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Ozet: Bu calismada, karbontetrakloriir ile karaciger sirozu olusturulan ratlarda lipid peroksidasyonun gdstergesi olan malondialdehid
(MDA) ve antioksidant savunma sistemindeki degisiklikler incelenerek hastalikla olan iligkileri arastirildi.

Karaciger sirozu, wistar albino erkek ratlara 6 hafta stre ile haftada 3 kez (0,15 gr/100 gr viicut agirligi) karbontetraklortrtn
subkutan olarak verilmesiyle olusturuldu. Karaciger dokusunda Malondialdehid diizeyi Yagi yontemine, glutatyon peroksidaz, glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz, pirlivaz kinaz aktiviteleri ise Beutler yéntemine gére calisildr.

Sirozlu grubun karaciger malondialdehid dlzeyleri kontrol grubunda anlamli derecede ylksek (p<0,05), glutatyon peroksidaz ve
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktiviteleri diisik bulundu (p<0,05). Pirlvat kinaz aktivitesinde istatistik acidan anlamli bir farklilik
saptanamadi (p>0,05).

Sonug olarak; sirozun antioksidant savunma sisteminde degisikliklere ve degisikliklerin de oksidatif stres ve peroksidasyona yol
acabilecedi kanisina varildi.

Anahtar Sézcukler: Siroz, lipid peroksidasyonu, glutatyon peroksidaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, pirtivaz kinaz.

Lipid Peroxidation, Antioxidant Enzymes and Pyruvate Kinase Activity in Rats With Carbon
Tetrachloride-Induced Cirrhosis

Abstract: Changes in the level of malondialdehyde (MDA, a degradative product of lipid peroxidation) and in the antioxidant defense
system in rats with carbon tetrachloride-induced liver cirrhosis were studied, in order to determine whether there is any relation
between these parameters and the disease.

Liver cirrhosis was induced in Wistar-Albino rats by carbon tetrachloride (0.15 gr/100 gr body weight) which was injected
subcutanously three times a week for six weeks. In the liver, the level of tissue malondialdehyde was analysed according to Yagi’s
method; and glutathione peroxidase, glucose-6-phosphate dehydrogenase, pyruvate kinase activities according to Beutler’s method.

The level of liver malondialdehyde in the group with cirrhosis was significantly higher than in the control group (p<0.05). Glutathione
peroxidase and glucose-6-phosphate dehydrogenase activity was significantly lower in the group with cirrhosis than in the control
group (p<0.05). The difference was not statistically significant for pyruvate kinase activity (p>0.05).

Thus, we consider that cirrhosis causes changes in the antioxidant defense system and it can lead to oxidative stress and peroxidation.
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Giris

Kronik karaciger hastaliklari, hepatoselliler hasar ile
karakterize olup, genellikle karaciger fibrozu ve karaciger
sirozu ile sonuglanmaktadir (1). Siroz, Kkaracigerin
anatomik yapisinin fibrozis ve nodillesme sonucu
bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Ilerleyeci ve kronik
bir karaciger hastaligidir. Degisik etiyolojik nedenlerle
ortaya c¢itkan hastaligin seyri etiyolojiye bagimli degildir
(2).

Karbontetraklorur (CCl,), deneysel karaciger sirozunu
oluturmak amaciyla yaygin olarak Kkullanlan ve
prooksidant aktivitesi bilinen bir maddedir (1, 3). CCl,,
hepatik grantlsuz endoplazmik retikulumda (NADPH)-
sitokrom P, elektron transport zincirini kullanan karisik
fonksiyonlu sitokrom oksidaz kompleksi tarafindan
haloalkan serbest radikallerine (CCI, ve CCL0,’)
metabolize edilir (4). Olusan bu maddeler membranlarda
lipid perodkidasyonu baslatarak hepatotoksik CClI,'e yol
acar (5, 6).
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Lipid peroksidasyonu, membranda bulunan (fosfolipid,
glikolipid, gliserid ve sterol yapisinda yer alan)
poliansatire yagd asitlerinin, serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi cesitli Urtnlere yikilmasi
reaksiyonudur. Lipid hidroperoksitlerininn yikimi ile
olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya hiicre
dizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan diffuze olup hucrenin dider bdélimlerine
hasar1 yayarlar. U¢ veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag
asitlerinin peroksidasyonunda tiyobarbitirik asidle
Olculebilen malondialdehid (MDA) meydana gelir. Bu
metod lipid peroksid seviyelerinin 6lciimesinde siklikla
kullanilir. MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif =~ bir indikatori dedildir fakat lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir.
Lipid peroksidasyonu, biyolojik zarlarin 6zelliklerinde
ciddi hicre hasarlarina yol acan degisiklikler yaparak
hastalik patogenezinde ¢nemli bir rol oynarlar (3, 7, 8).

Organizmalar olusan serbest oksijen radikallerinin
hasarina karsi endojen koruyucu antioksidan savunma
sistemlerine sahiptirler (9). Pentoz fosfat yolunun ilk
enzimi olan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz [G-6-PD
(E.C.1.1.1.49)], oksijen sitotoksisitesine Kkarsi hicresel
savunma mekanizmasinda yer alan o6nemli bir
antioksidant enzimdir (10). Glutatyon peroksidaz [GSH-
Px (E.C.1.11.1.9)] eritrositlerde oksidan strese karsi en
etkili antioksidant olup hidrojen peroksit ve lipid
peroksitlein redlksiyonunu Kkataliz eden, tetramerik
yapili, 4 selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir
(11). Pirdvat kinaz (E.C.2.7.1.40) glikolizin son
asamasinda fosfoenolpiriivati, pirivik asite donistiren
bir enzimdir (12).

GSH-Px ve G-6-PD enzimininin organizmada bulunusu
bilhassa Klinik agidan 6nemli olup, GSH-Px ile G-6-PD
aktivitesi cesitli hastaliklara ve fizyolojik durum
degisimlerine bagli olarak normalden sapmalar
gosterebilmektedir. GSH-Px aktivitesindeki azalma,
hidrojen peroksid duzeylerinin yikselmesine ve hiicre
hasarina yol agmaktadir (13, 14).

Galismada; karbontetraklorlr ile kronik Kkaraciger
yetmezlidi olusturulmus ratlarin karaciger dokusunda,
lipid peroksidasyon son urtind olan malondialdehid
diizeyinin siroza bagl degisiminin goézlenmesi ve GSH-Px,
G-6-PD, pirlvat kinaz enzimlerinin toksik bir madde olan
CCl,/den ne olclde etkilendiklerinin incelenmesi
hedeflenmistir.
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Materyal ve Metod

Calismada 180-240 gr agirhiginda Wistar-Albino cinsi
toplam 30 adet erkek rat kullanildi. Ratlar kontrol grubu
(n=15) ve siroz olusturulacak grup (n=15) olarak ikiye
ayrildi. Kontrol grubu olarak kullanilan gruptaki ratlara
haftada 3 kez olmak Uzere 6 hafta slreyle yalnizca zeytin
yagi (olive oil) 0,15 ml/100 gr canli agirlik hesabiyla
subkutan enjekte edildi.

Karaciger hasari olusturulacak ratlarin herbirine 0,15
gr/100 gr canli agirlik olacak sekilde zeytin yaginda 3/4
oraninda (v/v) hazirlanmis karbontetraklorir 6 hafta
boyunca haftada 3 kez olmak Uzere subkutan olarak
uygulandi. Ayni laboratuvar sartlarinda tutulan kontrol ve
deney gruplari 6 hafta sonunda en son yemlemeden 12
saat sonra eter anestezisi altinda kesildi ve karaciger doku
ornekleri alindi. Karaciger dokulari bekletilmeden soguk
serum fizyolojik (%0,9'luk NaCl) ile yikanarak MDA
dizeyi ve enzim aktivitelerinin saptanmasi amaciyla
islendi.

Karaciger dokusunda MDA tayini, Yagi (15)’den
modifiye edilen bir yéntemle spektrofotometrik olarak
yapildi. Bu metod lipid peroksidasyonun aldehid
Urunlerinden biri olan MDA ile tiyobarbitirik asitin
reaksiyonu temeline dayanmaktadir. MDA, tiyobarbitirik
asit ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu
¢Ozeltinin absorbansinin 532 nm’de spektofotometrik
Olcima ile lipid peroksidasyonun derecesi saptanmaktadir.
GSH-Px aktivitesi Beutler (16), pirlvat kinaz aktivitesi
340 nm’de NADH'In azalan absorbans hizinin 6l¢tlmesi
esasina dayanan (17) ve G-6-PD aktivitesi NADP'nin
NADPH'a indirgenmesi esasina dayanan kinetik y&ntem
(18) ile ¢ahsildi. Spesifik aktivite ise U/mg protein olarak
verildi. Doku protein miktari Lowry (19) yontemi ile
yapildi. Sonuglar Mann-Whitney U testi uygulanarak
degerlendirildi.

Bulgular

Tablo 1'de kontrol ve sirozlu ratlarin karaciger dokusu
ortalama MDA duzeyi ve pirlvaz kinaz aktiviteleri
gosterildi. Karaciger dokusunda MDA duzeyi sirozlu
grupta 522,83+257,09 nmol/g protein, Kkontrol
grubunda ise 234,20+76,85 nmol/g protein olarak
saptandi.

GSH-Px, G-6-PD ve pirtvaz kinaz aktiviteleri siroz
olusturulmus grupta sirasiyla 12,70+4,55 U/mg protein,
0,25+015 U/mg protein, 5,12+1,34 U/mg protein
kontrol grubunda ise 23,29+8,00 U/mg protein,
0,43+0,17 U/mg protein, 4,25+1,32 U/mg protein
olarak bulundu.



Tablo 1. Kontrol ve Siroz Olusturulmus Ratlarda MDA Duzeyleri ve
PirGvat Kinaz Aktiviteleri
MDA Pirlvaz Kinaz
n (nmol/g protein) (U/mg protein)
Kontrol 15 234,20+76,85 4,25+1,32
Siroz 15 522,83+257,09 5,12+1,34
p p<0,05 p>0,05

Sirozlu grupta, kontrol grubuna gére MDA diizeyinde
istatistiki olarak anlali artis (p<0,05) gozlenirken, GSH-
Px, G-6-PD aktivitelerinde anlamli bir azalma tespit edildi
(p<0,05) (Tablo 2). Pirlvaz kinaz aktivitesinde ise
kontrol grubuna gére anlamli bir farklilik bulunamadi
(p>0,05).

Tartisma

Oksijen serbest radikalleri ve lipid peroksidasyonu
farkli hepatik yangisal hastaliklarin patogenezinde rol
oynamaktadir (20). Lewis ve Paton (21), slperoksit
radikali ve singlet oksijenin lipid peroksidasyon yoluyla
Karaciger hasari olusturabilecedini bildirmislerdir.

Cluet ve ark. (22) ratlara deneysel olarak 3 gin
streyle fenobarbiton ve CCl, verildiginde CCl,in alken
(etan, pentan) salgisina yol actigini, fakat fenobarbitonun
endojen lipid peroksidasyonda etkili olmadigini
bulmuslardir. Fenobarbiton ve CCl, kombine etki ile
ratlarda karaciger sirozuna neden olmaktadir. Her iki
ksenobiotik, hepatik antioksidant enzim olan Kkatalaz,
GSH-Px  enzimlerini ve lipid peroksidasyonu
etkilemektedir.

Bu calismada sirozlu grupta kontrol grubuna gore
pirtivat Kinaz aktivitesinin degismedigi (p>0,05), ancak
MDA dizeyinin anlamli dlzeyde artarken (p<0.05), GSH-
Px, G-6-PD aktivitelerinin belirgin bir gsekilde azaldigi
gozlendi (p<0,05). CCl'e maruz Kkalan rat
hepatositlerinde MDA olusumu artar ve karacigerde yagli
dejenerasyonla birlikte sentrilobuler nekroz gozlenir (23).
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Tablo 2. Kontrol ve Siroz Olusturulmus Ratlarda GSH-Px ve G-6-PD
Akiviteleri.
GSH-Px G-6-PD
n (U/mg protein) (U/mg protein)
Kontrol 15 23,29+8,00 0,43+0,17
Siroz 15 12,70+4,55 0,25+0,15
p p<0,05 p<0,05

Sirozda olugan lipid peroksidasyonu ve antioksidant
enzimlerindeki degisikliklerin karacigerde meydana gelen
hasarin derecesine bagl oldugu lieri sturilmektedir.
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