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KRONIK ALKOLIK HASTALARDA PROTEIN KARBONIIL SEVIYELERININ BELIRLENMESI
VE DiGER PARAMETRELERLE BIRLIKTE DEGERLENDIRILMESI

OZET
Calismamizin amaci kronik alkol tiketiminin o6nemli bir gdstergesi
olan oksidatif stresin, protein ve lipitler {zerindeki etkisini

arastirmaktir. Calismada oksidatif hasari de§erlendirmek ic¢in alkolizm
tanisi ile Ankara Universitesi psikiyatri kliniginde vyatmakta olan 40
alkolik hasta ile saglikli 20 kisinin kan O6rnekleri spektrofotometrik
yontemle c¢alisilmistir. Lipid peroksidasyon Urtini olan malondialdehit
(MDA) (p<0.05) wve protein karbonil (PCO) diizeyi (p<0.05) kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olarak vylksek
bulunmustur. Calismamizin ikinci bdéluminde glutatyon (GSH) dizeyi hem
kontrol grubu, hem de kronik alkolik hastalarda (p<0.05) arastirilmis
ve 1istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Calismada kronik alkol
kullanimi sonucu artan oksidatif stresin, lipid ve proteinler iizerinde
hasara neden oldugu gorilmius ve alkol kullaniminin diger Dbir
biyomolekiil olan DNA {izerinde meydana getirdidi hasarinda arastirilmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Malondialdehit, Protein Karbonil, Glutatyon,
Alkol, DNA

DETERMINATION OF PROTEIN CARBONYL LEVELS IN PATIENTS WITH CHRONIC
ALCOHOLICS AND EVALUATION TOGETHER WITH OTHER PARAMETERS

ABSTRACT

Investigation of the impact of oxidative stress, of which
chronic alcohol consumption is an important indicator, on proteins and
lipids. In this study, in order to evaluate oxidative damage, blood
samples of 40 alcoholic patients, 1lying in the psychiatry clinic of
Ankara University with the diagnosis of alcoholism, and 20 healthy
people have been worked with spectrophotometric method.
Malondialdehyde (MDA) , lipid peroxidation product, and protein
carbonyl (PCO) levels observed as statistically significantly higher,
compared with the control group (p<0.05). In the second part of the
study, glutathione (GSH) levels were investigated both in patients
with chronic alcoholics and control group and observed as
statistically significant (p<0.05). In the study, the damage on lipid
and protein caused by oxidative stress, increased as a result of
chronic alcohol use, was seen and it was concluded that investigation
of the damage on other biomolecule, DNA, due to alcohol use is needed.
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1. GIRiS (INTRODUCTION)

Alkol tiketimi, karaciger ve karaciger disi dokularda oksidatif
stresi indiikleyerek protein, lipid wve DNA 1{zerinde hasara yol
acmaktadir [1 ve 2]. Alkol tiketimi sonucu 06zellikle karacigerde ve
ekstrahepatik dokularda pro-oksidan ve antioksidan sistemlerindeki
dengenin pro-oksidan lehine bozulmasi sonucu oksidatif hasar gelisir

[3]. Memeli hiicreleri, oksidatif hasardan (toksik kimyasallar ve
selliiler metabolizmanin vyarattidi oksidatif hasardan) en Onemli
endojen sistem olan glutatyon redoks doénglisii ile korunur [4].

Proteinler hiicredeki oksidatif hareketin en o6nemli hedefidir. Protein
oksidasyonu bircok etanol badgintili modifikasyonlardan biri olarak
kabul edilmekte ve Dbu modifikasyonlar, etanolin reaktif oksijen
tirlerini (ROT) artirmasiyla hepatositlerde ve ozellikle
mitokondrilerde protein fonksiyonlarini dedistirmektedir [5]. Lipid
peroksidasyon {irini olan malondialdehit (MDA), protein oksidasyon
drtind olan protein karbonil (PCO) 1ile karsilastirildiginda, protein

karbonil gruplarinin (PCO) oksidatif stres belirteci olarak
kullanilmasinin bazi avantajlari vardir. PCO’in bu avantajlari
arasinda erken doénemde olusmasi ve olusan Urinin uzun siire stabil
olmasi gelmektedir [6]. ROT aminocasit kalintilarini okside ederek
peptid baglarinda ayrilmalara, protein fragmentasyonuna (kiimelenme) ve
proteolizis oranlarinda degismelere neden olmaktadir [7]. Hepatik
hastaliklari olan veya olmayan alkol bagimlisi bireylerde oksidatif
yikimin 6nemli belirtileri oldugunu destekleyen veri sayisi
artmaktadir [8, 9 ve 10]. Alkol tiketimine bagli olarak karacider yapi
ve fonksiyonlarinda Onemli degisiklikler meydana gelmektedir. Bu

sebepten dolayi hepatik vyikimin olup olmadidini anlamak icin y-GT
(GGT) aktivitesi, alanin ve aspartat aminotransferaz (ALT ve AST)
parametreleri kullanilmaktadir [11]. GGT aktivitesi o6zellikle spesifik
bir parametre olup, kronik alkol aliminin bir gdstergesi olarak
siklikla takip edilmektedir [12].

2. CALISMANIN ONEMi (RESEARCH SIGNIFICANCE)

Calismamizda kronik alkol tiiketimi ile serbest radikal olusumun
indiiklenmesi sonucu GGT, ALT ve AST aktivitesinde meydana gelen
degisiklikler ve protein oksidasyonu, lipid peroksidasyonu ve
glutatyon diizeylerinin kontrol grubu ile iliskisinin arastirilmasi
amaclanmaktadir.

3. DENEYSEL YONTEM (EXPERIMENTAL METHOD)

Ankara Universitesi, Tip fakiltesi, Psikiyatri boliminde
alkolizm tanisi ile tedavi gbren 40 hasta ve 20 saglikli kisi calisma
kapsamina alinmistir. Her hastanin kani 5 ml’den az olmayacak sekilde
steril EDTA’l1i tiiplere alinarak, calisma vyapilana kadar +4°C’de
saklanmistir. Oksidatif hasari Dbelirlemek amaciyla O&lc¢limlerde kanin
plazma kismi kullanilmistir. Plazmada protein karbonil tayini ig¢in
Reznick ve Packer’in [13] yoéntemi kullanilmistir. Yontem, plazmadaki
proteinlerin 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklari
rengin spektrofotometrik 6lgumine (Shimadzu Uv-1601 Japan)
dayanmaktadir. Plazmada LPO tayini i¢in tiobarbitiirik asidle reaksiyon
veren maddelerin Olc¢imi yapilmistir. Bu amacla Buege ve Aust’un [14]
yontemi kullanilmistir. Olusan MDA, TBA (tiobarbiitiirik asit) ile pembe
renkli bir kompleks olusturmakta ve bu ¢Ozeltinin absorbansinin 532
nm’de spektrofotometrik olarak oOlcimi ile lipid peroksidasyonunun
derecesi saptanmaktadir. Kalibrasyon egrisi i¢in standart 1,1,3,3-
tetraetoksipropan kullanilmistir. Plazmada TSH tayini ic¢in Sedlak ve
Lindsay’in [15] metodu kullanilmistir. Yontem ELLMAN reaktifinin
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(DTNB) stilfidril gruplari ile redikte olarak nitro merkaptobenzoik
asit anyonu acg¢ik sari renktedir ve plazmadaki silfidril gruplarinin
spektrofotometrik olarak o6lctilmesine dayanmaktadir. Standart olarak
indirgenmis glutatyon kullanilmistir. AST, ALT, GGT Dbiyokimyasal
parametreleri otomatik tahlil laboratuarinda Olc¢ilmiistiir. Gruplarin
birbirinden farkliligi istatistiksel ag¢idan ANOVA, Mann Whitney U
testi ve korelasyon analizi (Pearson korelasyon analizi) vyapilmistir.
Tim hesaplamalarda ve istatistiksel analizlerde SPSS 11.5 versiyonu
kullanilmistir. Bu calisma Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
tarafindan 2004-118 numarali proje kapsaminda desteklenmistir. p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

4. BULGULAR (FINDINGS)

Alkolizm tanisi 1ile tedavi gdren hastalar ile kontrol grubu
karsilastirilmasi ve istatistiksel anlamliliklari Tablo 1, Tablo 2’de
verilmektedir. Lipid peroksidasyonun son uUriindi olan MDA dizeyleri ve
protein karbonil (PCO) dizeyi ve glutatyon (GSH) dizeyi alkolik
hastalarda kontrol grubuna gdre istatistiksel anlamli bulunmustur
(p<0.05). Tablo 3'de ise MDA, TSH ve PCO diizeylerinin yas ve kullanim
yilina gdre korelasyon tablosu verilmektedir.

Kronik alkol kullanimi sebebiyle olusan karaciger
hastaliklarinin biyokimyasal parametreleri olan AST (p=0.035) ve GGT
(p=0.001) dizeylerinde istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmistir.
Ancak ALT dizeyinde istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunamamistir
(p=0.105) (Tablo 2). Sekil 1’de alkol kullanan hastalar ile PCO ve MDA
dizeylerinde bir artis gbdzlenirken, GSH aktivitesi ac¢isindan bir
azalma gorilmektedir.
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Koatrol Alkol
hastalar
Sekil 1. Plazma MDA, TSH ve PCO ortalama diizeylerinin sematik
gosterimi
(Figure 1. A schematic representation of mean plasma MDA, TSH and PCO
levels)

Tablo 1. MDA, TSH ve PCO ortalama diizeylerinin karsilastirilmasi
(Table 1. Comparison of mean MDA, TSH and PCO levels)

MDA (nmol/ml) | PCO (nmol/mg) TSH (umol/1t)
Ort+SS ort+*SS orttSS
Kontrol Grup (n=20) 1,76+0,44 1,74+0,44 358,20+£59,58
Alkolik hasta grubu (n=40) 2,62+x1,27 4,14+1,70 281,70£104,58
P 0,005% 0,001* 0,004*

OrttSS=0Ortalama * Standart sapma
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Tablo 2. Karaciger AST, ALT ve GGT ortalama dizeylerinin
karsilastirilmasi

(Tablo 2. Comparison of mean AST, ALT and GGT levels in liver)

AST (U/1) ALT (U/1) GGT (U/1)

ort*SS ort*SsSsS ortxSS

Kontrol Grup 20.2241.39 | 22.7844.94 | 17.6743.32

Alkolik hasta Grubu | 49.00%£8.65 | 37.24+5.47 | 183.35%£55.02
P 0,008%* 0,105 0,001*
OrtxSS=0Ortalama * Standart sapma

Tablo 3. Yas ve kullanim yilina gdére MDA, TSH ve PCO dizeylerinin

korelasyonu
(Tablo 3. The correlation of MDA, TSH and PCO levels according to age
and year)
MDA TSH PCO
Yas r=0,132 r=-0,202 r=0, 381
p=0,326 p=0,131 p=0,003%*
Alkol kullanim siresi (yil) | r=0,253 r=-0,247 r=0,493
p=0,058 p=0,064 p=0,000%*

5. TARTISMA (DISCUSSION)

Alkol kulanimi sonucu hiicre fonksiyonlarinda farkliliklar ortaya
cikarken oksidan-antioksidan sistemde de Dbircok dedisiklik meydana
gelir. Alkol kullanan hastalarda ciddi karacier hasari olusmasada
oksidatif hasar gbdzlenebilir. Hepatik sitokrom P-450 monooksijenaz

aktivitesinde stimltilasyona eslik eden 1lipid peroksidasyon (LPO)
indeksi olan mikrozomal malondialdehit (MDA) olusumunda artis goritlir
[3 ve 11]. Calismamizda, alkolik hastalarda kontrol grubuna godre

plazma MDA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis (p=0.005)
gorilmistir. Etanol ve asetaldehitin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan
toksik metabolitlerin konjigasyonu ve reaktif oksijen tlrevlerinin
ndtralizasyonu, GSH gibi antioksidanlarin intra ve ekstra hilicresel
icerigini dislirtir. Yapilan calismalarda kronik alkoliklerde plazma ve
eritrosit GSH konsantrasyonlarinin diistigi godzlenmistir. Karacigerde
GSH sentezinin ve saliniminin zayiflamasi bu diisiisiin nedeni olarak
distintilmektedir [16]. Sonuc¢larimiza gdre, hilcre i¢i non-enzimatik
antioksidan ve tiol havuzunun ana bileseni olan rediikte glutatyonun
(GSH) alkoliklerde anlamli derecede (p=0.004) dustigi gdrilmistir.
Alkol alimi sonucu, aminoasit boélge zincirlerindeki direk oksidatif
atakla veya 1lipid peroksidasyonu ya da seker azalmasi sonucu ortaya
cikan protein modifikasyonu, karbonil gruplarinin olusumunu (aldehit
ve keton driinleri) saglar. Kronik alkol tiketimi Dbelirgin olarak

protein karbonil igeridini %$25-%60 oraninda artirmaktadir. Bundan
dolayi, kronik alkol tiketimi hiicresel mekanizma proteinlerinin onemli
bir boéluminde oksidatif hasara sebep olmaktadir [5]. Oksidatif stresin
erken asamasinda olusan ve diJer stres parametrelerine gdre, dolasimda
daha uzun sure kalabilen PCO, guvenilir bir marker olarak
kullanilmaktadair [17 ve 18]. PCO, bu Ozelliklerinden dolayi

calismamizda kullanilmis ve alkol hastalari ve kontrol gruplari ile
karsilastirilmis ve PCO dizeyinde anlamli bir artis (p=0.000)
gorilmistiir. Serbest radikaller proteinledeki tiol (-SH) gruplarinin
oksidasyonuna yol acarak oksidatif protein hasarina neden olur [7, 19
ve 217. Proteinlerdeki tiol gruplari antioksidan fonksiyonunu,
peroksidasyonunu baslatan oksidanlari tutarak godsterir. Boylelikle
lipidler serbest radikallerin oksidatif atadindan korunur [217.
Radikallere bagli protein hasarinin en erken gbzlenebilen belirtisi
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tiol gruplarinin distilfidlere ve oksi asitlere doéniUsUmidir. Glutatyon
ve sistein gibi biyolojik tioller oksidanlarla indiiklenen protein
inaktivasyonunu, ya direk olarak radikallerle reaksiyona girerek ya da
indirekt olarak ©proteinlerdeki serbest tiol gruplari ile geri
donlistimli baglar olusturarak onlerler [19]. Bu bilgilere badli olarak
PCO wve TSH dizeyleri arasindaki bu iliskiyi anlamlandirabilmek
amaciyla vyaptidimiz c¢alismada PCO-TSH arasinda istatistiksel olarak
negatif yoénde (r=-0.330) korelasyon ve anlamli bir iliski (p=0.010)
bulunmustur. TirkoJlu ve arkadaslari [22], kronik alkolizm hastalari
ile vyaptiklar calismada, Dbizim calismamizla uyumlu plazma MDA ve

protein karbonil dizeylerinde anlamli artis gdzlemislerdir.
Calismamizda goérilmistir ki, PCO - MDA arasinda istatistiksel olarak
pozitif yoénde (r=0.323) korelasyon ve anlamli bir iliski (p= 0.012)
bulunmustur. Etanoliin oksijen radikalleri olusturdugu, GSH sentezini

tutup dokulardaki GSH degerlerini tikettidi, MDA dederlerini artirdigi
ve insanlarda ve deney hayvanlarinda anti-oksidatif savunma sistemine
genellikle zarar verdidgi bilinmektedir [23 wve 26]. Bu bilgiler
1siginda yaptigimiz c¢alismada MDA- TSH arasinda istatistiksel olarak
negatif yodnde (r=-0.557) korelasyon ve anlamli bir ilisgski (p= 0.000)
bulunmustur. Hepatik hastaliklari olan veya olmayan alkol bagimlisi
bireylerde oksidatif yikimin O&nemli belirtileri oldudunu destekleyen
veri sayisi artmaktadir [8 wve 10]. Alkol bagimliligi ROS olusumunu
destekler ve antioksidan savunma sistemi bu oksijen tlrevlerini
stuplirmede kullanilair. Bu sebepten dolayi hepatik vyikimin olup
olmadigini anlamak ig¢in GGT, AST, ALT Olc¢ilir. Bu sireg¢ Ozellikle
alkol bagimlisi hastalarda uygulanir. Das ve arkadaslarinin
yvaptiklari c¢alismada, saglikli kontrollerle alkol bagimlisi bireyler
karsilastirilmis ve GGT degerlerinde belirgin bir sekilde yiikselme
gorilmistir (p=0.000). Alkolik hastalarda, AST degerlerinde ise
kontrol gruplari ile karsilastirildiginda yine artis gorilir
(p=0.035). GGT siklikla alkol aliminin belirleyicisi olarak kullanilir
ve GGT’ nin artisini yalnizca kronik alkol alimi belirler [11].

Bu bilgilerin bir sonucu olarak kronik alkol belirleyicisi olan
AST, ALT ve GGT karsilastirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif korelasyon (p=0.000) bulunmustur ve AST (p=0.008) ve
GGT (p= 0.000) dizeylerinde istatistiksel olarak Dbir anlamlilik
géruilmiustir.

6. SONUC VE ONERILER (CONCLUSION AND RECOMMENDATIONS)

Calisma sonuclarimiza gdre kronik alkol kullanimi sonucunda
yapilan deneylerde alkolik hastalar kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda plazma MDA ve PCO diizeylerinde anlamli bir artis,
hilcresel GSH diizeylerinde anlamli bir dislis saptanmistir. Bu verilere
dayanarak kronik alkol kullanimi sonucu meydana gelen oksidatif
stresin lipid ve proteinlerde hasara neden oldudu goriilmiistiir.
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