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Oz
Amag: Bu calismada etanoliin dalak,timus, lenf bezlerini iceren lenfoid dokularda ve karaciger tizerine oksidatif strese bagli antioksidan dii-
zeyleri ve TH1 [Tiimor Nekrozis alfa (TNF-a), interlokin-2 (IL-2), interferon gama (IFN-y)] sitokin cevaplara etkilerinin arastirilmasi amaclan-
mistir.
Yontem: Calismamizda 40 adet wistar sican kullanildi ve kontrol ve gavaj yontemi uygulanmis annelerin 10 ve 30 gtinltk yavrularindan
olusan 4 grup olusturuldu. Dokularda oksidatif stres diizeyini 6l¢mek icin lipit peroksidasyonu ve protein oksidasyonu, hticre ici antioksi-
dan diizeylerini tespit igin glutatyon (GSH) miktari, Glutatyon peroksidaz (GP), Glutatyon rediiktaz (GR), Glutatyon S Transferaz (GST), ka-
talaz (CAT), Stper oksit dismutaz (SOD) aktivitesi, TH1 sitokin cevaplarin incelenmesi icin TNF-a, IL-2, IFN-y seviyeleri 6lgtldi.
Bulgular: Gavaj etanol uygulanmis annelerin 10 ve 30 gunltk yavrularin lenfoid ve karaciger dokularindaki lipid peroksidasyonu ve prote-
in oksidasyonu tiim dokularda anlamli olarak artis, tim dokularda GP, GR, CAT, SOD aktivitelerinde ve GSH, diizeylerinde anlamli olarak
azalma, GST aktivitelerinde artis gozlemlendi. TH1 cevaplarda, TNF-a hem 10 hem de 30 giinltk yavrularda anlamli olarak artmis, IFN-y
diizeyleri ise azalmig olarak tespit edildi. IL-2 diizeyleri 10 giinliik yavrularda azalma gosterirken 30 giinliik yavrularda ise anlamli bir degi-
sim saptanmamustir.
Sonug: Bu calismanin sonuglari etanoliin ratlarin lenfoid ve karaciger dokularinda oksidan/antioksidan dengeyi degistirerek oxidatif stresi
olusturdugunu ve inflamatuar sitokinlerin artisina yol agtigini gostermektedir.
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Gavage ethanol induced oxidative stress and cytokine response in rat iymhoid organs

Abstract
Objectives: The purpose of the study was to investigate the relationship between ethanol, oxidative stress, the protective capacity of the
antioxidant defense system and TH1 [Tumor Necrosis alpha (TNF-a), Interleukine-2 (IL-2), Interferon gamma (IFN-y)] cytokine response in
lymphoid organs such as the spleen, thymus, lymph nodes and also liver of rats.
Methods: Fourty wistar rat were included in the study. Four groups included control and treated with gavage ethanol 15 d and 30 d respec-
tively. For measurement of oxidative stress in the lymphoid tissues were determined using lipid peroxidation and protein oxidation, intra-
cellular antioxidant status were assayed glutathione (GSH) levels and glutathione peroxidase (GP), glutathione reductase (GR), glutathione
S transferase (GST), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) activity and TH1 cytokine responses were assayed TNF-a, IL-2, IFN-y lev-
els.
Results: In lymphoid tissues and liver of 10-30 d old offsprings of gavage ethanol-administrated pregnant rats, levels of lipid peroxidation
and protein oxidation were established a significant increased and in intracellular antioxidant capacity markedly decrased levels of GSH,
GP, GR, CAT, SOD and GST activities were increased in all tissues. In TH1 responses, TNF-a levels were increased but IFN-y levels were
decreased in both of groups. IL-2 levels were decreased in 10 day offsprings. No change in IL-2 levels were found in 30 day offspring.
Conclusion: Ethanol metabolism causes oxidative stress not only in liver but also in lymhoid organs. Oxidative stress produced by the toxic
injury plays an important role in this response through up-regulation of inflammatory cytokines.
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Ikol alinimi tim diinyada gittikge artan sosyo-me-

dikal 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir. Ali-
nan alkoliin tirine, miktarina ve siresine gore karaci-
ger basta olmak tizere tim sistemler tzerine toksik etki-
lidir ve organizmada degisik hastalik tablolari olustura-
bilir. Bu hastaliklarin baginda alkolik karaciger hastali-
g1, siroz, pankreatit, gastrointestinal kanamalar, karaci-
ger, solunum ve sindirim sistemi kanserleri gelmektedir
[1]. Bu bilgilere ilaveten bircok deneysel hayvan model
ve insan calismalarinda etanoliin, plasentayi kolayca
gecen ve fetal dokulara ulasabilen teratojenik bir ajan
oldugu gosterilmistir. Hamilelik sirasinda tiiketilen ma-
ternal etanolln fetiiste olusturdugu intrauterin gelisim
bozuklugu, merkezi sinir sistemi ve beyin fonksiyon bo-
zukluklari ve malformasyonlari, kalp ve iskelet sistemi
anormallikleri gibi bircok klinik bulgulari iceren toksik
cevaplar fetal alkol sendromu (FAS) adi altinda toplan-
mistir [2].

Son yillarda yapilan calismalar, alkol alinimina bag-
Ii olarak gozlenen bu hastalik tablolarinin patogenezin-
de, serbest radikaller ve reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
asiri artist, azalan hicresel antioksidan miktari sonucu
bircok dokuda 6zellikle karacigerde artan oksidatif stre-
sin onemli bir rolt oldugu ileri strtilmektedir [3]. Gas-
trointestinal yoldan hizla emilen etanoliin yaklasik
%901 karaciger dokusunda baslica lg yolak tizerinden
(huicre sitozoltinde bulunan alkol dehidrogenaz, endop-
lazmik retikulumda bulunan mikrozomal enzimler ve
peroksizomlarda bulanan katalaz yolaklar) metabolize
olarak, 6nce asetaldehite (AT) ve sonra asetata okside
olur. Bir mikrozomal enzim sistemi olan P450
2E1(CYP2ET1) alkol gibi birgok toksik maddenin meta-
bolize edilmesinde énemli rol oynarlar. CYP 2E1 akti-
vasyonu ve katalitik dongtist sirasinda olusan alkol me-
tabolitleri 6zellikle AT ve ROS ileri derecede toksik ve
reaktif maddeler olup, metabolik, oksidatif, imminotok-
sik, proinflamatuar ve profibrotik bircok olumsuz olayin
baslamasina sebep olurlar [4]. Asiri AT Gretimi, alkile
olmus ntkleoproteinlerin onariminin inhibisyonuna,
bazi enzimlerin aktivasyonunun azalmasina yol actigi,
mitokondrial hasar sonucu ortamda NADH ve stiperok-
sit anyon artisina bagli olusan lipit peroksidasyonu so-
nucu malondialdehit (MDA) ve 4 hidroksi-2-nonenal al-
dehit (HNE) gibi toksik maddelerin olusumu ve birikimi
bircok ¢alismada not edilmistir [5]. Ayni zamanda kara-
cigerde, gama-glutamil transferaz enziminin uyarilma-
styla glutatyonun (GSH) bir prektirsorii/metaboliti olan
sisteinin artisi da gozlemlenmistir [6].

AT, proteinin ti¢lincti ve dordiinct yapisiyla ve diger
makromolekdillerle etkilesimi sonucu olusan hibrit bile-
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sikler; organizmada neo-antijenler olarak taninir ve hu-
moral ve adaptif hiicresel immun cevaplarin artisina yol
acarak alkol uyarili karaciger hasarina direkt olarak ka-
tildig1 ve bu bozuklugun ilerlemesinde rol oynadigi bir-
cok calismada gosterilmistir [7]. Hem insan hem de
hayvan ¢alismalarinda bu bilesikler dolasim yoluyla ka-
raciger disinda, beyin, pankreas, kas ve kalbi iceren di-
ger dokularda da ulasarak buralarda da depolanabildi-
ginden dolayi bu organlarda etanol uyarili hastaliklarin
gelisim patogenezinde baslica rol oynayabilecegi de
not edilmistir [8].

ROS direkt olarak nuklear kapa B faktor gibi transkri-
pisyon faktorlerini de aktive eder ve interlokin 1 beta
(IL-1,), IL6, IL8 ve Tumor Nekrozis alfa (TNF-a) gibi inf-
lamatuar sitokinlerin salinmasi ve inflamatuar hicrele-
rin infiltrasyonunu arttirarak hticre nekrozuna hatta
hiicre 6limi (apoptosis) ne neden olabilir [9].

Lenfoid dokular viicudu enfeksiyonlara, yabanci
maddelere ve kanser hticrelerine karsi savunmadaki im-
min fonksiyonlarla ve lenfatik sistemlerle iliskilidir
[10]. Bu bilgilere ek olarak, immiin sistem hiicreleri art-
mig ROS tretimi sayesinde bircok 6nemli fonksiyonu
gerceklestirmesinden dolayi antioksidan sistem degi-
simlerine karsi hassasiyet gosterirler [11].

Oksidan/antioksidan denge immin fonksiyonlarin
belirlenmesinde, hiicresel protein ve niikleik asitlerin ve
membran lipit fonksiyonlari ve bittinltgiinin korunma-
sinda, immdin hicrelerin gen ekspresyonunun sinyal
transdiiksiyonunun kontroliinde 6nem tasir [12]. Bun-
dan baska immiin sistem hucrelerin plazma membran-
lar yiiksek oranda doymamis yag asitleri icermektedir
ve bundan dolayi bu hiicrelerde diger hiicrelerden da-
ha yuiksek oranda antioksidan icermektedir [13]. Buna
ragmen maternal etanoliin lenfoid dokular ve antioksi-
dant miktarlar Gizerine etkisini gosteren calisma bulun-
mamaktadir.

Sitokinlerin gesitli karacigerde cesitli fonksiyonlari
diizenleyici rolu oldugu bilinse de, karaciger disinda fe-
tal lenfoid dokularin da sitokinlerin potansiyel bir kay-
nagi olup olmadigini ve etanol uyarili oksidatif strese
bagli doku hasari mekanizmasindaki roltinti de arastir-
mak istedik. Bundan dolayi bu galismamizda lenfoid
dokularda oksidatif stres tayini icin lipid peroksidasyo-
nu ve protein oksidasyonu, hticre ici antioksidan diizey-
lerini tespit icin glutatyon (GSH) miktari, Glutatyon pe-
roksidaz (GP), Glutatyon rediktaz (GR), Glutatyon S
Transferaz (GST), katalaz (CAT), Siper oksit dismutaz
(SOD) aktivitesi, olctldiu. TH1 sitokin cevaplarin ince-
lenmesi icin Tiimér Nekrozis alfa (TNF-a), interl6kin-2
(IL-2), interferon gama (IFN-y) seviyeleri 6lciildii.
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E. Ince ve ark.

Gerec ve Yontem

Calismamizda kontrol ve gavaj etanol uygulanmig
a/a disi Wistar albino sicanlarin 10 ve 30 glnltk yavru-
larindan;

1. Kontrol gebelerin 10 gtinlik yavrulart (n=10)
(C10)

2. Kontrol gebelerin 30 ginlik yavrulari (n=10)
(C30)

3. Gavaj Etanol uygulanan gebelerin 10 giinlik yav-
rulart (n=10) (G10)

4- Gavaj Etanol uygulanan gebelerin 30 gtinlik yav-
rulart (n=10) (G30)

Olmak tzere 4 grup olusturuldu. Siganlar 21+2 °C
deki odalarda hepsi ayni isik periyotlarinda birakildi.
Yavrular anne siti ve adli-bidum yemle beslendiler.
Gavaj yontemi uygulanan gruba 2 ay boyunca giinde kg
basina 6 g gelecek sekilde %30 etanol verildi. Bu uygu-
lamalarin ardindan gebe birakildilar ve gebelik stresin-
ce de etanol verilmesine devam edildi. Kandaki etanol
diizeyleri KANGA 3 MTH yontemiyle olcildi.

TH1(TNF-q, IL-2 , IFN-y) Sitokin Degisimleri

Gebelik suresi bitiminden 10 ve 30 guinliik yavrula-
rin kuyruklarindan alinan ventz kan orneklerinde;
THT(TNF-a, IL-2 , IFN-a) diizeyleri Elisa yontemiyle ta-
yin edildi.

Oksidatif Stres Olgiimiinde Kullanilan Biyokimyasal
Belirleyiciler

Homojenizasyon: Calismamizda kontrol, ve gavaj
yontemi uygulanmis anne ve 10 ve 30 gtinlik yavrula-
rinin timus, lenf, karaciger, ve dalak dokulari alindiktan
sonra 0.15 M KCl ile yikandi. Dokular lipit peroksidas-
yonu ve GSH diizeyini, GP, GR, GST, GS aktivitesini 6l-
ctimlerini incelemek amaciyla; 0.15 M KCI, 0.125 M
NaH2POs ve NazHPO4, 20 mmol Tris (pH 7.4) ile pro-
tein oksidasyonu degerlerini saptamak icin; HEPES (10
mmol/L, pH 7.4) icine NaCl (137mmol/L), KCIl (4.6
mmol/L), KH2PO4 (1.1 mmol/L), MgSO= (0.6 mmol/L),
leupeptin (O.STg/mL), peptasin (0.7pg/mL), fenil metil
stlfonil florit (40 pg/mL), aprotinin (0.5 pg/mL) ve etil
diamin tetraasetik asit (1.1 mmol/L) iceren soltisyonlar-
la homojenize edildi.

Lipit Peroksidasyonu: Uchiyama ve Mihara’nin yon-
temine gore yapildi [14]. Sonuclar MDA/mg protein
olarak hesaplandi.
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Protein Oksidasyonu: Protein karbonil miktari 2.4
dinitrofenildihidrazin prosedirine gore olgildi [15].
Sonuglar nmol karbonil/mg protein olarak hesaplandi.

Protein Olctimii: Lowry yéntemine gore hesaplan-

di.[16]

Enzimatik ve Non Enzimatik Antioksidan Diizeylerin
Olciimii

Indirgenmis Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Olgiimi:
Beutler metodu uygulandi [17]. Sonuclar nmol/mg pro-
tein olarak hesaplandi.

Glutatyon Peroksidaz (GP) enzim aktivetisini 6l¢i-
mii: Paglia ve Valentin’in yontemine goére yapildi [18].
Sonuglar pmol NADPH/dak/mg protein olarak hesap-
landi.

Glutatyon Rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin ol¢u-
mii: Beutler metoduna gore yapildi [19]. Sonuclar Imol
NADPH/dak/mg protein olarak hesaplandi.

Glutatyon S transferaz (GST) enzim aktivitesinin 61-
¢limd: Habig ve ark.[20]'nin yontemine gore yapildi.
Sonuglar pmol CDNB/dak/mg protein olarak hesaplan-
di.

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin 6l¢timii: Sinha
metoduna gore yapildi [21]. Birim pymol H202/dak/mg
protein olarak hesaplandi.

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesinin 6l¢u-
mti: SOD enzim degerleri Sun ve ark.[22] modifiye etti-
gi metotla belirlendi. SOD aktivitesi unite/gram (U/g)
doku proteini olarak ifade edildi.

Istatiksel analizler: Bitiin bulgular + SE olarak ifade
edildi. Datalarin istatiksel analizlerinde Tukey-Kramer
multiple karsilastirma testini takiben oneway ANOVA
testi uygulandi.

Bulgular

Tablo 1’de gosterildigi tizere TH1 cevaplar kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda; G10 ve G30 gruplarinda
TNF-a degerlerinde anlamli artis gozlendi. IL-2 degerle-
ri, G10 grupta anlamli azalma saptanirken, G30 grupta
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi. G10 ve G30
gruplarinda IFN-y degerleri anlamli azalma gosterdi.
Oksidatif stres dlcimiinde kullandigimiz lipit peroksi-
dasyonu ve protein oksidasyonu kontrol gruplariyla ki-
yaslandiginda, G10 ve G30 gruplarin tim dokularinda
anlamli artis tespit ettik (Tablo 2 ve 3). GSH degerleri,
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Tablo 1. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 giinliik yavrularinda TH1 [Tamor Nekrozis
alfa (TNF-o, interlokin-2 (IL-2), interferon gama (IFN-y)] degerleri.

Gruplar TNF-o (pg/ml) IL-2 (pg/ml) INFy (pg/ml)
Kontrol 10 3.7+1.6 75.4+3.2 850+25
Gavaj 10 6.5+1.8° 63.0+3.2° 520%17¢
Kontrol 30 2.99+0.8 76.0+£3.4 900+10
Gavaj 30 5.54+1.8° 70.0+2.6 640+16°¢

Olciim degerleri, ortalama = SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina go-
re istatistiksel anlamhlik degerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

Tablo 2. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 gtinlik yavrularin dokularinda lipid peroksidasyonu (LPO) (nmol

MDA/mg protein) 6lgim degerleri.

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 1.37+0.45 2.85+0.66 1.12+0.37 2.56+0.68 3.37+1.15
Gavaj 10 3.47+0.89° 6.33+1.02°¢ 2.69+1.1° 7.12+1.23¢ 7.55+2.44¢
Kontrol 30 0.94+0.37 2.37+0.45 1.84+0.71 3.01£1.52 1.37+0.45
Gavaj 30 2.45+0.96° 6.68+1.27¢ 3.19+1.772 7.34+2.78¢ 3.47+1.34¢

Olgiim degerleri, ortalama + SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamlilik de-

gerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

Tablo 3. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 guinltk yavrularin dokularinda protein oksidasyon (nmol karbonil/mg

protein) 6lctim degerleri.

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 1.25+0.66 1.77+0.54 0.54+0.14 0.79+0.48 0.82+0.39
Gavaj 10 3.44+1.67°¢ 3.18+0.74° 1.88+0.54¢ 2.64+1.06P 2.47+0.67°
Kontrol 30 1.86+0.54 2.21+£0.64 1.6+0.73 1.21+0.67 1.11+0.57
Gavaj 30 3.27+1.77° 4.25+0.55% 3.43+1.24b 3.34+1.512 2.25+1.05°

Olciim degerleri, ortalama * SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamhlik

degerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

G10 ve G30 grubun tim dokularinda anlamli derecede
azaldigr gozlemlendi (Tablo 4). Enzimatik antioksidan
dizeylerde ise GP, GR, SOD, CAT aktivasyonu, G10 ve
G30 gruplarinda kontrol gruplarina gore, tim dokular-
da anlamli derecede azalma gorilirken (Tablo 5-8),
GST degerleri her iki grubun tim dokularinda anlamli
artis tespit edildi (Tablo 9).

Tartisma

Etanol metabolizmasi sirasinda hiicrelerde antioksi-
dan savunmanin yetersiz kaligsina bagli olarak agiri ROS
artisi, oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu sonucu ge-
lisen hiicre hasari mekanizmalarinda rol oynayan basli-
ca etyolojik faktordir. Karaciger, etanol oksidasyonu-
nun baslica alanidir ve P450 izoformlari 6zellikle P450
2E1(CYP2ET1) vasitasiyla gerceklesen etanol oksidasyo-
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Tablo 4. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 giinliik yavrularin dokularinda indirgenmis glutatyon (GSH) 6lciim
degerleri (Imol/mg protein).

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 5.25+1.67 34.5+6.65 8.07+2.33 7.86+2.17 4.86+0.94
Gavaj 10 2.01+0.56° 12.5+£3.75¢ 3.25+0.87¢ 3.05+1.02¢ 1.98+0.47¢
Kontrol 30 3.13+0.97 23.6+6.55 7.14+2.55 5.68+1.47 3.76x0.72
Gavaj 30 1.22+0.37°¢ 15.96+4 .4 3.67+0.96°¢ 2.87+0.89° 2.05+0.372

Olciim degerleri, ortalama + SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamlilik de-
gerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

Tablo 5. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 giinltk yavrularin dokularinda glutatyon peroksidaz (GP) aktivitesi
olciim degerleri (imol NADPH/dak/mg protein).

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 8.59+2.33 15.78+5.40 17.6+£5.84 11.2+£2.74 13.5+£3.68
Gavaj 10 3.44+1.31¢ 7.65x1.24° 4.5+0.78¢ 5.18+1.27¢ 4.72+0.93¢
Kontrol 30 10.78+2.42 16.39+6.42 16.67+4.67 13.5+£3.63 15.54+£5.67
Gavaj 30 5.45+0.74° 12.63+4.52° 9.77+1.48b 6.25+1.78¢ 10.61+£3.092

Olgiim degerleri, ortalama + SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamlilik de-
gerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

Tablo 6. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 gtinliik yavrularin dokularinda glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi
olciim degerleri (imol NADPH/dak/g doku).

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 2.66+0.72 1.91+0.63 1.67+0.43 1.81+0.63 0.94+0.26
Gavaj 10 0.85+0.42¢ 0.68+0.37¢ 0.58+0.27¢ 0.75%0.27¢ 0.39+0.8¢
Kontrol 30 3.79%1.23 2.85+0.85 2.25+0.75 2.34+0.66 1.16+0.43
Gavaj 30 1.29+0.36°¢ 1.53+0.61° 0.97+0.27¢ 0.97+0.28¢ 0.66+0.20?

Olciim degerleri, ortalama = SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamlilik
degerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

Tablo 7. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 gutinltk yavrularin dokularinda stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
olcum degerleri (linite/mg protein).

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 2.81+0.54 5.28+1.43 3.31+£0.98 2.42+0.43 3.98+1.19
Gavaj 10 1.26+0.17¢ 2.27+0.68°¢ 1.48+0.29¢ 0.99+0.26° 1.11+0.31¢
Kontrol 30 3.87+0.93 6.79+2.64 4.55+1.56 4.06%1.77 4.19+1.35
Gavaj 30 1.85+0.57¢ 4.07+1.67° 2.02+1.32° 2.06+0.332 1.97+0.48?

Olciim degerleri, ortalama + SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamlilik de-
gerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001
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Tablo 8. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 giinliik yavrularin dokularinda katalaz (CAT) aktivitesi 6lcim deger-

leri (umol H202/dak/mg protein).

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 36.1+£9.27 50.51+15.66 40.4+13.42 35.8+12.33 38.7+£9.22
Gavaj 10 12.42+2.92¢ 22.98+5.72¢ 16.9+5.43¢ 11.8+4.36°¢ 15.2+5.63¢
Kontrol 30 44.67+£11.18 60.87+17.28 49.7+16.88 54.91+17.22 44.69+£10.52
Gavaj 30 22.0+£7.11¢ 37.34+9.65° 28.62+8.65° 39.07+13.242 27.09+6.34°

Olciim degerleri, ortalama + SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamlilik de-

gerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

Tablo 9. Gavaj yontemi uygulanmis gebelerin 10 ve 30 gtinliik yavrularin dokularinda glutatyon S transferaz (GST) aktivite-

si 6lctim degerleri (Imol NADPH/dak/mg protein).

Gruplar Beyin Karaciger Timus Dalak Lenf Nodiilleri
Kontrol 10 8.59+2.33 11.78+5.40 17.6+5.84 11.2+£2.74 13.5+£3.68
Gavaj 10 13.44+1.31¢ 30.65+1.24¢ 34.5+0.78¢ 25.18+1.27¢ 24.72+0.93¢
Kontrol 30 10.78+2.42 16.39+£6.42 16.67+4.67 12.5+£3.63 15.54+5.67
Gavaj 30 15.45+0.74° 32.63+4.52? 39.77+1.48b 26.25+1.78¢° 30.61+3.092

Olgiim degerleri, ortalama + SE olarak tanimlandi. Gavaj 10, kontrol 10 ve gavaj 30, kontrol 30 gruplarina gore istatistiksel anlamlilik

degerleri; a- p<0.05, b- p<0.01, c- p<0.001

nu sonucu artan AT olusumu ve oksidatif stresin karaci-
ger hastaliklarinin patogenezinde rol oynadigi bircok
calismanin sonucunda dogrulanmistir [23]. Artmis lipit
peroksidasyonu; apopitoz ile hiicre yikiminin yani sira,
dokuda stellat hiicre aktivasyonu ve fibroblast ¢cagalma-
si ile kollojen sentezinin artmasina neden olmaktadir
[24]. Calismalarda sadece alkolle fibrosisin ve sirozun
gelistirilemedigi belirtilmektedir [25]. Bu nedenle calis-
mamizda histopatolojik degisiklikler yerine, alkoliin
olusturdugu hiicre hasari ve oksidatif stresin degerlendi-
rilmesi planlanmuistir.

Bizim calismamizin sonuglari, 6nceki calismalari
destekledigi gibi, etanol uyarili oksidatif hasarin yalniz-
ca karaciger dokusunda degil, etanoliin metabolize
edilmedigi lenfoid dokularda da olustugunu gostermek-
tedir. Bununla birlikte, etanoliin membran ve proteinler
tzerine direkt etkileri de bulunmaktadir. Etanol, cesitli
iyon kanali, nérotransmiter ve sinyal proteinlerinin hid-
rofobik kismina baglanarak fonksiyonlarini da etkiledigi
gosterilmistir [26]. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu,
bircok enzimin yapisal degisimine ve fonksiyonel inak-
tivasyonuna da yol acabilir [25]. Bu goris acisi altinda
protein karbonil gruplarin olusumu diger oksidatif mo-
difikasyonlardan daha buyik miktarlarda gergeklesir.

Bu yiizden, protein karbonil miktarlari oksidatif stres,
yaslanma ve hastaliklar esnasinda protein oksidasyonu
Olcimiinde oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir.
GSH, antioksidan glutatyon enzimlerine substrat olarak
is gormesi, serbest radikal yakalayici 6zellige sahip olu-
su ve protein sulfidril gruplarin korunmasinda, protein
ve DNA sentezinde ve enzim diizenlenmesinde baslica
rol oynamasi nedeniyle hiicre icin yasamsal 6neme sa-
hiptir [27]. Bircok calismada, GSH’un alkol uyarili do-
ku hasarinin onariminda rol aldigi, gerek etanol alinimi
gerekse gavaj yontemi uygulanmis bircok deneysel hay-
van model calismalarinda lipit peroksidasyonu artisiyla
beraber anlamli sekilde GSH degerlerinde diistis goz-
lemlenmistir [28].

GSH degisimine bagl olarak antioksidan savunma
sistemi enzimlerinden GP, GR ve GST aktivitesinde de
degisim olmasi muhtemeldir. Calismamizda G10 ve
G30 gruplarinda tim dokularda lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu yaninda, GSH, GP ve GR aktivite-
sinde azalma, GST aktivitesinde artis gozlendi. SOD si-
peroksit radikalleri hidrojen peroksit (H20:) ve oksijen
radikallere dismutasyon yoluyla donusttrir. CAT ve GP
H202'i indirger. Bu ytizden bu enzimler dioksijen araci-
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lara karsi savunmada birbirini destekler bicimde calis-
maktadir. SOD; CAT, GP enzimini, stiperoksit anyonun
neden olabilecegi aktivasyonu azaltma etkisine karsi ko-
rurken CAT ve GP, SOD’1 H202'in neden olabilecegi
inaktivasyona kargi korur. Bu enzim aktivitelerindeki
azalma, bu enzim sistemi arasindaki dengeyi bozar ve
dokularda ROS artisina neden olabilir [29]. Bu bilgilere
ilaveten, lenfoid dokular ytiksek miktarda doymamis yag
asiti icerir, bundan dolay: oksidatif hasara oldukca has-
sasdir. Bundan bagska, bu hassasiyet yeni doganlarin len-
foid dokularinda antioksidan savunma miktarinin az olu-
su ve redoks aktif metal iyonlarin olusumunda artigla da
iliskilidir [30]. Biyolojik sistemlerde, oksidasyon ve infla-
masyonun birbirleriyle baglantili oldugu bilinmesine
ragmen, hamilelik sirasinda alkol alinimina bagli fetis
ve yeni doganlarda doku hasari olusumunda, oksidatif
stres olusumu ve siokin salinim cevaplari arasindaki bag-
lantiyr arastiran ¢alisma sayisi azdir [31]. Artmis TNF-a,
IFN-y, IL-1 ve IL-12 miktarlari endotoksemiyle olusan
hasar tizerine ¢ok onemli rolleri oldugu 6nceki calisma-
larda bildirilmistir [32]. Karacigerde en etkili immiin-ef-
fektor olan kupffer hiicreleri inflamatuar aracilara karsi
cevap olarak TNF-a ve diger proinflamatuar sitokinleri
uretir. TNF-a, alkol uyarili karaciger bozuklugunun geli-
siminde 6nemli rol oynamaktadir. Kupffer hicreleri
TNF-a Uretimi icin baslica kaynaktir, akut ve kronik al-
kol calismalarinda TNF-a dretiminin oksidatif stresle
olan iliskisine dikkat cekilmistir [33]. Bir TNF indksiyo-
nu hepatik inflamasyonunda olusan en erken olaylardan
biri olarak dustinilmektedir, inflamatuar hiicrelerin he-
patositleri etkileyip onlarin oldirilmesini tetikleyen di-
ger bir sitokin selalesini uyarir ve fibrinogenesisi iceren
yara-iyilestirici cevaplari baglatir [34]. IFN-y immin ce-
vapla ilgili bitiin hiicre tiplerini etkileyen immuinregula-
tor sitokinler arasinda 6zel bir yeri bulunmaktadir. IFN-y
fonksiyonlarinin en énemlisi makrofaj ve notrofiller tara-
findan sitokinler salinimini diizenler. IFN-y, TNF-o sen-
tezini arttirir, IL-10 sentezini azaltir [35]. Bu bilgilere ila-
veten, alkole bagl karaciger bozukluklarinin %75’inde
interlokin (IL) -1,6,8 ve TNF-a. diizeylerinde artis tespit
edilmistir [36]. Bizim bulgularimizda da TH1 yanitin ka-
raciger ve lenfoid dokularda artan oksidatif strese paralel

ey

olarak degistigi gozlemlendi.

Calismamizdaki bulgular, bu faktorlerin islevinin
yalnizca karacigerde sinirli olmayip, karaciger hicrele-
rinden salinip, dolasim yoluyla ekstra hepatik doku ha-
sarl mekanizmalarina da katildigi, antioksidan kapasite-
sinin azalmasina bagl olarak, immin cevaplarin degis-
tigi hipotezini desteklemektedir [37].

92

Kaynaklar

1.

10.

11.

12-

13-

14.

15.

Albano E. Alcohol, oxidative stress and free radical
damage. Proc Nutr Soc 2006;65:278-290.

David P, Subramaniam K. Prenatal alcohol exposure
and early postnatal changes in the developing nerve-
muscle system. Birth Defects Res A Clin Mol Teratol.
2005;73: 897-903.

Arteel GE. Oxidants and antioxidants in alcohol-
induced liver disease. Gastroenterology 2003;124:
778-790.

Lu Y, Cederbaum Al. CYP2E1 and oxidative liver
injury by alcohol. Free Radic Biol & Med
2008;44:723-738.

Wu D, Cederbaum Al. Oxidative stress and alcoholic
liver disease. Semin Liver Dis 2009;29:141-154.

Rouach H, Fataccioli V, Gentil M et al. Effect of chron-
ic ethanol feeding on lipid peroxidation and protein
oxidation in relation to liver pathology. Hepatology
1997;25:351-355.

Mottaran E, Stewart SF, Rolla R et al. Lipit peroxidation
contributes to immune reactions associated with alco-
holic liver disease. Free Rad Biol & Med 2002;32:38-
45,

Tuma DJ. Role of malondialdehyde-acetaldehyde
adducts in liver injury. Free Radic Biol Med 2002;32:
303-308.

Cao Q, Mak KM, Lieber CS. Dilinoleoyl-
phosphatidylcholine decreases LPS-induced TNF alp-
ha generetion in kupffer cells of ethanol-fed rats: res-
pective roles MAPKs and NF kapa B. Biochem Biophys
Res Commun 2002;294:849-853.

Hagymasi K, Blazovics A, Lengyel G, Kocsis I, Feher ).
Oxidative damage in alcoholic liver disease. Eur )
Gastroenterol Hepatol 2001;13:49-53.

Wrona D. Neural-immine reaction: an integrative
view of bidirectional relationship between the brain
and immune systems. ] Neuroimmunol 2006;172:38-
58.

Bauminger S, Peleg S. Changes in immunological
activity of rat lymphoid organs during pregnancy. Clin
Exp Immunol. 1978;32:179-185.

Hatman LJ, Kayden Hs. A high performance liquid
chromatographic method fort he determination of
tocopherol in plasma and cellular elements of the
blood. ] Lipid Res 1979;20:639-645.

Okhawa H, Ohishi N, Yagi K. Assay for lipid peroxides
in animal tissues by thiobarbituric acid reaction. Anal
Biochem 1979;95:351-358.

Levine RL, Garland D, Oliver CN et al. Determination

of carbonyl content in oxidatively modified proteins.
Methods Enzymol 1990;186:464-478.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Lowry OH, Rosebov NG, Farr AL, Randall R]. Protein
measurement with the folin phenol reagent. J Biol
Chem 1951;193:265-275.

Beutler E. Red cell metabolism. A manual of biochem-
ical methods. (3’th Edn) Grune&Stratton Newyork
1975;72-131.

Paglia DE, Valentine WN. Studies of the quantitative
and qualitative characterization of erytrocyte glu-
tathione peroxidase. ] Lab&Clin Med 1967;70:158-
168.

Rotruck JT, Pope AL, Ganther HE. Selenium: biochem-
ical role as a component of glutathione peroxidase.
Science. 1973;179:588-590.

Habig WH, Pabst M), Jakoby WB. Glutathione S trans-
ferases. The first enzymatic step in mercapturic acid
formation. J Biol Chem 1974;249:7130-7139.

Shinha AK. Calorimetric assay of catalase. Anal
Biochem 1972;47:389-394.

Marklund S, Marklund G. involvement of superoxide
anion radical in the autooxidation of pyrogallol and a
convenient assay of superoxide dismutase. Eur )
Biochem 1974;47:469-471.

Hoek JB, Pastorino JG. Ethanol, oxidative stres and
cytokine-induced liver cell injury. Alcohol
2002;27:63-68.

Cubero FJ, Urtasun R, Nieto N. Alcohol and liver fibro-
sis. Semin Liver Dis 2009;29:211-221.

Park KJ, Kim HY, Chang BJ, Lee HH. Ameliorative
effects of soy 11S protein on liver damage and hyper-
lipidemia in alcohol-fed rats. Biol Pharm Bull
2004;27:1636-41.

Wilkemeyer MF, Sebastian AB, Smith SA et al.
Antagonist of alcohol inhibition of cell adhesion. Proc
Natl Acad Sci USA. 2000;97:3690-3695.

Rajamani R, Muthuvel A, Senthilvelan M, Sheeladevi
R: Oxidative stress induced by methotrexate alone and
in the presence of methanol in discrete regions of the
rodent brain, retina and optic nerve. Toxicol Lett
2006;165:265-273.

Cerrahpasa Tip Dergisi, 2018, 42(1):86-93

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Kessova IG, Ho YS, Thung S, Cederbaum Al. Alcohol-
Induced Liver Injury in Mice Lacking Cu-Zn-
Superoxide Dismutase. Hepatology 2003;38:1136-
1145.

Brown LA, Harris FL, Ping XD, Gauthier TW. Chronic
ethanol ingestion and the risk of acute lung injury: a
role for glutathione availability? Alcohol 2004;33:
191-197.

Arzate AV, Luna A, Bucio L, Licona C, Clemens DL et
al. Hepatocyte growth factor protects hepatocytes
against oxidative injury induced by ethanol metabo-
lism Free Rad Biol & Med Medicine 2009;47:424-430.

Jampana SC, Khan R. Pathogenesis of alcoholic hepa-
titis: Role of inflammatory signaling and oxidative
stress. World ] Hepatol 2011;27:3:114-117.

Doherty GM, Lange JR, Langstein HN et al. Evidence
for IFN-y as a mediator of the lethality of endotoxin
and tumor necrosis factor-o.. J Immunol 1992;149:
1666-1670.

Szabo G, Mandrekar P, Catalano D. Inhibition of
superantigen-induced T cell proliferation and mono-
cyte IL-1 1, TNF-a, and IL-6 production by acute
ethanol treatment. ] Leu Biol 1995;58:342-350.

Nakatani Y, Fukui H, Kitazawa T, Fujimoto M, Yamao
J, Uemura M. Effect of Alcohol on the Secretion of
Tumor Necrosis Factor-o. by Macrophages in the
Presence of Rat Serum. Alcohol Clin & Exper Res
Suppl 2002;26:81-85.

Nanji AA, Jokelainen K, Rahemtulla A et al. Activation
of Nuclear Factor Kappa B and sytokine imbalance in
experimental alcoholic liver disease in the rat.
Hepatology 1999;30: 934-942.

Shakov AN, Woerly G, Car BD, Ryffel B. Interferon-g
enhances tumor necrosis factor-o. production by
inhibiting early phase interleukin-10 transcription. Eur
Cytokine Netw 1996;7:741-750.

Crapo JD. Oxidative stress as an initiator of cytokine
release and cell damage Eur Respir ] 2003;22: (Suppl
44):4-6.

93





