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ÖZET 

 

Amaç: Asetaminofen (APAP) günümüzün en yaygın olarak kullanılan ilaçlarından 

birisidir. AĢırı doz APAP kullanılması karaciğer yetmezliği ve ölüme kadar gidebilen 

ciddi karaciğer hasarına neden olabilmektedir. APAP toksisitesinin hasar 

mekanizmalarından bazıları mitokondriyal fonksiyon bozukluğu, hepatosit nekrozu 

ve oksidatif strestir. ÇalıĢmamızda bu hasar odaklarına karĢı kök hücrelerden izole 

edilen canlı ve fonksiyonel mitokondriler hasarlı dokulara nakledilerek etkileri 

incelenmiĢtir. Bu çalıĢma ile karaciğer ilaç toksisitesinde üzerinde yeterli çalıĢma 

yapılmamıĢ olan mitokondri uygulamasının APAP toksisite tedavisine katkıda 

bulunup bulunmayacağının araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

 

Gereç ve Yöntem: ÇalıĢmamızda 42 adet “Sprague-Dawley” cinsi erkek sıçan 

kullanıldı. Sıçanlar basit rastgele örnekleme ile Sham, Kontrol 1, APAP, Kontrol 2, 

APAP+Mitokondri, APAP+NAC grupları olmak üzere toplam 6 gruba ayrıldı. 

Hastalık modelini uygulamak için oral gavaj yoluyla toksik dozda (1g/kg) APAP 

uygulandı. Mitokondri naklinin etkinliği klinik tedavide kullanılan n-asetilsistein 

(NAC) uygulaması ve kontrol gruplarıyla kıyaslanarak değerlendirildi. 

Değerlendirme aĢamasında histolojik analiz (hematoksilen eozin boyaması), kan 

örneklerinin biyokimyasal analizleri (AST, ALT, LDH ve ALP) ve oksidatif stres 

analizleri (MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH) ile yapıldı. Ayrıca izole edilen 

mitokondrilerin canlılık ve fonksiyonelliği değerlendirilmesinin (Mitotracker Red 

CMXROS” ile Mitokondri Boyaması ve ATP ölçümü) yanında nakledilen 

mitokondrilerin hedef hücrelere dağılımı da gösterildi. 

 

Bulgular: ÇalıĢmamızda elde edilen sonuçlara göre mitokondrilerin canlı ve 

fonksiyonel olarak izole edildiği ve nakledildikten sonra hedef hücre içerisine girdiği 

gösterilmiĢtir. Toksik doz APAP uygulamasının karaciğer sentrilobüler alanlarında 

hepatosit nekrozu, dejenerasyon ve inflamasyona neden olduğu, AST, ALT ve LDH 

seviyelerini artırdığı, GSH miktarını azalttığı ve bu yolla ciddi hasar oluĢturduğu 

görülmüĢtür. Mitokondri naklinin ise histolojik olarak doku hasarını tamamen 

engellediği, APAP grubuna göre serum ALT miktarını azaltırken AST ve LDH 
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seviyelerini anlamlı olarak azaltmadığı, ancak enzim seviyelerinin Sham grubuyla 

benzer olduğu görülmüĢtür. NAC uygulaması ise APAP grubuna göre hepatosit 

nekrozunu engellerken, dejenerasyonu ve inflamasyonu azaltamamıĢ, bunun yanında 

GSH miktarını önemli ölçüde korumuĢtur. Mitokondri grubunda inflamasyon NAC 

grubuna göre anlamlı olarak daha az bulunmuĢtur.   

 

Sonuç: ÇalıĢmamızda mitokondri izolasyon ve nakil sürecinin baĢarıyla uygulandığı, 

nakledilen mitokondrilerin hedef hücre içerisine girerek etkinlik gösterdiği 

değerlendirilmiĢtir. Toksik doz APAP uygulamasının ciddi doku hasarına yol açtığı, 

mitokondri naklinin bu doku hasarını önemli ölçüde tamir ettiği ve mitokondri 

grubuyla karĢılaĢtırıldığında NAC uygulamasının kısmi bir iyileĢme sağlayabildiği 

görülmüĢtür. 

 

Anahtar Kelimeler: APAP, Asetaminofen, karaciğer toksisitesi, mitokondri 

transplantasyonu, mitokondri nakli, N-asetilsistein, NAC   
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MITOCHONDRIAL 

TRANSPLANTATION IN ACETAMINOPHEN-INDUCED LIVER 

TOXICITY IN RATS 

(ABSTRACT) 

 

Aim: Acetaminophen (APAP) is one of the most widely used drugs today. Overdose 

APAP intake could cause severe liver damage which could lead liver failure and 

death. Some of the damage mechanisms of APAP toxicity are mitochondrial 

dysfunction, hepatocyte necrosis and oxidative stress. In our study viable and 

functional mitochondria that was isolated from stem cells were transplanted to 

damaged tissue against those damage mechanism and its effects were examined. 

With this study it was aimed to search if mitochondrial transplantation that had not 

studied enough would contribute to APAP toxicity treatment or not. 

 

Materials and Methods: In our study, a total of 42 “Sprague-Dawley male rats were 

used. The rats were randomly divided into 6 groups. The groups were; Sham, Control 

1, APAP, Control 2, APAP+Mitochondria, APAP+NAC. To administer the disease 

model, toxic doses of APAP (1g/kg) was applied with oral gavage. Efficacy of 

mitochondrial transplantation was evaluated by comparing with n-acetylcysteine 

(NAC) treatment used in clinic and with control groups. In the evaluation phase 

histological analysis (hematoxylin eosin staining), biochemical analysis of blood 

samples (AST, ALT, LDH and ALP) and oxidative stress analysis (MDA, SOD, 

TAS, TOS and GSH) were performed. In addition, it was shown that the evaluation 

of viability and functionality of isolated mitochondria (Mitochondria Staining with 

Mitotracker Red CMXROS” and ATP measurement) as well as the distribution of 

transplanted mitochondria to target cells. 

 

Results: According to the results obtained in our study, it was seen that mitochondria 

were isolated viable and functionally and they were entered into the target cell after 

transplantation. It was concluded that giving toxic dose of APAP caused severe 

damage by creating hepatocyte necrosis, degeneration and inflammation in liver 
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centrilobular areas, increasing AST, ALT and LDH levels and reducing GSH supply. 

Mitochondria transplantation completely prevented histological tissue damage. 

While decreasing the serum ALT level, it did not significantly decrease AST and 

LDH levels according to the APAP group. But it was seen that the enzyme levels 

were similar to Sham group. NAC administration prevented hepatocyte necrosis 

according to the APAP group, but could not reduce degeneration and inflammation, 

besides increased GSH level. Inflammation was found statistically less in 

mitochondria group according to NAC group. 

 

Conclusion: In our study, it was evaluated that mitochondria isolation and 

transplantation process was applied successfully and transplanted mitochondria 

entered the target cell and showed efficacy. It was found that toxic dose APAP 

caused severe tissue damage, mitochondria transplantation significantly repaired this 

tissue damage and NAC administration could provide a partial recovery compared to 

mitochondria group. 

 

Key Words: Acetaminophen, APAP, liver toxicity, mitochondrial transplantation, 

N-acetylcysteine, NAC 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

Asetaminofen (parasetamol, APAP) analjezi ve anti-piretik amacıyla 

günümüzde en yaygın olarak kullanılan ilaçlardan biridir (1). Amerika BirleĢik 

Devletlerinde insanların %79’unun düzenli olarak APAP kullandığı rapor edilmiĢtir 

(2). APAP uygun dozda alındığında son derece güvenli bir ilaç olmasına rağmen, 

yüksek dozlarda hayatı tehdit eden ciddi karaciğer hasarına neden olabilmektedir (3). 

Amerika BirleĢik Devletleri ve Ġngiltere’de tüm akut karaciğer yetmezliği vakalarının 

yaklaĢık olarak yarısından sorumlu olduğu bildirilmiĢtir (4). Bu kadar yaygın bir 

sorun olmasına bağlı olarak tedavi için kullanılan kaynakların maliyeti de yüksek 

olmaktadır (5). 

APAP toksisitesinde en çok hasar gören organ karaciğerdir. Yüksek doz 

APAP kullanımına bağlı oluĢan karaciğer hasarı karmaĢık mekanizmalar sonucu 

gerçekleĢir. Normal koĢullarda APAP karaciğerde etkin bir Ģekilde 

zararsızlaĢtırılarak vücuttan atılır. Bu sırada çok az miktarda proteinlerle kovalent 

bağ kuran zararlı APAP reaktif metabolik ürünü oluĢur. Toksik olmayan dozlarda 

APAP alındığında bu metabolitler glutatyon (GSH) tarafından hızla bağlanarak 

zararsız hale getirilir. Toksik dozda APAP alındığında ise bu zararlı metabolitler 

fazla miktarda oluĢur ve hepatik GSH’ nın tükenmesine neden olur. Bu durum 

serbest haldeki metabolik ürünlerin diğer hücresel proteinlere (özellikle 

mitokondriyal proteinler)  kovalent olarak bağlanmasına açar. Sonuç olarak hücresel 

GSH’ nin tükenmesi, oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozukluğu 

nedeniyle karaciğer hasarı meydana gelir (6). 

APAP toksisitesi tüm dünyada akut karaciğer hasarına bağlı ölüm ve 

karaciğer yetmezliklerinin en önemli nedeni olmasına rağmen tedavisinde halen 

eksik noktalar bulunmaktadır. Günümüzde bu toksisitenin klinik tedavisinde en 

yaygın olarak n-asetilsistein (NAC) kullanılmaktadır. NAC’ ın tedavi edici özelliği 

GSH donörü olarak etki göstermesi ve APAP reaktif metabolik ürününü 

tamponlaması Ģeklinde gerçekleĢmektedir. Ayrıca NAC elektron donörü olması 

nedeniyle antioksidan etki gösterek oksidatif hasarı da engellemektedir. Ancak NAC 

kullanımı ile ilgili tedavi protokolünün net olarak belirlenememiĢ olması (ekoller 

arası farklılık), etki mekanizmasının tam olarak ortaya konulamamıĢ olması, yüksek 
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dozda NAC uygulamasının sebep olduğu yan etkiler gibi bazı sorunlar tedavide 

kısıtlamalara sebep olmaktadır. Bu sebeple günümüzde halen APAP toksisitesi 

üzerinde yapılacak çalıĢmalara ihtiyaç duyulmaktadır (7). 

Mitokondri, hücrelerin hemen hepsinde enerji ihtiyacının karĢılaması ve 

homeostatik dengenin sürdürülmesinin yanında daha birçok hücresel aktivitede 

önemli görevler üstlenir. Vücuttaki bu kritik görevleri nedeniyle, mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğu geliĢtiğinde ciddi hastalıklar görülebilmektedir. Kanser, 

yaĢlanma, kardiyovasküler, nörodejeneratif ve metabolik hastalıkları gibi 

hastalıkların mitokondri fonksiyon bozukluğuyla ilgili olduğu düĢünülmektedir (8). 

Bu nedenle son yıllarda sağlıklı hücrelerden alınmıĢ fonksiyonel mitokondrilerin 

hasarlı dokuya nakledilmesinin bir tedavi seçeneği olabileceği düĢünülmektedir. 

Hastalıkların tedavisinde mitokondri naklinin etkinliğinin araĢtırıldığı çalıĢma sayısı 

hızla artmaktadır (9-11). APAP toksisitesinde de en önemli mekanizmalarından birisi 

mitokondriyal hasar ve fonksiyon bozukluğu olduğu için (12), toksik karaciğere 

fonksiyonel mitokondrileri naklederek doku hasarının önlenebileceği 

düĢünülmektedir. 

Literatür incelendiğinde APAP toksisitesinde mitokondri naklinin etkisi 

üzerine yok denecek kadar az bilgi olduğu görülmektedir. Biz yaptığımız bu çalıĢma 

ile karaciğer APAP toksisitesinde önemli bir hasar odağı olan mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğuna karĢı iĢlevsel mitokondri naklederek etkilerini incelemeyi 

amaçladık. Bu amaçla toksik dozda APAP uygulayarak karaciğer hasarı 

oluĢturduğumuz deney hayvanlarında bozulan karaciğer fonksiyonlarını düzeltmek 

ve doku hasarını tamir etmek için sıçan mezenkimal kök hücrelerinden izole 

ettiğimiz canlı mitokondrileri naklettik. Canlı mitokondrileri naklederek yaygın ve 

ciddi tıbbi sorunlara sebep olan ve tedavisinde önemli sorunlar yaĢanan APAP 

toksisitesinde yan etkisiz ve ucuz bir alternatif tedavi yolunun ilk basamağını 

oluĢturmayı hedefledik.   
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

Günümüzün en yaygın olarak kullanılan ilaçlarından birisi olan APAP, yan 

etkileri az olan ve çocuk ve gebelerde güvenle kullanılabilen bir ajandır. Etkileri 

aspirin ve ibuprofen gibi benzer amaçlarla kullanılan ilaçlar gibidir, ancak anti-

inflamatuar özelliği bu ilaçlara göre daha azdır (13). 

APAP ilk olarak 1893 yılında von Mering tarafından analjezik bir madde 

olarak tanımlanmıĢtır. Ancak 1960’ lı yıllara kadar yaygın kullanım alanı 

bulamamıĢtır. Çünkü o yıllarda fenasetin isimli anpiretik ve analjezik etkili bir ilaç 

daha yaygın olarak kullanılmaktaydı. APAP, fenasetinin uzun süreli kullanımda 

toksik etkilerinin tespit edilmesinden sonra daha çok kullanılmaya baĢlanmıĢtır (14). 

Ġlerleyen yıllarda yine benzer amaçlarla kullanılan asprinin gastrointestinal sistem 

(GĠS) kanamaları ve Reye sendromuna neden olduğunun belirlenmesi APAP’ ın 

kullanım alanının yaygınlaĢmasına neden olmuĢtur. Günümüzde Amerika BirleĢik 

Devletleri’ nde her hafta 50 milyon yetiĢkin insanın APAP içerikli ürünler kullandığı 

ve insanların %79’unun düzenli olarak APAP kullandığı rapor edilmiĢtir (2,7). 

Ayrıca Ġngiltere’ de doğum sonrası ilk 6 ayda annelerin %84’ üne APAP reçete 

edildiği bildirilmiĢtir (15). 

APAP’ ın son derece yaygın olarak kullanılması ve kolay ulaĢılabilir bir ilaç 

olması, toksik hasara neden olma riskini arttırmaktadır. APAP uygun dozda 

alındığında (<4g/gün) son derece güvenli bir ilaç olmasına rağmen, yüksek dozlarda 

karaciğer, böbrek ve beyin gibi organlarda toksik hasara neden olabilmektedir (16). 

Çocuklarda tek doz 150 mg/kg ya da 250 mg/kg/gün üzeri ve eriĢkinlerde tek doz 7,5 

g/kg veya 12 g/kg/gün üzeri alımlarda APAP toksisitesi geliĢebilmektedir (17). 

Toksik dozda APAP kullanımının karaciğer hasarına ve ölümcül karaciğer 

yetmezliğine neden olduğu 1960’ lı yıllarda tespit edilmiĢtir (18). Yüksek doz APAP 

maruziyeti karaciğer sentrilobüler alanlarında nekroza yol açarak ciddi doku hasarı 

oluĢturmaktadır (19). Amerika BirleĢik Devletleri ve Ġngiltere’ de tüm akut karaciğer 

yetmezliği vakalarının yaklaĢık olarak yarısından APAP toksisitesinin sorumlu 

olduğu rapor edilmiĢtir (4). Bu kadar yaygın bir sorun olmasına bağlı olarak tedavi 

için kullanılan kaynakların maliyeti de son derece yüksek olmaktadır (20). Amerika 
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BirleĢik Devletlerinde APAP toksisitesinin tedavisinin doğrudan maliyetinin en az 87 

milyon dolar olduğu tahmin edilmektedir (5). 

 

2.1. APAP TOKSĠSĠTESĠ 

 

2.1.1. APAP Kaynaklı Karaciğer Toksisitesi 

 Ġlaçların çoğunun karaciğerde metabolize edilmesi karaciğeri ilaç kaynaklı 

toksik hasara en açık organ haline getirmektedir. Yüksek dozda APAP alımının 

karaciğer toksisitesine neden olduğunun ilk defa tespit edildiği vakalardan alınan 

karaciğer kesitlerinde fulminan tipte karaciğer nekrozu geliĢtiği görülmüĢtür. 

Nekrozun primer olarak sentrilobüler alanlarda geliĢtiği ve buralarda sınırlı kaldığı 

tespit edilmiĢtir. Ayrıca lökosit infiltrasyonu, eozinofilik hasar ve buna eĢlik eden 

nükleer materyal piknozu meydana geldiği rapor edilmiĢtir (18). 

 Tespit edilen bu ilk vakaları takiben ilerleyen dönemde birçok APAP toksisite 

vakası daha bildirilmiĢtir. Ġlk klinik bulgular olarak ilacın alımından 2-3 saat sonra 

oluĢan bulantı, kusma ve sağ üst kadranda karın ağrısı geliĢtiği görülmüĢtür. 24 saat 

içinde karaciğer fonksiyon bozukluğu meydana geldiği ve 3-4 gün içerisinde en üst 

seviyeye çıktığı bildirilmiĢtir. Biyokimyasal bulgular ise serum alanin 

aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) seviyelerinde ciddi 

yükseliĢ, orta Ģiddette hiperbilirübinemi ve protrombin zamanında artıĢ Ģeklinde 

özetlenmiĢtir. Bunlara ek olarak bazı vakalarda eĢlik eden nefrotoksisite görülmüĢtür 

(21,22).  

APAP kaynaklı hepatotoksisite kemirgenlerde de meydana gelmektedir (23). 

Fare ve hamster cinslerinin toksisiteye karĢı çok hassas, ratların ise daha az hassas 

olduğu tespit edilmiĢtir (24). APAP toksisite çalıĢmalarında ratlar sık olarak 

kullanılan deney hayvanlarıdır. Ancak metabolizmalarının farklı olmasına bağlı 

karaciğer metabolizmaları farklılık göstermektedir. Bu nedenle ilaçların toksik olan 

dozları ratlarda insanlara göre daha farklıdır. Toksik karaciğer hasarı histolojik 

olarak glikojen kaybı, sentrilobüler hepatositlerde vaküolizasyon ve yaygın nekroz 

ile karakterizedir. Bu durum sentrilobüler alanların karaciğerin diğer bölgelerinden 

belirgin bir Ģekilde ayrılmasına neden olmaktadır. Ayrıca bunlara hepatik konjesyon 

da eĢlik etmektedir (25). 
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2.1.2. APAP Metabolizması ve Toksik Hasar OluĢumunda 

Metabolizmanın Önemi 

APAP metabolizması karaciğerde karmaĢık mekanizmalar sonucu 

gerçekleĢir. APAP, ilaç metabolizma sisteminin faz II reaksiyonları ile detoksifiye 

edilir. Bu reaksiyonlar sırasında büyük oranda glukuronik asit, sülfat ya da GSH ile 

konjuge edilerek (glukuronil transferaz, sülfotransferaz ve glutatyon S-transferaz 

(GST) enzimleri aracılığıyla) idrar yoluyla uzaklaĢtırılır. Küçük oranda APAP ise 

sistein ile konjuge edilerek ya da serbest olarak yine idrar yoluyla atılır (26). Çok az 

miktarda APAP ise fizyolojik koĢullarda N-hidroksilaz ya da sitokrom P450 

(CYP450) enzimleri ile arile edici reaktif bir son ürün olan ―N-acetyl-p-

benzoquinone imine‖ (NAPQI)’ e dönüĢtürülür (27). NAPQI hücresel proteinlerle 

kovalent bağ kurarak onlara hasar veren bir metabolittir. Bu molekül CYP450 

tarafından APAP’ ın iki elektron oksidasyonu ile oluĢturulur (28). APAP 

metabolizmasında önemli olan CYP450 izoformları CYP2E1, CYP1A2, CYP3A4 ve 

CYP2D6’ dır. Bunlar arasında özellikle CYP2E1 önemlidir (29).  

Toksik olmayan dozlarda APAP kullanıldığında oluĢan bu az miktardaki 

NAPQI metaboliti GSH tarafından etkin bir Ģekilde detoksifiye edilir ve safra 

yoluyla uzaklaĢtırılır (30). NAPQI’nin GSH ile reaksiyonu çok hızlı bir Ģekilde 

kendiliğinden ya da enzim aracılı (GST enzimi) olarak gerçekleĢir (31). Toksik 

dozlarda APAP alındığı zaman ise aĢırı miktarda NAPQI oluĢur. Fizyolojik 

koĢullarda GSH ile tamponlanarak vücuttan uzaklaĢtırılan bu metabolit, yüksek 

miktarda üretildiğinde zararsız hale getirilemez. Çünkü hızla bağlandığı hepatik 

GSH’ yı tüketir ve hücresel tampon mekanizması bozulur. Bu duruma GSH sentezi 

inhibisyonu ve sitozolik GST aktivite azalıĢı da eĢlik eder (32). GSH tamponlama 

mekanizmasının çalıĢamaz hale gelmesine bağlı olarak serbest halde bulunan NAPQI 

diğer hücresel yapılara, özellikle de proteinlere kovalent olarak bağlanmaya baĢlar. 

Sonuçta oluĢan bu kovalent bağlanma karaciğer hasarına ve buna bağlı ölüme kadar 

giden sorunlara yol açar (33).  

APAP toksisitesinde GSH azalması ve NAPQI’ nin mitokondriyal proteinlere 

bağlanarak mitokondri hasarı oluĢturması esas hasar mekanizmasıdır (1). 

Mitokondriyal hasar oluĢması sonucu hücresel enerji ihtiyacı karĢılanamaz, 

mitokondrilerde aĢırı reaktif oksijen türleri (ROT) üretilir ve hücre ölüm yolakları 
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aktive olur. GSH azalmasına bağlı olarak ise hücresel antioksidan mekanizmaları 

yetersiz kalır, ROT süpürülemez ve oksidatif hasar meydana gelir (34,35). 

 

2.1.3. APAP Toksisitesinde Oksidatif Stres 

Yüksek doz APAP alımı oksidatif stres kaynaklı doku hasarına neden olabilir. 

Bu hasar lipid peroksidasyonunda artıĢ, enzimatik antioksidanların (süperoksit 

dismutaz (SOD) gibi) inhibisyonu ve enzimatik olmayan antioksidanların (GSH gibi) 

tükenmesi ile kendini gösterir. Vücutta ROT’ u süpürmek ve oksidatif stresi 

engellemek için birçok antioksidan mekanizma bulunur. Bu mekanizmalar karaciğer 

hasarının engellenmesinde çok önemlidir. Örneğin SOD enzimi temel antioksidan 

enzimlerden biridir ve oksidatif stresin engellenmesi için gereklidir. SOD enziminin 

etkinliğinin APAP toksisitesinde azaldığı bilinmektedir. Buna süperoksit üretiminde 

meydana gelen artıĢın sebep olduğu ifade edilmektedir (36). Bu yüzden APAP’ ın 

NAPQI’ ye dönüĢtürülmesi sırasında olduğu gibi süperoksit miktarında artıĢa yol 

açan enzimatik reaksiyonlar lipid peroksidasyonuna ve oksidatif hasara neden 

olabilmektedir. 

APAP toksisitesinde NAPQI üretimine bağlı olarak hücresel yapıların, 

özellikle de mitokondrilerin hasarlanması nedeniyle ROT üretimi artar, antioksidan 

mekanizmalar yetersiz kalır ve oksitif hasar oluĢur.  NAPQI, GSH’ nın tiyol 

gruplarını okside ederek disülfit bağları oluĢturur. Proteinlerin ise sistein tiyol 

gruplarını okside ederek proteinler arası çapraz bağ kurar. Bu nedenle hem hücresel 

yapıların fonksiyonları bozulur hem de önemli bir hücresel antioksidan mekanizma 

bileĢeni olan GSH miktarı azalır (37). Ek olarak glutatyon redüktaz (GR), γ-

glutamilsistein sentaz (GCS), katalaz (CAT), SOD ve glutatyon peroksidaz (GPx) 

gibi çeĢitli antioksidan enzim aktivitelerinde azalmaya neden olduğunu iddia eden 

araĢtırmalar vardır (38). Sonuç olarak süperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil 

radikalleri gibi ROT ve peroksinitrit ve nitrik oksit gibi reaktif nitrojen türlerinin 

(RNT) üretiminde artıĢ olması ve tampon mekanizmalarının bozulması nedeniyle 

karaciğerde toksik hasar meydana gelir. 

APAP toksisitesinde oksidatif stresin rolünün araĢtırıldığı ilk çalıĢmalar 

Fenton reaksiyonu olarak da bilinen demir içerikli oksidatif stres mekanizması 

üzerine yapılmıĢtır. Bu mekanizma süperoksit oluĢumuyla baĢlar ve hidrojen peroksit 
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oluĢumuyla devam eder. Süperoksitler, mitokondride üretilebileceği gibi CYP2E1 ve 

nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADPH) oksidaz gibi bazı enzimler 

aracılığıyla da üretilebilir (39,40). Normalde oluĢan bu peroksitler GPx enzimi 

sayesinde GSH ile tamponlanarak zararsız hale getirilir. APAP toksisitesinde 

hücresel GSH tükendiği için oksidatif moleküller tamponlanamaz. Ayrıca bu 

süreçlerde peroksitlerin ferroz iyonları ile redükte edilmesi sonucu yüksek derecede 

reaktif moleküller olan hidroksil radikalleri oluĢur. Bu serbest radikaller ise lipid 

peroksidasyonu, protein ve nükleik asit oksidasyonu gibi olaylar sonucu ciddi ölçüde 

hasar oluĢturabilirler. 

Oksidatif stres yalnızca klasik Fenton mekanizması sonucu gerçekleĢmez. 

Aynı zamanda nitrik oksit kaynaklı da oluĢabilir. Nitrik oksit çok hızlı bir Ģekilde 

süperoksitle tepkimeye girerek peroksinitrit oluĢturur. Peroksinitrit, okside edici bir 

ajan olmasının yanında aynı zamanda nitratlayıcı bir ajandır. Bu ajan da GSH 

tarafından detoksifiye edilmektedir (41). APAP toksisitesinde peroksinitritler de 

zararsız hale getirilemez. Sonuç olarak nitrozatif stres ve protein hasarı oluĢur (42). 

APAP kaynaklı toksik hasar geliĢmiĢ olan karaciğerde özellikle sentrilobüler 

alanlarda nitratlanmıĢ proteinler olduğu tespit edilmiĢtir. Nitrozatif stres ile karaciğer 

nekrozu oluĢumu arasında pozitif korelasyon vardır (43). Bu nedenle APAP 

toksisitesinde oksidatif ve nitrozatif stres önemli rol oynamaktadır. 

 

2.1.4. APAP Toksisitesinde Mitokondriyal Hasar 

APAP toksisitesinde oluĢan kritik değiĢimlerden birisi de mitokondride 

meydana gelmektedir. Toksik hasara uğramıĢ hücre mitokondrilerinde morfolojik 

değiĢim meydana geldiği elektron mikroskop analiziyle belirlenmiĢtir (25). APAP’ ın 

arile edici metabolik ürünü olan NAPQI mitokondrilere bağlanarak hasara neden 

olur. HasarlanmıĢ mitokondrilerde arilasyona uğramıĢ proteinlerin bulunduğu tespit 

edilmiĢtir (35). Bu mitokondrilerin kalsiyum uzaklaĢtırma fonksiyonunun bozulduğu 

(44), mitokondriyal solunum zinciri kompleks I ve II’ nin inhibe olduğu (45) ve 

adenozin trifosfat (ATP) seviyesinin azaldığı (46) belirlenmiĢtir. Benzer bir tablo 

hepatositlere NAPQI verilmesiyle de oluĢturulabilmektedir (47). Bu durum toksik 

hasar nedeninin NAPQI olduğu bilgisini desteklemektedir. 
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APAP toksisitesinde mitokondri permeabilite transisyonu (MPT) bir diğer 

hasar mekanizması olarak belirlenmiĢtir (48). MPT iç mitokondri membranındaki 

(ĠMM) porların açılması ve membranın depolarize olması ile karakterize olan bir 

tablodur. MPT iç membranın iyonlara ve küçük molekül ağırlıklı maddelere olan 

geçirgenliğinde ani artıĢa neden olur. Peroksit gibi bazı oksidanlar ve kalsiyum 

iyonları MPT’ yi artırmaktadır. Toksik hasara uğramıĢ hepatositlerde peroksit ve 

kalsiyum gibi çeĢitli maddelerin arttığı bilinmektedir (49,50). Mitokondriyal 

membran geçirgenlik değiĢimlerine ĠMM depolarizasyonu, eĢlenmemiĢ oksidatif 

fosforilasyon, mitokondri içindeki iyon ve metabolitlerin dıĢarı salınması, 

mitokondriyal ödem ve ATP sentezinde azalma eĢlik eder. Sonuç olarak oksidatif 

stres MPT oluĢumuna yol açarken, MPT ise daha fazla oksidatif strese neden olur 

(7). MPT porlarında 3 çeĢit protein olduğu düĢünülmektedir. Bunlar adenin nükleotid 

translokaz, siklofilin-D ve voltaj bağımlı anyon kanallarıdır. Ancak MPT geliĢiminde 

etkin olan esas proteinin siklofilin-D olduğu iddia edilmektedir (51). Siklofilin-D’ ye 

bağlanarak porların açılmasını engelleyen siklosporin A kullanılmasıyla MPT 

engellenebilmektedir (52). MPT inhibitörlerinin APAP toksisitesindeki etkilerinin 

değerlendirildiği çalıĢmalar da bulunmaktadır. Bunlardan birinde yine siklosporin A 

kullanılarak APAP toksisitesinin engellendiği gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmada 

siklosporin A’ nın GSH azalmasını engelleyemediği, bu nedenle koruyucu etksinin 

APAP metabolizması üzerinden olmadığı bildirilmiĢtir (53). Benzer Ģekilde NAC 

kullanımıyla da MPT’ nin engellendiği, mitokondri membran potansiyeli kaybının 

önüne geçildiği ve oksidatif hasarın azaltıldığı rapor edilmiĢtir (37). 

Peroksinitrit, APAP kaynaklı MPT geliĢiminde önemli bir oksidandır. Bu 

molekül NAC gibi tiyoller ile hızla reaksiyona girmektedir. Buna bağlı olarak NAC 

kullanımı ile APAP kaynaklı MPT’ nin engellenebileceği görülmüĢtür (37).  Toksik 

hasar oluĢan hepatosit mitokondrilerinde nitrasyon meydana geldiği de düĢünüldüğü 

zaman bu süreçte peroksinitritin etkili olduğu görülmektedir (54). Hasara uğramıĢ 

hücrelerde peroksinitrit oluĢumunda rol alan nitrik oksit sentaz (NOS) izofromunun 

indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) değil mitokondriyal nitrik oksit sentaz 

(mtNOS) olduğu düĢünülmektedir (55).  

Hücrelerde mitokondri iç membranında MPT porlarının açılmasına bağlı 

olarak meydana gelen ATP üretim yetersizliği nedeniyle nekroz oluĢmaktadır. Ancak 
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bu süreçte mitokondri dıĢ membranında mitokondriyal apoptozu uyaran kanallar gibi 

bazı kanalların açılmasıyla apoptotik süreçler de aktif rol alabilmektedir. Bu 

kanalların sitokrom C, endonükleaz G ve apoptoz indükleyici faktör (AĠF) gibi 

proapoptotik faktörlerin sitozole salınmasına neden olduğu düĢünülmektedir (56,57). 

Mitokondriyal apoptotik kanallar Bcl-2 protein ailesi tarafından hassas bir Ģekilde 

düzenlenmektedir. Bu süreçte proapoptotik Bax ya da antiapoptotik Bcl-2 proteinleri 

gibi çeĢitli proteinler önemli rol oynamaktadır (58).  

 

2.1.5. APAP Toksisitesinde Hücre Ölümü 

APAP toksisitesinde hücre ölümünün hangi mekanizma üzerinden 

gerçekleĢtiği tartıĢmalıdır. Esas mekanizma olarak nekroz ya da programlı nekroz 

gösterilmesine rağmen apoptozun da etkin bir mekanizma olduğu ifade edilmektedir 

(59). Yapılan bir çalıĢmada hepatositlerin %40’ ının apoptoza, %60’ ının ise nekroza 

uğradığı gösterilmiĢtir (60). Ancak baĢka bir çalıĢmada hücre ölümünün esasen 

nekroz yoluyla olduğu, apoptotik hücre miktarının yok denecek kadar az olduğu ve 

apoptoz efektörü olan kaspaz 3 miktarının artmadığı gösterilmiĢtir (61). Sinyal yolağı 

ve düzenleyici mekanizmalar açısından apoptoz ile nekroz arasında yakından iliĢki 

bulunmaktadır. Bu nedenle hücre ölüm mekanizmanın daha iyi anlaĢılmasında 

mitokondride meydana gelen değiĢiklikler belirleyici rol oynamaktadır. 

APAP kaynaklı hücre ölümüne neden olan mekanizmalar ve sinyal yolakları 

ile ilgili yapılan çalıĢmalarda önemli bilgilere ulaĢılmıĢtır. Bu çalıĢmalardan birisinde 

AĠF’ in kritik rol oynadığı rapor edilmiĢtir. APAP toksisitesi sırasında AĠF’ in 

mitokondriden nükleusa geçerek deoksiribonükleik asit (DNA) fragmantasyonunu 

baĢlattığı ve hücre ölümüne neden olduğu belirtilmiĢtir (62). Bir baĢka çalıĢmada c-

Jun N-Terminal Kinaz (JNK) uzamıĢ aktivasyonunun APAP kaynaklı hücre 

ölümünde rol oynadığı bildirilmiĢ (63) ve JNK inhibisyonu ile akut karaciğer 

hasarının engellenebileceği rapor edilmiĢtir (64). Ayrıca JNK aktivasyonuna bağlı 

geliĢen mitokondriyal permeabilite artıĢının inhibe edilmesiyle APAP toksisitesinin 

önüne geçilebileceği tespit edilmiĢtir (65). Hücre ölüm mekanizmaları ile ilgili 

yapılan bir baĢka çalıĢmada proapoptotik proteinlerin toksisite oluĢumunda oynadığı 

rol araĢtırılmıĢtır. Proapoptotik Bax proteininin mitokondriye geçerek dıĢ mitokondri 

membranında (DMM) porlar açtığı gösterilmiĢtir (66). DMM’ de oluĢan bu porlar 
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ĠMM’ de oluĢan MPT porları birlikte AĠF salımına neden olmaktadır. Mitokondriden 

salınan AĠF nükleusa geçerek DNA kırılmasını baĢlatmaktadır (62). 

Tüm bunlara rağmen, APAP toksisitesinde hücre ölüm yolağı ile ilgili varılan 

sonuçlar hakkında tartıĢmalı literatür bilgileri bulunmaktadır. Bu durum apoptoz ile 

nekroz sinyal yolakları arasında yakından iliĢki olmasına bağlıdır. Kabul gören hücre 

ölüm Ģekli nekrozdur. Ancak bir hücrenin nekrozla mı yoksa apoptozla mı öleceğini 

belirleyen Ģey ATP miktarıdır. DüĢük ATP seviyelerinde nekroz, normal ATP 

miktarında ise apoptoz yolağı aktif olur. APAP uygulaması sonrası meydana gelen 

hücre ölümü ATP azalmasına bağlı nekroz ile olur. Bu nedenle ATP prekürsörü ve 

membran stabilizatörü uygulamasıyla nekroz azaltılırken, hücreler apoptoza 

yönlendirilebilmektedir (53). 

 

2.1.6. APAP Toksisitesinde Tamir Mekanizmaları 

APAP toksisitesinde meydana gelen karaciğer hasarı sonrası homeostazisin 

tekrar sağlanması bir dizi karmaĢık olay sonucu gerçekleĢir. Bu süreçte olgun 

hücrelerde proliferasyon görülür (67). Proliferasyon süreci tümör nekrozis faktör-alfa 

(TNF-α) ve interlökin-6 (IL-6) tarafından yürütülür (68). Tamir mekanizması 

özellikle TNF-α reseptör 1 (TNFR1) üzerinden sağlanmaktadır ve bu reseptörün 

devre dıĢı bırakılması toksik hasarda artıĢa neden olmaktadır (69). TNF-α ile IL-6 

birbiriyle bağlantılı olarak çalıĢmaktadır. TNF-α IL-6’ yı nükleer faktör-kappa B 

(NF-kB) üzerinden upregüle ederken, NF-kB sinyal dönüĢtürücü ve transkripsiyon 

aktivatörü 3’ ü (STAT3) artırır. STAT3 ise hepatosit rejenerasyonu için gerekli olan 

birçok geni aktive eder (70). TNF-α hepatosit yenilenmesini bundan farklı 

mekanizmalar üzerinden de gerçekleĢtirebilir. DönüĢtürücü büyüme faktörü beta 

(TGF- β) üzerinden gösterdiği mitojenik etki buna bir örnektir (71). 

Büyüme faktörleri de sitokinlerle yakından iliĢkilidir ve benzer Ģekilde etki 

göstermektedir. Örneğin vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF) hepatositlerin 

bölünmesini uyarır. Endotel hücrelerden salgılanan ve hücrelerin calılığının 

sürdürülmesinde kritik olan VEGF, antiapoptotik proteinlerin ekspiresyonunu artırır 

ve hücrelerin canlı kalmasını destekler (72). APAP toksisitesinde ve tamir sürecinde 

VEGF’ in rolü çeĢitli deney hayvanları üzerinde araĢtırılmıĢtır. Bu araĢtırmalarda 

toksik doz ilaç uygulaması sonrası VEGF miktarının 30 kat arttığı (73), VEGF ile 



11 
 

tedavi edilen farelerde serum ALT seviyesinin düĢtüğü ve hepatosit yenilenmesinin 

arttığı belirtilmiĢtir (74). Ancak VEGF’ in GSH azalması ve NAPQI’ nın proteinlere 

kovalent bağlanması üzerine bir etkisi yoktur. VEGF’ in karaciğer hücrelerinin 

korunmasındaki mekanizması tam olarak belirlenebilmiĢ değildir. Ancak karaciğer 

kan akımını ve mikrosirkülasyonu düzenlemesinin muhtemel bir etkisi olabileceği 

değerlendirilmektedir (7).  

 

2.2. APAP TOKSĠSĠTE TEDAVĠSĠ 

APAP toksisitesi oluĢumuna neden olan olaylar NAPQI üretimi, GSH 

tükenmesi ve baĢta mitokondriyal proteinler olmak üzere çeĢitli proteinlerin 

hasarlanmasıdır (75). Bu nedenle APAP toksisitesiyle savaĢmak amacıyla GSH 

kaynağı olabilecek maddeler ve oksidatif stresi azaltabilecek ajanlar üzerinde 

araĢtırmalar yapılması düĢünülmüĢtür. Bu amaçla NAC, sisteamin ve methionin gibi 

NAPQI’ yi nötralize ederek hasar oluĢumunun önüne geçebilecek çeĢitli maddeler 

üzerinde çalıĢmalar yapılmıĢtır (76,77). Bunların yanında melatonin, vitaminler, 

bitkisel maddeler gibi çeĢitli antioksidan özelliği olan ajanlar üzerinde de birçok 

çalıĢma yapılmıĢtır (78,79). 

APAP kaynaklı karaciğer toksisitesine karĢı günümüzün en etkin antidotu 

NAC’ dır (80). NAC aynı zamanda etkin bir antioksidan olarak da kullanılmaktadır 

(81). Yapılan birçok çalıĢmada APAP toksisitesinde NAC’ ın koruyucu etkinliği 

değerlendirilmiĢtir. Ciddi bir APAP toksisite vakasında ilk 10 saat içinde 

uygulandığında önemli ölçüde karaciğer hasarını engellediği rapor edilmiĢtir (82). 10 

saatten sonra kullanıldığında ise etkinliğinin azaldığı gösterilmiĢtir (83). Bu veriler 

baĢka çalıĢmalarla da desteklenmiĢtir. Bu çalıĢmalardan birinde NAC tedavisinin ilk 

12 saat içinde uygulandığında %80 oranında iyileĢme sağladığı, tedavi verilmeyen 

vakalarda ise iyileĢme oranının %48 oranında kaldığı bildirilmiĢtir (84). Yine NAC 

tedavisi sayesinde %90 oranında iyileĢme sağlandığı bir diğer çalıĢmada rapor 

edilmiĢtir (26). 

 

2.2.1. APAP Toksisitesinde GSH’ nın Rolü 

APAP toksisitesinde hepatik GSH’ nın önemi 1973 yılında Mitchell ve 

arkadaĢları tarafından gösterilmiĢtir. Toksik doz APAP uygulaması GSH miktarını 
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ciddi oranda azaltmaktadır. Buna bağlı olarak karaciğer GSH miktarının 

düzenlenmesiyle toksik karaciğer hasarının azaltılabileceği gösterilmiĢtir (85). 

GSH glutamik asit, sistein ve glisinden oluĢan bir tripeptittir. Sülfidril 

grubuna sahip olan bu peptit okside formu olan glutatyon disülfite dönüĢtürülürken 

çok güçlü bir antioksidan ve indirgeyici ajan olarak etki eder. GSH sentezi GCS 

enzimi ile baĢlar. GSH sentez hızı ve miktarı sisteinin ortamda bulunmasına bağlıdır 

(86). Ancak sistein karaciğerde diğer dokulara göre daha az bulunur (87). Bu nedenle 

GSH üretiminin desteklenmesi için çeĢitli ajanların kullanıldığı çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalarda kullanılan moleküllerden birisi L-sistein’ dir. Yapılan 

araĢtırmalarda L-sistein’ in bağırsaklarda ve dolaĢımda hızla yıkıldığı için GSH 

miktarını önemli ölçüde artırmadığı gösterilmiĢtir (88). Ayrıca suda çözünebilirliği 

az olduğu için yüksek dozlarda intravenöz olarak uygulaması teknik olarak zordur. 

Buna rağmen APAP toksisitesinde karaciğer hasarına karĢı koruyucu etki gösterdiği 

rapor edilmiĢtir (89). GSH sentezini uyarmak amacıyla kullanılan ajanlardan bazıları 

da sisteamin ve methionindir. Bu ajanlar da APAP toksisitesine karĢı etili moleküller 

olsa da ciddi yan etkileri oluĢabilmektedir (90). Bu nedenle zaman içerisinde in vivo 

olarak sisteine dönüĢtürülen öncül ajanların kullanılması gündeme gelmiĢtir. Bu 

ajanlardan biri olan NAC’ ın, karaciğer hasarına karĢı etkin koruma sağlayabileceği 

düĢünülmüĢ ve yapılan çalıĢmalar sonucunda toksik hasarın engellenmesinde baĢarılı 

olduğu ve güvenle kullanılabileceği gösterilmiĢtir (91). 

 

2.2.2. NAC Etki Mekanizması 

NAC, GSH azalmasını engelleyerek birçok toksinin neden olduğu karaciğer 

hasarını önleyebilmektedir. NAC’ ın bu etkisi sistein öncülü olarak GSH sentezini 

artırması yoluyla gerçekleĢmektedir. Böylece karaciğer hasarı baĢlamadan NAPQI’ 

nin detoksifiye edilmesine olanak sağlar. Diğer koruyucu mekanizması ise potansiyel 

elektron verici olması ve oksidatif stresi azaltmasıdır. APAP toksisitesinde hücresel 

redox durumu oksidatif strese doğru kayar ve NAC’ ın ROT ve RNT süpürücü 

özelliği sayesinde bu hasar odağı engellenir (92). Tüm bu özellikleri sayesinde 

proteinlerin oksidasyon ve arilasyonunu engeller, mitokondriyal enerji üretimini 

destekler. Böylece karaciğer yetmezliği geliĢen hastalarda geç uygulansa bile hasarı 
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engelleyebilir ve karaciğer fonksiyonlarını düzeltebilir (93). Elde edilen tüm bu 

bulgular sayesinde NAC APAP toksisitesinin kabul gören antidotu haline gelmiĢtir. 

 

2.2.3. Ġntravenöz NAC Tedavisi 

Yapılan ilk klinik araĢtırmalarda NAC tedavisinin APAP toksisitesinde ilk 10 

saat içinde uygulandığında tam bir etkinlik gösterdiği sonucuna ulaĢılmıĢtır (94). 

Ġntravenöz NAC infüzyon tedavisi tolere edilebilen en yüksek dozun, mümkün olan 

en kısa zamanda yapılması temeli üzerine kurulmuĢtur. Ġlerleyen yıllarda elde edilen 

farmakokinetik veriler ıĢığında tedavi dozlarında düzenleme yapılması gerektiği 

gündeme gelmiĢtir. Çünkü plazma NAC konsantrasyonu en yüksek seviyede 

olduğunda meydana gelen zararlı reaksiyonların ciddi yan etkilere neden olduğu 

tespit edilmiĢtir. Karaciğer hasarının en az görüldüğü NAC plazma pik değeri ise 

304-875 mg/L olarak belirlenmiĢtir (95). Tüm bu verilere rağmen orijinal tedavi 

protokolü ciddi bir değiĢiklik yapılmadan 30 yıl boyunca kullanımda kalmıĢtır. 

NAC tedavi dozu hastanın kilosuna göre düzenlenmektedir. Orijinal 

protokole göre yükleme dozu 15 dakikada 150mg/kg, ardından 4 saatte 50 mg/kg ve 

sonra 16 saatte 100mg/kg olmak üzere toplamda 20 saat 15 dakikada 300mg/kg’ dır 

(82). Bu tedavi Ģekli yapılan çeĢitli çalıĢmalar ile test edilmiĢtir. Halen APAP 

zehirlenmesi tedavisi olarak dünyanın birçok yerinde standart tedavi olarak 

uygulanmaktadır (96). 

 

2.2.4. NAC Tedavisinin Yan Etkileri 

Ġntravenöz NAC tedavisi yapılan hastalarda ciddi yan etkiler 

görülebilmektedir. Bu yan etkilerin önemli bir kısmı alerjik olmayan anaflaksi 

(immünolojik olmayan mekanizmalarla geliĢen anaflaktoid reaksiyon) ve GĠS 

semptomlarıdır (97). Anaflaksi geliĢen vakalar kızarıklık, hipotansiyon ve eritem 

bulguları ile karakterize olarak görülmektedir. Astımlı hastalarda bu tip bulgular 3 

kat daha yaygın meydana gelmektedir. Ciddi vakalarda larinks ödemi ve hırıltılı 

solunum meydana gelebilmektedir. Yan etki mekanizması NAC bağımlı histamin 

salımı olarak görülmektedir. Ancak mast hücreleri ve bazofiller gibi immün sistem 

hücrelerinden bağımsız olarak gerçekleĢtiği için immünolojik anaflaksiden farklıdır 

(98). Birçok vakada reaksiyonlar kendiliğinden son bulmaktadır. Ciddi vakalarda ise 
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antihistaminik kullanılması gerekebilmektedir. Meydana gelen bu reaksiyonlar alerji 

kaynaklı olmadığı için tedavinin güvenle tekrar uygulanması mümkündür. Diğer yan 

etkileri ise bulantı, kusma, halsizlik ve karın ağrısıdır. GĠS semptomları doğrudan 

yerel etkiler göstermekte ve özellikle oral NAC alımı sonrası görülmektedir. Lokal 

histamin salımı da bu süreçte önemli olabilmektedir. Gastrointestinal yan etkiler 

çoğu zaman tedavi gerektirmez. Ancak ciddi vakalarda infüzyonun durdurulması ve 

antiemetik baĢlanması gerekebilir (99). Yan etki oluĢma oranı NAC tedavisinin 

uygulama yolu ve zamanına bağlıdır. Örneğin, GĠS semptomları oral alım sonrası 

geliĢirken, anaflaktik reaksiyonlar i.v. uygulama sonrası daha yaygındır (100). 

Ayrıca anaflaktik reaksiyon meydana gelme oranı sindirimden sonra uzun zaman 

geçmiĢ ve plazma APAP konsantrasyonu az olan hastalarda en yüksek seviyededir 

(101). 

  

2.2.5. NAC Tedavisi Ġle Ġlgili Sorunlar 

Günümüzde uygulanan i.v. NAC tedavisi ile ilgili zaman içerisinde elde 

edilen bulgular sonucu çeĢitli düzenlemeler yapılması gerektiği görülmüĢtür. Bunlar 

içerisinde özellikle yan etkilerin azaltılması öne çıkmaktadır. Daha önce bahsedildiği 

gibi NAC tedavisinin önemli yan etkileri bulunmaktadır. Bu nedenle NAC 

tedavisinin öncelikle çok miktarda APAP almıĢ olan ve akut karaciğer yetmezliği 

geliĢme riski yüksek olan hastalara uygulanması tercih edilmektedir (102). Günümüz 

tedavi uygulamaları ilk defa Prescott tarafından belirlenmiĢtir. Buna göre 20 saat 15 

dakika içerisinde 300 mg/kg dozunda NAC i.v. yoldan uygulanmaktadır. Her ne 

kadar bu dozun yüksek olduğu düĢünülse de literatürde yeterince doz bağımlı veri 

bulunmamaktadır. Tedavi protokolünün düzenlenmesi ile ilgili daha fazla çalıĢmaya 

ve veriye ihtiyaç duyulmaktadır. 

APAP toksisitesi vakalarında NAC tedavisi sayesinde önemli iyileĢmeler 

sağlanmaktadır. NAC’ ın bu koruyucu etkinliğinin mekanizması tam olarak 

anlaĢılamamıĢ olsa da, NAPQI’ yı direkt zararsız hale getirmesi ya da GSH sentezini 

artırması muhtemel mekanizmalar olarak ifade edilmektedir (103). NAC tedavisi ile 

ilgili bir diğer nokta tedavi protokollerinde ülkeler arasında farklılıklar bulunmasıdır. 

Örneğin, Ġngiltere’ de NAC tedavisi çeĢitli risk faktörlerine göre uygulanmaktadır. 

Tedavide bu risk faktörlerinin varlığına bağlı olarak oluĢturulan standart ve yüksek 



15 
 

risk nomogramları kullanılmaktadır. Amerika ve Avustralya’ da ise NAC ihtiyacının 

belirlenmesinde risk faktörü değerlendirilmesi yapılmaksızın tek bir nomogram 

kullanılır (83). Ancak dünyanın birçok yerinde risk değerlendirmesinde genel 

yaklaĢım APAP maruziyet süresine göre NAC tedavisinin belirlenmesi Ģeklindedir. 

Danimarka’ da ise tüm bunlardan farklı olarak APAP maruziyet süresi dikkate 

alınmadan rutin olarak tüm hastalara NAC tedavisi uygulanmaktadır (104). 

Bunlardan farklı olarak ileri tedavi fazında yetersiz NAC uygulaması, tedavi 

endikasyonlarının net olarak belirlenmemiĢ olması, NAC’ ın hazırlanması ve 

uygulanması ile ilgili güçlükler gibi sorunlar bulunmaktadır (96). 

 

2.3. MĠTOKONDRĠ NAKLĠ 

Mitokondri alfa-proteobakteriyel endosimbiyont kökenli bir hücre 

organelidir. Bilindiği gibi mitokondri vücut hücrelerinin hemen hepsinde enerji 

ihtiyacının karĢılanması, homeostatik dengenin sağlanması ve bu yolla organizmanın 

canlılığının sürdürülmesinde anahtar bir rol oynar.  Bunlara ek olarak hücre 

büyümesi ve farklılaĢması, apoptozis, demir metabolizması, kalsiyum dengesi, hem 

sentezi, steroid sentezi, sistemik inflamatuvar cevap oluĢumu, nükleusta gen 

ekspresyonunun düzenlenmesi, nöronlarda sinaptik iletimin sağlanması gibi çok 

önemli hücresel aktivitelerde görevleri bulunmaktadır (105). Vücuttaki bu yaygın 

etkileri nedeniyle, mitokondride fonksiyon bozukluğu meydana geldiğinde ciddi 

sorunlar oluĢmaktadır. Hastalıklar, doku hasarları ve yaĢlanma gibi çeĢitli nedenlerle 

mitokondrilerin bütünlük, fonksiyon ve homeostatik dengelerinin bozulması sonucu 

hücreler hasarlanır ve vücut ciddi zararlar görür. Mitokondri fonksiyon 

bozukluğunun kanser, yaĢlanma, kardiyovasküler, nörodejeneratif ve metabolik 

hastalıkların yanında Kearns-Sayre Sendromu, Melas Sendromu (Mitokondrial 

Ensefalopati, Laktik asidoz, Stroke-Like episodlar), Pearson Sendromu, Merrf 

Sendromu (Miyoklonik Epilepsi, Ragged-Red Fibers), mitokondriyal solunum zincir 

anomalileri gibi patolojik durumlarla ilgili olduğu düĢünülmektedir. Günümüzde 

hastalıkların mitokondri ile olan bağlantısını belirlemek amacıyla çalıĢmalar 

yapılmaktadır (8). Bu nedenle mitokondriyal fonksiyon bozukluklarına müdahale 

etmek ve böylece oluĢabilecek hasarları engellemek son derece önemli bir hale 

gelmiĢtir. Hasarlı mitokondrileri tedavi ederek, meydana gelecek çeĢitli hastalıklara 
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karĢı önlem almak amacıyla yapılan çalıĢmalar bulunmaktadır. Örneğin kök hücre 

tedavisinin koruyucu etkilerinden birinin hücrelere sağlıklı mitokondri transfer 

etmesi olduğu iddia edilmiĢtir (9). Son yıllarda mitokondriyal hastalıkların önlenmesi 

amacıyla yapılan bu çalıĢmalarda kullanılan umut verici bir yöntem ise mitokondri 

naklidir. Bu yöntemle mitokondriler sağlıklı hücrelerden bütünlüğü korunmuĢ ve 

fonksiyonel olarak izole edildikten sonra hasarlı hücrelere nakledilmektedir. Sağlıklı 

mitokondriler hücre içerisine girdikten sonra hem enerji üretimi yoluyla, hem de 

hasarlı mitokondrilerin yol açtığı hasar mekanizmalarını engelleyerek koruyucu 

etkinlik göstermektedir (106).  

Hücreler doğal fizyolojik süreçlerde kendi iç materyallerini, özellikle de 

mitokondrilerini alıĢveriĢ etme yeteneğine sahiptirler. Bunu diğer hücrelerle direkt 

temas kurarak, mikroveziküller aracılığıyla veya nanotübüler yapı formasyonlarıyla 

yaparlar (107). Hücreler arası mitokondri naklinin yapay olarak uygulanması da 

mümkündür. Bu metot ilk defa 1982 yılından Clark ve Shay tarafından uygulanmıĢtır 

(108). Bu geliĢme sayesinde yeni bir bilimsel araĢtırma alanı oluĢmuĢtur. 

Günümüzde mitokondri nakli yaparak hasarlı hücrelerin kurtarılması amacıyla çeĢitli 

çalıĢmalar yapılmaktadır (109,110). Ayrıca bu araĢtırmalar sayesinde, doğal süreçler 

de göz önünde bulundurularak bir takım düzenlemeler yapılmakta ve mitokondri 

nakli uygulamalarının geliĢtirilmesi sağlanmaktadır. Bu sayede baĢarıyla 

uygulanabilen yapay mitokondri nakli yoluyla hücresel solunum, hücre çoğalması ve 

diğer hücresel süreçler yeniden yapılandırılabilmektedir (111). 

 

2.3.1. Hücrelerarası Doğal Mitokondri Transferi 

Vücutta çeĢitli fizyolojik süreçlerde hücreler arasında mitokondri transferi 

yapıldığı bilinmektedir. In vivo ve in vitro olarak hücreler arası mitokondri 

transferinin gösterildiği çalıĢmalar bulunmaktadır. Bu çalıĢmaların bazılarında 

mezenkimal kök hücre (MKH) gibi sağlıklı hücrelerden hasarlı hücrelere doğru, 

tamir amaçlı mitokondri transferi yapıldığını gösterilmiĢtir. Ayrıca mitokondri nakli 

için en uygun hücre kaynağının MKH olduğu iddia edilmiĢtir (112). Diğer bazı 

çalıĢmalarda ise sadece kök hücrelerin değil farklı hücre türlerinin de mitokondri 

transferi yapma kabiliyetine sahip olduğu gösterilmiĢtir. Örneğin serebral iskemi 

sonrası astrositlerden nöronlara doğru mitokondri transferi yapılabilmektedir (113). 
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Transfer edilen bu mitokondriler hücre içerisine girerek etkinlik göstermektedir. 

Ayrıca bundan farklı olarak nakledilen mitokondrilerin yıkılarak yeniden üretilmesi 

de mümkündür (114). Fizyolojik süreçlerde gerçekleĢtirilen doğal mitokondri 

transferinin birçok potansiyel faydası bulunmaktadır. Bunlar dikkate alındığında 

transfer sürecinin yapay olarak gerçekleĢtirilmesi (mitokondri nakli) sayesinde etkin 

bir tedavi protokolü oluĢturulabileceği düĢüncesiyle yapılan araĢtırmaların sayısı gün 

geçtikçe artmaktadır. 

 

1. Hücreler arasında doğal mitokondri transferi mekanizmaları: Hücreler 

arasında doğal mitokondri transferi yapılabilmesi için öncelikle bir iletiĢim ağı 

kurulmaktadır. Bu iletiĢim ağı, nanotübüler yapılardan oluĢan tünellerle veya 

mikroveziküller içerisinde hücresel materyallerin sekrete edilmesiyle oluĢturulur. 

Mitokondri transferi için tünel nanotüplerinin kullanıldığı, 2004 yılında Rustom ve 

arkadaĢları tarafından sıçan feokromasitoma hücrelerinde tespit edilmiĢtir (115). 

Tünel nanotüpleri hücre membranının dıĢarı doğru uzaması ve diğer hücreden 

uzanan yapıyla birleĢmesi sonucu oluĢur. Böylece hücreler arası köprü kurulur. Bu 

yapı içerisinde esasen F-aktin ve bir taĢıma proteini olan MIRO1 (―mitochondrial 

Rho-GTPase 1‖) gibi moleküllerden oluĢan bir iskelet vardır. Bu iskelet, köprü 

boyunca mitokondri ve diğer bazı hücresel paketlerin taĢınmasını kolaylaĢtırır (116).  

Tünel nanotüpleri aracılığıyla mitokondrilerin ve diğer hücresel materyallerin 

transportunu neyin sağladığı henüz anlaĢılamamıĢtır. Bu sürecin nasıl baĢladığının 

tespit edilmesi son derece önemlidir. Yapılan bir çalıĢmada nanotübüler yapıların 

büyümesinin S100A4 (―S100 Calcium Binding Protein A4‖) isimli bir protein ve 

onun RAGE (―Receptor for advanced glycation endproducts‖) isimli reseptörü 

tarafından yönlendirildiği bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada hasarlı hipokampal nöron ve 

astrositlerde p53 aktivasyonu sonucu tünel nanotüpleri oluĢtuğu bildirilmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlara göre hasarlı hücrelerin sağlıklı olanlara hücresel materyal transferi 

yaptığı ve iĢlemlerin tehlike sinyallerine bağlı olarak yürütüldüğü rapor edilmiĢtir. 

Ancak mitokodri transferinin bu süreçte yer aldığı ile ilgili bir bulgu elde 

edilememiĢtir (117). BaĢka bir çalıĢmada ise MKH’ den solunum yetersizliği olan 

kanser hücrelerine mitokondri transfer edildiği gösterilmiĢtir. Fakat bu çalıĢmada da 

iletimin tek yönlü mü yoksa çift yönlü mü olduğu ve kanser hücrelerinden de MKH’ 
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ye doğru bir materyal taĢınıp taĢınmadığı belirlenememiĢtir (118). Bir diğer 

çalıĢmada insan endotelyal progenitör hücrelerinden neonatal farklılaĢmamıĢ 

kardiyomiyositlere doğru nanotüpler aracılığıyla yoğun bir Ģekilde mitokondri 

taĢındığı gösterilmiĢtir (119). Tüm bunlara rağmen transfer süreci tam olarak 

anlaĢılamamıĢtır. Örneğin hangi tür hücrelerin nanotüpler geliĢtirerek transport 

yapabildiği, transportun yönü, mitokondri transferi için gerekli olan koĢullar, MKH’ 

nin neden diğer hücrelere göre daha çok nanotübüler yapı oluĢturabildiği gibi önemli 

sorular henüz cevaplanamamıĢtır. 

Hücrelerden salgılanan ekstrasellüler veziküller de hücresel materyallerin 

diğer hücrelere taĢınmasında rol oynar. Ekstrasellüker veziküller lipid çift tabaka ile 

çevrili sferoid Ģekilli yapılardır. Bu yapılar protein, karbonhidrat, lipit, metabolit, 

ribonükleik asit (RNA) ve mitokondriyal DNA (mtDNA) gibi materyalleri 

taĢıyabilirler (120). Veziküller büyüklük ve üretim özelliklerine göre 

sınıflandırılırlar. Bu sınıflandırma küçükten büyüğe doğru eksozom (30-100 nm), 

mikrovezikül (100nm-1 µm) ve apoptotik cisim (1-2 µm) olarak yapılmaktadır. 

Apoptotik cisimler üzerinde yapılan çalıĢma sayısı azdır. Çünkü fagositlerce hızla 

yıkılmaktadır (121). Eksozom ve mikroveziküller hakkında ise çeĢitli araĢtırmalar 

yapılmıĢ ve bu yapıların trombositler, endotel hücreleri, meme kanser hücreleri gibi 

çeĢitli hücrelerden salgılandığı gösterilmiĢtir (122). mtDNA, haberci RNA (mRNA) 

ve mikro RNA (miRNA) gibi hücresel materyaller eksozomlar içerisinde hedef 

hücrelere taĢınabilmektedir. Ancak bu yolla mitokondri taĢıma mekanizmaları ve 

hedef hücreler üzerine etkileri tam olarak ortaya konulamamıĢtır. 

 

2. Vücutta fizyolojik süreçlerde mitokondri tranferi: Son yıllarda çeĢitli 

hastalıkların tedavisinde hücreyi temel alan araĢtırmalarda yeni ve umut verici 

yaklaĢımlar ortaya çıkmaktadır. Bu kapsamda kök hücre nakli ile ilgili birçok 

çalıĢma yapılmaktadır. Ancak kök hücre nakli ile ilgili tümorogenez ve etik kaygılar 

gibi ciddi sorunlar bulunmaktadır (123). Kök hücre naklinin tedavi edici 

özelliklerinden birinin, verilen kök hücrelerin hasarlı hücrelere fonksiyonel 

mitokondri nakletmesi olduğu ifade edilmektedir (9). Kök hücreler mitokondri 

naklini muhtemelen ekstrasellüler veziküller aracılığıyla gerçekleĢtirmektedir. 

Yapılan bir araĢtırma sonucu insan ve fare MKH’ lerinden izole edilen eksozomların 
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hipoksik pulmoner hipertansiyon modelinde tedavi edici etkisi olduğu gösterilmiĢtir. 

Ayrıca bu eksozomların hücre dıĢına sekrete edildiği, makrofajlarla birleĢtiği ve 

onların oksijen tüketimini artırdığı da gösterilmiĢtir. Bu yolla makrofajların koruyucu 

etkinliğini artırabilmektedir (124). 

Bazı hücreler, özellikle MKH’ ler, mitokondrilerin yeniden programlanması 

amacıyla da kullanılabilirler. Hücrelerin bu etkilerini mitokondri transferi yoluyla 

hasarlı mitokondrilere sağlam mtDNA naklederek gerçekleĢtirdiği düĢünülmektedir. 

Bu sayede mitokondriyal membran bütünlüğüne ve ATP üretimine katkıda 

bulunabilmektedir. Mitokondriler koruyucu etkilerini göstermek için reseptör ya da 

eĢleĢmiĢ proteinlere ihtiyaç duymazlar (125). Oysa sitokin, miRNA, transkripsiyon 

faktörleri gibi diğer mekanizmalar ise hücre büyümesi, farklılaĢması gibi hücresel 

süreçleri uyarmak için özgün sinyal yollarını kullanmak zorundadırlar. Eksojen 

mitokondriler hedef hücre içerisine girdikten sonra solunum yapmaya baĢlar ve diğer 

mitokondrilerle füzyon yapar. Bu nedenle mitokondrilerin bütünlük ve 

fonksiyonelliğinin korunması gerekmektedir. Nanotüpler ya da mikroveziküller 

aracılığıyla mitokondri taĢınması bu koruma görevinin yerine getirilmesi açısından 

çok önemlidir.  

Mitokondri transferi iĢlemi özellikle sinir sisteminde önemli mekanizmalara 

aracılık etmektedir. Örneğin bu yolla hem sağlıklı mitokondriler hasarlı nöronlara 

ulaĢtırılabilmekte hem de iĢlevsiz mitokondrilerin yıkılmasına olanak 

sağlanmaktadır. Bu iĢlem sayesinde yalnız hasarlı hücre kurtarılmakla kalmaz, aynı 

zamanda iĢlevsiz mitokondriler diğer hücrelere gönderilerek geridönüĢüme tabi 

tutulurlar. Bu iĢleme transmitofaji adı verilir. Transmitofaji sırasında içerisinde 

iĢlevsiz mitokondrilerin de bulunduğu hücresel materyal sinir hücrelerinden dıĢarı 

atılır. Bu materyal astrositler tarafından alınarak geri dönüĢtürülür. Transmitofaji 

iĢleminin ne amaçla yapıldığı tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu süreci fokal 

akson hasarının baĢlattığı ve hasarlı mitokondrilerin nöron gövdesine geri 

taĢınmasının enerji kaybına neden olacağı için özelleĢmiĢ astrositlerce bu 

mitokondrilerin temizlendiği düĢünülmektedir (114). Astrositler nöronların tamir ve 

korunmasından sorumludur. Bu görevlerini hücre dıĢı mikroveziküller içerisinde 

mitokondri transferi yapmak gibi bazı mekanizmalar üzerinden yaparlar. Bu 

veziküller içerisinde aynı zamanda VEGF, fibroblast büyüme faktörü-2 (FGF-2) gibi 
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bazı faktörler de bulunur. Mitokondri ve büyüme faktörleri inme veya nöron hasarı 

sonrası dokunun tamir edilmesi son derecede önemlidir (113). Sinir siteminde 

transmitofaji ve nöronlar arasında mikroveziküller aracılığıyla mitokondri transferi 

olgularını anlamak yeni tedavi yaklaĢımları geliĢtirmede önemli olabilir. Çünkü bu 

sayede özellikle dejeneratif hastalıklarda hasarlı nöronların homeostatik dengesinin 

sağlanması ve normal fonksiyonlarına döndürülmesi için gerekli müdahaleler 

yapılabilir. 

Mitokondri transferinin kullanıldığı baĢka durumlar da vardır. Örneğin 

hücreler, hasara uğramıĢ veya aĢırı ROT üreterek hücreye zarar veren mitokondrileri 

uzaklaĢtırma eğilimi gösterirler. Bu süreç hasarlı mitokondrilerin veziküller 

içerisinde yıkılıp egzositozla hücre dıĢarısına atıldığı mitoptozis veya selektif 

eliminasyon yoluyla gerçekleĢtirilir. Ayrıca aktive trombositlerden de serbest olarak 

ya da kapsüle edilmiĢ halde mitokondri salgılanmaktadır. Trombositlerden salgılanan 

bu mitokondriler inflamatuar yanıt oluĢumuna aracılık etmektedir (126). Bu iĢlemler 

sırasında meydana gelen olayların net olarak ortaya konması mitokondriyal veya 

inflamatuar hastalıkların tedavi edilmesinde önemli rol oynayabilir. 

Mitokondrilerin membranla kaplı olarak veya tek baĢına hücre dıĢarısında 

salgılanabildiğinin gösterilmesi için çeĢitli çalıĢmalar yapılmıĢtır. Bunlardan birinde 

anti-Fas antikoru enjeksiyonu yapılarak hücre ölümü uyarılmıĢtır. Bu uygulama 

sayesinde hücre dıĢarısına çıplak mitokondri atıldığı gösterilmiĢtir (127). Hücre 

dıĢarısında mitokondriyal içeriğin bulunabildiğinin bir baĢka kanıtı ise sepsis 

tablosununda görülen antikardiyolipindir. Bir anti-mitokondri antikoru olan 

antikardiyolipinin bulunması sepsis tablosunun daha kötü seyretmesine sebep olur 

(128).  

 

2.3.2. Mitokondri Nakli ÇalıĢmaları 

Mitokondri hücresel enerji üretiminin merkezi ve birçok homeostatik 

mekanizmanın önemli bir bileĢenidir. Doğal yollarla hücreler arası mitokondri 

alıĢveriĢi sayesinde bozulan homeostatik dengeler yeniden düzenlenerek hücre 

hasarları engellenebilmektedir. Buna paralel olarak mitokondri naklini yapay 

yollardan uygulamak ve böylece hücresel tamir mekanizmalarını harekete geçirmek 

amacıyla araĢtırmalar yapılmaktadır (10,110). Mitokondri nakli sayesinde ROT 
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üretimi azaltılabilir, sağlıklı bir mtDNA havuzu oluĢturulabilir ve enerji üretimi 

artırılabilir. Fonksiyonel olmayan endojen mitokondrilerin sağlıklı eksojen 

mitokondrilerle değiĢtirilmesinin umut verici sonuçları bulunmaktadır. 

Mitokondri nakli ilk olarak 1982 yılında Clark ve Shay tarafından 

koinkübasyon yöntemiyle yapılmıĢtır. Bu çalıĢmada öncelikle kloramfenikol (CAP) 

ve efrapeptin (EF) antibiyoktikleri kullanılarak hücre ölümü uyarılmıĢtır. Bu ilaçlar 

mitokondri protein sentezini ve ATPaz aktivitesini engelleyerek hücre ölümüne 

neden olmaktadır. Bu Ģekilde hasar oluĢturulan hücrelere CAP antibiyotiğine direçli 

olan hücrelerden alınan mitokondriler basit koinkübasyon tekniği ile nakledilmiĢtir. 

Nakledilen mitokondrilerin alıcı hücrelerde antibiyotik direnci geliĢtirdiği ve 

hücrelerin canlılığını artırdığı rapor edilmiĢtir. Antibiyotik direncinin, nakledilen 

mitokondrilerin ilgili mtDNA’ ya sahip olması sayesinde geliĢtiği bildirilmiĢtir. Yine 

aynı çalıĢmada ksenojenik mitokondri nakli yoluyla (farelerden alınan 

mitokondrilerin insan hücrelerine nakli) antibiyotik direnci oluĢturulamadığı ve farklı 

türeler arasında mitokondri naklinin kısıtlı olduğu ifade edilmiĢtir. Ayrıca bazı hücre 

türlerinin diğer hücrelere göre mitokondri alma kapasitesinin daha fazla olduğu rapor 

edilmiĢtir. Koinkübasyon metoduyla aynı anda çok fazla sayıda hücreye mitokondri 

nakli yapılabildiği sonucuna da varılmıĢtır (108). Ġlerleyen zamanlarda eksojen 

mitokondrilerin hedef hücre içerisine direkt olarak enjekte edildiği ya da diğer bazı 

invazif araçlarla mitokondri nakil prosedürlerin uygulandığı yeni metotlar 

geliĢtirilmiĢtir (129,130). Ancak bu yöntemlerde nakil yapılabilecek hücre sayısının 

kısıtlı olması, alıcı hücrelerin hasarlanma ihtimali ve teknik zorluklar gibi güçlükler 

olması nedeniyle koinkübasyon tekniği daha etkin olarak değerlendirilmiĢtir. 

Ġlerleyen yıllarda mitokondri naklinin in vivo olarak uygulandığı yöntemler 

üzerinde de çalıĢmalar yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalarda direkt dokuya enjeksiyon ve 

sistemik dolaĢım üzerinden hasarlı dokuya mitokondri ulaĢtırılmıĢtır. Dokuya 

enjeksiyon yoluyla mitokondri nakli yapılan çalıĢmalarda McCully ve arkadaĢlarının 

yaptığı çalıĢma öncü olmuĢtur. TavĢanlar üzerinde yapılan bu çalıĢmada iskemik 

doku hasarında mitokondri naklinin etkileri araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmada sol ön inen 

koroner arter kan akımı kesilerek kalpte iskemik hasar oluĢturulmuĢtur. Ardından 

iskemik dokuya direkt enjeksiyon yoluyla izole mitokondriler nakledilmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlara göre iskemik alanlar azalmıĢ ve doku fonksiyonlarında düzelme 
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sağlanmıĢtır. Bu çalıĢmada mitokondri izolasyonu için kaynak olarak sağlıklı tavĢan 

kalp dokusu kullanılmıĢtır (109). Bu konudaki önemli çalıĢmalardan biri de Lin ve 

arkadaĢlarının karaciğer iskemi/reperfüzyon hasarı modelinde yaptığı çalıĢmadır 

(110). Farklı bir çalıĢmada ise serebral inme modelinde mitokondri nakli 

uygulanmıĢtır. Huang ve arkadaĢlarının bu çalıĢmasında mitokondri nakli hem 

dokuya direkt enjeksiyon yoluyla hem de intravenöz olarak yapılmıĢtır. Sonuç olarak 

dokuya direkt enjeksiyon yönteminin daha baĢarılı olduğu rapor edilmiĢtir (11). 

Ġlk uygulandığı zamandan günümüze kadar mitokondri nakli ile ilgili birçok 

çalıĢma yapılmıĢ ve uygulanmasına yönelik iki ana eğilim ortaya çıkmıĢtır. 

Bunlardan birisi koinkübasyon tekniği (108), diğeri ise in vivo yaklaĢımdır (109). 

Tüm bu çalıĢmalar mitokondri nakli hakkında yol gösterici olmuĢ ve önemli 

sorunları gündeme getirmiĢtir. Ġzolasyon prosedürlerinin mitokondrilerin bütünlük ve 

fonksiyonlarını nasıl etkilediği, izolasyon sonrasında elde edilen mitokondrilerin saf 

haliyle değil, iliĢkili olduğu diğer organellere ait yapılarla karıĢmıĢ halde bulunması 

(131) ve donör mitokondri genetik yapısının mitokondrinin alıcı hücrelerdeki 

etkilerini nasıl değiĢtirdiği gibi önemli sorunlar bunlardan bazılarıdır. 

Biz de çalıĢmamızda mitokondriyal hastalıkların tedavisinde kullanılabilecek 

yeni bir metot oluĢturma çabalarına destek olmayı amaçladık. Aynı zamanda 

yaptığımız çalıĢmayla bu yeni araĢtırma alanındaki bilgi havuzuna katkıda 

bulunmayı hedefledik. Bu amaçla karaciğer hasarına neden olan en yaygın 

etkenlerden biri olan APAP toksisitesinde mitokondri naklinin etkilerini araĢtırdık. 

ÇalıĢmamızda toksik dozda APAP uygulaması yaparak karaciğer hasarı 

oluĢturduğumuz deney hayvanlarına mitokondri nakli yaptık. Ardından histolojik ve 

biyokimyasal analizlerle mitokondri nakli metodunun etkinliğini değerlendirdik. 

ÇalıĢmamız karaciğer ilaç toksisitesinde mitokondri naklinin etkinliğinin araĢtırıldığı 

ilk çalıĢma olma özelliğine sahiptir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1. DENEY HAYVANLARI 

ÇalıĢmada 4-6 aylık, 250-350 gram ağırlığında 42 adet ―Sprague-Dawley‖ 

cinsi erkek sıçan kullanıldı. Sağlık Bilimleri Üniversitesi (SBÜ) Gülhane Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun 26.02.2019 tarih ve 19/06 karar no’ lu etik kurulu 

onayı alındıktan sonra çalıĢmaya baĢlandı. Hayvanlar, SBÜ Gülhane Deney 

Hayvanları Üretim ve AraĢtırma Merkezi’ nden temin edilerek çalıĢma süresince 

SBÜ Gülhane Fizyoloji Laboratuvarında 25 °C oda sıcaklığında ve 12 saatlik 

karanlık/aydınlık periyodu altında plastik kafeslerde barındırıldı. Ticari yem ve 

musluk suyu ile kendi baĢlarına serbestçe beslenmesine olanak sağlanan deneklere 

çalıĢma öncesinde herhangi bir sıvı ve diyet kısıtlaması uygulanmadı. Deneysel 

çalıĢma sırasında Avrupa Konseyi’nin önerdiği standartlara (―European Convention 

for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific 

Purposes‖) (ETS 123) uyuldu. 

 

3.2. DENEY GRUPLARI 

 Sıçanlar basit rastgele örnekleme ile toplam 6 gruba ayrıldı. Gruplar aĢağıda 

listelenmiĢtir: 

• Sham Grubu (n=6): Deney hayvanlarının hiçbir ilaç, anestezik madde ve cerrahi 

iĢlem uygulanmadan kendi haline bırakıldığı gruptur. 

• APAP Grubu (n=8): Deney hayvanlarına oral gavaj yoluyla ve tek doz olarak 1g/kg 

APAP uygulandıktan sonra kafeslerinde kendi haline bırakılarak 48 saat boyunca 

izlenen gruptur. 

• Kontrol 1 (Distile Su+Cerrahi ĠĢlem) Grubu (n=6): APAP grubu ile aynı hacimde 

ancak APAP içermeyen distile su oral gavaj yoluyla verilmiĢtir. Ardından ratların 

batınları açıldıktan sonra dalağa enjektör batırılıp çıkarılarak 48 saat boyunca izlenen 

gruptur. 

• APAP+Mitokondri Grubu (n=8): Deney hayvanlarına oral gavaj yoluyla ve tek 

doz olarak 1g/kg APAP uygulandıktan sonra dalaklarının subkapsüler bölgesine izole 

edilmiĢ olan mitokondriler enjekte edilerek 48 saat boyunca izlenen gruptur. 
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• Kontrol 2 (APAP+Respirasyon Tamponu) Grubu (n=6): Deney hayvanlarına oral 

gavaj yoluyla ve tek doz olarak 1g/kg APAP uygulandıktan sonra dalaklarının 

subkapsüler bölgesine mitokondri içermeyen tampon sıvısı (100 µl) enjekte edilerek 

48 saat boyunca izlenen gruptur. 

• APAP+NAC Grubu (n=8): Deney hayvanlarına oral gavaj yoluyla ve tek doz 

olarak 1g/kg APAP uygulandıktan sonra tedavi olarak 300 mg/kg dozunda NAC 

intraperitoneal yoldan uygulanıp 48 saat boyunca izlenen gruptur. 

 

3.3. CERRAHĠ PROSEDÜR 

ÇalıĢmanın ilk aĢamasında karaciğer hasarı oluĢturmak üzere APAP 

(Parasetamol Toz-Galenik Ecza ve Kimyevi Maddeler Deposu-Ġzmir) uygulaması 

yapıldı. Sham grubu ve Kontrol 1 grubu hariç diğer tüm deney hayvanlarına tek doz 

olarak 1g/kg APAP verildi. APAP, hassas terazide (Scaltec-SBC21) tartıldıktan 

sonra 50 °C’ ye ısıtılmıĢ distile su içerisinde (5cc/kg) çözülerek hazırlandı. Isısı 25 

°C’ ye düĢürüldükten oral gavaj yoluyla deney hayvanlarına verildi (132,133). APAP 

uygulamasından 1 saat sonra deney tedavilerine baĢlandı (134).  

Ġlk önce mitokondri nakli yapılacak gruplar için mitokondri izolasyonu 

yapıldı. Ġzolasyon için mitokondri kaynağı olarak iyi bir seçenek olan mezenkimal 

kök hücreler kullanıldı (115). Enjekte edilecek mitokondriler ticari olarak satılan 

sıçan mezenkimal kök hücrelerinin temel hücre kültürü prensiplerine göre yeterli 

sayıda üretilmesi ile elde edilen hücrelerden sağlandı. Bu hücrelerden ticari 

mitokondri izolasyon kiti kullanılarak, kit protokolüne göre mitokondri izolasyonu 

yapıldı. Bu aĢamada izole edilen mitokondrilerin canlı ve fonksiyonel olduğunun 

gösterilmesi için çeĢitli analizler yapıldı. Mitokondri naklinin baĢarıya ulaĢması için 

mitokondrilerin sağlıklı olması gereklidir. Ġzolasyon ve transfer süreçlerinde 

mitokondriler hücre koruması olmaksızın ekstrasellüler alan ile temas halindedir. 

Mitokondriler hücre dıĢında bulunduğu süre boyunca sıcaklık değiĢimi, içinde 

bulunduğu sıvı ortamın farklı olması gibi çeĢitli stres kaynaklarına maruz kalırlar. 

Bunlar mitokondrilerin yapısal bütünlüğünü, fonksiyonlarını ve hedef hücrelere 

ulaĢtıktan sonraki potansiyel etkilerini önemli ölçüde değiĢtirebilecek etkenlerdir 

(135). Mitokondrilerin yapısal bütünlüğünün ve fonksiyonlarının korunmasında 

mitokondriyal membranların intakt olması son derece önemlidir. DıĢ membranı hasar 
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görmüĢ olan mitokondrilerin hücre içerisine giriĢi inhibe olurken, iç membranı 

hasarlı olan mitokondrilerde ATP üretimi bozulur ve fonksiyon bozukluğu geliĢir 

(106,136). Bu nedenle çalıĢmamızda mitokondriyal membran bütünlüğü tespiti için 

―MitoTracker® Red CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)‖ 

probu kullanılarak boyamalar yapıldı. Ayrıca izole edilen mitokondrilerin 

fonksiyonel olup olmadığının değerlendirilmesi için ATP düzeyi ticari ATPaz ölçüm 

kiti (ATPlite Luminescence Assay System, 300 Assay Kit, Perkin Elmer-USA) 

kullanılarak belirlendi. Ardından deney hayvanları intramüsküler (i.m.) ketamin (90 

mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) kombinasyonu ile genel anestezi altına alındı. 

Anestezi derinliği ve ağrı duyuları ayak parmakları pens ile sıkıĢtırılarak kontrol 

edildi. Anestezi altındaki deney hayvanları sırt üstü yatırılarak batın bölgesi traĢ 

edildi ve sterilizasyon sağlanması için batikon ile temizlendi. Bu aĢamadan sonra 

iĢlemlerin steril koĢullar altında yapılması sağlandı. Cilt ve karın duvarı bistüri 

yardımı ile 2-3 cm uzunluğunda kesildi. Karın duvarı açıldıktan sonra dalak görünür 

hale getirildi ve ardından mitokondri nakil iĢlemi gerçekleĢtirildi. Mitokondri nakli 

Lin ve arkadaĢlarının tarif ettiği yönteme göre yapıldı (110). Bu yöntemde 

mitokondrilerin karaciğere splenik ven aracılığıyla ulaĢması hedeflenmektedir. Bu 

nedenle mitokondriler mikro enjektör kullanılarak dalağın subkapsüler bölgesine 

enjekte edildi. Mitokondri enjeksiyonu 100 µl. respirasyon tampon sıvısı 

(mitokondrilerin içerisinde bekletildiği sıvı medyum) içerisinde 7,7x10
6 

(±1,5x10
6
) 

mitokondri/deney hayvanı dozunda olacak Ģekilde yapıldı. Enjenksiyon sonrası 

deney hayvanlarının batınları ipek iplik ile sütüre edilerek kapatıldı. Batikonla iyice 

yıkanarak temizlendi ve kafese alınarak yan yatar pozisyonda bırakıldı (Resim 3.1). 

Kontrol 2 grubuna tedavi olarak mitokondri içermeyen tampon sıvısı verildi. 

Tampon sıvısının hacmi ve uygulamanın geri kalan kısmı aynı APAP+Mitokondri 

grubunda olduğu gibi yapıldı. APAP+NAC grubuna ise tedavi olarak toplamda 

300mg/kg dozunda NAC (Merck-Darmstadt/Germany) 3cc distile su içerisinde 

çözülerek hazırlandı ve intraperitoneal yoldan verildi (79). NAC uygulaması 1. saatte 

200 mg/kg ve 4. saatte 100 mg/kg olmak üzere 2 doz olarak uygulandı. Böylece 

APAP toksisitesinin klinik tedavisi kısmen taklit edildi. Kontrol 1 grubundaki 

hayvanlara herhangi bir ilaç veya tedavi uygulaması yapılmadı. Bu gruptaki deney 

hayvanlarına APAP içermeyen distile su oral olarak verildi ve ardından dalağının 
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subkapsüler bölgesine mikro enjektör batırılıp çıkarılarak cerrahi prosedür taklit 

edildi. Sham grubundaki hayvanlara ise hiçbir uygulama yapılmadan laboratuvar 

koĢullarında deney sonuna kadar bekletildi (Resim 3.1). 

 

  

a. Oral gavaj uygulaması b. Anestezi altındaki sıçanın batın bölgesinin  

traĢ edilmesi ve batikonla temizlenmesi 

  

c. Sıçanın batın bölgesinin açılması d. Dalağın görünür hale getirilmesi 

  

e. Dalağa enjeksiyon yoluyla mitokondri verilmesi f. Sıçanın batınının sütüre edilerek kapatılması 

Resim 3.1: Deney süreci ve mitokondri nakli 
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Tüm bu iĢlemlerden sonra bütün deney hayvanları 48 saat boyunca kendi 

hallerine bırakılarak izlendi. 48 saat sonunda tüm deney hayvanları ketamin/ksilazin 

ile yapılmıĢ genel anestezi altında kalplerinden kan alınarak sakrifiye edildi. 

Ardından karaciğer doku örnekleri alındı. Sakrifiye edilen deney hayvanlarının 

karaciğer ve kan dokuları biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler için saklandı. 

Histopatolojik analizler için alınan doku örnekleri %10’ luk formaldehit içinde, 

biyokimyasal analizler için alınan doku ve kan örnekleri ise ependorf tüplerde sıvı 

nitrojende Ģok dondurma yapılarak -80 
o
C derin dondurucuda analizlerin yapılacağı 

tarihe kadar saklandı. Alınan karaciğer dokusu örneklerinde hematoksilen eozin 

boyamasının yanında MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH oksidatif stres ölçümleri, kan 

örneklerinde ise AST, ALT, laktat dehidrogenaz (LDH) ve alkalen fosfataz (ALP) 

ölçümleri  yapılarak analizler gerçekleĢtirildi (Resim 3.2). 

 

  

a. Sıçanın batınının açılması b.Sıçanın kalbinden kan alınması ve sakrifiye edilmesi 

  

c. Karaciğerin dokusu örneklerinin toplanması 

Resim 3.2: Deneyin sonlandırılması ve doku örneklerinin toplanması 
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 3.4. MEZENKĠMAL KÖK HÜCRE KÜLTÜRÜ 

 Mitokondri kaynağı olarak kullanılacak hücreler ticari olarak satın alınan 

sıçan mezenkimal kök hücre hattından (Milipore-Rat Mesenchyml Stem Cells 

SCR027) temel hücre kültürü prensiplerine göre Fizyoloji AD. Hücre Kültürü 

Laboratuvarı ve SBÜ Gülhane Sağlık Bilimleri Enstitüsü Kök Hücre AraĢtırma 

Merkezinde üretildi. T75 kültür flasklarına 1 milyon hücre ekilerek çoğalması 

beklendi. Konfluens %70-80 seviyelerine ulaĢana kadar bu flasklar takip edildi. Bu 

süre içerisinde 2 günde bir medyumları değiĢtirildi. Bu seviyede flasklardaki hücre 

sayısı 5-6 milyon olacak Ģekilde hücreler elde edildi. Deney hayvanı baĢına yaklaĢık 

20 milyon hücre üretildi. 

 

 3.5. MĠTOKONDRĠ ĠZOLASYONU 

 Mitokondri izolasyon iĢlemi ticari mitokondri izolasyon kiti (Mitochondria 

Isolation Kit for Cultured Cells-Thermo Scientific-USA) kullanılarak kit protokolüne 

göre yapıldı. ĠĢlem basamakları aĢağıda yazıldığı Ģekilde uygulandı:  

1. Hücre kültüründen elde edilen hücrelere 800 µl ―Reagent A‖ eklendi ve buz 

kabında 2 dakika inkübe edildi.  

2. Sonra 10 µl ―Reagent B‖ eklendi ve buz kabında 5 dakika inkübe edildi. 

Ġnkübasyon süresi boyunca her 1 dakikada bir kez vorteksle (Heidolph-MR Hei-

Standard) karıĢtırıldı.  

3. Daha sonra 800 µl ―Reagent C‖ eklendi ve 4 °C’ de 700xg hızda 10 dakika 

santrifüj (Hermle-Z323K) iĢlemi yapıldı. Süpernatantı alınıp 500 µl ―Reagent C‖ ile 

pellet yıkandı. 

4. Ardından 5 dakika boyunca 4 °C’ de 12000xg hızında santrifüj iĢlemi yapıldı ve 

süpernatant yeni tüpe alındı. 

5. Altta kalan pellet üzerine 100 µl respirasyon tamponu konularak mitokondri 

izolasyon prosedürü tamamlandı. 

 

3.6. MĠTOKONDRĠ MEMBRAN BÜTÜNLÜĞÜ ANALĠZĠ 

Mitokondri membran potansiyeli immünofloresan yöntemle ―MitoTracker® 

Red CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)‖ probu kullanılarak 

yapıldı. 
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3.6.1. Mezenkimal Kök Hücre Ġçi “Mitotracker Red CMXROS” ile 

Mitokondri Boyaması ve Konfokal Mikroskop Analizi 

1. DMEM içinde bulunan mezenkimal kök hücreler 3000 rpm hızda 5 dakika 

boyunca santrifüj edildi ve üstte kalan sıvı atıldı. 

2. Altta kalan hücre pelletine 2 ml PBS ilave edilerek 3000 rpm’ de 5 dakika 

boyunca santrifüj edildi. Bu iĢlem iki kez tekrarlandı. 

3. Altta kalan pellete 1,5 ml PBS eklendi ve ardından vortekslendi. 

4. 10 µl hücre süspansiyonu ile önceden 37 °C’ ye ısıtılmıĢ 10 µl (100 nM) 

―MitoTracker® Red CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)‖ 

boyama solüsyonu karıĢtırıldı. Lam üzerine yayılarak 37 °C’de 30 dakika inkübe 

edildi. 

5. Ardından hücreler %4 paraformaldehit içerisinde 10 dakika bekletilerek fikse 

edildi. 

6. Hazırlanan numuneler lazer taramalı konfokal mikroskop cihazı (Leica-SP8) ile 

görüntülendi. 

 

3.6.2. Ġzole EdilmiĢ Mitokondrilerin “Mitotracker Red CMXROS” ile 

Boyanması  ve Konfokal Mikroskop Analizi 

1. Respirasyon tamponu içerisinde bulunan izole edilmiĢ mitokondrilerden 10 µl 

alınarak lam üzerine yayıldı. 

2. Üzerine önceden 37 °C’ ye ısıtılmıĢ 10 µl (100 nM) ―MitoTracker® Red 

CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)‖ boyama solüsyonu 

eklendi ve 10 dakika inkübe edildi. 

3. Elde edilen numuneler hızla lazer taramalı konfokal mikroskop cihazı ile 

görüntülendi. 

 

3.7. ĠZOLE MĠTOKONDRĠLERĠN HEDEF HÜCRELERE 

DAĞILIMININ GÖSTERĠLMESĠ 

 APAP+Mitokondri grubundan 2 sıçana izole edilen mitokondrilerin hedef 

hücrelere dağılımını göstermek için ―MitoTracker® Red CMXROS Mitochondrion-

Selective (Invitrogen Ltd.-UK)‖ ve DAPI (―4,6-diamidine-2’-phenylindole‖) 

(Zytovision) boyaması yapıldı: 
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1. Ġzole mitokondriler sıçana enjekte edilmeden önce 100 µl (200nM) 

―MitoTracker® Red‖ ile 10 dakika inkübe edilerek boyandı.  

2. BoyanmıĢ olan mitokondriler sıçana enjekte edildi. 

3. Ardından deney süresi sonunda karaciğer dokuları alınarak kriyotomda (Thermo-

Shandon) 5 mikronluk kesitler halinde lama alındı. 

4. Alınan kesitler %4’ lük paraformaldehit solüsyonunda 10 dakika fikse edildi. 

5. Numuneler paraformaldehit solüsyonundan çıkarıldıktan sonra 2 kez PBS ile 

yıkandı. 

6. Üzerine 15 µl kullanıma hazır DAPI boyası eklenerek 5 dakika daha beklendi ve 

lazer taramalı konfokal mikroskop cihazı ile görüntüler alındı. 

 

3.8. MĠTOKONDRĠ ATP ÖLÇÜM ANALĠZĠ  

 Ġzole edilmiĢ mitokondrinin metabolik aktivitesini belirlemek için ATP ölçüm 

analizi yapıldı. Bu ölçüm ticari kit (ATPlite Luminescence Assay System, 300 Assay 

Kit, Perkin Elmer-USA) kullanılarak yapıldı. ĠĢlem basamakları aĢağıda yazıldığı 

Ģekilde uygulandı: 

1. Kit içerisinde bulunan toz haldeki ATP stok solüsyonu distile su ile hazırlandı. 

2. Ġzole edilmiĢ mitokondrilerden 10 µl alınarak 96 kuyucuklu mikroplaka içerisine 

yüklendi. Ardından tüm kuyucuklara 50 µl hücre lizis solüsyonu eklendi. 5 dakika 

boyunca 37 °C ’de ve 125 rpm hızda karıĢtırıldı. Bu aĢama ATP’ nin sabitlenmesi 

amacıyla yapıldı. 

3. Daha sonra mikroplaka kuyucuklarına 50 µl substrat solüsyonu eklendi ve 5 

dakika boyunca 37 °C’de ve 125 rpm hızda karıĢtırıldı. 

4. Hazırlanan numunelere ait ölçümler spektrofotometre cihazı (Molecular Devices-

Filter Max F5) ile yapıldı. 

 

3.9. HĠSTOLOJĠK ANALĠZLER 

 Histolojik analizlerin yapılması için öncelikle doku takibi iĢlemi yapıldı. 

Bunun için sıçanlardan alınan karaciğer dokuları doku takip cihazında (Leica-ASP 

300) doku takibine alındı. Bu iĢlemde cihaz içerisinde bulunan örnekler sırayla 

formalin, alkol, ksilen ve parafinden geçirildi. Takip sonrası örnekler doku bloklama 

cihazında (Sakura-Tissue TEK) parafin bloklar haline getirildi. Parafin bloklardan 
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mikrotom cihazında (Leica-RM 2255) 4-5 mikron kalınlığında kesitler alınarak 

adhezivli lamlara konuldu. Lam üzerine alınan dokular deparafinizasyon için 70 °C’ 

lik etüvde (Incucell-MMM Medcenter) 30 dk tutuldu. Boyama iĢlemine hazır hale 

getirilen kesitlere, lam boyama cihazında (Sakura-Tissue TEK) hematoksilen-eosin 

boyaması yapıldı. Boyanan örnekler ıĢık mikrokopunda (Olympus-BX 51) 

görüntülendi. 

 Değerlendirme aĢamasında histopatolojik olarak; sentrilobüler hepatosit 

nekrozu, sentrilobüler balonlaĢma  dejenerasyonu ve inflamatuar hücre 

infiltrasyonunun varlığı değerlendirildi. Histopatolojik değiĢiklikler hafif (1), orta 

(2), belirgin (3) ya da yok (0) olarak ifade edildi (1; sentrilobüler alanda, 

hepatositlerin % 10’undan azı, 2; sentrilobüler alanda, hepatositlerin % 10-50 kadarı, 

3; sentrilobüler alanda, hepatositlerin %50’ den daha fazlası) (Tablo 3.1). 

 

Tablo 3.1: Histopatolojik skorlama tablosu 

 Nekroz Dejenerasyon Ġnflamasyon  

0 Yok Yok Yok 

1 Hafif Hafif Hafif 

2 Orta  Orta  Orta  

3 Belirgin  Belirgin  Belirgin  

 

0: hasar yok 

1: sentrilobüler alanda, hepatositlerin % 10’undan azı 

2: sentrilobüler alanda, hepatositlerin % 10-50 kadar 

3: sentrilobüler alanda, hepatositlerin %50’ den daha fazlası 

 

3.10. BĠYOKĠMYASAL ANALĠZLER 

 Sıçanlardan alınan kanların serumlarında AST, ALT, LDH ve ALP ölçümleri 

ve karaciğer dokusunda MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH oksidatif stres analizleri ve 

doku protein ölçümleri yapıldı. 

 

3.10.1. Kan Örneklerine Ait Ölçümler 

Kan örneklerine ait AST, ALT, LDH ve ALP ölçümleri rutin biyokimya 

cihazı (Beckman Coulter-Autoanalyzer AU 680) kullanılarak yapıldı. Bunun için 
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önce kan örnekleri santrifüj  edilerek (Eppendorf-Centrifuge 5804 R) serumu ayrıldı. 

Ardından cihaza konularak ölçüm gerçekleĢtirildi. 

 

3.10.2. Karaciğer Doku Örneklerine Ait Ölçümler 

Karaciğer doku örneklerinde MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH ölçümleri 

yapıldı. Bunun için öncelikle dokular homojenize edildi. Daha sonra elde edilen 

verilerin sayısal olarak ifade edilebilmesi için bahsedilen ölçümlerin yanında doku 

protein ölçümleri yapıldı. 

 

1. Dokuların Homojenizasyonu: Homejenizasyon iĢleminin yapılması için 

öncelikle dokular -80˚C’den çıkarılarak 50-100 mg aralığında hassas terazide 

(Scaltec-SBC21) tartıldı. Daha sonra tartılan dokular numaralandırılmıĢ ependorf 

tüplerin içine konuldu ve 1/9 oranında uygun tampon (trizma HCL 0,2 mM, pH:7.2) 

eklenerek bilyeli homojenizatörde (Retsch-MM400) homojenize edildi. 

Homojenatlar 4 ˚C’ de 10000 rcf hızında 10 dakika boyunca santrifüj edildi (Hermle-

Z323K). Süpernatanlar MDA, SOD, TAS ve TOS analizleri için parçalara ayrılarak  

-80 ˚C' de derin dondurucuda saklandı. 

 

2. Protein Ölçümü: Protein ölçümü Lowry yöntemine göre yapıldı. Bunun 

için öncelikle A, B, C ve D rektifleri aĢağıda ifade edildiği Ģekilde hazırlandı: 

- A reaktifi: 0,050 gr bakır sülfat (CuSO4) ve 0,1 gr trisodyum sitrat 

(Na3Sitrat) tartıldıktan sonra distile su ile 10 ml’ ye tamamlanarak hazırlandı. 

- B reaktifi: 5 gr sodyum karbonat (Na2CO3) ve 1 gr sodyum hidroksit 

(NaOH) tartıldıktan sonra distile su ile 250 ml’ ye tamamlanarak hazırlandı. 

- C reaktifi: 10 ml B reaktifi ve 200 ml A reaktifi alınarak taze olarak 

hazırlandı. 

- D reaktifi: 25 m folin-ciocalteu reaktifidir. 

Reaktiflerin hazırlanmasından sonra standartlar için 2 mg/ml ―bovine serum 

albumin‖ (BSA) solüsyonu hazırlandı. Sonra seri dilüsyonla standartlar hazırlandı. 

Ardından numuneler 25 kat sulandırılarak dilüe edildi. Mikroplakaya 20 μl hacimde 

standartlar ve ardından 20 μl hacimde numuneler yüklendi. Üzerlerine 100 μl C 

reaktifi eklenerek 10 dakika karanlık ortamda oda ısısında bekletildi. Daha sonra 
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üzerine 10 μl D reaktifi eklenerek 25 dakika karanlık ortamda oda ısısında bekletildi. 

Son olarak absorbanslar spektrofotometrede (Molecular Devices-Filter Max F5) 620 

nm’ de okundu. 

 

3. Lipid Peroksidasyonu Düzeyinin Ölçümü (Malondialdehit-MDA): 

Oksidatif stresin bir göstergesi olan lipid peroksidasyon düzeyinin belirlenmesi için 

MDA ölçümü yapıldı. Bunun amaçla %10’ luk triklorasetik asit (TCA) ve %0,37’ lik 

tiyobarbitürik asit (TBA) solüsyonları kullanıldı. Öncelikle 10 ml’ lik deney 

tüplerinin içerisine 750 μl %10’ luk TCA, 500 μl %0,3’ lük TBA konuldu. Daha 

sonra üzerine 250 μl süpernatant ilave edilerek 5-7 saniye vortekslendi. 100 °C’ de 

15 dakika inkübatörde bekletildi ve buz üzerine alınarak soğutuldu. Ardından 10000 

rcf’ de 10 dakika santrifüj edilen örneklerden 250 μl alınarak eliza 96’ lık 

mikroplakaya yüklendi. Hazırlanan numuneler spektrofotometrede 532 nm’ de 

okundu. TBA-MDA kompleksinin ekstinksiyon katsayısından (1,56x105 cm
-1

M
-1

) 

yararlanılarak milimol/gram protein (mmol/g-protein) cinsinden MDA değerleri 

hesaplandı. 

 

4. Total Süperoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD): SOD aktivitesi için ilk 

olarak 400 milimol/litre (mmol/L) Na2CO3, 0,3 mmol/L ksantin, 150 mikromol/litre 

(μmol/L) nitro blue tetrazolium klorür (NBT),  0,6 mmol/L etilendiamin tetraasetik 

asit (EDTA) ve 1 gram/litre (g/L) BSA karıĢımı ile reaktif hazırlandı. Bu reaktif 

hazırlandıktan sonra 2 mol (M) amonyum sülfat ((NH4)2SO4), 0,8 mmol/L bakır-II-

klorür (CuCl2) ve amonyum sülfat içinde 167 ünite/litre (U/L) ksantin oksidaz (XO) 

solüsyonları hazırlandı. Cam tüplerin içine 25 μl 167 U/L XO, 1425 μl ölçüm reaktifi 

ve 50 μl süpernatant ilave edildi. Kontrol tüpüne etanol fazı yerine 50 μl distile su 

ilave edilerek, 25 ˚C’ de 20 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda her bir 

numuneye 100 μl 0,08 mM/L CuCl2 eklenerek reaksiyon durduruldu ve distile suya 

göre absorbans sıfırlanarak kontrolden itibaren örnekler 560 nm’ de okundu. Bulunan 

değerler aĢağıdaki formüle konularak SOD aktivitesi hesaplandı: 

  

 

 



34 

[((K-N) / N) x D x 20] / P = U/g-protein 

Bu formülde; K: körün absorbansı; N: numune absorbansı; D: dilüsyon 

miktarı; P: süpernatant protein miktarını (g/ml) ifade etmektedir. 

  

 5. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidan Seviyesi 

(TOS) Ölçümleri: TAS ve TOS ölçümleri doku örnekleri kullanılarak kit 

protokollerine yapıldı (―Total Antioxidant Status, Total Oxidant Status - Rel Assay 

Diagnostics-TURKEY). Analizler için öncelike doku numuneleri, standartlar ve su 

kit protokolünde belirtilen hacimlerde alındıktan sonra üzerlerine belirtilen hacimde 

―Reagent 1‖ eklenerek iyice karıĢtırıldı ve 1. absorbanslar okundu. Sonra üzerlerine 

―Reagent 2‖ eklenerek iyice karıĢtırıldı. Oda sıcaklığında 10 dakika beklendikten 

sonra 2. absorbanslar okundu. Absorbanslar protokolde belirtilen dalga boylarında 

okundu. TAS ve TOS değerleri elde edilen bu 1. ve 2. ölçümler kullanılarak kitte 

belirtilen formüle göre hesaplandı. 

 

6. Glutatyon (GSH) Düzeyinin Ölçülmesi: Doku GSH düzeyi tayini için 

öncelikle karaciğer dokuları 1/9 oranında TCA kullanılarak homojenize edildi. Elde 

edilen homojenalardan 250 μl alınarak üzerine 1000 μl 0,3 M disodyum fosfat 

(Na2HPO4) eklendi. Üzerine 125 μl DTNB eklendikten sonra vorteksle karıĢtırıldı. 

Oda ısısında 10 dakika beklendikten sonra spektrofotometrede 412 nm’ de okundu. 

Elde edilen sonuçlar aĢağıdaki formül kullanılarak hesaplandı: 

 

(4,23xabsorbans)/doku ağırlığı=μmol/gram doku 

 

3.11. ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZ 

 ÇalıĢmamızda istatistiksel analizler ―IBM SPSS Statistic 23‖ programı 

kullanılarak yapıldı. KarĢılaĢtırılacak grup sayısı ve her gruptaki sıçan sayısına göre 

verilerimizin istatistiksel değerlendirmesine parametrik olmayan testler uygun 

görüldü. Tüm gruplar arasında ―Kruskal Wallis‖ testi ile istatistiksel analizler 

yapıldı. Analiz sonucunda gruplar arasında anlamlı bir fark gözlemlendiği takdirde, 

bu anlamlı farkın hangi gruplardan kaynaklandığını görmek için yine ―Kruskal-

Wallis‖ yöntemiyle grupların ikili karĢılaĢtırmaları ("Pairwise Comparison") 
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yapılarak incelendi. Sonuçlar Medyan±Ortalamanın Standart Hatası (Median±SEM) 

olarak ifade edildi. p<0.05 değeri bulunan sonuçlar anlamlı olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. ĠZOLE MĠTOKONDRĠ BÜTÜNLÜK VE FONKSĠYON 

ANALĠZLERĠ 

 

4.1.1. Mezenkimal Kök Hücre Ġçi “Mitotracker Red CMXROS” ile 

Mitokondri Boyaması ve Konfokal Mikroskop Analizi Sonuçları 

Mitokondri izolasyonu yapılacak mezenkimal kök hücrelere ait mitokondriler 

―Mitotracker Red‖ boyası ile boyanarak görüntülendi (Resim 4.1). Kök hücrelerin 

içerisinde bulunan mitokondrilerin canlılığını ve membran bütünlüğünü koruduğu 

izlendi. 

 

 

Resim 4.1: Mitokondri izolasyonu için kaynak olarak kullanılan kök hücre içi 

mitokondrilerin konfokal mikroskop ile gösterilmesi (x63, Mitotracker Red) 
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4.1.2. Ġzole EdilmiĢ Mitokondrilerin “Mitotracker Red CMXROS” ile 

Boyanması  ve Konfokal Mikroskop Analizi Sonuçları 

 Deney hayvanlarına nakledilecek mitokondriler, kaynak olarak kullanılan 

mezenkimal kök hücrelerden izole edildikten sonra ―Mitotracker Red‖ boyası ile 

boyanarak görüntülendi (Resim 4.2). Ġzolasyon sonrası elde edilen mitokondrilerin 

canlılıklarının ve membran bütünlüklerinin korunduğu izlendi. Ġzolasyon sürecinin 

baĢarıyla uygulanarak  mitokondrilerin hasarlanmasının önüne geçildiği tespit edildi. 

 

 

Resim 4.2: Ġzole edilmiĢ mitokondrilerin konfokal mikroskop ile gösterilmesi (x63, 

Mitotracker Red) 
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4.1.3.  Mitokondri ATP Ölçüm Sonuçları 

Ġzole edilmiĢ mitokondrilerin ATP seviyeleri ölçüldü (Tablo 4.1). ATP 

miktarının değerlendirilmesi ATP ölçüm kiti standart eğrisine göre değerlendirildi 

(ġekil 4.1). Yapılan değerlendirilmede izole mitokondrilerin ATP içerdiği ve 

metabolik olarak aktif olduğu tespit edildi. Bu veri sayesinde mitokondrilerin 

fonksiyonel olarak izole edildiği gösterildi. Bu analiz ile ilgili herhangi bir 

istatistiksel iĢlem yapılmadı. 

 

           Tablo 4.1: Ġzole mitokondri ATP miktarları 

No: ATP miktarı (μmol/L) 

1 16,598 

2 20,048 

3 10,128 

4 11,422 

5 10,559 

6 7,109 

 

 

 

  ġekil 4.1: ATP ölçümü standart eğrisi 
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4.2. ĠZOLE MĠTOKONDRĠLERĠN HEDEF HÜCRELERE 

DAĞILIMININ GÖSTERĠLMESĠ 

Deney hayvanlarına enjekte edilmek üzere canlılığı ve bütünlüğü korunmuĢ 

olarak izole edilen mitokondriler ―Mitotracker Red‖ boyası ile boyandıktan sonra 

nakil iĢlemi gerçekleĢtirildi. Deney süreci sonunda sakrifiye edilen sıçanların 

karaciğer dokuları alınarak DAPI boyası ile boyandı ve böylece hepatosit 

çekirdekleri görünür hale getirildi. Ardından hazırlanmıĢ olan bu numuneler 

konfokal mikroskop ile görüntülendi (Resim 4.3). Sonuç olarak izole edilen 

mitokondrilerin hepatosit membranını canlı ve bütün olarak baĢarıyla geçip hücre 

içerisine girdiği tespit edildi. 

 

 

Resim 4.3: Ġzole edilmiĢ mitokondrilerin hedef hücre içerisine giriĢinin konfokal mikroskop 

ile gösterilmesi (x63, Mitotracker Red+DAPI) 
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4.3. HĠSTOLOJĠK BULGULAR 

 

  

A. Nekroz (x200) B. Dejenerasyon (x200) 

  

C. Ġnflamasyon (x200) D. Nekroz, Dejenerasyon, Ġnflamasyon (x100) 

  

E. Normal karaciğer dokusu (x100) 
F. Mitokondri nakledilen karaciğer dokusu 

(x100) 

Resim 4.4: Hematoksilen Eozin Boyama Görüntüleri  

 

Doku örnekleri, sentrilobüler hepatosit nekrozu ve hepatosit dejenerasyonu 

(balonlaĢma) ile inflamatuar hücre infitrasyonu açısından gereç ve yöntem 

bölümünde belirtildiği esaslara göre incelendikten sonra skorlanmıĢtır  (Tablo 3.1) 
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(Resim 4.4). Ardından istatistisel analizler yapılarak grafikler halinde sunulmuĢtur 

(ġekil 4.2, ġekil 4.3, ġekil 4.4). 

Sham ve Kontrol 1 gruplarında analiz edilen parametreler açısından değiĢiklik 

saptanmamıĢtır. Skorlama sonucu elde edilen bulgularda APAP grubunda Sham 

grubuna göre hafif düzeyde hepatosit nekrozu, orta düzeyde balonlaĢma 

dejenerasyonu ve inflamatuar hücre infitrasyonu olduğu görülmüĢtür. Tüm bu 

değiĢimler istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p<0,05) (ġekil 4.2, ġekil 4.3, 

ġekil 4.4). Kontrol 2 grubunda hepatosit nekrozu saptanmazken orta düzeyde 

balonlaĢma  dejenerasyonu ve inflamatuar hücre infitrasyonu olduğu belirlenmiĢtir. 

Tedavi gruplarına baktığımızda ise APAP+Mitokondri grubunda hepatosit nekrozu 

ve balonlaĢma dejenerasyonu açısından bir hasar bulgusu saptanmamıĢ ve anlamlı 

seviyelerde inflamatuar hücre infitrasyonu olmadığı görülmüĢtür (ġekil 4.2, ġekil 

4.3, ġekil 4.4). Elde edilen bu veriler mitokondri grubuna ait karaciğer dokusu 

örneklerinin toksik doz ilaç uygulaması yapılmamıĢ olan Sham ve Kontrol 1 grubu 

ile benzer morfolojide olduğunu göstermektedir (Resim 4.4E, Resim 4.4F). Klinik 

tedavinin değerlendirildiği APAP+NAC grubunda ise hepatosit nekrozu 

saptanmazken, hasar bulgusu olarak balonlaĢma dejenerasyonu izlenmiĢ ve hafif 

düzeyde inflamatuar hücre infitrasyonu olduğu görülmüĢtür. BalonlaĢma 

dejenerasyonu seviyesinde Sham grubuna göre anlamlı yükseliĢ olduğu tespit 

edilmiĢtir (p<0,05) (ġekil 4.3). Ġnflamasyon seviyeleri açısından ise APAP+NAC 

grubunda elde edilen veriler hem Sham grubundan hem de APAP+Mitokondri 

grubundan anlamlı olarak yüksek bulunmuĢtur (p<0,05). APAP grubuna göre ise 

anlamlı seviyede bir düĢüĢ olmadığı görülmüĢtür (ġekil 4.4) (Tablo 4.2). 
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Tablo 4.2: Grupların histolojik skorlaması 

  Gruplar 
Sham 

(n=5) 

Kontrol 1 

(n=5) 

APAP 

(n=5) 

Kontrol 2 

(n=5) 

APAP+ 

Mitokondri 

(n=5) 

APAP+ 

NAC 

(n=5) 

Hücre Ölümü 0 (0-0) 0 (0-0) 
b
 1 (1-2) 

a
 0 (0-2) 

b
 0 (0-0) 

b
 0 (0-1) 

b
 

Dejenerasyon 0 (0-0) 1 (0-1) 
b, c

 2 (1-2) 
a
 2 (1-3) 

a
 0 (0-1) 

b,c
 1 (0-2) 

a
 

Ġnflamasyon 0 (0-0) 0 (0-0) 
b, d 

2 (0-3) 
a 

1 (0-1) 0 (0-0) 
b, d

 1 (0-2) 
a
 

     Toplam Skor 0 (0-0) 0 (0-1)
 

5 (2-7)
 

3 (1-6) 0 (0-1) 2 (0-5) 

 

a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

c: Kontrol 2 grubuna göre anlamlı azalıĢ 

d: APAP+NAC grubuna göre anlamlı azalıĢ  

 

 

 

ġekil 4.2: Hepatosit nekrozu grafiği 
a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 
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ġekil 4.3: Dejenerasyon grafiği 
a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

c: Kontrol 2 grubuna göre anlamlı azalıĢ 

 

 

 

ġekil 4.4: Ġnflamasyon grafiği 
 a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 

 b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

 c: APAP+NAC grubuna göre anlamlı azalıĢ 
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ġekil 4.5: Toplam doku hasarı grafiği 

 

4.4. BĠYOKĠMYASAL BULGULAR 

 

4.4.1. Kan Örneklerine Ait Ölçümlerden Elde Edilen Bulgular 

 

Tablo 4.3: Karaciğer enzim değerleri (Median±SEM) 

Gruplar AST ALT LDH ALP 

Sham 118±6,421 64±1,122 115±62,184 259±35,487 

Kontrol 1 279±58,165 
a
 60±3,043 

b
 202±53,986 

b
 193±20,961 

APAP 474±100,704 
a
 258±90,803 

a
 424±54,578 

a
 263±13,515 

Kontrol 2 273±132,885 
a
 61±101,147 

b
 192±36,723 

b
 191±40,108 

APAP+Mitokondri 190±25,593 65±6,406 
b
 253±85,497 161±33,115 

APAP+NAC 173±23,455 79±6,928 
c
 359±28,739 

a, d
 222±21,373 

 

a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

c: Kontrol 1 grubuna göre anlamlı artıĢ 

d: Kontrol 2 grubuna göre anlamlı artıĢ 
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1. AST Ölçümü Bulguları 

Serum AST düzeyi ölçümlerine göre enzim seviyesinin en düĢük olduğu grup 

Sham grubudur. Diğer tüm gruplarda AST seviyesi Sham grubuna göre yüksek 

ölçülmüĢtür. Ancak bunlar içerisinde Kontrol 1, Kontrol 2 ve APAP gruplarındaki 

yükseliĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (p<0,05). En yüksek enzim 

değerinin ölçüldüğü APAP grubundaki (p<0,000) ve Kontrol 2 (p<0,002) grubundaki 

yükseliĢin ciddi seviyede olduğu değerlendirilmiĢtir. APAP+Mitokondri ve 

APAP+NAC uygulaması yaptığımız tedavi gruplarında ise enzim seviyelerinde 

APAP grubuna göre anlamlı azalma görülmemiĢtir. Buna rağmen mitokondri 

grubunda anlamlılığa çok yakın bir azalma olduğu görülmektedir (p<0,052). Ayrıca 

tedavi grupları ile Sham grubu arasında da anlamlı bir fark bulunamamıĢtır (ġekil 

4.6) (Tablo 4.3). 

 

 

ġekil 4.6: Serum AST düzeyleri grafiği 

a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 
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2. ALT Ölçümü Bulguları 

 Serum ALT düzeylerinde en yüksek ölçüm APAP grubunda elde edilmiĢtir. 

Bu yükseliĢ APAP+NAC grubu hariç diğer tüm gruplara göre istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuĢtur (p<0,05). Ayrıca Kontrol 1 grubuna göre APAP+NAC 

grubunda anlamlı bir yüksekliĢ olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,05). APAP+Mitokondri 

ve APAP+NAC tedavi gruplarında ise Sham grubuna göre anlamlı bir değiĢim 

görülmemiĢtir (ġekil 4.7) (Tablo 4.3). 

 

 

ġekil 4.7: Serum ALT düzeyleri grafiği 

a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

c: Kontrol 1 grubuna göre anlamlı artıĢ 

 

3. LDH Ölçümü Bulguları 

 LDH ölçümünden elde edilen sonuçlarda Sham grubuna göre yalnızca APAP 

ve APAP+NAC gruplarında anlamlı artıĢ olduğu görülmüĢtür (p<0,05). En yüksek 

enzim seviyesi APAP grubunda bulunmuĢtur. Ancak bu yükseliĢ sadece Sham, 

Kontrol 1 ve Kontrol 2 gruplarında anlamlı olarak kaydedilmiĢtir (p<0,05). Diğer 
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anlamlı sonuçlar ise Kontrol 2 ve APAP+NAC grupları arasında bulunmuĢtur 

(p<0,05). APAP+Mitokondri ve APAP+NAC tedavi gruplarında ise APAP grubuna 

göre anlamlı bir LDH düĢüĢü elde edilememiĢtir. Aynı zamanda APAP+Mitokondri 

grubundaki enzim seviyesindeki artıĢın Sham grubuna göre anlamlı olmadığı tespit 

edilmiĢtir (ġekil 4.8) (Tablo 4.3).  

 

 

ġekil 4.8: Serum LDH düzeyleri grafiği 

a: Sham grubuna göre anlamlı artıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

c: Kontrol 2 grubuna göre anlamlı artıĢ 

 

4. ALP Ölçümü Bulguları 

 ALP ölçümlerinden elde edilen verilerde istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç 

bulunamamıĢtır (ġekil 4.9) (Tablo 4.3). 
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ġekil 4.9: Serum ALP düzeyleri grafiği 

 

4.4.2. Oksidatif Stres Analizlerine Ait Bulgular 

 

Tablo 4.4: Oksidatif stres ölçümlerine ait değerler (Median±SEM) 

Gruplar 
MDA 

(mmol/gpro) 

SOD  

(U/gpro) 

TAS  

(µM/L) 

TOS  

(µM/L) 

GSH  

(µM/gdoku) 

Sham 0,75±0,017 93,13±12,689 3,61±0.178 6,96±0,732 39,97±2,198 

Kontrol 1 1,19±0,124 56,58±17,924 3,50±0,237 7,44±0,711 28,60±2,033
 a,d

 

APAP 0,92±0,084 69,27±4,350 3,65±0,109 7,51±0,493 29,83±1,984
 a,d

 

Kontrol 2 0,74±0,149 68,48±8,872 3,57±0,191 5,94±0,653 
b
 34,43±2,244

 d
 

APAP+ 

Mitokondri 
0,83±0,115 70,16±8,550 2,96±0,129 4,92±0,179 

a,b,c
 31,64±1,066

 d
 

APAP+ 

NAC 
1,22±0,442 84,98±9,496 3,23±0,136 5,94±0,305 

b
 44,60±0,579 

 

a: Sham grubuna göre anlamlı azalıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

c: Kontrol 1 grubuna göre anlamlı artıĢ 

d: APAP+NAC grubuna göre anlamlı azalıĢ 
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1. MDA Ölçümü Bulguları 

MDA ölçümlerinde istatistiksel olarak anlamlı bir sonuca ulaĢılamamıĢtır. 

 

 

ġekil 4.10: MDA düzeyleri grafiği 
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2. SOD Ölçümü Bulguları 

SOD değerlerinde gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı değiĢim 

görülmemiĢtir. 

 

 

ġekil 4.11: SOD düzeyleri grafiği 

 

3. TAS ve TOS Ölçümleri Bulguları 

 Oksidatif stres analizlerinden MDA, SOD ölçümlerine ek olarak TAS ve TOS 

ölçümleri yapılmıĢtır (Tablo 4.4). TAS ölçümünden alınan sonuçlarda gruplar 

arasında anlamlı farklılık bulunamamıĢtır (ġekil 4.12). TOS ölçümlerinde ise en 

düĢük oksidan seviyesi APAP+Mitokondri grubunda iken, en yüksek oksidan 

seviyesi APAP grubunda bulunmuĢtur. Bu analizden elde edilen sonuçlarda 

APAP+Mitokondri grubu toplam oksidan seviyesinin Sham, APAP ve Kontrol 1 

gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha az olduğu tespit edilmiĢtir 

(p<0,05). Ek olarak APAP+NAC ve Kontrol 2 grupları TOS seviyesi APAP grubuna 

göre anlamlı seviyede daha az bulunmuĢtur (p<0,05) (ġekil 4.13). 
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 TAS ve TOS analizlerinin değerlendirilmesinde kullanılan bir diğer ölçüt ise 

ticari kite ait oksidatif stres derecelendirme tablosudur (Oksidatif indeks tablosu). 

Ölçülen TAS ve TOS değerlerinin derecelendirme tablosundaki yerlerine konulması 

sonrası alınan skora göre APAP+Mitokondri grubu değerlerinin çoğunlukla en iyi 

seviyede (9. alan) olduğu görülmüĢtür. Diğer gruplarda ise bu skor çoğunlukla 2 

puan aĢağıda kalarak iyi seviyede (7. alan) bulunmuĢtur (Tablo 4.5). 

 

 

ġekil 4.12: TAS düzeyleri grafiği 
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ġekil 4.13: TOS düzeyleri grafiği 

a: Sham grubuna göre anlamlı azalıĢ 

b: APAP grubuna göre anlamlı azalıĢ 

c: Kontrol 1 grubuna göre anlamlı azalıĢ 
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Tablo 4.5: Oksidatif stres derecelendirme tablosu (Rel Assay DiagnoSquare ®) 

1. Çok yüksek oksidatif stres 

2. Yüksek oksidatif stres 

3. Oksidatif stres 

4. Ġmmün ve metabolik hastalıklar 

5. Denge-Hastalık baĢlangıcı da olabilir 

6. Normal seviye 

7. Ġyi seviye 

8. Çok iyi seviye 

9. En üst seviye 
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4. GSH Ölçümü Bulguları 

Doku GSH düzeylerinde Sham grubuna göre APAP ve Kontrol 1 gruplarında 

anlamlı düzeyde bir azalıĢ olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,05). Tüm gruplar içerisinde 

en yüksek GSH değeri APAP+NAC grubunda ölçülmüĢtür. APAP+NAC grubundaki 

GSH düzeyinin Sham grubu hariç diğer tüm gruplara göre anlamlı olarak daha 

yüksek olduğu görülmüĢtür (p<0,05). 

 

 

ġekil 4.14: GSH düzeyleri grafiği 

a: Sham grubuna göre anlamlı azalıĢ 

b: APAP+NAC grubuna göre anlamlı azalıĢ  
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5. TARTIġMA 

 

ÇalıĢmamızda toksik dozda APAP alımına bağlı olarak meydana gelen 

karaciğer hasarında mitokondri naklinin etkileri araĢtırıldı. Bu kapsamda APAP 

toksisitesi oluĢturmak için deney hayvanlarına oral gavaj yoluyla toksik dozda APAP 

uygulandı (79). APAP kaynaklı karaciğer toksisitesi karmaĢık mekanizmalar sonucu 

meydana gelmektedir. Normal koĢullarda APAP karaciğerde zararsız hale getirilerek 

uzaklaĢtırılır. Bu süreçte az miktarda APAP reaktif metabolik ürünü olan NAPQI 

üretilir ve hızla GSH ile tamponlanarak detoksifiye edilir. Ancak yüksek dozda 

APAP kullanımı sonrası NAPQI üretiminin artması sonucu hücresel GSH tükenir ve 

buna bağlı olarak fazla NAPQI detoksifiye edilemez. NAPQI serbest halde 

bulunduğunda hücresel makromoleküllere bağlanarak protein ve organellerin 

hasarlanmasına neden olur. Ayrıca oksidatif strese yol açarak daha fazla hasar 

oluĢumuna ve hücre ölümüne neden olur (137). 

Literatürde APAP toksisitesini üzerinde yapılan çeĢitli çalıĢmalar 

bulunmaktadır. Bu çalıĢmalardan birinde Amir MK. ve arkadaĢları APAP 

toksisitesine karĢı oral silimarinin etkilerini incelemiĢlerdir. Elde edilen sonuçlara 

göre yüksek dozda APAP uygulanması sonucu serum ALT seviyesinde artıĢ olduğu 

ve hepatositlerde nekroz geliĢtiği tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢmada tedavi olarak 

silimarinin etkileri değerlendirilmiĢ ve bulgular altın standart olarak kabul edilen 

NAC ile kıyaslanmıĢtır (79). Yapılan bir diğer çalıĢmada ise Tatsuya M. ve 

arkadaĢları toksik doz APAP uygulaması sonrası serum ALT, AST seviyelerinin 

arttığını, karaciğer dokusunda sentrilobüler nekroz gerçekleĢtiğini, lipid 

peroksidasyonunun arttığını, nitrit/nitrat seviyesinin yükseldiğini ve hepatik 

glutatyon miktarının azaldığını göstermiĢlerdir. ÇalıĢmada tedavi olarak melatonin 

uygulanmıĢ ve sonuç olarak AST, ALT seviyeleri, hepatosit nekrozu ve lipid 

peroksidasyonu gibi parametrelerde anlamlı düĢüĢler olduğu gösterilmiĢtir (138). 

Karaciğer hasarının belirlenmesinde amacıyla yapılan çeĢitli analizler vardır. 

Rutin kullanımda özellikle kan numunelerinde çalıĢılan biyokimyasal analizler 

önemli yer tutmaktadır. Bunlar içerisinde hepatosellüler hasarın belirlenmesi için 

yapılan ölçümlerden bazıları AST, ALT, ALP, GGT ve LDH ölçümleridir. AST, 

ALT ve LDH enzimleri hepatositlerde sentezlenirken ALP ve GGT safra kanalı 
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epitel hücrelerinde üretilmektedir. Bu enzimler hepatositlerin yanında daha birçok 

hücre türünde de bulunmaktadır. Bu nedenle tamamen karaciğere özgün olmasa bile 

karaciğer fonksiyonlarının test edilmesinde önemli yer tutmaktadırlar (139). AST, 

ALT ve LDH hepatosellüler nekrozun gösterilmesinde, ALP ve GGT ise hepatik 

hasarın yanında özellikle kolestaz gibi safra kaynaklı çeĢitli hasarlarının 

gösterilmesinde kullanılan ölçümleridir. 

AST, ALT enzimleri özellikle karbonhidrat metabolizmasında rol alır. AST 

hem sitozolde hem de mitokondride bulunurken, ALT yalnızca sitozolde bulunan bir 

enzimdir. Hepatositlerin nekroza uğraması bu enzimlerin hücre dıĢına salınmasına ve 

kan serum seviyelerinin artıĢına neden olur. Yalnızca nekrotik hücrelerden değil 

dejenerasyona uğrayarak membran geçirgenliği artan hücrelerden de salgılanabilirler 

(140). Bu enzimler idrarla atılamaz, safra yoluyla ise kısmen uzaklaĢtırılabilirler. Bu 

nedenle karaciğer fonksiyonlarının değerlendirilmesinde önemli yer tutarlar (141). 

Serum AST, ALT serum düzeyleri çeĢitli enfeksiyonlar, otoimmün hastalıklar, 

iskemi, aĢırı alkol alımı ve ilaç kullanımına bağlı olarak artabilir (142). Karaciğer 

hasarına neden olarak bu enzimlerin serum seviyelerini artıran en önemli ilaçlardan 

birisi de APAP’ tır (143). Ġlaç alımına bağlı karaciğer hasarında enzim artıĢı hafif 

Ģiddette olabileceği gibi organ yetmezliğinde olduğu gibi ciddi düzeylerde de 

olabilir.  

LDH enzimi hepatositlerin yanında birçok hücre türünde bulunan ve çeĢitli 

izoenzimleri olan sitoplazmik bir enzimdir. Karaciğer dokusunda bulunan formu 

LDH5’ tir. LDH anaerobik glikoliz yolağının son enzimidir. Pirüvatın laktata 

dönüĢmesini sağlar. Bu enzimin serum düzeylerinin artması hücre harabiyetini 

gösterir. Ancak yalnızca karaciğer hasarında değil kalp, akciğer, böbrek ve kan 

dokusu gibi birçok hasarlanma sonucu serum LDH seviyesi artar. 

ALP ve GGT enzimleri ise karaciğere özgü değil, çeĢitli hücre türlerinde 

bulunan enzimlerlerdir. Karaciğer hasarının ölçülmesinde ALP ve GGT birlikte 

kullanılır. Bu enzimlerin hepatosit hasarı sonucu sistemik dolaĢıma geçmesi ya da 

safra yoluyla atılımlarının bozulması sonucu serum düzeyleri yükselebilir. Bazı 

ilaçların toksik dozda alınması sonrası bu enzimlerin de yükseldiği bilinmektedir. 

Ancak literatürde bu enzimlerin APAP alımına özgün olarak yükselmesi ile ilgili 

bilgi bulunmamaktadır. 
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Bizim çalıĢmamızda da karaciğer hasarının ve tedavi etkinliğinin 

değerlendirilmesi için kan numunelerinde AST, ALT, LDH ve ALP ölçümleri 

yapılmıĢtır. AST ölçümlerden elde edilen sonuçlarda Sham grubuna göre Kontrol 1, 

Kontrol 2 ve APAP gruplarında anlamlı yükseliĢ olduğu görülmüĢtür. APAP grubu 

enzim seviyesi Sham grubundan istatistiksel olarak ciddi ölçüde anlamlı olarak 

yüksek bulunmuĢtur (p<0,000). Benzer Ģekilde ALT düzeyleri en yüksek APAP 

grubunda ölçülmüĢ ve APAP+NAC grubu hariç diğer tüm gruplardan anlamlı olarak 

yüksek bulunmuĢtur. Ancak APAP grubu hariç diğer tüm gruplarda ALT seviyeleri 

birbirine yakın bulunmuĢtur. LDH ölçümlerine baktığımızda ise Sham grubu ile 

APAP grubu arasında önemli ölçüde istatistiksel fark olduğu ortaya konulmuĢtur 

(p<0,006). Literatür bilgilerine bakıldığında bu modelde toksik hasara uğramıĢ 

sıçanlardan AST, ALT değerlerinin yükseldiği görülmektedir (138). Bizim 

çalıĢmamızda alınan sonuçlar da literatür bilgileri ile uyumlu olarak AST, ALT ve 

LDH ölçümleriyle gösterilen hepatosit hasarı açısından APAP toksisite modelinin 

baĢarıyla uygulandığını göstermektedir. 

Herhangi bir toksik hasar oluĢturmadan deney sürecini taklit ettiğimiz 

Kontrol 1 grubunda Sham grubuna kıyasla AST seviyesinin anlamlı olarak yüksek 

olduğu, ancak ALT ve LDH ölçümlerinde bir fark olmadığı tespit edilmiĢtir. Bu 

nedenle ilaç ve tedavi uygulaması yapılmaksızın deney sürecinin taklit edilmesinin 

tedavi gruplarında alınacak sonuçları etkilemediği değerlendirilmiĢtir.  

Toksik karaciğer hasarı oluĢturduğumuz, ancak tedavi olarak mitokondri 

içermeyen respirasyon tamponu enjekte ettiğimiz Kontrol 2 grubunda ise Sham 

grubuna göre AST değerinin anlamlı olarak yüksek olduğu görülmüĢtür. Ayrıca bu 

grup ile Kontrol 1 ve APAP grupları arasında anlamlı bir fark bulunamamıĢtır. Bu 

sonuç mitokondrilerin içerisinde çözüldüğü respirasyon tamponunun karaciğer 

fonksiyonlarına olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadığını düĢündürmektedir. 

Ancak Kontrol 2 grubunda ALT ve LDH değerleri Sham grubu ile benzer ve APAP 

grubundan anlamlı olarak daha düĢük bulunmuĢtur. Bu beklenenden farklı bir 

durumdur. Çünkü bu sonuçlara göre diğer bulgularla paralel olarak APAP grubunda 

hastalık modelinin baĢarıyla uygulandığı, ancak Kontrol 2 grubunda toksik hasarın 

tam olarak gösterilemediği değerlendirilmiĢtir. Çünkü histolojik bulgulara 

bakıldığında hepatositlerin dejenerasyona uğradığı ancak nekroz geliĢmediği 
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görülmüĢ ve inflamasyonun da sınırlı kaldığı tespit edilmiĢtir. Ayrıca diğer 

biyokimyasal veriler de bu değerlendirmeyi desteklemektedir. Kontrol 2 grubunda 

elde edilen bu sonuçlar nedeniyle, sıçanlara uygulanan respirasyon tamponunun 

koruyucu bir etkisi olabileceği düĢünülebilir. Ancak literatürde respirasyon 

tamponunun koruyucu etkileri olduğuna dair herhangi bir bilgiye ulaĢılamamıĢtır. Bu 

durumun net olarak anlaĢılabilmesi için yapılacak baĢka çalıĢmalarda sadece 

respirasyon tamponunun uygulandığı yeni bir grup eklenmesinin uygun olacağı 

değerlendirilmiĢtir.  

ALP ölçümlerinde ise tüm gruplar arasında istatistiksel olarak bir farklılık 

bulunamamıĢtır. Bu enzimin karaciğer hasarından daha çok safra yolları ile ilgili 

hastalıklarda yükseldiği bilinmektedir. Ayrıca literatürde bu enzimin APAP hasarına 

özgü bir yükseliĢi olduğu ile ilgili bir bilgi tespit edilememiĢtir. Bu nedenle alınan 

sonuçlar literatür ile uyumlu olarak değerlendirilmiĢtir. 

APAP toksisitesine bağlı hasarlı dokuların histolojik görüntüsü sentrilobüler 

alanlarda hepatosit nekrozu ile karakterizedir (144). Literatürde toksik hasar 

modelinde benzer doku morfolojisini gösteren birçok çalıĢma bulunmaktadır. Bizim 

çalıĢmamızda da literatürle uyumlu olarak toksik doz APAP uygulaması sonrası 

hepatosellüler nekroz geliĢtiği, bunun yanında hepatositlerin balonlaĢma 

dejenerasyonuna uğradıkları ve hasarlı alanlara lökosit infiltrasyonu olduğu 

görülmüĢtür (Resim 4.4D). APAP grubunda hepatosit nekrozu diğer tüm gruplardan, 

dejenerasyon ve inflamasyon ise Sham, Kontrol 1 ve APAP+Mitokondri 

gruplarından anlamlı olarak daha yüksek bulunmuĢtur (Tablo 4.2). Ayrıca toksik 

hasar oluĢturulan ancak tedavi yerine respirasyon tamponu uygulanan Kontrol 2 

grubundaki ratlarda ise hepatositlerin nekroza uğramadığı, ancak orta düzeyde 

dejenerasyon ve hafif düzeyde inflamasyon olduğu görülmüĢtür. Kontrol 2 grubunun 

yalnızca balonlaĢma dejenerasyonu açısından Sham grubuna göre anlamlı seviyede 

yüksek olduğu belirlenmiĢtir (Tablo 4.2). Karaciğer enzim düzeylerinde elde edilen 

bulgulara paralel olarak histolojik bulgular da respirasyon tamponunun koruyucu bir 

etkisinin olabileceğini düĢündürmektedir.  

APAP toksisitesinde doku hasarına neden olan bir faktör de artan oksidatif 

strestir. Yüksek doz APAP alımı sonrası lipit peroksidasyonunda artıĢ olduğu ve 

GSH, SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan ajanların etkinliklerinin azaldığı rapor 
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edilmiĢtir (38,145). Bizim çalıĢmamızda da toksik karaciğer hasarının gösterilmesi 

ve kısmen de olsa mekanizmanın açıklanması için oksidatif stres analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda oksidatif stresi ölçmek amacıyla MDA, SOD, 

TAS, TOS ve GSH ölçümleri yapılmıĢtır. APAP grubunda Sham grubuna göre MDA 

ve TOS ölçümlerinde kısmi bir yükseliĢ, SOD düzeylerinde kısmi bir düĢüĢ görülse 

de istatistiksel olarak anlamlı değildir. Literatürde lipit peroksidasyonunun APAP 

toksisitesinde hücre ölümünü tetikleyen önemli bir olay olmadığını iddia eden 

yayınlar da bulunmaktadır. Bu yayınlarda APAP toksisitesinin baĢka mekanizmalar 

üzerinden de olabileceği rapor edilmiĢtir (146). ÇalıĢmamızda APAP grubunda 

MDA seviyelerinde artıĢ tespit edilememesinin nedeninin bu gruplarda bizim artıĢını 

ölçemediğimiz seviyelerde (az miktarda) olduğu ya da baĢka mekanizmaların etkili 

olduğu düĢünülmektedir. 

Oksidatif stresin iyi bir göstergesi olan TOS seviyesi APAP grubunda 

Kontrol 2, APAP+Mitokondri ve APAP+NAC gruplarına göre anlamlı olarak yüksek 

bulunmuĢtur. APAP grubunda MDA ölçümü ile tespit edilemeyen oksidatif stres 

artıĢı TOS ölçümü ile tespit edilmiĢtir. APAP grubunda görülen oksidatif stres artıĢı 

genel literatür bilgileri ile uyumlu olarak değerlendirilmiĢtir. 

APAP kaynaklı toksik karaciğer hasarında önemli rol oynayan olaylardan 

birisi de hepatik GSH’ nın tükenmesidir. Yapılan birçok çalıĢmada yüksek doz 

APAP alınması sonrasında GSH azalmasına ve oksidatif strese bağlı olarak doku 

hasarı geliĢtiği rapor edilmiĢtir (147). Bizim çalıĢmamızda da literatür bilgileriyle 

uyumlu olarak APAP uygulaması sonrası hepatik GSH miktarının azaldığı 

görülmüĢtür. APAP grubundaki bu azalıĢ Sham grubuna göre anlamlı bulunmuĢtur 

(p<0,05). Bu nedenle APAP toksisitesinde hasar mekanizmalarından birisinin 

hepatik GSH miktarının azalması olduğu bilgisi desteklenmiĢtir (Tablo 4.4) (ġekil 

4.14). 

APAP toksisitesinde mitokondriyal disfonksiyonun önemini gösteren çeĢitli 

çalıĢmalar bulunmaktadır. Toksik dozda alınan APAP’ ın karaciğerde metabolize 

edilmesi sonucu artan reaktif metabolitlerinin mitokondrileri hedef aldığı 

bilinmektedir (148). Son yıllarda mitokondrinin APAP toksisitesinde ana oksidatif 

stres ve hasar kaynağı olduğu hakkında literatür bilgileri artmaktadır (149). Bu 

kapsamda NAPQI’ nin GPx ve ATP sentaz enzimi α alt birimi gibi çeĢitli 
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mitokondriyal proteinlere bağlandığı rapor edilmiĢtir (150). Bu durum ATP üretimini 

ve mitokondriyal solunumu bozarak ROT artıĢına neden olmaktadır (151). Ayrıca 

APAP toksisitesine maruz kalmıĢ hepatositlerin elektron mikroskopu ile incelendiği 

bir çalıĢmada mitokondrilerde meydana gelen morfolojik değiĢimler de gösterilmiĢtir 

(25). Tüm bunlara ek olarak kompleks I ve II mitokondriyal respirasyon inhibisyonu 

(45), mitokondriyal proteinlerin arilasyonu (35), kalsiyum taĢıma yeteneğinde 

azalma (44) ve mitokondri iç membran geçirgenliğinde artma (53) meydana geldiği 

rapor edilmiĢtir. Bahsedilen literatür bilgilerine göre yüksek dozda APAP alınması 

mitokondri üzerinden ciddi hasara neden olmaktadır. 

Mitokondri hücrenin enerji ihtiyacının karĢılanmasından hücre ölüm 

yolaklarının aktiflenmesine kadar birçok kritik süreçte rol oynar. Organizmanın 

canlılığının korunması ve homeostatik dengenin sürdürülmesi mitokondrinin sağlıklı 

olmasına bağlıdır. Bu önemli görevleri nedeniyle hasarlı mitokondrilerin yerine 

fonksiyonel mitokondrilerin nakledilmesiyle doku hasarının önlenebileceği 

düĢünülmektedir. Bu kapsamda farklı modellerde yapılan çeĢitli çalıĢmalar 

bulunmaktadır (109,110). Bu çalıĢmalar sonucunda mitokondri naklinin doku 

hasarını ve oksidatif stresi azalttığı, fonksiyonel geri dönüĢü ise artırdığı rapor 

edilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda APAP toksisitesinde meydana gelen en önemli hasar 

mekanizmalarından birisi olan mitokondriyal fonksiyon bozukluğuna karĢı tedavi 

edici ajan olarak mitokondri nakli yapılmıĢtır. Mitokondri nakli yapılan grupta 

hepatosit nekrozu, dejenerasyonu ve inflamasyon parametrelerinin tümünde iyileĢme 

olduğu tespit edilmiĢtir. Bu değerlendirmelerin hepsinde (nekroz, dejenerasyon ve 

inflamasyon) sonuçlar APAP grubuna göre anlamlı olarak düĢük bulunmuĢtur. 

Sonuçlar incelendiğinde neredeyse APAP+Mitokondri grubundaki deney hayvanları 

ile sağlıklı sıçanların olduğu Sham grubundaki doku örnekleri arasında bir fark 

olmadığı değerlendirilmiĢtir. Mitokondri nakli sonucu doku hasarı tamamen 

iyileĢmiĢ (ya da doku hasarından korunmuĢ) ve hasarlı dokunun normal karaciğer 

doku morfolojisine sahip olması sağlanmıĢtır (Resim 4.4F). Kan örnekleri 

sonuçlarına göre ise serum ALT seviyelerinin mitokondri uygulaması sonrasında 

APAP grubuna göre anlamlı olarak düĢtüğü görülmüĢtür. Ayrıca Sham grubu ile 

mitokondri nakli yapılan grup arasında fark olmaması nedeniyle iyi seviyede bir 
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iyileĢme sağlanarak karaciğer fonksiyonlarının düzeltilebildiği değerlendirilmiĢtir. 

Ancak AST ve LDH değerlerinde APAP grubuna göre APAP+Mitokondri grubunda 

istatistiksel olarak anlamlı bir düĢüĢ sağlanamamıĢtır (Tablo 4.3). Literatürde AST 

enziminin ALT enziminden daha hızlı elimine edildiğini (152) ve ilaç toksisitesinde 

ALT artıĢının daha baskın olduğunu ifade eden bilgiler bulunmaktadır (153). ALT 

enzimi AST’ ye göre karaciğer için daha özgündür. AST kalp, böbrek, eritrositler 

gibi karaciğer dıĢı hücrelerde daha yoğun bulunurken, ALT daha az bulunmaktadır 

(154). Bizim sonuçlarımızda da bu bilgilerle uyumlu olarak APAP+Mitokondri 

grubunda ALT ölçümlerinde anlamlı düĢüĢ kaydedilmiĢ ancak AST ve LDH 

düzeylerinde anlamlı bir farklılık bulunamamıĢtır. ÇalıĢmamızda gruplar arasında 

AST ve LDH seviyelerinde anlamlı bir farklılık bulunamamasının bu nedenle 

olabileceği değerlendirilmiĢtir. Ayrıca LDH enzimi vücut hücrelerinin çoğunda 

bulunan bir enzimdir. Hücre ölümünün bir göstergesi olarak kullanılan bu enzimin 

karaciğere özgün olmaması nedeniyle sonuçlarda istatistiksel anlamlılığın elde 

edilememesinin baĢka bir nedeni olabilir. Mitokondri uygulanan grup ile APAP 

grubu arasında AST (p<0,052) ve LDH (p<0,085) ölçümlerinde anlamlı fark 

bulunamamasının bir nedeni de gruplardaki sıçan sayısının az olmasından 

kaynaklanmıĢ olabileceği değerlendirilmektedir. 

TOS ölçümlerine göre mitokondri grubunda toplam oksidan seviyesinin 

APAP grubuna göre anlamlı olarak düĢük olduğu görülmüĢtür. Bunun yanında ilginç 

bir Ģekilde mitokondri grubu TOS seviyesi Sham grubuna göre de anlamlı olarak 

daha düĢük bulunmuĢtur. Ek olarak ölçüm sonuçlarının TAS ve TOS ölçüm kitinin 

üretici firması tarafından önerilen ―Rel Assay DiagnoSquare
®
‖ tablosuna göre de 

değerlendirmesi yapılmıĢtır. Değerlendirmede TAS ve TOS değerlerinin tablodaki 

yerlerine konulduktan karĢılık geldiği alanların (1:en yüksek oksidatif stres, 9:en iyi 

değer) açıklamasına göre yapılmaktadır. Yapılan bu skorlama tablosuna göre de öne 

çıkan grup diğer gruplara göre daha olumlu değerler gösteren mitokondri 

transplantasyon grubu olmuĢtur. Buna göre mitokondri uygulaması oksidan 

seviyesini azaltmıĢtır. Doku GSH seviyeleri APAP grubuna göre APAP+Mitokondri 

grubunda aynı olmasına rağmen, APAP+Mitokondri grubu GSH seviyeleri Sham 

grubu ile de aynı olmuĢtur (Tablo 4.4). Bu nedenle mitokondri naklinin oksidatif 

stresi antioksidan GSH üzerinden de desteklediği düĢünülebilir. 



62 

Tüm dünyada akut karaciğer hasarının en önemli nedenlerinden biri olan 

APAP toksisitesinin tedavisinde NAC kullanılmaktadır. NAC, APAP bağımlı 

karaciğer toksik hasarının önlenmesinde etkili bir tedavi ajanıdır (27). Bizim 

çalıĢmamızda da mitokondri naklinin etkilerini kıyaslamak için diğer bir grup sıçana 

APAP toksisitesinin tedavisinde kullanılan NAC uygulanmıĢtır. Böylece mitokondri 

naklinin ve NAC tedavisinin etkileri çok yönlü olarak incelenmiĢtir. NAC 

uygulaması yapılan sıçanların karaciğer histolojik bulgularında hepatosit nekrozunun 

APAP grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı seviyede azaldığı tespit edilmiĢtir. 

Ancak bu baĢarılı etkisi hücre dejenerasyonu ve inflamasyon parametrelerinde 

görülememiĢtir. APAP grubuna göre bu parametrelerde istatistiksel olarak anlamlı 

bir farklılık bulunamamıĢtır. Yine NAC tedavisi uygulanan grubun serum AST, ALT 

ve LDH seviyelerinde APAP grubuna göre anlamlı bir farklılık bulunamamıĢtır. 

Oksidatif stres ölçümlerine göre ise APAP+NAC grubunda mitokondri uygulanan 

grubun değerlerine benzer olarak yalnızca TOS değeri APAP grubundan anlamlı 

olarak düĢük bulunmuĢtur. Ayrıca bu grupta GSH seviyesinin diğer tüm gruplardan 

(Sham grubu hariç) anlamlı olarak daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir (p<0,05) 

(ġekil 4.14). NAC tedavisinin etki mekanizmasının GSH sentezini ve dolayısıyla 

doku GSH miktarını artırması olduğunu rapor eden çalıĢmalar bulunmaktadır. Bu 

yolla fazla NAPQI’ yi zararsız hale getirerek oksidatif stresi engellemektedir (147). 

Bizim çalıĢmamızda elde edilen bu bulguların literatür bilgisine paralel olduğu ve 

NAC tedavisinin koruyucu etkinliğini GSH miktarını artırarak gerçekleĢtirdiği 

görülmüĢtür. Tüm bu veriler dikkate alındığında klinik tedavide kullanılan NAC 

uygulaması bizim çalıĢmamızda kısmi bir koruyucu ve tedavi edici etkinlik 

göstermiĢtir. ÇalıĢmamızda NAC tedavisinin en önemli özelliğinin hepatosit 

nekrozunu önlemesi ve GSH sentezini artırması konusunda olduğu görülmüĢtür. 

Ancak karaciğer fonksiyonları açısından önemli bir geliĢme sağlayamadığı 

değerlendirilmiĢtir. Literatürde deneysel APAP toksisitesinde uygulanan NAC 

tedavisi ile ilgili bir çok doz ve uygulama zamanı bulunmaktadır. ÇalıĢmamızda bu 

uygulamalar arasından seçilen modelden kaynaklı doz problemi yaĢanmıĢ olabilir. 

Devam eden çalıĢmalarda deney gruplarında değiĢik doz ve zamanlama içeren 

eklemelerin yapılmasının daha uygun olacağı değerlendirilmiĢtir. 



63 
 

APAP+NAC grubu inflamasyon seviyesinin ve GSH miktarının 

APAP+Mitokondri grubundan anlamlı olarak daha yüksek olduğu tespit edilmiĢtir. 

Ġki grup arasında analizi yapılan diğer parametreler açısından (nekroz, dejenerasyon, 

serum enzim düzeyleri ve oksidatif stres) anlamlı bir fark bulunamamıĢtır. Buraya 

kadar açıklanan bulgular ıĢığında yapılan değerlendirmede mitokondri nakli 

uygulamasının klinikte kullanılan NAC tedavisinden APAP toksisitesine karĢı daha 

baĢarılı olduğu değerlendirilmektedir. 

Yaptığımız çalıĢmada mitokondri nakli baĢarıyla uygulanmıĢ ve olumlu 

sonuçlar alınmıĢtır. Bu baĢarılı sonuçlara ulaĢılabilmesi için mitokondrilerin canlı ve 

fonksiyonel olarak izole edildikten sonra en uygun yolla verilmesi gerekmektedir. 

BaĢarılı bir mitokondri nakli uygulamasında nakledilen mitokondriler hedef hücre 

içerisine girerek aktivite göstermektedir. ÇalıĢmamız sırasında izolasyon ve nakil 

süreçlerinin en uygun Ģekilde yapılıp yapılmadığının değerlendirilmesi için de çeĢitli 

analizler yapılmıĢtır. Bu amaçla mitokondriler kaynak olarak kullanılan mezenkimal 

kök hücrelerin içerisindeyken boyanarak görüntülenmiĢtir (Resim 4.1). Daha sonra 

bu hücrelerden izole edilen mitokondriler yine boyanarak membran bütünlükleri 

incelenmiĢtir (Resim 4.2). Bu Ģekilde mitokondrilerin yapısal bütünlüklerini koruyup 

korumadıkları değerlendirilmiĢtir. Mitokondri izolasyonunun baĢarılı olup 

olmadığının değerlendirilmesi yalnızca yapısal bütünlüğünün analiz edilmesiyle 

yapılamaz. Aynı zamanda bu mitokondrilerin fonksiyonel olarak da aktif ve sağlıklı 

olması gerekmektedir. Çünkü yapısal bütünlüğünü koruyan ve halen aktivite 

gösteren mitokondriler çeĢitli sebeplerle ROT üreterek hücrelere hasar verebilir 

(155). Bu nedenle çalıĢmamızda izole mitokondrilerin ATP seviyeleri/üretimleri de 

ölçülerek fonksiyonel olarak değerlendirmesi yapılmıĢtır (Tablo 4.1). Ġzole 

mitokondrilerin sağlamlığının değerlendirildiği çeĢitli analizler bulunmaktadır. 

Mitokondri canlılığı mitotracker isimli boyalar kullanılarak membran bütünlüğünün 

gösterilmesi, oksijen tüketim oranının ölçülmesi, mitokondriyal kompleks 

aktivitelerinin ölçülmesi ya da ATP içeriğinin ölçülmesi ile gösterilebilmektedir 

(156). Biz de çalıĢmamızda bu yöntemlerden mitokondri membran bütünlüğünün 

Mitotracker Red ile boyanarak konfokal mikroskop ile görüntülenmesi ve mitokondri 

fonksiyonelliğinin ATP düzeyinin ölçülerek değerlendirilmesi yöntemlerini 

kullanarak mitokondri sağlamlık analizlerini gerçekleĢtirdik. Elde edilen ölçüm ve 
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sonuçlardan çalıĢmamızda kullanılan mitokondrilerin intakt ve fonksiyonel olduğu 

ve izolasyon sürecinin baĢarıyla yapıldığı anlaĢılmıĢtır. Mitokondri naklinde bir diğer 

sorun ise izole mitokondrilerin hedef hücrelere giriĢinin kanıtlanmasıdır. Bu amaçla 

daha önceden boyanmıĢ olan mitokondriler sıçanlara verilmiĢtir. Ardından bu 

sıçanlardan alınan karaciğer dokuları konfokal mikroskop ile incelenmiĢtir. Yapılan 

bu incelemede mitokondrilerin baĢarıyla hedef hücre içerisine girdiği gösterilmiĢtir 

(Resim 4.3). Deney sürecinde yapılan diğer histolojik ve biyokimyasal analizlerle de 

nakil sürecinin faydalı olup olmadığı değerlendirilmiĢtir. Özellikle histolojik 

analizlerde son derece baĢarılı sonuçlara ulaĢılmıĢtır. Tüm bu veriler mitokondri 

nakli sürecinin baĢından sonuna kadar baĢarıyla uygulandığını göstermektedir. 

Alınan sonuçlar mitokondri naklinin karaciğer APAP toksisitesinde bir tedavi 

seçeneği olabileceği hipotezimizi desteklemektedir. ÇalıĢmamızın bulgularına göre 

mitokondri transplantasyonu APAP toksisitesine karĢı klinik çalıĢmalarda 

uygulamaya değer bir tedavi alternatifi olabilir. Yapılan çalıĢmalarla birlikte yakın 

zamanda mitokondri naklinin APAP toksisitesinin yanında mitokondriyal hasar ve 

enerji kriziyle seyreden birçok hastalıkta kullanılabilecek bir seçenek haline 

gelebileceği değerlendirilmektedir. 
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6. SONUÇLAR 

 

Mitokondri nakli son yıllarda hakkında yapılan çalıĢmaların arttığı bir alandır. 

Biz de yaptığımız çalıĢmada mitokondri naklinin etkilerini gün geçtikçe daha sık 

karĢılaĢılan APAP kaynaklı toksik karaciğer hasarında inceledik. Elde ettiğimiz 

sonuçlara göre;  

 

(1) Toksik doz APAP uygulamasının hepatosellüler nekroz, balonlaĢma 

dejenerasyonu ve hasarlı alanlara lökosit infiltrasyonuna neden olduğu ve 

serum AST, ALT ve LDH enzim düzeyleri ölçümleriyle gösterilen 

hepatosit hasarına yol açtığı görülmüĢtür. Literatürde APAP toksisitesinde 

oksidatif stresin arttığı bilgisi ise bizim çalıĢmamızda TOS ve GSH 

ölçümleri ile desteklenmiĢtir. Bu sonuçlar APAP toksisitesinde ciddi 

karaciğer hasarı geliĢtiğini ve çalıĢmamızda APAP toksisite modelinin 

baĢarıyla uygulandığını göstermektedir. 

 

(2) Herhangi bir toksik hasar oluĢturmadan deney sürecini taklit ettiğimiz 

Kontrol 1 grubunda normal karaciğer morfolojik yapısının korunduğu, 

karaciğer fonksiyonlarında önemli bir değiĢiklik olmadığı ve oksitatif 

stres artıĢı olmadığı görülmüĢtür.  

 

(3) Toksik karaciğer hasarı oluĢturulan ancak tedavi yerine mitokondri 

içermeyen respirasyon tamponu uygulanan Kontrol 2 grubundaki ratların 

karaciğerlerinde dejenerasyon ve inflamasyon meydana geldiği, serum 

AST değerinin yükselerek kısmi bir fonksiyon bozukluğu oluĢtuğu, ancak 

herhangi bir oksidatif stres artıĢı olmadığı görülmüĢtür.  

 

(4) Mitokondri nakli yapılan gruptaki sıçanlar ile herhangi bir uygulama 

yapılmayan sağlıklı sıçanlara ait doku örneklerinin morfolojik yapıları ve 

karaciğer enzim düzeyleri arasında neredeyse bir fark olmadığı 

görülmüĢtür. Toplam oksidan seviyesinin en düĢük olduğu grup (Sham 

grubu dâhil) mitokondri nakli yapılan gruptur. Tüm bu sonuçlara göre 
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mitokondri naklinin karaciğer doku hasarını, fonksiyonlarını ve oksidan 

düzeylerini engellemede baĢarılı olduğu değerlendirilmiĢtir. 

 

(5) APAP toksisitesinde klinikte rutin olarak uygulanan NAC tedavisi 

grubunda ise tedavi ile hepatosit nekrozu baĢarıyla engellenirken, aynı 

olumlu sonuçların hücre dejenerasyonu ve inflamasyon parametrelerinde 

görülmediği ve karaciğer fonksiyonlarında da kısmi bir düzelme olduğu 

görülmüĢtür. Ayrıca GSH seviyesinin önemli ölçüde artırıldığı tespit 

edilmiĢtir. 

 

(6) APAP+NAC grubu inflamasyon seviyesinin ve GSH miktarının 

APAP+Mitokondri grubundan anlamlı olarak daha yüksek olduğu, bunun 

yanında iki grup arasında diğer histolojik ve biyokimyasal parametreler 

açısından anlamlı bir fark olmadığı görülmüĢtür. Bu nedenle mitokondri 

nakli uygulamasının APAP toksisitesi klinik tedavisinden daha baĢarılı 

olduğu değerlendirilmiĢtir. 

 

(7) Yaptığımız çalıĢmada mitokondri nakli sürecinin baĢarıyla uygulandığı 

değerlendirilmiĢtir. Mitokondriler canlı ve fonksiyonel olarak izole 

edildikten sonra deney hayvanlarına nakledilmiĢtir. Nakledilen bu 

mitokondriler hedef hücre içerisine girerek aktivite göstermiĢ ve tedavi 

edivi/koruyucu etkinlik oluĢturmuĢtur. 

 

(8) Alınan sonuçlara göre mitokondri naklinin karaciğerde APAP toksisitesi 

tedavisi ile ilgili klinik çalıĢmalarda araĢtırılmaya değer bir alternatif 

olabileceği değerlendirilmiĢtir. 
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