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SICANLARDA D- GALAKTOZAMINLE OLUSTURULAN
HEPATOSELLULER HASARIN ONLENMESINDE KUPFFER

HUCRESI INAKTIVASYONUNUN ROLU

Evin ADEMOGLU, Cahide GOKKUSU, Bilge OZ*

OZET

Caligmanuzda, galaktozamin (Gal-NHa) uygnlanarak hepatosellisler hasar olugturulan sicanlar-
da spesifik Kupffer hiicresi inaktivatéri olan gadatinyum kloriir' iin (GdCls) hasarin 6nlenme-
sindeki etkilerini inceledik, Alut Gal-NHz (lg/kg) enjeksiyonunu takiben siganlarin plazma
ALT, AST, GGT aktiviteleri ile karacifier lipit peroksit diizeylerinde anlaml artiglar saptan-
magtir, Gal-NH2 uygulamas: siganiarda karacier GPx ve SOD aktivitelerinde kontrollere giire
anlamli bir defisiklife neden olmamugtir, Gal-NHy uygulanarak hepatoselluler hasar ofugturu-
Ian siganlara GdClz (10 mg/kg) verilmesi 48. saate artomg plazma ALT, AST, GGT aktiviteleri
ile karaciger lipit peroksit diizeylerinde bir diizelme saglamarmgtir. Elde ettifimiz sonuglar bi-
ze, Gal-NHz'nin hepatotoksik etkisinde Kupffer hiicre aktivasyonunun rolii olmadigim diiséin-
diirdil.

Anahtar Kelimeler: Gal-NHpy, GdCls, kupffer hiicresi, karaciger hasari

SUMMARY

The role of kupffer cell inactivation in d-galact-osamine induced hepatocellular damage in
rats. In the present study we examined the role of Kupffer cells in galactosamine ( Gal-NHz)
induced hepatitis and also the capabitity of gadalinium chloride (GdCls) -a specific Kupffer
cell inhibitor-to prevent the liver damage in rats
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Following acute Gal-NHz (Lg/kg) injection to the rats, plasma ALT, AST, GGT activities and
liver lipid peroxide levels were increased significantly and the liver GPx, GST ve SOD activi-
ties were not changed in comparision to the controls. GdCla (10mg/kg) administration , in ad-
dition to Gal-NH; did not improve the increased plasma ALT, AST, GGT activities and lipid
peroxide levels in 48.hours. in the rats .

In conclusion, we thought that Kupffer cell activation does not take role in Gal-NH> induced

hepatic injury.

Key Words: Gal-NHz, GdCl3, Kupffer cells, liver damage

GIRIS

Galaktozamin (Gal-NHy), selektif olarak ka-
racigerde metabolize olan bir amino sekerdir
(10, Akut Gal-NH2 uygulamasmimn sicaniar-
da, morfolojik ve biyokimyasal olarak insan-
lardaki viral hepatite benzeyen akut hepatite
neden oldugu gosterilmigtir 11, Gal-NH;
karacigerde tiridin trifosfat havuzunun tii-
kenmesine sebep olarak hizli bir glikojen
kaybina, sitoplazmada Ca birikimesine Ca',
RNA ve proteinler gibi makromoleckiillerin
sentezinde inhibisyona, plazmada ise spesi-
fik karaciger enzimlerinin ve bilirubinin arts-

sina yol agmaktadir (1115, Deney hayvanla-
rinda enjeksiyonu takiben 6 saat icinde kara-
ciferde 6zgiin morfolojik ve biyokimyasal
degisikliklere yol agan Gal-NH, birgcok
maddenin hepatoprotektif etkilerinin arasti-
rilmasina uygun bir ajandir -39,

Karacigerin yerlesik makrofajlar1 olan Kupf-
fer hiicreleri mikroorganizmalar, yabanci
partikiiller ve immun reaktif materyaileri fa-
gosite ederek dolagimdan uzaklagtinihir ),
Kupffer hiicrelerinin biolojik aktiviteleri sa-
dece fagositozla smirli olmaytp interferon-f,
TNF-c, interlokin-1 ve 6 gibi peptit medya-
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torler, prostanoidler ve i6kotrienler gibi ei-
kosnoid tiirevleriyle, siiperoksit (O2) ve nit-
rik oksit (NO) salgilamasinda da rol alrlar.
(1371617 Aktive olmug Kupffer hiicrelerin-
den salgiianan bu biyolojik iirtinlerin  kara-
ciger hasarmdan sorumiu oldugu ileri stiril-
mektedir (351647,

Ote yandan, spesifik olarak Kupffer hiicrele-
rini inaktive eden gadalinyum kloriir
(GdCla) immun sistemin diger elemanlarint
etkilemeyen tek ajandir (3,132024), GdClyiin
siganlarda, karacigeri iskemi reperfiizyon
hasarmndan, endotoksinler, alkol ve karbon
tetrakloriiriin neden oldugu hepatitten koru-
dugu bildirilmigtir (2,6,10,13.15.25), Bu galigma-
larda, GdCls'lin neden oldugu sistemik yan
etkilere rastlanmamasina ragmen, heniiz in-
sanlarda tedavi amactyla kullanitmamaktadir
ve etki mekanizmasi tam olarak aydinlatila-
mamugtir &3,

Caligmamizda, galaktozamin uygulanarak
hepatoselliiler hasar olugturan' siganlarda,
Kupffer hiicrelerinin rollinil ve spesifik bir
Kupfifer inaktivatorii olan GACh'in, olugan
hasarm énjenmesindeki etkilerini incelemeyi
amagladik.

MATERYAL ve METOD

Cahigmamizda ortalama aguliklari 180220 g
olan 20 adet Wistar digi sigan kullanildi. Bu
siganlardan 5 tanesi kontrol grubu 13 tanesi
jse deney gruplarl olarak aynldi

1. Grup (n=5): Siganlar, kuyruk veninden
iek doz 10 mg/kg GdCls enjeksiyonunu taki-
ben 48, saatte sakrifiye edildi.

2. Grup {(n=5): Bu gruptaki siganlar intrape-
ritoneal olarak tek doz 1g/kg D-Galaktoza-
min. HC1 enjeksiyonununu takiben 48. saat-
te sakrifiye edildi.

3. Grup (n=5): Siganlarda kuyruk veninden
tek doz 10 mg/kg GdCls enjeksiyonundan 60
dakika sonra lg/kg D-Galaktozamin, HCI
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intraperitoneal olarak uygulandi ve 48. saat-
te sakrifiye edildi.

Kontrol grubundaki s@anl’afa ise aym ha-
cimlerde %0.9 NaCl enjekie edildi.

GdCls ve D-Galaktozamin HCl enjeksiyon-
larmdan 48 saat sonra bir gece ag birakilan
siganlar, eter anestezisi ile uyutulduktan son-
ra heparinli enjektorlerle kalplerinden kan
srnekleri alindy, karacigerleri hizla gikarila-
rak soguk %0.9 NaCl ile yikand: ve porsi-
yonlara ayrilarak .800C"de sakland1. Bir ki-
sim karaciger ise histopatolojik incelemeler
igin kullanild.

Plazmada Yapilan Incelemeler

Siganlarin plazma ALT, AST ve Gamma-
GT aktiviteleri Biocon (Almanya) kit ile 6l-
ctildi.

Plazma interleukin-lo diizeyleri enzim im-
munassay kitle (Immunotech, Fransa) tayin
edildi.

Karaciger Dokusunda Yapilan Inceleme-
ler

Karaciger postmitokondrial fonksiyonunun
cldesi: Karaciger 0.15 M KCl i¢inde Poiter-
Elvenhjem homojenizatorii ile buz iginde
homojenize edildi (% 5'lik homojenat w/v)
Daha sonra bu homojenatlar +4°C'de,
10000xg'de 20 dakika sentrifiij edilerek mi-
tokondial fraksiyon coktiriildi, postmito-
kondrial fraksiyona olusgturun sitpernatant,
caligmamizda kullanid.

Postmitokondrial fraksiyonda, Tipit peroksi-
dasyonun son {iriinii olan malon dialdehitin
(MDA) sicak ve asit ortamda tiobarbitiirik
asit ile olusturdugu fluorasans spektrofluoro-
metrede (ekstinksiyon 252 nm emisyon 347
nm) okundu (26) Standart olarak 1,1,3,3 tet-
ractoksipropan kullamitdi ve sonuglar nmol
MDA/mg protein olarak ifade edildi.

Postmitokondrial faz glutatyon peroksidaz
(GPx) aktivitesi Paglia ve Valentine'in meto-

269




Sicanlarda D-Galaktozaminle Olusturulan Hepatoselliler Hasarm Onlenmesinde Kupffer Hilcresi inaktivasynnunun Rolii

duna gore Slgiildii 13, Substrat olarak kii-
men hidroperoksit kullanilarak 340 nm'de
1.2 ve 3. dakikalardaki absorbans degisimi
izlendi,

Glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesi,
substrat olarak 1-kioro-2,4, dinitro benzen
kullamlarak Habig ve ark.larin metoduyla
oleiildii ®, Siiperoksit dismutaz (SOD) akti-
vitesi, nitro blue tetrazolimun stiper oksit ra-
dikalleriyle indirgenmesinin SOD tarafindan
inhibe edilmesi prensibine dayanan Sun ve
ark.'larinin metodu ile 6kciildii 23),

Karacifer postmitokondrial raksiyonunda
protein tayini Lowry metodu ile yapild: (14,

Tstatistiki degerlendirmeler Student’s -t test
ile yapildi. Sonuglar ortalama +SD olarak
verildi.

BULGULAR

lerinde yapilan incelemelerden elde edilen
sonuglar Tablo I'de goriilmektedir. Tek doz
GdCl;, plazma interldkin diizeylerinde kont-
rol grubundaki sicanlara gére anlamli bir
azalmaya neden olurken, dlgiilen difer para-
metrelerde antamli bir degisiklik saptanama-
mugtir, Akut Gal-NH; uygulamasi ise sigan-
larda plazma ALT, AST, GGT ve interltkin
diizeyleri ile karacifer GST aktivitesini ve
lipit peroksit diizeylerini anlaml olarak art-
trrmigfar,

Gal-NI'le birlikte GdCly verilen sicantar-
dan elde edilen sonuglar Gal-NH, uygu-
lananlarla kargilagtirddifimda, plazma ALT,
AST, GGT ve interlékin diizeylerinde
anlamli bir degisiklik olmadig saptanmugtir,
Karacigerde ise GPx aktivitesi ile lipit
peroksit diizeylerinde anlamlt bir azalma
goriilmistiir. Histopatolojik incelemeden
elde edilen sonuglar: GdCl; (10 mg/kg)
uygulanan siganlardan 48. saatte elde edilen

histopatolojik bulgular kontrollerden: farkly
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GdCls (10 mg/kg, 1.v), Gal-NH2 (1g/kg, ip)
ve GdCI3+Gal NH; uygulamasindan 48 saat
sonra kesilen siganlarm plazma ve karaciger-

Tablo 1. GdCls (10mg/kp,i.v), GaI;NHz (lg/kg, i.p) ve Gd

degildi, kesitlerde iltihabi infiltrasyon,
nekroz ve safra kanali proliferasyonuna
rastlanmamistir (Resim 1). GdNH:(1g/kg)

Cl3 +(Gal-NH; uygulamasindan 48 saat kesilen stganlarin

plazma ve karaciferlerinden elde edilen sonuclar (Ortalama+SD).
GdCl; Gal-NH; GdCls+Gal NH;
PLAZMA Kontrel (n=5) (n=5) (n=5) .
ALT (U/L) 58.30+6.71 56.70+5.75 434.00£120.84* 455.00+£178.26%
AST(U/L) 101.5048.11 93.65%11.11 627.20£163.31% 782.60£322.05%
GGT (U/L}) 4.1042.96 3.01%£1.32 12.0412.54%% 13.9046.55%**
Interlskin (ng/mi) 12.77+4.99 5.174£1.36%* 32.5747.28%* 26.72£6.73%%
KARACIGER POSTMITOKONRI FRAKSIYONU
GPX _
(U/mgprotein) 1.0820.28 1.15+0.18 [.01+0.11 0.7620.08*
GST
(mU/mgprotein) 544,18+121.12 403.69+54.23 288.78:£58.65%+ 266.921131 49%%
S0D
(U/mg protein) 26.55+1.79 24.60+2 46 22.8942.97 22.06+1.00
MDA
0.59+0.34 0.3920.06 1.3340.31 0.95+0.10v

(nmol/mg protein)

*p<0.001, ¥*p<0.01, *¥*¥p<0.05, GdCly, Gal-NH; ve GdCls+Gal-NH; uygulanan sicanlar konrollerle karsilagtiril-

diginda.

ay<0.001, by<0.05, Gal NH> ve GdCl+Gal-NH, uygulanan sicaniar biribirileri ile kargilasgtinldiginda.
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Resim 1, GdCl3 (10mg/ke) uygnlanan siganlarda 48. saatte elde edilen histopatolojik degigiklikler

uygulamast, baglica periportal alanda olmak
iizere belirgin iltahabi infiltrasyona ve
nekroza neden olmugtur (Resim 2). Gal-
NH.'le birlikte GdCl13 uygulamasi, periportal
ve siniizoidal alanlarda orta siddette iltihabi
infiltrasyona ve kiigiik nekrotik alanlara yol
agrmstir, Ayrica hafif fibrozis ve safra kanalt
proliferasyonu da tesbit edilmistir (Resim
3).

TARTISMA

Karacigerin yerlesik makrofajlar olan Kupf-
fer hiicreleri immun sistemin énemli bir ele-
manidir. Aktive Kupffer hiicrelerinin, sito-
kinler, reaktif oksijen radikalleri ve bazi pro-
teolitik enzimler gibi karacigerin parankimal
hiicrelerinde hasara yol agan sitotoksik
maddeler salgiladign bildiriimigtir 1220,
Son yillarda yapilan galigmalarda, Kupffer
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Resim 3, Gal-NHz'le birfikte GdCl uygulanan siganlarda 48, saatte elde edilen histopatolojik degisiklikler

hiicrelerini spesifik olarak inaktive eden
GdClstiin, alkol, karbon tetrakloriir ve lipo-
polisakkaritlerin neden oldugu doku hasarini
onledigi ileri siiriilmektedir (2:6.10.13,15.25)

Ierinin ise anlamli derecede arttif1 saptan-
mugtir. Olugan bu hasar histopatolojik bul-
gularla da desteklenmisgtir. Ote yandan, Gal-
NH2 (1g/kg) uygulamas1 siganlarda karaci-
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Karacigerde 6zgiin morfolojik ve biokimya-
sal degisikliklere yol agan GdNH:'le olustu-
rulan hepatoselliiler hasarda, lipid peroksi-
dasyonun roliinii inceleyen ¢aligmalann so-
nuglart ¢ekiliglidir, Baz1 arastirrcilar GANT;
le ohugturulan hepatoselliiler hasarda lipit
peroksitlerinin rolii olmadign ileri siirerken
19, Seckin ve ark'lan Gal- NH; metaboliz-
masimn karaciger zar yapisinda olusturdugu
degisikleklere bagh olarak geligsen kalsiyum
birikiminin lipit peroksidasyonunu uyardig:
ve GdNH2'nin karacigerde olusturdugu ha-
sarda bu 1ki uyarinin birlikte rol aldigini ileri
stirmiiglerdir 122, Yaptifimiz literatiir
aragtirmalarinda, karacigerde Gal-NH,le
uyarilmig lipit perokidasyonunda Kupffer
hiicrelerinin roliinii inceleyen bir ¢aligmaya
rastlanamamuigtir,

Calismamizda, akut Gal-NH:2 (1g/kg) uygu-
lamasin takiben si¢anlarda hepatoselluler
hasar olustugu ve plazma ALT, AST, GGT
aktiviteleri ile karaciger lipit peroksit diizey-

ger GPx ve SOD aktivitelerinde kontrollere
gore anlamh bir degisiklife neden olmaz-
ken, GST aktivitesinde anlambh bir azalmaya
yol agmustir. Elde edilen bu sonuglar bize,
Gal-NH2 'nin protein sentezini inhibe ederek
enzimlerin baskilanmasinda etkili olabilece-
gini diigtindiirdd.

Gal-NH; uygulanarak hepatoselluler hasar
olulsturulan siganlara (GdCls (10mg/kg) ve-
rilmesi 48 .saatte artmus plazma ALT, AST,
GGT aktivitelerinde bir diizelme saglama-
mustir. Karacigerde ise GPx aktivitesi ile li-
pit peroksit diizeylerinde anlamh bir azalma
goriilmiistiir.

Elde ettigimiz sonuglar bize, Gal-NHy'le
olusturulan hepatoselliiler hasarda Kupffer
hiicre aktivasyonunun rolti olmadigint dii-
siindiirdii.

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Aragtirma
Fonu tarafindan desteklenmistir. Proje nu-
marast: 933/090597
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