbest radikal olmakla birlikte kendisi direkt olarak fazla
zarar vermez. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gecis metalleri
iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

Superoksidin, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile birlesmesi

sonucu reaktif bir oksijen tirevi olan peroksinitrit meydana gelir.

O," + NO » ONOO

Boylece NO’in normal etkisi inhibe edilir. Ayrica, peroksinitritlerin
dogrudan proteinlere zararl etkileri vardir ve azot dioksit (NOy ), hidroksil radikali
(‘OH) ve nitronyum iyonu (NO,") gibi daha baska toksik uriinlere donustirler.

Superoksid, dusik pH degerlerinde daha reaktif olup perhidroksil radikali
(HOy) olusturmak tizere protonlanir. Fizyolojik pH’daki protonlanmis formu %1’ den
azdr.
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Superoksid anyonu, hem oksitleyici hem de redikleyici ¢zellige sahiptir.
Rediktan olarak goérev yaptiginda, 6rnegin, ferrisitokrom c’nin ya da nitroblue
tetrazolium’'un rediksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur.
Sitokrom c’yi indirgemesi Siperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve fagositler
tarafindan Uretilen O,” tayini yapilir.

Sitc (FE3+) +0O,” > O+ Sitc (Fe{')

Oksidan olarak gorev yaptiginda, 6rnegin epinefrinin oksidasyonunda bir
elektron alir ve hidrojen perokside indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda oksijen
ve hidrojen peroksid meydana gelirler.

Hy + O, + H* » O, + HO,

Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da siiperoksid meydana
getirebilir.
F&'+0;, «— » Fes' + Oy

Cu +0, < _ , Cw'+0y

Bu reaksiyonlar geri donusumltdurler. Bu yizden, gecis metalleri iyonlarinin
oksijenle reaksiyonlar: geri donisuimli redoks reaksiyonlar: olarak distndlebilir.

1.1.1.2. Hidrojen Peroksd

Molekuler oksijenin gevresindeki molekiillerden 2 elektron amasi veya stiperoksidin
bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit moleklt 2 hidrojen atomu ile
birleserek hidrojen peroksidi (H2O,) meydana getirir. H,O, membranlardan kolayca

gegebilen, uzun 6murlu bir oksidandir (4).

O,y + € + 2H* » HO,
0, +2e + 2H" » H2O-
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Ancak, biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil Uretimi stiperoksidin
dismutasyonu ile olur. Iki stiperoksid molekilt iki proton alarak hidrojen peroksid ve
molekiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan Urtinler meydana
geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir.

20, + 2H" _ H0; + O

Bu dismutasyon ya spontandir ya da SOD enzimi tarafindan katalizlenir.
Spontan dismutasyon pH 4.8'de en hizhdir. Bu pH’'da protonlanmis ve
protonlanmamus radikal konsantrasyonlar: esittir. Fakat, hem protonlanmis radikalin
arttigi daha asid pH’da hem de slperoksid iyonunun fazla oldugu alkali pH’da bu
hiz belirgin sekilde disuktir. Slperoksidin SOD tarafindan dismutasyonu ise daha
genis bir pH araliginda katalizlenir. Ozellikle spontan dismutasyonun nispeten yavas
oldugu nétral yadaalkali pH’da enzimatik dismutasyon daha belirgindir.

Hidrojen peroksid, agiga siperoksid ¢ikmadan oksijenin direkt divalan
reaksiyonu ile de olusabilir.

Hidrojen peroksid bir serbest radikal olmadigi halde, resktif oksijen turleri
icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Clnkl stiperoksid
ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil

radikali olusturmak tzere kolaylikla yikilabilir.

HO, + Oy , OH + OH + O,

Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu ad: verilir. Haber-Weiss reaksiyonu
ya katalizor varliginda ya da katalizOrsiiz cereyan edebilir. Fakat, katalizorsiiz
reaksiyon oldukca yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekli ise ¢cok hizlidir. Bu
reaksiyonda feri demir (Fes") siiperoksid tarafindan ferro demire (Fe;") indirgenir.
Sonra bu ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksidden ‘OH
ve OH" Uretilir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki sekildedir:
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Oy + Fey' » O, + Fe'
Fe' + HO; » Fes'+ OH + OH
Oy" + HO, » OH + OH + O,

Goruldagi gibi siperoksid, hem hidrojen peroksid kaynagi hem de gegis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisidir. Indirgenmis gecis metalleri ( demir ve bakir
gibi) okside sekillerine gore hidrojen peroksidle daha reaktiftirler.

1.1.1.3.Hidroks | Radikali
Hidroksil radikali (‘OH), hidrojen peroksidin gecis metallerinin  varliginda
indirgenmesiyle ( Fenton reaksiyonu ile) meydana gelir. Suyun yiksek enerjili

iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusur (4).

H-O-H » H + OH

Son derece resktif bir oksidan radikalidir. Yarilanma 0mri c¢ok kisadir.
Olustugu yerde blyik hasara sebep olur. Asagida gosterildigi gibi tioller ve yag
asitleri gibi ¢esitli molekillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olusmasin
sebep olur.

R-SH + OH ., RS + HO
-CHy- + ‘OH _ -CH- + H,0

1.1.1.4. Singlet Oksjen

Singlet oksijen (*0y), ortaklanmamus elektronu olmadig: icin radikal olmayan reaktif
oksjen molekultdur. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi
serbest  radikal resksiyonlarinin  baglamasina da sebep olur.  Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoninde olan baska bir
orbitale yer degistirmesiyle olusur. Delta ve sigma olmak Uzere 2 sekli vardir. Singlet
oksijen, uyarilmis elektronlarin daha duisik enerji seviyelerine inmesiyle 1s1k yayar.
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Singlet oksijenin kimyasal bir bilesikle etkilesimi sonucu kemiluminesans meydana
gelmesi ve bunun Olcllmesiyle reaktif oksijen torlerinin  direk tayini
yapilabilmektedir (4).

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R),
peroksil (peroksi) radikalleri (ROOY), akoksil (alkoksi) radikalleri (RO), thiyl
radikalleri (RS) gibi onemli serbest radikaller de meydana gelirler. Bunlardan
Ozellikle poliansatiire yag asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yar1 6mri
uzun olan bir radikaldir.

Thiyl radikalleri ise oksijenle tekrar reaksiyona girip silfenil (RSO) veya
peroksil (RSOy) gibi radikalleri meydan getirirler.

1.1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

1.1.2.1. Biyolojik Kaynaklar:

-Aktive olmus fagositler (Respiratory Burust)

-Antineoplastik aanlar : Nitrofurantoin, bleomisin, doxorubicine ve
adriamicine.

-Radyasyon

-Aligkanlik yapan maddeler: Alkol ve uyusturucular

-Cevresel gjanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler; hiperoksi,
pestisidler, sigara dumani, solventler, anastezikler, aromatik hidrokarbonlar)

-Stres: Streste katekolamin diizeyi artar. Katekolaminlerin oksidasyonu ise
serbest radikal kaynagidir. Bu olay stresin hastaliklarin patogenezindeki roltniin
serbest radikal Uretimiyleilgili olabilecegini gbstermesi bakimindan énemlidir.

1.1.2.2. intraseliiler Kaynaklari

-Kiguk molekillerin oksidasyonu: Tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler.

-Enzimler ve proteinler: Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, hemoglobin

-Mitokondrial elektron transportu

-Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom P-450, sitokrom bs)
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-Peroksizomlar: oksidazlar, flavoproteinler

-Plazma membrani: Lipooksijenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonu.

Oksidatif stres yapici durumlar: iskemi, travma, intoksikasyon.

Iyonizan radyasyonun etkisi gibi nadir durumlar disinda, serbest radikaller
genellikle hicrelerde elektron transfer reaksiyonlariyla meydana gelirler. Bu
reaksiyonlar, ya enzimlerin etkisiyle ya da nonenzimatik gecis metalleri iyonlarinin
redoks kimyasi araciligi ile cereyan ederler.

Normalde hicrelerde en biyik serbest radikal kaynagi, elektron transport
zincirinden elektron sizintisidir.  Mitokondri  i¢ zarinda yerlesmis oksidatif
fosforilasyon zinciri bilesenleri biyidk oranda indirgendigi zaman mitokondrial
stiperoksid radikal Uretimi artar. Endoplazmik retikulum ve nikleer membranda ise
serbest radikal Gretimi membrana bagl: sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.

Bircok enzimin katalitik sikluslari sirasinda da serbest radikaller aciga
cikarlar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidaz olup normalde NAD-bagiml
dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal Uretimine sebep olmaz.
Fakat, in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna donismesine ve siiperoksid radikalinin tretimine sebep olur.

Aldehid oksidaz yap itibar1 ile ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin
cogu aym olup, superoksid radikali Uretir. Benzer sekilde dihidroorotat
dehidrogenaz, flavoprotein dehidrogenaz, amino asit oksidaz ve triptofan dioksijenaz
gibi enzimler de radikal olusmasina sebep olurlar.

Peroksizomlar gok dnemli hicre ici HO, kaynagidirlar. Bu organeldeki D-
amino asid oksidaz, Urat oksidaz, L-hidroksil asid oksidaz ve yag asidi agil-CoA
oksidaz gibi oksidazlar stiperoksid Uretmeden, bol miktarda H,O, Uretimine sebep
olurlar. Ancak, peroksizomlarda katalaz aktivitesi de ¢ok yiksek oldugu icin bu
organelden sitozole ne kadar H,O- gegtigi bilinmemektedir.

Hayvan hiicrelerinde stiperoksidin bir baska kaynag: da, askorbik asid, tioller
(glutatyon, sistein gibi), adrenalin ve flavin koenzimleri gibi bazi bilesiklerin

otooksidasyonudur.
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Hucrelerde serbest radikal Gretimi, bazi yabanci toksk maddeler tarafindan
da biyuk oranda arttirilabilir. Bu maddeler ya dogrudan serbest radikal Uretirler veya
antioksidan aktiviteyi dusdrdrler. Bu tip maddeler dort gruptatoplanabilirler.

1- Toksinin kendisi bir serbest radikaldir. Kirli havanin koyu rengini veren
azot dioksit (NOy) gazi boyle bir maddedir. Bu radikal iyi bir lipid peroksidasyonu
baslaticisidir.

Lipid-H + NOy » Lipid + HNO;

2- Toksin, bir serbest radikale metabolize olur. Mesela, toksik bir madde olan
karbontetraklorir (CCl,) karacigerde sitokrom P-450 tarafindan triklorometil serbest
radikaline dontsturdltr.

P-450

CCl, » CCly + Cl

Bu radikalin oksijenle reaksiyonu sonucu meydana gelen peroksil radikali de
kuvvetli bir lipid peroksidasyonu baglaticisidir.

CCly + O, > CCl130y

Boylece, reaktif serbest radikal Uretimi, karacigerde antioksidan savunmalari
asar. Bu da seltuler membranlarin oksidatif yikim ve ciddi doku hasar1 ile sonuglanr.

3- Toksinin metabolizmas: esnasinda serbest oksijen radikali meydana gelir.
Bunun tipik bir érnegi paraquartdir. Ozellikle karacigerde biriken paraguart, bir
serbest radikale indirgendikten sonra tekrar yiukseltgenerek rejenere edilirken
beraberinde oksijen indirgenir. Boylece bol miktarda siiperoksid Uretilmis olur.

4- Toksin, antioksidan aktiviteyi dusurir. Mesela, parasetamoliin karacigerde
sitokrom P-450 tarafindan metabolizmas: glutatyonla reaksiyona giren ve miktarin
azaltan bir trtin meydana getirir.

Bir hem proteini olan sitokrom P-450, bircok endojen bilesigin ve
ksenobiyotigin (xenobiotic) hidroksilasyonunu katalize eder. Bu reaksiyonlarda
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oksijen kaynag1 olarak molekiler oksijeni kullandig: gibi peroksitleri (ROOH) de
kullanabilir. BOylece bir peroksidaz gibi etki eder. Ancak, alkol ve asetonla
induksiyonunda oldugu gibi bazi hallerde, sitokrom P-450 asir1 miktarda stiperoksid
Ureten bir izoenzime donusar.

Arasidonik asid metabolizmas: da reaktif oksijen metabolitlerinin 6nemli bir
kaynagidir. Fagositik hucrelerin  uyarilmas: fosfolipaz ve protein  kinazin

aktivasyonuna ve plazma membranindan arasidonik asidin salinimina yol acar.

1.1.2.3. Gegis Metalleri ve Serbest Radikal Olusumu
Gecis metalleri, Ozellikle demir ve bakir, fizyolojik sartlarda cesitli oksidasyon
basamaklar: arasindaki elektron aligverisi yukseltgenme indirgenme reaksiyonlari ile

olur.

Fe"  + & «—  » Fe*

Cl¥+e& «——» Cu

Gecis metalleri bu 0Ozelliklerinden dolay1 serbest radikal reaksiyonlarim
hizlandirir ve katalizor vazifesi gorurler. Bu tip maddelere “oksidan stressor” adi

verilir. Tiyollerden thiyl, Haber-Weis ve Fenton reaksiyonlar: ile H,O, ve O, ’den
‘OH sentezini katalizlerler.

R-SH + Cu** »RS + H' + Cu"

Hz0, + Fe™ , Fe* + OH + OH
Fe, Cu

Oz'_ + H,O, » OH + OH + O,

Mn** ‘min O, tarafindan oksidasyonu Mn** veya Mn-oksijen
komplekslerinin - olusumunu saglar. Bu kompleksler O, ‘den c¢ok daha
oksitleyicidirler. Mesela, O, , NADH ile cok yavas resksiyona girdigi halde ortama
Mn?* ilavesi resksiyonu oldukca hizlandirir. Reaksiyon mekanizmasi asagidaki
sekildedir.
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Oy + 2H" + Mn** » Mn** + H,0;
Mn** + NADH ., NAD + Mr®" + H'
NAD" + O, » NAD" + Oy

Metal iyonlarimin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil 6nemleri ise lipid
peroksidasyonundaki etkileridir. Asagida gosterildigi gibi, gegis metalleri lipid
peroksidasyonunu baslatmaktan ziyade sentezlenmis olan lipid hidroperoksitlerinin
parcalanmalarint ve lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederler.
Boylece daha az zararli olan radikalleri daha zararli hale getirirler.

Lipid-OOH + Fe*"(Cu") —— Lipid—O + Fe*(Cu*") + OH
Lipid-OOH +Fe**(Cu®) —— » Lipid— 0O + Fe*"(Cu) +H*
Lipid-O" + Lipid—H ——* Lipid—OH + Lipid

Lipid— OO + Lipid—H —, Lipid—OH + Lipid—O

Lipid + O, , Lipid—0OO

1.1.2.4. Fagositoz ve Respiratory Burst (Solunumsal Patlama)
Fagositik |okositler cesitli biyolojik hedeflerin parcalanmasina ve hasarina sebep
olabilen, enfeksiyona kars1 viicudun hticresel cevabini baglatan hiicrelerdir.

Oksijenin rediksiyon (siperoksid anyonu, hidrojen peroksid, hidroksil
radikalleri) ve eksitasyon (singlet oksijen) drdnleri, fagositlerin (notrofiller,
eosinofiller, mononikleer fagositler) toksik 6zelliklerinden sorumludurlar. Bu toksik
maddeler, fagositoz esnasinda mikroorganizmalarin ve diger yabanci htcrelerin

yikiminda kullanmilirlar. Ancak, bunlar hicrelerin antioksidan savunma guglerini
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astiklarinda normal konak hicrelerine zarar verirler ve gesitli hastaliklarin
patogenezinde rol oynarlar (4).

Fagositik 16kositler ¢ozinebilir ya da partikiler bir stimulusla (opsonize
mikroorganizmalar, kompleman fragmanm C5a, |6kotrien B4, bakteriel orijinli N-
formylated oligopeptidler gibi) uyarildiktan sonra lizozomal komponentleri disar
vermeye baglarlar ve reaktif oksijen metabolitleri olusumuyla birlikte, mitokondri
disindaki oksijen tuketiminde bir patlama (respiratory burst) goserirler. Fagosite
edilmis bakteri, respiratory burst Urinlerinin toksik etkisiyle oldirdlir. Bu oksidan
Urdnler stiperoksid anyonu, hidrojen peroksid, hidroksil radikali ve halid oksidasyon
aranleridirler.

Respiratory burst’den sorumlu olan enzim NADPH oksidazdir. Bu bir
ektoenzim olup, plazma membramnin dis ylzeyinde bulunur. Fagositik vakuol
olusturmak icin plazma membran: invagine oldugunda, enzim i¢ tarafta kalir ve
vakuoler bosluktaki oksijene etki eder.

Uygun bir stimulusla fagosit uyarildiktan sonra NADPH oksidaz aktive edilir
ve indirgenmis piridin nukleotidlerinden (NADPH) iki elektron alinarak iki molekdil

oksijene transfer edilir. Boylece, iki molekll stiperoksid olusturulur.
20, + NADPH NAPPHosd 50," + NADP* + H*

Respiratory burst sirasinda tiketilen oksijenin cogu stiperoksid ara urdnt
Uzerinden fagositler tarafindan bakterisidal bir ajan olarak kullamilan hidrojen

perokside donusturltr.
20, +2H" — 3 O, + H.0;

Slperoksidin sinirlt  reaktivitesine ragmen, gegis metalleri  iyon
komplekslerini indirgeyebilmesi ya da okside edebilmesi, metallerle ligandlar
olusturabilmesi, organik substratlari okside edebilmesi, perhidroksil radikaline
protonlanabilmesi bu radikalin fagosit araciligi ile olan sitotoksisitede dnemli bir rol

oynamasina sebep olur.
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Fagositlerin  stimilasyonu, hekzos monofosfat santt yoluyla glukoz
oksidasyonunda artisa yol acar. Hekzosmonofosfat santi, glukozun karbondioksit ve
bes karbonlu bir sekere okside oldugu, elektron alicisi olarak NADP" nin gorev
yaptig1 bir metabolik yoldur. Nétrofilde bu yolla glukoz oksidasyonu, NADPH’1n
oksidasyonu sonucu NADP* olusum oran: ile sinirlichr. Bu yiizden sant aktivasyonu,
respiratory burst sirasinda NADPH’in NADP' ye oksidasyonunun arttigim gosterir.
Respiratory burst sirasinda elektron vericisi olarak NADPH kullanilarak oksijenin
siperokside indirgenmesi sonucu NADP" (retimi artar, heksoz monofosfat yolu
aktive olur. NADP" nin diger kaynagi, hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan

sorumlu olan glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemidir.

2GSH + Hp0, SUavonpedkss GSSG + 2H,0

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH + H* — > 2GSH + NADP’

1.1.3. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, hticrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim
onemli bilesiklerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller
permeabiliteyi bozar, hlicrenin potasyum kaybimi ve trombosit agregasyonunu
artirirlar.

Proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz,
triptofan dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken alfa-1-
antitripsin gibi baz1 savunma sistemlerini inaktive ederler. Serbest radikallerin bu
etkileri asagidaki basliklar halinde incelenebilir.

1.1.3.1. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklari zaman organizmalarda gesitli bozukluklara yol acarlar. Biyomolekdillerin
tum biyuk siniflar: serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipidler en hassas
olanlaridirlar. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon drunleri olustururlar.
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Poliansatiire yag asidleri (Poly unsaturated fatty acid-PUFA) nin oksidatif yikimu,
lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca zararlidir. Cinkd, kendi kendini
devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile meydana
gelen membran hasar1 geri dontstmsiizdur (4).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu
membran yapisinda bulunan PUFA zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi
ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanmr. Olusan
lipid radikali dayanmiksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekdl ici ¢ift
baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlari ve daha sonra lipid
radikalinin molekller oksijenle etkilesmesi sonucu lipidperoksil radikali meydana
gelir. Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger PUFA’y1 etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de agiga ¢ikan hidrojen
atomlarim alarak hidroperoksidlerine donusurler. Boylece olay kendi kendine
katalizlenerek devam eder.

Lipid peroksidasyonu ya toplayici reaksiyonlarla sonlandirilir ya da
otokatalitik yayilma reaksiyonlariyla devam eder.

Plazma membran: ve organel lipid peroksidasyonu, daha 6nce bahsedilen
serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle stimile edilebilir ve metallerin varliginda
artar. Bu metaller redoks katalisti olarak gorev yaparlar ve siiperoksid ve hidrojen
peroksidin daha guiclti oksidanlara donisumint katalizlerler.

Lipidlerden, arasidonik asid metabolizmasi sonucu serbest radikal Uretimine
“enzimatik lipid peroksidasyonu’, diger radikallerin sebep oldugu lipid
peroksidasyonuna ise “non-enzimatik lipid peroksidasyonu” ach verilir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda gogu biyolojik
olarak aktif olan aldehidler olusurlar. Bu bilesikler, ya hiicre diizeyinde metabolize
edilirler veya baglangictaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger bélimlerine
hasari yayarlar. U¢ veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asidlerinin
peroksidasyonunda tiobarbtirik asidle olculebilen malondialdehid (MDA) meydana
gelir. Bu metod lipid peroksit seviyelerinin 6lcilmesinde siklikla kullamlir. MDA,
yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatort degildir fakat lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.
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Lipid peroksidasyonu gok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler Ureterek diger hicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece, birgok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipid
radikallerinin hidrofobik yapida olmasi ylzinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana
bagli molekillerle meydana gelir. Membran permesbilitesi ve mikroviskozitesi ciddi
sekilde  etkilenir.  Peroksidasyonla  olusan  malondialdehid, = membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da
deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hicre ylzey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinskk membran Ozelliklerini  degistirir. Bu  etkiler,

malondialdehidin neden mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu agiklar.

1.1.3.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine karsi, PUFA’dan daha az hassastirlar ve baglayan
zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha azdir. Proteinlerin
serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asid kompozisyonlarina
baglidir. Doymamis bag ve sllfir ihtiva eden molekillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yuksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin,
sistein gibi amino asidlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Ozellikle silfir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana
gelirler. Bu reaksiyonlar sonucu immunglobilin G ve abimin gibi fazla sayida
distlfid bagi bulunduran proteinlerin t¢ boyutlu yapilari bozulur. Boylece normal
fonksiyonlarini yerine getiremezler (4).

Proteinler Uzerine olan serbest radikal hasari birikmisse ya da bazi
proteinlerin spesifik bolgesi Gzerinde yogunlagsmissa hiicrenin canliligi bakimindan
zararli etki yapar.

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar gorUrler.
Ozellikle oksihemoglobinin O,~ veya H,O, ile reaksiyonu methemoglobin

olusumuna sebep olur.
1.1.3.3. Nuklelk Asidler ve DNA’ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA'y: etkileyerek hiicrede
mutasyona ve o6lume yol acarlar. Sitotoksisite, blyiuk oranda, nikleik asid baz
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modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara baglidir. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona
girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen
peroksd membranlardan kolayca gegerek ve hiicre cekirdegine ulasarak DNA
hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6limine yol acabilir. Bu yizden
DNA, serbest radikallerden kolayca zarar gorebilen dnemli bir hedeftir.

1.1.3.4. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin  karbonhidratlar Gzerine de ©nemli etkileri vardir.
Monosakkaridlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksidler ve
okzoaldehitler meydana gelirler. Bunlar diyabet ve sigara icimi ile iligkili kronik
hastaliklar gibi patolojik proseslerde énemli rol oynarlar.

Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda gapraz
baglar olusturabilme ozelliklerinden dolay: antimitotik etki gosteririler. Boylece,
kanser ve yaslanma olaylarindarol oynarlar.

PUFA ve karbonhidrat oksidasyonunun bir Grini olan glyoxal’in hicre
bolunmesini inhibe ettigi kaydedilmistir.

1.2. Antioksdan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tlrlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin vicutta bircok savunma mekanizmalart gelismistir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tdrlerini
toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak Uzere baglica iki ana gruba
ayrilabildigi gibi serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut olanlart
etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim
olmayanlar seklinde de siniflandirilirlar. Hucrelerin hem sivi hem de membran
kisimlarinda bulunabilirler (4).
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1.2.1. Dogal (Endojen) Antioksidanlar

1.2.1.1. Enzimler
- Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi
- Siperoksid dismutaz
- Katalaz
- Glutatyon peroksidaz
- Glutatyon -S- transferaz

- Hidroperoksidaz

1.2.1.2. Enzim Olmayanlar
a- Lipid fazda bulunanlar
a-tokoferol (E-vitamini)
B-karoten
b- Sivi fazda (hiicre sitozoltinde veya kan plazmasinda bulunanlar)
askorbik asid
Melatonin
Urat
Sistein
Seruloplazmin
Trasferrin
Laktoferrin
Miyoglobin
Hemoglobin
Ferritin
Metionin
Albumin
Bilirubin

Glutatyon
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1.2.2. Eksojen Antioksidanlar (ilaglar)

- Ksantin oksidaz inhibitorleri:
Tungsten
Allopurinol
Oksiparinol
Folik asit
Pterin aldehid

- NADPH oksidaz inhibitorleri:
Adenozin
Lokal anestezikler
Kalsiyum kanal blokerleri
Non-steroid antiinflamatuar ilaglar
Diphenyline iodonium

- Rekombinant sliperoksid dismutaz

- Trolox-C: E vitamini analogudur

- Endojen antioksidan aktiviteyi arttiran maddeler: Glutatyon peroksidaz

aktivitesini arttirirlar

Ebselen
Asetilsistein

- Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilar::
Mannitol
Alblmin
DMSO

- Demir redoks donguisii inhibitorleri:
Desferroksamin
Seruloplazmin

- Ndtrofil adezyon inhibitorleri

- Sitokinler: TNF ve Interlokin-1

- Barbituratlar

- Demir selatorleri
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1.2.3. Antioksidan Etki Tipleri
Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler:

1. Toplayic etki (scavenging etki)

2. Bastiric etki (quencher etki)

3. Onarici etki (repair etki)

4. Zincir kirici etki (chain breaking etki)

Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya ¢ok daha zayif yeni
bir molekiile gevirme islemine toplayici etki denir.

Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle donUstiren olaya bastirici etki adi verilir.
Vitaminler, flavonoidler, trimetazidin ve antisiyanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

Serbest oksijen radikallerini  kendilerine baglayarak zincirlerini  kirip
fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirici etki denir. Hemoglobin, seruloplazmin
ve minareler zincir kirici etki gosterirler.

1.2.4. Enzimatik Antioksidanlar

Oksijenin  hidrojen perokside dismutasyonunu SOD, hidrojen peroksidin
dismutasyonunu ise katalaz katalizlemektedir. Glutatyon peroksidaz ise hidrojen
peroksd ve lipid peroksidlerini indirgemektedir. Y ukseltgenmis glutatyonun
(GSSG), indirgenmis glutatyona (GSH) donisimini saglayan glutatyon rediktaz,
indirekt  yolla antioksidan etki gostermektedir. Enzimatik savunma sistemleri

arasinda NADH peroksidaz ile sitokrom c oksidaz da yer almaktadir.

1.2.4.1. Superoksid Dismutaz (SOD)

Ilk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tammlanan stiperoksid
dismutaz (EC 1.15.1.1 , ECSOD) enzimi siperoksidin , hidrojen peroksid ve
molekiuler oksijene donisumuni katalizler. Hucresel bdlmelerdeki stiperoksid
duzeylerini kontrol etmede dnemli bir rol oynar (4).

20, + 2H" > H,O, + O
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SOD’ un katalize ettigi reaksiyonun hizi spontan reaksiyonun yaklasik 4000
katidhr. Insanda SOD’un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bulunan dimerik,
Cu ve Zn ihtiva eden izomer (Cu-Zn SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik Mn
ihtiva eden izomerdirler (MnSOD). Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer
sitozolik Cu-Zn SOD’dir. Cu-Zn SOD 21 nolu kromozomda, Mn-SOD 6 nolu
kromozomda lokalizedir. Sitozolik Cu-Zn SOD siyanidle inhibe edilirken,
mitokondrial Mn SOD inhibe olmaz. Her iki SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu; oksijeni metobolize eden hiicreleri stiperoksid serbest
radikallerinin zararli etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu
inhibe eder. SOD aktivitesi, yuksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve
doku pO, artist ile artar. Normal metobolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiksek
oranda slperoksid dretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde intraseltler
stiperoksid diizeyleri distk tutulur. SOD’ un ekstraselller aktivitesi ok dusuktir.

SOD fagosite edilmis bakterilerin 6ldurilmesinde de rol oynar. Bu ylzden

SOD, grantlosit fonksiyonu igin gok énemlidir.

1.2.4.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. GSH-
Px ( glutatyon: H,O, oksidorediktaz, EC 1.11.1.9 )’in molekll agirligi yaklasik
olarak 85.000 D.’dur. Tetramerik, 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir
enzimdir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlar: katalizler (4).

GSH-Px
H.O + 2 GSH > GSSG + 2H,0

GSH-Px
ROOH + 2 GSH » GSSG + ROH + H,O

Hucrenin yukseltgenme-indirgenme dengesini koruyan 6énemli bir indirgen ve
antioksidan olan glutatyon, hicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin
zararli etkilerinden korumaktadir. Proteinlerdeki —SH gruplarimin korunmast ve
amino asidlerin hicre icine tasinmasinda rol oynamaktadir. Glutatyon (GSH)
selenyum igeren glutatyon peroksidaz ile yikseltgenmektedir (GSSG).

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

26

Hidroperoksidlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon
rediktazin katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’ a donusdr.

Glutatyon Rediiktaz

GSSG + NADPH + H* » 2 GSH + NADP'

GSH-Px'in fagositik hucrelerde Onemli  fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hticrelerin zarar gérmelerini engeller. GSH-Px
aktivitesi dusuk olan makrofgjlarda zimosanla baglatilan solunum patlamasini
takiben, hidrojen peroksid salintminin arttigi gosterilmistir. Eritrositlerde de GSH-Px
oksidan strese kars1 en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen
peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agar.

1.2.4.3. Glutatyon-S-Trasferazlar (GST)
Glutatyon-S-transferazlar (GST)’lar E.C.2.5.1.18 kodlu her biri iki alt birimden
olusmus (dimerik) bir enzim ailesi olup ilk defa 1961 yilinda tammlannuslardir.
Ksenobiotiklerin ~ (yabanct  maddeler)  biotransformasyonunda o6nemli  rol
amalarindan dolay1  biyokimyacilara ilaveten  genetikgiler,  Klinisyenler,
farmakolojistler ve toksikolojistlerin ilgisini geken bir enzimdir (4).

Basta arasidonik asid ve lineolat hidroperoksdleri olmak Uzere lipid
peroksidlerine kars1 GST’ lar Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir

defans mekanizmas olustururlar.

GST
ROOH + 2GSH » GSSG + ROH + H,O

1.2.4.4. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz
Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla
slperoksidi detoksifiye eden enzimdir (4).

40, + 4H" +4e » 2H:0
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Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda stirekli cereyan eden normal bir reaksiyon
olup bu yolla yakit maddelerin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji
Uretimi saglanir. Ancak, stiperoksid dretimi cogu zaman bu enzimin kapasitesini asar.
Bu durumda diger antioksidan enzimler devreye girerek slperoksidin zararl

etkilerine engel olurlar.

1.2.5. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.2.5.1. Vitaminler

1.2.5.1.1. C Vitamini

C Vitamini (askorbik asid), kapali formili CsHgOg olan bir ketolaktondor. Suda
eriyebilen vitaminlerden olan askorbik asid, 6zellikle yesil renkli taze sebze, meyve
ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince bagirsaklardan kolayca emilir.
Isitiimaya dayaniksiz, dondurulmaya ise dayaniklidir. Plazma konsantrasyonu 0.5-
1.5 mg/dl kadardir.

C Vitamini organizmada birgok hidroksilasyon resksiyonlarinda indirgeyici
ajan olarak gorev yapar. Guclu indirgeyici aktivitesinden dolay1 ayn: zamanda guclu
bir antioksidandir. Stiperoksid ve hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek
onlart temizler. C Vitamini ayrica antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive
olmasin engeller ve tokoferoksil radikalinin, a-tokoferole rediklenmesini saglar.

C Vitaminin diger bir 6zelligi, antioksidan etkisi yamnda oksidan etkide
gogtermesidir. Cinkd C vitamini, ferri demiri ferro demire indirgeyen stiperoksid
radikali disindaki tek selller gjandir. Bu yolla askorbat, proteine bagli ferri demiri
uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demire indirgeyerek Fenton reaksiyonunda
hidrojen peroksid ile etkilesmeye uygun olan ferro demire donustdrdr. Yani
siperoksid Uretimine katkida bulunur. Bu 6zelliginden dolay: C vitamini, serbest
radikal reaksiyonlarimn  6nemli bir katalisti veya bir pro-oksidan olarak
degerlendirilir.
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1.2.5.1.2. E Vitamini

E vitamini tokoferol yapisinda olup ilk olarak Evans ve Sure tarafindan tammlanmis
ve 1938 yilinda izole edilmistir. Dogal olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve zeta gibi
cesitli - tokoferoller bulunmaktadir (Sekil.1.2.5.1.2.8) (3,4). Bunlarin hepsi,
izoprenoidlerin substitue edildigi 6-hidroksi kromanlar veya tokollerdir. D-o-
tokoferol en genis dogal dagilimi ve en biyik biyolojik aktiviteyi gosterir.
Antioksidan aktivitess en yiksek olan tokoferol de o-tokoferoldir. Hicre
membranlar1 ve plazma lipoproteinleri, lipitte eriyebilen bir molekil olan alfa
tokoferole sahiptir (9). Vitamin E (o-tokoferol) bitiin dokularda antioksidan

savunma igin kritik bir komponenttir (2,11).

Alfa tokoferol molekiltinin kimyasal olarak aktif kismi, fenolik hidroksil
grubuna sahip olan aromatik halkasidir ve antioksidan o6zelligi bu gruptan
kaynaklanir. Fenolik hidroksil grubunun hidrojen atomu kolaylikla ayrilabildigi icin
peroksidasyon sonucu olusan lipid peroksil radikalleri bir yag asidi yan zinciri yerine
bu antioksidanla reaksiyona girer (1, 11).

o-tokoferal-0OH +L0O0° —————— g-tokoferol — O+ LOOH

R’ R R’
| a CH;  CHs (57,8 Trimetil tokol)
H
b CH; H (58-Dimetil tokol)
/ . g H CH3 (7,8-Dimetil tokol)
R O - R
CHy d H H  (8-Metil tokol)
CHs;

Sekil.1.2.5.1.2.a.Vitamin E'nin formlar: (3)

Bitkisel yaglar ve tohumlar, E vitamininden zengin kaynaklardir. Bitkisel
yaglarin sabunlasamayan kisimlarinda ve en cok yer fistigi, badem, pamuk yag: ve
keten tohumunda bulunur. Zeytin yaginda eser miktarda bulunur.
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Diyette, yagda ¢oztinms olarak alinir, yag sindirimi sirasinda agiga gikar ve
emilir. Emilebilmesi icin yag emiliminin ve safra asitlerinin normal olmast gerekir.
Herhangi bir tasiyici protein olmadan, pasif diftizyonla emilir. Once silomikron
yapisina dahil olur. Silomikronlar lipoprotein lipaz aracililig: ile hidroliz olurken E
vitamininin bir bolimi dokulara tasinir. Kalan E vitamini ise silomikron kalintilar:
ile birlikte karaciger tarafindan alinip, hepatik kokenli VLDL'ler aracilig: ile tekrar
dolasima salimir veya HDL'ye transfer edilir. E vitamini en fazla LDL’de bulunur.
Bir LDL partikiliinde ortalama 6 tane a-tokoferol molekilt vardir. LDL’nin dig
tabakasinda kromonal halkasi sulu faza yonelmis sekilde lokalizedir. E vitamininin
en 6nemli depolama yeri yag dokusudur. Plazma konsantrasyonu ise 0.5-1.8 mg/dl
kadardr.

Cok gucli bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatiire yag asidlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma
hattim  olusturur (10). Bir molekdl a-tokoferol 100 molekil PUFA'miN
peroksidasyonunu engelleyebilir. E vitamini, siiperoksid ve hidroksil radikallerini,
singlet oksijeni, lipid peroks radikallerini ve diger radikal érneklerini indirger.

Glutatyon peroksidaz ile E vitamini serbest radikallere karsi birbirlerini
tamamlayic1 etki goderirler. Enzim, olusan peroksidleri ortadan kaldirirken E
vitamini peroksidlerin sentezini engeller.

E vitamini, selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar. Selenyum,
normal pankreas fonksiyonu ve E vitamini ile lipidlerin emilimi igin gereklidir.
Ayrica, E vitamininin lipoproteinler iginde tutulmasina yardimct olur. E vitamini ise
selenyumun organizmadan kaybini onleyerek veya aktif sekilde tutarak selenyum
ihtiyacint azaltir.

E vitamini, zincir kirict bir antioksidan olarak bilinir. Cunkd fonksiyonlar, lipid
peroks radikallerini (LOO) parcalamak ve boylece lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonlarint sonlandirmaktir.

Sonugta olusan tokoferoksil radikali nispeten stabildir ve lipid
peroksidasyonunu kendi kendine baslatmak icin yeterince reaktif degildir. Bu
oksidasyon urund, glukoronik asit ile konjugasyona ugrayarak safra yolu ile atilir.

Tokoferoliin antioksidan etkisi, yiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. En
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yuksek oksijen kismi basincina maruz kalan lipid yapilarinda, 6rnegin eritrosit
membranlar: ve solunum sistemi membranlarinda yogunlasma egilimindedir.

E vitamini, okside olduktan sonra ve parcalanmadan once, askorbik asid ve
glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. Bu reaksiyon, bu maddelerin
konsantrasyonlarina velveya indirgenmis formlarimi devam ettiren enzimlere
baglidir. Bu yolla, tokoferol radikali, bir vitamin E radikal rediktaz aktivitesiyle E
vitamininin dogal sekline donusturulebilir.

Olusan a-tokoferol-O radikali zayif bir reaktiviteye sahiptir ve yag asidi yan
zinciri saldiramaz, sonug olarak zincir reaksiyonu durdurulmus olur. Olusan vitamin
E radikali vitamin C tarafindan tekrar vitamin E'ye rediikte edilir.

WIHE Wi [ e 1E B+ 41 O

Olusan vit.C radikali (semiaskorbat radikali) semiaskorbat rediktaz enzimi
tarafindan tekrar vit.C'ye indirgenir. Baz1 tiyol bilesikleri (6rn: GSH) de a-
tokoferolli rejenere edebilirler (Sekil 1.1.5.1.2.b.).

Ri¥s, ROKbe Vitamin E Vitamin (2 ¥ MADH
E nzimatik /’ ‘\
ilirx)x}'gcn:m'l
{eyclooxygenase) |
Monenzim a ik

Pty )\\ )\ /

Pehorbat
Fediktaz

PLIFA ROH, ROOH Vitwmin C
Witmmin b o#

Redikte

Ubikinan ‘ iSH
‘u"tarnin E
R ediktaz

Okside \_

Uhikinon Vitamin E (G550

Sekil 1.2.5.1.2.b. Vitamin E’nin Rejenerasyonul.

Alfa-tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda bulunur. En yiksek
vit.E konsantrasyonlari mitokondri ve mikrozomlar gibi membrandan zengin hiicre

fraksiyonlarinda bulunur (4, 11).
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Solunum havast ile disar1 atilan pentan miktari, lipid peroksidasyonunun bir
gosergesidir. Diyetle verilen E vitamininin, solunum havasindaki pentan miktarim
azalttig1 tespit edilmistir. Bu da E vitamininin lipid peroksidasyonunu azalttigini
gostermektedir. Nitekim, oral yolla verilen E vitamininin LDL’ leri oksidasyona kars1
korudugu goderilmistir. Plazmada dusik E vitamini seviyesinin erken anjina
pektoris igin bir risk faktorl oldugunu ve E vitamini alimiyla koroner kalp hastaligi
riskinin azaldhginit gosteren deneysel ve epidemiolojik bulgular elde edilmistir.

E ve C vitamini verilmesinin yash kisilerde ortalama kan lipid peroksid
konsantrasyonlarinda bir azalmayla sonuclandig: géralmstr.

1.2.5.1.3. Karotenoidler

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten, bitki pigmentlerinden olan
karotenoid familyasimin bir Uyesidir. p-karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi,
siperoksid radikalini temizledigi ve peroksi radikalleri ile direkt olarak etkileserek
antioksidan vazife gordugu tespit edilmistir.

1.2.5.2. Enzimatik Olmayan Diger Antioksidanlar

Melatonin: Melatonin en zararli radikal olan - OH radikalini ortadan kaldiran
cok guclt bir antioksidandir. Bu ylzden guntimtize kadar bilinen antioksidanlarin en
guclust olarak kabul edilmektedir.

Melatoninin antioksidan olarak 6nemli bir 6zelligi de lipofilik olmasidir.
Dolayisi ile hiicrenin bitiin organallerine ve hiicre gekirdegine ulasabildigi gibi kan-
beyin bariyeri gibi bariyerleri de kolayca geger. Boylece cok genis bir dagilimda
antioksidan aktivite gosterir.

Glutatyon: Karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢g duymadan sentezlenebilen bir
tripeptiddir. Glutamik asid, sistein ve glisin aminoasidlerinden meydana gelmistir.

Cok 6nemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hicreleri oksidatif hasara karsi korur. Bunun disinda,
proteinlerdeki —SH gruplarim redikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karsi
muhafaza eder. Boylece, fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu

engeller. Yabanci bilesiklerin deoksifikasyonunu ve amino asidlerin membrandan
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transportunu  saglar. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doénismesini
Onlemede rol alr.

Redikte glutatyon (GSH), reaksiyon sonucu oksitlenerek okside glutatyona
(GSSG) donusur. Okside glutatyonun tekrar redikte hale gelmesi NADPH’1n
kullanilmasi ile mimkandur.

Eritrost zarim H,O.'den, |0kositleri fagositozda kullanilan oksidan
maddelerden oksidatif hasardan korur.

Urat: Normal plazma konsantrasyonunda hidroksil, siiperoksid, peroksi
radikallerini ve singlet oksijeni temizler. Fakat lipid radikalleri Gzerine etkisi yoktur.
Ayrica C vitamininin oksidasyonunu engelleyici etkisi de bulunmaktadir.

Sistein: Stperoksid ve hidroksi radikali toplayicisidir.

Alblmin: LOOH ve HOCI toplayicisidir.

Bilirubin: Stperoksid ve hidroksil radikali toplayicisidir.

Seruloplazmin: Muhtemelen SOD’a benzer mekanizma ile etki gosterir.
Ferro demiri (Fe*") ferri demire (Fe*) yilkseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve
boylece serbest radikal olusumunu inhibe eder.

Transferin ve Laktoferrin: Dolagimdaki serbest demiri baglarlar.

Ferritin: Dokudaki demiri baglar.

Ebselen: Selenyumlu bir bilesik olup iyi bir antioksidandir. Glutatyon
peroksidaz aktivitesini guclendirir. Ayrica lipoksijenaz yolunu inhibe eder.

Sitokinler: Basta katalaz olmak Uzer antioksidan enzimleri aktive ederler.

Demir selatorleri: Hidrojen peroksid, proteinlerin yapisindaki demiri
serbestlestirerek Fenton reaksiyonunu hizlandirir. Boylece ¢ok zararli bir radikal olan
‘OH Uretimi artar. Demir selatOrleri ise hiicre igine girerek serbest demiri baglamak
suretiyle onu etkisizlestirirler.

Oksipurinol:  Allopurinolin metaboliti olup dogrudan ‘OH ve HOCI
radikallerini azaltic1 yonde etki eder.

Mannitol: "OH radikalini toplayici etki (scavenger etki) gosterir.

Probukol: Kan kolesterolini dustirmede kullanilan probukol, lipid

peroksdiasyonunun zincir kirici kuvvetli bir antioksidanidr.
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1.3. Alkol M etabolizmas

Karaciger alkolin metabolizmasindaki primer organdir. Karaciger icinde alkol (¢
ayri enzim sistemi ile oksidize edilir. Bunlar; alkol dehidrogenazlar (ADH),
mikrozomal etanol okside edici sissem (MEOS) ve katalazdir. Katalaz
peroksizomlarda ve mitokondrilerde bulunur ve bu U¢ sistem icinde en az
kullarilamdir (12).

ADH’lar sitoplazmik enzimlerdir ve karaciger icinde birgok izoformlart
mevcuttur. ADH izoformlar1 arasindaki farkliliklar etnik gruplar arasindaki alkol
eliminasyon hizlarindaki belirgin farkliliklarin nedenidir. ADH kan ve doku alkol
konsantrasyonu distk oldugu zaman alkol metabolizmasindan sorumlu enzimdir.
Doku alkol dizeyi 50 mg/dl Gzerine ¢iktigi zaman MEOS devreye girer. MEOS icin
onemli nokta sitokrom P450 2E1 komponentine sahip olusudur. Bu enzim sadece
alkoliin oksidasyonu degil birgok ilacin metabolize edilmesinde gorevlidir. Kronik
alkol tuketimi sitokrom P-450 2E1 enzim aktivitesinin 5-10 kat artmasina sebep olur.
Bu aktivite artis1 kronik akol kullammi olan Kisilerde alkolin hizli elimine
edilmesinin  nedenidir. MEQOS, kronik akol kullanan kisilerdeki alkol
metabolizmasinda, ara sira alkol alan kisilere gore daha fazlarol Ustlenmektedir.

Yapilan arastirmalar ADH enzim sisteminin karaciger disinda mide ve
bagirsakta da bulundugunu gostermistir. Alinan akolin énemli bir miktart mide
ADH'’ s tarafindan metabolize edilmekte ve bu alkollin ilk gecis eliminasyonu olarak
bilinmektedir. Bu eliminasyon akolin yol actigi hepatotoksisite goz oOnine
alindiginda buytk 6neme sahip olmaktadir. Mide de alkolin metabolize edilmesi,
portal sisteme gegen alkol miktarinin azalmasina ve karacigerde daha az hasara yol
acmasina neden olur. Gastrik ADH aktivitesi kadinlarda daha dustik oldugu igin ayni
miktarda alkol alan kadinlarda erkeklere gore kan alkol seviyesi daha yiksek
olmaktadir (12).

Diyet agisindan herhangi bir kalori degerinin olmadigina inanilan alkolln
(etanol, CH3-CH,-OH) vicutta CO, ve suya oksitlenmesi ile karbonhidratlardan elde
edilen enerjiden daha fazla (4 kcal/g), yaglardan elde edilen enerjiden (9 kcal/g) daha
az (7 kcallg) enerji saglanmaktadir. Gunde 100-120 g alkol tuketen bir kisi bazal
metabolik enerjisinin yaklasik yarisim sadece bu kaynaktan elde edebilmektedir.
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Kalori diginda bir yarart olmadig: igin alkoliklerde vitamin ve mineral eksiklikleri
gorilmektedir.

Sitozolik akol dehidrogenaz (ADH) tarafindan alkolden elde edilen
asetaldehit, mitokondrial ve sitozolik asetaldehit dehidrogenazlar tarafindan asetata
oksitlenmektedir. Alkol aym zamanda karaciger diiz endoplazmik retikulumu iginde
lokalize olan sitokrom P450 ailesinin bir Uyesi olan mikrozomal etanol okside edici
sistem (MEOS) tarafindan da asetaldehide oksitlenmektedir ( Sekil 1.3.1). Etanol i¢in
Km degeri alkol dehidrogenazdan ¢ok daha yiksek oldugu igin (Km meos™>>>Km aph)
MEOS sentezi sitokrom P450 ailesinin diger Gyelerinin substratlart ve etanol
tarafindan uyarilmaktadir. Bu nedenle MEOS, kronik olarak yiksek dozlarda alkol
tiketen bireylerdeki etanol oksidasyonunun yaklasik %30 kadarim karsilamaktadir
Buyuk bir kismi karacigerden kana diffize olan asetat, TCA donglsinde
oksitlenmek Uzere kas ve diger dokular tarafindan alinmaktadir. Diyet kalorisinin
%15 kadarindan daha az kisminin tiketilen etanolden saglanmasi halinde alinan
etanol, ATP Uretiminde etkin sekilde kullanilmaktadir. Oksidatif fosforilasyonda
NADH, ATP dretiminde kullamimaktadir. Asetaldehidin bir kismi kana gecerek
diger dokulara tasinmaktadir. Bir kiscmu TCA sikluslinde oksitlenen asetatin 6nemli
bir kismi kas dokular1 tarafindan alinarak asetil CoA olusturulmaktadir. TCA
dongusiinde asetil CoA oksitlenerek CO, elde edilmektedir. Cok yiksek etanol
duzeyleri disginda etanolin kalori icerigi, yuksek enerjili fosfat baglarina (ATP)
donusturalmektedir (14,15).

Cok yuksek dozlarda etanol alindiginda etanolin bir kisrmi endoplazmik
retikulumdaki etanol okside edici sissem (MEOS) tarafindan asetaldehide
oksitlenmektedir. Yakit ve NADPH elektronlarint alan O,, suya indirgenmektedir.
Bu tepkimede NADPH vyapisindaki indirgenme potansiyeli seklindeki enerji
kullaniimaktadir. Uzun yillar alkol kullana kisilerin MEOS sistemi ¢ok aktif sekilde
calismakta ve bu kisilerin karacigerinde ve kan dolasiminda bulunan asetaldehit,
dokularda hasar olusturmaktadir (4,14-21).

Alkol metabolizmas, ADH aktivitess ve NAD" saglanabilirligi ile
sinirlandiriimaktadir. Alkol dehidrogenazin etanol icin Ky, degeri 1mM (46 mg/L)
oldugu icin enzim, bir veya iki kadeh alkolden sonra zorunlu olarak doygun hale
gelmekte ve akol metabolizmast sifirinct dereceden kinetik gostermektedir.
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Insanlarin pek gogu yaklasik olarak saatte 10 g akoll metabolize edebilmekte ve
kan alkol diizeyi her saat yaklasik 0,15 g azalmaktadr.
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Sekil.1.3.1. Alkol metabolizmasi

Alkol metabolize eden enzimlerin genetik varyantlarimn bulunmasi alkol
toleransinda bireysel farkliliklarin gorilmesine neden olmaktadir. Farkli optimum pH
ve Vi degerlerine sahip ¢ ADH genetik varyanti tammlanmistir. En ilging
polimorfizimde asetaldehidi asetata oksitleyen mitokondrial aldehit dehidrogenaz
enzimi etkilenmektedir. Normalde hiz sinirlayici olamayan bu enzimin asetaldehit
icin Ky degeri dustk oldugundan (10mM) ara drin birikimi olmamaktadir. Atipik
aldehit dehidrogenaz gorulen pek ¢cok Dogu Asyalida polipeptidin 487. pozisyonunda
glutamik asit yerine lizin bulunmaktadir. Negatif dominant bir mutasyon olan bu
genetik varyantta mutant enzim, normal enzim ile inaktif oligomerler olusturdugu

icin heterozigotlarda bile enzim aktivitesi sifira yakindir. Bu bireylerde asetaldehit,
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Km degeri 1 mM civarinda olan sitozolik aldehit dehidrogenaz tarafindan
okstlendigi icin sadece bir-iki kadeh alkol alindiginda toksik asetaldehit
birikmektedir. Bunun sonucunda vazodilatasyon, yuz kizarikligi ve tasikardinin
gorildugt doguya 6zgu kizariklik yamiti gortlmektedir. Bu enzimin eksik oldugu
bireylerde alkolizm c¢ok nadir ortaya ¢ikmaktadir. Mitokondrial —aldehit
dehidrogenazin farmakolojik olarak inhibe edilmesini saglayan disulfiram
(antabuse), akoliklerin tedavisinde kullamilmaktadir. Alkolll icecege karismasi
halinde o6lumcil olabilecegi icin bu bilesigin kullamilmasi siki tibbi  kontrolt
gerektirmektedir.

Kronik alkoliklerin dokularindan elde edilen mitokondrilerde normal ATP
sentezi icin gerekli olan transmembran proton gradientinin  korunamadigi
gordlmistdr. Bu nedenle etanoliin enerjisinin buyuk bir kismi 1siya donismektedir.
Etanol oksidasyonu, yag asidi ve glukoz oksidasyonunun normal metabolik yollar:
ile girisim yapmaktadir. Oksidatif stireci tamamlamak icin ara Grtnlerin bu metabolik
yollar arasindaki dongusi, etanol varliginda glukoz ve yag asitlerinin oksidasyonunu
daha az etkili hale getirmektedir (13-16).

Sitokrom P450 sistemini uyaran alkol, kendi metabolizmasinin yam sira
barbitUratlarin ve bazi ilaglarin da metabolizmasim arttirmaktadir. Bu ilaglara karsi
iyi yamt olusturamadiklar: icin ©6lcllU icicilerde cerrahi islemlerde anestezinin
indiksiyonu ile problemler goriilebilmektedir. Ote yandan alkollii bir kiside alkol
metabolizmasi ilacin metabolizmasi ile yarigmaktadir. Akut etanol kullanimi MEOS
Uzerinde inhibisyon, kronik kullanim ise indiksiyon etkisi gostermektedir. Akut
kullammda etanol ADH yolunu tercih ettigi ve MEOS sistemi ¢alismadig: igin
inhibisyon gortlmektedir. ilaglarin atiliminda kullanilan diger enzim sistemlerindeki
artis, MEOS indiksiyonu ile birlikte oldugu igin alkol ile birlikte sedatif ve
barbitiratlar alindiginda enzime baglanmak icin birbirleri ile yarismaktadirlar.
Kompatitif enzim inhibisyonu ilag klirensinin azalmasina ve ¢ok yiksek kan
barbitirat diizeylerinin gorilmesine yol acmaktadir. Ilag daha uzun sire kanda
kaldig1 icin 6lume neden olabilmektedir (14).

Karaciger metabolizmas: alkolden cok ciddi boyutlarda etkilenmektedir.
Karbonhidrat ve yag asidi oksidasyonundan farkli olarak karacigerde, alkol
metabolizmasinin  negatif kontrol mekanizmasi  bulunmadigi igin  alkolin
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oksidasyonu, diger besinlerin oksidasyonundan once tercih edilmektedir. Geriye

dogru beslenme ile inhibisyonun olmamasi, alkol metabolizmasi tepkimelerinin
enerji Ureten yol olmaktan cok detoksifikasyon sistemi olarak gelistigini
distundirmektedir. Normal olarak kolonda bakteriyel fermantasyon ile az miktarda
alkol olusmaktadir.

Alinan etanolden asetil CoA, NADH ve ATP Uretildigi icin glukoz ve yag
asitleri normal yollarinda okside olamamaktadir. Ortamda alkolden saglanan fazla
miktarda NADH bulundugunda metabolizma, yeni NADH olusumuna yol acacak
oksidasyon yollar1 yerine NADH tuketebilecegi yollar1 tercih eemektedir. Bu nedenle
cesitli noktalarda kontrol gergeklestirilmektedir (14).

Alkol aindiginda Uretilen asetil CoA, NADH ve ATP glukoz
metabolizmasini, fosfofruktokinaz ve pirtivat dehidrogenaz asamalarinda inhibe
etmektedirler. NAD® azalmasi ve malonil CoA diizeyinin artmasi yag asidi
oksidasyonunu azaltmaktadir. Yilksek ATP ve NADH diizeyleri ile NAD" azalmasi
TCA dongusuni inhibe etmektedir. Etanoliin asetik aside oksidasyonu ile Uretilen iki
NADH solunum zincirinde okside edilerek hiicrelerin enerji gereksinimi fazlasiyla
karsilandig: icin alkoliklerin karacigerinde TCA dongusl yavaslamistir. Yag asidi
oksidasyonunun azalmasi ve artmis yag asitlerinin esterlesmesi sonucu trigliserit
sentezi, VLDL salgilanmasi ve plazma trigliserit diizeyi artmaktadir. Ozellikle
yiksek insllin/glukagon oram asetil CoA karboksilaz aktivitesini uyardigindan yag
asidi sentezi de hizlanmaktadr.

Yuksek ATP ve NADH dizeylerine ragmen alkol, pirlvat ve okzaloasetatin
glukoneogenezde kullamlimasini inhibe etmektedir. Tersinir laktat dehidrogenaz ve
malat dehidrogenaz tepkimeleri ile laktat/pirivat ve malat/okzaloasetat oranlarini
yiksek NADH/NAD" oram artirmakta ve kan laktat diizeyi artarken pirlivat ve
oksaloasetat tuketilmektedir. Agir fiziksel aktivite sonrasi veya a¢ karnina alkol alan
kiside karaciger glikojen depolar: tikendiginden beklenenden daha dnce hipoglisemi
gelismektedir.

Kronik alkolizimde olusan doku hasarimin c¢ogu, yuksek dozlarda alkol
aindiktan sonra karacigerde biriken ve kana salgilanan asetaldehitten
kaynaklanmaktadir. Oldukga reaktif olan asetaldehit, amino gruplarina, nikleotidlere
ve fosfolipitlere kovalent olarak baglanmaktadir. Etkilenen proteinler arasinda
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hemoglobin, kalmodulin, ribonikleaz ve tubulin bulunmaktadir. Kalp ve diger
dokulardaki proteinler de karacigerdeki proteinler kadar etkilenmektedir.

Asetaldehit, hepatik lipoprotein partikillerinin olusmast igin gerekli olan
protein sentezinin ve proteinlerin tubuline bagimli salgilanmasinin azalmasina neden
olmaktadir. Salgi mekanizmalarimin bozulmas: sonucu, karacigerde triagilgliseroller
ve proteinler birikmektedir. Yag asidi oksidasyonunun inhibisyonu ile yuksek
miktarlarda olusan ¢ok dusik dansiteli lipoproteinin (VLDL) kanda artmasina
ragmen belirgin miktarlarda protein ve triagilgliserolin karacigerde biriktigi
gorulmektedir. Proteinlerin birikimi ile hepatositlere giren su, karacigerin sismesine
ve hepatik yap1 parcalanmasina yol agmakta ve portal hipertansiyon gelismektedir.
Asetaldehid takisimin olugsmasi sonrasinda lipit peroksidasyonu artmakta ve serbest
radikal hasar1 kalici hale gelmektedir. Dogrudan glutatyona baglanan asetaldehid,
H,0; ile hasar olusturulmasina karsi glutatyonun koruyucu etkisini azaltmakta ve
hidroksil radikali olusumunu arttrmaktadir. MEOS uyarilmasi da serbest radikal
olusumunu hizlandirmaktadir (13-18).

Protein ve lipit hasari, mitokondrinin NADH ve asetaldehid oksitleme
kapasitesini azalttigi igin asetaldehid, olusan hasarin devam etmesine neden olmakta
ve daha fazla asetaldehid birikmektedir. Yiksek NADH/NAD® oram kronik
alkolizmde laktik asidoz, ketoasidoz ve hipoglisemiye neden olmaktadir. Laktat ve
keton cisimleri, bobrekler tarafindan drik asit atilimint etkiledigi icin hipertrisemi
de gorilmektedir. Kronik etanol tuketen bireylerin %20 kadarindan daha azinda
hepatik siroz veya hepatik skar olusmakta, fakat bu bireylerin énemli bir bélimunde
alkolik karaciger hastaliginda gorilen biyokimyasal degisiklikler gorilmektedir.
Etanol tuketiminden sonra hepatik fibroz gelismesi sonucu fibroblastlarda uyarilan
mitojenik Ito htcrelerinin gelisimi, kollojen ve fibronektin tretiminin uyariimasina
neden olmaktadir. Fibroz olusumuna ayni zamanda serbest radikal hasar1 da katkida
bulunmaktadir. Hepatik siroz gelistikten sonra karaciger fonksiyonunun pek cogu
kaybolmakta, (ire olusturma kapasitesinin degismesi sonunda NH,4" birikmekte ve
hepatik ensefalopati gelismektedir. Karacigerde serum albimin, kan pihtilasma
proteinleri ve diger serum proteinlerinin sentezi ve salgilanmast azalmaktadir
(14,15).
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1.3. Alkol M etabolizmas Reaksiyonlari
Etanol sadece mayalar tarafindan Uretilmez. Aym zamanda memelilerde de eser
miktarda bulunabilir. Bagirsaklardaki bakteriyel fermantasyon memelilerdeki
Uretimin sadece bir yoludur. Ancak etanol aslinda eksojen bir bilesiktir ve
gastrointestinal yoldan kolayca emilirler. Emilen etanoliin %2-10"u direk bobrek ve
akcigerlerden elimine edilir. Geriye kalan kisim ise vicutta oksidize edilir. Bu
oksidasyon isleminin baslica merkezi karacigerdir. Alkol karacigerde U¢ ayri enzim
sistemi ile oksidize edilir. Bunlar; alkol dehidrogenazlar (ADH), mikrozomal etanol
okside edici sissem (MEOS) ve katalaz (CAT)1 icerir. ADH’lar sitoplazmada
bulunur ve alkol metabolizmasindaki en etkin enzimlerdir. Alkolun asetaldehide
donusimini  katalize ederler. ADH enziminin karaciger disinda midede de
bulundugu bilinmektedir. Etanoliin bir kismu midede metabolize edilir ve bu da
karacigerin daha az hasar gbrmesine yardimct olur.

Alkol  dehidrogenazlar (ADH) sitoplazmada bulunur ve alkol
metabolizmasindaki en etkin enzimlerdir. Alkol dehidrogenazin birkag izoenzimi
bulunur ve alkoliin asetaldehide donistimini katalize eder.

CH3CH,OH + NAD" » CHCHO + NADH + H*
ADH

MEQS, diiz endoplazmik retikulumda bulunur ve sitokrom P450 enzim ailesi
tarafindan okside edilir. Alkol ile uyarilan sitokrom P450, sitokrom P450 2E1 veya
CYP2E1 olarak adlandirilir. CYP2EL icin K, degeri alkol dehidrogenazdan ¢ok daha
yuksektir(Km meos >>Km apn). Alkol dehidrogenaz enzimi bir iki kadeh alkol
alimindan sonra doygunluga ulasir. Fakat yiksek dozda alkol alindiginda MEOS
devreye girer ve bu sirada diiz endoplazmik retikulum sayisinda hizli bir artis

gozlenir.

CH3CH,OH + NADPH + H"+0, —— CH3CHO + NADP" + 2H,0
MEQOS
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Katalaz (CAT) enzimi peroksizomlarda lokalizedir ve alkol
metabolizmasinda major bir rolinin olmadigina inanilmaktadir. Peroksizomlarda
yerlesik olan CAT enziminin, in vitro olarak H,O, olusturan sistem varliginda
etanolii okside etme yetenegi vardir. CAT aktivitesini iki farkli kombinasyon
ornegiyle agiklarsak;

a) NADPH oksidaz ve CAT kombinasyonu

NADPH + H' + O, > NADP" + H,0O,
NADPH Oksidaz

+

H,O, + CH3CH>,OH » 2H,O + CHsCHO

CAT

b) Ksantin oksidaz ve CAT kombinasyonu

HIPOKSANTIN + H,O + O, » KSANTIN + H>O,
Ksantin Oksidaz

+

H,O, + CH3CH>OH > 2H-,O + CH3CHO

CAT

Etanol oksidasyon isleminin aktivasyonunun surekliligi ¢ mikrozomal
kompanent olan sitokrom P450, NADPH-sitokrom P450 rediiktaz ve fosfolipitlerle
saglanir (13-14).

Etanolin CYP2E1 yoluyla tipik monooksijenaz mekanizmas: ile
oksidasyonuna ek olarak, etanol karaciger mikrozomlarinda asetaldehide donisurken
H20, demir katalizorligiinde degradasyonundan kaynaklanan 'OH radikali olusur.
Bu enzimatik olmayan yol hidroksietil radikalinin olusmasindan kismen sorumlu
olabilir, ara basamak etanol ve onun Urint asetaldehid arasindadir. Bu etanoliin "OH
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yakalayicisi oldugunu disundurdr. Diger delil; bazi radikallerin Gretiminin, okside

Urdnlerin sitokrom P450'ye baglanabilme yetenegine ve alkoliin a karbonundaki
protonu yeterli reaktive etmesine bagli olmasidir. Benzer bir mekanizma 2-keto-4-
thiomethylbutyric asit gibi mikrozomal etanol oksidasyonunu inhibe eden demir
selatorlerinin olmasi ile uyumludur. Mikrozomal etanol oksidasyonu in vivo sartlar
altinda nonhem demir ve endojen demir selatOrlerinin mevcudiyetini gerektirir.
Bununla birlikte normal sartlar altinda bu "OH bagimli mekanizmamn mikrozomal
etanol oksidasyonu Uzerinde mintr katkisi vardir. Hidroksil radikalinin kronik etanol
alimindan sonra NADPH’in artmasi ve NADPH bagimli sliperoksit ve hidroksil
radikali Uretiminin artmasina ragmen etanol oksidize sistemin yeniden olusumundaki
aktiviteye katildig1 stiperoksidi igermedigi bulunmustur.

En az iki mekanizma etanoltin mikrozomal mekanizmasinda rol alir. Daha az
gordleni endojen H,O,'den olusan fenton tipi reaksiyondan dretilen hidroksil
radikalinin Uretimini icerir ve major olan diger yol sitokrom P450 bagimli
monooksijenasyon ve hidroksil radikalinden bagimsizdir. Etanol metabolizmasinda
CYP2E1, hidroksietil radikalinin olusumunda rol alir. Alkol bagimli serbest
radikaller, kronik etanol aliminda CY P2EL inhibitérlerine kars: antikor olusumu ve
CYP2EX’in induksiyonunu izleyerek olusurlar. Alkolin in vivo ve in vitro etkileri;
baz1 organlarin etanol bagimli oksidan hasara karsi daha hassas oldugu gorilmustir.
Pek cok doku aktivitesinin normal seyri sirasinda ROS ve ciftlenmemis elektron
ciftleri icerir. Mitokondrial oksidatif fosforilasyonda CO, yerine yaklasik olarak %3-
5 oramnda ROS olusur. Cesitli enzimler, katekolaminler, prostaglandin ksantin
oksidaz ve sitokrom P450’yi Ureten lipooksijenazi metabolize eden monooksijenazlar
yolu ile ROS uretilir. Kronik etanol alimi, alkol metabolizmas: sirasinda ROS u
Ureten P4A502E1 enzimini indikler. Oksijen radikallerinin en reaktif olam hicresel
lipitleri, proteinleri ve DNA’y1 reaktive edebilen hidroksil (‘OH) radikalidir.
Superoksid radikali ve H,O, esas olarak hiicresel proteinleri reaktive eder, lipitleri ve
DNA'y1 reaktive etmez. Hidrojen peroksit bununla beraber oldukga reaktif OH
radikallerini Ureten metallerle reaktive olabilir (13,20).

Bitun dokular ROS u nétralize etme kapasitesine sahiptir. Bu mekanizmalar
stperoksidi ve H,O,'i suya ceviren SOD ve CAT’1 igerir. GSH ve GSSG ciftini

iceren glutatyon antioksidan sistem olarak calisir. Oksijen molekaltnin
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indirgenmesini saglayan pentoz fosfat yolundaki NADPH’a bagimlidir. Glutatyon

rediktaz ve glutatyon peroksidaz bu dongunin selenyuma bagli kompanentleridir.
GSH’1n hiicresel seviyede rediksiyonu ve GSSG’ nin artmasi hticre kilttr sistemleri
veya organ sistemlerinde oksidatif stresin arttigina isaret eder. Vitamin E (o-
tokoferol) ve vitamin C (askorbik asit) vicuttaki antioksidan kapasitenin 6nemli
diyetsel elemanlaridir. Alkollin gesitli organ sistemlerini zarar verdigine dair deliller
vardir. Bazi organlar hasara digerlerinden daha hassastir. Karaciger kesin olarak
zarar gorur ve karaciger hasarimin mekanizmasi oksijen radikallerinin karaciger
hiicreleri Uzerine etkilerinden kaynaklanmir. Pankreas ve mide de kronik etanol
aliminda hasar gorulebilir ve gastrik hasar akut alkol alimi esnasinda da ortaya
cikabilir. Beyin ¢zellikle fetal gelisim sirasinda alkolden zarar gorebilir.

Bazi calismalar akolin vitamin A metabolizmasimi interfere ettigini
gostermistir. Insan ve hayvanlarda alkol tiketimi ile vitamin A tikenmektedir.
Ayrica B-karoten vitamin A’mn prekirsorudir ve retinol vitamin A aktivitesini
gogteren alkol formudur. Hem retinol hem alkol dehidrojenazlarla metabolize olur.

Vitamin A’min alkolik karacigerde tikendigi gosterilmistir.

1.3.2. Alkolin Karaciger Hasar M ekanizmalari

1.3.2.1. Dogrudan Toksk Etkiler

1.3.2.1.1 Lipid ve Karbonhidrat M etabolizmas Degisiklikleri

Alkol oksidasyonu sonucunda NAD™ nin indirgenmesi ile ortaya cikan fazla
miktarda NADH, karacigerde NAD" bagiml1 birgok prosesin etkilenmesine yol acar.
Tri-acilgliserol sentezi artarken yag asitlerinin beta oksidasyonu inhibe olur ve yag
asitleri esterifiye olarak trigliserid olarak depolanir. Bu sireg hepatik steatoz ile
sonuclanir. Ek olarak yiiksek NADH/NAD" oram glukoneogenezde de bazi anahtar
enzimlerin aktivitelerinin inhibisyonuna yol acar ve hipoglisemiyle sonuglanir. Bu
durum 6zellikle karbonhidrat malnutrisyonu olan alkoliklerde daha belirgindir (12).
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1.3.2.1.2. Oksidatif Stres
Alkoliin sitokrom P450 2E1 ile metabolize edilmesi sonucunda stiperoksit (O, ) ve
hidroksil (OH ) gibi serbest oksijen radikalleri ortaya cikarlar. Bu reaktif oksijen
uranleri Ozellikle hidroksil radikali, hiucresel proteinler, lipidler ve DNA ile
etkileserek bir seri peroksidasyon reaksiyonu baslatir ve hiicre zedelenmesi ile
sonunda hticrenin 6limune yol acarlar.

ADH sisteminin rol oynadigi alkol metabolizmasi da farkli bir yontemle
serbest oksijen radikalleri olusumuna yol acar. Yiksek NADH/NAD® oram
ferritinden demirin mobilize olmasina neden olur. Bu da H,O, ile etkileserek
siperoksit ve hidroksil radikallerinin olusmasina neden olur. Ayrica alkol
metabolizmasi sonucunda ortaya cikan asetaldehitin oksidasyonu sonucunda son
Urdn olarak oksijen radikalleri ortaya cikarlar. Kronik alkol alimi sonucunda aktive
olan notrofiller ve kupffer hicrelerinin de oksijen radikalleri igin ek birer kaynak
olduklar1 bilinmektedir.

Alkol metabolizmasi sonucunda Kkaracigerde olusan oksidatif stres,
karacigerin serbest oksijen radikallerinden kendini koruyamadigi durumlarda daha
siddetli hasara neden olmaktadir. Glutatyon oksidatif hasardan korunmak icin
anahtar rol oynayan protein olmayan bir tioldir. Kronik alkol tuketimi karaciger
vitamin A, E ve glutatyon rezervlerinin azalmasina yol acarak karacigerin koruyucu
antioksidan defans mekanizmas: Uzerine negatif etki yapar ve alkolin yaptig:

karaciger hasarina katkida bulunur (12).

1.3.2.1.3. Asetaldehit Etkis

Asetaldehit (AA) karacigerde dogrudan hepatoseliler hasar ve nekroza yol
acabilecek yuksek reaktiviteye sahip bir maddedir. AA hiicresel proteinlerin lizin
rezidilerine baglanarak AA-protein yapilarint olusturur. Ayrica tublline de
baglanabilen AA hicrenin protein trafigini  etkileyerek hicrelerde sismeye
(balonlasmaya) yol acar. Ayrica AA-protein yapilarin neoantijen olarak rol
oynayarak immuin sistemi aktive ettigi bilinmektedir (12).
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1.3.2.1.4. Fibrozis Olusum M ekanizmalari

Karaciger fibrozisi kronik akol kullammmin ciddi ve geri donisumsiiz bir
sonucudur. Fibrozis alkoliklerin sadece %10-15'inde gorulmesine karsin, karaciger
hastalig1 bulgular1 olan alkoliklerde %50 oramnda karsilasilan bir durumdur. Alkolik
karaciger fibrozisi fizyopatolojisi temelinde hepatik yildiz (stellate) hicrelerin
aktivasyonu yatmaktadir. Daha Onceleri Ito hiicreleri, yag depolayan hiicreler,
perisiniizoidal hiicreler ya da lipositler olarak adlandirilan yildiz hiicreler normalde
disse araliginda vitamin A depolanmasinda 6nemli rol oynayan hticrelerdir. Toksik,
infeksiydz ya da alkolik karaciger zedelenmesi sonucunda bu hiicreler miyofibroblast
benzeri hiicrelere prolifere olmaktadir. Aktif hale gelen uydu hiicreler karacigerin
kollojen  sentezleyen esas hicreleri olup akolik karaciger hastaligina 6zgu
perisintizoidal fibrozis gelisiminden sorumludurlar.

Yildiz hiicreleri in vivo aktif hale getirilen uyarilar tam olarak bilinmesede,
AA ve AA-protein olusumlar: ile “Transforming Growth Factor Beta” (TGF-b)' nin
laboratuar ortaminda bu uyarilar1 yaparak hicrelerin kollojen sentezlemesine yol
actiklart bilinmektedir. Alkol ile beslenen ratlarda Kupffer hiicrelerinin IL-6 ve TNF-
a Urettikleri, bu sitokinlerin de fibrozisi tetikledigi gosterilmistir. EK olarak aktif hale
gelen uydu hicrelerinin TGF-b Ureterek kendi kendilerini uyardigi da gosterilmistir
(12).

1.3.2.2. Alkolik Karaciger Hastahigimin Olusumunda Etkili K o-Faktorler
Alkoliklerin kiiclk bir bolimunin ciddi karaciger hastaligina yakalanmalari, alkoliin
yaptigi son organ hasarinda etkili baska parametrelerin olabilecegini gostermektedir.
Alkolik karaciger hastaligi patogenezinde etkili birgok ko-faktor oldugu
belirtilmistir.

1.3.2.2.1. Herediter Faktorler

ADH, sitokrom P450 2E1, adehit dehidrogenaz (ALDH) enzimlerindeki
polimorfizm alkolik karaciger zedelenmesinde risk faktori olarak incelenmektedir.
ADH’y1 kodlayan en az 3 degisik allel vardir. Yapilan calismalar ADH fenotip
degisiklikleri kisiler arasinda alkol eliminasyon hizinda 3 ila 10 kat degisikliklere yol
acabilmektedir. Ilging olarak alkolii hizli elimine edenlerde karaciger hastalig
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gorilme riski daha yiUksektir. Bunun tam aksi durum ALDH enzimi
polimorfizminde gorilmektedir; AA’i yavas elimine edenler karaciger hastaligi
gelisimi agisindan daha fazlarisk altindadirlar.

1.3.2.2.2. Cinsyet

Kadinlar alkolik karaciger hastaligina erkeklere gore daha yatkinlardir. Yapilan
calismalar ginde 80 gram alkol tiketen kadinlarin 10 yil gibi bir siirede alkolik
karaciger hastaligimin belirtilerini gostermeye baslamaktadirlar. Bazi yazarlar bu
yatkinligi kadinlardaki yavas gastrik alkol metabolizmasina baglamaktadirlar.

1.3.2.2.3. Bedenme

Alkolik karaciger hastaligi nutrisyonel durum ile gigli bir negatif iliski icersindedir.
Diyetsel faktorlerin dogrudan olarak alkolik hasarin sebebi olmamalarina karsin
alkolik karaciger hastalig1 gelisimini ve progresyonunu kolaylastirdig: bilinmektedir.
Malnutrisyon alkolik karaciger zedelenmesine birkag farkli yolla katkida bulunur.
Vitamin A ve E gibi antioksidan maddelerin kronik alkol kullammi sonucunda
azalmalar1 nedeniyle oksidatif stresin karacigere verdigi hasar artmaktadir. Kronik
alkol tuketimine bagli olarak demirin barsaktan emilimi artar ve karaciger demir
depolarinda artis olur. Demirinde oksidatif stres yoluyla karaciger zedelenmesine yol
actig1 bilinmektedir.

1.3.2.2.4. Viral Hepatit
Hepatit C virus (HCV) infeksiyonunun alkoliklerdeki karaciger hasarina dnemli
katkilar1 oldugu bilinmektedir. Kabaca alkoliklerin %18 ila 25'inde HCV
infeksiyonuna rastlanmakta ve HCV varligimin genellikle ilerlemis karaciger
hastalig: ile birliktelik gosterdigi rapor edilmektedir. Alkol nedeniyle siroz olan
hastalarin  %40'inda HCV infeksiyonu varligi gosterilmistir. Siroz olmayan
hastalarda HCV infeksiyonu orani ise %25 civarindadir. HCV ile birlikte olan AKH,
daha genc yaslarda ve daha az kumulatif alkol tiketimi ile ortaya ¢ikmaktadir.
Y apilan ¢aligsmalar alkoliin HCV replikasyonunu arttirdigint gostermistir

Hepatit B virus (HBV) infeksiyonu varliginda da kronik karaciger hastaligi
gelisme riski mutlaka vardir. Ancak HBV'nin etkisi sinerjistik olmaktan 6te kendi
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virulansina ya da bir baska deyisle kendine has karaciger hasar1 yapmasina baglidir
(aditif etki). HCV+alkol daha ciddi bir kombinasyondur.

1.3.2.2.5. Karaciger Doku Demiri

Karaciger hastaligi olan alkoliklerde serum demir satiirasyonunun artmis oldugu,
karaciger biyopsisinde de kantitatif demir dizeyinin 500 mg/gr kuru karaciger
agirhgr'na kadar yukselebildigi bilinmektedir. Bu durum alkoliklerde artmis demir
emilimi  ve karacigerde demir depolanmasi sonucunda olmaktadir. Alkol
oksidasyonunda bircok reaksiyonu katalize eden demir sonucta serbest radikal

olusumuna ve oksidatif hasara yol agmaktadr.

1.3.2.2.6. Sigara ve K ahve icimi

Sigara icen alkoliklerin siroz olma riskleri icmeyenlere gore 3 kat artarken, ginde 4
bardaktan fazla kahve icenlerin riski ise dismektedir. Kahve ve sigaranin etki
mekanizmalar: bilinmemekle birlikte kahvenin etkisinin kafein Gzerinden olmadigi
savunulmaktadir. Cay icimi ise kahvenin yaptig: etkiyi gostermemektedir.

1.4. Ekstraseliler Matriks
Ekstraseltler matriks genel olarak hticreleri saran, gevreleyen bir biyokimyasal ortam
olarak tammlanabilir. Ekstraseliler matriksin en énemli roli dokularin kendilerine
0zgu mekanik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini saglamak ve hiicrelerin tutunmasi ve
migrasyonu igin gerekli iskelet sistemini olusturmaktir. Bu ortamin, sadece destek
fonksiyonuna sahip olmayip, dinamik bir sistem 6zelliginde oldugu bilinmektedir.
Hucre homeostazinin saglanmasi, hicreler arast sinyal iletimi, hicre biyume ve
cogalmasinin  regilasyonu ve norotransmisyon gibi dinamik olaylarda da
ekstraseltler matriks 6nemli roller Gstlenir (23).

Ekstraseliler matriksin yapisi, dokunun fonksiyonel gereksinimlerine bagl
olarak dokular arasinda farklhilik goOsterir. Bu, gerek matriksi olusturan
komponentlerin ¢esit ve oranlarindaki degisiklikler sonucunda, gerekse dokudaki

dinamik olaylardaki lokal degisiklikler sonucunda saglanir.
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1.4.1. Hepatik Ekstraseltler M atriks

Subendotelyal Disse boslugu, epitelyumu (hepatositleri) sintizoidal epitelyumdan
ayirir. Normal karacigerde bu bosluk bir intersisyel ve bazal membran igerir. Bu
sintizoidal matriks fibriller kollojen tip I, 111 ve V, mikrofibriler kollojen VI, bazal
membran kollojenler 1V ve XVIII ve FACIT kollojen XIV'den bir miktar ve bir
miktar kuicuk proteoglikan decorin, fibronektin, tenasin-C, laminin, nidojen, heperan
siilfat proteoglikan ve digerlerinden olusur (Sekil.1.1.4.1.) . Bu dUsik dansiteli ECM,
rezidant karaciger hiicrelerinin (0r: hepatositler, stellate (yildiz) hicreleri, sintizoidal
endotelyum ve kupffer htcreleri) farklilasnus fonksiyonlarini sirdirebilmesi igin
onemlidir (21). Yogunluk karsilastirmasinda intersisyel ECM portal alarm, santral
venleri ve karaciger kapsultiini buyik Olglide kapsar. Karaciger fibrotik olurken,
ECM’de anlamli kantitatif degisiklikler olur, periportal ve perisinizoidal boslukta
total kollojen ve nonkollojen kompanentlerin igerigi on kat artar (22). Boylece, dusik
dansiteli perisinizoidal ECM, kollojen fibriller yigimin birikmesi ile karakterize
yuksek dansiteli matrikse donlsur. Bu slrece hepatosit mikrovilinin kaybi ve
endotelyal fenestrantlarin kaybi eslik eder. Genelde intersisyel perisiniizoidal
matriks, hepatosit fraksiyonlarim uzlastirir ve hepatik stellate hiicreleri (HSCs) ve
miyofibroblastlarin (MFs) aktivasyonuna yol acar.

Aktif HSCs ve MFslerin  demsin ve glial fibriller asidik protein, gercek
ECM proteinleri ( tenascin, laminin, fibulin 2), proteaz P100, proteaz inhibitor o2-
makroglobin, sitokinler ¢r: interlokin-6 (IL-6) veya mediyatorler ve reseptérleri (or:
endotelin A ve B reseptorleri) gibi sitoskletal komponentlerinin ekspresyonuna gore
farklilasmis olabilecegi dusundlyor.

Aktive HSCs ve MFs, ECM molekillerinin genis bir spektrumunu eksprese
eder ve sentetik kapasiteleri biyik olcide kantitatif ve kaltitatif olarak cevredeki
fibrotik matriksi tanimlar. Bu hiicreler aym zamanda ¢ogu MMP’'leri ve 6nemli
inhibitorlerini (TIMP-1ve-2) salgilar. Kiguk fakat lokal olarak onemli ECM
fraksiyonu diger karaciger hiicreleri 6zellikle, siniizoidal ve portal endotel (kollojen
IV > 1, Il ve VI; fibronektin, tenascin ve laminin), safra kanali epiteli ve
hepatositlerdir (fibronektin ve bazal membran kollojen XVI11).
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Normal dokular igeren karacigerde, matriks protein yikilimi matriks
metalloproteinazlar (MMPs) olarak adlandirilan bir enzim ailesi tarafindan basarilir
(22).
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Sekil.1.1.4.1. Karaciger ECM molekiilleri (21)

1.4.2. Ekstraseliler Matriksin Kompanenetleri

Ekstraseliler matriks, temelde substantia fondamentalis icinde yiizen ¢6ziinmez
protein liflerinden olusmustur. Ekstraseliler matrikste bulunan baglica lifsel
proteinler kollojen ve elastindir. Ekstraseliler matriks, ¢ozinmeyen fibriller,
mikrofibriller, cesitli ¢dziinebilen proteinler ve glikoproteinlerden olusur. Kollojen,
elastin ve temel maddenin doku bilesimindeki oranlarina gore bag dokularinin
ozellikleri degismektedir (23).
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1.4.2.1.Kollgjen

Total vicut proteininin %30, toplam vicut agirliginin ise %6 kadarim olusturan
kollojen, insan vicudunda en yaygin olarak bulunan proteindir. Kollojenin
biyomedikal 6nemi ateroskleroz, karaciger sirozu, romatoid artrit, osteoartrit gibi
patolojilerde ortaya ¢ikmustir.

Oldukca farkli 6zel bir sarmal yapiya sahip olan kollojenin temel yapisim
olusturan peptit zincirine a-zinciri ach verilmektedir. Bu a-zincir sarmalinin her
doniistinde tic amino asit kalintisi bulunmaktadhr. Ug kollojen a-sarmalinin (a-zincir)
Ust Uste sarilarak meydana getirdigi slpersarmal yapiya kollojen Ggli sarmali adi
verilmektedir. Kollojenin diger bir 6zelligi de yapisinda yaklasik %35 Gly, %11 Ala
ve %21 Pro/HidroksiPro (Hy-Pro) bulunmasidir. Bu amino asit kalintilar1 kollojen
yapisinda genel olarak Gly-X-Pro veya Gly-X-HyPro Gcluleri  halinde
tekrarlanmaktadir. Burada X her hangi bir amino asidi belirtmekte ve a-zincirinin
zigzag yaptig1 noktalarda Pro yer almaktadir (23).

Kollojen Ucgli sarmal  yapilariin - bir  araya gelerek olusturduklar:
supramolekiiler yapiya kollojen fibrilleri denir. Kollojen Ucll sarmallar1 ve bunlarin
olusturdugu kollojen fibrilleri gelikten daha kuvvetli bir gerilme giictine sahiptirler.
Kollojen ¢l sarmallar1 ve kollojen fibrillerin olusmasi sirasinda her polipeptit
zinciri, paralelinde uzanan polipeptit zincirine diger proteinlerde rastlanmayan 6zel
kovalent baglarla baglanmaktadir. Lys, OH-Lys veyaHis amino asidi kalintilarimin R
gruplar1 arasinda olusan bu kovalent baglar, yapiy1 son derece dayanikli hale
getirmektedir.

1.4.2.1.1. Kollojen Tipleri

Degisik kollojen alt birimlerinin (polipeptid zincirlerinin) birlesmesi sonucunda
farkl: kollojen tipleri ortaya ¢cikmaktadir. Tam vicut kollojenleri iginde nicel olarak
toplam kollojen miktarimin %70 kadarin: tip I, 11 ve 111 kollojenler olusturmaktadr.
Vicutta organlara destek veren bag dokularindaki yapisal rolleri nedeniyle bu
kollojenlere interstisyel kollojenler adi verilmis fakat daha az miktarlarda bulunan ve
degisik makromolekiler dizen gosteren kollojenlerin ortaya cikmasi ile degerini
kaybetmistir. Fonksiyonlar: ile ilgili ayrintili bilgilerin elde edilmesine olanak
vermedigi icin buyuklik ve fizikokimyasal Ozellikler yerine kollojenler, genetik
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Ozelliklerine gore siniflandirilmaktadir. Kollojenlerin ekstraselller matriksteki yapi,
organizasyon ve islevleri 6nem tasimaktadir. Genetik olarak tammlanmig ondokuz
adet kollojen (Tablo 1.4.2.1) tipinin farkli 6zellikleri bulunmakta ve sirekli olarak
yeni tipleri eklenmektedir (23).

1.4.2.1.2. Kollojen Yikilim

V Ucutta bulunan kollojenlerin buydk kisminin belirli bir yenilenme siirecinin oldugu
ve en saglam liflerin bile yavas yavas yeni sentezlenen liflerle degistirildigi
kanitlanmigtir. Tip 1, 1l ve 1l gibi fibriler kollojenlerin Ggli sarmal yapilari,
proteinazlarin ¢coguna direnclidir. Matriks metalloproteinazlar ach altinda toplanan
genis ekstraseliler matriks proteinazlart ailesinin bir Uyesi olan interstisyel
kollojenaz (nétrofil kollojenaz), kollojen molekdlinin  amino ucuna yakin
(molekdlun ilk YZlik kismi) bir yuzeye baglanarak kollojen yikilimin
baslatmaktachr. Uclii sarmal yapisindaki kollojen molekiiliine etkili enzim, orijinal
kollojen molekllunin %75 ve %25 kadarim tasiyan iki adet sarmal yapida molekil
aciga cikarmaktadir. Sarmal yapilart dayanikli olmayan bu kicik molekillerin
vicutta parcalanmast ile elde edilen polipeptidler, proteazlar tarafindan daha kiigik
peptidlere veya serbest amino asidlere yikilmaktadirlar. Kollojenin t¢li sarmal yapi
disinda kalan bolumlerini ise diger proteinazlarin ¢ogunlugu (jelatinazlar,
stromelizinler, serin proteinazlar, sistein proteinazlar, aspartik proteinazlar)
yikabilmektedir. Kollojen yapisinda c¢apraz baglarin artmasi, yikilim hizin
azaltmaktadir (23).

1.4.2.2. Elastin

Ekstraseltler matriksin lifsel proteini olan ve bilinen en az ¢oziinen proteinlerden biri
olan elastin, 6zellikle omurgalilarin ligamanlarinda ve biyuk arterlerin ¢eperlerinde
yuksek oranda yer almaktadir. En fazla ligamanlarda, blyuk arter geperlerinde ve
setsellerinde bulunan elastin, az miktarda deride, tendonlarda ve gevsek bag
dokularinda (akciger plevrasi ve parenkimi, bronslar) bulunmaktadir. En dnemli
islevi bulundugu dokuya esneklik kazandirmak olan elastin, kollojenin biyomekanik

tamamlayicist olarak kabul edilmistir (23).
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TiP POLIPEPTID ZiNCIRLERI DOKU DAGILIMI
I al(l), a2(1) Deri, kemik, tendon, ligaman, kornea
I al (2) Kikirdak, vitréz sivi, anulus fibrozus,
nukleus
pulpozu
Il al (3) Fetal deri, tendon, aorta, kornea
v al(1V), a2(1V),a3(1V), a4(1V), a5(1V) Tim bazal membranlar
\% al(V), a2(V) Deri, kemik tendon, kikirdak (yaygin)
Vi al(Vl1), a2(VI1) Deri, kemik, tendon, ligaman, kikirdak
(yaygin)
VIl al(VIl) Deri, oral mukoza
VIl al(VII), a2(VIII) Descement membrani, embriyo kalbi,
plasenta
Kapilleri
IX al(I1X), a2(1X), a3(1X) Kikirdak, vitréz svi
X al(X) Hipertrofik ve mineralize kikirdak
X1 al(X1), a2(X1), a3(XI) Kikirdak
XIl al(XI) Tendon, ligaman gibi kollojen | iceren
bag dokular
X1 al(XII) Birgok dokuda yaygin
X1V ? kollgjen | iceren dokular
XV ? Bircok dokuda yaygin
XVI ? Bircok dokuda yaygin
XVII ? Deri hemidesmozomlari
XVIII ? Bircok doku (karaciger, bobrek)
XIX ? Rabdomiyosarkom hiicrel eri

Tablo.1.4.2.1. Genetik olarak tammlanms kollojen tipleri (23)

Elastinin amino asid bilesiminin %90 kadarim apolar yan zincirler iceren
amino asidler olusturmaktadir. Glisin %27-31, pirolin ise %11-15 oramnda
bulunmaktadr.

Elastinin onctilti olan ve yapisinda yaklasik 800 amino asit kalintisi bulunan
tropoelastinin molekll agirligi 72kDa kadardir. Hicre disina salgilanan tropoelastin
ve yapisal glikoproteinler arasindaki elektrostik etkilesimler sonucu tropoelastin
molekdlleri mikrofibril dizilerinin arasinda yer almakta ve capraz kovalent baglar
olusturarak elastine polimerlesmektedir.

Interstisyel kollojenaz gibi bircok  spesifik olmayan proteazlara kars:
dayanikl1 olan elastin, elestazlar adi verilen bir grup proteolitik enzim tarafindan
kolayca hidroliz edilmektedir.
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1.4.2.3. Fibronektin
Ekstraseltler matriksin temel yapistirici glikoproteinlerinden biri olan fibronektin,
aym zamanda plazmada ¢ozinir formda bulunmaktadir. Her biri 230 kDa olan ve
birbirlerine karboksil gruplu uclarindan iki adet distlfit koprust ile bagli iki benzer
alt birimden olusmustur (23).

Doku kulturlerinde veya jelatin kapli ylUzeylere hicrelerin yapismasini
saglayan fibronektinin genis biyolojik aktivite alani bulunmaktadir: Embriyonik
hiicreler ile timor hicrelerinin in vivo ve in vitro olarak gogiini ve profilerasyonunu
baglattigi, hiicre farklilasmasini, hiicrenin sekli ile hareketini ve hiicre iskeletinin
organizasyonunu kontrol ettigi gosterilmistir. Ayrica, yara iyilesmesi, homeostaz,
metastaz ve doku ile organ gelisiminin kontroltinde rol oynamaktadir. Fibrinojen ve
kollojenin  makrofajlara baglanmast ve fibroblastlarin  fibrin  pihtilarinin
retraksiyonunun diizenleyicisidir.

1.4.2.4. Proteoglikanlar

Hucreler arast madde, lifler ve liflerin icinde ylzdigi temel madde veya substantia
fundamentalisten olusmaktadir. Substantia fundamentalisin temel bilesenleri olan
proteoglikanlarin polisakkarid zincirlerine glikozaminoglikan adi verilmektedir.
HiyalUronik asid, 4- ve 6- kondrotin siilfatlar, dermetan stlfat (kondrotin silfat B),
heparin ve heparan siilfat ve keretan sllfat olmak tzere alt1 glikozaminoglikan sinifi
bulunmaktadir. Hiyalironik asid disinda bitin glikozaminoglikanlar, protein
zincirine kovalent olarak baglanmistir. Baglant1 bolgesinde —Galaktoz-Ksiloz-Serin
bulunmaktadr.

1.5. Matriks M etalloproteinazlar (MM Ps)

Ekstraseltler matriks (ECM) makro molekilleri, gelisim ve morfogenez esnasinda
gerekli hiucresel ortamin olusturulmasinda 6nemlidir (24-26). ECM  yikilim,
embriyonik gelisim, organ morfogenezi, kemik yeniden sekillenmesi, apoptozis,
ovulasyon, endometriyal siklus ve yaraiyilesmesi gibi normal fizyolojik olaylarda ve
artrit, ateroskleroz, anevrizma, nefrit, doku Ulserleri ve karaciger fibrozisi, gastrik
Ulser, fibrotik akciger hastaliklar: ve kanser gibi patolojik olaylarda 6nemli yer tutar
(24,25,27,28). Martiks metalloproteinazlar (MMPs), fizyolojik pH’da ECM’in bitin
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kompanentlerini degrade edebilen c¢inko-bagli endopeptidazlardir (28,29,31-33).
MMP lerin ekspresyonu sitokinler, blyime faktorleri, hormonlar ve hicresel
transformasyon arciligiyla dizenlenir. Fizyolojik sartlarda MMP lerin aktiviteleri
transkripsiyon, prekirsor zimojenlerin aktivasyonu, spesifik ECM kompanentleriyle
etkilesim, spesifik doku inhibitorleri(TIMPs) ve endojen inhibitérler tarafindan

inhibisyonu seviyelerinde diizenlenir (31,32).

1.5.1. Metalloproteinazlarin Yapis

MMP ler matriksinler olarak da adlandirilirlar. Tum MMP ler prepro- enzimler
seklinde sentezlenir ve siklikla inaktif pro-MMP ler olarak sekrete edilirler.
MMP ler genellikle bir pro-domain, bir katalitik bolge ve hemopeksin domain’den
meydana gelir (Sekil.1.5.1.1. MMP lerin yapisi) (29,31,32,34).

Stres ve oksidatif stresi kesen sitokinler, hormonlar ve bilytme faktorleri
MMP leri Ug dizeyde reglle ederler:

1. gen ekspresyonunun indiksiyonu,

2. latent proenzimlerin aktivasyonu,

3. MMP'lerin tanimlanan doku inhibitorleri (TIMP-1,-2,-3,-4) tarafindan

inhibisyonu (6),

Yaklasik 80 amino asit iceren propeptid bolgesi, PRCGXPD sekansi icerir
(36). Bu sekans icersindeki sistein, katalitik bolgedeki Zn*? ye baglanarak molekiiliin
zimojen formda (pro-MMP) kalmasint saglar (24,32,34).

Yaklagik 170 amino asit iceren katditik bolge, Zn** baglayan
HEXGHXXGXXH sekansi ve korunmus bir metiyonin icerir (24,32). Bu sekansa ait
tek bir amino asit bile mutasyona ugrarsa, enzim katalitik olarak inaktif hale gelir.
Bunlara ek olarak yapisal bir ¢inko iyonu ve kalsiyum iyonu icerir. Bunlar enzimatik
aktivitenin stabilitesi ve ekspresyonu igin gereklidir (24).
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Sekil.1.5.1.1. MMP lerin yapisi (36)

Y aklasik olarak 210 amino asit iceren hemopeksin benzeri bdlge elipsoidal
disk seklindedir. Katalitik bolge tum substratlarin yikiminda etkili olmasina ragmen,
kollojenazlar Ugli heliks yapidaki intersistiyel kollojeni yikmak igin hemopeksin
benzeri bolgeye mutlak gereksinim gosterirler. Bu bdlge ayrica pro-MMP-2'nin
hiicre yuzeyinde MT1-MMP araciligiyla aktivasyonu igin gereklidir (24).

Prolinden zengin birlestirici peptid, katalitik ve hemopeksin benzer bdlgeleri
birlestirmektedir. Hentiz 6zel bir fonksiyonu belirlenmemistir.

MMP ler hiicreden veya plazma membranindan salgilanirlar. Substrat spesifitesine,
sekans benzerligine ve domain organizasyonuna gére omurgali MMP' leri 6 gruba
ayrilabilirler.

1.5.2. Matriks M etalloproteinazlar Ailesinin Uyeleri

Matriks metalloproteinazlar ailesi alti gruba ayrilirlar. Simdiye kadar yirmi bes tane
MMP tanimlanmustir (Sekil.1.5.2.a.).
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1.5.2.1. Kollojenazlar
Intersistiyel kollojenaz (kollojenaz-1 veya MMP-1), nétrofil kollojenaz (kollojenaz-2
veya MMP-8),kollojenaz-3 (MMP-13) ve MMP-18 (Xenopus) bu gruptadir. MMP-
18'in insanda homologu olan bir enzim tammlanmamistir. Bu enzimlerin anahtar
Ozellikleri interstisyel kollojenaz I, 11, 111’ N-terminalden t¢uinci-dordincl spesifik
bdlgede pargalayabilirler (26).

Kollojenaz-1 (MMP-1): Keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler
ve duiz kas huicreleri tarafindan sentezlenmektedir. Bu enzim tercihen tip 111 kollojen
Uzerinde etkilidir.

Kollojenaz-2 (MMP-8): Sadece polimorfonukleer |0kositler tarafindan
sentezlenmektedir. Diger kollojenazlardan farkli olarak intraseltler spesifik
granillerde depolanip, inflamatuar durumlarda salinrlar. Tip | kollojen
degredasyonunda aktiftirler.

Kollojenaz-3 (MMP-13): Bu enzimin meme kanserinde, osteoartrit, romatoid
artrit gibi dejeneretif eklem hastaliklarinda sentezlendigi bulunmustur. Ozellikle tip
Il kollojen tizerinde etkilidir.

1.5.2.2. Jeletinazlar

Tip 1V kollojenazlar olarak da adlandirilan bu grupta jeletinaz A (MMP-2, 72 kDa),
jeletinaz B (MMP-9, 92 kDa) olmak Uzere iki enzim bulunur (26). Bu enzimler
denatiire kollojenler, fibronektin, elastin ve jelatinleri parcalayabilirler. Bu enzimler
primer yapilar1 ve substrat spesifiteleri agisindan birbirlerine benzerler fakat farkl:
genler tarafindan kodlanirlar ve regulasyonlari  farklilik gosterir. Bu enzimler
katalitik domain’ de U¢ kez tekrar eden tip |1 fibronektin benzeri bolgeler igerirler. Bu
bolgeler jelatin, kollojenler ve laminine baglamr. MMP-2 tip 1l ve Ill kollojenleri
parcalayabilirken MM P-9 pargalayamaz.

1.5.2.3. Stromelizinler
Stromelizin-1 (MMP-3) ve stromelizin-2 (MMP-10) benzer substrat spesifitesine
sahiptir, fakat genel olarak MMP-3 daha yiksek proteolitik hiza sahiptir. Kuvvetli

proteoglikanazlardir. Fibronektin, laminin, tenasin, kollojentip 1V, IX, X ve X1 gibi
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Enzim MMP insanK romozomu
Kollojenazlar
Interstisyel kollojenaz; kollojenaz 1 MMP-1 11922-q23
Nétrofil kollojenaz; kollojenaz 2 MMP-8 11g21-g22
Kollgjenaz 3 MMP-13 11g22.3
Kollgjenaz 4 (xenopus) MMP-18 NA
Jelatinazlar
Jelatinaz A MMP-2 16913
Jelatinaz B MMP-9 20g11.2-g13.1
Stromdlizinler
Sromdlizin 1 MMP-3 11923
Stromelizin 2 MMP-10 11922.3-923
Stromelizin 3 MMMP-11 22q11.2
Matrilizinler
Matrilizin 1 MMP-7 11g21-g22
Matrilizin 2 MMP-26 11p15
Membran tip MMP ler
MT1-MMP MMP-14 14911-g12
MT2-MMP MMP-15 15g13-g21
MT3-MMP MMP-16 8921
MT5-MMP MMP-24 20g11.2
MT4-MMP MMP-17 12g24.3
MT6-MMP MMP-25 16p13.3
Digerleri
Makrofaj elestaz MMP-12 11g22.2-g22.3
Ismsiz MMP-19 12q14
Enamelizin MMP-20 11g22.3
XMMP (xenopus) MMP-21 ND
CA-MMP MMP-23 1p36.3
CMMP (gallus) MMP-27 11924
Epilizin MMP-28 17921.1

Tablo.1.5.2.a. MMP ailesinin tyeleri (26)
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ekstraseltler matriks kompanentlerini degrade ederler (26). ECM komponentlerini
degrade etmesinin yaminda, MMP-3 pro-MMP lerin bir kismuni aktifler. MMP-11,
stromelizin-3 olarak adlandirilir. Sekans ve substrat spesifitesi farkli oldugu igin
“diger MMP" olarak gruplandirilir.

1.5.2.4. Matrilizin

Matrilizinler bir hemopeksin domain eksikligiyle karakterizedirler. Matrilizin-1
(MMP-7) ve matrilizin-2 (MMP-26), endometaz olarakta adlandirilir. ECM
kompanentlerinin yaninda, MMP-7 pro-a-defensin, Fas-ligand, pro-tumor necrosis
factor(TNF)-o ve E-cadherin gibi hiicre yluzey molekdllerini isler. Martilizin-2
(MMP-26) de ECM molekillerinin bir kismint parcalar.

1.5.2.5. Membran Tip Metalloproteinazlar (MT-MM Ps)

Bu grupta bu gine kadar MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT4-MMP, MT5-
MMP ve MT6-MMP olmak Uzere tammlanan alt1 Gyesi vardir. Bunlardan dort tanesi
tip | transmebran proteinleri (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24), iki tanesi de
glikozilfosfatidilinozitol (GPI) proteinlerdir. MT4-MMP hari¢ hepsi pro-MMP'yi
aktive edebilir. Bu enzimler membrana baglidirlar. ECM molekdllerinin bir kismini
da yikabilirler. MMT1-MMP tip I, Il ve Il kollojenler Uzerine kollojenolitik
aktiviteye sahiptir. MT1-MMP anjiyogenezde de 6nemli bir rol oynar. MT5-MMP
beyine spesifiktir ve baglica serebellumda ekspere edilir. MT5-MMP (MMP-25)
hemen hemen periferal kan |0kositlerinde, anaplastik astrosomalarda ve
glioblastomalarda ekspere edilir (26).

1.5.2.6. Diger MMP’ ler
Y edi tane MMP yukaridaki katagorilerde siniflandiriimaz. Metalloelestaz (MMP-12)
baslica makrofajlarda eksprese edilir ve makrofaj migrasyonu icin gereklidir.
Elastinden baska birkag proteini daha sindirir.

MMP-19, karacigerden cDNA klonlanmastyla tanimlandh.

Enamalizin (MMP-20), amelogenini pargalar, primer olarak dis minesinde
lokalizedir.
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MMP-22 ilk olarak tavuk fibroblastlarindan klonlanmustir.

MMP-23, sistein sirali MMP olarak ta adlandirilir. Baslica reproduktif
dokulardan eksprese edilir.

MMP ailesine son eklenen epilizin veya MMP-28dir. Baslica
keratinositlerden eksprese edilir. Saglam ve hasarli derilerde ekspresyon diizeninin

doku homeostaz: ve yara iyilesmesi seklinde oldugu distntlGyor

1.5.3. Pro-MMP Aktivasyonu

MMP ler zimojenler olarak sentezlenir ve salinirlar, proteolitik aktivasyonlari igin
bir N-terminal propeptidin parcalanmasi gerekir (37).

Proenzimin  aktivasyonu Onemli bir kontrol basamagidir. Aktivasyonun
gerceklesebilmesi icin propeptid domaindeki sisteinin stlfidril yan grubu ile katalitik

domainde bulunan Zn*?

nin etkilesiminin bozulmas: gerekir. Bu etkilesimin
bozulmasi enzime proteaz aktivitesi kazandirir (31).

MMP ler proteinazlar veya tiol modifiye edici aanlar (4-amino fenil
merkUrik asetat, HgCl, N-etilmalemid) okside glutatyon, sodyumdodesil slfat
(SDS), katotropik ajanlar ve reaktif oksijenler gibi kimyasal ajanlar tarafindan aktive
edilebilirler. DUsuk pH ve sicaklikta aktivasyona yol agabilir.

En 6nemli in vivo proteolitik aktivator plazmin olarak gorilmekte, bunun
yaninda serin proteazlar tarafindan da aktive edilebilirler. Bircok oksidant ¢zellikle
reaktif oksijen tirleri proteolitik bir yolla MMP leri aktive edebilirler (37).

Plazminin, proMMP-1, proMMP-7, proMMP-9, proMMP-10 ve proMMP-

13 0 aktive ettigi yayinlanmustir.

1.5.4. intraseluiler Aktivasyon

Cogu MMP ler hiicrelerden sekrete edilir ve ekstraselliler ortamda aktive edilirler.
Fakat istisna olarak Pei ve Weiss proMMP-11 (stromelizin-3)'in intraseltler olarak
furin tarafindan aktive edildigi gosterdiler (26). ProMMP-11 propeptidin sonunda C-
terminalde furin tanima sekansi KX(R/K)R’ye sahiptir.
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1.5.5. Endojen MM P Inhibitérleri

Doku Inhibitor Matriks Metalloproteinazlar (TIMPs), normal konnektif doku
metabolizmasinin regilasyonu igin gerekli, MMPlere 1:1 stokiometrik olarak
baglanan, spesifik inhibitorlerinin bir ailesidir (28,32,38). Omurgalilarda dért TIMP
(TIMP-1, -2, -3, -4) tammmlanmustir ve ekspresyonlari gelisim ve doku remodelling’i
srasinda dizenlenir. Patolojik durumlar dengesiz MMP aktiviteleriyle ilgilidir.
TIMPler dogrudan MMP aktivitesinin - seviyesini  etkiledigi icin  TIMP
diizeylerindeki degisiklikler de dnemlidir.

TIMP ler (21-29 kDa) sirasiyla N- ve C- terminallerinde ~125-65 amino asit
ve (¢ tane korunan disllfit bagi icerir. N-terminal domaini ayr1 bir birim gibi katlanir
ve MMP leri inhibe etme yetenegindedir (Sekil.1.5.5.1).

TIMP-1 mezensimal hiicreler ve makrofajlar1 iceren cogu konnektif doku
tipleri tarafindan sentezlenirler (31). Simdiye kadar yapilan ¢alisgmalarda TIMP-1'in
MT1-MMP inhibisyonunu gergeklestirememesi hari¢ bitin MMP leri  inhibe
etmistir.

Plazmadaki a-makroglobinler gibi proteinler de genel endopeptidaz
inhibitorleridir (24,27,31). Calismalarda MMP-1, oz-makroglobin ile TIMP-1'den
kolaycareaksiyona girdigi gosterilmistir.

Bir serin proteazi olan doku faktor pathway inhibitor-2, MMP leri inhibe
eden diger bir inhibitordir. Prokollojen C-terminal proteinaz enhancer proteinin C-
terminal fragmenti MMP-2'yi inhibe eder. Membran bagli -amiloid prekirsor
proteininin salgilanan formunun da MMP-2'yi inhibe ettigi yayinlanmigtir. MMP-2
glioma hiicreleri Uzerine anti-invaziv etkisi olan akrep toksini klorotoksin tarafindan
inhibe edilir. Bunlara ragmen bu proteinler tarafindan MMP lerin inhibisyon
mekanizmalar1 bilinmemektedir.
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Sekil.1.5.5.1. MMPlerin aktivasyonu ve inhibisyonu (31)

1.5.5.1. TIMP lerin Biyolojik Fonksiyonlari
MMP inhibe edici aktivitelerinin yamnda TIMP lerin farkli biyolojik 6zellikleri de
vardir. TIMP-1 ve TIMP-2 eritroid potansiyeli artirici aktiviteye ve hiicre biyime-
ilerleme aktivitelerine sahiptir.
TIMP-1, -2, ve -3'Un fazla ekspresyonu tumor buylmesini azaltir. TIMP-2,
basic fibroblast growth faktor araciligiyla endotelyal hiicre blyimesini inhibe eder.
TIMP-3 bazi tumdr hicreleri icin proapoptik aktiviteye sahiptir. TIMP-1 ve
TIMP-2 antiapoptik aktiviteye sahiptir.

1.5.6. Matriks M etalloproteinaz-9 (MM P-9)

MMP ailesinin tyelerinden birisi olan MMP-9 (EC 3.4.24.35), jeletinaz B olarak da
adlandirilir.  Cinko-bagimli, kalsiyuma ihtiyag duyan metalloproteinazdir (39).
Karacigerde major olarak kupffer hicreleri tarafindan salgilanirlar (16). Jelatinlere
ilaveten tip IV ve V kollojenleri degrade edebilirler. MMP-9'un biyolojik

fonksiyonlar: fetal membran riptird, yara iyilesmesi bunun yaninda patolojik olarak
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romatoid artrit, ateroskleroz, kardiyomiyopati, abdominal aortik anevrizma (39) ve
karaciger fibrozunda (40) rol oynarlar. Cogu MMP’ ler gibi MMP-9 latent zimojenler
olarak salgilanr.

Y apisal olarak MMP-9 propeptid, katalitik ve karboksi terminal hemopeksin
bolge icerir. Propeptid enzimi inaktif halde tutar (proMMP-9, 92 kDa). ProMMP-
9un aktif MMP-9 (83 kDa)'a aktivasyonu propeptid bdlgenin, enzimin
konformasyonel degisikligine neden olan proteolitik par¢alanmasidir.

Sitokinlerin (IL-1, -2, TNFa, IFNy ve transforming factor beta) MMP-9
aktivasyonunu arttirdig: biliniyor (39).
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2MATERYAL VEMETOD

2.1. Denekler

Bu calismada 38 adet, 3-3,5 aylik 280-320 g agirliginda erkek Sprague-Dawley ratlar
kullanmldi. Ancak inflizyon sirasinda ve ¢alisma boyunca 6len hayvanlar calisma disi
tutuldu ve 25 rat ile galisma tamamlandi. Ratlar standart bir diyetle beslendiler ve
icebildikleri kadar su icmelerine izin verildi. Tim deney gruplarinda cevresel sartlar
kontrol altinda tutuldu (12saat/12saat 1s1ik/karanlik siklusu, 25-28 °C ortam 1sisi).

Ratlar asagidaki gibi 4 gruba ayrilds;

1. Kontrol grubu (n=6): Bu gruba herhangi bir uygulama yapilmadi.
yiyebildikleri kadar yem ve igebildikleri kadar su igmelerine izin verildi.

2. Alkol Grubu (n=7): 30 guin boyunca intra gastrik (1.g) yontemle etanol
(EtOH) verilerek alkoltin kronik etkilerine maruz birakildi. EtOH distile suda %80
(v/v) dilUe edilerek 1 mi/gin verildi. EtOH verilmeden dnce ratlarin 10-12 saat acligi
saglandi ve EtOH verildikten 1 saat sonrayemleri verildi.

3. Vitamin E Grubu (n=7): 1 ay (30 gun) boyunca l.g yontemle 100
mg/kg/gun vitamin E verildi. Vitamin E, serum fizyolojik (%0,09 izotonik ¢ozelti)
ile birlikte total 1 ml. olarak verildi. E vitamini verilmeden once ratlarin 10-12 saat
acligi saglandi vitamin E verildikten bir saat sonra yemleri verildi. Hayvanlara
sinirsiz yeme ve icme izni verildi.

4. Vitamin E + EtOH Grubu (n=5): 30 gun boyunca I.g yontemle 100
mg/kg/gin vitamin E verildikten 2 saat sonra %80 (v/v) EtOH'den 1 ml verildi.
EtOH verildikten bir saat sonrayemleri verildi.

TUm gruplardan 30. giniin sonunda doku drnekleri alindi. Operasyon 6ncesi
ratlar yaklasik 12 saat a¢ birakildilar. Alfamin intraperitonal (1.p) olarak uygulandi.
Ratlar sirtlisti yatirilarak operasyon masasina dort ekstremitelerinden tespit edildiler.
Ratlar dekapite edildikten sonra karacigerleri alimp buz soguklugundaki serum
fizyolojik ile yikandi ve analiz saatine kadar -20 °C'de saklandi. Rat karacigerleri
pH’s1 7.4 olan fosfat tamponu kullamlarak (1 gr doku + 9 ml tampon) Ultra Turrax
homojenizator (IKA T18 Basic, Wilmigton, NC) ile homojenize edildi ve UP 50 H
ultraschallprozesor (TUV) (Berlin) model sonikator kullamlarak sonike edildi.
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Homojenatlar 5000 rpm (+4 °C)'de 10 dakika santriftj edildi ve Slpernatantlar
numune olarak kabul edildi. Stpernatantlardan MDA, SOD, GSH, Karbonil, SH ve
proMMP duzeyleri galisild.

Protein tayinleri Fluka (Protein quantification Kit-Rapid, Buchs/Schweiz)
kitiyle calisilch. ve standart olarak Bovine serum albimin kullanidi. Olglimler
Trinity (Biotech Captia Reader) model ELISA cihazinda yapildi.

Doku pro-matriks metalloproteinaz-9 dizeyleri Trinity (Biotech Captia
Reader) model ELISA cihazinda rat spesifik R&D System Inc. (Minenapolis, USA)
kiti kullarlarak olculd.

TUm spektrofotometrik olciimlerde, Shimadzu UV-1601 spektrofotometresi
kullanld.

TUm kimyasal maddeler SIGMA Chemical Co. (St. Louis, USA)'dan temin
edildi.

E vitamini olarak Evigen amp ( Aksu Farma, IST.) kullanldh.

2.2. Biyokimyasal Analiz

1.2.1. Karaciger MDA Diizeylerinin Olcimii
Karaciger MDA diizeyleri Ohkawa ve ark. yontemine gore 6lguldi (41).
Prensip:
MDA'min asidik ortamda thio barbitlrik asitle olusturdugu rengin 532 nm
dalga boyunda absorbansinin dl¢lilmesi prensibine dayanarak yapildi.

Reaktifler:
Potasyum fosfat tamponu 01M pH74
Sodyum dodesil silfat %8,1
Asetik asit % 20, pH 35
Tiyobarbitirik asit (TBA) % 0,8
Batanol/Piridin 15:1
Proseddr:

Supernatant 0,5'er ml (500 pl) alinarak her birinin Gzerine 0,2 ml %8,1
Sodyum dodesil silfat, 5 ml %20 asetik asit (pH: 3,5) ve 1,5 ml %0,8 TBA
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soltisyonu eklenerek 95 °C'de 60 dakika kaynatildi. Sogutulduktan sonra 5 ml
Butonol:Piridin (15:1) eklendi ve karistirilip 4000 rpm'de 10 dakika santriftij edildi.
Ust tabakadaki rengin absorbansi resktif koriine karsi 532 nm dalga boyunda
okundu.
Standart olarak 1,1,3,3-tetragtoksipropan'in 4,173 pmol/L’lik ¢oOzeltisi
kullanildi. MDA diizeyleri dokuda nmol/mg protein olarak ifade edildi. ve asagidaki
formiile gore hesaplands;

Cn = (AN/As) X Cs

Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyonu
An: Numunenin Absorbanst

As Standardin Absorbansi

2.2.2. Karaciger Protein Karbonil Gruplari Tayini
Karaciger protein karbonil gruplari Levine ve ark. modifiye spektrofotometrik
metoduna gore calisildi (42).

Prensip:

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNP) karbonil gruplari ile birlestiginde renkli bir
hidrazon olusmakta ve olusan bu hidrazonun absorbansi 360 nm dalga boyunda
okunmaktadir.

FProtein—C=0 + HzN-NH—2 4-DNF ——= Protein-C=KN-NH—2 4-DMNP + H:0

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

Slpernatanttan 500 pl amarak Uzerine 500 pl %20 TCA eklenip
vortekslenmek suretiyle karistirildi. 4000 rpm'de 15 sn santrift)j edildikten sonra
stpernatant dokuldi. Pelet 500 ul DNP (2N HCI icinde 50 °C'de ¢oziilecek) ile
karstirildiktan sonra karanlikta oda 1sisinda bir saat bekletildi. Her 10 dakikada bir
vorteksenerek pelletin DNP ile muamelesi saglandi. Daha sonra 500 pl TCA eklenip
2-3 dakika oda 1sisinda dinlendirildi. 4000 rpm'de 3 dakika santrif(jj edildikten sonra
Slpernatant dokuldi ve ayni islem %10 TCA ile U¢ kez tekrarland:. Presipitat 2 ml 1
M NaOH icinde 37 °C'de 30 dk. bekletilerek ¢ozuldi. Numunenin absorbansi NaOH
kérine kars1 360 nm dalga boyunda Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde

okundu.

Emex = 22000 M™*.cm™ kullarularak sonuglar nmol/mg protein olarak verildi.

2.2.3. Karaciger -SH Gruplari Tayini
Karaciger -SH gruplar1 Koster ve ark. spektrofotometrik metoduna gore belirlendi
(43).

Prensip:

Protein SH gruplari, DTNB tarafindan indirgenir ve disiilfit bag1 olusturarak
bir kromofor (5-merkapto-2-nitrobenzoik asit) agciga cikarirlar. Olusan kromoforun
absorbansi 412 nm dalga boyunda okunmaktadir.

Reaktifler:
DTNB (5,5-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)) 2mM
Potasyum fosfat tamponu 0,1M pH74
Sodyum Sitrat %1
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Prosedir:

100 pl numune Uzerine 1500 pl (1,5 ml) fosfat tamponu eklendi. 400 ul
DTNB (%1 sodyum sitrat icinde) ilave edildikten sonra 5 dakika 37 °C'de bekletildi.
Numunelerin absorbansi 412 nm dalga boyunda reaktif kdrine karsi Shimadzu UV -
1601 spektrofotometresinde okundu.

Sonuglar emex=13600 M™*.cm™ kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi.

2.2.4. Karaciger GSH Diizeylerinin Olgiimii
Karaciger GSH duzeyleri spektrofotometrik olarak Beutler yontemi ile belirlendi
(44).
Prensip:

Dokudaki GSH'in SH gruplar: bir distilfid kromojeni olan 5,5-dithiobis 2-
nitrobenzoikasit (DTNB)'i indirgemesi ile sar1 renkli bir bilesik olusur. Bu bilesigin
412 nm dalga boyunda 6l¢tilen absorbanst GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Reaktifler:

Potasyum fosfat tamponu 0,1M pH74
Coktiruci solisyon (Proteinsizlestirme ¢ozeltisi)

0 Maetafosforik asit 1,67 g/dl,

o EDTA 0,2 g/dl

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

Prosedir:

SUpernatanttan 0,5 ml aliip Gzerine 1,5 ml fosfat tamponu eklendi.
Hazirlanan slpernatant numuneleri Gzerine 3 ml ¢oktirict solisyondan eklenerek
karstirildi. 5 dakika oda 1sisinda bekledikten ve renk kivamina geldikten sonra
slizgec kagidindan sizilerek filtrat elde edildi. 0,4 ml filtrat Uzerine 2 ml 0,3 M
NaHPO, ¢ozeltisi ve 0,5 ml 40 mg/dl DTNB (%1'lik sitrat icerisinde ¢ozilen) ile
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muamele  edilerek  olusan  rengin  absorbanst  Shimadzu  UV-1601
spektrofotometresinde 412 nm dalga boyunda reaktif koriine karst okundu. GSH
standart1 (50 pmol/L) hazirlandi. Numunelere uygulanan islem, GSH standardina da
uygulandi. GSH dizeyleri, standart ve numune absorbanslar: kullanilarak asagidaki
formiile gore hesapland: ve nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Cn = (An/As) X Cs

Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyonu
An: Numunenin Absorbanst

As Standardin Absorbansi

2.2.5. Karaciger SOD Aktivitelerinin Olglimii
Karaciger SOD aktiviteleri Winterbourn ve ark. spektrofotometrik metoduna gore
calisilch (45).

Prensip:
Yontemin esasim oksijen ve fotorediksiyonla indiklenen riboflavinin
reaksiyonu sonucu olusan O, ile NBT’un rediksiyonunu enzimin inhibe etme

yetenegi olusturur.

Reaktifler:
EDTA+NaCN 01M
(0,1 M 100 ml EDTA igine 1,5 g NaCN eklenir)
Nitro Blue Tetrazoliumchloride (NBT) 1,5mM
Sodyum fosfat tamponu 1/15M pH 7,8
Riboflavin 0,12 mM
Proseddr:

Supernatanttan 50 ul alinip tzerine 200 ul EDTA+NaCN eklendi. Ardindan
100 ul NBT, 2,6 ml fosfat tamponu ve 50 pl riboflavin eklendikten sonra 15 dakika
kutu icinde florasan 1s1g1na maruz birakildi. Olusan rengin absorbansi Shimadzu UV -
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1601 spektrofotometresinde 560 nm dalga boyunda hava koriine karst okundu. %
inhibisyon asagidaki formile gore hesaplandi. Aynmi islem SOD standartlari ile
tekrarlandi. Sonuclar asagidaki grafige gore hesaplandi ve U/mg protein olarak
verildi.

% Inhibisyon = 100 x (Ak-An) / Ak
Ak: Kor absorbanst
An: Numune absorbanst

Standards Cune
T

S

SO W —ToTO " oDDo

Konsantrasyon

Sekil 3.2.6.1. SOD standart grafigi

2.2.6. Doku Matriks M etalloproteinaz K onsantrasyonlarimn Olglilmesi
ProMMP-9, Kkantitatif sandwich enzim immunoasay teknigi ile 6lgildi. Olglimler
450 nm’ de yapildh.
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Rat pro-MMP-9 Microplate- Mouse pro-MMP-9a spesifik monoklonal

antibody ile kapl1 96’ l1ik microplate.
Rat pro-MMP Conjugate

Rat pro-MMP Standard

Rat pro-MMP Control

Assay Diluent RD1-34

Calibrator Diluent RD5-10

Wash Buffer Consentrate

Color Reagent A

Color Reagent B
Stop Solution

Plate Covers

Ornek hazirlanmas
Numuneler 50 kat dilue edildi. Numunelerden 10pl alind: Gzerine +490ul
Calibrator Diluent RD5-10 eklendi.

Calisma prosediri

1
2.
3.

Butin numuneler oda sicakligina alinds.

Her kuyucuga 50 pl Assay Diluent eklendi.

Her kuyucugu ortasina 50 pl standart, kontrol ve numuneler eklendi.
Plate kapatilarak oda sicakliginda shaker Uzerinde 2 saat inkiibe
edildi.

Her kuyucuk aspire edildi ve 4 kere yikandh.

Her kuyucuga 100 pl Conjugate eklendi ve oda sicakliginda shaker
lizerinde 2 saat inkiibe edildi.

Her kuyucuk aspire edildi ve 4 kere yikandh.

Her kuyucuga 100 ul Substrate Solution eklendi. Oda sicaklhiginda
1g1ktan korunarak 30 dakika inkiibe edildi.

8. Her kuyucuga 50 pl Stop Solution eklendi.
9. 450 nm optik dansite de okutuldu.
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Sekil 2.2.5.1. ProMMP-9 standart grafigi

2.3. igtatistiksel Analiz
Sonuclar ortalama * standart sapma (SD) olarak verildi. Istatistiksel analiz SPSS

10.0 versiyonu (Chicago, IL, USA) kullanmlarak Mann-Whitney U testi ile yapildh.
Istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak p< 0,05 seviyesi kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Karaciger MDA Duzeyleri

MDA degerleri tablo.3.1.1 ve sekil.3.1.1' de goruldigl gibi etanol alan grupta kontrol
ile kiyaslandiginda yukselmis bulundu (p<0.05). VitE grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Etanol Oncesi VitE
verilmess MDA dizeyini etanol alan grup ile kiyaslandiginda anlamli olarak
disUrmusttr (p<0.05).

Tablo 3.1.1. Karaciger MDA duzeyleri

Gruplar MDA (nmol/mg protein)
(ortalamatstandart sapma)

Kontrol 0.94+0.14

Etanol 1.37£0.31

VitE 0.93+0.16

VitE+Etanol 0.92+0.13

Karaciger MDA diizeyleri

MDA (nmol/mg protein)

Kontrol Etanol VitE VitE+Etanol

Sekil 3.1.1. Karaciger MDA dizeylerinin karsilastirilmasi.
* p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda
* * p<0.05 Etanol grubu ile kiyaslandiginda
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3.2. Karaciger GSH Duzeyleri

GSH duzeyleri, tablo.3.2.1 ve sekil.3.2.1'de goruldigli gibi etanol alan grupta,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.05). E
vitamini verilmesi GSH dizeylerini tek basina etkilemez iken etanol 6ncesi verilmesi

etanoltin azalttigi GSH’ y1 anlamli olarak artirmustir (p<0.001).

Tablo.3.2.1. Karaciger GSH duzeyleri

Gruplar GSH (nmol/mg protein)
(ortalamatstandart sapma)

Kontrol 20.4616.98

Etanol 14.75+2.77

VitE 22.05+3.30

VitE+Etanol 32.10+3.99

Karaciger GSH duizeyleri

GSH (nmol/mg protein)

Kontrol Etanol VitE VitE+Etanol

Sekil 3.2.1. Karaciger GSH duzeylerinin karsilastirilmasi.
*  p<0.05 kontrol grubu ile kiyaslandiginda

* *  p<0.05 Etanol grubu ile kiyaslandiginda

#  p<0.001 Etanol grubu ile kiyaslandiginda
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3.3. Karaciger SOD Aktiviteleri
Etanol verilmesi tablo.3.3.1 ve sekil.3.3.1'de goruldigl gibi SOD aktivitelerinde
anlaml bir degisiklige yol agmamustir. Etanol ile E vitamini verilmesi SOD dizeyini

artirsa da istatistiksel olarak kontrol grubu ile bir fark yaratmamustir.

Tablo 3.3.1. Karaciger SOD aktiviteleri

Gruplar

SOD (U/mg protein)
(ortalamatstandart sapma)

Kontrol

2.21+0.52

Etanol

2.33+0.52

VitE

1.62+0.45

VitE+Etanal 3.32+1.11

SOD (U/mg protein)

Karaciger SOD Aktiviteleri

Kontrol Etanol VitE VitE+Etanol

Sekil 3.3.1. Karaciger SOD aktivitelerinin karsilastiriimasi.

* p<0.05 VitE grubu ile kiyaslandiginda
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3.4. Karaciger Protein Karbonil Duzeyleri

Karbonil diizeyleri, tablo.3.4.1 ve sekil.3.4.1’de goruldugi gibi etanol alan grupta,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmustir (p<0.05). E vitamini
verilmesi Karbonil dizeylerini tek basina etkilemez iken etanol oncesi verilmesi
etanoltin arttirchigir Karbonili anlamli olarak azaltmistir (p<0.05).

Tablo 3.4.1. Karaciger Karbonil diizeyleri

Gruplar Karbonil (hmol/mg protein)

(ortalamatstandart sapma)

Kontrol 8.16£1.23
Etanol 11.95+1.74
VitE 8.561+2.22
VitE+Etanol 8.77+1.56

Karaciger Karbonil diizeyleri

Karbonil (nmol/mg protein)
oo

Kontrol Etanol VitE VitE+Etanol

Sekil 3.4.2. Karaciger Karbonil diizeylerinin karsilastiriimast.
* p<0.05 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
*x p<0.05 Etanol grubu ile kiyaslandiginda
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3.5. Karaciger SH duzeyleri
SH dizeyleri, tablo.3.5.1 ve sekil.3.5.1' de goruldugi gibi etanol alan grupta, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.01). E vitamini
verilen grup ile etanol 6ncesi E vitamini verilen grupta SH dizeyleri, etanol alan
grup ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmis bulundu (p<0.01). Kontrol grubu ile
etanol Oncesi E vitamini verilen grup kiyaslandiginda ise SH dizeylerinde

istatistiksel anlamlilik bulunamarmustir.

Tablo 3.5.1. Karaciger SH diizeyleri

Gruplar SH (nmol/mg protein)
(ortalamatstandart sapma)
Kontrol 724+23
Etanol 577+98
VitE 750+119
VitE+Etanol 950+183
Karaciger SH duzeyleri
*%*
1200 -
1000 +
=
‘O
o 800 -
a
(@]
£ 600 -
g
£ 400 -
T
n
200 -
O _

Etanol VitE VitE+Etanol

Kontrol

Sekil 3.5.1. Karaciger SH dizeylerinin karsilastirilmasi.
* p<0.01 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

**

p<0.01 Etanol grubu ile kiyaslandiginda
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3.6. Karaciger proM M P-9 Duizeyleri
ProMMP-9 dizeyleri, tablo.3.6.1 ve sekil.3.6.1' de goruldigl gibi etanol alan grupta,
kontrol ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmus bulundu (p<0.01). E vitamini
verilmesi proMMP-9 diizeylerini tek basina etkilemez iken etanol dncesi verilmesi,
etanoltin arttirdigi proMMP-9'u anlamli olarak azaltmistir (p<0.05).

Tablo 3.6.1. Karaciger proMMP-9 diizeyleri

Gruplar proMM P-9 (pg/g protein)
(ortalamatstandart sapma)
Kontrol 45,5544
Etanol 68.48+13
VitE 36.72+14
VitE+Etanol 51.50+12
Karaciger proM M P-9 diizeyleri

90 + *
80 ~

=

o 70

o

5 60

D

S 50 1

Z

OP 40 B

S 30 -

=

© 20 -

o
10 +

0

Kontrol Etanol VitE VitE+ Etanol

Sekil 3.6.1. Karaciger proMMP-9 diizeylerinin karsilastirilmasi.
* p<0.01 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
*x p<0.05 Etanol grubu ile kiyaslandiginda
# p<0.01 Etanol grubu ile kiyaslandiginda
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4. TARTISMA

Biyomembranlarda PUFA’larin peroksidasyonu siklikla ROS a maruz kalmasi ile
olusur ve hicresel fonksiyon degisimi veya hicre o6lumine yol agabilir. Lipid
peroksidasyonunun son Urtnlerinden olan MDA oksidan hasar1 degerlendirmede
siklikla kullanilan bir markirdir.

Y apmis oldugumuz calismada, etanoliin karaciger MDA dizeylerinde artisa
yol actigint bulduk. Alkolin hem kimyasal hem de fiziksel olarak hiicre membran
hasarina yol agtigi bilinmektedir. Primer hepatosit rat kultlrlerinde etanol
metabolizmasinin  serbest MDA dizeylerini dolayisiyla lipid peroksidasyonunu
arttirdigi gozlenmistir. Ma ve ark. 4-hidroksinonenal gibi lipid peroksidasyon
drdnlerinin fibrozisi sitimule ettigini gostermislerdir (46).

Rajagopal ve ark. yaptiklar1 calismada etanol verilen ratlarin karacigerinde
TBARS ve hidroperoksidaz diizeylerinin anlamli yukseldigini gostermislerdir (47).
Dupont ve ark. ise oksidatif stres belirtecleri ve CYP2EL aktivitesi arasindaki iliskiyi
arastirdiklar1 40 alkolik hastada, oksidize plazma proteinleri , lipid peroksitleri ve
anti-MDA antikorlarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu bulmuslardir (48).
Bu calismalar bizim ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular: desteklemektedir.

GSH, karacigerde genetik bilgiye ihtiyag duymadan sentezlenebilen bir
tripeptiddir. Glutamik asid, sistein ve glisin aminoasidlerinden meydana gelmistir.
Cok dnemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona
girerek hicreleri oksidatif hasara kars1 korur. Bunun disinda, proteinlerdeki —SH
gruplarim redikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karsi muhafaza eder.
Bdylece, fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.

GSH viicudumuzda antioksidan defans strecini diizenlemede merkezi bir rol
oynayan protein olmayan tioldir. Redoks ve detoksifikasyon reaksiyonlariyla normal
hiicre yap1 ve fonksiyonunu koruyucu etkisi gosterilmistir. Bu calismada, etanoliin
rat karaciger dokularinda GSH duzeylerini anlamli olarak azalttigint gordik. Alkol
verilmesinin 6ncesinde E vitamini verilmesinin, alkolin azalttigt GSH duizeylerini
arttirchgim gosterdik. Rajagopal ve ark. da alkol verilen ratlarin doku GSH
dizeylerinin azaldigim1 gostermislerdir. Etanolin karacigerden GSH kaybim
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indukledigini ve hepatik icerigi azalttigim ileri sirmislerdir. GSH'in bu dustk
diizeyleri, H,O, temizleyicisi antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidazin
kullaniminin artmasi nedeniyle olabilecegini agiklamislardir (47).

Kronik alkole maruz kalan hayvanlarin ve akoliklerin karacigerinde 6nemli
miktarda 1-OH etil serbest radikali olusmaktadir. OH etil radikali kovalent olarak
molekillere baglanabildigi gibi GSH havuzunu tiketerek ve diger hiicresel tiyollerle
etki gosterebilmektedir. Bu sekilde hiicre ici GSH havuzunun tiketimi ve hiicresel
redoks esitliginin bozulmasina yol agarak ROS olusumuna katk: da bulunur (49).

Protein karbonil igerigi proteinlerin serbest radikal aracili modifikasyonunun
bir markiridir (50). Proteinlerin oksidatif hasarina, protein karbonil rezidilerinin
artis1 eslik eder. Proteinler hiicresel metabolizmanin diizenlenmesi igin gereklidir ve
proteinlerin hasar gérmesi hiicre metabolizmasinin ve fonksiyonunun degisimine ve
bunun sonucunda hiicre 6lumu ile sonuglanmasina yol agabilir (51). Calismamizda
karbonil dizeyleri, etanol verilen grupta kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
olarak artmus bulundu. E vitamini verilmesi Karbonil duzeylerini tek basina
etkilemez iken etanol dncesi verilmesi etanoltin arttirdigr Karbonil diizeyini anlamlt
olarak azaltmustir.

Y apilan calismalar, alkol tuketiminin karaciger ve karaciger disi dokularda
oksidatif stresi indikleyerek lipid peroksidasyonuna yol agtigi, bu durumun
kompleks ve interaktif bir sire¢ oldugu ileri surtlmektedir. Genellikle karacigerde
meydana gelen etanol metabolizmasinin erken fazinda tam oksidasyon ile agiga
cikan oksijen ve NO radikalleri, asetaldehit artis1 hiicre ici redoks durumunu belirgin
olarak degistirmektedir.

Ayrica etanol ve baslica metaboliti asetaldehitin metabolize olamadig: diger
dokularda ROS un olusumuna yol acabildigi ve bu dokularda prooksidan etki sonucu
alkolle iligkili toksisite ve hasardan sorumlu olabilecegi ileri strilmektedir (52,55).
Etanolin metabolizmasi sirasinda karacigerde aktivitesi oldukga artan ksantin
oksdaz (XO), kendisi serbest radikal olusumuna yol acgabildigi gibi, asetaldehit
metabolizmasi da XO veya aldehit oksidaz araciligi ile serbest radikaller tretebilme
potansiyeline sahiptir. Kronik alkol Uretiminde daha aktif hale gecen mikrozomal
P450 2E1 enzim sistemi ve katalaz yolunun da, O, H,O, ve 1-OH etil radikali gibi
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serbest radikallerin dretimi ile iligkili oldugu ve serbest radikal Gretimini artirdiklar:
bilinmektedir (56).

Organizmada ROS un hasar olusturucu etkilerine kars1 antioksidan savunma
sistemleri gelismistir. Normal kosullarda bu toksik ttrlerin hasar olusturucu etkileri
antioksidanlarla simirlandirilmaktadir ve boylece oksidatif hasara bagli olarak ortaya
¢ikan doku hasar1 en aza indirilmektedir. Butin dokular oksijen radikallerini bir yere
kadar notralize etme kapasitesine sahiptirler. Bu mekanizmalar sirasiyla stiperoksid
anyonunu hidrojen perokside, hidrojen peroksidi suya ¢ceviren SOD ve katalazi icerir.
Bunlara ek olarak glutatyon cifti-GSH ve GSSG- bir mekanizma ile okside
molekilleri redikte ederek antioksidan sistem vazifesi gérir ve hekzozmonofosfat
yolundan saglanan NADPH’'ye ihtiyag duyar. GSH’in hicresel dizeylerinin
azalmas,, GSSG duzeylerinin artmast (GSH/GSSG orani) hicre kultir ve organ
sistemlerinde oksidatif stresin belirtisi olarak kullanilir.

Ancak serbest radikaller belirli bir diizeyin tizerinde olusur ve antioksidanlar
yetersiz kalirsa sbz konusu serbest radikaller hiicrenin yapi elamanlar: olan protein,
lipid, karbonhidrat, nikleik asitler ve enzimleri bozarak zararl: etkilere yol acarlar.

Total protein SH igerigi enzimatik olmayan bir antioksidan gostergesi olup,
SH igeren proteinler serbest radikallerin 6nemli hedefleridir (51). Calismamizda
karaciger SH diizeylerini, etanol alan grupta kontrol grubu ile karsilastirdigimizda
anlaml: olarak azalmis bulduk.

Calismamizda, etanol verilmesi karaciger SOD aktivitelerinde anlamli bir
degisiklige yol acmamistir. Etanol ile E vitamini verilmesi SOD dizeyini artirsa da
istatistiksel olarak kontrol grubu ile bir fark yaratmamstir. Rajagopal ve ark.
yaptiklar: calismalarda O, ve ‘OH iyonlarini temizlemeye yardimer olan SOD
enzimini alkol verilen grupta distk bulmuslar. Bu distsin nedeni olarak yiksek
reaktif oksijen radikallerinin birikmesine baglamislar (47). Suresh ve ark. alkoliin
anlamli lipid peroksidasyonuna neden oldugunu SOD ve vitamin E'nin azaldigini
gogerdiler (57). Sergen ve ark. Primer rat hepatosit kdltirlerinde lipid
peroksidasyonunun arttigim1 SOD’un bir saatlik inktbasyon stresinde arttigim fakat
daha sonra 6nemli derecede azaldigini gosterdiler (58).

Glniimuizde, bag dokusu hicreleri arasinda yer adan ve “ECM” olarak
tanimlanan kompartmanin, sadece destek fonksiyonuna sahip olmayip, dinamik bir
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sistem 0Ozelliginde oldugu bilinmektedir. Bu dinamizmde, bir taraftan ECM

komponentlerinin birbirleriyle etkilesimi ve bir takim sinyallerin iletimi rol
oynarken, diger bir taraftan, bu ECM komponentleri strekli bir yapim ve yikim
gecirmektedir. SOzl gecen olaylar, normal dizeylerde seyrettigi sirece bazi
fizyolojik durumlarin temelini olusturmakla beraber, dengelerin bozulmas: halinde
birtakim patolojilerin gelismesine katkida bulunmaktadr.

Normal karaciger ECM'nin baglica kompanentleri tip I, I, 1V, V ve VI
kollojenler olup diger kollojen tipleri de az miktarda bulunur. Normal karacigerde,
bu matriks proteinleri matriks yikan enzimler tarafindan yenilenir ve matriks
kompanentlerinin kontrollti depozisyonunu saglarlar. ECM yikan enzimler ailesinden
MMPler en Onemlileridirler, kolektif olarak MMPler ECM’nin  bitin
kompanentlerini yikarlar (59).

MMP ler Zn*? ve Ca™ bagimli endopeptidazlar olup notral pH’ da aktiftirler.
Gergek fonksiyonlarinin ECM’ nin “remodelling” oldugu dustntltyor (60). MMP ler
U¢c duzeyde regule edilirler: @ Gen ekspresyonunun indiklenmesi b) Latent
proenzimlerin aktivasyonu, c) Metalloproteinazlarin tammlanan doku inhibitorleri
(TIMP) tarafindan inhibisyonu.

Karaciger fibrozu, matriks proteinleri 6zellikle tip | ve I11 kollojenin karaciger
hasarina cevap olarak net birikiminin sonucu olarak meydana gelir. Karaciger
fibrozunun temelinin HSC' lerin miyofibroblast benzeri aktivasyonu olusturur. Bunun
sonucunda fibrozu karakterize eden intersisyel kollojen gibi matriks proteinlerinin
sentezi artar. Sinlizoidal ve perisinizoidal bosluk fibrozun olustugu alandir bu da,
hepatositlerin aktivasyonunu kotl yonde etkileyebilir. MMP/TIMP lerin ekspresyonu
ve oran hepatik fibroz sirasinda ECM remodelling’i igin anahtar faktorlerdir. Alkol
sonunda hepatik fibrozu olusturmak tzere ¢esitli sitokinlerin Uretilmesi ve cogalmasi
icin HSC'leri aktive edebilir. Calismalarin ¢ogu hepatik fibrozun formasyonu ve
sirecinin MMP/TIMP ile baglantil1 oldugunu agiklamaktadir (61). Kupffer hiicreleri
aktive olduktan sonra sitokin ve reaktif oksijen radikali Uretir (62).

Hepatik fibroz, gelisen konnektif doku sentezi ve matriks proteinlerinin
yikimim azalmasi arasindaki  dengesizligin - bir sonucudur ve ECM’nin
depozisyonunda net bir artis vardir. MMP'ler bu gortste dnemli bir rol oynarlar
¢linkd, aktiviteleri ECM yikimindan buyik 6lctide sorumludur. Rukkumani ve ark.
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MMP lerin ekspresyonunun alkol alanlarda arttigint gbzlemlemislerdir (63). Milani
(64), Herbest (65), Winwood (66) ve ark. normal karacigerde, in situ hibridizasyon
calismalarinda intersisyal kollojenaz (MMP-1), jeletinaz A (MMP-2), jeletinaz B
(MMP-9), dromelizin 1 (MMP-3)'in  ekspresyonlarinin  dustk — oldugunu
bulmusglardir. Saglikli dokularda normal olarak MMP lerin aktivitesi dustktur fakat
patolojik sireclerde bazi MMP lerin ekspresyonlart ve aktiviteleri artar (67).
Calismamizda, proMMP-9 dizeyleri, etanol aan grupta kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli olarak artmus bulundu. E vitamini verilmesi proMMP-9
duzeylerini tek basina etkilemez iken etanol 6ncesi verilmesi, etanolin arttirdig:
proMMP-9'u anlaml1 olarak azaltmustir.

Kwon ve ark. yaptiklari calismada MMP-9 dizeylerinin  hepatoselller
karsinoma igin kullanigli olmadigim fakat alkolik karaciger sirozu icin bir markir
olabilecegini belirtmislerdir (59). Nunez ve ark. Kronik HCV (hepatit C virtsi)
infeksiyonunda htcre ici MMP-9'un fazla ekspresyonunun hepatik fibrozun
ilerlemesi ile iliskili olabilecegini belirtmislerdir (68). Wang ve ark.
dimetilnirtazamin (DMN) ile olusturduklar1 karaciger fibrozunda MMP-9 aktivitesini
anlaml1 artmus olarak bulmuslardir (69).

Oksidatif stres, MMP’ leri ve kollojen sentezinin etkileyerek ECM’ nin 6nemli
bir dizenleyicisi olabilir. Siwik ve ark. kardiak fibroblastlar1 kullanilarak in vitro
yapitiklar: calismada ROS un direkt etkisine ek olarak kollojen sentezini azalttigini
gosermislerdir. In vitro kardiak fibroblast ortam sartlarinda ROS un latent
proMMP lerin direkt aktivasyonuna sebep oldugu gosterilmistir. Siwik ve ark.
SOD’u inhibe ederek yaptiklar: ¢calismalarda kollojen sentezinin azaldigim ve MMP
aktivite duzeylerinin arttigimi bulmuslardir (70). Gunang-Fu ve ark.yaptiklar
calismalarda MMP-9 ekspresyonunun dort hafta alkol uygulanan ratlarda artis
gogerdigini, dokuzuncu haftada azaldigini ve onbirinci haftada tekrar normal
seviyelerine dondigind bulmuslar ve hepatik fibroz sirasinda MMPSTIMPs
oraninin ve ekspresyonunun ekstraseltler matriks remodelling’i icin anahtar faktorler
oldugunu belirtmislerdir (71).

Antioksidan savunmanmin  6nemli  kismunt  lipid peroksidasyon  zincir
reaksiyonlarint kiran antioksidanlar olusturur. Vitamin E bunlarin en énemlilerinden
biridir. Yagda eriyen vitaminlerdendir. Tokoferol yapisinda olup dogal olarak alfa,
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beta, gama, delta, eta ve zeta gibi sekillerde bulunur (72). Antioksidan aktivitesi en
yuksek olan tokoferol a-tokoferoldir. Hiicre membranlar: ve plazma lipoproteinleri,
lipitte eriyebilen bir molekil olan alfa tokoferole sahiptir (73). Coundary ve ark.
ratlarda yapmis olduklar1 ¢alismalarda alkol uygulamasindan sonra GSSG ve non-
enzimatik antioksidan olan vitamin E’ nin azaldigint gostermislerdir (74).

Alfatokoferol molekultinin kimyasal olarak aktif kismi, fenolik OH grubuna
sahip olan aromatik halkasidir ve antioksidan 0Ozelligi bu gruptan kaynaklanir.
Fenolik OH grubunun H atomu kolaylikla ayrilabildigi igin peroksidasyon sonucu
olusan lipid peroksil radikalleri bir yag asidi yan zinciri yerine bu antioksidanla
reaksiyonagirer.

Kronik alkol tuketiminin karaciger vitamin A, E ve GSH rezervlerinin
azalmasina yol acarak karacigerin koruyucu antioksidan defans mekanizmasi
Uzerine negatif etki yaptigi ve alkolin yaptig1 karaciger hasarina katkida bulundugu,
E vitamininin MDA ve karbonili azalttigi gosterilmistir. Rukkumani ve ark. ratlarda
yaptiklar: alkol calismalarinda TBARS 1n artigint bulmuslardir (63). Clot ve ark.
alkol kullanan hastalar Uzerinde yaptiklar1 calismalarda lipid peroksidasyonunun
arttigii plazma alfa-tokoferol ve eritrosit glutatyon dizeylerinin distlGguni rapor
etmislerdir (75). Koch ve ark. kronik alkol alimimin karaciger mitokondri ve
mikrozomal fraksiyonlarinda vitamin E iceriginin anlamli azaldigini, lipid
peroksidasyonunun olustugunu ve sonunda etanolin indikledigi oksidatif stresin
meydana geldigini bulmuslardir (76). Bu calismada E vitamini verilmesi, alkolin
artirdigi  oksidatif hasart ve proMMP-9 dizeylerini azaltirken, antioksidan
konsantrasyonlarim da artirmustir.
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5. SONUC

Sonu¢ olarak yapmis oldugumuz calismada, etanolin karacigerde lipid
peroksidasyonunu ve proMMP-9 dizeylerini artirchigim ve karaciger antioksidan
duzeylerini azalttigim bunun sonucunda karaciger harabiyetini  arttirdigini
gbzlemledik. Etanolun indikledigi karaciger hasarinda ROS un proMMP dizeylerini
arttirabilecegini ve bu sekilde karacigeri fibroza gétirebilecegini disinmekteyiz. Bir
antioksidan olan vitamin E’'nin ROS un etkisini azaltarak antioksidan savunmay1
arttirdigim ve azalan ROS dizeyleri sonuncunda proMMP dizeylerini azaltarak
karaciger hasarimi Onlemede ©Onemli bir etken oldugunu ve serbest oksjen
radikallerinin proMMP duizeyleri Uzerine etkili oldugunu distinmekteyiz.
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