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1.GIRIS
1.1. Alkoliin tarihcesi

Paleolitik cagda baldan yapilan icecegin alkol tasiyan en eski icki oldugu
diistiniilmektedir. Neolitik ¢ag insani1 ise bozay1 (booze) bulmustur. Bira
ve meyve saraplarmna ait bulgular M.O. 6400 yillarina kadar giderken
liziim saraplarmin M.O. 300400 yillarinda kullanildigi bilinmektedir.
Mayalar, su varliginda sekere etki ederek fermentasyonla alkolik
ickilerin olusmasin1 saglar. Fermentasyonla sekerin (glukoz) karbon,
hidrojen ve oksijeni alkol ve karbondiokside doniisiir. Meyvelerin ¢ogu,
ozellikle iiziimler seker tasidiklarindan parcalanmis meyveye, su ve
maya eklendiginde fermentasyon olayr baslayacaktir. Ortamdaki alkol
orant %15’1 gectiginde ise maya Oleceginden fermentasyon duracaktir.
Tahil tohumlar da alkol iiretimi amaciyla kullanilirlar ancak sekerden
cok nisasta tasidiklarindan fermentasyonun baslayabilmesi icin sekerin
nisastaya doniistiiriilmesi gerekir. Bu islem malting olarak adlandirilir.
Birada temel ham madde arpadir, isleme arpanin su iginde
cimlendirilmesi ile baglanir. Cimlenmis tohumlar 6nce kurutulur, sonra
cimlerin Olecegi ancak c¢imlenme sirasinda olusan enzimlerin
korunabilecegi sekilde kurutulur. Bu sekilde kurutulmus ve
cimlendirilmis arpa malt olarak adlandirilir, enzimler nisastay1 sekere
cevirecektir, daha sonra ise fermentasyon baglatilir. Daha yiiksek alkol
konsantrasyonu elde etmek icinse distilasyon islemi yapilir. Bircok
yazar tarafindan distilasyon isleminin MS 800 yillarinda Arabistan’da
uygulanmaya baslandig: ileri siiriilmektedir, ayrica alkol sozciigii de
Arapca kokenlidir. Avrupa’da ise 10. yiizyila degin sadece fermentasyon

iriinii ickiler kullamilmis, ilk kez 1talyanlar sarabi distile ettiklerinde, bu



yeni {iriin bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. 13. yy
saraba Fransiz Montpelier Universitesinde aqua vitae adi verilmistir.
Viski ad1 ise ayn1 anlamda ve 1500 yillarinda ortaya ¢ikan, Irlanda-Gal

kokenli bir sozciiktiir (Ray ve Ksir, 1996).

1.2. Alkol

1.2.1. Metil Alkoliin Fiziksel Ve Kimyasal Ozellikleri

Metil alkol (CH;0H), oda sicakliginda buharlasabilen ugucu ve renksiz
bir sividir. 15-21, 2°C’ de buhar basinci 100 mm/Hg, 6zgiil agirlig1 0,81
gr/lt, kaynama noktas1 64,7 °C’dir (Vicellio, 1998). En sik oral yolla
alinmakla birlikte, endiistride buharina maruz kalmakla ve bol miktarda
bulastig1 giysilerden cilt yoluyla alimm ile de zehirlenme olabilmektedir

(Winchester, 1990).

1.2.1.1. Metabolizma

Agizdan alindiginda, etil alkol gibi gastrointestinal sistemden hizla
emilir (Vicellio, 1998). Metanol gida varligi ya da yokluguna gore
farklilik gostermek iizere, ortalama 30—60 dk sonra kanda en iist diizeye
ulasir. Gida varligr bu siireyi yavaslatir. Viicutta dokulara oldukca
homojen bir sekilde dagilir, dagilim hacmi 0,6 L/kg’dir (Winchester,
1990).

Metanol’iin, viicut su kiitlesine dagildigi ve pratikte yagda
¢Oziinmedigi kabul edilir (Vicellio, 1998). Yikimu nitelik bakimindan etil
alkole benzer ancak nispeten ¢ok yavastir (Curtis, 1996).



Metil alkol karacigerde alkoldehidrojenaz enzimi etkisiyle
NAD/NADH katalizorliigiinde formaldehide okside olur (Goldfrank ve
ark., 1986).

Metanoliin metaboliti olan formaldehit metanole gore 33 kat daha
toksiktir (Vicellio, 1998). Yarilanma omrii 1-2 dk gibi cok kisa olan
formaldehitin bu nedenle varlig1 gosterilemez. Formaldehit kisa siirede
metanolden 6 kat daha toksik olan formik asite doniisiir. Formik asit ise
folata bagli enzimlerin yardimiyla karbondioksit ve suya doniistiiriilerek
viicuttan uzaklastirilir (Goldfrank ve ark., 1986; Palmisano ve ark.,1987)
(Sekil 1.1).

Alkol Dehidrogenaz Aldehit Dehidrogenaz Peroksidaz’
ve dider enzimler® Folat (Koenzim)
Metano| ——— Formaldehit ————w Formik asit —— COx#11;0
Hizla sl Hh (‘o yavas

Sekil 1.1. Metanol Metabolizmas1 Yolagt

(*: ksantin oksidaz, gliseraldehit-3-fosfat, katalazlar, peroksidaz, aldehitoksidaz ve
glutatyona bagimli formaldehit dehidrojenaz enzim sistemleri) (Goldfrank ve ark.,
1986; Winchester, 1990).

Baslica karacigerdeki yikim disinda metanoliin = %3-5’1
akcigerlerden solunum yoluyla, %12’si bobreklerden idrar ile atilir
(Palmisano ve ark., 1987).

Metanol toksisitesinde hedef organ retinadir. Metanol yiiksek

dozlarda geri dontistimlii ya da kalic1 korliige yol acabilir (Curtis, 1996).



Okiiler toksisiteden sorumlu olan formik asit, optik sinirde
sitokrom oksidaz1 inhibe ederek aksoplazma akimimi bozar (Becker,

1983).

1.2.1.2. Metil Alkol Tedavisi

Etil alkol, metil alkol tedavisinde metanoliin toksik metabolitlerine
doniisiimiiyle  yaris  etmektedir. Etanoliin  alkol dehidrojenaza
affinitesinin daha yiiksek olmast nedeniyle metanol zehirlenme
tedavisinde etanol kullanilir. Boylece yeterli idrar ¢iktis1 saglanabilirse
metanol, toksik metabolitlerine doniigmeden idrar yoluyla atilabilir.
Etanol yiikleme dozu (kan-etanol diizeyi) 100-150 mg/100 ml hizla
verilir (Goldfrank ve ark., 1986).

1.2.2. Etanoliin Fiziksel Ve Kimyasal Ozellikleri

Etanol, kolay tutusan, renksiz, akici ve ucucu bir maddedir. Kimyasal
formiilii C,HsOH dir (Sekil 1.2.). Dansititesi 789 gr/L, kaynama noktas1
78.5°C, donma noktas1 -117.3 °C, alevlenme noktas1 12 °C’ dir. Havada
% 3.3-19 oraninda oldugu zaman patlar. Alkol yakacak olarak, bazi
ilaglarin hazirlanmasinda, dezenfektan olarak, diisitk donma noktasindan
dolayr antifiriz olarak endiistride c¢oziicii Ozelliginden dolay1 boya,

parfiim ve tentiir yapiminda kullanilir (Jones, 1997).



Sekil 1.2.Etanoliin molekiiler yapisi (http://www.erowid.org/chemicals/alcohol/alcohol.shtml)

1.2.2.1. Etanoliin Viicutta Dagilinm

Etanol, boyutu kiiciik oldugundan gastrointestinal sistemden basit
difiizyonla emilir, suda iyi, lipidlerde diisiik seviyede coziiniirliige
sahiptir (Wallgren ve Barry III, 1970). Etanol i¢in transport yolagi
yoktur (Crabb ve ark., 1987). Absorplanan etanoliin, %70-80’1 proksimal
ince bagirsak, duodenum ve iist jejunum tarafindan emilir. Emilimden
sonra etanol karacigere portal damardan gecerek ulasir (Riveros-Rosas

ve ark., 1997).

Etanol kana ulastiginda hizla viicut sivilarina dagitilir. Organlarda,
yogun biiziilme sebebiyle beyin, akciger ve karaciger gibi organlara
zengin kan saglandigindan kandaki alkol hizla dengelenir. Aksine iskelet
kaslarinda alkoliin dagilimi yavastir ¢iinkil az sayida fonksiyonel kilcal
damar vardir (Agarwal ve Goedde, 1990, Dundee ve ark., 1971). Kadin
ve erkekler 6zdes alkol aldiklarinda, kadinlar, erkeklerden daha az su
diizeyine sahip olduklarindan daha yiiksek kan etanol degerlerine ulasir.
Alkol dagilimi genellikle cesitli organ ve dokularin (Sekil 1.3.) su
icerikleriyle ilgilidir boylelikle, ©rnegin terminal ileum’daki etanol

konsantrasyonu yaklasik olarak kandakine esit olur. Tikiiriik ve lirede su



orani yiiksek oldugundan etanol kansantrasyonu kana gore nispeten daha

yiiksektir (Riveros-Rosas ve ark., 1997).

yandk mukozas shaarshon

dGeolfagus

Sekil 1.3. Etanol absorbsiyonunun ve oksidasyonunun gerceklestigi organlar
(Riveros-Rosas ve ark., 1997).

1.2.2.2. Etanol Metabolizmasi

Etanol yikiminin ana bdélgesi, karacigerdir. Karacigerde etanol, alkol
dehidrojenaz tarafindan asetaldehide oksitlenir, asetaldehid ise aldehit
dehidrojenaz tarafindan asetata oksitlenir (Sekil 1.4.). Asetat daha sonra
asetat-CoA ligaz tarafindan bir ATP bagiml reaksiyon ile asetil CoA’ya
(Sekil 1.5.) doniistiiriiliir. Asetil CoA {iretimi, etanol yikimu ile ara
metabolizma arasindaki baglantiyr olusturur. Sitoplazmik alkol
dehidrojenaz yaninda mikrozomal ethanol oksitleyici sistem (MEOS),
katalaz gibi sitokrom P-450 enzimleri de etanol yikiminda rol oynar.

Karaciger tarafindan etanol yikiminin hiz smirlayici basamagi, alkol



dehidrojenaz reaksiyonudur. Bu nedenle, NAD" varligi sinirlayici bir
faktordiir. Diisiik etanol konsantrasyonlari, etanol yikiminin maksimum
hizina ulasmasi icin yeterlidir. Bu nedenle, alkol alimindan sonra,
viicuttaki etanol miktarinda yavas ve sabit bir diisiis vardir. Etanoliin
kalori icerigi 29,4 kj.g'"’dir. Alkollii icecekler bu sebeple o6zelikle
alkolikler i¢in enerji aliminin temel kismimi olusturur (Koolman ve

Rohm, 1996).

Etanol Asetaldehit
CH;CH,OH + NAD" » CH;CHO + NADH + H*
Alkol dehidrogenaz
Asetaldehit Asetat (asetik asit)
CH3CHO + NAD?' . CH;COOH + NADH + H"
Aldehit dehidrogenaz
O, . 2HD
Hs ' M0 M A
'\“—‘_kﬂ 1 _'#J mil:mrmﬂglduhid
1811 F A ehsilevici sisnem
BN
Oy + 10 H
MEOS o -r"P
ke, chanol aldchid oksidaz
NN "‘E"' EERA
ol alkol dehidnqienazh asetaldehit aldehid dehidrojenaz Lo
yag asitler prdecinler, lipadler
. ninkleotler
1_-1:?1 f.-til:r}uri -...._L—-_.-.. a5l dehit adductlan

Sekil 1.4. Etanol ve asetaldehit metabolizmasinin temel metabolik yolaklar
(Riveros-Rosas ve ark., 1997).
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Sekil 1.5. Asetil-CoA olusumu ve sitrik asit dongiisiine katilimi (Koolman ve Rohm,

1996).



1.2.2.3.Kan Alkol Diizeyleri

Mayalanmis meyvelerde eser oranlarda etanol bulunurken, alkollii
ickilerde daha ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Alkollii i¢kilerin
alkol igerigi, ¢cogunlukla hacim icinde yiizde olarak ifade edilir (100
standart derece = %57,1 v/v). Alkollii ickilerin tiiketimini takiben kan
alkol seviyelerini hesaplarken, bu miktar1 gram etanole doniistiirmek
uygun olur (Yogunluk=0,79 kg.I'' ). Bu durumda bir sise bira (0,51 %4
v/v alkollii), 20ml = l6gram etanol igerirken, bir sise sarap (0,7
1,%12v/v alkollii)), 84ml = 66gram etanol icerir. Etanol sindirim
kanalindan diftizyon yoluyla hizla emilir. Alkollii bir icecegin icilmesi
halinde 60 -90 dakika icerisinde maksimum kan alkol seviyesine ulasir.
Bunun yaninda, emilim hiz1 iizerinde bircok farkli faktor etkilidir. Ilik
bir icecek ya da seker, bos mide, karbonik asitin varlig1 (sampanya),
alkoliin emilimini hizlandirirken, dolu mide ters etki yaratir. Alkol,
dokularda cok hizli bir sekilde yayilir. Viicuda alinan ve emilen alkoliin
cogunlugu kaslar ve beyin tarafindan alinir, fakat az bir kismi yag

dokusu ve kemikler tarafindan alinir (Koolman ve R6hm, 1996).

1.2.3. Alkollii ickiler

Alkollti ickiler meyve sulari yas ve kurutulmus meyveler veya tahil
tanelerinin icinde bulunan sekerlerle polisakkaritlerin maya mantarlar
tarafindan  fermantasyonuyla elde edilirler. Ortamdaki alkol
konsantrasyonu % 17°ye ulastiginda fermantasyon durur. Yiiksek
konsantrasyonda alkol tasiyan ickiler saraba saf alkol katilmasiyla veya
fermantasyona ugramis ickilerin  distilasyonu ile  hazirlanir.

Fermentasyon sirasinda etil alkoliin disinda 3-8 karbonlu alifatik



alkoller, aldehit tiirevleri, organik asitler, esterler, ketonlar ve metil alkol
olusur. Alkollii ickilerin etkileri etanolden dolay1 olmakla birlikte, bu
maddelerin de katkilar1 bulunur. Yiiksek alkoller etil alkole gore daha
yavas metabolize edildiklerinden ickinin olusturdugu depresyonun
uzamasimna neden olurlar, etil alkolle ayni enzimler tarafindan
biyotransformasyona ugratilmalar1 nedeniyle etil alkoliin yikimini1 da
azaltirlar. Bu nedenle bir i¢ki yiiksek alkolleri ne denli az tasirsa o kadar

kalitelidir (S6ylemezoglu, 2004).

1.3. Aldehit Dehidrojenaz ve Alkol Dehidrojenaz

Alkol dehidrogenazin sitoplazmik aktivitesi, etanol detoksifikasyonunda
en onemli yolaktir. Etanol, alkol dehidrogenaz enzimi katalitik etkisiyle
asetaldehide doniisiir. Olusan asetaldehid mitokondriyal matriks enzimi
olan aldehid dehidrogenaz—2 enzimi (ALDH,) ile asetata
doniistiirilmektedir. Bu yolakla olusan asetat; dokularda metabolize
edilmektedir. Aldehid dehidrogenaz enzimi fonksiyonlarinda meydana
gelebilecek aksama sonucu ortamda asetaldehid birikir. Asetaldehidin
proteinlere kovalan baglarla baglanmas1 ve lipidlerin peroksidasyonunu
yol acmasindan dolayi, toksik bir maddedir. Proteinlerin ii¢iinciil yapilari
nonspesifik olduklarindan asetaldehid eklenmesinden enzimler ve
yapisal proteinler genis Olciide etkilenirler. Karaciger hiicrelerinden
protein sentezi asetaldehid etkisine bagli olarak yavaslar. Yine
asetaldehid GSH hiicrelerini tiiketerek lipid peroksidasyona yol agar.
Aldehit dehidrogenaz (ALDH) bir¢cok izoenzimden olusur ve ekzojen
toksik aldehitlere ve lipid peroksidasyon sonucu olusan endojen
aldehitlere kars1 hiicre i¢i savunma mekanizmasini saglar (Canuto,

2001).
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1.4. Alkole Bagh Temel Hastahklar

1.4.1. Alkole Bagh Karaciger Hastalhig

Alkoliin metabolizma yeri olan karacigerde alkoliin asetaldehite
cevrilmesi sirasinda olusan enzimatik reaksiyon sirasinda H* NAD’e
transfer edilerek, artmis NADH havuzu olusur, alfa gliserofosfat artisi
meydana gelir. Bunlarin sonucu olarak periferik dokulardan yag asidi
serbestlesmesi, karacigerde yag asiti sentezi artar. Mitokondrial
disfonksiyon olusarak, beta oksidasyon azalir. VLDL sentezi aksar ve
karacigerde yag asidlerinin trigliserit olarak depolanmasi artar. Bu
sekilde karaciger yaglanmasi olusmus olur. Bu olay ilk asamadir.
Alkoliin metaboliti olan asetaldehit toksik bir maddedir. Glutatyon
kaybina yol acar, aldehit oksidaz tarafindan metabolize edildiginde,
demir varliginda serbest radikal olusumuna yol agar. Serbest radikallerin
yol actigi lipid peroksidasyon iiriinleri, malondialdehit (MDA) ve
hidroksinonenal (4-HNE) ile kompleksler olusturarak CYP2E]1 sistemine
baglanir. Hiicre yiizeyinde antijenik yapilar olusturarak immunolojik
hasara yol acar. Diger yandan alkol hepatositte hipermetabolizma
olusturarak relatif hipoksi olusturur ve ROS olusumunda artisa neden
olur. Az veya aralikli alkol aliminda rol oynayan Mikrozomal Etanol
Oksidasyon Sistemi (MEOS, CYP2E1), devreye girdiginde ise NADPH
ve siiperoksit anyonu artar ve sonuncu siiperoksit dismutaz ile hidrojen
peroksit’e (fenton reaksiyonu) cevrilir. Hidrojen peroksit, glutatyonla
notralize edilmediginde lipid peroksidasyona neden olur. Bu olaylar ilk
asamada yaglanmus olan karacigerde ikinci asamayr olusturur.
Inflamasyon ve fibroz baslar ve olay siroz ile sonuglanir (Seki ve ark,

2003; Loguercio ve Federico, 2003; Sentiirk, 2004).
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1.4.2. Fotal Alkol Sendromu

Gebelik esnasinda sik alkol alinmasi, doz pek fazla olmasa bile, fotusta
morfolojik bozukluklara neden olabilir. Alkolik gebe kadinlardan dogan
bebeklerde bu bozukluk oldukg¢a sik goriiliir. Bu duruma fotal alkol
sendromu denir. Alkol fétusta somatik ve mental fonksiyonlarin
gelismesini kapsayan intrauterin biiyiime ge¢ikmesi (retardasyon) yapar.
Yeni doganda goriilen belirtiler; viicut agirh@min distikligi,
mikrosefali, palpebra araliginin darligi, burun basikligi, iist dudak ve
kalp-damar anomalileri, biligsel bozukluklar ve bazi1 norolojik
bozukluklardir. Bu bebeklerin ilk yil zarfindaki biiylimeleri de yeterli
olmaz ve zeka indeksleri diisiik kalir. Giinde 30-60 ml alkol alan
gebelerden dogan bebeklerde fotal alkol sendromu belirtilerinin olusma
sans1t %10 olarak hesaplanmistir. Miktarin artmasi ile olasilik daha da
artar. Fotus tzerindeki toksik etkinin esasi asetaldehide baghdir.
Asetaldehid fotal dolasima hem alkol alan gebenin dolasimindan ve hem
de plasentanin alkolden olusturdugu asetaldehid seklinde girer (Kayaalp,
1994).
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1.5. Alkolizm Tedavisi

1.5.1. Disiilfiram

Aldehid dehidrojenaz enziminin inhibitoriidiir. Distilfiram alan kimse
alkol ictiginde viicutta asetaldehit birikmesi sonucu asetaldehid
sendromu denilen toksik tablo olusur. Bu durum, kisiyi alkol almaktan
uzak tutar. Disiilfiram tedavisi altindaki kimse alkol aldiginda olusan
asetaldehid sendromunun belirtileri, alkoliin icilmesinden sonra 5-10
dakika icinde ortaya c¢ikar. Sendromun baslica belirtileri sunlardir:
Carpinti, tasikardi, hipotansiyon, bulanti, kusma, asir1 terleme,
zonklayici basagrisi, yiizde kizarma (flushing), bas donmesi, uyusukluk

hali ve karin agrisidir (Kayaalp, 1994).

1.6. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere
bagli olarak olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler; parakuat, alloksan
gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol
gibi ilag¢ toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi
yapan fitokimyasal maddeler, sigara, solventler gibi cevresel faktorler,
nitofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik
ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapici maddeler iken
endojen kaynaklar ise; fagositik hiicreler (monosit ve makrofajlar,
notrofil, eozinofil) ve endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif
reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan enzimler

mitokondrial elektron transport zinciri, otooksidasyon reaksiyonlar1 gibi
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hiicresel olaylardir (Janssen ve ark., 1993; Sinclair ve ark., 1990; Yagi,

1994).

Serbest radikaller bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip,
kisa Omiirli, kararsiz, molekiil agirhig1 diisiikk ve ¢ok etkin molekiiller
olup (Abdollahi ve ark., 2004) bu yapisal Ozellikleri nedeni ile
eslenmemis elektronlarin1 diger bir molekiile verebilen veya kendi
elektronlarin1 eslemek iizere baska bir molekiilden elektron alan reaktif
bilesiklerdir (Freeman ve Crapo, 1982; Halliwell ve ark., 1988;
Halliwell, 1991).

Normalde serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklari
siirece organizmanin yabancit maddelere ve infeksiyoz ajanlara karsi
savunmasinda onemli molekiillerdir. Ancak belirli bir diizeyin iizerine
ciktiklarinda ve antioksidanlarin diizeyi yetersiz kalinca hiicrenin yapi
elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve yararh
enzimlere hasar vererek zararl etkilere neden olurlar. Serbest radikaller
kanser, romatoid artrit, katarakt, Parkinson ve yaslanma gibi oksidan
molekiillerin neden oldugu bir¢cok hastaligin etmenidir (Halliwell, 1994;

Hogg, 1998; Cheeseman ve Slater, 1993).

1.6.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit
radikalleri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Biyolojik sistemlerde

en Onemli serbest radikaller, oksijenden kaynaklanan radikallerdir

(Cochranc, 1991).
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1.6.1.1. Hidroksil radikali (" OH)

Biyolojik sistemlerde en potent serbest radikaldir. Yiiksek enerjili
iyonize radyasyona maruz kalan hiicrede, suyun oksijen- hidrojen
kovalan baglarindan birinin ayrilmasi ile "OH olusur (Brent ve Rumack,

1993).

RADYASYON

H-O-H ———> Aradénem —>H" + 'OH

"OH c¢ok reaktif oldugu icin 6ncelikle lipidler (Kaplowitz ve ark.,
1986, Cross ve ark., 1987), proteinler (Brent ve Rumack,1993),
sitokromlar (Simic ve ark., 1975) ve niikleik asitler (Burger ve ark.,

1980) olmak iizere biitiin hiicresel molekiillerle etkilesime girerler.

Proteinlerle, aminoasit kalintilarin1 schiff bazi olusturmak {iizere
okside ederler. DNA molekiiliinde ise piirin ve pirimidin bazlarinda

kimyasal degisiklik ve kirilmalara neden olarak etkilerini gosterirler.

Hiicre membranina etki eden 'OH, yag asitlerinden (LH) bir
metilen hidrojeni alarak lipid radikallerini (L°) olusturur (Brent ve
Rumack, 1993).

Lipid radikali komsu lipid molekiileri ile reaksiyona girerek lipid

peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini baglatir (Burger ve ark., 1980).

OH +LH——>H ,O+L"~

15



Ayrica tiyoller dahil bir¢cok molekiilden H atomu cekerek

proteinlerin yapisini bozarlar (Monig ve ark., 1987).

1.6.1.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit radikali siiperoksit dismutasyon ya da oksijenin
dogrudan rediiksiyonu sonucu olusur. Olusumundan sonra ya dogrudan
oksidatif hasara neden olur ya da siiperoksit radikalinde oldugu gibi, asir1
reaktif serbest radikallerin olusum reaksiyonlarina katilir. En Onemli
ozelligi Haber-Weiss reaksiyonuna katilarak  giicli  hidroksil

radikallerinin olusumuna neden olmasidir (Brent ve Rumack, 1993).

Hidrojen peroksitin etkisi, glutatyon peroksidaz ve Kkatalaz

enzimleri ile azaltilir (Chance ve ark., 1979).

H,0,+2 GSH——> 2 H,0 +GSSH

katalaz

Hidrojen peroksit ¢ok giiclii bir oksitleyicidir. Bununla birlikte
yavas reaksiyon verir ve bundan dolayida biyolojik molekiillere verdigi
hasar artar. Dogrudan DNA yapis1 bozabilir ya da proteinlerin tiyol

gruplari okside edilebilir (Brent ve Rumack,1993).

16



1.6.1.3. Siiperoksit anyon radikali (O ;")

Siiperoksit anyonu canli organizmada ekzojen ya da endojen kaynakli
olarak meydana gelir. Ozellikle mitokondrilerde ve endoplazmik
retikulumlardaki elektron transport zincirinden elektron sizmasi ve
ardindan oksijenle reaksiyona girmesi ile meydana gelir (Basaga, 1990).
Stiperoksitler omrii milisaniyelerle sinirli olan zayif bir oksidan, giiclii

bir rediiktandir (Kappus ve Sies, 1981).

Dogal oksijen, siiperoksit grubuna (O,") bazi demir- kiikiirt iceren
yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle
indirgenir. Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan siiperoksit
grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile

hidrojen peroksit (H,O, ) ve oksijene cevrilir.

02+C-—> 02._

Siiperoksit radikali

02. + 02 "2H" ———— H202 +02

siiperoksit dismutaz

Siiperoksit grubundan daha zayif etkili olan H,O,, dokularda bulunan
katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimlerle su ve
oksijen gibi daha zayif etkili lriinlere donistiiriilerek etkisiz kilmnir.

Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini engelleyen
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maddeler, siiperoksit gruplarinin  zararsiz  hale  getirilmesini
sinirlandirirken, lipid peroksidasyonunu hizlandirir. Ayrica katalazin
etkinligini engelleyen maddeler (aminotriazol gibi herbisitler) de etkin
oksijen gruplarina veya bu gruplar1 olusturan maddelere duyarliligi

artirir (Mates, 2000).
1.6.2. Haber-Weiss ve Fenton Reaksiyonlari ile Radikal Uretimi

Dogal enzimler ve GSH yetersiz diizeyde oldugu zaman, O, ve H,0,
ortamda serbestlesmis halde bulunan Fe"’ veya Cu** katalizorliigiinde
birbirleri ile reaksiyona girerek en giiclii radikal olan OH" molekiilii

olusur. Bu reaksiyona Haber-Weiss Reaksiyonu denir.

0, + H,0 ;= 0OH +OH + O,

HABER- WEISS REAKSTYONU

Bunun yaninda O, dogrudan Fe™ ile reaksiyona girer ve olusan
Fe** ile H,O, etkileserek OH molekiilii olugur. Bu reaksiyona da Fenton

Reaksiyonu adi verilir .
0O, 14 Fe? ——— Fe' + 0O,

H,0, + Fe*’ ———OH + OH + Fe"
Fenton Reaksiyonu
Bazende H,0O, ile Fe™ nin etkilesimi OH' 1n olusumu ile

sonuclanmayip FeO™ (ferro demir) molekiiline doniisim ile

sonuglanabilmektedir. Buna Alternatif Reaksiyon adi verilir
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H,0, + Fe*? =—> Fe0"™ +H,0

H,0, molekiiliintin diger bir etkisizlestirme yolu, ortamda ClI,
metiyonin veya oksipurinol gibi maddelerin bulunmasina baghdir

(Bishop ve Janet, 1996; Ernst ve ark., 1984).

H,0,+ Cl! =———> HOCI+OH"'

HOCI+METIYONIN/OKSIPURANQL, = Radikal

inaktivasyonu

1.6.3. Serbest Radikal Hasarina Bagh Hastaliklar

Normalde serbest radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklar siirece
organizmanin yabanci maddelere ve infeksiyoz ajanlara karsi
savunmasinda onemli molekiillerdir. Ancak serbest radikaller belirli bir
diizeyin lizerine ¢iktiklar1 zaman ve antioksidanlar yetersiz kalinca s6z
konusu serbest radikaller hiicrenin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid,
karbonhidrat, niikleik asit ve yararli enzimleri bozarak zararli etkilere
neden olurlar. Bu serbest radikaller bircok hastaligin etmenidir

(Halliwell, 1994; Hogg, 1998; Cheeseman ve Slater, 1993).

Serbest oksijen radikallerinin, ila¢ ve toksinle olusan reaksiyon-
lar, kursun zehirlenmesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, karbon
tetrakloriire bagli karaciger hasari, glomerulonefritis, hepatitis B, iskemi
ve reperfiizyon, Vitamin E eksikligi, kanser, amfizem, hiperoksi,

bronkopulmoner displazi, Alzheimer, arteroskleroz, pankreatitis,
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Parkinson ve romatoid artrit gibi pek ¢ok hastaligin patogenezisinde

etkilidir (Cross ve ark., 1987).

1.7. Lipid Peroksidasyon (LPO)

Lipid peroksidasyon serbest radikaller tarafindan indiiklenen en onemli
oksidasyon reaksiyonudur. LPO, membran lipidlerinin oksidatif hasarla
bozulmasi olayidir. LPO, serbest radikaller tarafindan baslatilir ve
membran yapisindaki coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)

oksidasyonuna neden olur (Horton ve Fairhurst, 1987).

Hiicre fonksiyonlar1 agisindan, hiicre membranlarinin biitiinliigii
ve akiskanligi cok oOnemlidir. Okaryotlarda bu akiskanlik membran
lipidleri i¢ine sokulan ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) sayesinde
(Sekil 1.6) olmaktadir. Lipid peroksidasyonunun (LPO) baslamasi i¢in,
PUFA’larin yan zincirindeki bir metilen karbonundan bir hidrojen atomu
cekmeye yetecek reaktivitesi olan herhangi bir kimyasal yeterlidir

(Halliwell ve Gutteridge, 1985).

Biitiin PUFA’lar temel bir yapiya sahiptir. Komsu cifte baglar,
karbon-alilik hidrojen baglarin1 zayiflatir. iki cifte bag arasindaki karbon
atomlarina bagli alilik hidrojenler, serbest radikaller tarafindan
cikarilmaya karsi kismen aktif halde bulunurlar. Bu sekilde olusan lipid
radikalleri, reaksiyon zincirinin baginda molekiiler oksijen ile reaksiyona
girerler ve boylece PUFA’larin yapist bozulmus olur. Olusan bu

reaksiyon dizisi, lipid peroksidasyonudur (Horton ve Fairhurst, 1987).
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Sekill.6. PUFA’larin genel yapilar1 (Horton ve Fairhust, 1987)

Lipid peroksidasyonu (LPO) ii¢ basamakta olusur (Sekill.7.).

I)Baslama Evresi: Serbest radikal etkisiyle yag asidi zincirinden bir
hidrojen atomunun uzaklastirilmasi sonucu zincir, radikal, (L") ozelligi

kazanir.

2)Tiireme Evresi: Bu radikal, aerobik hiicrelerde molekiiler
diizenlenmeye ugrar ve molekiiller oksijen ile reaksiyona girerek

peroksil radikalini (LOQO") olusturur.

3)Sonlanma Evresi: Radikal olmayan {iriiniin olusma basamagidir. Cifte
baglarin yeniden diizenlenmesinden sonra molekiiler oksijen eklenerek

lipid hidroperoksit ya da endoperoksit olusur.

Orjinal yag asidinde en az ii¢ ¢ift bag varsa son iirlin olarak
malondialdehit (MDA) olusur. Boylece tek bir baglatict etkisiyle
yiizlerce yag asidi zincirinin lipid hidroperoksitlere (LOOH) doniisiimii

s0z konusudur (Fuji, 1991).
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ENDOPEROKSIT

MALONDIALDEHIT
Sekil 1.7. Lipid Peroksidasyon Reaksiyonlar1 (Horton ve Fairhust, 1987).

LPO’yu baslatan reaktif bilesikler genellikle mitokondriler,
mikrozomlar, plazma membranlar1 gibi membran elektron transport
sistemlerinde oksijen rediiksiyonu ile olusan O,~’ den tiireyen OH" veya

LPO’da iki sekilde rol alan gec¢is metal iyonlaridir. Bu reaksiyonlar
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fenton reaksiyonlar1 araciligi ile OH * olusmuna katkida bulunur. Ayrica
lipid peroksitlerinin  dekompozisyonuna neden olarak peroksil
radikallerinin (LOQO"), alkoksil (LO") ve ¢ok sayida karbonil iiriiniin
olusumuna neden olur (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Basaga, 1990).

Lipid peroksidasyon (LPO) reaksiyonlarinda lipid membranlardaki
doymamuis yag asitlerinin kaybinin yam sira lipid hidroperoksitler, etan,
pentan gibi kisa zincirli alkanlar, yag aldehitleri (hekzanal )ve ketonlar,
malondialdehit gibi bircok peroksidatif lipid bozulma iiriinleri olusur.
Konjuge lipid dienlerin sayisindaki artis da lipid peoksidasyonunun bir

gostergesidir (Koppus ve Sies, 1981).

Lipid peroksidasyon iiriinleri sitotoksiktir. Perokside karaciger
mikrozomlarindan elde edilen 4-hidroksinonenal bir sitotoksik yag
bilesenidir. Malondialdehit, proteinleri ve niikleik asitleri baglayan,
mutajenik ve karsinojen oldugu One siiriilen bir lipid peroksidasyon

reaksiyonu iiriiniidiir (Koppus ve Sies, 1981).

LPO, akciger, kalp hasari, kansere, iskemi-reperfiizyon,
inflamasyon arteroskleroz, alkolik karaciger hastaliklar1 gibi dejeneratif
hastaliklarda hiicresel hasarin temel belirtisi olarak kabul edilir (Horton

ve Fairhurst, 1987 ; Odeleye ve ark., 1991).

Fiziksel ekzersizde iskelet kaslarinda serbest radikal olusumuna
bagli olarak, LPO artmaktadir (Dutie, 1990). Travma vakalarinda da
LPO artis1 s0z konusudur (Girotti ve ark., 1991). Tiimorlerde ise reaktif

oksijen radikallerinde artis ile beraber oksi-radikal tutucu enzimlerin
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yetersizligine bagh olarak oksijen metabolizmasi anormaldir (Horton ve

Fairhurst, 1987).

1.8. Lipid peroksidasyonun ol¢iimii

Oksidatif stresle olusan LPO’nun tayini farkl evrelerde yapilabilir.
1) Doymamis yag asitlerinin kayb1
2) Primer peroksidasyon iiriinlerinin 6l¢timii

3) Sekonder karbonillerin ve hidrokarbon gazlarinin 6lciimii

Bu evrelerde “SPIN TRAP “ tekniklerinin yaninda elektron spin
Rezonans (ESR) teknikleri kullanilarak karbon ve oksijen merkezli
radikallerin tespiti miimkiindiir. Serbest radikallerin ve onlarin meydana
getirdigi peroksidasyon yan iriinlerin reaktif ve kisa Omiirlii olmasi,
calismalarda zorluklara sebep olur.Bu sebeple genellikle Olciilen son

bozulma iiriinleridir (Smith ve ark., 1982; Kramer ve ark., 1987).

Bu yontemler icinde MDA tayinini esas alan Tiyobarbitiirik asid
(TBA-Rs) yontemi en ¢ok kullanilamidir. Peroksidasyon iiriiniit MDA nin
TBA ile verdigi pembe renkli kromoforun 532 nm’de spektrofotometrik

Olclimii yontemin esasini olusturur (Smith ve ark., 1982).
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1.9. Lipid Peroksidasyon Uriinleri
1.9.1. Aldehit Uriinleri

Lipid peroksidasyonu (LPO) ile olusan, bozunarak ¢ogalma reaksiyon-
lar1 sonucu karbonil bilesiklerini de i¢eren bir¢ok iiriin olusur.

(Benedetti ve ark., 1979).

PUFA’larin peroksidasyonu sonucu olusan kararsiz yag asidi
hidroperoksitleri daha kararli karbonilere doniisiir. Bunlar; MDA, 2.4
alkadienaller, n-alkenler, 2- alkenaller, 4-hidroksialkenaller, ketonlar,
alkanlar, aklenler, a-dikarboniller, a-hidroksialkenallerdir (Sekil 1.8)
(Esterbauer ve ark., 1982). Aldehitler ve metabolitleri stabil oldugundan

lipid peroksidasyonu olciimiinde kabul goriir (Esterbauer ve ark., 1982).

S N T e N U

R O
n-alkanallar 2-alkenaller
R1 — R!
alkanlar alkenler 2.4-alkadienaller

Sekill.8. Yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan kararli karbonil bilesikleri
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1.9.1.1. Malondialdehit (MDA)

Lipid peroksidasyonun en énemli iiriinii malondialdehid (MDA) dir. Ug
ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda MDA
meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon aligverisine
etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢capraz baglanmasina yol agar ve
iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz
sonug¢lara neden olur. MDA bu 6zelligi sebebiyle, DNA’ nin nitrojen
bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre
kiiltiirleri icin genotoksik ve karsinojeniktir (Niki , 1987; Placer ve ark.,

1990; Porter , 1984).

MDA, tiobarbitiirik asid (TBA) ile belirlenebilen bir lipid
peroksidasyon iiriiniidiir. Billirubin gibi diger baska maddeler de TBA
ile reaksiyon verdiginden, lipid peroksidasyon diizeyi TBA- Rs olarak
ifade edilir (Knight ve ark., 1988).

MDA, kisa zincirli bifonksiyonel bir aldehittir. Iki amino grubu ile
bir SCHIFF baz1 vermek iizere reaksiyona girer. MDA’ nin biyolojik
molekiilerle ¢capraz bag yapmasiyla olusan schiff bazinin floresansi, lipid

peroksidasyonu tayini i¢in kullanilmaktadir (Horton ve Fairhurst, 1987).

H

AR
erTI-H + O:(lj‘(lj‘czO +R—N—H___ o NR,—cC.C=CNR, +2H0
H HH
MDA SCHIFF BAZI
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MDA iki molekiil TBA ile reaksiyona girerek UV spektrofoto-
metrede 532 nm’de pembe renkli bir kompleks olusturur (sekill.9).

OH fHO S\Y OH AN sH
+ CH =——> . 1 N &a{,
NC-c=C
‘CHO g H 5y

Sekill.9 . MDA ile Tiyobarbitiirik asitin reaksiyonu (Slater, 1984).

HS

1.10. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin,
ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarin istenmeyen
etkilerine kars1 hiicreleri koruyan maddelerdir. Bunlar Vitamin C, E, A,
beta—karaoten, metallotionin, poliaminler, melatonin, NADPH, adenozin,
koenzim Q-10, tirat, ubikuinol, polifenoller, flavonoidler, fitodstrojenler,
sistein, homosistein, taurin, metionin, s-adenozil-L-metionin, resveratrol,
nitroksidler, GSH, glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksid dismutaz,
tioredoksin rediiktaz, nitrikoksid sentaz, hem oksijenaz-L, ve

eozinofil’dir (Mates, 2000).

Antioksidanlar, serbest radikallerin hidrojen atomunu PUFA’larin
yerine antioksidanlardan almasina izin verir (Sekil 1.10). Boylece serbest
radikal zincir reaksiyonlarin1 kirarak reaktif olmayan antioksidan

radikalinin olugsmasini saglarlar (Horton ve Fairhurst, 1987).
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X XH

LO LOH
LOO" +AH A’ + LOOH
L’ LH

Sekill.10. Serbest radikallerle antioksidanlarin reaksiyonlar1

1.10.1. Enzimatik Antioksidan Savunma Sistemleri

1.10.1.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD)

SOD, tiim aerobik dokularda bulunan serbest radikal reaksiyonlarina
kars1 hiicreylr koruyan onemli bir intraselliiler proteindir (Horton ve

Fairhurst, 1987).

SOD, biri Cu-Zn merkezli ve sitozolik, digeri Mn merkezli ve
mitokondrial olmak {izere iki enzimden olusur. Bakirli bir enzim olan
SOD, son derece etkin olan ve hiicre hasarmma yol acgan siiperoksit

grubunu H,O, (hidrojen peroksit) ve oksijene ¢evirir ( Mates, 2000).

SOD
02'_ + 02'_ +2H" > H202 + 02

SOD aktivitesi, karaciger gibi oksijen kullanimu fazla olan

organlarda yiiksektir ( Buechter, 1988).
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1.10.1.2. Glutatyon Peroksidaz

Memeli  hiicreleri, toksik kimyasallar ve seliiler metabolizmanin
yarattig1 oksidatif {iriinlerinden, en O©nemli endojen sistem olan
glutatyon redoks dongiisii ile korunur (Reed, 1986). Glutatyon yiiksek
konsantrasyonda GSH, diisiik konsantrasyonda GSSG (GSH’in
disiilfidleri ve diger tiyol gruplari iceren) ve az miktarda tiyoeter icerir
(Moldeus ve Quanguan, 1987). GSH invivo olarak karacigerde g-
glutamilsistein ve glisinlerden, GSH sentetaz enzimi ile iiretilir. Total
glutatyondaki GSH tikketimi %20-30 seviyesine inerse hiicrenin
savunma mekenizmasi darbe alir ve hiicre hasara ugrar (Reed ve Fariss,
1984). GSH peroksidaz ekzojen ve endojen oksitleyici ajanlardan
hiicreleri koruyarak H,0O,” ye kars1 bir savunma sistemi olusturur

(Horton ve Fairhurst, 1987).

Endojen oksidatif stres Okaryotlarda ve oOzellikle mitokondride
aerobik metabolizma sonucu olusur. Solunum zincirinde oksijenin
indirgenmesi sirasinda toksik oksijen ara iiriinleri olusur. Mitokondrial
oksijen tiikketiminin yaklasik %?2-5’1 hidrojen peroksit tretimi ile
sonuglanir (Sekil 1.11.). Uretilen bu hidrojen peroksit ise glutatyon
redoks dongiisii ile GSH tarafindan indirgenir (Sies ve Moss, 1978).
H,0,; indirgenmezse ¢ok reaktif hidroksil radikallerinin ve dolayis1 ile
proteinler, DNA, RNA, membranin yapisina zarar verir ve yapiyl bozup

lipid hidroperoksitlerin olusmasina neden olur (Reed, 1990).
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ROH

GSH 00
2
Substrat NADH ‘ NADPH GLIEATYA()ZN GLUTATYON
TRANSHIDROJENAZ REDUKT PEROKSIDAZ.
okside NADP* GSSG H0,
substrat NAD* ROOH

Sekill.11. Mitokondrideki Glutatyon Redoks Sistemi

GSH-Px selenyuma baglh ve selenyumdan bagimsiz iki formda
bulunur ve hidroksiperoksitlerin reaktif olmayan bilesiklere doniismesini

saglar (Brent ve Rumack, 1993).

GSH-Px
2GSH+XOOH —— GSSG+H,0+XOH

2GSH+H,0, » GSSG+2H,0
GSSG+NADPH+H"____ 2GSH+NADP

Bu reaksiyondaki XOOH lipid hidroperoksit veya hidrojen
peroksit olabilir. Selenyum bagli formlar hidroperoksitleri inaktif hale
getirmede daha etkilidir. Reaksiyonlar sonucu olusan glutatyon disiilfit
(GSSG) , NADPH ile indirgenir. Hiicre i¢i GSSG konsantrasyonunun

artmast hiicresel hasarin bir gostergesidir (Brent ve Rumack, 1993).
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1.10.1.3. Katalaz

Katalaz, aerobik hiicrelerin ¢ogunda, sitozolde, mitokondrilerde ve
peroksizomlar gibi diger subseliiler organellerde bulunan bir enzimdir.
Bu enzim GSH-Px gibi hiicre i¢i H,O, konsantrasyonunu azaltir (Levine
1986).

2 H,0p =—> 2 H,0+0,

katalaz

1.10.2. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemleri

1.10.2.1. E Vitamini (Tokoferol)

Zincir kirict  bir antioksidan iglevi goéren E vitamini hiicre
membranlarinin ~ fosfolipid tabakasinda ve plazmada bulunan
lipoproteinlerde yer alir (Sekil 1.12). Alfa tokoferoliin hidrofobik
yapisina bagli bir hidroksil grubu vardir. Ve bu hidroksil grubunun
hidrojen atomu c¢ok kolay uzaklastirilabilir. Bu nedenle LPO sirasinda
olusan LOO ve LO" radikalleri komsu bir yag asidi ile birlesmek yerine
tokoferolle birlesir. Bu olay zincir reaksiyonunu sonlandirir (Chow,

1991).
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CH,4 CHj
| |

H
(*_(CH, -CH,-CH-CH,), — CH,-CH,-CH-CH

Sekil 1.12. Tokoferoliin yapist

E vitamini, hiicre membranlarinin LPO’ ya karst korunmasinda,
membran akigkanliginin stabilizasyonunun saglanmasinda ve membran
enzimlerinin modiilasyonunda rol alir, mikrozomal enzim aktivitesini
degistirerek ksenobiyotik metabolizmasin1 hafifletir, prostaglandinleri,
LPO firiinleri olusumunu modiile ederek immun cevabi1 ve hiicresel

immiiniteyi diizenler (Shan ve ark., 1989; Meydani ve ark., 1990)

1.10.2.2. C Vitamini (Askorbik Asit)

Sitozolik C vitamini, demirin indirgenmesinde rol oynadigindan fenton
reaksiyonunda yer alarak hidroksil radikalinin olusmasina sebep olur
(Drapper ve Bettger, 1994). Ancak belli kosullarda antioksidan olarak
davranir (Horton ve Fairhurst, 1987). Askorbik asit suda ¢oziinebildigi
i¢in antioksidan gorevini hidroperoksil radikalleri ile reaksiyona girerek

yapar ve askorbil radikali olusur (Meister, 1992).
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1.10.2.3. Selenyum

Selenyum, E vitamini ve GSH-Px’in kofaktoriidiir. Se eksikligi, GSH-Px
ve E vitamininin antioksidan aktivitelerinin azalmasina, oksidatif stresin

artmasina ve sonucta membran hasarina yol acar (Skaare ve Nafstad,

1978).

1.10.2.4. Diger Antioksidanlar

Vitamin A, Flavonoidler, iirik asit, beta karoten, bilirubin, koenzim
Q-10, melatonin, poliaminler, metallotionin, NADPH, ubikuinol,
polifenoller, fitodstrojenler, sistin, homosistein, taurin, metionin, s-

adenozil-L-metionin, resveratrol, nitroksidlerdir (Mates, 2000).

1.11. Alkol ve Lipid Peroksidasyon

Alkol tiiketimi, karaciger ve karaciger dis1 dokularda oksidatif stresi
indiikleyerek lipid peroksidasyonuna (LPO) yol agmaktadir (Ishii ve
ark., 1997; Nordman ve ark., 1992).

Karacigerde meydana gelen etanol metabolizmasinin erken
fazinda tam oksidasyon ile ortaya ¢ikan oksijen radikalleri ve asetaldehit
artis1 hiicre ici redoks durumunu belirgin olarak degistirmektedir (Zima
ve ark., 2001). Ayrica etanol ve baslica metaboliti asetaldehit,
metabolize olamadigr diger dokularda, serbest radikal tiirlerinin
olusumuna yol acar ve bu dokularda prooksidan etki sonucu alkolle
iligkili toksisite ve hasardan sorumludur (Nordman ve ark., 1990;

Nordman, 1994).
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Kronik alkol kullanimi basit bir intoksikasyondan hayati tehdit
eden siddetli metabolik bozukluklara kadar bircok patolojik durumla
iliskilidir (Potter, 1991).

1.12. Alkol ve Protein Oksidasyonu

Kronik alkol alimi sonucu olusan serbest radikaller oksidatif hasarla

proteinleri hasara ugratirlar (Amici ve ark., 1989).

Prolin, lizin, arginin, histidin ve sistein aminoasitleri oksidatif
hasardan cabuk etkilenirler. Hasar goren protein fonksiyonel olarak
inaktif hale gelir ve enzim alkalen proteaz ile parcalanir (Rivet, 1989).
Oksidatif hasara ugrayan proteinlerde karbonil kalintilarinin sayis1 artar
ve DNPH ile kalici hidrozonlar olusur (Amici ve ark., 1989), ve bu

okside olan proteinlerin 6l¢iimiinde kullanilir (Levine ve ark., 1990).

Proteinler hiicresel metabolizmanin diizenlenmesi i¢in gereklidir ve
bu nedenle hasara ugramalari sonucu hiicresel metabolizma ve hiicre
fonksiyonlar1 degisir, sonugta hiicre oliimii gerceklesir (Stadtman ve

Oliver, 1991).
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1.13. Alkol Kullanimimin Biyokimyasal Belirleyicileri

1) Gama Glutamil Transferaz ( GGT)

GGT alkol kullanimini belirlemede siklikla kullanilan belirleyicidir. Bu
enzim karaciger, bobrek, pankreas ve prostatta yogun olarak
bulunmaktadir. GGT hiicre zarindan aminoasitlerin gecisi ve glutatyonun
metabolizmasi gibi bazi fizyolojik kosullarin yerine getirilmesine katkida

bulunur (Javors ve ark., 1997).

GGT, alkol tarafindan indiiklenen bir biliar kanalikuli enzimidir.
Alkol kullanimina bagli olarak serum GGT seviyesi artar (Wu ve ark.,
1976). Artisin sebebi, GGT yapiminin artmasi baghdir (Rosman ve
Lieber, 1990).

2) Aspartat Amino Transferaz (AST) ve Alanin Amino Transferaz

(ALT)

ALT ve AST kronik i¢cme belirtisi olarak ve karaciger hasarini
belirlemede kullanilir. Karacigerde bulunan bu iki enzim hiicre nekrozu

ve hasariyla kolayca hiicrelerden sizar (Rosman ve Lieber, 1990).

AST’deki artis, ALT deki artistan daha yiiksektir (Kew, 2000).

Serum AST /ALT orani da agir icicilerde biyolojik marker olarak

kullanilir (Sharpe ve ark., 1996). AST /ALT oraninin 2’den biiyiik

olmasi, alkolizm yoniinde bir belirleyicidir (Kew, 2000).
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1.14. Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tiirevleri veya oksidatif
stres trtinleri ile kovalan modifikasyonu sonucu meydana gelir (Shacter,
2000). Protein  oksidasyonun biyokimyasal sonug¢lar1  enzim
aktivitesindeki azalma, protein fonksiyonlarimin kaybi, protein
agregasyonu, reseptor araciligi ile endositozun bozulmasi, immunojen
aktivitedeki artis, gen transkripsiyonundaki degisimler olarak siralanir
(Shacter, 2000; Davies, ve ark., 1999). Reaktif tiirevler tarafindan
proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bircok bozukluk ve hastaliklarin
ciddi bir sekilde ilerlemesine yol acar. Bu hastaliklar katarakt olusumu,
kronik bobrek yetmezligi, iskemi ve reperfiizyon hasari, Parkinson,
Alzheimer, romatoid artrit, sepsis, amiyotrofik lateral skleroz gibi

hastaliklardir (Dalle-Donne ve ark., 2003).
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Tablo1: Biyolojik dokularda bulunan oksidatif protein degisim formlar1 (Shacter,

2000)
DEGISIM HASTALIK
Karboniller
Glutamin sentaz Yaslanma, Alzeimer, Iskemi-
reperfiizyon
Ig G Romatoid artrit
Akciger proteinleri Hiperoksia
Beyin proteinleri Iskemi-reperfiizyon
GO0z lens proteinleri Katarakt
Kas proteinleri Kas bozuklugu
Tanimlanmamis proteinler Yaslanma

Tanimlanmamis proteinler

Parkinson hastalig1

Metionin siilfoksit

a-1-proteinaz inhibitorii

Bronsit akciger sivilari, sinoviyal
stvilar

Lipid peroksidasyon kalintilar:

LDL Atherosklorosis
Glutatyon (SH oksidasyonu)

Karbonik anhidraz III Yaslanma

Kas proteinleri Kas bozuklugu

Tanimlanmamis proteinler

Aktive monositler

1.15. Protein Oksidasyonun Temel

Proteinlerde  yapisal degisiklige

mekanizmalar;

1. Protein karbonil olusumu ile

Mekanizmalari

yol acan Dbaglica

karakterize edilen metal katalizli

protein oksidasyonu (Shacter, 2000; Dalle-Donne ve ark., 2003;
Dalle-Donne ve ark., 2003; Stadtman ve Levine, 2000).
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2. Protein tiyol gruplarimin (P-SH) kayb1 (Shacter, 2000; Bindoli ve
Rigobello, 2002; Netto ve ark., 2002).

3. Nitrotirozin (NT) (Shacter, 2000; Stadtman ve Levine, 2000)
Dean ve ark., 1997).

4. Tleri oksidasyon protein iiriinlerinin (AOPP) olusumu (Alderman

ve ark., 2002) olarak siralanir.

1.15.1. Metal Katalizli Protein Oksidasyonu

Reaktif tirevlerin dogrudan proteinler (primer modifikasyon
reaksiyonlar1), sekerler ve lipidlerle reaksiyona girmesi sonucunda
olusan iirlinler, tekrar proteinler ile reaksiyona girerek sekonder
modifikasyon reaksiyonlarina neden olurlar. Reaktif tiirevler ya peptit
baglart veya aminoasit yan zincirleri ile reaksiyona girer. Bu
reaksiyonlar, redoks reaksiyonlarina giren demir ve bakir gibi metal
katyonlardan etkilenir. Oksidatif modifikasyona ugramis proteinler ya
diisiik molekiil agirlikli iirlinlere ayrilir veya capraz bagh yiiksek

molekiil agirlikli iirtinleri olusturur (Stadtman ve Levine, 2003).
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1.15.1.1. Protein Fragmentasyonu ve Karbonil Tiirevlerinin

Olusumu

Protein oksidasyonu temel olarak hidroksil radikali (OH") ile baslar.
Oksidasyon siirecinde O, ile birlikte, siiperoksit anyon radikali (O,7), ve
siiperoksit radikalinin protonlanmis formu olan hidroperoksil (HO,")’ in
varligida gereklidir. Bu reaktif oksijen tiirevleri aminoasitlerin yan
zincirlerinin ~ oksidasyonuna, protein-protein  capraz  baglarinin
olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein
fragmentasyonuna neden olur (Stadtman ve Levine, 2003; Berlett ve

Stadtman, 1997).

Protein karbonil tiirevlerin olusumuna yol acgan primer
modifikasyon reaksiyonlar1 aminoasitlerin a-karbon atomlarinin veya R
yan zincirlerinin oksidatif modifikasyonlarindan ve bu modifikasyonlari
takiben meydana gelen reaktif oksijen aracili peptit ayrilmasi
reaksiyonundan olusmaktadir (Stadtman ve Levine, 2003; Berlett ve

Stadtman, 1997).

Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda,
histidin, prolin, arjinin, lizin, sistein ve glisin gibi ¢cok sayida aminoasit
bakiyesinde ve proteinlerin peptit omurgasinda olusan oksidatif hasara
bagli olarak protein karbonil iiriinleri meydana gelir (Levine, 2002;

Requena ve ark.,2003).
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L apraz Bagh Protein
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Sekill.13. Protein oksidasyonu.

Polipeptit omurgasindaki a-karbon atomundan OH' radikali ile a-
Hidrojen atomunun c¢ikarilmasi sonucunda aminoasit bakiyesi karbon
merkezli radikal haline doniisiir (Sekil 1.13. Reaksiyon c¢).Bu reaksiyona
yol acan OH'" radikali suyun radyolizinden (x ve y ismnlar ile olusan)
veya H,0,’ in metal katalizli yikimindan aciga ¢ikar (Reaksiyon a ve b).
Olusan karbon merkezli radikal molekiiler oksijen ile hizli bir sekilde
reaksiyonlasarak (Reaksiyon d) daha sonra alkilperoksidi verecek olan
alkilperoksil radikal ara iirliniinii olusturur. Alkilperoksit, alkoksil
radikali (Reaksiyon h) iizerinden hidroksi protein tiirevini verir
(Reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarinin ¢ogunda Fe™ ve Cu’
varliginda HO, ' ile etkilesim onem tasir (Reaksiyon e,g,i). Bu metabolik
yolda olusan alkil, alkilperoksil ve alkoksil radikal ara {iriinleri ayn1 veya

farkl1 protein molekiilindeki R yan zincirleri ile yan reaksiyonlar ile
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etkileserek yeni karbon merkezli radikallerin olusumuna neden olur.
Olusan bu yeni karbon merkezli radikaller ile yukaridaki reaksiyonlar
tekrarlanir. Oksijen yoklugunda (Reaksiyon d) gerceklesmez. Olusan
karbon merkezli radikal diger bir karbon merkezli radikal ile etkileserek

protein- protein ¢apraz baglariin olusumuna yol agar.

Alkoksil radikalinin olusumu  (Reaksiyon h ve g) peptit
baglarinin diamit veya a-amidasyon metabolik yollar1 ile ayrilmasina
sebep olur. Diamid metabolik yolu ile ayrilma sonucunda, diamid ve
1zosiyanat yapisi, oa-amidasyon metabolik yolunda ise amid ve N-a
Ketoagil yapisina sahip peptit fragmentleri olusur. Diamit ve a-
amidasyon metabolik yollar1 disinda polipeptit zincirinin serbest radikal
araciligr ile ayrilmasi; prolin, glutamil ve aspartil bakiyelerinin
oksidasyonu yolu ile de gerceklesebilmektedir (Stadtman ve Levine,

2003; Berlett ve Stadtman, 1997).
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Tablo 2. Oksidasyona yakin olan aminoasitler ve oksidasyon iiriinleri (Shacter,
2000)

AMINOASIT OKSIDASYON URUNLERI
Sistein Disiilfitler, sisteik asit
Metionin Metionin siilfoksit, metionin siilfon
Triptofan 2,4, 5, 6 ve 7- hidroksitriptofan,

nitrotriptofan, kiniirenin, formil ve
hiroksi kiniirenin

Fenilalanin 2,3-dihidroksifenilalanin, 2,-3,-, ve
4-hidroksifenilalanin
Tirozin 3,4- didihidroksifenilalanin, tirozin-

tirozin ¢apraz baglari, try-o-tyr
capraz bagli nitrotirozin

Histidin 2-oksohistidin, asparagin, aspartik
asit

Arginin Glutamik semialdehit, 5-hidroksi-2-
aminovalerik asit

Lizin Lizin hidroperoksitleri ve a-
aminoadipik semialdehit

Glisin Aminovalerik asit

Prolin 2-pirrolidon, 4- ve5-hidroksiprolin,
piroglutamik asit, glutamik
semialdehit

Valin Valin hidroperoksitleri ve
hidroksitleri

Losin Losin hidroperoksitleri ve

hidroksitleri, a-ketoizokaproik asit,
1zovalerik asit ve aldehit

Izol6sin Izolosin hidroperoksitleri
Treonin 2-amino-3-ketobiitirik asit
Glutamik asit Okzalik asit, piriivik asit

Protein karbonil olusumuna yol acan sekonder modifikasyon
reaksiyonlar1; proteinlerin karbonhidrat ve lipid oksidasyon iiriinleri ile
reaksiyonlarimi icermektedir (sekil 1.15). Lipid peroksidasyonu sirasinda
olusan aldehitler (4-hidroksi-2 nonenal, malondialdehit), indirgen

sekerler ya da bu sekerlerin oksidasyon iiriinlerinin proteinlerdeki lizin
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bakiyeleri ile reaksiyonu (glikasyon ve glikoksidasyon reaksiyonlari)
sonucu olusan reaktif karbonil tiirevleri (ketoaminler, ketoaldehitler,
deoksiozonlar) protein yapisina karbonil gruplarinin katilmasina yol acar
(Berlett ve Stadtman, 1997) (sekill.14.). Lipidlerden olusan aldehitler ya
da otooksidasyona ugramis sekerler Schiff bazi olusumu yolu ile
proteinlerdeki amino gruplarina baglanir. Schiff bazi olusumu geri
doniisiimlii bir reaksiyon olmasina karsin, siklikla geri doniisiimsiiz bir
reaksiyon olan AMODORI diizenlemesine ugrar (Dean ve ark., 1997,
Kayali ve Cakatay, 2004).

C=N-P C-NH.P
A (HCOH)n —> =0
CHO R {HCOH)n.1
P.NHz+ (HCOH R
¢|.~rs:.z i,‘;t In q’--u,&;, CHO - GH=N-F
G=0 iy =0
(HEOH) n-1 {HEUHind
[+

Sekil 1.14. Sekerlerin proteinlerdeki lizin amino gruplart (P-SH) ile reaksiyonu
(Berlett ve Stadtman, 1997).

Ll‘rHﬂ CH=NP L'EH-HHP CH=NP
CH, + PNH,— > | CH, 5 CH —3 CH
CHD cho 7 o T Cuow

Sekill.15. Proteinlerdeki amino gruplart ile lipid peroksidasyon iiriinii olan
malondialdehitin reaksiyonu (Berlett ve Stadtman, 1997).
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1.15.2. Tiyol Gruplarmmin Oksidasyonu

Serbest radikaller proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarinin oksidasyonuna

yol acmaktadir (Bindoli ve Rigobello, 2002; Netto ve ark., 2002).

Sisteinin, —SH grubu oksidatif ataga oldukc¢a yatkindir ve —SH
gruplarindan  degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali (-S)
proteinlerdeki disiilfid baglarinin olusumuna Onciiliik eder (Shacter,

2000).

-SH gruplarinin disiilfidlere ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis
tiirevlere doniisiimii, radikal arac¢lhi protein oksidasyonun en erken

gozlenebilen belirtisidir (Dean ve ark., 1997).

Tiyol gruplarinin diger oksidasyon sekli; 4-hidroksinonenal’in,
proteinlerdeki —SH gruplarina Michael reaksiyonu sonucunda tiyoeter

baglari ile baglanmasidir. Michael reaksiyonu feedback bir reaksiyondur

(Dean ve ark., 1997, Kayali ve Cakatay, 2004) (Sekil 1.16).

45



Sekill.16. Michael tipi katilma reaksiyonu ile 4-hidroksi-2 nonenal’in
proteinlerdeki lizin (P-SH), histidin (P-HIS), ve ya sistein(P-SH) kalintilarina
baglanmasi (Berlett ve Stadtman, 1997).

1.16. Lipid ve Protein Oksidasyonu

Protein karbonil (PCO) gruplarinin oksidatif stres tanimlamak amaciyla
kullanildiginda lipid peroksidasyon iirtinleri ile karsilastirildiginda bir

takim avantajlar1 vardir ( Dalle-Donne ve ark., 2003).

Hiicreler oksidasyona ugramis proteinleri saatler ve giinler i¢inde
yiktig1 halde , lipid peroksidasyon iiriinlerini dakikalar, saniyeler i¢inde
yikmaktadir (Grune ve ark., 1996). Hastalarda erken donemde olusan
PCO gruplari, yine oksidatif stresi belirlemede kullanilan GSSG
(glutatyon disiilfid) ve malondialdehit ile karsilastirildiginda uzun zaman
kan dolasiminda kalir (Pantke ve ark., 1999). PCO’ larin kimyasal olarak
dayaniklihg1 laboratuar dlgiimleri, icin ¢ok uygundur. PCO, -80 °C” de 3
ay siireyle dayanikliligini korur (Griffiths, 2000).
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AMAC

Bu calismada amacimiz, kronik alkol kullanimi sonucu oksidatif stresin
artmast ile canli organizmalarda bulunan lipid ve proteinlerde olusan

hasar1 belirlemektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Hidroklorik asit (HCL) ......cccceeeeeeeevvvvvvvvvvnneeeeeee.... MERCK
Trikloro asetik asit (TCA).......ccccccevvveeeeeeeeeeeeenne.: MERCK
Tiyobarbitiirik  asit (TBA)..ooeeeeeeeeeeceeeeeeeeeen.:SIGMA
Biitil hidroksi toluen (BHT)....................................MERCK
Etanol.........ccccccvvvvvvvvviveieeiieeeiieeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee . DELTA
1,1,3,3-tetra etoksi propan (TEP)...coevveeeeeeeeenen..:SIGMA
Trikloroasetik asit (TCA) .....ccccooeeveeeeeeeeeeeevvvvnnnnee.. . MERCK
Hidroklorik  asit (HCL)...........cccoevvvvvceeeeeeeeeen.. . MERCK
Etil asetat.........cccoceevvvnvrrrernrerrrrereeeneeevneeeeeeeeeeneeeeee . MERCK
Etanol..........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee . DELTA
2,4- dinitrofenilhidrazin (DNPH)........cccccveeun.......SIGMA
Guanidine /hidroklorid.........cccccevveeevvveeeeveeeeeenenn...SIGMA
Metanol..............ccoeeeeeeieeieeeeecceceeeeeeeecieeeeevvnnnnnn . MERCK
5,5- ditiyobis -2- nitro benzoik asit (DTNB).............SIGMA
Tris(hidroksimetil)-aminometan hidroklorid (TRIS)....MERCK

Etilendinitrilotetraasetikasit disodtum tuzu (Na, EDTA) :MERCK

2.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Spektrofotometre................ccccccoe.........SCHIMADZU UV-1208

Elektrikli hassas terazi.........................SCHIMADZU LIBROR

Manyetik karistirict ve isitict..............MIRAK THERMOLYNE

Otomatik pipet ve uglari.....................GILSON VE RAININ

Santrifiij aleti...........cccceceeeeeveeeeennee..... HERAEUS - SEPATECH
LABOFUGE 200

Vorteks karistirict..........ccccceeveeeeeneee....NUVE, NM 110
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2.1.3. Deney Protokolii

Alkol kullanan (n=40) (yas ortalamasi: 46,42+ 1.80; alkol kullanim yili:
24.57+ 1.82) ve kullanmayan (n=20) (yas ortalamasi: 30.32 + 1.60)

saglikli goniillillerden alinan kanda;
a) Lipid peroksidasyon son iiriinii olan malondialdehit,

b) Organizmanin en Onemli antioksidan savunma sistemlerinden biri

olan glutatyon (total siilfidril diizeyleri)
c¢) Protein karbonil miktar tayini
d) Karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST, GGT) yapilmstir.

Toplanan kanlar santifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Plazma
ornekleri gerekli analizler yapilincaya kadar PVC tiiplerde — 20°C’de

saklandu.

2.2. Yontemler

2.2.1. Plazmada Lipid Peroksidasyon Uriinlerinin (LPO) Tayini

Plazmada LPO tayini i¢in tiobarbitiirik asidle reaksiyon veren
maddelerin Olclimii yapilacaktir. Bu amacgla Buege ve Aust’un (1978)
yontemi calisilacaktir. Yontem plazmada peroksidize lipidlerin yikim
irtinleri olan MDA’ nmin TBA ile verdigi renkli iiriinde miktar tayini

prensibine dayanmaktadir.

= EDTA’l tiiplerdeki kan 6rnekleri 3500 rpm’de 5 dk.
santrifiij edilerek plazma ve serum kismi birbirinden ayrilir.

»  Ust kisimdaki plazma, kullanilmak iizere ayrilir.
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=  Agzi kapakli cam tiiplere 1 ml plazma konur.

= Uzerine %15 lik TCA,  %0.375 TBA ve 0.25N HCL’den
hazirlanan 2 ml TBARS ilave edilir. Ve % 0.02 N BHT eklenir.

= Cam tiiplerin vidal kapaklar: sikica kapatilir.

= Tipler 100°C’ye 1sitilmis suyun icinde 15 dakika bekletilir.

= Suyun icinden ¢ikarilan tiipler soguk suya tutulur.

= Numuneler vidali cam tiiplerden santrifiij tiiplerine alinir. 3000 g
de 15 dakika santrifiij edilir.

= Ve spektrofotometrede kore karsit 532 nm de okunur (Kor olarak
distile su kullanilir).

= Sonuglar nmol/ml cinsinden hesaplanur.

= Standart madde olarak TEP kullanilir.

2.2.2. Plazmada Protein Karbonil (PCO) Tayini

Plazmada protein karbonil tayini i¢in Reznick ve Packer’in (1994)
yontemi  calisildi.  Yontem,  plazmadaki  proteinlerin = 2,4-
dihidrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklar1 rengin Olc¢iimiine
dayanir.
= EDTA’l tiiplerdeki kan 6rnekleri 3500 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek plazma ve serum kismi birbirinden ayrilir.
»  Ust kisimdaki plazma, kullanilmak iizere ayrilir.
= Kor ve numune i¢in 2 adet santrifiij tiipii alinir.
= Her birine 100ul plazma eklenir.
= Proteinlerin ¢okmesi icin iizerine 1 ml, %10’ luk soguk
TCA eklenir.

= Tiipler vortekslenir.
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Numune tiipiine 1ml, 2N HCL i¢inde hazirlanmis 10 mM

DNPH eklenir. Kor tiipiine ise 1ml, 2N HCL eklenir.

Tiipler 1 saat, oda sicakliginda 10 -15 dk da bir karistirilmak

tizere inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyondan sonra kér ve numun tiiplerine 1ml, %50’ lik TCA
eklenir ve 5 dk beklenip 4000 rpm de 5 dk santrifiij edilir.
Santrifiijden sonra siipernatan kismi atilir ve kor ve numune
tiiplerindeki pelletler 3 defa ethanol / etil asetat karisimu ile
yikanir.

En son olarak 37°C’ ye 1sitilmis ve 2N HCL i¢inde hazirlanmus 1
ml Guanidin / hidroklorid eklenerek 15 dakika 50-60°C’ de tiipler
bekletilir.

Tiipler 4000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilir.

Absorbanslar spektrofotometrede 360 nm’ de hazirlanan kore
kars1 okunur.

Orneklerdeki DNPH konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gore

hesaplanir.

A= exbxc

€=22000M"' cm™

2.2.3. Plazmada Total Siilfidril (TSH) Tayini

Plazmada TSH tayini i¢in Sedlak ve Lindsay’in (1968) metodu
kullanildi. Yontem ELLMAN reaktifinin (DTNB) siilfidril gruplan ile
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rediikte olarak Nitro merkaptobenzoik asit anyonu acik sar1 renktedir ve
plazmadaki siilfidril gruplarinin spektrofotometrik olarak oOl¢iilmesine

dayanir. Standart olarak indirgenmis glutatyon kullanilir.

= EDTA’l tiiplerdeki kan 6rnekleri 3500 rpm’de 5 dk
santrifiij edilerek plazma ve serum kismi birbirinden ayrilir.

»  Ust kisimdaki plazma, kullanilmak iizere ayrilir.

= Santrifiij tiiplerine 0,5 ml plazma konulur.

» Uzerine 1,5 ml 0,2 M Tris tamponu (PH:8,2) ilave edilir.

= (0,1 ml 0,01 M DTNB ve 7,9 ml metanol eklenir.
15 dakika beklenir. 15 dakika 2000g de santrifiij edilir. 412
nm’de kore karsi okunur.

= Kore plazma yerine disodyum EDTA, DTNB yerine distile su

ilave edilir.

2.3. Istatistiksel Analiz

Tiim degerler ortalamatstandard hata (standard error mean, SEM) olarak
verilecektir. Gruplarin birbirinden farklilig: istatistiksel acidan ANOVA,
gruplarda n<30 oldugu durumlarda Mann Whitney U testi ve
aralarindaki iliskiyi belirlemek amaciyla korelasyon analizi kullanilarak
incelenecektir. Tiim hesaplamalarda ve istatistiksel analizlerde SPSS

11.5 versiyonu kullanilacaktir.
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3. BULGULAR

3.1.Kalibrasyonlar

Absorbans degerleri ordinata (y ekseni), konsantrasyon degerleri apsiste
(x ekseni) olmak iizere cizilen kalibrasyon egrileri ve regresyon

denklemleri Sekil 3.1. ve 3.2.’de gosterilmistir.

3.1.3. Plazma MDA

Kalibrasyon egrisini ¢izmek icin standart madde olarak kullanilan
tetraetoksi propan (TEP)’in suda 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ve 0.312
nmol/ml’lik c¢ozeltileri hazirlandi. Kalibrasyon egrisi konsantrasyona

kars1 absorbans degerleri yerine konularak ¢izildi.

Plazma MDA Kalibrasyon Grafigi

y = 0,0051x + 0,0061

Absorbans
o
o
(o]
L

0,04 + R? = 0,9902
0,02
0 T T T T
0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 3.1. Buege ve Aust’un spektrofotometrik yontemi ile plazmada MDA tayini

icin hazirlanan kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi.
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3.1.4. Plazma Total Siilfidril Diizeyleri

Kalibrasyon egrisini ¢izmek i¢in TSH’1n 20, 10, 5, 2.5, 1.25%10™* M’lik
cozeltileri hazirlandi. Diliisyonlar 0.02M  Na,EDTA ile yapildi.
Kalibrasyon egrisi konsantrasyona karsi absorbans degerleri yerine

konularak c¢izildi.

Total Siilfidril (TSH) Kalibrasyon Grafigi

0,5

0,4
(]
g 0.3 -
] =
802 y o,ciooex +0,0072
< R? = 0,9997

0,1

0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Konsatrasyon (umol/L)

Sekil 3.2. Sedlak ve Lindsay’in spektrofotometrik yoOntemi ile plazmada total

siilfidril tayini icin hazirlanan kalibrasyon egrisi ve regresyon denklemi.
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3.2.MDA, TSH ve PCO Diizeyleri

3.2.1. Plazma MDA

Kronik alkol kullanim1 sonucu, alkolik hastalarda kontrol grubuna gore
plazma MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis (p= 0.005)

goriildii.

Kontrol gruplan ve alkolik hastalarda MDA diizeyleri Sekil

3.3.” de gosterilmistir.

Plazma MDA Diizeyleri
3,
= 2,5
3 o
2 2
£
< 1,51
(]
=
0,5- 7
0
OKontrol
@ Alkolik

Sekil 3.3. Kontrol grubu ve alkolik hastalarda plazma MDA diizeyleri
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3.2.2. Plazma TSH

Kronik alkol kullanimi sonucu, alkol hastalarinda kontrol gruplarina
gore plazma TSH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis
(p=0.004) goriildii.

Kontrol gruplar ve alkol hastalarindaki TSH diizeyleri Sekil
3.4’ de gosterilmistir.

Plazma Glutatyon (TSH) Diizeyleri

400

300

200+

GSH (mikro mol/lt)

100

0 O Kontro

1
B Alkolik

Sekil 3.4. Kontrol grubu ve alkol kullanan hastalarda alkol tiiketim miktarina gore

plazma total siilfidril diizeyleri

3.2.3. Plazma PCO

Kronik alkol kullanim1 sonucu, alkol hastalarinda kontrol gruplarina gore

plazma PCO diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis (p=0.000)

gOriilmiistiir.
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Kontrol gruplari ve alkol hastalarindaki PCO diizeyleri Sekil 3.5’de

gosterilmistir.

Plazma PCO Diizeyi

45,

3,51

2,5+

1,51

PCO (nmol/mg)

0,51

O Kontrol

@ Alkolik

Sekil 3.5. Kontrol grubu ve alkol kullanan hastalarda alkol tiikketim miktarina gore

plazma protein karbonil diizeyleri.

Kontrol grubuna ve alkolik hastalara ait MDA, TSH ve PCO

sayisal degerleri ve bu degerleri goz Oniinde bulundurarak yapilan

istatistiksel analizler sonucu iki grup arasinda hesaplanan istatistiksel

farklilik asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 3.1).

GROUP A GROUP B
(Kontrol Grubu, (AlkolikHastalar, F P
n=20) n=40)
MDA 1,76 £ 0,44 2,62+ 1,27 8,59  0,005%
TSH 358,2 + 59,58 281,70+£104,58 9,16 0,004*
PCO 1,74 £0,44 4,14+1,70 38,169  0,000*

Tablo 3.1. MDA, TSH ve PCO sayisal degerleri ve gruplar arasindaki istatistiksel

farkliliklar.
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3.2.4. MDA, TSH ve PCO Arasindaki istatistiksel Korelatif

Anlamhiliklar

MDA ve TSH arasinda goriillen negatif korelasyonun (r= -0.557,
p=0.000) grafiksel goriintiisii Sekil 3.6” daki gibidir.

8 Korelasyon Grafigi

7 . r=-0.557
6 -

5 *

0 100 200 300 400 500
GSH

Sekil 3.6. TSH ve MDA korelasyon grafigi

PCO ve MDA diizeyleri arasinda pozitif yonde hesaplanan anlaml

korelasyonun (r=0.323, p=0.012) grafigi asagidaki gibidir (Sekil 3.7).
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Korelasyon Grafigi
9 r= 0,323
8 . -
7 -
.o .
6 - .
§ 5 - o
4 2 3 ; . o * o
L 4
31 e . . ¢
o - " * N s PS *® ® @
7 *
* 0‘ “‘“’ ¢
14 .
L
0 T T T 1
1 2 3 4 5
MDA

Sekil 3.7. MDA ve PCO korelasyon grafigi

PCO ve TSH diizeyleri arasinda negatif yonde (r= -0.330) anlamh
bir iligki (p=0.010) bulunmustur.

Korelasyon Grafigi
=-0,330
9 -
8 - . -
[ . o . .
6 - oo
5 |
g & . -
4 4 * * o
. o * L 3 * <
31 - . oo Ld
o o® 4 ¢ o X
2 - PS * < oo .0
- . .
14 * * * *
O T T T 1
100 200 300 400 500
GSH

Sekil 3.8. PCO ve TSH Korelasyon Grafigi

59



MDA ve PCO diizeylerinde pozitif bir korelasyon goriiliirken
(MDA/PCO r= 0.323, p=0.012), MDA ve TSH degerleri arasinda
negatif bir korelasyon (MDA/TSH r= -0.557, p=0.000) bulunmustur.
Ayni sekilde PCO ve TSH arasinda gozlenen korelasyon da negatif
olarak hesaplanmistir (PCO/TSH r=-0.330, p=0.010). Bu degerler Tablo

3.2’de topluca gosterilmistir.

Tablo 3.2. MDA, TSH, PCO korelasyon degerleri

MDA TSH PCO

.............. r=-0.557 r=0.323
MDA p=0.000 p=0.012

r=-0.557 = eceeeeeeee- r=-0.330
TSH p=0.000 p=0.010

r=0.323 r=-0.330 seeeeeeeee-
PCO p=0.012 p=0.010

3.2.5. MDA, TSH ve PCO Diizeylerinin Yas ve Kullamim Yih ile
Tliskisi

Protein karbonil seviyeleri yas ve kullanom yili arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (PCO/yas, r=0.381, p=0.003; PCO/Kullanim
yil1, 1=0.493, p= 0.000). MDA ve TSH diizeyleri ve yas/ kullanim yili

arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlamli degildir.

Yasa ve kullamim ylina gore MDA ve PCO diizeylerinde pozitif bir
korelasyon goriilirken (MDA/yas r=0.132; MDA/kullanim yil1 r=0.253;
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PCOl/yas r=0.381; PCO/kullanim yili r=0.493), TSH ile aralarinda
negatif bir korelasyon (TSH/yas r=-0.202; TSH/kullanim y1li
r= -0.247) bulunmustur. Bu degerler Tablo 3.3’de topluca gosterilmistir.

Tablo 3.3. MDA, TSH ve PCO diizeylerinin yas ve kullanim yilina gore korelasyon
tablosu

MDA TSH PCO
r =0,132 r=-0202 r=0,381
YAS p= 0,326 p=0,131 p = 0,003*
r =0,253 r =-0,247 r =0,493
KULLANIM p = 0,058 p= 0,064 p= 0,000%

YILI*

*Kullamm yihi: Alkol kullanim siiresi

3.2.6. Alkol Kullanan Hastalar ve Karaciger Fonksiyon Testleri

Alkolik hastalar ve kontrol grubunda AST (p=0.008) ve GGT (p=0.000)
degerlerinde istatistiksel farkliliklar gozlenirken ALT (p=0.105)

diizeylerinde farkli bir anlamlilik bulunamamustir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.4. Karaciger AST, ALT, GGT ve AST/ALT diizeyleri

ALKOLIK
KONTROL HASTALAR Z P
n=20 n=40
AST 20.22+1.39 49.00+8.65 2.66  0.008
+ + -
ALT 22.78 +4.94 37.24 £5.47 1.62  0.105
17.67 £3.32 183.35+55.02 i
GGT 4.09  0.000
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3.2.7. AST, ALT ve GGT Arasindaki istatistiksel Korelatif

Anlamhliklar

Olgiilen biyokimyasal degiskenler (AST, ALT, GGT) arasinda

istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon bulunmustur (p= 0.000).

Bulunan tiim istatistiki sonuglar Tablo 3.5’de gosterilmistir.

Tablo 3.5. Karaciger AST, ALT ve GGT diizeylerinin birbirleriyle olan iligkisi

AST ALT GGT
____________ r=0,829 r=0,766
AST p = 0,000%* p =0,000*
r=0,829 e r=0,506
ALT p = 0,000% p = 0,000%*
r= 0,766 r= 0,506 ““““““
GGT p = 0,000% p = 0,000*

AST ve ALT diizeyleri arasinda pozitif yonde, anlamli bulunan

korelasyon grafigi Sekil 3.9°daki gibidir.

180 -
160 -
140
120

ALT-AST KORELASYON GRAFIGI

r=0,829

0 50

100 150

AST

200 250

Sekil 3.9. AST ve ALT Korelasyon Grafigi
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AST ve GGT diizeyleri arasinda pozitif yonde, anlamli bulunan
korelasyon grafigi Sekil 3.10’daki gibi bulunmustur.

AST-GGT KORELASYON GRAFIGI
r=0,766

1800
1600 -
1400 -
1200 -

Ig 1000 -
800 ~
600 -

400 4
200 +

0 50 100 150 200 250

Sekil 3.10. AST ve GGT Korelasyon Grafigi

ALT ve GGT diizeyleri arasinda pozitif yonde, anlamli bulunan
korelasyon grafigi Sekil 3.11.’deki gibidir.

ALT-GGT KORELASYON GRAFIGI

r=0,506

(0] 50 100 150 200

Sekil 3.11. ALT-GGT Korelasyon Grafigi
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3.2.8. Alkol Kullanim Yili ve AST, ALT ve GGT iliskisi

Alkolik hastalarin AST, ALT, GGT diizeyleri ve alkol kullanim siireleri
acisindan istatistiksel acidan anlamli korelasyon tespit edilememistir.

Ancak bu parametreler arasinda pozitif korelasyon goriilmektedir.

Tablo 3.6. Alkol kullanim y1l1 ve AST, ALT, GGT arasindaki korelasyon tablosu

AST ALT GGT
r =0,220 r=0,032 r =0,222
KULANIM YILI p= 0,146 p=0,832 p=0,143
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4. TARTISMA

Viicuda alinan alkoliin biiyiikk bir kismui, karacigerde oksidatif
metabolizma adi verilen bir seri reaksiyon sonucu viicuttan atilir.
Alkoliin en 6nemli enzimatik yikimi, oldukca reaktif ve toksik bir
molekiil olan ve alkole bagli gelisen karaciger hasarinda 6nemli rol
oynayan asetaldehite doniisiimii saglayan alkol dehidrojenaz enzimi yolu
iledir. Alkol metabolizmasinin ilk adimini olusturan bir baska enzim ise
sitokrom P450 2E1’dir. Bu enzimin eglik ettigi kimyasal reaksiyon
sonucu yine asetaldehit ve hidroksietil radikali gibi oksijen radikalleri
denilen oldukca reaktif oksijen iceren molekiiller olusur. Asir1 oksijen
radikali olusumu ve aymi zamanda bu radikallerin eliminasyonunda
kullanilan molekiillerin (antioksidanlar) yetersizligi sonucu ortaya cikan
ve hiicre Oliimiine neden olan duruma oksidatif stres denir. Oksijen
radikalleri hiicre membranlarindaki yaglarla etkilesime girerek lipid

peroksidasyonuna neden olurlar (Tuma ve Casey, 2003).

Fosfat gruplarina sahip olan lipidler (fosfolipidler) hiicreleri
cevreleyen membranlarin ana bilesenlerini olustururlar. Bu nedenle
fosfolipidlerin gordiigii en ufak zarar hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarini
etkiler. Lipidlerin tamamen yikilmast oksidatif hasarin gostergesidir.
Membran fosfolipidlerinde bulunan coklu doymamis yag asitleri
(PUFA), hidroksil radikali ve diger oksidanlarin saldirisina maruz
kalirlar. Sadece tek bir hidroksil radikali dahi zincir reaksiyonlar nedeni
ile bircok PUFA molekiiliiniin peroksidasyonuna neden olur (Wu ve

Cederbaum, 2003).
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Lipid peroksidasyon, malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi-2-
nonenal (HNE) gibi asetaldehite benzer reaktif molekiillerin olusumuna
neden olur. Asetaldehit ve lipid peroksit tiirevli aldehitler (MDA ve
HNE) kimyasal olarak cok reaktif olduklart i¢in, proteinler ve diger
kompleks molekiillerle birleserek ‘adduct’ denilen modifiye molekiiller
olustururlar. MDA asetaldehit ve proteinlerle de birleserek karisik MDA-
asetaldehit protein adductlarinin (MAA) olusumuna neden olur. Aldehit-
protein adductlarinin olusumu alkol tarafindan indiiklenen karaciger

hasarinin nedeni olarak diisiiniilmektedir (Tuma ve Casey, 2003).

Normal kosullarda hepatik aerobik metabolizmada reaktif oksijen
(ROT) ve nitrojen (RNT) tiirevleri gibi pro-oksidanlarin olusumu, bu
bilesiklerin antioksidanlar tarafindan ayni hizla tiiketilmesi sonucu bir
denge icinde bulunur. Pro-oksidan/ antioksidan dengesinde prooksidan
tarafina dogru herhangibir kaymada, karacigerde bir¢ok patofizyolojik
reaksiyonlar1 indiikleyen ‘oksidatif stres’ olgusu ortaya cikar. Oksidatif
hasarin neden oldugu hepatotoksisite; ROT ve RNT’nin ana
biyomolekiillere saldirmast sonucu bu molekiillerin biyolojik
fonksiyonlarin1 kaybetmesi ve hiicre Oliimiine neden olmasi esasina

dayanir (Videla ve ark., 2004).

Alkol kulanimi sonucu hiicre fonksiyonlarinda farkliliklar ortaya
cikarken oksidan-antioksidan sistemde de bir ¢ok degisiklik meydana
gelir (Das ve ark., 2003; Dupont ve ark., 2000). Etanol tiiketimi sonucu
ozellikle karacigerde ve ekstrahepatik dokularda pro-oksidan ve
antioksidan sistemlerindeki dengenin pro-oksidan lehine bozulmasi
sonucu oksidatif hasar gelisir (Dupont ve ark., 2000). Alkoliklerde ciddi

karaciger hasar1 olusmasa bile oksidatif hasar gozlenebilir. Hepatik
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sitokrom P-450 monooksijenaz aktivitesinde stimiilasyona eslik eden
lipid peroksidasyon (LPO) indeksi olan mikrozomal malondialdehit
(MDA) olusumunda artis goriiliir (Das ve ark., 2003; Dupont ve ark.,
2000). Bizim ¢alismamizda da, alkolik hastalarda kontrol grubuna goére
plazma MDA diizeyinda istatistiksel olarak anlamli bir artis (p= 0.005)

goriilmiistiir.

Bu artista rol oynayan etmen, alkoliin ROT olusumunu
hizlandirmasi ve viicuttaki normal savunma mekanizmalari ile olusan bu
bilesiklere kars1i oOzellikle karacigerde cesitli reaksiyonlara girerek
etkilesim gostermesidir. Alkoliin karacigerde yikima girmesi sonucu

olusan molekiiller sunlara sebep olur;

1. Alkoliin karacigerdeki yikimi daha sonra metabolize olarak
ROT’lara doniisen molekiillerin olusumuna neden olur.
* Alkol hiicrede NAD*/NADH oranim degistirir.
*Alkol metabolizmas1 sonucu ortaya c¢ikan asetaldehit
proteinler ve lipidler ile etkileserek radikal olusumuna ve hiicre hasarina

neden olur.

2. ROT olusumuna katkida bulunan sitokrom P450 aktivitesini
stimiile eder.
3. Viicuttaki belirli metal diizeylerini degistirerek ROT

olusumuna katkida bulunur.
GSH diizeyleri ile Total siilfidril gruplarmmin diizeyleri arasinda

cok anlamli bir korelasyon bulunmaktadir. Yani, alkol tiiketimi sonucu,

total siildril gruplart (TSH) konsantrasyonlarindaki diisiisler, GSH
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konsantrasyonundaki diisiisler ile orantilidir. Aliman bu sonug
gostermektedir ki; serbest radikallerin detoksifikasyonunda yalnizca
GSH degil protein tiyollerde (non-GSH), kritik diizeylerdeki protein
siilfidrillerin rediikte halde tutulabilmesi icin kullanilmaktadir (Gupta ve

ark., 2005).

Glutatyon (GSH) ii¢ aminoasitten olusur ve GSH transferaz
enziminin kofaktoriidiir. Bu enzim bircok ilag, kimyasal ve reaktif
molekiiliin hiicreden uzaklastirilmasinda rol alir (Wu ve Cederbaum,
2003). Glutatyon, rediikte formunda hiicrelerin oksidatif hasara karsi
onemli bir savunma mekanizmasidir. Alkolik karaciger hastaligi olan
kisilerde, alkoliin toksik yikim {riinii olan asetaldehitin GSH
diizeylerinde goriilen diisiislerin nedeni olarak gosterilmektedir (Van De
Casteele ve ark., 2002). GSH bazi ROT’lar (hidroksil radikali) ile
dogrudan reaksiyona girerek detoksifikasyonu da saglar (Wu ve
Cederbaum, 2003). GSH karacigerin yaninda, eritrositlerde de bulunur

(Van De Casteele ve ark., 2002).

Etanol ve asetaldehitin metabolizmas1 sonucu ortaya c¢ikan toksik
metabolitlerin ~ konjugasyonu ve reaktif oksijen tiirevlerinin
notralizasyonu, GSH gibi antioksidanlarin intra ve ekstra hiicresel

igcerigini diisiirtir (Grattagliano ve ark., 1996).

Yapilan ¢alismalarda kronik alkoliklerde plazma ve eritrosit GSH
konsantrasyonlarinin diistiigii gozlenmistir. Karacigerde GSH sentezinin
ve saliminin zayiflamasi bu diisiisiin nedeni olarak diisiiniilmektedir

(Grattagliano ve ark., 1996).
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Plazma GSH diizeylerindeki kronik yetersizlik, sirkiilasyondaki
lipidleri, proteinleri ve kan hiicre membranlari  oksidatif
modifikasyonlara ~ maruz  birakarak  biyolojik  fonksiyonlarini
yitirmelerine neden olur. GSH yetersizligi hiicreleri oksidatif hasara ve
morfolojik degisikliklere daha duyarl hale getirir (Grattagliano ve ark.,
1996).

Sonuglarimiza gore hiicre i¢i non-enzimatik antioksidan ve tiol
havuzunun ana bileseni olan rediikte glutatyon’un (GSH) alkoliklerde
anlamli derecede (p=0.004) diistiigii goriilmiistiir. Bunun baslica

nedenleri;

v" GSH’1n serbest radikalleri siipiirme gorevi dolayisiyla tiikkenmesi

v' Non-GSH  kritik  protein siilfidrillerin  rediikte ~formunda
kalmasinda oynadig1 rol

v Alkol gibi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda GSH’in ko-
faktorii olarak rol oynamasi

v’ Hidrojen peroksit ve/veya lipid peroksitlerin detoksifikasyonu
esnasinda glutatyon peroksitler tarafindan GSH’in oksidasyona
ugramasi

v" Etanoliin GSH sentezini baskilamasi olarak diisiiniilmektedir

(Gupta ve ark., 2005).

Proteinler oksidatif atak icin Onemli hedeflerdir, c¢iinkii ROS
aminoasit kalintilarin1 okside edebilir, peptid baglarin1 ayirabilir, protein
fragmentasyonu (kiimelenmesini) artirabilir ve proteolizis oranlarini

degistirebilir (Berlett ve Stadtman, 1997).
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Proteinler hiicredeki oksidatif hareketin en 6nemli hedefi olarak
goriilebilir, ciinkii  oksidatif hareketsizlik proteinlerin  katalitik
fonksiyonlar1 sebebiyle ¢ok hizli sonuglar dogurabilir. Bundan dolayz,
protein oksidasyonu bircok etanol bagintili modifikasyonlardan biri
olarak kabul edilmektedir ki bu modifikasyonlar, etanolin ROS’ u
artirmasiyla hepatositlerde ve o©zellikle mitokondrilerde protein
fonksiyonlarin1  degistirir.  Alkol alimi sonucu, aminoasit bolge
zincirlerindeki direk oksidatif atakla veya lipid peroksidasyonu ya da
seker azalmasi sonucu ortaya c¢ikan protein modifikasyonu, karbonil
gruplarinin olusumunu (aldehit ve keton iiriinleri) saglar. Kronik alkol
tiketimi belirgin olarak protein karbonil icerigini %25- %60 oraninda
artirmaktadir. Bundan dolayi, kronik alkol tiiketimi hiicresel mekanizma
proteinlerinin onemli bir boliimiinde oksidatif hasara sebep olmaktadir

(Sun ve ark., 2001).

Oksidatif stresin erken asamasinda olusan ve diger stres
parametrelerine gore, dolasimda daha uzun siire kalabilen PCO ,
giivenilir bir marker olarak kullanilmaktadir (Dalle-Donne, ve ark.,
2003; Massy ve ark.,, 2002). PCO, bu o0zelliklerinden dolay1
calismamizda kullanilmis ve alkol hastalar1 ve kontrol gruplart ile
karsilastirllmis ve PCO diizeyinde anlamli bir artis (p=0.000)

goriilmiistiir.

Serbest radikaller proteinledeki tiol (-SH)  gruplarimin
oksidasyonuna yol acarak oksidatif protein hasarina neden olur (Berlett
ve Stadtman, 1997 ; Dean ve ark., 1997, Esterbauer ve Zoliner, 1989;
Takenaka ve ark., 1991). Proteinlerdeki tiol gruplart antioksidan

fonksiyonunu, peroksidasyonunu baglatan oksidanlarn tutarak gosterir.
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Boylelikle lipidler serbest radikallerin oksidatif atagindan korunur
(Takenaka ve ark., 1991). Radikallere bagli protein hasarinin en erken
gozlenebilen belirtisi tiol gruplarinin disiilfidlere ve oksi asitlere
dontisimudiir. Glutatyon ve sistein gibi biyolojik tioller oksidanlarla
indiiklenen protein inaktivasyonunu, ya direk olarak radikallerle
reaksiyona girerek ya da indirek olarak proteinlerdeki serbest tiol
gruplari ile geri doniisiimlii baglar olusturarak onlerler (Dean ve ark.,
1997). Bu bilgilere bagli olarak PCO ve TSH diizeyleri arasindaki bu
iligkiyi anlamlandirabilmek amaciyla yaptigimiz calismada PCO-TSH
arasinda istatistiksel olarak negatif yonde (r= -0.330) korelasyon ve

anlaml bir iligki (p=0.010) bulunmustur.

Tiirkoglu ve arkadaslar1 (Tiirkoglu ve ark., 2000), kronik alkolizm
hastalart ile yaptiklar calismada, bizim c¢alismamizla uyumlu plazma

MDA ve protein karbonil kontentlerinde anlamli artis gdzlemislerdir.

Calismamizda goriilmiistiir ki, PCO - MDA arasinda istatistiksel
olarak pozitif yonde (r=0.323) korelasyon ve anlamli bir iliski (p=0.012)
bulunmustur. Bu sekil 3.7°da gosterilmistir.

Etanoliin oksijen radikalleri olusturdugu, GSH sentezini tutup
dokulardaki GSH degerlerini tiikettigi, MDA degerlerini artirdiglr ve
insanlarda ve deney hayvanlarinda anti oksidatif savunma sistemine
genellikle zarar verdigi bilinmektedir (Speisky ve ark., 1985; Gence ve
ark., 1998; Guerri ve Grisolia, 1980; Lieber, 1994). Bu bilgiler 1s181nda
yaptigimiz ¢alismada MDA- TSH arasinda istatistiksel olarak negatif
yonde (r= -0.557) korelasyon ve anlamli bir iliski (p= 0.000)

bulunmustur.
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Yaslanmayla ilgili olarak One siiriilen teorilerden biri olan serbest radikal
teorisinde; canlinin yasami boyunca etkilendigi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) oksidatif hasara neden olabilecegi one siirlilmektedir. Kiimiilatif
ve potansiyel olarak artan miktardaki hasar, yaslanmadaki fonksiyonel
ve patolojik bozukluklara yol agar (Butterfield ve ark., 1998). Daha once
cesitli arastiricilar tarafindan yapilan calismalarda, serbest radikallerin
proteinler (Butterfield ve ark., 1998; Cini ve Moretti, 1995) ve lipidlerde
(Liu ve ark., 1996; Cini ve Moretti, 1995; Cai ve ark., 1996) hasara yol
actigr Dbildirilmistir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan reaktif
oksidanlar olan lipid epoksidleri, lipid hidroperoksitleri, lipid alkoksil,
peroksil radikalleri ile enallerin yaslanmay1 hizlandirdigi bilinmektedir
(Ames ve ark., 1993). Calismamizda tiim deneklerin yaslarida lipid ve
proteinlerde yas ile olusacak oksidatif hasar1 gozlemlemek amaciyla
sorgulanmistir. Bu amacgla yaptigimiz ¢alismada PCO icgerigi ve yas
arasinda istatistiksel olarak pozitif yonde korelasyon bulunmustur
(PCOlyas, r=0.381, p=0.003). Yas artisina bagli olarak MDA ve PCO
diizeylerinde pozitif bir korelasyon goriiliirken (MDA/yas r=0.132;
PCO/yas r=0.381), GSH ile aralarinda negatif bir korelasyon (GSH/yas
r= -0.202) bulunmustur. Tiim bu sonug¢lar dogrultusunda PCO ve MDA
diizeylerinde belirgin artisin yaslanmayi artirdigi ve GSH diizeylerinde

belirgin diistislere bagl olarak oksidatif hasar1 artirdigimi soyleyebiliriz.

Diger taraftan oksidatif strese bagli olarak olusan protein
hasarinin, lipidlerdeki hasardan daha onemli oldugu 6ne siiriilmektedir
(Reznick ve Packer, 1994). Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen
oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadigr cesitli hiicresel

fonksiyonlar1 etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin,
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yapisal proteinlerin, transport sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi
hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan etkilenir (Reznick ve

Packer, 1994; Evans ve ark., 1999) .

Alkoliin kullanim siireside MDA, GSH ve PCO iizerinde etkilidir.
Kullanim siiresi arttikca MDA, PCO’ da artig goriiliirken GSH azalma
goriilmektedir. Buna gore protein karbonil seviyeleri ve kullanim yili
arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir.(PCO/Kullanim yil1, r=0.493, p=
0.000). Ayrica kullanim ylina gére MDA ve PCO diizeylerinde arasinda
pozitif bir korelasyon goriilirken (MDA/kullanom yili r=0.253;
PCO/kullamim yili r=0.493), TSH ile aralarinda negatif bir korelasyon
(TSH/kullanim y1l1 r= -0.247) bulunmustur.

Alkol kullanan kisinin alkol kullanmas1 engellenirse, y-Gt degerli
yavas yavas diisecektir. Degerler 2 hafta icerisinde yariya diisecek ve
genellikle 6-8 hafta icerisinde referans araliga geri donecektir. Bu
bilgiler diizeylerin  yiikselmesinin nedeninin  alkol  oldugunu
desteklemektedir. Ancak alkolizme bagli gelisen hepatit ve siroz veya
diger hastaliklarda diizeylerde diismeler c¢ok az veya hig
gozlemlenmeyebilir. Serumda AST’nin ALT’ye orami bazi karaciger
hastaliklarinin teshisinde kullanilabilir. Akut karaciger hasar1 olan
hastalarin bircogunda bu oran 1 veya daha azdir. Alkole bagl hepatiti
olan hastalarda ise bu oran 2’dir. Her iki aminotransferaz icin de
koenzim olan piridoksal-5-fosfat eksikligi alkole bagli karaciger hastalig
olanlarda yaygindir. Bu eksiklik hepatik ALT diizeylerinde diismelere
neden olur. Serum konsantrasyonlarinda da benzer degisiklik gozlenir

(Das ve ark., 2003).
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Hepatik hastaliklar1 olan veya olmayan alkol bagimlis1 bireylerde
oksidatif yikimin Oonemli belirtileri oldugunu destekleyen veri sayisi
artmaktadir (Preedy ve ark., 2002; Zima ve ark., 2001; Van De Casteele
ve ark., 2002). Alkol bagimliligt ROS olusumunu destekler ve
antioksidan savunma sistemi bu oksijen tiirevlerini siipiirmede kullanilir.
Bu sebepten dolay1 hepatik yikimin olup olmadigini anlamak icin GGT,
AST, ALT olgiilir. Bu siire¢ 0zellikle alkol bagimlist hastalarda
uygulanir. Das ve arkadasglarinin yaptiklann ¢alismada, saglikli
kontrollerle alkol bagimlis1 bireyler karsilastirilmis ve GGT degerlerinde
belirgin bir sekilde yiikselme goriilmiistiir (p=0.000). Alkolik hastalarda,
AST degerlerinde ise kontrol gruplari ile karsilastirildiginda yine artis
goriiliir (p=0.035). GGT siklikla alkol aliminin belirleyicisi olarak
kullanilir ve GGT’ nin artisin1 yalnizca kronik alkol alimi belirler (Das
ve ark., 2003). Bu bilgilerin bir sonucu olarak kronik alkol belirleyicisi
olan AST, ALT ve GGT karsilastirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamh pozitif korelasyon (p=0.000) bulunmustur ve AST (p= 0.008) ve
GGT (p= 0.000) diizeylerinde istatistiksel olarak bir anlamlilik

goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

. Alkol bagimlis1 hastalarda oksidatif stresin belirlemede bir
gosterge olan LPO ve bu reaksiyon zincirinin iiriinii olan MDA’
nin plazmadaki diizeyi ve plazmadaki GSH diizeyi 6nemli

parametrelerdir.

. Plazmada Buege ve Aust’un (1978) MDA tayini i¢cin TBA-Rs
yontemi, Sedlak ve Lindsay’in (1968) TSH tayini icin plazma
TSH yontemleri laboratuar kosullarinda uygulanabilir hale
getirilerek plazma MDA ve total GSH diizeyleri arastirilmustir.
Yontemler U.V. spektrofotometre cihazi ile rutin laboratuvarda

kolaylikla uygulanabilir hale getirilmistir.

. Alkol bagimlis1 hastalarda oksidatif stresin diger bir gostergesi
olan protein oksidasyonu ve bunun {iriinii olan PCO’nun

plazmadaki diizeyi 6nemli parametrelerdir.

. Plazma PCO tayini i¢in Reznick ve Packer’in (1994) yodntemi
U.V. spektrofotometre cihazi ile rutin laboratuvarda kolaylikla

uygulanabilir hale getirilmistir.

. Calismamizda kronik alkol kullanimi sonucunda yapilan
deneylerde alkolik hastalar kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
Plazma MDA ve PCO diizeylerinde anlamli bir artis, hiicresel

GSH diizeylerinde anlaml1 bir diisiis saptanmustir.
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6. Sonuclarimiza gore kronik alkol kullaniminin arttigi oksidatif

stresin lipid ve proteinlerde hasara sebep oldugu goriilmiistiir.

7. Kronik alkol aliminin biyokimyasal parametreleri olan AST ve

GGT diizeylerinde anlamlilik goriilmiistiir.

8. Calisma bulgularimi yorumlamak icin yas, kullaniom yih

degiskenleri gbz Oniine alinmustir.
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OZET

Kronik Alkol Kullamminda, Protein Karbonil Diizeylerinin Belirlenmesi ve
Diger Biyogostergelerle Birlikte Degerlendirilmesi

Calismamizin ilk boliimiinde kronik alkol kullaniminin gostergesi olan oksidatif
stresin, lipidler ve proteinler iizerindeki etkisi arastirildi. Bu amacla lipid
peroksidasyon iiriinii olan MDA diizeylerini 6l¢gmek i¢in plazmada Buege ve August’
un (1978) TBA-Rs yontemi calisildi.

Kronik alkol kullanan hastalarda plazma MDA diizeylerinde kontrol grubuna
gore anlamli sekilde bir artig goriildii (p= 0.005).

Calismamizin ikinci bolimiinde, kontrol ve kronik alkol kullanan hastalarda
hiicresel GSH miktar1 Sedlek ve Lindsay’in (1968) gelistirdikleri spektrofotometrik
yontem kullamilarak ol¢iildii ve plazma GSH diizeylerinde kontrol grubuna gore
anlaml bir diisiis gdzlendi (p=0.004).

Calismamizin ii¢lincli asamasinda alkol kullanimina bagh artan oksidatif
stresin proteinler iizerine yaptigi hasar Reznick ve Packer’in (1994) yontemi ile
belirlendi. Protein oksidasyonunun iiriinii olan plazma PCO diizeyinde kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii (p=0.000).

Kronik alkol kullanimi sebebiyle olusan karaciger hastaliklarinin biyokimyasal
parametreleri olan AST (p=0.035) ve GGT nin (p=0.000) anlamliliklar1 belirlenmistir.
Ancak ALT diizeyinde bir anlamlilik bulunamadi (p=0.105).

Anahtar Kelimeler: Alkol, Oksidatif Stres, PCO, MDA, GSH, AST, ALT, GGT.
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SUMMARY

Determination of Protein Carbonyl Levels and Co-evaluation with Other
Biomarkers in Chronic Alcohol Users

In the first part of this study, the effect of oxidative stress, the indicator of chronic
alcohol consumption, on lipids and proteins is searched. In this target, in order to
determine MDA, a lipid peroxidation product, level in plasma, Buege and August’s
(1978) TBA-Rs method is used.

For chronic alcohol dependent individuals, in plasma MDA levels,
significant increase is observed with respect to control group (p= 0.005).

In the second part of the study, cellular GSH amount is measured by
spectrophotometric method of Sedlak and Lindsay (1968) for both control group and
chronic alcohol dependent patients; and with respect to control group, significant
decrease of GSH level is observed (p= 0.004).

In the third part of the study, the damage of oxidative stress, which
increases with alcohol consumption, on proteins is observed by using Reznick and
Packer’s (1994) method. On plasma PCO, a protein oxidation product, level;
statistically, significant increase is observed as a result of comparison with control
group (p=0.000).

The significance of AST (p=0.035) and GGT (p=0.000), which are
parameters of diseases in liver doe to chronic alcoholism is observed. However on
ALT level, a significance could no be detected (p= 0.105).

Key Words: Alcohol, Oxidative stress, PCO, MDA, GSH, AST, ALT,
GGT.
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