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ÖZET 

 

Non Alkolik Yağlı Karaciğer Oluşturulmuş Ratlarda Trimetazidin’in Sıcak İskemi 

Reperfüzyon Hasarına Karşı Koruyucu Etkisinin Araştırılması 

 

Amaç: Bu çalışmada; deneysel oluşturulan NAFL modelinde sıcak iskemi reperfüzyona bağlı 

oluşan hasara karşı Trimetazidin’in (TMZ) koruyucu etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  

Gereç ve Yöntem: Çalışmada 32 adet rat kullanıldı. Ratlar; Grup 1 (kontrol grubu, n=6), 

yüksek yağlı diyetle beslenen Grup 2 (Sham grubu, n=6), yüksek yağlı diyetle beslenen ve 

sıcak iskemi/reperfüzyon oluşturulan Grup 3 (n=10) ve yağlı karaciğer iskemi/reperfüzyon 

oluşturulan ve 10 mg/kg oral TMZ uygulanan grup 4 (n=10)  olmak üzere 4 gruba ayrıldı. 

Ratlardan histopatolojik analiz için karaciğer dokusu ve biyokimyasal analiz için kan 

örnekleri toplandı. Serum MDA, NADPH Oksidaz, Cyt-C ve 8-OHdG ölçümleri ELISA, 

MPO ve CAT ölçümleri ise kolorometrik yöntemle gerçekleştirildi.  

Bulgular: Grup 1’e göre, NADPH Oksidaz ve Cyt-C düzeyleri grup 2 ve grup 3’de anlamlı 

olarak artma (p<0,001), grup 4’de ise grup 2 ve 3’e göre anlamlı derecede azalma gösterdi. 

(p<0,001). CAT aktivitesi grup 1’e göre, grup 2 ve 3’de anlamlı olarak azalma (p<0,001), 

grup 4’de ise grup 2 ve grup 3’e göre anlamlı artma gösterdi (p<0,001). MPO aktivitesinin 

grup 1’e göre, grup 2 (p<0,05) ve 3’(p<0,001) de anlamlı olarak arttığı, grup 4’de ise grup 3’e 

göre ise anlamlı olarak düştüğü tespit edilmiştir (p<0,001). MDA ve 8-OHdG düzeylerinde 

ise gruplar arasında anlamlı farklılık gözlemlenmedi (p>0.05). Histopatolojik olarak ise grup 

3’de hücre grupları şeklinde hepatosit hasarı gözlemlenirken,  grup 4’de sinüzoidlerin 

dilatasyonu, inflamasyon ve hepatik plakların yapısal bütünlüğünde grup 3’e göre düzelme 

gözlenmiştir  

Sonuç: Bu çalışmada, TMZ uygulamasının NAFLD’de sıcak iskemi reperfüzyona bağlı oluşan 

oksidatif hasara karşı antioksidan savunma mekanizmasına olumlu yönde artırıcı katkıda 

bulunduğu ve mitokondri bütünlüğünü koruyarak hücrelerin sağ kalımına destek sağladığı 

gösterilmiştir.  

Anahtar Kelimeler:,İskemi/ reperfüzyon hasarı, NAFL, Oksidatif hasar, Trimetazidine     
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ABSTRACT 

 

The Invergation Of the Protective Effect of Trimetazidine Against Hot Ischemia 

Reperfusion Damage in Rats with Non Alcoholic Fatty Liver 

Aim: In this study; it was aimed to investigate the protective effect of Trimetazidine (TMZ) 

against damage caused by hot ischemia reperfusion in NAFL model formed as experimental. 

Material and Method:In this study, 32 rats were used. Rats were separated into 4 groups. 

These groups are group 1 (control group, n = 6), group 2 (sham group, n = 6) that was fed 

with a high fat diet, group 3 (n = 10) that was fed with a high fat diet and warm ischemia / 

reperfusion was created and group 4 (n = 10) that  fatty liver ischemia / reperfusion was 

created and treated with 10 mg / kg oral TMZ. Blood samples for liver tissue and biochemical 

analysis were collected for histopathological analysis from rats. The measurement of Serum 

MDA, NADPH Oksidaz, Cyt-C and 8-OHdG was implemented by ELISA method, and the  

measurement of MPO and CAT was implemented by colorimetric method. 

Finding: Compared to Group 1, NADPH Oxidase and Cyt-C levels of Group 2 and 3 showed 

significantly increase (p <0.001), while in group 4, there was a significant decrease compared 

to groups 2 and 3 (p <0.001) . It was detected that CAT activity decreased significantly in 

group 2 and 3 compared to group 1, (p <0.001) and it significantly increased in group 4 

compared to group 2 and group 3 (p <0.001). It was also detected that MPO activity 

significantly increased in group 2 (p <0,05) and  group 3’(p <0.001) compared to group 1 and 

it significantly decreased  in group 4 compared to group 3 (p <0.001 ).There was no 

significant difference between MDA and 8-OHDG levels (p> 0.05). As histopathological, 

hepatocyte damage was observed in the form of cell groups in group 3, whereas in group 4, 

the improvement was observed in the dilatation of sinusoids, inflammation and the structural 

integrity of hepatic plaques compared to in group 3.  

Conclusion: In this study it was demonstrated that TMZ application has  positively been 

contributing to the antioxidant defense mechanism against oxidative damage developed by hot 

ischemia reperfusion in NAFLD, and has supported the survival of cells by protecting 

mitochondrial integrity. 

 

Anahtar Kelimeler: Ischemia/Reperfusion Damage, NAFL, Oxidative Damage, 

Trimetazidine.    
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1. GİRİŞ 

İskemi reperfüzyon (I/R) hasarı; şok, kalp yetmezliği, doku rezeksiyonu, 

hepatektomi ve organ nakilleri gibi çeşitli tıbbi ve cerrahi girişimler sırasında görülen 

potansiyel olarak ciddi bir durumdur. I/R hasarı, hücre ve doku hasarına neden olan 

karmaşık bir dizi olayı temsil eder. Kan akımı ve oksijenin geçici yoksunluğu 

sonucu, reaktif oksijen türlerinin (ROT), sitokinlerin ve kemokinlerin eşzamanlı 

salınması, yeniden kan akımının sağlanması (reperfüzyon) sırasında kan akışının geri 

dönüşümü ve bunun sonucunda oluşan hücresel ve organsal fonksiyon bozukluğu ile 

adhezyon moleküllerinin seviyelerinin artışı, süreçten sorumlu başlıca 

mekanizmalardır (Andrew ve ark., 2008). 

I/R hasarı iki yönden etkili olmaktadır. Bunlardan birincisi iskemi sırasında, 

dokulara oksijen ve besin maddelerinin iletilemesindeki yetersizlik sonucu hücresel 

adenozin trifosfat (ATP) üretimi azalır ve bunun sonucunda hücreler anaerobik 

solunuma yönelir. Buna bağlı olarak hücre içine kalsiyum (Ca
2+

) girişi artar ve nitrik 

oksit (NO) üretimi azalır, hücre içi pH seviyeleri düşer. Bu durumdan en çok 

etkilenen organel mitokondridir (Kalogeris ve ark., 2016). 

Hücre için asıl hasar ikinci durumda gerçekleşir. Reperfüzyon sonucunda 

ortamdaki ani oksijen miktarındaki artışlar, iskemik ortama uyum sağlamış 

hücrelerin ROT saldırısına karşı savunmasız kalmasına ve reperfüzyona bağlı hücre 

içi pH artışı sonucu, pH bağlımlı fosfolipazların ve proteazların aktifleştirilmesine 

bağlı hücre ölümleri meydana gelir (Lien ve ark., 2003). 

I/R hasarına ilişkin yapılan çalışmalarda, kısa süreli I/R uygulanmasının, uzun 

süreli iskemi durumlarının olumsuz etkilerini hafiflettiği gösterilmiş ve buna iskemik 

ön koşullanma adı verilmiştir. Bu iskemik ön koşullanmayı taklit eden birçok 

farmakolojik ajan kullanılarak çeşitli araştırmalar yapılmasına karşın, I/R hasarının 

önlenmesine yönelik çalışmalarda, ortak bir görüş birliğine varılamamıştır.  
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Non Alkolik Yağlı Karaciğer Hastalığı (NAFLD);  insülin direnci, obezite, 

hiperlipidemi ve oksidatif stres ile ilişkili bir hastalıktır. Bu tanım aşırı miktarda 

alkol tüketimine bağlı olarak gelişen alkolik karaciğer yağlanmasından (AFLD) 

ayırmak için kullanılmıştır. NAFLD’de alkol alımı olmaması ya da az düzeyde alkol 

alınmasına karşı, AFLD’deki komplikasyonların görülmesi bu tanımı zorunlu 

kılmıştır (Li ve ark., 2015). 

NAFLD basit steatozdan, non-alkolik steatohepatit (NASH), fibrozise hatta 

siroza kadar ilerleyen geniş bir klinik durumunun genel adıdır. NAFLD’nin her 

evresinde steatotik karaciğer mevcuttur. Hastalığın mekanizması tam 

aydınlatılamamış olmasına rağmen, metabolik sendrom olarak adlandırılan diyabet, 

obezite, hipertansiyon ve hiperlipideminin eşlik ettiği olgularda sık rastlanılması 

NAFLD  tedavisi için ip uçları sağlamıştır (Evelyn ve ark., 2017). 

 NAFLD’nin artan insidansı karaciğer vericilerinin kullanabilirliğini 

azaltmaktadır. Her ne kadar steatotik karaciğer, nakil için bir karaciğer kaynağı 

olarak kabul edilse de NAFLD mevcudiyeti karaciğer ameliyatından sonra karaciğer 

hasarını şiddetlendirir (Yang ve ark., 2015). Yapılan çalışmalar, steatotik 

karaciğerlerin nakilden sonra normal karaciğerlere göre daha şiddetli akut I/R 

hasarıyla karşı karşıya kaldığını göstermektedir (Luo ve ark., 2011). Bu nedenle 

NAFLD’nin varlığı karaciğer cerrahi girişimleri sonrası morbidite ve mortalite 

riskini arttıran önemli bir unsurdur (Tashiro ve ark.,  2014). 

Trimetazidin (TMZ) anti iskemik bir piperazin türevidir (Nadkarni ve ark.,  

2015). Bu etkisini yağ asidi oksidasyonunun son basamağını kataliz eden 3-ketoaçil-

CoA tiyolazı (3-KAT) inhibe ederek ve sitrik asit siklusu enzimlerinden piruvat 

dehidrogenezı (PDH) doğrudan uyararak yapar (Liu ve ark., 2016). Yapılan birçok 

çalışma TMZ’nin iskemi sırasında ATP miktarını artırdığını, hücre içi pH düzeyinin 

düşmesini engellediği ve hücre içi Ca
2+

 girişini azaltarak mitokondriyal hasar üzerine 

koruyucu bir etkinlik gösterdiğini rapor etmiştir (Beşikçi ve Özkan, 2008). 
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 Buna rağmen, NAFLD olgularında karaciğer cerrahi girişimleri sonucu oluşan 

I/R hasarına karşı TMZ’nin koruyucu etkinliğini üzerine yapılan araştırmalar yetersiz 

görülmektedir. 

Bu çalışmada yüksek yağlı diyet ile NAFL modeli oluşturulmuş ratlarda, 

karaciğer I/R hasarına karşı TMZ’nin koruyucu etkinliğinin araştırılması 

amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. İskemi –reperfüzyon (I/R) 

İskemi; Dokulara kan yoluyla ulaşan oksijen ve besinsel moleküllerin belirli 

bir nedenden ötürü ulaşımının engellenmesi olarak tanımlanmaktadır. Dokulara 

yeterli oksijenin iletilememesi sonucunda, hücreler anaeorobik yolu tercih eder ve 

hücre içi laktat birikimi sonucunda pH düzeyleri düşer (Siemionow ve Arslan, 2004). 

pH’nın düşmesi hücrelerdeki enzim kinetikleri üzerine olumsuz etkiler meydana 

getirir. Bu durumdan en çok etkilenen organellerden birisi de mitokondridir. Hücre 

içi asidoza bağlı olarak mitokondri membran geçirgenliği artar ve sitokrom-c (Cyt-C) 

salınımı oluşur. Bu da apoptozisin başlamasına katkıda bulunur (Wang ve ark., 

2017). Ayrıca iskemi esnasında hücre içi enerji depolarının azalması sonucunda 

Na
+
,K

+
-ATPaz pompasının inhibe olması sonucu, hücre içi Na

+
 ve Ca

+2
 

derişimlerinde artışlar meydana gelir (Green ve ark., 1989). İkincil haberci olarak 

görev yapan nitrik oksit düzeylerindeki değişimler de hücre bütünlüğünü olumsuz 

etkiler (Özkaya ve Koçdor, 2008). 

Reperfüzyon; İskemiye uğramış olan dokunun kan akımı sağlanarak yeniden 

oksijenlendirilmesi olarak tanımlanır (Ortadeveci ve Öz 2017). İskemiye maruz 

kalan dokunun yeniden oksijenlendirilmesi, biriken toksik maddelerin 

uzaklaştırılması ve hücresel enerji düzeylerinin yükselmesi hücreler için hayati önem 

arz etmektedir (Bavarsad ve ark., 2018). Ancak,  aneorbik şartlara uyum sağlamış 

iskemik hücreler,  reperfüzyona bağlı yeniden oksijenlenmesi esnasında pH’nın 

asitlikten alkaliye doğru ani değişimi sonucu pH’a bağlımlı fosfolipazları ve 

proteazları aktifleştirerek hücre ölümlerine neden olmaktadır. Ayrıca iskemik dokuda 

biriken toksik maddeler reperfüzyon esnasında diğer dokulara da ulaşarak oradaki 

hücreler için toksik etkiler meydana getirebilir (Baykara ve Tekmen,  2005). 
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  2.1.1. İskemi ve reperfüzyon hasarında yeralan mekanizmalar 

I/R hasarı altında yatan mekanizmalar, şekil 2.1.’de görüldüğü üzere birbiri ile 

bağlantılı pek çok biyokimyasal yolaktan oluşmaktadır. Bu yolakların birbirini 

tetiklemesi karaciğer gibi önemli organların hücrelerini apoptozise veya nekroza 

yönelterek hücre ölümü ve doku kaybına neden olmaktadır. 

 

EC: endotel hücre, KC: Kupffer hücre, ET: endotelin, TNF-α: tümör nekroz faktör, IL-1: interlökin-1, Cyt-C: sitokrom-C, ROS: 
reaktif oksijen türleri, NO: nitrik oksit, ATP: adenozin trifosfat, XDH: Ksantin dehidrogenaz, XO: Ksantin oksidaz, ICAM: 

Intrsaselüler hücre adhezyon molekülü, VCAM: Vasküler hücre adhezyon molekülü  

 

Şekil 2.1. Hepatik iskemi reperfüzyon hasarında yer alan mekanizmaları 
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  2.1.1.1 pH paradoksu  

Normal oksijenli ortamda, bağ doku oluşumunda önemli görevi olan prolil 

hidroksilaz 2 (PHD2), hipoksi uyarılabilir faktör-1α (HIF-1α)’yı hidroksilleyerek 

yıkımına sebep olur. İskemi sırasında hücrelerin oksijensiz kalması sonucu, prolil 

hidroksilaz 2 (PHD 2) inaktif olur ve HIF-1α’yı hidroksilleyemez. Bunun sonucu 

HIF-1α hücrelerin oksijensiz ortamda yaşamalarına olanak sağlamak için glikolitik 

yol enzimlerinin düzeylerini artırır ve oksijensiz ortamda hücresel faaliyetlerin 

devam etmesini sağlar (Ruthenborg ark., 2014; Fukazawa ve ark., 2016). 

Dokulara oksijen sağlanamaması sonucu anaerobik glikoliz hızı çok artar ve 

glikoliz yolağının son ürünü olan pirüvat, asetil-Co-A yerine laktat’a dönüşür. 

Laktat’ın birikmesi pH’nın sürekli düşmesine ve hücre içi asidoza neden olur. 

İskemiden sonra reperfüzyona geçiş, iskemik ortama alışmış hücreler için büyük bir 

sorundur. Çünkü reperfüzyon sonucu hücre içi pH’nın ani artışları iskemik 

hücrelerde pH’ya bağımlı bazı proteazları aktive ederek hücre ölümlerine bu da doku 

hasarlarına neden olur. Bu durum pH paradoksu olarak bilinir. Yapılan bazı 

çalışmalarda iskemik hücrelerin reperfüzyonu esnasında ortam pH’sının asidik 

tutulması hücre ölümünü azalttığını göstermiştir (Kalogeris ark., 2016). 

  2.1.1.2 Lökosit-endotel hücre etkileşimi 

Dolaşımda lökositler ile endotel hücreleri arasında devamlı bir etkileşim vardır. 

I/R hasarı sonucu lökositlerin, inflamasyon bölgelerine tutunmaları için çeşitli 

faktörler işlev görür. Lökosit endotel etkileşiminde ilk görev alan mekanizma 

selektin ve seleketin ligandları arasında gerçekleşen düşük afiniteli bağlanmadır. Bu 

faktörlerden en önemlisi lektin benzeri adhezyon molekülünün bir üyesi olan P-

selektindir.   Endotel hücrelerinde P-selektin sentezi; ROT, sitokin,  histamin ve 

trombin gibi uyaranların artışı sonucu derhal başlar. Polimorf nüveli lökositlerde 

(PMNL) bulunan P-selektin, P-selektin Glikoprotein (PSGL-1) reseptörü ile 

etkileşerek lökositlerin hücrelere yapışmasına neden olur (Uylaş, 2015).  
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Selektinlerin bu düşük afiniteli bağlantısı, lökositlerin endotel boyunca hızlı bir 

şekilde değil, adeta yuvarlanarak yavaş hareket etmesini sağlar. PMNL aktivasyonu 

sonucunda Lökosit beta2 integrinleri olan CD11/CD18 sentezi artar. Bu integrinler 

CD11a/CD18, CD11b/CD18 ve CD11c/CD18 olmak üzere üç heterodimer şeklinde 

bulunurlar. Beta2 integrinlerin her üç çeşidi, endotel hücrelerinde yer alan hücre içi 

adhezyon molekülüne (ICAM-1) sıkıca bağlanırlar. Ayrıca endotel hücrede yer alan 

vasküler hücre adhezyon molekülü (VCAM-1) de, lökositlerdeki çok geç antijen 4 

(VLA4) aracılığıyla ile bağlanır (Kılınç ve Kılınç, 2003).  

Son aşamada bir başka protein olan trombosit endotel hücre yapışma proteini-1 

(PECAM-1) nötrofillerin endoteller arasında geçişi olayında görev alır. Bu 

mekanizmalar sonucu lökosit adhezyonu ve agregasyonu gelişir. Aktive olmuş 

lökositler daha iç bölgelere doğru göç etmeye başlarlar ve burada lökosit aktivitesi 

sonucu serbest radikal miktarlarında artış, fosfolipaz A2 aktivasyonu sonucu 

araşidonik asit metabolitlerindeki artışlar ve lizozomal enzimlerin serbestleşmesi 

sonucu endotel hasarı ve hücre ölümleri meydana gelmektedir (Gibbins, 2004). 

  2.1.1.3 Nitrik oksit (NO) 

NO, renksiz bir gaz olup, serbest radikal özelliğine sahip basit bir moleküldür. 

1970’li yıllarda sitoplazmik guanilat siklaz enzimini aktive ederek damar düz 

kaslarında gevşemeye neden olduğu bulunmuştur (Evora ve ark., 2012). NO, nitrik 

oksit sentaz (NOS) ailesinin indüklenebilir (iNOS), nöronal (nNOS) ve endotelyal 

(eNOS) izoformları tarafından sentezlenir (Pradhan ve ark., 2018). 

NO, normal fizyolojik şartlarda lökosit adhezyonunu engelleyici, 

vazodilatasyon ve hücre sinyal iletişimi gibi çeşitli rollerde görev alır. NOS 

inhibitörleri tarafından P-selektin düzeylerinin arttırıldığı çeşitli çalışmalarda 

gösterilmesi, NO’in P-selektin sentezini inhibe ettiği düşüncesine yol açmış ve 

histokimyasal yöntemlerle desteklenmiştir (Parakaw ve ark., 2017). Bunun yanında 

başka bir adhezyon molekülü olan VCAM-1’in de NO tarafından baskılandığı 

bildirilmektedir (Khan ve ark., 1996).  
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I/R hasarı sonucu artmış serbest radikaller, NO ile tepkimeye girerek toksik bir 

molekül olan peroksinitrit üretimine neden olurlar. Oluşan peroksinitrit birçok amino 

asidi ve tiyol gruplarını nitrozasyonlayarak, tiyol bağımlı emzimlerin 

inaktifleşmesine neden olur. Örneğin; MnSOD bunlardan biridir. MnSOD’un 

peroksinitrit tarafından nitrozasyonu bu enzimin aktivitesini düşürerek anti oksidan 

savunma mekanizmasına hasar vermektedir. Üç aminoasitten oluşan bir protein olan 

glutatyon, peroksinitritin bu etkilerine karşı koruyucu rol üstlenebilir. Ancak hücreler 

peroksinitrite karşı glutatyonu kullanması sonucunda, hücrelerde indirgenmiş 

glutatyon düzeyinin düşmesine bu da hücrelerin artmış oksidatif strese karşı 

mücadelesinde direnç kaybetmesine neden olur (Megan ve ark., 2014).  

  2.1.1.4. Kompleman sistem 

Kompleman sistem (KS); konağın savunmasında ve inflamatuvar olayların 

düzenlenmesinde görev alan bağışıklık sisteminin bir parçasıdır. Bu sistem normal 

koşullarda veya herhangi bir uyaran olmadığı sürece inaktiftir ve zimojen olan 

30’dan fazla proteini barındırır. Herhangi bir uyaran durumunda ise ilk zimojen 

komponent aktive olur ve kendinden sonraki diğer inaktif komponentleri aktive 

ederek sanki bir şelale kaskadı oluşturur (Hammad ve ark., 2018). 

 KS üç yolla meydana gelir; 

1-  Klasik yol 

2- Alternatif yol 

3- Lektin yolu  

Her üç yolda da amaç Şekil 2.2.’de görüleceği üzere kompenent 5 (C5) 

aktivasyonunu sağlamaktır. Bu her üç yol sonuncunda; opsonizasyon, kemotaksis ve 

membran atak kompleksi ile mikrobiyal ölüm gerçekleşmektedir. KS aktivasyonu 

sonucu üretilen proteinler C3a, C3b, C5a, C5b,C6,C7,C8 ve C9’dur (Ricklin ve ark., 

2010). 
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KS’nin I/R hasarındaki moleküler mekanizması tam olarak çözülememiştir. 

Ancak bu komponentlerden bazıları inflamasyon şiddetini arttırarak I/R hasarına 

katkıda bulunabileceği öngörülmüştür. Bunlardan özellikle C3a ve C5a gibi 

proteinler, opsonizasyon ve membran atak kompleksi gibi etkiler dışında, lökosit 

aktivasyonu, monosit kemoatraktan protein (MCP)- 1, TNF-α, IL-1 ve IL-6 gibi 

moleküllerin üretimini arttırarak, inflamatuvar yanıtın gücünü arttırmaktadır. C5a 

monosit ve nötrofillerde araşidonik asit lipooksijenaz yolağını aktive etmektedir.  

Ayrıca KS aktivasyonu sonucu VCAM-1, ICAM-1, E-selektin ve P-selektin gibi 

birçok lökosit adhezyon molekülünün de sentezi artmaktadır. KS’nin bu etkiler 

sonucu I/R hasarına katkıda bulunduğu düşünülmektedir (Zhudema ve Zhang, 2010). 

 

 

Şekil 2.2. Kompleman sistemin meydana geliş yolakları 
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Nitekim Jaeschke ve ark. (1993), hepatik iskemi öncesi kompleman inhibitörü 

kullanılması durumunda, oksidatif stresin ve nötrofil birikmesinin azaldığı, bunun 

sonucu I/R hasarın düştüğünü bildirmişlerdir. Arumugam ve ark. (2009), yaptığı 

çalışmada ise C5a reseptör inhibitör kullanımı ile hepatik I/R hasarında anlamlı 

azalmalar olduğunu bildirmiştir.  

  2.1.1.5. Sitokinler 

Sitokinler birçok hücre tarafından sentezlenip salınan çok yönlü biyolojik 

fonksiyonları olan polipeptidlerdir. I/R hasarında sitokinlerin aktif rol oynadığını 

gösteren birçok çalışma mevcuttur. Sitokinler proinflamatuvar ve antiinflamatuvar 

etki gösterebilirler. Proinflamatuvar sitokinler arasında en meşhurları TNF-α, IL-1 ve 

IL-6’dır. TNF-α çeşitli uyaranlarla karşı birçok hücre tarafından sentezlenip salınan 

bir moleküldür (Akhorfy ve ark.,  2000). Karaciğer I/R durumunda TNF-α’nın hasara 

katkı mekanizması tam olarak aydınlatılamamış olmasına karşın, TNF-α’nın I/R 

hasarında hücreleri apoptosize yönlendirebileceği veya direkt olarak mitokondri 

üzerinde olumsuz etkiler yaratabileceği düşünülmektedir. Bunun yanında karaciğer 

I/R sonrası TNF-α düzeylerinin arttığı gösterilmiştir (Akdoğan ve ark., 2016). 

IL-1 birçok fonksiyonu olan bir sitokindir. Bunlar arasında makrofaj 

aktivasyonu, prostaglandin sentezi, akut faz proteinlerin ekspresyonu, ICAM-1 ve 

VCAM-1 gibi adhezyon moleküllerinin ekspresyonun arttırması sayılabilir (Altaş ve 

ark.,  2011). 

Yukarıda değinildiği gibi karaciğer I/R hasarında, TNF-α miktarında aşırı 

artışlar olur.  TNF-α da IL-1’in sentezini artırır. Artan IL-1 düzeyleri I/R hasarın 

şiddetini güçlendirebilir. Ayrıca IL-1 makrofajları aktive ederek daha fazla miktarda 

TNF-α salınışına neden olur. IL-6 ise I/R sırasında kupffer hücre aktivasyonuna 

sebep olarak, PMNL’nin endotel hasarı oluşumuna katkı sağlar. Bunun yanı sıra 

hepatositlerden akut faz protein salınışını da arttırır (Xufeng ve ark., 2016; Jaeschke, 

2006). 
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  2.1.1.6. Serbest radikaller 

Serbest radikaller, dış yörüngelerinde ortaklanmamış elektron bulunduran atom 

veya moleküllerdir (Staroverov ve Davidson, 2000). Bu moleküller dış 

yörüngelerindeki elektron açlığını gidermek için vücudumuzda birçok moleküle 

saldırarak, dış yörüngelerinden bir elektron alırlar. Böylece diğer molekülü radikal 

hale getirerek bir dizi zincirleme radikal tepkime meydana gelmesine yol açarlar. Bu 

yüzden serbest radikaller çok reaktiftirler. Bu moleküller anyonik, nötral ve katyonik 

formlarda bulunabilirler (Halliwel, 1994). 

Bu reaktif moleküller biyomoleküllerle etkileşime girmekte vücudumuzda 

protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi yapılara saldırması sonucunda hücre 

membran hasarı, nekroz, apoptoz, yaşlanma ve kansere yol açmaktadır (Kopáni ve 

ark. 2006; Kehler ve Klotz 2015). 

     2.1.1.6.1. Serbest radikal olan moleküller 

Süperoksit anyonu (O2
. -

)  

Süperoksit anyonu (O2
. –

) moleküler oksijenin indirgenmesi sonucu oluşur. 

Moleküler oksijenin indirgenmiş geçiş metallerinden tek bir elektron alması sonucu 

süperoksit anyonu oluşur. Ayrıca, mitokondri elektron taşıma sisteminde moleküler 

oksijene elektron veren molekül, redükte nikotinamid adenin dinükleotidtir (NADH). 

NADH moleküler oksijene elektron verirken kendisi okside forma döner (NAD
+
). 

Süperoksit, her ne kadar bir serbest radikal kabul edilse de çok reaktif olmadığından 

vücuda direkt olarak fazla bir zararı yoktur. Asıl etkisi hidrojen peroksit (H2O2) 

oluşturması ve geçiş metallerinin oksidasyonudur (Cherubini ve ark. 2005). 

            Fe
2+

      +  O2                                   Fe
3+

    + O2
. – 

  

            Cu
+
       +  O2                                  Cu

2+
    + O2

. – 
  

            NADH +  O2                NAD
+ 

 + O2
. – 
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Hidrojen peroksit (H2O2) 

Moleküler oksijenin iki adet hidrojen ile birleşmesi sonucu oluşur. Biyolojik 

sistemlerde H2O2, iki süperoksit molekülünün iki proton alarak ters çevirim 

reaksiyonu sonucu H2O2 ve moleküler oksijen oluşturması sonucu meydana 

gelimektedir (Forman 2016). H2O2 bir serbest radikal değildir. Ancak oluştuğu 

bölgeden daha uzaklara gidebilen ve biyolojik membranlara nüfuz edebilen uzun 

ömürlü bir moleküldür. H2O2 nötrofillerde myeloperoksidaz (MPO) tarafından 

hipokloröz asite (HOCl) dönüştürülür ve geçiş metallerinin oksidasyonu esnasında en 

tehlikeli radikal olan hidroksil (OH
.
) radikali üretimine katkısı olur. (Karabulut ve 

Gülay, 2016).          

              2 O2
. – 

 +  2 H
+        

    
 
                   H2O2  + O2 

Hidroksil radikali (OH
.
)  

Bu radikal biyomoleküller için en zararlı olanıdır. Kısa ömürlü ve çok reaktiftir 

(Zou ve ark., 2017). Atomik yapıdaki oksijen ile hidrojen atomunun birleşmesi 

sonucu oluşur. Oluşumu birçok olayı tetikleyebilir. Bunlardan biri ekzojen kaynaklı 

olan yüksek enerjili gamma radyasyonudur. Bu elektromanyetik dalga su 

molekülündeki O-H bağını kırarak hidrojen atomu ve hidroksil radikali oluşturur.  

Bir diğer yol fenton reaksiyonu olarak anılan ve H2O2’in geçiş metalleriyle etkileşimi 

sonucu hidroksil radikali meydana getirmesidir (Southoin ve Powis, 1998).  

Diğer bir oluşum mekanizması ise H2O2’in tekrar süperoksit anyonu ile 

tepkimeye girmesi sonucu oluşumudur. Bu oluşum da Haber-Weiss reaksiyonu 

olarak tanımlanır (Cheeseman ve Slater, 1993).  

H2O2  + Fe
+2                                              

Fe
+3 

 + OH
.
 + OH

-          
 (Fenton Reaksiyonu) 

 H2O2  + O2
. - 

 
                                             

O2
 
 + OH

.
 + OH

-          
  (Haber-Weiss Reaksiyonu) 
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   2.1.1.6.2. Antioksidan enzimler 

Süperoksit dismutaz (SOD) 

Bu enzim, süperoksit anyonunu H2O2 ve moleküler oksijene dönüştüren 

reaksiyonu katalizler. Böylece O2
. –

 anyonunu etkisiz hale getirirken aynı zamanda 

H2O2 de meydana gelir. SOD’un iki izoenzimi vardır. Bunlar Cu,Zn-SOD
 
izoformu 

sitozolde, Mn-SOD izoformu ise mitokondride bulunur (Kinnula ve ark., 2004). 

         2 O2
.-
 + 2 H

+
          

SOD
            H2O2 + O2 

Katalaz enzimi (CAT)  

Katalaz H2O2’in su ve moleküler oksijene dönüşümünü sağlayan reaksiyonu 

katalizler. H2O2 normal sıcaklık ve nötr pH’da kararlı bir moleküldür, ancak 

reaktifitesi yüksek OH
.
 radikalleri oluşturarak hücre harabiyetlerine neden 

olmaktadır.  Serbest oksijen radikallerinin toksik etkileri üzerine yapılan birçok 

çalışmada, CAT’ın temel antioksidan savunma sisteminin vazgeçilmez bir unsuru 

olduğu göstermiştir (Yüzügüllü ve Ögel, 2012; Venarucci ve ark., 1999). 

 CAT, esas olarak peroksizomlarda, az miktarda da hücre sitozolünde bulunur. 

CAT üç sınıfa ayrılır, ilk iki sınıf HEM içeren gerçek katalazlar olarak 

adlandırılırken, 3. Grup HEM içermeyen manganez katalazları olarak adlandırılır. 

(Chelikani ve ark.,  2004) . 

        2 H2O2              
CAT  

                 2H2O +O2  

I/R hasarı hücrelerde birçok fonksiyonu olumsuz etkileyerek, hücrelerin 

bütünlüğünü ve biyokimyasal düzenini bozarak hücreleri ölüme sürükler. Özellikle 

de bu etkilerini dokuların oksidan-antioksidan dengesini bozarak gösterir. I/R hasarı 

sonucu artmış ROT düzeyleri hücrelerin antioksidan havuzunu tüketir (Liu ve ark.,  

2015). 

 Peroksizomlar, lipit metabolizması için gerekli bir organel olup, çok uzun 

zincirli yağ asitlerini ve mitokondride okside edilemeyen dallı zincirli yağ asitlerini 

β-oksidasyonla parçalamaktadır. Peroksizomlar aynı zamanda hücre içi redoks 

homeostazının idame ettirilmesinden de sorumludur. CAT’ın peroksizomlarda yoğun 
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bulunması, yağlı karaciğer için bir sorun teşkil eder. Çünkü peroksizomlarda sürekli 

yağ oksidasyonu sonucu, H2O2 üretiminde artış meydana gelir, bir süre sonra CAT 

düzeyleri bu artışla baş edemez hale gelebilir (Lingjuan ve ark.,  2017). 

Glutatyon redüktaz  (GSS-R) 

Glutatyon; glutamat, sistein ve glisinden oluşan bir tripeptiddir. Enzim, 

eritrosit, karaciğer ve böbrekte bol bulunur. Prostetik grup olarak 2 adet flavin adenin 

dinükleotit (FAD) içerir. Glutatyonun redükte formu, serbest radikallere proton 

vererek molekülleri etkisizleştirirken, kendisi okside formuna döner (Young ve 

Woodside, 2001). Bu okside glutatyonu yeniden redükte formuna getirmek için GSS-

R enzimi reaksiyonu katalizler ve bu reaksiyon için NADPH’a ihtiyaç duyulur, bu 

reaksiyon için gereken NADPH’ın büyük kısmı pentoz fosfat yolundan elde 

edilmektedir (Reilly ve ark., 1991). 

                                        

    GSSG + NADPH           GSS-R            H  + 2 GSH  +  NAD
+ 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) 

Tetramerik yapıda olan bu enzim selenyum içermektedir. Bu enzim, redükte 

glutatyonun radikalleri etkisiz hale getirmesi sırasındaki reaksiyonu katalizler ve 

reaksiyon sonunda glutatyon okside formuna dönüşür (Cnubben ve ark., 2001).  

GSH-Px’in, fagositik hücrelerde önemli fonksiyonları vardır. Diğer antioksidan 

enzimler birlikte GSH-Px solunum patlaması sırasında serbest radikal hasarına karşı 

fagositik hücrelerin zarar görmelerini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan 

strese karşı en etkili antioksidandır. GSH-Px aktivitesindeki azalma hidrojen 

peroksidin artmasına ve şiddetli hücre hasarına yol açar (Akkuş, 1995).                                

H2O2 + 2 GSH             GSH-Px                 GSSG + 2 H2O     

ROOH +2 GSH          GSH-Px            GSSG  + ROH + H2O     
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   2.1.1.6.3. Serbest radikallerin biyomoleküller üzerine etkileri 

Serbest radikaller çok kararsızdırlar ve kendilerini kararlı hale getirebilmek 

için, yakınındaki elektronca zengin moleküllere ataklar yaparlar ve onlardan elektron 

kopararak bu molekülleri de birer radikale dönüştürüp stabilitesini bozarlar. Şekil 

2.3. de görüldüğü üzere vücudumuzda böyle moleküllerin yapılarının bozulması 

hücre bütünlüğünü kaybedilmesine sebep olur. 

 

 

 

Şekil 2.3. Serbest radikallerin hücresel etkileri 
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Lipit peroksidasyonu 

Çoklu doymamış yağ asitleri (PUFA), elektronca zengin yapılardır ve OH
.
 

radikali için açık bir hedef teşkil ederlerler. OH
. 
radikali yağ asitlerine saldırarak yağ 

asidinin bir metilen grubundan hidrojen atomunu çıkararak H2O şeklinde kendini 

kararlı hale getirir ve artık yağ asidinin kendisi karbon merkezli bir lipit radikaline 

(L
.
) dönüşür. Çift bağ içeren doymamış yağ asitleri ROT /RNS ve oksijen varlığında 

peroksidasyona uğrar. Araşidonik asit (dört çift bağ), linolenik asit (üç çift bağ) ve 

linoleik asit (iki çift bağ) oksidasyona daha yatkındır.  Bu zincir oksidasyon 

reaksiyonu sırasında birkaç lipit molekülü (LH) oksitlenir (Esterbauer ve ark., 1992). 

                         LH     L
. 

 Daha sonra karbon merkezli bu lipit radikali moleküler oksijen ile reaksiyona 

girer ve lipit peroksil radikali (LOO
.
) oluşur. Peroksil de kendisi bir radikal 

olduğundan yakınındaki yağ asitlerinin metilen gruplarına saldırır ve açığa çıkan 

hidrojen atomunu kendi yapısına katarak lipit hidroperoksitlerine dönüşür (LOOH
.
) 

ve böylece zincirleme bir reaksiyon başlamaktadır (Bottje ve ark. 1995).  

                         L
. 
+ O2                                  LOO

.
 

                         LOO
.
 + LH                          LOOH +  L

.
 

LOOH çok dengesiz bir moleküldür bu yüzden hızlıca yıkıma uğrar. Lipit 

peroksidlerin yıkımı sonucunda malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi nonenal gibi 

moleküller meydana gelir ve yine bu moleküllerin de DNA ve proteinlerin yapılarını 

bozucu etkileri vardır (Niki ve ark., 2005). Yağ asitlerinin radikalleşmesi sonucu 

özellikle hücre membran stabilitesini bozulur geçirgenliği artar, hücre içine su ve 

Ca
+2 

girişine bağlı olarak hücre şişer (Spiteller, 2005). 
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Şekil 2.4. MDA oluşumu 

Karaciğerde I/R hasarı sonucu, azalan ATP miktarını yerine koymak için 

mitokondride elektron transport zinciri aktivitesinde artış meydana gelir. Buna bağlı 

olarak üretilen oksijen kaynaklı radikal miktarındaki artışlar, hücre membranında 

lipid peroksidasyon artışlarına neden olarak hücre harabiyetine yol açmaktadır. I/R 

sırasında karaciğerde büyük oranda serbest oksijen radikalleri oluşması ve iskemi 

nedeniyle intrahepatik savunma mekanizmaları düzensizliği, radikallerin etkili bir 

şekilde temizlenmesini sağlayamaz, böylece karakteristik hücre hasarına yol açar ve 

membran lipid peroksidasyonunun metabolik ürünü olan MDA düzeyleri artar. 

MDA, proteinler ve bunların ilgili primer amino grupları arasında bir çapraz 

bağlanma reaksiyonu başlatarak, hücre fonksiyonunun yok edilmesine yol açabilir.  

(Wen-S ve ark.,  2016). 
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Oksidatif hasarın proteinler üzerine etkileri 

Üç boyutlu yapıda tiyol  (–SH) grubu ve doymamış bağ içeren amino asitlere 

sahip proteinler serbest radikallerden daha belirgin etkilenmektedir . Çünkü –SH 

grupları ve doymamış bağlar radikal saldırılara müsaittir. Bu saldırılar sonucunda 

proteinlerde çapraz bağlanma, peptid bağların kırılması, üç boyutlu yapının 

bozulması ve agregasyon görülebilir (Dean ve ark., 1997). Vücudumuzda yer alan 

enzimler de protein yapısında olduğundan yapısal değişim enzimlerde de aktivite 

kayıpları meydana getirmektedir. Ayrıca hücre sinyal iletimindeki  aksaklıklar da gen 

ifadesinin değişmesine neden olmaktadır (Hawkins ve Davies, 2001; Lobo ve ark., 

2010). 

Oksidatif hasarın DNA üzerine etkileri 

Serbest radikaller birçok mekanizma ile DNA üzerinde zincir kırıklarına, DNA 

baz ve şeker modifikasyonlarına neden olur (Cooke ve ark. 2003). OH
. 
radikali hem 

pürin hem de pirimidin bazları ile reaksiyona 8-oksoguanin, 2-oksoadenin ve 5-

hidroksi–metilurasil gibi değişmiş bazlar oluşturabilmektedir (Halliwell ve 

Gutteridge, 2001).  

DNA bazlarının oksidatif hasarının önemli bir sonucu, AT↔GC ve GC↔AT 

değişiminin neden olduğu mutasyondur (Kalyanaraman, 2013). Bu mutasyonlar 

protein gen ifadelerinde değişikliğe neden olabilirler (McDorman ve ark., 2005).  

Mitokondri DNA’sı genomik DNA’ya oranla serbest radikallerden daha çok 

etkilendiği ve bunun nedenleri arasında mitokondiri DNA’sının serbest radikallerin 

daha fazla oluştuğu bölgelere yakın yerleşimli olması ve histonlar tarafından 

korunmadığı, kendini onarma mekanizmasının da sınırlı olması ileri sürülmüştür 

(Lim ve ark.,  2005 ; Lagouge ve Larsson 2013). 

          Guanin bazı Şekil 2.5.’de görüleceği üzere, özelikle OH
. 
radikali ataklarına en 

yatkın olan bazdır. Guaninin 8. poziyonundaki karbon atomuna OH
. 

radikalinin 

saldırısı sonucunda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)  ve 8-hidroksi guanin 

(8-OHGua) oluşur. 
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Şekil 2.5. OH
. 
radikalinin Guanin bazına saldırması 

8-OHdG, oksidize guanin içeren diğer türlerin aksine hücre zarı içinden 

geçebilir, bu nedenle oksidatif stres ile ilişkili hastalıklara sahip hastaların idrarı veya 

serumunda genellikle saptanır (Hsieh ark., 2014) . Birçok çalışmada oksidatif stresle 

ilişkili hastalıklarda artmış 8-OHdG seviyeleri gösterilmiş olsa da, 8-OHdG'nin kesin 

biyolojik rolü belirlenememiştir. Okside edilmiş deoksiguanozin, mutagenez 

indüklemek için oldukça duyarlıdır. Bu nedenle çoğu araştırmacı 8-OHdG'nin 

hücrelerde mutajenik veya zararlı etkilere sahip olabileceğini düşünmektedir (Ock ve 

ark.,  2012). 

8-OHdG'nin bir başka biyolojik önemi, insan kanserlerinde en sık rastlanan 

somatik mutasyonlar arasında yer alan G > T geçişlerini indükleme kabiliyetinden 

kaynaklanmaktadır (Pilger ve Rüdiger,  2006). 

Karaciğer I/R hasarı sonucu, artmış oksidatif stres ve bununla artık baş 

edemeyen tükenmiş antioksidan enzim düzeyleri DNA’nın ROT saldırısına uğraması 

için uygun ortamı sağlayabilir. I/R’nin iskemi ve reperfüzyon safhalarında 8-OHdG 

düzeylerinin yükseldiğine dair bulgulara rastlanmaktadır (Hong ve ark., 2017). 

Oksidatif hasar mekanizması I/R olgusunda merkezi bir rol alarak DNA gibi önemli 

moleküllerin harabiyetine katkı sağlayabilir. Her ne kadar 8-OHdG oksidatif strese 

bağlı gelişen DNA hasarının bir belirteci olarak önemini korusa da, deneysel olarak 

düşük dozlarda 8-OHdG uygulanmasının paradoksal bir şekilde oksidatif strese bağlı 

iltihaplı hastalıklarda hücre savunmasına katkısı olduğunun gösterilmesini bildiren 

çalışma da mevcuttur (Yamagami ve ark.,  2000). 
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Oksidatif hasarın karbonhidratlar üzerine etkileri 

Diyetle alınan glukoz molekülün hücre içine girmesiyle birlikte, glikoliz 

yoluna girerek metabolize olur. Bu metabolik yol esnasında NADH üretim miktarı 

artar. NADH molekülleri elektron taşıma sisteminde ATP üretmek üzere bir dizi 

reaksiyona girer, elektron transport zincirinde (ETS) serbest radikal kaçakları 

meydana gelir. Glukoz miktarındaki artışların, ETS yolundaki artışla paralel olarak 

serbest radikal kaçaklarının  artması oksidatif hasarı şiddetlendirebilir (Green ve ark.,  

2004). 

Ayrıca yüksek glukoz konsantrasyonları, enzimatik olmayan yollarla 

proteinlerin glikasyonuna neden olur (Gillery ve ark., 1988). Vücudumuzda glukoz 

konsantrasyonlarının artmasına bağlı olarak glukoz, sorbitol ve fruktoz üretmek için 

poliol yolu olarak adlandırılan yola girer. Aldoz redüktaz enzimi kataliziyle 

glukozdan sorbitol oluşurken NADPH koenzim olarak kullanılır. Ayrıca NADPH’ın 

poliol yolunda aşırı tüketimi antioksidan savunma sistemini zayıflatmaktadır 

(Maritim ve ark.,  2003).  

 

 

 

Şekil 2.6. Poliol yolu 
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  2.1.1.7. Pürin metabolizması 

Ksantin Oksidoredüktaz (XOR pürin katabolizmasında hipoksantinin, ksantine 

ve daha sonra ksantinin ürik aside hidroksilasyonunu katalizleyen molibdo 

flavoenzimdir. Memeli dokularında XOR enziminin birbirine dönüşebilen iki formu 

mevcuttur. Baskın olan form Ksantin dehidrogenaz (XDH) olup, katalizi için 

elektron alıcısı olarak nikotin adenin dinükleotit (NAD
+
)’a gereksinim duyar iken, 

diğer form olan Ksantin Oksidaz (XO) ise NAD
+
 yerine moleküler oksijeni kullanır 

(Kuwabara ve ark., 2003).  

İskemi sırasında hücre içi hidrojen derişiminin artması hücre içine kalsiyum 

girişini tetikler, aynı zamanda endoplazmik retikulum (ER)’dan da sitozole Ca
2+

 

salınımı artar. Ca
2+

 miktarının hücre içinde artışı, Ca
2+

’a bağımlı proteazları aktive 

eder. Bu proteazlar sonucu baskın olan XDH formu XO dönüşür (Wu ve ark., 2018). 

Ayrıca iskemi sırasında artan ATP yıkımına bağlı olarak adenozin, inozin ve 

hipoksantin düzeyleri yükselir (Özcan ve ark.,  2015). 

İskemi sırasında baskın olan formun XO olması ve ATP yıkımına bağlı XO’ın 

substratı olan hipoksantin miktarının artması, reperfüzyon evresinde büyük bir sorun 

teşkil eder. Şekil 2.7.’de görüleceği üzere reperfüzyon esnasında  artmış oksijen 

seviyeleri nedeniyle XO sürekli bir şekilde moleküler oksijeni kullanarak kataliz 

aktivitesini arttırır (Ajemiah ve ark., 2002). Bunun sonucuna bağlı olarak aşırı 

miktarda O2
.-
 ve H2O2 üretilir. Oluşan O2

.-
 normal koşullarda SOD ve CAT 

enzimleriyle suya dönüştürülür. Ancak I/R hasarına bağlı oksidatif stresin, 

antioksidan havuzu tüketmesi sonucu bu radikaller ortamda birikecektir 

(Magierowski ve ark., 2014). 



22 
 

 

 

Şekil 2.7. İskemi-reperfüzyonda pürin metabolizmasının rolü 

  2.1.1.8. Nikotinamid adenin dinükleotit fosfat oksidaz (NADPH oksidaz)  

Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat Oksidaz (NADPH Oksidaz), moleküler 

oksijenden süperoksit ve hidrojen peroksit üretimine katkı sağlayan multimerik 

transmembran bir enzim kompleksidir (Babior ve ark., 1975). NADPH Oksidaz 

enzimi 20’inci yüz yılın ortalarına kadar sadece solunum patlaması adı verilen, 

vücudun mikropları öldürmesinde moleküler oksijenden süperoksid oluşumunu 

sağlayan bir enzim olarak öngörülmesine rağmen, geniş bir doku dağılımı gösteren 

sadece vücudun savunması değil farklı fizyolojik rollerinin olabileceğine inanılan bir 

enzim kompleksidir (Bedard ve Krause,  2007). 

NADPH Oksidaz enzim ailesi ROT üretimine aşırı katkı sağlar.  ROT 

miktarının artması inflamasyonlara neden olmaktadır, bu da NADPH Oksidaz’ın 

inflamasyon gelişimine katkı sağlayan bir proinfalamatuvar enzim olduğunu 



23 
 

düşündürmektedir (Irani, 2000). Ancak bu enzimin genetik eksikliği sonucunda 

özellikle bakteriyel inflamasyonlarda güçlü bir vücut defans sistemini teşkil eden, 

solunum patlamasının azalmasına bağlı olarak gelişen,  kronik granulamatoz 

hastalığının en yaygın belirtileri arasında olan hiperinflamasyonun görülmesi bu 

enzimin aslında bir anti-inflamatuar enzim olduğunu da düşündürmektedir (Cale ve 

ark.,  2000). 

NADPH Oksidaz’ın özellikle reperfüzyon safhasında aşırı artmış aktivitesi 

oksidatif stresi arttırarak I/R hasarına katkı sağladığını bildiren birçok çalışma 

mevcuttur (Cadenas, 2018; Kleikers ve ark., 2012 ; Simone ve ark., 2014). Şekil 

2.8.’da gösterildiği üzere NADPH Oksidaz’ın I/R sırasında aktivite kazanmasını 

sağlayan unsurlar arasında KS sisteminde yer alan C5a, fosfolipaz A2 aktivasyonu 

sonucu hücre ile etkileşime giren trombosit aktive edici faktör ( PAF) ve araşidonik 

asit metabolizması ürünlerinden lökotrien B4 (LTB4) sayılabilir. Ayrıca iskemi 

sırasında aktif rol oynayan HIF-1α’nın da NADPH Oksidaz’ın aktivitesi için gerekli 

konformosyonel değişikliğine katkı sağlayabileceği düşünülmektedir (Granger ve 

Kvietys, 2015). 

 

HIF-1α: Hipoksi uyarılabilir faktör, LTB4: Lökotrien B4, PAF: trombosit aktive edici faktör, C5a: Kompotent 5a 

 

Şekil 2.8. NADPH Oksidaz’ın iskemi-reperfüzyonda aktivite kazanma 

mekanizması 
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  2.1.1.9 Myeloperoksidaz (MPO)  

MPO, aktive edilmiş nötrofiller, makrofajlar ve monositler gibi insan iltihap 

hücrelerinin granüllerinde bol bulunan bir enzimidir. MPO, benzersiz bir özellik 

göstererek H2O2’den hipoklorik (HOCl) asit oluşumunu katalizleyen ve böylece 

antimikrobiyal ajan olarak vücudun doğal bağışıklık sistemi içerisinde önemli bir 

görev alan enzimdir. Ancak MPO’nun bu yararlı etkileri yanında aktivitesindeki aşırı 

artışlar, serbest radikal miktarlarını da arttırarak doku hasarı, akut ve kronik 

inflamasyon, arteroskleroz gibi birçok hastalığın oluşumundan da sorumlu 

tutulmasına neden olmuş, hatta geliştirilen çeşitli MPO inhibitörlerinin bu 

hastalıkların tedavisi için kullanımı üzerine birçok çalışma yapılmıştır (Malle ve ark.,  

2007; Pasti ve ark., 2015) 

MPO aktivitesi çeşitli fizyolojik durumlarda artar. Bunlardan biride iskemi ve 

reperfüzyondur. Karaciğer I/R’sinde özellikle reperfüzyon aşamasında XO ve 

NADPH Oksidaz enzimlerinin O2
. –

  ve H2O2’in aşırı üretimini teşvik etmesi sonucu 

 endotelyal adezyon proteinlerinin üretimi artmaktadır. Bu durum karaciğer 

dokusunda nötrofil aktivasyonunu ve proinflamatuar sitokinlerin üretilmesini 

tetiklemektedir (Al-Khafaji ve ark.,  2016).   

MPO’un karaciğer I/R sonucu substratındaki aşırı artışlar ve diğer etkenler 

artmış MPO aktivasyonu ile sonuçlanır. Bu durum patojenlere karşı bir savunma 

mekanizmasından öte hücre ve dokular için zararlı bir saldırı haline dönüşebilir. 

Özellikle, kupffer hücreleri reperfüzyon hasarının erken fazında 

(reperfüzyondan 2 saat sonraya kadar) ROS üretiminden sorumlu olduğu 

düşünülmektedir. Kupffer hücreleri ROS ile birlikte TNF-α, IL -1 ve IL-6 gibi 

proinflamatuar sitokin üretir. Bu sitokinler, reperfüzyon hasarının geç evresi 

(reperfüzyondan 6 saat sonra) sırasında nötrofilleri bu bölgelere çekerek 

etkinleştirmekte ve iskemik bölgede doku hasarını arttıran ajanların miktarında artışa 

neden olmaktadır. (Bae ve ark.,  2014). 

 Bu ajanlara bağlı MPO aktivitesindeki artış, serbest radikal üretiminin 

artmasına yol açarak proteinler, nükleik asitler, lipidler ve karbonhidratlar gibi 
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biyomoleküllerin yapısında bozulmaya neden olur. Bu şekilde I/R hasarı,  

ateroskleroz, endotelyal fonksiyon bozukluğu, kardiyovasküler hastalıklar ve diğer 

komplikasyonların gelişmesine neden olabilir (Bojana ve ark., 2016). MPO 

tarafından oluşturulan reaktif ürünler şekil 2.9.’da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.9. MPO tarafından oluşturulan reaktif ürünler 

  2.1.1.10. Apoptozis  

Apoptozis, bir organizmada görevini tamamlamış veya herhangi bir nedenden 

dolayı telafisi olmayacak derecede hasar görmüş hücrelerin kontrollü bir şekilde 

ortadan kaldırılmasını sağlayan programlı hücre ölüm sisteminin genel adıdır. Her ne 

kadar nekroz da bir hücre ölümü olsa da, apoptosizden tamamen farklıdır. Nekrozda 

hücre şişer, membran yapısı bozulur, hücre içine sıvı girişi artar ve DNA rastgele bir 

şekilde parçalanır ve inflamasyona neden olur. Gelişen bu olaylar tamamen 

kontrolsüz bir şekilde ilerler. Apoptozis de ise hücre tam tersine küçülür, membran 

bütünlüğü bozulmaz ve etrafındaki makrofajlar tarafından yutulduğu için herhangi 

bir inflamasyona neden olmaz. Apoptozisin belkide en önemli özelliği, DNA’nın 

rastgele bir şekilde parçalanması yerine belli bölgelerden 180-200 baz çifti ve katları 

şeklinde parçalanmasıdır (Çoşkun ve Özgür,  2011). 
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Apoptozis sırasında kaspaz adı verilen birçok protein grubu işlev görmektedir. 

(Shalini ve ark., 2014). Kaspazlar hücre içinde prokaspaz olarak inaktif şekillerde yer 

alır. Apoptozis sinyalinin verilmesine dayalı olarak aktive olurlar ve birbirlerini 

aktive ederek bir zincir tepkimesi oluştururlar. Apoptozis yolağı birkaç yolla aktive 

edilebilir, bunlar iç ve dış yolaklar olmak üzere iki sınıfa ayrılır. Dış yolakta ölüm 

almaçları sinyalleri alır. Bu yolakta TNFα CD95 ligandına (Fas) bağlanarak süreç 

başlatılır ve kaspazlardan, kaspaz-8 ve kaspaz-10 aktive edilerek zincir tepkime 

reaksiyonları ilerler. İç yolakta ise mitokondri görevi üstlenmektedir. Bu yolak ROT, 

radyasyon ve DNA hasarı sonucu gözlenir.  İç yolakta üç faktör görev alır. Bunlar 

mitokondiri dış membranı üzerinde yer alan sitokrom–C (Cyt-C), apoptotik proteaz 

aktivasyon faktörü (Apaf-1) ve kaspaz-9’ dur (Yazıcı ve ark.,  2009).   

İç sinyal yolağı sonucu mitokondiriden Cyt-C salınır ve Apaf -1 ile birleşir. 

Daha sonra kaspaz-9 bu faktörlere bağlanarak kendi kendini aktivite etmekte ve 

böylece apoptozom denen yapı oluşmaktadır. Cyt-C, mitokondri iç membranında 

bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Mitokondiriden Cyt-C’nin 

sitoplazmaya salınımı hücrenin geri dönüşümsüz olarak apoptosiz mekanizmasına 

yöneltildiğinin bir kanıtıdır (Kagan ve ark., 2009). 

Mitokondiriden Cyt-C salınımı, mitokondri dış membranında yer alan 

proapoptotik ve antiapoptotik özellikler barındıran Bcl-2 ailesi tarafından belirli 

mekanizmalar ile kontrol edilmektedir. Bu aileden Bcl-2 ve Bcl-XL antiapoptotik 

özellik göstererek hücrenin yaşamasına katkı sağlarken, yine bu ailenin üyesi olan 

Bad ve Bax proapoptotik etki göstererek hücreyi ölüme teşvik etmektedir. Bu iki 

grup arasındaki oran apoptosizi belirlemektedir. Apoptoz sinyali alındığında Bax 

aktivite kazanır ve mitokondiri dış membranı geçirgenliği artar, sonuçta Cyt-C 

salınımı olur ve apoptozom oluşumu ile süreç başlar, Bcl-2 ise antiapoptotik etki 

göstererek APaf-1’e bağlanır ve apoptosiz yolağını inhibe eder (Ulukaya,  2011). 

I/R hasarı sonucu nekroz mu yoksa apoptoz mekanizmasının mı aktive 

olduğunu araştıran birçok çalışma mevcuttur. Yapılan çoğu çalışma I/R hasarı 

sonucu apoptosizin daha ağır bastığını göstermektedir (Rüdiger ve ark., 2003; 

Broughton ve ark., 2009; Kroemer ve ark., 2007). Bunun yanında Gujral ve ark. 
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(2001)’nın yaptığı çalışmada karaciğer I/R hasarı sonrası hücrelerde apoptoz ve 

nekrozun eşit dağılım oluşturduğu bilgisi verilmektedir.  

Karaciğer I/R hasarı esnasında hangi nedenlere bağlı olarak apoptosizin 

başladığına dair nihai bir sonuç elde edilmemiş olsa da birkaç neden öne 

sürülmektedir. İlk olarak I/R hasarı esnasında hücrelerden aşırı miktarda TNF-α 

salınmakta bu da apoptozis sinyali oluşturmaktadır. Rüdiger ve Clavien (2002), 

tarafından yapılan bir çalışmada, TNF-α’ın apoptozisi teşvik ettiği gösterilmiştir. Bu 

çalışmada TNF-α’ın salınımının engellenmesi sonucu Cyt-C salınımında ve kaspaz-3 

aktivitesinde azalma olduğu bildirilmiştir. Diğer bir çalışmada ise reaktif oksijen 

türlerinde aşırı artış mitokondri geçirgenliğini artırarak, Cyt-C salınımına, bu da 

apoptozom oluşumuna katkı sağladığı bildirilmiştir. Diğer olası neden I/R hasarı 

esnasında proapoptotoik Bad ve Bax ‘ın gen ekspresyonundaki artışları olduğu ve 

bunun sonucu mitokondiriden Cyt-C salınımının meydana geldiği yönündedir (Wu 

ve Bratton,  2012). 

 

 

Şekil 2.10. Cyt-C salınımı sonucu apoptozis oluşumu 
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2.2. Karaciğer Yağlanması (Hepatosteatoz) 

Karaciğer yağlanması; herhangi bir nedenden ötürü lipit miktarının karaciğer 

ağırlığının % 5’inden fazla olması ya da hepatositlerin % 5’inden fazlasında yağ 

vakuollerinin görülmesi şeklinde tanımlanmaktadır (Satman ve Kocabay, 2006). Bu 

tanım genel bir tanım olmakla birlikte nedenleri açısından çeşitlilik göstermektedir. 

Karaciğer yağlanması, klinik tablo durumuna göre akut karaciğer yağlanması ve 

kronik karaciğer yağlanması olarak sınıflandırılabilir (Sonsuz, 2007). 

 Hepatositler az miktarda yağ içerebilir, ancak bu miktarın aşırı artması 

ilerleyen evrelerde inflamasyona yol açar hatta karaciğer işlev kaybına ve siroza 

kadar ilerleyebilir (Choen ve ark., 2011). Karaciğer yağlanması, alkole bağlı 

karaciğer yağlanması (AFLD) ve alkole bağlı olmayan karaciğer yağlanması 

(NAFLD) olarak ikiye ayrılır. AFLD alkolizme bağlı olarak gelişen inflamasyonun 

eşlik ettiği karaciğer toksik hasarına neden olan bir hastalıktır (Karuna ve ark., 2016). 

NAFLD’de ise alkol tüketimi olmaksızın ya da çok düşük alkol tüketimi 

durumlarında bile, alkol dışındaki etkenlerden kaynaklanan ve karaciğerin 

yağlanması sonucu toksik hasarın meydana gelmesidir (Lakshman ve ark., 2015). 

 NAFLD kendi içinde ikiye ayrılır, sadece yağlanmanın eşlik ettiği ama 

inflamasyonun gelişmediği non-alkolik steatoz (NAS), bir diğeri ise yağlanmaya 

inflamasyonun eşlik ettiği non-alkolik steatohepatittir (NASH). 

 

Tablo 2.1. Karaciğer yağlanma nedenleri 

 

AKUT KARACİĞER YAĞLANMASI KRONİK KARACİĞER YAĞLANMASI 

Reye Sendromu Diyabet 

Toksik Hasar Obezite 

Gebelikte Karaciğer Yağlanması Kronik Alkolizm 

 Hiperlipidemi 

 Metabolik hastalıklar 
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 2.2.1. Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı (NAFLD) 

NAFLD metabolik sendrom olarak adlandırılan diyabet, obezite, hipertansiyon 

ve hiperlipideminin eşlik ettiği olgularda sık rastlanan bir durumdur (Li ve ark.,  

2015). Günümüzde bu hastalık alkolik yağlı karaciğer hastalığından daha fazla 

gözlemlenmekle beraber, kronik karaciğer hastalığının ana nedeni haline gelmiştir 

(Fuchs,  2015).  

 Bu tanım Ludwig ve arkadaşlarının alkol kullanmayan ya da az miktarda alkol 

alan bireylerde, alkolik karaciğer yağlanmasından ayırt edilemeyen benzer biyopsi 

sonuçlarını görülmesi sonucunda ortaya atılan bir terimdir. NAFLD alkole bağlı 

olmayan basit steatozdan non-alkolik steatohepatit (NASH), fibrozise hatta siroza 

kadar geniş bir yelpazeyi kapsayan karaciğer hastalığının temel adlandırılmasıdır ve 

bu kendi içinde alt birimlere ayrılmıştır (Gören ve Fen, 2005). Şekil 2.11. NAFLD 

evrelerini göstermektedir. 

NAFLD hastalarının büyük bir çoğunluğunda, metabolik sendrom 

kriterlerinden en az birisi eşlik etmektedir. Bu kiriterlerin miktarı arttıkça NAFLD 

hastalığının şiddeti ve evrelerinin ilerlemesi de artmaktadır (Adams ve Angulo,  

2005).  NAFLD erişkin bireylerde  % 17-33 sıklığında görülürken, obezite varlığında 

bu oran % 75’lere çıkmaktadır (Çolak ve Tuncer, 2010 ). 

 

 

Şekil 2.11. NAFLD evrelerinin şematik gösterimi (Cohen ve ark., 2011) 
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NAFLD’de biyokimyasal olarak serum Alanin amino transferaz (ALT) ve 

Aspartat amino transferaz (AST) düzeyleri yüksek olmasına karşın, bilirubin, 

albümin ve globülin düzeyleri normaldir. NAFLD’nin ilerleyen evrelerinde ise 

hastalığa insülin direnci de eşlik etmektedir  (Sonsuz ve Baysal, 2011).   

Günümüzde trans-yağ asitleri ve fruktoz tüketiminin artmasıyla birlikte 

NAFLD’li olgularda anlamlı bir artış olduğu bildirilmiştir (Tilg ve Moschen, 2010). 

Şu an gelinen noktada NAFLD olgularını iyileştirme çabası için birçok farmakolojik 

terapinin (Metformin, pioglitazone, pentoksifilin, anjiyotensin blokörleri, E vitamini, 

Statin grubu lipid düşürücüler ve Ursodeoksikolik asit) kullanılmasına karşın henüz 

yeterli bir tedavi yöntemi bulunamamıştır. Önerilen tedavi, düzenli egzersiz ve diyet 

ile insülün direncinin azaltılması olarak sınırlandırılmaktadır (Takahashi ve ark.,  

2015).  

 2.2.2. Non-alkolik steatohepatit (NASH) 

NASH; karaciğerde yağlanmaya inflamasyonun da eşlik ettiği bir durumdur. 

Karaciğerde yağlanma dışında alkole bağlı karaciğer yağlanmasında (AFLD) olduğu 

gibi hepatositlerde, inflamasyon, balonlaşma ve fibrosiz gibi olgular da 

gözlenmektedir (Bettermann ve ark., 2014). NASH’da yağ asiti miktarında aşırı artış 

ile beraber mitokondrinin işlev kaybı, ATP düzeylerinin azalması sonucunda, reaktif 

oksijen türlerinin düzeylerinde ve lipit peroksidasyonunda artışlara sebep olmakta, 

bu da karaciğerde inflamasyon oluşumunu tetiklemektedir (Kara ve Erdal, 2014). 

  2.2.2.1. NASH’ın Etiyolojisi 

Obezite ile NASH arasında çok yakın bir ilişki söz konusudur. Yapılan 

çalışmalarda bu ilişkinin normal kilolulara göre 6 kat fazla olduğu gösterilmiştir. 

Ayrıca obez bireylerin %75’inde karaciğer yağlanması ve bunların %24’ünde NASH 

ve %3-11 arasında da siroz gelişimi gözlenmiştir (Adik, 2016). 

Diabetes mellitus; karaciğer fibrosizi için bağımsız bir risk faktörüdür. 

Normal bireylere göre diyabetik hastalarda NASH oranı yaklaşık %10 ile %75 

arsındadır ve bunun nedenleri arasında insülin direnci ve hiperinsülineminin 

olabileceği düşünülmektedir (Gören ve Fen, 2005). 
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Hipertrigliseridemi; NASH ile güçlü bir ilişki söz konusudur. NASH’lı 

hastaların çoğunda lipit metabolizmasında bozuklar görülmektedir (Browning, 2006). 

Trigliserid düzeylerini düşürücü tedavi alan bireylerde karaciğer fonksiyon 

testlerinin düzeldiği bildirilmiştir (Yalçın ve ark., 2014). 

  2.2.2.2.  NASH’ın Patogenezi 

   2.2.2.2.1.  Çift Vuruş Hipotezi 

Bu teoriye göre, ilk vuruşta önce karaciğerde hafif yağlanma olur. Bu durum 

karaciğerin hasar yapıcı etkenlere karşı daha hassas olmasını sağlar. İkinci darbede 

ise Şekil 2.12.’de görüleceği üzere oksidatif stres, çesitli sitokin ve kemokinlerin 

etkileri karşısında hepatositlerde hasar, inflamasyon ve karaciğerde fibrosiz gelişimi 

görülür (Sonsuz ve Baysal, 2011). 

İlk vuruşta karaciğerin yağlanmasından kasıt, karaciğerdeki total trigliserit 

düzeyleri normalin 3-4 kat üstüne çıkmasıdır. Kolesterol, fosfolipid ve kolesterol 

esterlerindeki artış dikkate alınmamaktadır (Wnag ve ark., 1995). 

 

 

Şekil 2.12. Çift vuruş hipotezinin şematik gösterimi 
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İlk vuruşta karaciğer lipid birikimi birçok etkenden kaynaklanır. Bu etkenler 

arasında insülin direnci, obezite, fruktoz tüketimi ve yağ asidi oksidasyonunun 

azalması gösterilmektedir. İlk vuruş sonrası birçok etkenden dolayı karaciğerde yağ 

asidi birikimi artması, karaciğer için toksik bir durum oluşturur (Engin, 2017). İkinici 

vuruş mekanizması henüz tam olarak aydınlatılamamış olsa da, oksidatif stresin ve 

çeşitli stokinlerin bu mekanizmada rol oynadığı düşünülmektedir (Lonardo ve ark., 

2017; Tacke ve ark., 2009). 

İnsülin Direnci 

İnsülin; pankreasın langerhans adacıklarındaki β hücreleri tarafından üretilen, 

yağ ve karbonhidrat metabolizmalarında anahtar rol oynayan polipeptid yapıda bir 

hormondur. İnsülin direnci;  insülinin dolaşımdaki normal düzeylerine rağmen 

özelikle glukozun insüline bağımlı olarak hücreye alındığı kas ve yağ dokularında 

yeterli yanıtı oluşturamamasına bağlı gelişen bir durumdur. İnsülin direnci sonucu 

kas ve yağ dokularında glukoz alımının azalması kan şeker düzeyinde yükselmelere 

neden olur. Ayrıca glikoneogenezis ve lipolizisi inhibe etme etkisinin düşmesi gibi 

durumlar oluşur. Bu durumu düzeltmek için daha çok insülin salınımı medya gelir. 

Sonuçta kan şeker düzeyi normal tutulmaya çalışılırken, insülin düzeyleri normalin 

2-3 kat üstüne çıkar. Bu süreçte β hücre fonksiyon bozukluğu gelişir ve insülin 

salınımında azalma ile beraber hiperglisemi geşilir (Varman ve Gerald,  2013). 

İnsülin direncinin karaciğer yağlaması üzerine etkileri şöyle sıralanabilir; 

Artmış lipoliz: Normal sağlıklı bireylerde insülin hormonuyla, glukagon ve 

epinefrin hormonları düzenli şekilde çalışarak vücut metabolizmasını dengede 

tutmaktadır. Sağlıklı bireylerde kan glukoz düzeylerinin azaldığı durumlarda yağ 

dokusunda glukoz oranı azaldığından, glukagon ve epinefrin düzeyleri artarak yağ 

dokuda hormona duyarlı lipaz’ı aktive edilir ve buna bağlı olarak yağ dokudaki 

triaçilgliserolleri (TAG) hidroliz edilerek, gliserol ve serbest yağ asitlerini (SYA) 

açığa çıkarır. Oluşan SYA’leri kandaki albumine nonkovalent bağlanarak karaciğere 

taşınır. SYA hepatositlerdeki mitokondriye aktarılarak β-oksidayona uğrarlar ve ATP 

üretimi meydana gelir (Champe  ve ark., 2007). 
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İnsülin direncine sahip bireylerde, kanda yüksek glikoz konsantrasyonlarına 

karşı yağ dokuya glikoz girişi olmadığından, sürekli olarak yağ dokudan TAG 

hidrolizi yapılır ve karaciğer hepatositlerinde aşırı SYA birikimi olur. Ayrıca artmış 

SYA’leri bir kısır döngü oluşturarak insülin etkisiyle kas ve yağ dokuya glikoz 

girişini de azaltır. Glikozun karaciğer hücrelerine girişi artar, karaciğerde glikoz belli 

bir düzeye kadar glikojen sentez yolağına girer, gilikojen sentezlenmesi durduğunda 

artmış aşırı glikoz yağ asitlerinin öncülü olan asetil-KoA oluşumuna ve bunun 

sonucu yağ asiti sentez miktarı artarak hepatositlerde yağ asidi miktarı artar (Vatner 

ve ark., 2015; Sun ve Lazar, 2013). 

Azalmış Lipoprotein lipaz aktivitesi: Lipoprotein lipaz yağ, kalp ve kas dokuda 

kapiller endotelinde bulunan bir enzimdir. Bu enzim dolaşımda bulunan lipoprotein 

partiküllerinde yer alan apo C-II tarafından aktifleştirilerek, lipoproteinlerdeki 

TAG’leri hidrolize eder. Lipoprotein lipazın sentezi ve hücre dışına yönelmesi 

insülin hormonu tarafından düzenlenir. İnsülin direnci olan bireylerde özellikle yağ 

dokuda lipoprotein lipaz sentezinin azalmasına bağlı olarak plazma şilomikron ve 

çok düşük dansiteli lipoprotein (VLDL) düzeylerinin yükselmesine neden olur. 

Karciğer TAG sentezi ile VLDL arasındaki dengenin bozulması da karaciğer yağ 

birikiminin bir başka sebebi olarak görülmektedir (Czyzewska ve ark., 2010). 

Santral Obezite 

Santral obezite, özellikle vücudun karın ve göğüs bölgelerinde aşırı miktarda 

yağ birikmesiyle sonuçlanan bir hastalıktır. Santral obezitenin, karaciğerde lipid 

birikimine etkisi şu şekilde özetlenebilir; peroksizom çoğlatıcı aktifleştirilmiş 

reseptör γ (PPARγ) ve sterol düzenleyici element bağlayan protein 1 (SREBP1), 

normal metabolizma şartlarında yağ doku hücrelerini TAG sentezi ve depolanmasına 

hazırlamaktadır. Ancak obezitede yağ doku hücrelerini TAG ile aşırı dolmuş olması, 

SREBP1 ve PPARγ’nın talebine yanıt oluşmamasına yol açar (Sanal, 2008). Obez 

kişilerin yağ doku hücrelerinde zamanla SREBP1 ve PPARγ miktarlarında azalmalar 

olurken, karaciğer ve kas hücrelerindeki aktivitelerinde artışlar meydana gelir 

(Herman ve ark., 2012). 

Bunun sonucunda, önemli miktarda TAG’ın karaciğer ve kas gibi ektopik 

bölgelerde birikimi olur. Aynı zamanda obeziteye bağlı olarak adipositlerde aşırı 
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TAG birikimi yağ doku inflamasyonuna yol açar. Obez kişilerde, adipositlerin 

makrofajlar tarafından işgal edildiği görülür (Shimobayashi ve ark., 2018). 

 

Tablo 2.2. Obezitenin dokularda meydana getirdiği değişimler 

 

  NORMAL   OBEZ  

 YAĞ 

DOKU 

KARACİĞER KAS 

DOKU 

YAĞ 

DOKU 

KARACİĞER KAS 

DOKU 

PPARγ ifadesi +++    +    + + +++ +++ 

SREBP1 ifadesi +++    +    + + +++ +++ 

Yağ sentezleme ve 

depolama kapasitesi 

+++    +    + + +++ +++ 

İnsülin duyarlılığı +++ +++ +++ +   +    + 

 

Fruktoz Tüketimi 

Meyve şekeri adıyla bilinen fruktoz, şekerli katkı maddesi olarak çeşitli hamur 

işlerinde, alkolsüz içeceklerde ve birçok gıda ürününde tatlandırıcı amaçlı 

kullanılmaktadır. Diyet ile yüksek miktarlarda alınan fruktozun, hepatik insülin 

duyarlılığını azatlmakta, de nova lipogenezi arttırarak karaciğerde lipit birikimine 

neden olduğu düşünülmektedir (Sun ve Empie, 2012). 

Karaciğer dışı dokularda fruktoz da glukoz gibi hekzokinazın substratıdır. 

Ancak hekzokinazın fruktoza ilgisi düşüktür. Fruktoz başlıca karaciğerde metabolize 

olur ve ana enzimi fruktokinazdır. Fruktokinaz, fruktozu 6. karbon yerine, 1. 

karbondan fosforilleyerek fruktoz-1 fosfat oluşumunu katalizler. Fruktoz-1 fosfat, 

fruktoz-6 fosfat gibi fruktoz 1.6 bifosfata çevrilmez. Aldolaz B enziminin 

katalizörlüğünde dihidroksiaseton fosfat ve gliseralaldehite yıkılır. Bu tepkimeler 

glikolizdeki fosfofruktokinaz basamağının bypass edilmesine ve fruktoz 

metabolizmasının glukoz metabolizmasından daha hızlı olmasını sağlar (Tran, 2017). 
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Şekil 2.13. Fruktoz metabolizması  

Hepatositlerde, fruktozun bu hızlı metabolizması sonucu gliserol-3-fosfat ve 

açil koenzim A üretimi artar. Aşırı yüklenmiş fruktoz, hepatik metabolik yükü 

artırarak, mitokondriyumda asetil CoA'nın fazla üretimini teşvik eder. Bu silsile 

sonucunda yağ asidi sentezinde öncül molekül olan hücre içi malonil-KoA 

birikimde artış olur. Karaciğerde lipid metabolizmasının lipogeneze kayması β 

oksidasyonu inhibe eder (Chen ve ark.,  2017).  

 Bunun yanında aşırı fruktoz tüketimine bağlı olarak, oksidatif stresin arttığı ve 

karaciğer kupffer hücre aktivasyonuna neden olduğu bildirilmiştir (Spruss  

ve Bergheim,  2009). Hayvan ve insanlar üzerine yapılan birçok çalışmada; yüksek 

fruktoz diyetinin ince bağırsakta bakteri üremesini teşvik ederek, portal vendeki 

endotoksin düzeylerini arttırdığı ve NAFLD gelişimine katkısı olduğu bildirilmiştir 

(Nomura ve Yamanouchi, 2012; Ouelaa ve ark., 2017).Yüksek fruktoz diyetiyle 

beslenen farelere antibiyotik tedavisinin uygulanması sonucunda, hepatik lipid 

birikiminin belirgin bir şekilde engellediği gösterilmiştir (Bergheim ve ark., 2008). 
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Yağ Asidi Oksidasyonunun Azalması 

A) Karnitin Mekiği Bozuklukları 

Memeli hücrelerinde, yağ asidi oksidasyon enzimleri mitokondri matriksinde 

yer almaktadır. Kısa ve orta zincirli yağ asitleri herhangi bir özel taşıyıcıya ihtiyaç 

duymadan mitokondriye geçerken, uzun zincirli yağ asitleri mitokondriye geçişleri 

için karnitin mekiği denilen sisteme ihtiyaç duyarlar. Karnitin mekeğinde Açil-KoA 

sentetaz, karnitin açil transferaz-1 (CPT-1) ve karnitin açil transferaz-2 (CPT-

2) olmak üzere 3 enzim görev alır. Bu enzimlerin katalitik aktivitesi sonucu yağ 

asitleri yıkılmak üzere mitokondri matriksine taşınır (Longo ve ark., 2017). 

Bu üç enzimin genetik eksiklikleri veya yeterli düzeyde karnitin olmaması 

çeşitli komplikasyonlara neden olur. Bu enzim eksiklikleri ilgili yapılan çalışmalarda 

uzun zincirli yağ asidi oksidasyonunun azalmasına bağlı olarak, plazmada yağ asiti 

düzeylerindeki yükselmeler  karaciğerde yağ birikimi  oluşumuna katkısı olabiceğini 

bildirmektedir (Ibdah ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2007).  

Mitokondriyal β Oksidasyon Bozuklukları 

Yağ asitlerinin içerdiği asetil gruplarının sitrik asit döngüsünde CO2’e kadar 

yükseltgenmesi için, öncelikle yağ asitlerinin mitokondride β oksidasyon denilen bir 

dizi tepkime ile asetil-KoA’ ya parçalanması gerekir. Yağ asitlerinin β oksidasyonu 

tepkimeleri 4 basamaktan oluşur. İlk basamakta, yağ asidi açil-KoA’nın α ve β 

karbon atomları arasında bir çift bağ oluşturmak için dehidrojenlenmesi sağlanır. Bu 

tepkimeyi açil-KoA Dehidrogenaz katalizler. Oluşan molekül trans-Δ
2
-enoil-

KoA’dır. Bu enzimin yağ asiti açil zinciri uzunluklarına göre 3 izoenzimi bulunur 

(Nelson ve Cox, 2013). 

1- Uzun zincirli açil-KOA dehidrogenaz(VLCAD)          12-22 karbonlu  

2- Orta zincirli açil-KoA dehidrogenaz (MCAD)               6-12 karbonlu 

3- Kısa zincirli açil-KoA dehidrogenaz (SCAD)                 2- 6 karbonlu   
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MCAD eksikliği en fazla görülen mitokondiriyal yağ asidi oksidasyon 

bozukluğudur. Hastalarda en sık görülen belirtiler hipoglisemi, uyku hali ve 

kusmadır. Bu hastaların idrarında; 6-10 karbon içeren dikarboksilik asitler ve hafif 

düzeyde keton cisimlerine rastlanır (Flath ve ark., 1997). Karaciğer yağlanması ve 

kanda oktanoik seviyesinde artış meydana gelir. Bunun yanında VLCAD eksikliği 

sonucu uzun zincirli yağ asitit oksidasyon bozuklukları da sık görülmektedir. Bu 

hastalarda nonketotik hipoglisemi görülmesi yanında hepatik steatoz da eşlik eder 

(Bennett ve ark.,  2000).  

B) Peroksizomal β Oksidasyon Bozuklukları 

Her ne kadar yağ asitlerinin oksidasyonunun gerçekleştiği başlıca yer 

mitokondri matriksleri olsa da, peroksizomlarda da yağ asitleri β oksidasyona 

uğratılmaktadır. Oksidasyon tepkimeleri mitokondriyal β oksidasyona benzer olup, 

en önemli fark yağ asiti açil-KoA’ların özgülüğüdür. Peroksizomlarda çok uzun 

zincirli yağ asitleri ile fitanik asit gibi dallanmış zincirli yağ asitleri oksidasyona 

uğratılır. 

Peroksizomal β oksidasyon kusurları arasında en önemlisi belki de genetik 

geçişli ve çok nadir görülen bir hastalık olan, Zellweger sendromudur (Wanders ve 

Waterham,  2004). 

 Bu hastalıkta peroksizom oluşumu hiç yoktur. Hasta bireylerde peroksizom 

olmayışına bağlı olarak uzun ve dallanmış yağ asitlerini oksidasyona uğrayamaması 

sonucu bu yağ asitlerinin kanda düzeyleri artar ve hepatomegali gelişir (Tokatlı,  

2001). 
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2.3. NAFLD Olgularında Karaciğer I/R Hasarı 

Günümüzde; karaciğer nakillerinde yaşanan en büyük sıkıntılardan birisi, 

yeterli donör bulunamamasıdır. Bulunan potansiyel donörlerin ise yaklaşık % 

30’unda belli evrelerde hepatik steatoza rastlanılmaktadır. Bu nedenlerden dolayı 

karaciğer nakillerinde yağlı karaciğerlerin kullanılmasının yaygınlaşması, 

beraberinde farklı sorunları da getirmiştir (Kato ve ark., 2014). 

Çünkü NAFLD olgularında karaciğer I/R hasarı daha da çok artmaktadır 

(Ajamieh ve ark., 2015). Yağlı karaciğer, I/R hasarına karşı daha da savunmasızdır 

ve karaciğer nakilleri gibi karaciğer cerrahi girişimlerinden sonra postoperatif 

morbidite ve mortalite riski daha da artar (Tashiro ve ark., 2014). 

Yağlı karaciğerde I/R hasar mekanizmasındaki karmaşıklığı iskemi sırasında 

kaynaklanan hipoksi ve reperfüzyonun yol açtığı oksidatif hasarın yanında bir de 

steatozdan kaynaklanan diğer hasarların birleşmesi sonucu ortaya çıkan ve her biri 

farklı yaralanmalara sebep olan karmaşık bir durumu içerir (Gupta ve ark., 2014). 

Yağlı karaciğerde, normal karaciğer I/R hasarından daha çok hücre ölümü 

gerçekleşir. Bunun başlıca nedeni olarak NAFLD’de, yağ yüklü hepatositlerin I/R 

sırasında akut olarak şiddetlenen ve geniş parankimal hasara neden olan oksidatif 

stres gösterilmektedir (Reiniers ve ark., 2014). 

İltihap uyaranlarına yanıt olarak, karaciğerden çok miktarda TNF-α salınımı 

gerçekleşmektedir. TNF-α, hem NAFLD’de hem de I/R hasarında merkezi bir rol 

oynar. TNF-α karaciğerde ikili bir etkiye sahiptir. Birçok yolakla ölüm sinyali 

kaskadını aktive edebilirken, diğer yandan hücre hayatta kalımını da teşvik edebilir. 

(Zhang ve ark., 2010). NAFLD ve karaciğer I/R hasarı sonucu ATP tüketiminin 

azalmasına bağlı olarak TNF-α’nın hücreleri ölüme teşvik ettiği bildirilmiştir (Kloek 

ve ark., 2012). 

Bunun yanında, yağlı karaciğer I/R hasarında mitokondriyel bozukluğunun rol 

aldığı da bildirilmektedir (Liu ve ark., 2012). Yağlı karaciğer, I/R hasarı esnasında 

düşük antioksidan düzeyine  yanıt olarak daha yüksek düzeylerde mitokondriyal 

ROT  üretir ve reperfüzyon sonrasında normal ATP düzeyleri iyileştirme 

kapasitesinde azalmalara ve hücre ölümünlerinde artışa neden olur. Yakın zamanda 
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yapılan bir çalışmada, yağlı karaciğerde hem başlangıçtaki hem de I/R'ye yanıt 

olarak elektron transport zinciri (ETS) kompleksi I (KI)’in aktivitesinin azaldığını ve 

daha da önemlisi, uzun reperfüzyon sürelerinin ardından bile KI aktivitesinin 

düzelmediği gösterilmiştir (Prieto ve Monsal, 2017).  

Tamamen ele alındığında, NAFLD'deki metabolik dalgalanmalar, 

mitokondriyal yolaklar yoluyla I/R hasarı sırasında hepatosit canlılığını olumsuz 

yönde etkilemektedir. Cyt-C salınımının artması, ATP üretiminin engellenmesi ve 

artmış inflamasyon, sağlıklı karaciğere karşı yağlı karaciğerde parankim hasarını 

büyük oranda arttırır (Selzner ve ark., 2003). 
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2.4. Trimetazidin (TMZ) 

TMZ, piperazin türevi (1-[2,3,4-trimetoksibenzil-piperazine) anti-iskemik bir 

ajandır (Nadkarni ve ark., 2015). Yağ asidi β-oksidasyonunda görevli son enzim olan 

3-ketoaçil-CoA tiyolazın (3-KAT)  selektif inhibitörüdür (Yang ve ark., 2017). Yağ 

asidi oksidasyonunun kısmen inhibisyonu, ATP üretiminin daha etkili bir aracı olan 

glikoliz hızının artmasına sebep olur. Potansiyel olarak faydalı diğer bir etki 

mekanizması, TMZ kollajen birikimi ve azalmış bağ dokusu büyüme faktörü (CTGF) 

ekspresyonu yoluyla kardiyak fibrozu doğrudan inhibe etmesidir. Böyle 

mekanizmaların, konjestif kalp yetmezliği ortamında bu ajanın yararlı etkilerini 

açıkladığı düşünülmektedir. (Steggall ve ark., 2017). 

Ayrıca TMZ, piruvat dehidrogenazı (PDH) doğrudan uyararak iskemi sırasında 

piruvatın asetil-Co-A ya dönüşümünü kolaylaştırarak, glikoliz ile sitrik asit döngüsü 

yolağını bağlar. Böylece iskemi esnasında bozulan glukoz ve yağ asidi 

metabolizmasını düzenler (Fantini ve ark., 1994). Böylece  hücre içi pH düşüşü, ATP 

miktarında azalmalar ve hücre içi Ca
2+

 girişi gibi olumsuz etkiler bertaraf edilebilir 

(Fath ve ark., 1997). 

 

 

Şekil 2. 14. Trimetazidin Kimyasal Formülü 
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Koroner arter hastalarında; hastalığın semptomlarını azaltmak için beta 

blokerler, kalsiyum kanal blokerleri ve nitrat gibi anti iskemik ajanlar kullanılmakta 

olup,  bu hastalarda kalp atış hızı ve kan basıncı değişiklikleri gibi hemodinamik 

paremetreleri de değiştirmektedir. TMZ ise bu hastalarda anti iskemik etki 

gösterirken hemodinamik paremetreleri değiştirmediği için, son zamanlarda koroner 

arter hastalarında TMZ ya tek olarak ya da kombine tedaviler içinde aranan bir ajan 

haline gelmiştir. Monoterapi ve kombinasyon tedavisi denemelerinin sonuçlarına 

göre TMZ’nin haftalık angina atak sayısını, haftalık nitrogliserin tablet tüketimini ve 

egzersiz süresini, plaseboya kıyasla azalttığı meta-analizlerle desteklenmektedir 

(McCarthy ve ark., 2016). 

TMZ’nin antioksidan etkisi üzerine birçok çalışma yapılmıştır. İskemi 

esnasında oksidatif stresi engelleyerek TMZ’in miyokard hücrelerini koruyucu etkiye 

sahip olduğu (Wu ve ark., 2013), TMZ’in sigara kullanımı sonucu oluşan oksidatif 

stres, apoptozis ve inflamasyonu anlamlı derecede azalttığı bildirilmiştir (Zhou ve 

ark,.2012). Ayrıca  alzheimer hastalığı ve hastalık ilerlemesinin önlenmesinde de 

TMZ’in oksidatif stresi azaltarak nöroprotektif etkisi olduğu gösterilmiştir 

(Hassanzadeh ve ark., 2015). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

Çalışma başlamadan önce T.C. Ordu Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurul Başkanlığından 11/02/2015 tarih ve 82678388/16 sayılı izin alındı. 

3.1. Deney Hayvanları Ve Çalışma Grupları 

Vücut ağırlıkları 185-200 gram arasında 32 adet Sprague Dawley cinsi sıçan 

çalışmaya dahil edildi. Sıçanlar, standart kafeslerde barındırılıp, yem ve su alımı 

serbest bırakıldı. Hayvanların bulunduğu oda 22 ± 2 C° de, 12 saat karanlık-12 saat 

ışık ortamında tutuldu. Sprague Dawley cinsi ratlar rastgele 4 gruba ayrıldı.  

1.Grup (Kontrol grubu): Deneyin başından sonuna kadar ( 8 hafta) standart 

bazal diyetle beslendi ve herhangi bir cerrahi uygulanmadı (n=6 ). 

 2.Grup (Sham operasyon yağlı karaciğer grubu): Deneyin başından sonuna 

kadar (8 hafta) yüksek yağlı diyet ile beslendi ve laparatomi yapılıp, hilusu diseke 

edilip İ/R oluşturulmadı (n=6 ). 

 3.Grup (Yağlı karaciğer iskemi/ reperfüzyon grubu): Deneyin başından sonuna 

kadar (8 hafta) yüksek yağlı diyet ile beslendi ve İ/R oluşturuldu (n=10). 

 4. Grup (Yağlı karaciğer TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfüzyon grubu): 

Deneyin başından sonuna kadar (8 hafta) yüksek yağlı diyet ile beslendi ve İ/R 

oluşturulmadan 30 dakika önce 10 mg/kg dozunda TMZ oral olarak gavajla verildi 

(n=10). 

 3.1.1. Standart Ve Yüksek Yağlı Diyet 

Sıçanların standart yemleri T.C. Ondokuzmayıs Üniversitesi Deney Hayvanları 

Merkezinden temin edildi. Diyet içeriğinde,% 15 protein, % 2,5 yağ, % 15 selüloz, % 

14 kil, % 13 su bulunuyordu. Yüksek yağlı diyet, 100 gram standart diyete 25 gram 

hayvansal bir yağ türü olan taze kuyruk eklenerek oluşturuldu. Böylece toplam 

enerjinin % 65’i yağ kaynaklı bir diyet sağlandı (Zhou ve ark., 1998). Yüksek yağlı 

diyet hazırlanırken kuyruk yağları mikserden geçirilerek yumuşak jölemsi bir yapı 

oluşturuldu, toz haline getirilen standart yemler ile belirlenen oranlarda el ile köfte 
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boyutlarında karıştırılıp kurutuldu, böylece yağ içeriğinin tamamen standart yem 

tarafından emilmesi sağlandı. 

 Küflenme çok çabuk olduğu için yüksek yağlı diyet yemleri taze olarak 

sıçanlara verildi. Sıçanların deneyin başlamasından sonuna kadar yüksek yağlı diyet 

yemlerine uyum gösterdiği görüldü. 

  

Normal diyetle ile beslenen grup 

  

Yüksek yağlı diyetle beslenen NAFLD grubu 

 

Şekil 3.1. Normal ve yüksek yağlı diyetle beslenen ratların karşılaştırılması 

3.2. Ratlara İskemi ve Reperfüzyon Uygulanması 

TMZ ile tedavi grubuna operasyondan 30 dakika önce 10 mg/kg dozunda TMZ 

(Vastarel tb® , Servier) oral olarak gavajla verildi, diğer tüm gruplara ise TMZ ile 

aynı volümde serum fizyolojik (SF) aynı yolla verildi. 

Anestezi uygulanması: Ratlar tartılarak 15 mg/kg xylazine ile 75 mg/kg 

dozunda ketamin intraperitoneal uygulama ile genel anestezi yapıldı. 

Ratlar 4 ekstremitelerinden operasyon masasına tesbit edilip, baticonla cilt 

temizlendikten sonra midline laparotomi ile hepatik pediküle mini vaskuler buldog 

klemp konarak karaciğere total iskemi uygulandı. 

Operasyon sırasında ratlar batın ısısı kaybı olmasın diye kapalı tutuldu. 

İskeminin 60. dakikasında buldog klemp açılıp, batına 2 cc SF bırakılarak batın 2/0 

ipekle tek planda kapatıldı ve kafeslerine geri alındı. Çalışma sırasında oda ısısı 25 

°C tutuldu. 
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Reperfüzyonun 6. saatinde ekstanguinasyon yoluyla ratlardan intrakardiak 

ponksiyonla çalışma için kan örnekleri alınıp sakrifiye edildi. Alınan kan numuneleri 

içinde antikoagülan içermeyen biyokimya tüpleri içine alındı 30 dakika süreyle kanın 

pıhtılaşması beklenip, 1800*g’de 10 dakika süreyle santrifüj edildikten sonra elde 

edilen serum numuneleri çalışıncaya kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandı. 

Alınan karaciğer dokuları ışık mikroskobunda histopatolojik olarak değerlendirilmek 

üzere yüksek yağlı diyet grubunda karaciğer yağlanması tespiti için saklandı. 

 

 

Şekil 3.2. Ratlara karaciğer iskemi-reperfüzyon uygulanışı 
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3.3. Ağırlık Ölçümleri 

Bütün deney grubundaki ratlar deneyin başlangıcında ve deney sonunda vücut 

ağırlıkları ölçülüp not edildi. 

3.4. Parametrelerin Çalışılmasında Kullanılan Yöntemler 

 3.4.1. Serum Katalaz (CAT) Tayini 

Katalaz aktivitesi Goth (1992)’un kolorometrik metoduna göre ölçüldü.  

Yöntemin temel prensibi, numune H2O2 substratıyla inkübe edilip, amonyum 

molibdat eklenerek reaksiyon durdurularak, oluşan sarı renkli kompleksin absorbansı 

405 nm’de spektrofotometrede ölçülmesi esasına dayanır. 

Çalışmanın yapılışı şu şekildedir; 

Sodyum potasyum fosfat tamponu 60 mM, H2O2 (fosfat tamponunda) 65 

µmol/mL, Amonyum molibdat 32,4 mM reaktifleri hazırlandıktan sonra 0,2 mL 

numune üzerine 1 mL substrat eklendi ve bir dakika 37°C’de inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda 1 mL amonyum molibdat eklenerek reaksiyon durdurularak 405 

nm’de kör 3’e karşı absorbansı ölçüldü. 

Kör 1:   1 mL substrat + 1 mL amonyum molibdat + 0,2 mL numune 

Kör 2 : 1 mL substrat + 1 mL amonyum molibdat + 0,2 mL tampon 

Kör 3 : 1 mL tampon + 1 mL amonyum molibdat + 0,2 mL tampon 

Hesaplama: 

                                                     Akör1     -  Anumune 

Katalaz aktivitesi   (kU/L)      = ————————     x 271 

                                                         Akör2  - Akör3 

Bu formül ile her numunede ki CAT aktivitesi kU/L olarak hesaplandı. 
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3.4.2. Serum Miyeloperoksidaz Aktivitesi Tayini 

Serum MPO aktivitesi tayininde, Bradley ve ark. (1982), tarafından geliştirilen 

metod kullanıldı. 

Metodun prensibi, peroksidaz substratı olarak bilinen O-dianisidinin, H2O2 

varlığında, MPO tarafından oksitlenerek sarı-turuncu renkli bir ürün oluşturması ve 

bu oksidasyon reaksiyonunun, zamana bağlı optik dansite (OD) artışı şeklinde, 460 

nm’de izlenmesi esasına dayanmaktadır. 

Çözeltiler 

  50 mM Potasyum fosfat tamponu, pH 6.0, %16.7 mg O-dianisidin 

dihidroklorid (tampon içinde taze hazırlanır), %0.0005 H2O2 substratı (O- dianisidin 

içeren tampon içinde taze hazırlanır) reaktifleri hazırlandıktan sonra, numune 

grubunda 2.9 mL H2O2 substratı üzerine 0.1 mL serum ve kontrol grubunda ise 2.9 

mL H2O2 substratı üzerine 0.1 mL distile su ilave edilip,  pipetleme işlemlerinden 

hemen sonra, 25ºC’de ve 460 nm dalga boyunda, distile suya karşı numune ve 

kontrol tüplerindeki OD artışı, 5 dk süreyle kaydedildi.       

         Hesaplama  

Numune ve kör tüpleri için, OD/dk değerleri hesaplandı ve numune OD/dk 

değerlerinden kontrol değeri çıkarılarak, net OD/dk değerleri bulundu. 

Bir ünite MPO, standart deney şartlarında, dakikada 1 mikromol O-dianisidinin 

oksidasyonunu katalizleyen enzim miktarı (U/L: mol O-dianisidin/dk/L) olarak 

tanımlandı.  

Okside O-dianisidinin molar ekstinksiyon katsayısı (ε=1.13x10
4
M

-1
cm

-1
) 

kullanılarak, plazma örneklerinin net OD/dk değerlerinden, U/L cinsinden 

hesaplamalar yapıldı. 

                  net OD/dk       X        total hacim  (ml)   

U/L = X   10
6
 mol / mol 

                    ε                    X      serum hacmi (ml)    
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 3.4.3. Serum Sitokrom-C (Cyt-C)  Tayini 

Serum Sitokrom-C tayini “Enzyme-Linked İmmunosorbent Assay (ELISA) 

yöntemiyle çalışan hazır ticari kitler kullanılarak çalışıldı. 

           Deneyin Prensibi 

  Deney prensibi; ilk olarak antijene özgü antikor ile kaplanmış kuyucuklara 

uygun miktarlarda standartların ve numunelerin eklenmesi ile başlamaktadır. 

Sitokrom-C ölçümünde yarışmalı ELISA protokolü uygulanmıştır. Bu yöntem 

genellikle antijen varlığını göstermek amaçlı kullanılmaktadır. Serumda aranan 

antijene özgü antikor katı faza bağlanır. Enzimle işaretli olan antijen ve serumdaki 

antijen katı fazdaki antikora eş zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora 

bağlanması için belirli bir süre inkübe edilir. İnkübasyon süresi dolduktan sonra 

yöntemde belirtilen sayıca yıkanarak katı faza bağlanmayan antijenler uzaklaştırılır. 

Bağlanmış enzim üzerine substrat reaktifi eklenerek belirli bir süre inkübe edilir. 

Süre dolduktan sonra son olarak durdurucu solüsyon eklenir ve reaksiyon durdurulur. 

Sonuç spektrofotometrede 450 nm’de okutulur. 

 Gerekli Reaktiflerin Hazırlanması 

 Deneylerimizdeki rat Cyt-C kitinde (Elabscience Biotechnology Co., Ltd., 

Beijing,. PRC) sandwich ELISA metodu kullanılmıştır. Rat Cyt-C’ne spesifik antikor 

96 kuyucuklu plaklara kaplanmıştır. Tüm ELISA kitinde bulunan standart dilüsyon 

tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plağı ve rat serum örnekleri, çalışmaya 

başlamadan en az 1 saat önce dolaptan çıkartılarak oda sıcaklığına gelmeleri 

beklenmiştir. Kitte bulunan 25 ng/mL konsantrasyonundaki standart, standart 

dilüsyon tamponuyla dilue edilmiştir. Dilüsyon sonrası standartlar seri dilüsyonlar 

yardımıyla 12.5 ng/mL, 6.25 g/mL, 3.13 ng/mL, 1.56 ng/mL, 0.78 ng/mL, 0.39 

ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmıştır. -80
0
C’de saklanan serum örnekleri 

oda ısısında çözündürüldükten sonra, ELISA çalışma aşamalarına hazır hale 

getirilmiştir. 
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Sitokrom-C Ölçüm Yöntemi 

1) Tüm reaktifler, örnekler ve standartlar hazırlandı. 

2) Standart ve örnekler 96 kuyucuklu rat Cyt-C antikoruyla kaplı kuyucuklara 

konulmuştur. Bu amaçla her bir kuyuya 100 µL serum örneği ve 100 µL 

standartlar pipetlenmiştir. Daha sonra plağın yüzeyi şeffaf örtü ile kaplandıktan 

sonra 37
0
C’de su banyosunda 90 dakika inkübasyona bırakılmıştır. İnkübe 

işleminden sonra yine her bir kuyucuğa 100 µL biyotinlenmiş anti-Cyt-C 

(biyotin ile konjuge) pipetlenmiş ve plağın yüzeyi şeffaf örtü ile kapatıldıktan 

sonra plak 37
0
C’de su banyosunda 1 saat inkübe edilmiştir. 

3) 1 saatlik inkübasyon aşamasını takiben plağın yıkama aşamasına geçilmiştir. 

Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK Instruments) 

kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten sonra 

otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 3 kez 

yıkandı. 

4) Yıkama aşamasını takiben her bir kuyucuğa 1/100 oranında dilüe edilmiş 100 

µL HRP solusyonu konulmuştur. Plağın yüzeyi şeffaf örtüyle kapatılıp 37
0
C’de 

su banyosunda 30 dakika oda ısısında inkübe edilmiştir. 

5) 30 dakikalık inkübasyon aşamasını takiben plağın tekrar yıkama aşamasına 

geçilmiştir. Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK 

Instruments) kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten 

sonra otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 5 

kez yıkandı. 

6) Yıkama aşamasını takiben plağa 90 µL stabilize edilmiş kromojen ilave 

edilmiştir. 15 dakika 37
0
C’de su banyosunda karanlıkta plağın inkübasyonu 

yapılmıştır. 

7) Plaklara 50 µL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmuştur. 

8) Plaklardaki optik dansite (OD) 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda 

(ELX800, BIO-TEK Instruments) değerlendirilmiştir. Standart solüsyonların 

konsantrasyonuna bağlı olarak hazırlanan kalibrasyon eğrisinden numune 

konsantrasyonları hesaplandı. 
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Şekil 3.3. Sitokrom-C absorbans- konsantrasyon grafiği 

 3.4.4. Serum NADPH Oksidaz Tayini 

        Deneyin Prensibi 

Deney prensibi ilk olarak antijene özgü antikor ile kaplanmış kuyucuklara 

uygun miktarlarda standartların ve numunelerin eklenmesi ile başlamaktadır. 

NADPH Oksidaz ölçümünde yarışmalı ELISA protokolü uygulanmıştır. Bu yöntem 

genellikle antijen varlığını göstermek amaçlı kullanılmaktadır. Serumda aranan 

antijene özgü antikor katı faza bağlanır. Enzimle işaretli olan antijen ve serumdaki 

antijen katı fazdaki antikora eş zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora 

bağlanması için belirli bir süre inkübe edilir. İnkübasyon süresi dolduktan sonra 

yöntemde belirtilen sayıca yıkanarak katı faza bağlanmayan antijenler uzaklaştırılır. 

Bağlanmış enzim üzerine substrat reaktifi eklenerek belirli bir inkübe edilir. Süre 

dolduktan sonra son olarak durdurucu solüsyon eklenir ve reaksiyon durdurulur. 

Sonuç spektrofotometrede 450 nm’de okutulur. 
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Gerekli Reaktiflerin Hazırlanması 

 Deneylerimizdeki rat NADPH Oksidaz kitinde (Elabscience Biotechnology 

Co., Ltd., Beijing,. PRC)) sandwich ELISA metodu kullanılmıştır. Rat NADPH 

Oksidaz’a spesifik antikor 96 kuyucuklu plaklara kaplanmıştır. Tüm ELISA kitinde 

bulunan standart dilüsyon tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plağı ve rat serum 

örnekleri, çalışmaya başlamadan en az 1 saat önce dolaptan çıkartılarak oda 

sıcaklığına gelmeleri beklenmiştir. Kitte bulunan 20 ng/mL konsantrasyonundaki 

standart, standart dilüsyon tamponuyla dilue edilmiştir. Dilüsyon sonrası standartlar 

seri dilüsyonlar yardımıyla 10 ng/mL, 5 g/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.625 ng/mL, 

0.313 ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmıştır. -80
0
C’de saklanan serum 

örnekleri oda ısısında çözündürüldükten sonra, ELISA çalışma aşamalarına hazır 

hale getirilmiştir. 

NADPH Oksidaz Ölçüm Yöntemi 

1) Tüm reaktifler, örnekler ve standartlar hazırlandı. 

2) Standart ve örnekler 96 kuyucuklu rat NADPH Oksidaz antikoruyla kaplı 

kuyucuklara konulmuştur. Bu amaçla her bir kuyuya 100 µL serum örneği ve 

100 µL standartlar pipetlenmiştir. Daha sonra plağın yüzeyi şeffaf örtü ile 

kaplandıktan sonra 37
0
C’de su banyosunda 90 dakika inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübe işleminden sonra yine her bir kuyucuğa 100 µL 

biyotinlenmiş anti NADPH Oksidaz (biyotin ile konjuge) pipetlenmiş ve plağın 

yüzeyi şeffaf örtü ile kapatıldıktan sonra plak 37
0
C’de su banyosunda 1 saat 

inkübe edilmiştir. 

3) 1 saatlik inkübasyon aşamasını takiben plağın yıkama aşamasına geçilmiştir. 

Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK Instruments) 

kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten sonra 

otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 3 kez 

yıkandı. 

4) Yıkama aşamasını takiben her bir kuyucuğa 1/100 oranında dilüe edilmiş 100 

µL HRP solusyonu konulmuştur. Plağın yüzeyi şeffaf örtüyle kapatılıp 37
0
C’de 

su banyosunda 30 dakika oda ısısında inkübe edilmiştir. 
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5) 30 dakikalık inkübasyon aşamasını takiben plağın tekrar yıkama aşamasına 

geçilmiştir. Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK 

Instruments) kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten 

sonra otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 5 

kez yıkandı. 

6) Yıkama aşamasını takiben plağa 90 µL stabilize edilmiş kromojen ilave 

edilmiştir. 15 dakika 37
0
C’de su banyosunda karanlıkta plağın inkübasyonu 

yapılmıştır. 

7) Plaklara 50 µL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmuştur. 

8) Plaklardaki OD 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (ELX800, BIO-

TEK Instruments) değerlendirilmiştir. Standart solüsyonların konsantrasyonuna 

bağlı olarak hazırlanan kalibrasyon eğrisinden numune konsantrasyonları 

hesaplandı. 

 

 

Şekil 3.4. NADPH Oksidaz absorbans- konsantrasyon grafiği 
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 3.4.5. Serum Malondialdehit (MDA) Tayini 

        Deneyin Prensibi 

Deney prensibi ilk olarak antijene özgü antikor ile kaplanmış kuyucuklara 

uygun miktarlarda standartların ve numunelerin eklenmesi ile başlamaktadır. MDA 

ölçümünde yarışmalı ELISA protokolü uygulanmıştır. Bu yöntemi genellikle antijen 

varlığını göstermek amaçlı kullanılmaktadır. Serumda aranan antijene özgü antikor 

katı faza bağlanır. Enzimle işaretli olan antijen ve serumdaki antijen katı fazdaki 

antikora eş zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora bağlanması için belirli bir 

süre inkübe edilir. İnkübasyon süresi dolduktan sonra yöntemde belirtilen sayıca 

yıkanarak katı faza bağlanmayan antijenler uzaklaştırılır. Bağlanmış enzim üzerine 

substrat reaktifi eklenerek belirli bir inkübe edilir. Süre dolduktan sonra son olarak 

durdurucu solüsyon eklenir ve reaksiyon durdurulur. Sonuç spektrofotometrede 450 

nm’de okutulur. 

Gerekli Reaktiflerin Hazırlanması 

 Deneylerimizdeki rat MDA kitinde (Elabscience Biotechnology Co., Ltd., 

Beijing,. PRC)) sandwich ELISA metodu kullanılmıştır. Rat MDA’ne spesifik 

antikor 96 kuyucuklu plaklara kaplanmıştır. Tüm ELISA kitinde bulunan standart 

dilüsyon tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plağı ve rat serum örnekleri, 

çalışmaya başlamadan en az 1 saat önce dolaptan çıkartılarak oda sıcaklığına 

gelmeleri beklenmiştir. Kitte bulunan 2000 ng/mL konsantrasyonundaki standart, 

standart dilüsyon tamponuyla dilue edilmiştir. Dilüsyon sonrası standartlar seri 

dilüsyonlar yardımıyla 1000 ng/mL, 500 g/mL, 250 ng/mL, 125 ng/mL, 62.5 ng/mL, 

31.3 ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmıştır. -80
0
C’de saklanan serum 

örnekleri oda ısısında çözündürüldükten sonra, ELISA çalışma aşamalarına hazır 

hale getirilmiştir. 
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          Malondialdehit Ölçüm Yöntemi 

1) Tüm reaktifler, örnekler ve standartlar hazırlandı. 

2) Standart ve örnekler 96 kuyucuklu rat MDA antikoruyla kaplı kuyucuklara 

konulmuştur. Bu amaçla her bir kuyuya 50 µL serum örneği ve 50 µL 

standartlar pipetlenmiştir. Daha sonra yine her bir kuyucuğa 50 µL 

biyotinlenmiş anti-MDA (biyotin ile konjuge) pipetlenmiş ve plağın yüzeyi 

şeffaf örtü ile kapatıldıktan sonra plak 37
0
C’de su banyosunda 45 dakika 

inkübe edilmiştir. 

3) 45 dakikalık inkübasyon aşamasını takiben plağın yıkama aşamasına 

geçilmiştir. Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK 

Instruments) kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten 

sonra otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 3 

kez yıkandı. 

4) Yıkama aşamasını takiben her bir kuyucuğa 1/100 oranında dilüe edilmiş 100 

µL HRP solusyonu konulmuştur. Plağın yüzeyi şeffaf örtüyle kapatılıp 37
0
C’de 

su banyosunda 30 dakika oda ısısında inkübe edilmiştir. 

5) 30 dakikalık inkübasyon aşamasını takiben plağın tekrar yıkama aşamasına 

geçilmiştir. Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK 

Instruments) kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten 

sonra otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 5 

kez yıkandı. 

6) Yıkama aşamasını takiben plağa 90 µL stabilize edilmiş kromojen ilave 

edilmiştir. 15 dakika 37
0
C’de su banyosunda karanlıkta plağın inkübasyonu 

yapılmıştır. 

7) Plaklara 50 µL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmuştur. 

8) Plaklardaki OD 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (ELX800, BIO-

TEK Instruments) değerlendirilmiştir. Standart solüsyonların konsantrasyonuna 

bağlı olarak hazırlanan kalibrasyon eğrisinden numune konsantrasyonları 

hesaplandı. 
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Şekil 3.5. Malondialdehit absorbans- konsantrasyon grafiği 

 3.4.6. Serum 8-Hidroksi Guanozin (8-OHdG) Tayini 

         Deneyin Prensibi 

Deney prensibi ilk olarak antijene özgü antikor ile kaplanmış kuyucuklara 

uygun miktarlarda standartların ve numunelerin eklenmesi ile başlamaktadır. 8-

OHdG ölçümünde yarışmalı ELISA protokolü uygulanmıştır. Bu yöntem genellikle 

antijen varlığını göstermek amaçlı kullanılmaktadır. Serumda aranan antijene özgü 

antikor katı faza bağlanır. Enzimle işaretli olan antijen ve serumdaki antijen katı 

fazdaki antikora eş zamanda eklenir ve her iki antijenin antikora bağlanması için 

belirli bir süre inkübe edilir. İnkübasyon süresi dolduktan sonra yöntemde belirtilen 

sayıca yıkanarak katı faza bağlanmayan antijenler uzaklaştırılır. Bağlanmış enzim 

üzerine substrat reaktifi eklenerek belirli bir inkübe edilir. Süre dolduktan sonra son 

olarak durdurucu solüsyon eklenir ve reaksiyon durdurulur. Sonuç 

spektrofotometrede 450 nm’de okutulur. 
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 Gerekli Reaktiflerin Hazırlanması 

 Deneylerimizdeki rat 8-OHdG kitinde (Elabscience Biotechnology Co., Ltd., 

Beijing,. PRC) sandwich ELISA metodu kullanılmıştır. Rat 8-OHdG’ne spesifik 

antikor 96 kuyucuklu plaklara kaplanmıştır. Tüm ELISA kitinde bulunan standart 

dilüsyon tamponu, standart, 96 kuyucuklu ELISA plağı ve rat serum örnekleri, 

çalışmaya başlamadan en az 1 saat önce dolaptan çıkartılarak oda sıcaklığına 

gelmeleri beklenmiştir. Kitte bulunan 100 ng/mL konsantrasyonundaki standart, 

standart dilüsyon tamponuyla dilue edilmiştir. Dilüsyon sonrası standartlar seri 

dilüsyonlar yardımıyla 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12.5 ng/mL, 6.25 ng/mL, 3.13 ng/mL, 

1.56 ng/mL ve 0 ng/mL konsantrasyona ayarlanmıştır. -80
0
C’de saklanan serum 

örnekleri oda ısısında çözündürüldükten sonra, ELISA çalışma aşamalarına hazır 

hale getirilmiştir. 

          8-Hidroksi Guanozin Ölçüm Yöntemi 

1) Tüm reaktifler, örnekler ve standartlar hazırlandı. 

2) Standart ve örnekler 96 kuyucuklu rat MDA antikoruyla kaplı kuyucuklara 

konulmuştur. Bu amaçla her bir kuyuya 50 µL serum örneği ve 50 µL 

standartlar pipetlenmiştir. Daha sonra yine her bir kuyucuğa 50 µL 

biyotinlenmiş anti-MDA (biyotin ile konjuge) pipetlenmiş ve plağın yüzeyi 

şeffaf örtü ile kapatıldıktan sonra plak 37
0
C’de su banyosunda 45 dakika 

inkübe edilmiştir. 

3) 45 dakikalık inkübasyon aşamasını takiben plağın yıkama aşamasına 

geçilmiştir. Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK 

Instruments) kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten 

sonra otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 3 

kez yıkandı. 

4) Yıkama aşamasını takiben her bir kuyucuğa 1/100 oranında dilüe edilmiş 100 

µL HRP solusyonu konulmuştur. Plağın yüzeyi şeffaf örtüyle kapatılıp 37
0
C’de 

su banyosunda 30 dakika oda ısısında inkübe edilmiştir. 

5) 30 dakikalık inkübasyon aşamasını takiben plağın tekrar yıkama aşamasına 

geçilmiştir. Yıkama işlemi otomatize ELISA yıkayıcısı (ELX50, BIO-TEK 
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Instruments) kullanılarak yapılmıştır. Bu işlem plaktaki sıvılar aspire edildikten 

sonra otomatize olarak her bir kuyucuğa verilen 350 µL yıkama solüsyonu ile 5 

kez yıkandı. 

6) Yıkama aşamasını takiben plağa 90 µL stabilize edilmiş kromojen ilave 

edilmiştir. 15 dakika 37
0
C’de su banyosunda karanlıkta plağın inkübasyonu 

yapılmıştır. 

7) Plaklara 50 µL stop solusyonu ilave edilip reaksiyon durdurulmuştur. 

8) Plaklardaki OD 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda (ELX800, BIO-

TEK Instruments) değerlendirilmiştir. Standart solüsyonların konsantrasyonuna 

bağlı olarak hazırlanan kalibrasyon eğrisinden numune konsantrasyonları 

hesaplandı. 

 

 

Şekil 3.6. 8-Hidroksi Guanozin absorbans- konsantrasyon grafiği 
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 3.4.7. Serum ALT ve AST Tayini 

Bu çalışmada ölçülen AST, ALT tayinleri kolorimetrik yöntemle çalışan 

ARCHITECT marka ticari kitler kullanılarak, Hitachi PP Moduler marka 

otoanalizörle gerçekleştirildi. 

3.5. Karaciğer Dokusu Histopatalojik Değerlendirmesi 

Çalışmada gruplarının karaciğer dokuları Hematoksilen ve eozin (H&E) 

boyaması ile ışık mikroskopta karşılaştırmalı olarak incelendi. 

Hepatosit dejenerasyonu, hepatik plakların yapısal bütünlüğü, steatozis, 

lenfosit infiltrasyonu ve sinüzoid dilatasyonu histolojik bulguları French ve ark. 

(French SW vd. 2000) tarafından tanımlanan skorlamaya göre değerlendirildi. 

Skor 0 = hücre hasarı yok 

Skor 1 = odaksal hepatosit hasarı dokunun % 25 ‘inden az ise  

Skor 2 = odaksal hepatosit hasarı dokunun % 25-50 ‘inde  ise  

Skor 3 = şiddetli, fakat odaksal hepatosit hasarı 

Skor 4 = yaygın hepatosit hasarı gözlenmesi şeklinde skorlandı 
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  3.6. İstatistiksel Değerlendirme 

Verilerin normal dağılım kontrolü Kolmogorov-Smirnov testi ile grup 

varyanslarının homojenlik kontrolü ise Levene testi ile yapılmıştır. Ağırlık 

değişkenine ait veriler iki faktörlü faktörlerden birinin seviyeleri tekrarlanan ölçümlü 

(Two-way ANOVA with repeated measures on one factor) varyans analizi ile geriye 

kalan değişkenler ise tek-yönlü varyans analizi (One-way ANOVA) ile 

değerlendirilmiştir. Farklı grupların belirlenmesi için %5 önem düzeyinde Tukey 

çoklu karşılaştırma testi yapılmıştır. Hesaplama ve yorumlamalarda %5 önem düzeyi 

(α) dikkate alınmıştır. Tüm hesaplamalar SPSS v24 (IBM Inc., Chicago, IL, USA) 

istatistik paket programı ile yapılmıştır. Sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) 

olarak verilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Gruplar Arası Ağırlık Karşılaştırılması 

Çalışmaya katılan ratların ilk ve son ağırlıkları Tablo 4.1.’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.1. Çalışmaya katılan ratların ilk ve son ağırlıkları 

 

  

Grup 1 

X ± SD 

 

Grup 2 

X ± SD    

 

Grup 3 

X ± SD 

 

Grup 4 

X ± SD 

İlk ağırlık   (gr) 191.50± 5.68 194.00± 7.04 193.60± 9.11 195.40 ± 8.83 

Son ağırlık (gr) 242.00± 6.98
a* 

320.33±15.68
a*b* 

305.70±16.88
a*b* 

313.20±14.01
a*b* 

a
; başlangıç ağırlığı ile karşılaştırıldığında, 

b
; çalışma sonrası kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 

*
;p<0,001                        

  

 

 

 

Şekil 4.1. Çalışmaya katılan ratların ağırlıklarının şematik olarak gösterimi 

Çalışma başında tüm gruplar arasında ağırlık değerleri arasında anlamlı olarak 

farklılık göstermemiştir (p > 0,05). Çalışma sonunda kontrol grubundaki ratların 

ağırlık ortalamalarının önemli derecede diğer gruplardan düşük olduğu belirlenmiştir 

(p=0.000).  
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4.2. Serumda CAT ve MPO aktivitelerinin karşılaştırılması   

Çalışmaya katılan ratların serum CAT ve MPO aktiviteleri Tablo 4.2’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.2. Serum CAT ve MPO aktivitelerinin karşılaştırılması  

 

  

   Grup 1 

   X ± SD 

 

   Grup 2 

   X ± SD    

 

  Grup 3 

  X ± SD 

 

   Grup 4 

   X ± SD 

CAT  (kU/L) 119.80± 8.18
 

  89.33± 4.53
a*** 

  77.80± 7.96
a*** 

110.40± 2.14
b***c*** 

MPO (U/L)   52.00± 3.46
 

148.43± 42.53
a** 

189.21± 54.15
a*** 

  84.44± 34.50
c*** 

 a
; grup 1 ile karşılaştırıldığında, 

b
; grup 2 ile karşılaştırıldığında, 

c
; grup 3 ile karşılaştırıldığında, 

*
;  p<0,05;

**
 p<0,01; 

***
p<0,001 

CAT için yapılan varyans analizi sonucunda, gruplar arasındaki farklılık 

istatistiksel olarak önemli bulunmuştur. Yapılan Tukey testi sonuçlarında, kontrol 

grubuna göre CAT aktivitesinin grup 2 ve grup 3’de anlamlı olarak azaldığı 

(p=0,000), grup 4’de ise grup 2 ve grup 3’e göre anlamlı artış gösterdiği tespit 

edilmiştir (p=0,000). Grup 2 ve grup 3 arasında ise CAT aktivitesi anlamlı olarak 

değişiklik göstermemiştir (p > 0,05).  

 

   Şekil 4.2.  Çalışmaya katılan ratların CAT aktivitelerinin şematik olarak 

gösterimi 
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MPO için yapılan varyans analizi sonucunda, gruplar arasında farklılık 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuştur. Yapılan Tukey testi sonuçlarına göre;  en 

düşük MPO aktivitesinin grup 1’de olduğu,  grup 4’de ki MPO aktivitesinin grup 3’e 

göre anlamlı olarak düştüğü (p=0,000) tespit edilmiştir. Ayrıca grup 2 (p=0,002) ve 

grup 3’de ki (p=0,000) MPO aktivititelerinin grup 1’e göre anlamlı olarak yüksek 

bulunduğu ancak bu iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmadığı tespit edilmiştir (p > 0,05).  

 

 

Şekil 4.3.  Çalışmaya katılan ratların MPO aktivitelerinin şematik olarak 

gösterimi.  

4.3. Serum NADPH Oksidaz ve MDA düzeylerinin karşılaştırılması: 

Çalışmaya katılan ratların serum NADPH Oksidaz ve MDA düzeyleri Tablo 

4.3’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.3. Serum NADPH Oksidaz ve MDA düzeylerinin karşılaştırılması  

 

     

   Grup 1 

   X ± SD 

                              

  Grup 2 

  X ± SD   

 

  Grup 3 

  X ± SD 

 

  Grup 4 

  X ± SD 

NADPH Oksidaz  

            (ng/mL)                                              

     

    5.49± 1.30
 

   

  17.66± 1.31
a*** 

   

  19.15± 0.99
a*** 

  

    6.33± 0.76
b***c*** 

MDA   (ng/mL) 413.28± 112.89 583.08± 127.12 596.63± 163.53 555.53± 153.30 
 a
; grup 1 ile, 

b
; grup 2 ile, 

c
; grup 3 ile karşılaştırıldığında,  

*
;  p<0,05;

**
 p<0,01; 

***
p<0,001 
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NADPH Oksidaz için yapılan varyans analizi sonucunda, gruplar arasındaki 

farklılık anlamlı bulunmuştur. Farklı grupların belirlenmesi amacıyla yapılan Tukey 

testi sonuçlarına göre, kontrol grubuna göre NADPH Oksidaz düzeyinin grup 2 ve 

grup 3’de anlamlı olarak arttığı (p=0,000), grup 4’de ise grup 2 ve grup 3’e göre 

anlamlı derecede azalma olduğu tespit edilmiştir (p=0,000). En yüksek NADPH 

Oksidaz ortalamasının Grup 3’de olduğu görülmektedir. Ayrıca grup 1 ve grup 4 ile 

grup 2 ve grup 3 arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadığı tespit 

edilmiştir (p > 0,05). 

 

 

 

Şekil 4.4. Çalışmaya katılan ratların NADPH Oksidaz düzeylerinin şematik 

olarak gösterimi 

 

Serum MDA düzeylerinin bütün gruplar arasında anlamlı olarak farklılık 

göstermediği tespit edilmiştir (p > 0,05). 
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Şekil 4.5. Çalışmaya katılan ratların MDA düzeylerinin şematik olarak 

gösterimi 

 

4.4. Serum Cyt-c ve 8-OHdG düzeylerinin karşılaştırılması  

 

Tablo 4.4. Serum Cyt-c ve 8-OHdG düzeylerinin karşılaştırılması 

 

    Grup 1 

  X ± SD 

   Grup 2 

  X ± SD    

  Grup 3 

  X ± SD 

  Grup 4 

  X ± SD 

 

Cyt-C      (ng/mL) 

 

  2.28   ± 0.24
 

  

  5.10 ± 0.52
a*** 

 

  5.94   ± 0.79
a*** 

 

 3.92  ± 0.45
b**c*** 

8-OHdG (ng/mL) 37.625 ±10.47 48.55 ± 23.56 52.075 ± 22.04 41.398± 17.896 

 a
; grup 1 ile, 

b
; grup 2 ile, 

c
; grup 3 ile karşılaştırıldığında

 *
;  p<0,05;

**
 p<0,01; 

***
p<0,001 

 

Serum Cyt-C için yapılan varyans analizi sonucunda gruplar arasındaki 

farklılık anlamlı bulunmuştur. Farklı grupların belirlenmesi amacıyla yapılan Tukey 

testi sonuçlarına göre en yüksek Cyt-C düzeyi grup 3’de tespit edilmiştir. grup 4’de 

ise, grup 3 (p=0.000) ve grup 2 (p=0.002)’ye göre anlamlı olarak düşük bulunduğu 

tespit edilmiştir. Kontrol grubuna göre, grup 2 ve grup 3’de Cyt-C düzeyi anlamlı 

artış göstermiştir (p=0.000). Grup 2 ve grup 3 arasında ise anlamlı farklılık tespit 

edilmemiştir (p > 0,05). 
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Şekil 4.6. Çalışmaya katılan ratların Cyt-C düzeylerinin şematik olarak 

gösterimi 

Serum 8-OHdG düzeylerinin bütün gruplar arasında anlamlı farklılık 

göstermediği tespit edilmiştir (p > 0,05).  

 

 

Şekil 4.7. Çalışmaya katılan ratların 8-OHdgG düzeylerinin şematik olarak 

gösterimi 

 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 

Cyt-C 
  

     a*** 

  a*** 

b**c*** 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3 GRUP 4 

8-OHdG 



65 
 

4.5. Serum AST ve ALT düzeylerinin karşılaştırılması  

 

Tablo 4.5. Serum AST ve ALT düzeylerinin karşılaştırılması 

 

  

 

   Grup 1 

   X ± SD 

 

 

      Grup 2 

      X ± SD    

 

 

    Grup 3 

   X ± SD 

 

 

    Grup 4 

    X ± SD 

AST (U/L) 64.83±7.16
 

140.66±3.20
a** 

226.90±49.14
a***b*** 

163.60±33.45
a***c** 

ALT (U/L) 31.66±6.02
 

100.50±3.01
a** 

348.50±28.08
a***b*** 

241.10±36.58
a***c*** 

 a
; grup 1 ile, 

b
; grup 2 ile, 

c
; grup 3 ile, 

*
;  p<0,05;

**
 p<0,01; 

***
p<0,001             

            

AST ve ALT için yapılan varyans analizi sonucunda gruplar arasındaki fark 

anlamlı bulunmuştur. En yüksek AST ve ALT aktivitesinin grup 3’de olduğu tespit 

edilmiştir. Kontrol grubuyla karşılaştırıldığında grup 2 (p=0.003), grup 3 (p=0.00) ve 

grup 4 (p=0.000) de AST ve ALT aktivitelerinin anlamlı olarak artış gösterdiği tespit 

edilmiştir. Grup 2’ye göre grup 3 (p=0.000)  AST ve ALT aktivitesinin anlamlı 

olarak arttığı, grup 4’de ise grup 3’e göre AST (p=0.001) ve ALT (p=0.000)  

aktivitesinin anlamlı azaldığı tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.8. Çalışmaya katılan ratların serum AST ve ALT düzeylerinin şematik 

olarak gösterimi 
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4.6. Çalışmaya Katılan Ratlatların Histopatolojik Bulguları  

Grup 1’de hepatositlerin, merkezi venler, sinusoidlerin ve portal alanın genel 

histolojik yapısı normal görünümde ve skor 0 olarak gözlendi (Şekil 4.9 ve Şekil 

4.10). Grup 2’de, sinüzoidlerin şiddetli dilatasyon gösterdiği gözlendi. Lipid 

depolanması nedeniyle sitoplazması bulanıklaşmış dejenerasyon başlangıcında olan 

 ve  nukleusu kondanse olmuş apoptozise doğru giden hepatosit hücrelerinin olduğu 

gözlendi. Steatosisin başlangıcında olan ve az sayıda  hepatositte veziküler lipid 

depolanmasının görüldüğü sham gubunda hepatosit hasarı skor 1 olarak saptandı. 

Grup 3’de makroveziküler ve mikroveziküler steatohepatitis gözlendi (Şekil 

4.14). Makroveziküler  steatosisde  bir veya birkaç tane yuvarlak yağ damlacığının, 

hepatosit çekirdeğinin hücrenin periferine doğru yer değiştirmesine neden olduğu 

görüldü (Şekil 4.15). Mikroveziküler steatosisde, hepatosit çekirdeğini çevreleyen 

birçok küçük yağ damlacığının, hepatosite köpüksü ve veziküler bir görünüm verdiği 

gözlendi (Şekil 4.15). Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubunda (Grup 3) hücre 

ve hücre grubları şeklinde gözlenen hepatosit hasarı,  yaygın skor 4 şiddetinde 

saptandı. Sinüzoid dilatasyonu, hepatosit dejenerasyonu ve hepatik plakların yapısal 

bütünlüğünde dejenerasyon dikkat çekti. Merkezi ven ve portal alan periferinde de 

lenfosit infiltrasyonu görüldü (Şekil 4.16 ve 4.17). 

Grup 4’de mikroveziküler ve makroveziküler steatosis gösteren az sayıda 

hepatositlerin görüldüğü, hafif skor 2 şiddetinde bir steatosis gözlendi (Şekil 4.18). 

Sinüzoidlerin dilatasyonu ve inflamasyon grup 3’e göre göre azalmıştı (Şekil 4.19). 

Hepatik plakların yapısal bütünlüğünde grup 3’e göre düzelme gözlendi (Şekil 4.19). 
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Şekil 4.9. Kontrol grubunun histolojik yapısı 

 

Kontrol grubunda (grup 1) Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasıyla, 

merkezi ven (CV) ve çevresinde hepatositler normal histolojik yapıda görülmektedir. 

Hepatik plak (PL), x20 büyütme 

 

 

 

Şekil 4.10. Kontrol grubunun histolojik yapısı 

 

Kontrol grubunda (grup 1) merkezi ven (CV) ve çevresinde hepatositler 

görülmektedir. Sinusoidlerin (S) ve hepatik plakların (PL) genel histolojik yapısı 

normal görünümde gözlenmektedir. H&E boyaması, x40 büyütme. 
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Şekil 4.11. Sham grubunda şiddetli dilatasyon 

 

Sham grubunda (grup 2) şiddetli dilatasyon gösteren sinusoidler (S) ve 

veziküler lipid dejenerasyonu gösteren hepatosit hücreleri (okbaşları) görülmektedir. 

Hepatik plaklar (PL). H&E boyaması, x40 büyütme. 

 

 

 

Şekil 4.12. Sham grubunda veziküler lipid dejenerasyonu 

Sham grubunda (grup 2) veziküler lipid dejenerasyonu gösteren (okbaşları) ve 

nukleusu kondanse olmuş apoptozise giden hepatosit hücreleri (oklar) görülmektedir. 

Portal ven (PV), hepatik plaklar (PL). H&E boyaması, x40 büyütme. 
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Şekil 4.13. Sham grubunda apoptozise giden hepatosit hücreleri 

 

Sham grubunda (grup 2) nukleusu kondanse olmuş apoptozise giden hepatosit 

hücreleri (oklar) ve portal alana yakın sitoplazması bulanıklaşmış hepatositlerin 

bulunduğu alan (asterisk) görülmektedir. Portal venül (PV), hepatik plak (PL), safra 

kanalı (BD), hepatik arteriyol (HA). H&E boyaması, X40 büyütme. 

 

 

 

Şekil 4.14. Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubunda makroveziküler 

steatosis alanı 

Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubuna (grup 3) ait ışık mikroskobik 

fotoğrafta mikroveziküler (okbaşları) ve makroveziküler steatosis alanı (sarı çerçeve) 

görülmektedir. H&E boyaması, X20 büyütme. 
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Şekil 4.15. Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubunda veziküler lipid 

dejenerasyonu 

 

Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubuna (grup 3) ait karaciğer dokusunda 

hepatositlerin boyutunda artış ve veziküler lipid dejenerasyonunun sonucu olarak 

sitoplazmalarında köpüksü görünüm (okbaşları)  ve makroveziküller (asterisk) 

gözlendi. İskemi grubunda sinuzoid ve hepatositlerin yapısal bütünlüğünde bozulma 

dikkat çekti. Merkezi ven (CV) çevresinde polimorfonüklear hücrelerin 

inflamasyonu görülmektedir. H&E boyaması, X40 büyütme 
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        Şekil 4.16. Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubunda portal alan 

çevresinde veziküler lipid dejenerasyonu 

 

Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubunda (grup 3) Portal alan çevresinde 

veziküler lipid dejenerasyonu (okbaşları) gösteren hepatositler görülmektedir. Portal 

venül (PV), hepatik plak (PL), safra kanalı (BD), hepatik arteriyol (HA). H&E 

boyaması, X40 büyütme. 

 

 

Şekil 4.17. Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubunda dilate olmuş 

sinüzoidler 

 

Yağlı karaciğer İskemi/ reperfüzyon grubunda (grup 3) aşırı veziküler lipid 

dejenerasyonu gösteren hepatosit hücre grubu (ok) ve dilate olmuş sinüzoidler (S) 

görülmektedir. H&E boyaması, X20 büyütme. 
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Şekil 4.18. TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfüzyon grubunda makroveziküler 

steatosis 

 

TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfüzyon grubunda (grup 4) mikroveziküler 

(okbaşları) ve makroveziküler steatosis (asterisk) gösteren hepatositler 

görülmektedir. Merkezi ven (CV) ve hepatik plaklar (PL). H&E boyaması, x40 

büyütme. 

 

 

 

Şekil 4.19. TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfüzyon grubunda mikroveziküler 

steatosis 

 

TMZ tedavi edilen ve iskemi/reperfüzyon grubunda (grup 4) mikroveziküler 

(okbaşları) ve makroveziküler steatosis (asterisk) gösteren hepatositler 

görülmektedir. Merkezi ven (CV) ve hepatik plaklar (PL). H&E boyaması, x20 

büyütme. 
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5. TARTIŞMA 

Ratlarda deneysel NAFLD modeli oluşturmak için çeşitli yöntemler 

oluşturulmuştur. Lieber ve ark.’nın (2004) yaptığı modelde 3 hafta boyunca % 70 

yağlı diyet sonrası NAFLD modeli oluştuğu bildirilmiştir. NAFLD’nin metabolik 

sendromla sıkı bir ilişki içerisinde bulunması rat modellerine yüksek yağlı diyete 

ilaveten fruktoz diyetinin eklenmesinin karaciğer transaminaz düzeylerini anlamlı 

attırarak, NAFLD’ye neden olduğunu gösteren birçok çalışma mevcuttur (Govindaraj 

ve ark., 2016; Jegatheesan ve ark., 2016). Diğer bir yöntem metionin-kolinden 

yoksun (MCD) diyettir.  

Çalışmamızda ratlara 8 hafta süre ile toplam enejinin % 65’i yağ tarafından 

sağlanan diyet uygulanmasının, karaciğer transaminaz düzeylerini yükselttiği, rat 

ağırlıklarında aşırı artışlara neden olduğu ve histolojik olarak da NAFLD modeli 

oluştuğunu gözlemledik. Sonuçlarımız literatürdeki NAFLD modelleri ile uyum 

sağlamaktadır (Jahn ve ark., 2018).    

Hepatik I/R esnasında ROT, sitokin, kemokin ve birçok faktör hasar 

mekanizmasında görev alır. Bu faktörlerin sürekli olarak birbirini tetiklemesi kısır bir 

döngüye sebep olmaktadır. NAFLD’li olgularda, steatozlu karaciğerin antioksidan 

savunma mekanizmalarını yeterli kullanamaması, proinflamatuvar sitokin 

salınımının artması ve artmış lipid yükünün karaciğer üzerindeki toksik etkileri ve 

bazı genlerin ekspresyonundaki değişikliklere sebep olması, NAFLD I/R hasarını 

daha da şiddetlendirmektedir (Li ve ark., 2017). 

Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat Oksidaz (NADPH Oksidaz), moleküler 

oksijenden süperoksit ve hidrojen peroksit üretimine katkı sağlayan multimerik 

transmembran bir enzim kompleksidir (Bedard ve Krause 2007). Bu kompleks enzim 

sistemi normal şartlarda hücre savunması için görev alır, ancak I/R bağlı hasar 

durumlarında bir savunma mekanizmasından daha çok hücre için zararlı etkilere 

sebep olabilir. Nitekim reperfüzyon esnasında hücrelerin ani oksijenlenmesi, 

NADPH Oksidaz’ın aktivitesinde aşırı artışlara neden olur. Bunun sonucu süperoksit 

üretiminin gereğinden fazla oluşu dokularda harabiyete neden olmakla birlikte I/R 

hasarında yer alan mekanizmalara da katkı sağlar (Kapoor ve ark., 2018). 
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Çalışmamızda da NADPH Oksidaz düzeyleri kontrol grubuna göre, sham 

grubu (grup 2) ve yağlı karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubunda (grup 3) anlamlı 

oranda yüksek bulunmuştur. TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) ise kontrol grubu 

hariç diğer gruplara göre, anlamlı olarak düşük bulunmuştur. Çeşitli iskemik hasar 

durumunda NADPH Oksidaz değişimini araştıran birçok çalışma mevcuttur. Krinjer 

ve ark. (2003), yaptığı çalışmada miyokard infaktüslü hastalardan alınan 

kardiyomiyositlerde NADPH Oksidaz düzeylerinin arttığını bildirmiştir. Başka bir 

çalışmada köpekler üzerinde miyokard iskemi-reperfüzyon sonucu oluşan serbest 

radikal hasarının etil-gallimidate (NADPH Oksidaz inhibitörü) ile azaldığı 

gösterilmiştir (Duilio ve ark., 2001). Walder ve ark. (1997), tarafından yapılan farklı 

bir çalışmada ise NADPH Oksidaz eksikliği oluşturulmuş farelerde beyin I/R 

hasarında NADPH Oksidaz’ın önemli bir rolü olduğu ve NADPH Oksidaz 

eksikliğine paralel olarak beyin hasarının azaldığı bildirilmiştir. 

Apocynin, selektif bir NADPH Oksidaz inhibitörüdür. Kimura ve ark. (2016), 

yağlı karaciğer I/R hasarında Apocynin kullanılmasının, I/R hasarını önemli ölçüde 

azalttığı ve bunun NADPH Oksidaz aktivitesinin engellemesi sonucu oluştuğunu 

bildirmişlerdir. Harada ve ark. (2004), ise NADPH Oksidaz enzimi eksikliği 

oluşturulmuş farelerde yapmış olduğu hepatik iskemi ve reperfüzyon modelinde 

ROT düzeylerinin düşüşüne bağlı olarak I/R hasarında azalmalar bildirmiştir. HepG2 

hücrelerinde kapsaisin kaynaklı apoptoz mekanizmasında ROT bağımlı NADPH 

Oksidaz’ın sorumlu olduğu bildirilmiştir (Lee ve ark.,2004). NADPH Oksidaz aracılı 

ROT üretimine bağlı olarak oluşan hasar kronik hepatititden, alkolik yağlı karaciğere 

kadar birçok karaciğer hastalıklarının nedenleri arasında gösterilmiştir (Ha ve ark., 

2016).  

Çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlar, steatotik karaciğerin sürekli olarak 

oksidatif strese maruz kalmasının, NADPH Oksidaz enziminde artışa yol 

açabileceğini düşündürmektedir. Çalışmamıza benzer şekilde Haggai ve ark. (2005), 

yağlı karaciğer ile ilgili çalışmalarında; NAFLD’li olgularda artmış TNFα’nın 

NADPH oksidaz ekspresyonunu arttırdığı, artan NADPH Oksidaz aktivitesine bağlı 

olarak ROT artışının da NAFLD’nin ilerlemesine sebep olduğu sonucuna 

varmışlardır. Ayrıca Chen ve ark. (2015), vahşi tip yaban farelerinin yüksek yağlı 
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diyet ile beslemesi sonucunda oluşan karaciğer yağlanma modelinde, karaciğer 

NADPH Oksidaz mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna göre istatiksel olarak 

yüksek bulmuşlar ve NAFLD’de NADPH Oksidaz inhibitörlerinin kullanılmasının 

hastalığın düzelmesine katkıda bulunabileceği görüşünü ileri sürmüşlerdir. 

Çalışmamızda TMZ tedavisi I/R hasarına bağlı artış gösteren NADPH Oksidaz 

düzeylerinde anlamlı azalmaya neden olmuştur. Çalışmamıza benzer şekilde Liu ve 

ark. (2010), farelerde yapmış olduğu çalışmada TMZ’nin NADPH Oksidaz aracılı 

ROT aktivitesini inhibe ederek, miyokard fibrosizini azalttığını göstermişlerdir. Bu 

çalışmanın sonuçları çalışmamızla elde ettiğimiz sonuçları destekleyici bir diğer 

bulgudur. Bununla beraber yağlı karaciğer iskemi ve reperfüzyon grbunda (grup 3) 

NADPH Oksidaz düzeylerinin kontrol ve TMZ ile tedavi grubuna göre anlamlı 

olarak yüksek çıkması, NADPH Oksidaz’ın yağlı karaciğer I/R hasarına bağlı artış 

göstermesinin bir sonucu olduğunu düşündürmektedir.  

Myeloperoksidaz, hidrojen peroksitten (H2O2)’den hipoklorik (HOCl) asit 

oluşumunu katalizleyen ve böylece antimikrobiyal ajan olarak vücudun doğal 

bağışıklık sistemi içerisinde yer alan bir enzimdir. MPO’ın asıl substratının H2O2 

olması, I/R hasarında önemli bir rol teşkil edebilir. Yukarıda değinildiği üzere 

çalışmamızın sonuçlarından biri olan I/R hasarı esnasında NADPH oksidaz’ın 

aktivitesindeki artışlar özellikle de reperfüzyon esnasında moleküler oksijenin 

süperoksit anyonuna dönüşümünde artışa, süperoksid dismutaz enzim katalizi sonucu 

H2O2 miktarında aşırı artışlara neden olmaktadır. H2O2 artışına bağlı olarak MPO 

aktivitesi artışı sonucu, ROT oluşumunun tetiklenmesi hücresel hasarlara neden 

olmaktadır. Ayrıca antioksidan enzim savunma sistemlerinde de düşüş yaşanmasına 

neden olarak, I/R hasarının artışında önemli katkıları olabileceği düşünülmektedir. 

Çalışmamızda; yağlı karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubunda (grup 3) MPO 

aktivitesi, sham grubu (Grup 2) dışında diğer tüm gruplara göre anlamlı yüksek 

bulunmuştur. Ayrıca TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) MPO aktivitesi, yağlı 

karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubuna (grup 3) göre anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur. I/R hasarında MPO’nun nasıl etkilendiğine ilişkin yapılan çeşitli 

çalışmalarda farklı sonuçlar bulunmuştur. Yapılan bir çalışmada hepatik I/R sonrası 

MPO düzeylerinin, sham grubuna göre yüksek bulunduğu bildirilmiştir (Tao ve ark., 
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2016). Başka bir çalışmada ise 10 dakika iskemik ön koşullandırmanın hepatik I/R 

hasarı sonucu artmış MPO düzeylerini düşürdüğü bildirilmiştir (Guang-jing ve ark., 

2005).  

Liu ve ark. (2015), hepatik I/R hasarı üzerine yaptıkları çalışmada, MPO 

aktivitesinin reperfüzyonunun 3. saatinde artmaya başladığını ve 6. saatte pik 

yaptığını göstermişlerdir. Gastrointestinal bir hormon olan, kolesistokinin (CCK)’in 

ratlarda karaciğer I/R hasarına karşı koruyucu etkinliğinin araştırıldığı bir çalışmada 

60 dakika kısmi karaciğer iskemisi ardından 6 saat reperfüzyon süreci sonunda CCK 

ile muamele edilen grubun, sham grubuna göre MPO düzeylerinin düştüğü 

bildirilmiştir (Zhang ve ark., 2017). 

MPO’nun I/R hasar mekanizması dışında, NAFLD’nin ilerlemesine de katkısı 

olduğunu düşündüren çalışmalar mevcuttur. Nitekim yağlanmış karaciğerin basit 

steatozdan, steatohepatite ilerleyişinde artmış MPO aktivitesinin büyük katkısı 

olduğu bildirilmiştir (Marra ve ark., 2008). Alshammari ve ark. (2018),  tarafından 

bir çalışmada yüksek yağlı diyetle beslenmiş, bunun yanında MPO eksikliği 

oluşturulmuş farelerde, NASH şiddetinin hepatik inflamasyon ve fibrozu azaltılarak 

düşürdüğü bildirilmiştir. Bunun yanında MPO aktivite artışına bağlı olarak miktarları 

artan serbest radikallerin fibrosiz gelişimi ve nötrofil birikimine sebep olduğuna dair 

bulgulara da rastlanılmaktadır (Lau ve ark., 2005). 

TMZ antianjinal olarak kullanılan bir ajandır. Bunun yanında TMZ’nin 

oksidatif stres durumlarında adeta bir süpürücü gibi davranması bu ajanın oksidatif 

stres ile ilişkili hastalıklarda ilgi odağı olmasını sağlamıştır. Ratlarda inflamatuvar 

barsak hastalığı (İBD) modeli oluşturmak için yaygın olarak asetik asit kullanılır. Bir 

çalışmada asetik asit ile muamele edilmiş ratlarda MPO aktivitelerinin çok 

yükseldiği, asetik asit ile muamele edilip TMZ verilen grupta ise MPO aktivitesinin 

düştüğü bildirilmiştir (Kuralay ve ark., 2003).  

Inci ve ark. (2001), tarafından yapılan rat akciğer transplantasyonu model 

çalışmasında, TMZ ile tedavi edilen grubun sham grubuna göre MPO aktivitesinin 

düşük olduğu bulunmuştur. Bu sonuç TMZ’nin I/R esnasında hücrelerin enerji 
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dengesi ve oksijenasyon hasarına karşı koruyucu etkisine bağlı olarak oluşabileceğini 

düşündürmektedir. 

Çalışmamızda; yağlı karaciğer I/R hasarına karşı MPO aktivitesinin TMZ ile 

tedavi edilen grupta düşük bulunması, I/R hasarının iskemi safhasında TMZ’nin 

hücrelerde muhtemelen ATP düzeylerine koruyucu etki göstererek ve reperfüzyon 

safhasında kontrolsüz oksijenlemeye karşı hücrelerde antioksidan aktivitede artış 

göstererek etki gösterebileceğini düşündürmektedir. Nitekim çalışmamızın bir başka 

sonucu olan TMZ uygulanan grupta antioksidan bir enzim olan CAT aktivitesinde 

anlamlı artışlara sebep olması TMZ’nin bu hasar mekanizmalarında antioksidan 

savunma mekanizmaya dolaylı ve hücresel düzeyde direkt katkısı olabileceği 

görüşünü kuvvetlendirmektedir. 

MDA, lipit peroksidasyondaki artışı gösteren biyokimyasal bir belirteçtir. ROT 

moleküllerinin kısa ömürlü oluşu ölçümleri zorlaştırdığı için araştırmalarda uzun 

ömürlü olan bu tarz oksidatif stres belirteçleri kullanılır. Hücreler oksidatif stresle 

baş edemediği durumlarda, özellikle hücre membranında bulunan lipitler ROT 

saldırıları için açık hedef haline gelirler. I/R hasarı sonucu MDA düzeylerinin 

arttığına dair birçok çalışma mevcuttur (Abdelsameea ve ark., 2017; Shuna ve ark., 

2013;Yuzhu ve ark., 2017). Bunun yanında yine steoatik karaciğerde MDA 

düzeylerinin yükseldiği, yüksek yağlı diyet modeli oluşturulmuş rat modellerinde 

gösterilmiştir (Rao ve ark., 2017).  

Çalışmamızda tüm gruplar arası MDA düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark bulunmamıştır. Mosbah ve ark. (2006),  steatotik karaciğer transplantasyonu 

ile ilgili çalışmalarında TMZ’nin yıkama solusyonuna ilavesi ile steatotik 

karaciğerde I/R hasarı sonucu yükselmiş MDA seviyelerinin düştüğünü bildirmiştir. 

Yine akciğer tranplantasyonu üzerine TMZ’nin koruyucu etkisinin araştırıldığı bir 

çalışmada, TMZ’nin lipit peroksidasyonunu azalttığı ve MDA seviyelerinin sham 

grubuna göre düştüğü bildirilmiştir (Inci ve ark., 2001).  

 Ancak, bazı çalışmalar bu görüşü tam desteklememektedir. Nitekim oksidatif 

böbrek hasarına karşı TMZ’nin koruyucu etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, ratlara 

intraperitoneal olarak enjekte edilen 3 mg/kg TMZ’nin, MPO düzeylerini düşürdüğü, 
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ancak MDA düzeyleri üzerinde herhangi bir etki yaratmadığı bildirilmiştir (Yalçın ve 

ark., 2012). 

Yine Omar ve ark. (2011), tarafından yapılan lipopolisakkarit kaynaklı 

oksidatif strese karşı TMZ’nin MDA üzerine etkisinin araştırıldığı çalışmada; 

farelere TMZ iki gün boyunca 1.8 mg/kg, 3.6 kg/mg ve 7.2 mg/kg olmak üzere 3 

farklı dozda oral olarak uygulanması sonucu düşük doz TMZ uygulanmasının MDA 

düzeylerinde düşürücü bir etkisi olmadığı ancak yüksek dozlarda MDA düzeylerini 

düşürdüğü bildirilmiştir. Başka bir çalışmada ise ratlarda arka ekstremite I/R hasarına 

karşı I/R öncesi 7.5 mg/kg tek doz TMZ uygulanmış grupta, kontrol ve sham 

gruplarına göre MDA düzeylerinin istatistiksel olarak anlamlı değişmediği 

bulunmuştur (Da Silveira ve Yoshida, 2009). 

TMZ’nin MDA üzerine etkisinin araştırıldığı çalışmalar arasındaki farklılığın 

oluşma nedeninin, ilacın dozaj ve veriliş şekli ile ilgili olabileceğini 

düşündürmektedir. Bizim çalışmamızda da gruplar arası MDA düzeylerinin 

istatistiksel olarak farklı bulunmamasını bu görüşe bağlıyoruz. Çalışmamızda 

karaciğer I/R tedavi grubuna 30 dakika önce 10 mg/kg tek doz TMZ oral olarak 

verilmiş olup, herhangi bir yıkama solusyonu kullanılmamıştır. TMZ’nin tedavi 

grubuna bu dozda ve oral olarak verilmesi MPO ve NADPH Oksidaz gibi oksidan 

enzimler üzerine düşürücü etkisi olmasına karşın, MDA düzeylerinde anlamlı bir 

değişiklik göstermemiştir. 

I/R hasarı hücrelerde birçok fonksiyonu olumsuz etkileyerek, hücrelerin 

bütünlüğünü ve biyokimyasal düzenini bozarak hücreleri ölüme sürükler. Özellikle 

de bu etkilerini dokuların oksidan-antioksidan dengesini bozarak gösterir. I/R hasarı 

sonucu artmış ROT düzeyleri hücrelerin antioksidan havuzunu tüketir (Liu ve ark., 

2015). 

Yapılan birçok çalışma, serbest oksijen radikallerinin toksik etkileri üzerine 

CAT’ın temel antioksidan savunma sisteminin vazgeçilmez bir unsuru olduğunu 

göstermiştir (He ve ark., 2017; Moris ve ark., 2017; Yu ve Huang, 2015). Ratlarda 

böbrek iskemi reperfüzyon sonucu böbrek dokularında CAT aktivitesinin, kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak düştüğü ve bunun I/R hasarı sonucu artan oksidatif 

stresin antioksidan enzim havuzunu tüketmesine bağlı olabileceğini 

düşündürmektedir. (Takhtfooladi ve ark., 2016).   
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Caskurlu ve ark. (2016), böbrek I/R hasarına karşı bir çörek otu bitkisi olan 

Nigella sativa’nın koruyucu etkinliğini araştırdıkları çalışmada, I/R hasarı sonucu 

böbrek dokusunda CAT aktivitesinde istatiksel olarak anlamlı azalma olduğunu 

tespit etmişlerdir. Karaciğer I/R hasarı oluşturulmuş başka bir çalışmada ise sham 

grubuna göre I/R grubunda CAT aktivitesi anlamlı olarak düşük bulunmuştur (Bae 

ve ark., 2014). Gedik ve ark. (2008), farelerde güçlü bir antioksidan flavanoid olan 

resvastorolün hepatik I/R hasarına karşı koruyucu etkilerini araştırdıkları çalışmada, 

I/R hasarı sonucunda CAT aktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak 

azaldığını ve resvastorolün hepatik I/R hasarında CAT aktivitesini anlamlı olarak 

yükselttiğini bildirmişlerdir. 

Çalışmamızda yağlı karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubunda (grup 3) CAT 

aktivitesi sham grubu (grup 2) hariç diğer tüm gruplara göre anlamlı azalma 

göstermiş, TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) ise CAT aktivitesi kontrol grubu 

hariç diğer gruplara göre anlamlı artış göstermiştir. Yüksek yağlı diyet ile beslenme 

sonucu vücut antioksidan savunma sisteminin azalması ve ROT üretimindeki aşırı 

artışlar CAT üzerinde olumsuz etkiler meydana getirmektedir. Nitekim NAFLD’de 

artmış oksidatif stres sonucunda, antioksidan enzim düzeylerinde azalmaların olduğu 

ve bu düşüşle beraber NAFLD’nin NASH gibi daha ciddi komplikasyonlara 

ilerlemesine katkıda bulunduğu bildirilmiştir (Park ve ark., 2016). Deney 

hayvanlarında NAFLD modeli oluşturmanın bir başka yolu da, metionin-kolinden 

yoksun (MCD) diyettir. Jorgačević ve ark. (2014), farelerde MCD diyeti ile 

oluşturdukları NAFLD modelinde CAT aktivitesini kontrol grubuna göre istatiksel 

olarak anlamlı bir şekilde düşük bulmuşlardır.  

Başka bir çalışmada yüksek yağlı diyet ile beslenen vahşi tip yabani farelerin 

CAT aktivitelerinin, kontrol grubuna göre anlamlı olarak düştüğü gösterilmiştir 

(Chen ve ark., 2015). Leghi ve ark. (2015), yaptıkları vaka-kontrol çalışmasında ise 

NASH tanısı konmuş bireylerle, NASH tanısı konmamış ama obez olan bireyler 

arasında CAT aktivitesi kıyaslandığında gruplar arası istatiksel olarak anlamlı bir 

fark bulamadıklarını bildirmişlerdir.  
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Çalışmamızda TMZ ile tedavi edilen grupta, yağlı karaciğer iskemi ve 

reperfüzyon grubuna (grup 3) oranla CAT aktivitesinin artması, TMZ’nin 

antioksidan sistem üzerine olumlu katkısının bir sonucu olabileceğini 

düşündürmektedir. Çalışmamıza benzer şekilde Zhang ve ark. (2013), H2O2’ile 

oksidatif hasar oluşturulmuş kardiyomiyositlerde TMZ’nin bu hasara karşı CAT 

aktivitesini anlamlı olarak arttırdığını göstermişlerdir. Bir başka çalışmada ise etanol 

ile oluşturulmuş deneysel ülser modelinde TMZ uygulanması, CAT aktivitesini diğer 

gruplara göre anlamlı olarak yükseltmiştir (Öztürk ve ark., 2009). Pathan ve ark. 

(2010), yaptığı bir başka çalışmada ise Doksorubisin ile kardiyomiyopati modeli 

oluşturulmuş ratlarda TMZ’nin CAT aktivitesi üzerine anlamlı olarak artırıcı 

katkısının olduğunu ve bunun sebebinin TMZ’nin radikal süpürücü etkisine bağlı 

olabileceğini bildirmişlerdir.  

Yapılan çalışmalar göstermiştir ki karaciğer I/R sonrası ROT artışına bağlı 

olarak hücreler apoptoz ve nekroza uğrarlar (Jaeschke ve Lemasters, 2003). ROT 

bağımlı apoptozdan mitokondri sorumludur. Mitokondri işlev kaybı,  enerji 

sisteminin altüst olması ve artmış ROT düzeyleri sonucunda mitokondri dış 

membranından Cyt-C salınımı olmakta, Cyt-C daha sonra Apaf -1 ile birleşip, 

kaspaz-9’u aktivite ederek apoptozom denen yapıyı oluşmaktadır (Shakeri ve ark., 

2017; Yuan ve Akey 2013). 

Hayvan modelleri üzerinde yapılan bir çalışmada apoptozun önceden 

engellenmesi ile reperfüzyon sonrasında hücre hasarında azalmalar olduğu 

bildirilmiştir (Gao ve ark., 1998). Kohli ve ark. (1999), tarafından yapılan karaciğer 

I/R hasarı çalışmasında, insan karaciğer hepatositlerinde yüksek miktarda apoptotik 

hücrelere rastlanmıştır. Cahova ve ark. (2015), ise yağlı karaciğer I/R hasarı üzerine 

antidiyabetik bir ilaç olan metformin’in koruyuculuğu üzerine yaptıkları çalışmada, 

yağlı karaciğer I/R hasarı sonucu Cyt-C salınımının arttığını ve mitokondri fonksiyon 

bozukluğuna sebep olduğunu göstermişlerdir. Başka bir çalışmada ise hepatik I/R 

hasarı sonrası karaciğerde Cyt-C ekspresyonunun kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak arttığı, apoptotik hücre miktarında ise anlamlı artışlar olduğu gösterilmiştir 

(Kim ve ark., 2013). 
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Karaciğer yağlanmasına bağlı olarak hepatositlerin apoptoza yöneldiğini 

gösteren birçok çalışma mevcuttur (Wu ve ark., 2018; Kim, 2017; Cartland ve ark. 

2017). NAFLD’de antioksidan sistemin azalması sonucunda oksidatif stres artışına 

bağlı olarak mitokondri fonksiyon bozukluğu oluşur, bu da hücreleri apoptoza teşvik 

eder. Alwahsh ve ark. (2014), yaptığı çalışmada yüksek yağlı diyet ve fruktoz ile 

ratlarda oluşturulmuş yağlı karaciğer modelinde Cyt-C seviyelerinin kontrol grubuna 

göre anlamlı olarak arttığını göstermiş ve bu durumun hücresel ROT miktarının 

artması sonucu, mitokondri geçirgenliğinin bozulmasından kaynaklandığını ileri 

sürmüşlerdir. 

Çalışmamızda sham grubu (grup 2) ve yağlı karaciğer iskemi ve reperfüzyon 

grubu (grup 3) Cyt-C seviyeleri kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek, TMZ 

ile tedavi edilen grup (grup 4) Cyt-C düzeyleri ise sham grubu (grup 2) ve yağlı 

karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubuna (grup 3) göre anlamlı olarak düşük olduğu 

bulunmuştur. Bu sonucumuzun karaciğer I/R sonrası artmış ROT düzeylerine bağlı 

olarak, mitokondriyal dış membranı hasar görmesinin bir sonucu olduğunu 

düşünmekteyiz. Nitekim TMZ ile tedavi edilen gruptaki Cyt-C seviyelerinin, yağlı 

karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubuna kıyasla anlamlı olarak düşük bulunması, 

TMZ’nin mitokondri stabilitesini koruduğunun bir göstergesidir. Çalışmamızı 

destekleyen başka bir çalışmada, Mahfoudh-Boussaid ve ark. (2012), böbrek I/R 

hasarı sonucu endoplazmik retikulum ve mitokondri hasarına karşı TMZ’nin 

etkilerini inceledikleri çalışmada, TMZ’in I/R hasarı sonucu artış gösteren Cyt-C 

seviyelerini, I/R grubuna göre anlamlı olarak düşürdüğünü ve bunun TMZ’nin ATP 

sentezini yeniden düzenlemesi ve mitokondri dış membran bütünlüğünü koruyucu 

etkisine bağlı olduğunu bildirmişlerdir. Bir başka çalışmada ise myokard I/R hasar 

modelinde TMZ’nin mitokondri geçirgenliğini kontrol grubuna göre anlamlı 

düşürdüğünü ve Cyt-C düzeylerinde azalmaya neden olduğu göstermişlerdir (Li ve 

ark., 2014).  

Çalışmamızda TMZ uygulanmasının I/R hasarına bağlı artış gösteren Cyt-C 

düzeylerini düşürmesi bu bulgularla benzerlik göstermektedir, bu sonuç TMZ’nin 

NAFLD komplikasyonlarına karşı tedavi edici bir ajan olabileceğini 

düşündürmektedir.  
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Oksidatif stresteki aşırı artışlar, hücrelerde birçok biyomolekülü olumsuz 

yönde etkiler. Öyle ki hücrenin en önemli yapıtaşlarından biri olan DNA molekülü 

de bu hasardan nasibini alır. Oksidatif strese bağlı DNA hasarını gösteren birçok 

biyokimyasal belirteç bulunmaktadır. Ancak, günümüzde hücre zarından 

geçebilmesi, idrar ve serumda ölçülebilmesi açısından 8-OHdG daha çok tercih 

edilmektedir. 

8-OHdG’nin somatik mutasyonlardan olan G > T geçişlerini indükleme 

kabiliyeti birçok kanser türünde gözlemlenmiştir. Yüksek yağlı diyet ile beslenme 

sonucu oksidatif stresin arttığı ve buna bağlı olarak özellikle guanin bazına OH
. 

radikalinin saldırıları sonucu, 8-OHdG’nin düzeylerinin arttığı çalışmalarla 

gösterilmiştir (Chen ve ark., 2015). Karaciğer I/R hasarı sonrası DNA hasarının 

meydana geldiği, 8-OHdG düzeylerinin arttığı ve bu hasarın aşırı ROT üretimi 

sonucu olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (Keleş ve ark., 2008; Yamagami ve 

ark., 2000). 

Bu olguların yanında, Kimura ve ark. (2016), yağlı karaciğer I/R hasarı üzerine 

yaptıkları çalışmalarında, yağlı karaciğerde, normal karaciğere göre I/R hasarı 

sonrası 8-OHdG düzeylerinin daha çok yükseldiğini, bunun nedeninin oksidatif 

strese karşı yağlı karaciğerin daha savunmasız oluşundan kaynaklandığını 

bildirmişlerdir. 

Çalışmamızda gruplar arası 8-OHdG düzeyleri istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık göstermemiştir. TMZ’nin oksidan ve antioksidan enzimler üzerine etkisini 

gösteren birçok çalışma olmasına karşın, 8-OHdG düzeyleri üzerine yeterli 

çalışmalar mevcut değildir. Mevcut olan çalışmaların sonuçları çalışmamıza benzer 

şekilde genellikle TMZ’nin 8-OHdG düzeylerine pek etki göstermediği yönündedir. 

Örneğin; üretral yaralanmalar üzerine TMZ’nin etkisi ile ilgili bir çalışma sonucu 

tüm gruplar arasında serum ve idrar 8-OHdG düzeyleri arasında istatistiksel olarak 

bir fark olmadığı, TMZ’nin 8-OHdG üzerine düşürücü bir etki meydana getirmediği 

bildirilmiş ve daha kapsamlı çalışmaların yapılması yönünde tavsiyelerde 

bulunulmuştur (Ayyıldız ve ark., 2016).  
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Serum aminotransferazları karaciğer hücre hasarının duyarlı bir göstergesi 

olup, karaciğer hastalığının tayininde en çok ölçülen iki aminotransferaz ALT ve 

AST’dir. AST karaciğer, kalp, kas ve böbrek gibi birçok dokuda bulunmasına 

rağmen ALT yalnızca karaciğerde bulunur.  

Çalışmamızda yağlı karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubunda (grup 3) serum 

AST ve ALT düzeyleri diğer tüm gruplara göre istatiksel olarak anlamlı yükselişler 

göstermiş, TMZ ile tedavi edilen grupta (grup 4) ise AST ve ALT düzeyleri grup 3’e 

göre anlamlı olarak düşmüştür. Hepatik I/R hasarı sonrası bu enzimlerin serum 

düzeylerinin yükselmesinin beklenmesi aşikâr bir durumdur. Nitekim yapılan onlarca 

çalışma hepatik I/R hasarı sonrası hepatosit harabiyetine bağlı olarak bu enzimlerin 

serum düzeylerinin çok fazla bir şekilde arttığını göstermektedir (Li ve ark., 2018; 

Wang ve ark., 2017; Zhang ve ark., 2017).  Bununla birlikte, NAFLD olgularında 

hastalığın seyrine göre hepatositlerde orta ve şiddetli hasar meydana gelir, bunun 

sonucu serum AST ve ALT düzeyleri hücre harabiyetinin bir göstergesi olarak 

yükselir (Alexander ve ark., 2018). 

Çalışmamızda hepatik I/R hasarı sonucu AST ve ALT serum düzeylerinin 

TMZ uygulamasına bağlı olarak düşüşü hücre harabiyetini azaltmasının bir sonucu 

olduğunu düşünmekteyiz. Nitekim çalışmamıza benzer şekilde Boussaid ve ark. 

(2016), yaptığı çalışmada ratlara TMZ uygulanmasının, hepatik I/R hasarı sonucu 

artan AST ve ALT serum düzeylerini düşürdüğünü göstermişlerdir. Yine başka bir 

yağlı karaciğer I/R hasarı modelinde, I/R öncesi yıkama solusyonuna TMZ 

ilavesinin, ratlarda serum AST ve ALT düzeylerini anlamlı olarak düşürdüğü ve 

hepatositler TMZ uygulamasının hücresel oksidatif stresine karşı hücreleri 

harabiyetten koruduğunun bir göstergesi olduğu kabul edilmektedir. (Zaouali ve ark., 

2013). 

Çalışmamızda karaciğer dokusu histolojik bulguları; yağlı karaciğer iskemi ve 

reperfüzyon grubunda hücre ve hücre grubları şeklinde gözlenen hepatosit hasarı, 

 yaygın skor 4 şiddetinde saptandı. Kontrol grubunda ise hepatositlerin genel 

histolojik yapısı normal görünümde ve skor 0 olarak gözlendi. Sham grubunda, 

sinüzoidlerin şiddetli dilatasyon gösterdiği ve steatosisin başlangıcında 

olan hepatositte veziküler lipid depolanmasının görüldüğü nukleusu kondanse olmuş 
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apoptozise doğru giden hepatosit hücrelerinin olduğu gözlendi ve hepatosit hasarı 

skor 1 olarak saptandı. TMZ ile tedavi edilen grupta ise mikroveziküler ve 

makroveziküler steatosis gösteren az sayıda hepatositlerin görüldüğü, hafif skor 2 

şiddetinde bir steatosis gözlendi. Bununla beraber TMZ ile tedavi edilen grupta 

sinüzoidlerin dilatasyonu ve inflamasyonu iskemi grubuna göre azalmıştı. Hepatik 

plakların yapısal bütünlüğünde yağlı karaciğer iskemi ve reperfüzyon grubuna göre 

düzelme gözlendi. 

Karaciğer I/R hasarı sonucu, sinuzoid ve hepatositlerin yapısal bütünlüğünde 

bozulma, hepatik plakların yapısal bütünlüğünde dejenerasyon, merkezi ven ve portal 

alan periferinde de lenfosit infiltrasyonu, hepatosit apoptozu ve nekrozu  görülür 

(Messiha ve Youssef 2015; Zhang ve ark., 2017; Al-saeedi ve ark., 2018). Bununla 

beraber NAFLD hasarı sonucu da lipid depolanmasına bağlı olarak hepatositlerde 

yaralanma ve apoptoz görülür (Oseini ve ark., 2018). 

Çalışmamızda TMZ ile tedavinin sinüzoidlerin dilatasyonu ve inflamasyonunu 

azalttığı, ayrıca hepatositlerin yapısal bütünlüğünü I/R hasarına karşı koruduğu 

görülmüştür. Nitekim TMZ’nin iskemik ön koşullanmayı sağlayarak karaciğer I/R 

hasarı sonucu hepatosit bütünlüğünü koruduğu bildirilmiştir (Casillas ve ark., 2006). 

Ancak TMZ’nin I/R hasarına karşı bu koruyucu etkinliği üzerine moleküler yolaklar 

hala bir tartışma konusudur.  Zaouali ve ark. (2017), karaciğer nakli sonucu hepatosit 

hasarının TMZ uygulanması ile azaldığını göstermişler ve bu etkinin TMZ’nin ER 

stresi azaltarak sağladığını bildirmişlerdir.  

Bununla beraber Mahfoudh-Boussaid ve ark. (2012), böbrek I/R hasarı üzerine 

TMZ tedavisinin ER stresi azaltmadığını ancak mitokondri fonksiyon bütünlüğünü 

koruyarak etki gösterdiğini bildirmişlerdir. Mosbah ve ark. (2006), TMZ tedavisinin 

I/R hasarına karşı vasküler direnci ve perfüzyon akış oranını arttırdığını, özellikle 

reperfüzyon esnasında azalmış ATP seviyelerini yükselterek etki ettiğini 

bildirmişlerdir. Ayrıca yine bu çalışmada yağlı karaciğere bağlı olarak hepatositlerin 

sitoplazmasındaki yağ birikmesi ve hücre hacminde artışlara sebep olmasının hepatik 

sinüzoidal boşluğun kısmi veya tam tıkanmaların neden olabileceğini ve I/R hasarına 

karşı daha da savunmasız kalacağını, TMZ’nin ise yağlı karaciğerde I/R hasarını 
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iskemi sırasında damar akış hızı ve direncine olan olumlu etkileri sonucu hepatosit 

yaralanmasını azalttığını göstermiştir. 

Çalışmamızda TMZ tedavisinin I/R hasarı üzerine yukarıda da değinildiği 

üzere oksidatif stresi ve Cyt-C salınımını azalttığı, ayrıca hücresel düzeyde hepatosit 

bütünlüğünü koruyucu etkisi histolojik olarak da gösterilmiştir ve bu sonuç TMZ’in 

hücresel bütünlüğü koruyucu etkisini güçlü şekilde destekleyen bir bulgudur.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Ülkemizde karaciğer gibi hayati organ nakilleri çok önemli sorunlar içerir. 

Verici sayısının yeterli olmaması, bulunan donörlerin de çoğunun steatotoik 

karaciğere sahip olması, böyle hayati bir olgu için endişe taşımaktadır. Bu yüzden 

steatotoik karaciğerin en az hasar ile nasıl naklinin sağlanacağı ve nakil sonrası 

hastanın vücutsal fonksiyonlarının normal bir şekilde idame ettireceğine ilişkin artan 

sayıda çalışmalar bulunmaktadır.  

Normal bir karaciğer dokusu naklinde ve sonrasında birçok hücre ve doku 

harabiyetleri meydana gelmektedir. Karaciğerin steatotik oluşu bu hasar 

mekanizmalarına karşı daha da savunmasız olmasına yol açar ve oluşacak harabiyet 

daha da fazla olur.  

Bu çalışmamızın sonucunda, TMZ uygulamasının yağlı karaciğer I/R sonucu 

oksidatif hasara neden olan NADPH Oksidaz ve MPO aktivitelerini düşürdüğü 

gösterilmiştir. NAFLD ve karaciğer I/R hasarına bağlı olarak vücut antioksidan 

savunmasının önemli bir enzimi olan CAT seviyelerinin azaldığı, TMZ’nin ise CAT 

seviyelerini artırarak antioksidan savunmaya katkısı olduğu görülmüştür. 

Yağlı karaciğer I/R hasarı sonrası, hücre mitokondri bütünlüğünün bozulduğu 

ve Cyt-C salınımına bağlı olarak hücrelerin apoptosize yöneldiği ve TMZ’nin Cyt-C 

salınımı azaltıcı etkisinin olduğu saptanmıştır.  

NAFLD ve karaciğer I/R hasarı sonrası TMZ’nin oksidatif stres belirteçleri 

arasında yer alan MDA ve 8-OHdg seviyeleri üzerine etkisi olmadığı, bunun yanında 

TMZ’nin histolojik bulgular sonucu yağlı karaciğer I/R hasarını önemli derece 

azalttığı gösterilmiştir. 
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 Çalışmamız sonucunda, TMZ uygulamasının yağlı karaciğer nakilleri 

sırasında önemli hücre harabiyetine yol açan bir etken olan oksidatif hasara karşı, 

antioksidan savunma mekanizmasına olumlu yönde artırıcı katkıda bulunduğu 

gösterilmiştir. Ayrıca, hücresel bütünlüğün korunmasında çok önemli bir faktör olan 

mitokondri bütünlüğünü koruyarak hücrelerin sağ kalımına destek sağladığı 

gösterilmiştir. Ancak çalışmamızda uyguladığımız doz ve sürede TMZ 

uygulanmasının lipit peroksidasyonu ve DNA hasarı gibi belirteçler üzerinde 

etkisinin olduğunun gösterilememesi, farklı doz ve sürelerde TMZ uygulamaları 

gerçekleştirilerek daha ileri çalışmaların yapılmasına ihtiyaç olduğunu 

düşündürmektedir. 
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