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OZET

Amag: Asetaminofen (APAP) giiniimiiziin en yaygin olarak kullanilan ilaglarindan
birisidir. Asirt doz APAP kullanilmas1 karaciger yetmezligi ve 6liime kadar gidebilen
ciddi karaciger hasarina neden olabilmektedir. APAP toksisitesinin hasar
mekanizmalarindan bazilar1 mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, hepatosit nekrozu
ve oksidatif strestir. Calismamizda bu hasar odaklarina karsi kok hiicrelerden izole
edilen canli ve fonksiyonel mitokondriler hasarli dokulara nakledilerek etkileri
incelenmistir. Bu ¢alisma ile karaciger ilag toksisitesinde iizerinde yeterli ¢alisma
yaptlmamis olan mitokondri uygulamasinin APAP toksisite tedavisine katkida

bulunup bulunmayacaginin arastirilmasi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda 42 adet “Sprague-Dawley” cinsi erkek sican
kullanild1. Siganlar basit rastgele 6rnekleme ile Sham, Kontrol 1, APAP, Kontrol 2,
APAP+Mitokondri, APAP+NAC gruplari olmak {izere toplam 6 gruba ayrildi.
Hastalik modelini uygulamak i¢in oral gavaj yoluyla toksik dozda (1g/kg) APAP
uygulandi. Mitokondri naklinin etkinligi klinik tedavide kullanilan n-asetilsistein
(NAC) uygulamasi ve kontrol gruplariyla kiyaslanarak degerlendirildi.
Degerlendirme asamasinda histolojik analiz (hematoksilen eozin boyamasi), kan
orneklerinin biyokimyasal analizleri (AST, ALT, LDH ve ALP) ve oksidatif stres
analizleri (MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH) ile yapildi. Ayrica izole edilen
mitokondrilerin canlilik ve fonksiyonelligi degerlendirilmesinin (Mitotracker Red
CMXROS” ile Mitokondri Boyamasi ve ATP o6l¢iimii) yaninda nakledilen

mitokondrilerin hedef hiicrelere dagilimi da gosterildi.

Bulgular: Calismamizda elde edilen sonuglara gore mitokondrilerin canli ve
fonksiyonel olarak izole edildigi ve nakledildikten sonra hedef hiicre igerisine girdigi
gosterilmigtir. Toksik doz APAP uygulamasinin karaciger sentrilobiiler alanlarinda
hepatosit nekrozu, dejenerasyon ve inflamasyona neden oldugu, AST, ALT ve LDH
seviyelerini artirdigi, GSH miktarin1 azalttigi ve bu yolla ciddi hasar olusturdugu
goriilmistir. Mitokondri naklinin ise histolojik olarak doku hasarin1 tamamen

engelledigi, APAP grubuna gore serum ALT miktarin1 azaltirken AST ve LDH



seviyelerini anlamli olarak azaltmadigi, ancak enzim seviyelerinin Sham grubuyla
benzer oldugu goriilmiistiir. NAC uygulamasi ise APAP grubuna goére hepatosit
nekrozunu engellerken, dejenerasyonu ve inflamasyonu azaltamamis, bunun yaninda
GSH miktarin1 6nemli dlgiide korumustur. Mitokondri grubunda inflamasyon NAC

grubuna gore anlamli olarak daha az bulunmustur.

Sonug¢: Calisgmamizda mitokondri izolasyon ve nakil siirecinin basariyla uygulandigi,
nakledilen mitokondrilerin hedef hiicre igerisine girerek etkinlik gosterdigi
degerlendirilmistir. Toksik doz APAP uygulamasinin ciddi doku hasarina yol actigi,
mitokondri naklinin bu doku hasarimi 6nemli Gl¢lide tamir ettigi ve mitokondri
grubuyla karsilastirildiginda NAC uygulamasinin kismi bir iyilesme saglayabildigi

gorlilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: APAP, Asetaminofen, karaciger 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



vii

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. GIRIS VE AMAC

Asetaminofen (parasetamol, APAP) analjezi ve anti-piretik amaciyla
giniimiizde en yaygm olarak kullanilan ilaglardan biridir (1). Amerika Birlesik
Devletlerinde insanlarin %79’unun diizenli olarak APAP kullandig1 rapor edilmistir
(2). APAP uygun dozda alindiginda son derece giivenli bir ila¢g olmasina ragmen,
yiiksek dozlarda hayati tehdit eden ciddi karaciger hasarina neden olabilmektedir (3).
Amerika Birlesik Devletleri ve Ingiltere’de tiim akut karaciger yetmezligi vakalarmin
yaklasik olarak yarisindan sorumlu oldugu bildirilmistir (4). Bu kadar yaygin bir
sorun olmasina bagli olarak tedavi i¢in kullanilan kaynaklarin maliyeti de yiiksek
olmaktadir (5).

APAP toksisitesinde en c¢ok hasar goren organ karacigerdir. Yiiksek doz
APAP kullanimma bagli olusan karaciger hasari karmasik mekanizmalar sonucu
gerceklesir.  Normal kosullarda ~APAP  karacigerde etkin  bir  sekilde
zararsizlastirilarak viicuttan atilir. Bu sirada ¢ok az miktarda proteinlerle kovalent
bag kuran zararli APAP reaktif metabolik iiriinii olusur. Toksik olmayan dozlarda
APAP alindiginda bu metabolitler glutatyon (GSH) tarafindan hizla baglanarak
zararsiz hale getirilir. Toksik dozda APAP alindiginda ise bu zararli metabolitler
fazla miktarda olusur ve hepatik GSH’ nin tilkenmesine neden olur. Bu durum
serbest haldeki metabolik triinlerin diger hiicresel proteinlere (6zellikle
mitokondriyal proteinler) kovalent olarak baglanmasina acar. Sonug olarak hiicresel
GSH’ nin tiikenmesi, oksidatif stres ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
nedeniyle karaciger hasar1 meydana gelir (6).

APAP toksisitesi tiim diinyada akut karaciger hasarmma bagli 6lim ve
karaciger yetmezliklerinin en 6nemli nedeni olmasma ragmen tedavisinde halen
eksik noktalar bulunmaktadir. Giiniimiizde bu toksisitenin Klinik tedavisinde en
yaygin olarak n-asetilsistein (NAC) kullanilmaktadir. NAC’ m tedavi edici 6zelligi
GSH dondrii olarak etki gostermesi ve APAP reaktif metabolik iirilinlini
tamponlamasi seklinde gergeklesmektedir. Ayrica NAC elektron dondrii olmasi
nedeniyle antioksidan etki gosterek oksidatif hasar1 da engellemektedir. Ancak NAC
kullanimu ile ilgili tedavi protokoliiniin net olarak belirlenememis olmasi (ekoller

arasi farklilik), etki mekanizmasinin tam olarak ortaya konulamamis olmasi, yiiksek



dozda NAC uygulamasmin sebep oldugu yan etkiler gibi bazi sorunlar tedavide
kisitlamalara sebep olmaktadir. Bu sebeple giiniimiizde halen APAP toksisitesi
tizerinde yapilacak c¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir (7).

Mitokondri, hiicrelerin hemen hepsinde enerji ihtiyacinin karsilamasi ve
homeostatik dengenin siirdiiriilmesinin yaninda daha bir¢ok hiicresel aktivitede
onemli gorevler istlenir. Viicuttaki bu Kkritik gorevleri nedeniyle, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu gelistiginde ciddi hastaliklar goriilebilmektedir. Kanser,
yaslanma, kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve metabolik hastaliklart  gibi
hastaliklarin mitokondri fonksiyon bozukluguyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir (8).
Bu nedenle son yillarda saglikli hiicrelerden alinmis fonksiyonel mitokondrilerin
hasarli dokuya nakledilmesinin bir tedavi secenegi olabilecegi diisiiniilmektedir.
Hastaliklarin tedavisinde mitokondri naklinin etkinliginin arastirildigi ¢alisma sayisi
hizla artmaktadir (9-11). APAP toksisitesinde de en 6nemli mekanizmalarindan birisi
mitokondriyal hasar ve fonksiyon bozuklugu oldugu i¢in (12), toksik karacigere
fonksiyonel ~ mitokondrileri  naklederek  doku  hasarmin  Onlenebilecegi
disiinilmektedir.

Literatiir incelendiginde APAP toksisitesinde mitokondri naklinin etkisi
tizerine yok denecek kadar az bilgi oldugu goriilmektedir. Biz yaptigimiz bu ¢alisma
ile karaciger APAP toksisitesinde Onemli bir hasar odagi olan mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna karsi islevsel mitokondri naklederek etkilerini incelemeyi
amagladik. Bu amagla toksik dozda APAP wuygulayarak karaciger hasari
olusturdugumuz deney hayvanlarinda bozulan karaciger fonksiyonlarini diizeltmek
ve doku hasarimi tamir etmek igin sican mezenkimal kok hiicrelerinden izole
ettigimiz canli mitokondrileri naklettik. Canli mitokondrileri naklederek yaygin ve
ciddi tibbi sorunlara sebep olan ve tedavisinde onemli sorunlar yasanan APAP
toksisitesinde yan etkisiz ve ucuz bir alternatif tedavi yolunun ilk basamagini

olusturmay1 hedefledik.



2. GENEL BILGIiLER

Giliniimiiziin en yaygin olarak kullanilan ilaglarindan birisi olan APAP, yan
etkileri az olan ve gocuk ve gebelerde giivenle kullanilabilen bir ajandir. Etkileri
aspirin ve ibuprofen gibi benzer amagclarla kullanilan ilaglar gibidir, ancak anti-
inflamatuar 6zelligi bu ilaglara gore daha azdir (13).

APAP ilk olarak 1893 yilinda von Mering tarafindan analjezik bir madde
olarak tanimlanmistir. Ancak 1960’ 11 yillara kadar yaygin kullanim alani
bulamamustir. Ciinkii o yillarda fenasetin isimli anpiretik ve analjezik etkili bir ilag
daha yaygin olarak kullanilmaktaydi. APAP, fenasetinin uzun siireli kullanimda
toksik etkilerinin tespit edilmesinden sonra daha ¢ok kullanilmaya baslanmistir (14).
llerleyen yillarda yine benzer amaglarla kullanilan asprinin gastrointestinal sistem
(GIS) kanamalar1 ve Reye sendromuna neden oldugunun belirlenmesi APAP’ 1n
kullanim alaniin yayginlagmasina neden olmustur. Giiniimiizde Amerika Birlesik
Devletleri’ nde her hafta 50 milyon yetiskin insanin APAP igerikli tirtinler kullandig1
ve insanlarin %79’unun diizenli olarak APAP kullandig1 rapor edilmistir (2,7).
Ayrica Ingiltere’ de dogum sonrasi ilk 6 ayda annelerin %84’ iine APAP regete
edildigi bildirilmistir (15).

APAP’ 1 son derece yaygin olarak kullanilmasi ve kolay ulasilabilir bir ilag
olmasi, toksik hasara neden olma riskini arttirmaktadir. APAP uygun dozda
alindiginda (<4g/giin) son derece giivenli bir ila¢ olmasina ragmen, yiiksek dozlarda
karaciger, bobrek ve beyin gibi organlarda toksik hasara neden olabilmektedir (16).
Cocuklarda tek doz 150 mg/kg ya da 250 mg/kg/giin lizeri ve erigkinlerde tek doz 7,5
o/kg veya 12 g/kg/giin iizeri alimlarda APAP toksisitesi gelisebilmektedir (17).
Toksik dozda APAP kullaniminin karaciger hasarna ve oliimciil karaciger
yetmezligine neden oldugu 1960’ 1 yillarda tespit edilmistir (18). Yiiksek doz APAP
maruziyeti karaciger sentrilobiiler alanlarinda nekroza yol agarak ciddi doku hasari
olusturmaktadir (19). Amerika Birlesik Devletleri ve Ingiltere’ de tiim akut karaciger
yetmezIligi vakalarinin yaklasik olarak yarisindan APAP toksisitesinin sorumlu
oldugu rapor edilmistir (4). Bu kadar yaygin bir sorun olmasina bagl olarak tedavi

icin kullanilan kaynaklarin maliyeti de son derece yiiksek olmaktadir (20). Amerika



Birlesik Devletlerinde APAP toksisitesinin tedavisinin dogrudan maliyetinin en az 87

milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir (5).

2.1. APAP TOKSISITESI

2.1.1. APAP Kaynakh Karaciger Toksisitesi

[laglarm ¢ogunun karacigerde metabolize edilmesi karacigeri ila¢ kaynakli
toksik hasara en agik organ haline getirmektedir. Yiiksek dozda APAP aliminin
karaciger toksisitesine neden oldugunun ilk defa tespit edildigi vakalardan alinan
karaciger kesitlerinde fulminan tipte karaciger nekrozu gelistigi goriilmiistiir.
Nekrozun primer olarak sentrilobiiler alanlarda gelistigi ve buralarda sinirh kaldigi
tespit edilmistir. Ayrica 16kosit infiltrasyonu, eozinofilik hasar ve buna eslik eden
niikleer materyal piknozu meydana geldigi rapor edilmistir (18).

Tespit edilen bu ilk vakalar takiben ilerleyen donemde birgok APAP toksisite
vakas1 daha bildirilmistir. Tlk klinik bulgular olarak ilacin alimindan 2-3 saat sonra
olusan bulanti, kusma ve sag iist kadranda karin agris1 gelistigi gortiilmustiir. 24 saat
icinde karaciger fonksiyon bozuklugu meydana geldigi ve 3-4 giin igerisinde en iist
seviyeye ¢iktigi  bildirilmistir.  Biyokimyasal bulgular ise serum alanin
aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) seviyelerinde ciddi
yiikselis, orta siddette hiperbiliriibinemi ve protrombin zamaninda artis seklinde
Ozetlenmistir. Bunlara ek olarak bazi vakalarda eslik eden nefrotoksisite gorilmistiir
(21,22).

APAP kaynakli hepatotoksisite kemirgenlerde de meydana gelmektedir (23).
Fare ve hamster cinslerinin toksisiteye karsi ¢ok hassas, ratlarin ise daha az hassas
oldugu tespit edilmistir (24). APAP toksisite calismalarinda ratlar sik olarak
kullanilan deney hayvanlaridir. Ancak metabolizmalarinin farkli olmasina bagh
karaciger metabolizmalar farklilik gostermektedir. Bu nedenle ilaglarin toksik olan
dozlar1 ratlarda insanlara gore daha farklidir. Toksik karaciger hasari histolojik
olarak glikojen kaybi, sentrilobiiler hepatositlerde vakiiolizasyon ve yaygin nekroz
ile karakterizedir. Bu durum sentrilobiiler alanlarin karacigerin diger bolgelerinden
belirgin bir sekilde ayrilmasina neden olmaktadir. Ayrica bunlara hepatik konjesyon
da eslik etmektedir (25).



2.1.2. APAP Metabolizmasi ve Toksik Hasar Olusumunda

Metabolizmanin Onemi

APAP  metabolizmas:1 karacigerde karmasik mekanizmalar sonucu
gerceklesir. APAP, ilag metabolizma sisteminin faz II reaksiyonlari ile detoksifiye
edilir. Bu reaksiyonlar sirasinda biiyiik oranda glukuronik asit, siilfat ya da GSH ile
konjuge edilerek (glukuronil transferaz, siilfotransferaz ve glutatyon S-transferaz
(GST) enzimleri araciligiyla) idrar yoluyla uzaklastirilir. Kii¢iik oranda APAP ise
sistein ile konjuge edilerek ya da serbest olarak yine idrar yoluyla atilir (26). Cok az
miktarda APAP ise fizyolojik kosullarda N-hidroksilaz ya da sitokrom P450
(CYP450) enzimleri ile arile edici reaktif bir son {irlin olan “N-acetyl-p-
benzoquinone imine” (NAPQI)’ e doniistiiriilir (27). NAPQI hiicresel proteinlerle
kovalent bag kurarak onlara hasar veren bir metabolittir. Bu molekiill CYP450
tarafindan APAP’ 1n iki elektron oksidasyonu ile olusturulur (28). APAP
metabolizmasinda 6nemli olan CYP450 izoformlar1 CYP2E1, CYP1A2, CYP3A4 ve
CYP2D6’ dir. Bunlar arasinda 6zellikle CYP2E1 6nemlidir (29).

Toksik olmayan dozlarda APAP kullanildiginda olusan bu az miktardaki
NAPQI metaboliti GSH tarafindan etkin bir sekilde detoksifiye edilir ve safra
yoluyla uzaklastirilir (30). NAPQI’'nin GSH ile reaksiyonu ¢ok hizli bir sekilde
kendiliginden ya da enzim aracili (GST enzimi) olarak gerceklesir (31). Toksik
dozlarda APAP alindigi zaman ise asir1 miktarda NAPQI olusur. Fizyolojik
kosullarda GSH ile tamponlanarak viicuttan uzaklastirilan bu metabolit, yliksek
miktarda tretildiginde zararsiz hale getirilemez. Ciinkii hizla baglandigi hepatik
GSH’ w1 tiiketir ve hiicresel tampon mekanizmasi bozulur. Bu duruma GSH sentezi
inhibisyonu ve sitozolik GST aktivite azalis1 da eslik eder (32). GSH tamponlama
mekanizmasinin ¢alisgamaz hale gelmesine bagli olarak serbest halde bulunan NAPQI
diger hiicresel yapilara, 6zellikle de proteinlere kovalent olarak baglanmaya baslar.
Sonugta olusan bu kovalent baglanma karaciger hasarina ve buna baglh 6liime kadar
giden sorunlara yol agar (33).

APARP toksisitesinde GSH azalmasi1 ve NAPQI’ nin mitokondriyal proteinlere
baglanarak mitokondri hasart olusturmasi esas hasar mekanizmasidir (1).
Mitokondriyal hasar olusmasi sonucu hiicresel enerji ihtiyac1 karsilanamaz,

mitokondrilerde agir1 reaktif oksijen tiirleri (ROT) firetilir ve hiicre 6lim yolaklar



aktive olur. GSH azalmasina bagli olarak ise hiicresel antioksidan mekanizmalari

yetersiz kalir, ROT siipiiriilemez ve oksidatif hasar meydana gelir (34,35).

2.1.3. APAP Toksisitesinde Oksidatif Stres

Yiiksek doz APAP alim1 oksidatif stres kaynakli doku hasarina neden olabilir.
Bu hasar lipid peroksidasyonunda artis, enzimatik antioksidanlarin (siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi) inhibisyonu ve enzimatik olmayan antioksidanlarin (GSH gibi)
tilkkenmesi ile kendini gosterir. Viicutta ROT’ u silipiirmek ve oksidatif stresi
engellemek i¢in birgok antioksidan mekanizma bulunur. Bu mekanizmalar karaciger
hasarinin engellenmesinde ¢ok &nemlidir. Oregin SOD enzimi temel antioksidan
enzimlerden biridir ve oksidatif stresin engellenmesi i¢in gereklidir. SOD enziminin
etkinliginin APAP toksisitesinde azaldig: bilinmektedir. Buna siiperoksit iiretiminde
meydana gelen artisin sebep oldugu ifade edilmektedir (36). Bu yiizden APAP’ in
NAPQI’ ye donistiiriilmesi sirasinda oldugu gibi siiperoksit miktarinda artigsa yol
acan enzimatik reaksiyonlar lipid peroksidasyonuna ve oksidatif hasara neden
olabilmektedir.

APAP toksisitesinde NAPQI iiretimine bagli olarak hiicresel yapilarin,
ozellikle de mitokondrilerin hasarlanmasi nedeniyle ROT iiretimi artar, antioksidan
mekanizmalar yetersiz kalir ve oksitif hasar olusur. NAPQI, GSH’ nin tiyol
gruplarin1 okside ederek disiilfit baglari olusturur. Proteinlerin ise sistein tiyol
gruplarini okside ederek proteinler arasi ¢apraz bag kurar. Bu nedenle hem hiicresel
yapilarin fonksiyonlar1 bozulur hem de 6nemli bir hiicresel antioksidan mekanizma
bileseni olan GSH miktar1 azalir (37). EK olarak glutatyon rediiktaz (GR), y-
glutamilsistein sentaz (GCS), katalaz (CAT), SOD ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi ¢esitli antioksidan enzim aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu iddia eden
aragtirmalar vardir (38). Sonug olarak siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil
radikalleri gibi ROT ve peroksinitrit ve nitrik oksit gibi reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNT) tiiretiminde artis olmasi ve tampon mekanizmalarinin bozulmasi nedeniyle
karacigerde toksik hasar meydana gelir.

APAP toksisitesinde oksidatif stresin roliiniin arastirildigi ilk ¢alismalar
Fenton reaksiyonu olarak da bilinen demir igerikli oksidatif stres mekanizmasi

tizerine yapilmistir. Bu mekanizma siiperoksit olusumuyla baslar ve hidrojen peroksit



olusumuyla devam eder. Siiperoksitler, mitokondride iiretilebilecegi gibi CYP2E1 ve
nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH) oksidaz gibi bazi enzimler
araciligiyla da iretilebilir (39,40). Normalde olusan bu peroksitler GPx enzimi
sayesinde GSH ile tamponlanarak zararsiz hale getirilir. APAP toksisitesinde
hiicresel GSH tiikendigi i¢in oksidatif molekiiller tamponlanamaz. Ayrica bu
stireglerde peroksitlerin ferroz iyonlar ile rediikte edilmesi sonucu yiiksek derecede
reaktif molekiiller olan hidroksil radikalleri olusur. Bu serbest radikaller ise lipid
peroksidasyonu, protein ve niikleik asit oksidasyonu gibi olaylar sonucu ciddi 6l¢iide
hasar olusturabilirler.

Oksidatif stres yalnizca klasik Fenton mekanizmasi sonucu gergeklesmez.
Ayni1 zamanda nitrik oksit kaynakli da olusabilir. Nitrik oksit ¢ok hizli bir sekilde
stiperoksitle tepkimeye girerek peroksinitrit olusturur. Peroksinitrit, okside edici bir
ajan olmasmin yaninda ayni zamanda nitratlayict bir ajandir. Bu ajan da GSH
tarafindan detoksifiye edilmektedir (41). APAP toksisitesinde peroksinitritler de
zararsiz hale getirilemez. Sonug olarak nitrozatif stres ve protein hasari olusur (42).
APAP kaynakli toksik hasar gelismis olan karacigerde oOzellikle sentrilobiiler
alanlarda nitratlanmig proteinler oldugu tespit edilmistir. Nitrozatif stres ile karaciger
nekrozu olusumu arasinda pozitif korelasyon vardir (43). Bu nedenle APAP

toksisitesinde oksidatif ve nitrozatif stres 6nemli rol oynamaktadir.

2.1.4. APAP Toksisitesinde Mitokondriyal Hasar

APAP toksisitesinde olusan kritik degisimlerden birisi de mitokondride
meydana gelmektedir. Toksik hasara ugramis hiicre mitokondrilerinde morfolojik
degisim meydana geldigi elektron mikroskop analiziyle belirlenmistir (25). APAP’ in
arile edici metabolik iiriinii olan NAPQI mitokondrilere baglanarak hasara neden
olur. Hasarlanmig mitokondrilerde arilasyona ugramig proteinlerin bulundugu tespit
edilmistir (35). Bu mitokondrilerin kalsiyum uzaklastirma fonksiyonunun bozuldugu
(44), mitokondriyal solunum zinciri kompleks | ve II’ nin inhibe oldugu (45) ve
adenozin trifosfat (ATP) seviyesinin azaldig1 (46) belirlenmistir. Benzer bir tablo
hepatositlere NAPQI verilmesiyle de olusturulabilmektedir (47). Bu durum toksik
hasar nedeninin NAPQI oldugu bilgisini desteklemektedir.



APAP toksisitesinde mitokondri permeabilite transisyonu (MPT) bir diger
hasar mekanizmasi olarak belirlenmistir (48). MPT i¢ mitokondri membranindaki
(IMM) porlarin acilmasi ve membranin depolarize olmasi ile karakterize olan bir
tablodur. MPT i¢ membranin iyonlara ve kiigiik molekiil agirlikli maddelere olan
gecirgenliginde ani artisa neden olur. Peroksit gibi bazi oksidanlar ve kalsiyum
iyonlarit MPT’ yi artirmaktadir. Toksik hasara ugramis hepatositlerde peroksit ve
kalsiyum gibi ¢esitli maddelerin arttigi bilinmektedir (49,50). Mitokondriyal
membran gecirgenlik degisimlerine IMM depolarizasyonu, eslenmemis oksidatif
fosforilasyon, mitokondri igindeki iyon ve metabolitlerin disar1 salinmasi,
mitokondriyal 6dem ve ATP sentezinde azalma eslik eder. Sonug olarak oksidatif
stres MPT olusumuna yol agarken, MPT ise daha fazla oksidatif strese neden olur
(7). MPT porlarinda 3 gesit protein oldugu diisiiniilmektedir. Bunlar adenin niikleotid
translokaz, siklofilin-D ve voltaj bagimli anyon kanallaridir. Ancak MPT gelisiminde
etkin olan esas proteinin siklofilin-D oldugu iddia edilmektedir (51). Siklofilin-D’ ye
baglanarak porlarin agilmasini engelleyen siklosporin A kullanilmasiyla MPT
engellenebilmektedir (52). MPT inhibitorlerinin APAP toksisitesindeki etkilerinin
degerlendirildigi ¢alismalar da bulunmaktadir. Bunlardan birinde yine siklosporin A
kullanilarak APAP toksisitesinin engellendigi gosterilmistir. Bu ¢alismada
siklosporin A’ nin GSH azalmasini engelleyemedigi, bu nedenle koruyucu etksinin
APAP metabolizmasi tizerinden olmadigi bildirilmistir (53). Benzer sekilde NAC
kullanimiyla da MPT’ nin engellendigi, mitokondri membran potansiyeli kaybinin
Oniine gecildigi ve oksidatif hasarin azaltildigi rapor edilmistir (37).

Peroksinitrit, APAP kaynakli MPT gelisiminde 6nemli bir oksidandir. Bu
molekiil NAC gibi tiyoller ile hizla reaksiyona girmektedir. Buna bagli olarak NAC
kullanimi ile APAP kaynaklt MPT’ nin engellenebilecegi goriilmiistiir (37). Toksik
hasar olusan hepatosit mitokondrilerinde nitrasyon meydana geldigi de diistiniildiigii
zaman bu siiregte peroksinitritin etkili oldugu goriilmektedir (54). Hasara ugramis
hiicrelerde peroksinitrit olusumunda rol alan nitrik oksit sentaz (NOS) izofromunun
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) degil mitokondriyal nitrik oksit sentaz
(mtNOS) oldugu diisiiniilmektedir (55).

Hiicrelerde mitokondri i¢ membraninda MPT porlarinin agilmasina bagl

olarak meydana gelen ATP iiretim yetersizligi nedeniyle nekroz olugmaktadir. Ancak



bu siiregte mitokondri dig membraninda mitokondriyal apoptozu uyaran kanallar gibi
bazi kanallarin agilmasiyla apoptotik siiregler de aktif rol alabilmektedir. Bu
kanallarm sitokrom C, endoniikleaz G ve apoptoz indiikleyici faktdr (AIF) gibi
proapoptotik faktorlerin sitozole salinmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (56,57).
Mitokondriyal apoptotik kanallar Bcl-2 protein ailesi tarafindan hassas bir sekilde
diizenlenmektedir. Bu siirecte proapoptotik Bax ya da antiapoptotik Bcl-2 proteinleri

gibi ¢esitli proteinler 6nemli rol oynamaktadir (58).

2.1.5. APAP Toksisitesinde Hiicre Oliimii

APAP toksisitesinde hiicre Oliimiiniin hangi mekanizma {izerinden
gerceklestigi tartigmalidir. Esas mekanizma olarak nekroz ya da programli nekroz
gosterilmesine ragmen apoptozun da etkin bir mekanizma oldugu ifade edilmektedir
(59). Yapilan bir galismada hepatositlerin %40’ inin apoptoza, %60’ nin ise nekroza
ugradigi gosterilmistir (60). Ancak baska bir c¢alismada hiicre 6limiiniin esasen
nekroz yoluyla oldugu, apoptotik hiicre miktarinin yok denecek kadar az oldugu ve
apoptoz efektorii olan kaspaz 3 miktarinin artmadigi gosterilmistir (61). Sinyal yolagi
ve diizenleyici mekanizmalar agisindan apoptoz ile nekroz arasinda yakindan iliski
bulunmaktadir. Bu nedenle hiicre 6liim mekanizmanin daha iyi anlasilmasinda
mitokondride meydana gelen degisiklikler belirleyici rol oynamaktadir.

APAP kaynakli hiicre 6limiine neden olan mekanizmalar ve sinyal yolaklar
ile ilgili yapilan ¢aligmalarda 6nemli bilgilere ulasilmigtir. Bu ¢alismalardan birisinde
AIF’ in kritik rol oynadigi rapor edilmistir. APAP toksisitesi sirasinda AIF’ in
mitokondriden niikleusa gegerek deoksiriboniikleik asit (DNA) fragmantasyonunu
baslattig1 ve hiicre 6liimiine neden oldugu belirtilmistir (62). Bir baska ¢alismada c-
Jun N-Terminal Kinaz (JNK) uzamig aktivasyonunun APAP kaynakli hiicre
Oliimiinde rol oynadigi bildirilmis (63) ve JNK inhibisyonu ile akut karaciger
hasarinin engellenebilecegi rapor edilmistir (64). Ayrica JNK aktivasyonuna bagl
gelisen mitokondriyal permeabilite artisginin inhibe edilmesiyle APAP toksisitesinin
Oniline gecilebilecegi tespit edilmistir (65). Hiicre 6lim mekanizmalar ile ilgili
yapilan bir bagka calismada proapoptotik proteinlerin toksisite olusumunda oynadigi
rol arastirilmistir. Proapoptotik Bax proteininin mitokondriye gegerek dis mitokondri

membraninda (DMM) porlar agtig1 gosterilmistir (66). DMM’ de olusan bu porlar



10

IMM’ de olusan MPT porlar: birlikte AIF salimima neden olmaktadir. Mitokondriden
salinan AIF niikleusa gecerek DNA kirilmasini baslatmaktadir (62).

Tiim bunlara ragmen, APAP toksisitesinde hiicre 6liim yolag: ile ilgili varilan
sonuglar hakkinda tartigmali literatiir bilgileri bulunmaktadir. Bu durum apoptoz ile
nekroz sinyal yolaklar1 arasinda yakindan iliski olmasina baglidir. Kabul goren hiicre
oliim sekli nekrozdur. Ancak bir hiicrenin nekrozla mi1 yoksa apoptozla mi 6lecegini
belirleyen sey ATP miktaridir. Diisiik ATP seviyelerinde nekroz, normal ATP
miktarinda ise apoptoz yolagi aktif olur. APAP uygulamasi sonrast meydana gelen
hiicre 6liimii ATP azalmasina bagli nekroz ile olur. Bu nedenle ATP prekiirsorii ve
membran stabilizatdrii uygulamasiyla nekroz azaltilirken, hiicreler apoptoza

yonlendirilebilmektedir (53).

2.1.6. APAP Toksisitesinde Tamir Mekanizmalari

APAP toksisitesinde meydana gelen karaciger hasar1 sonrasi homeostazisin
tekrar saglanmasi bir dizi karmasik olay sonucu gergeklesir. Bu siirecte olgun
hiicrelerde proliferasyon goriiliir (67). Proliferasyon siireci tiimor nekrozis faktor-alfa
(TNF-0) ve interlokin-6 (IL-6) tarafindan yiriitiilir (68). Tamir mekanizmasi
ozellikle TNF-a reseptér 1 (TNFR1) iizerinden saglanmaktadir ve bu reseptoriin
devre dis1 birakilmasi toksik hasarda artisa neden olmaktadir (69). TNF-a ile IL-6
birbiriyle baglantili olarak ¢alismaktadir. TNF-a IL-6" y1 niikleer faktor-kappa B
(NF-kB) tizerinden upregiile ederken, NF-kB sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatori 3° i (STAT3) artirir. STAT3 ise hepatosit rejenerasyonu i¢in gerekli olan
birgok geni aktive eder (70). TNF-a hepatosit yenilenmesini bundan farkl
mekanizmalar {lizerinden de gergeklestirebilir. Doniistiiriicii biiylime faktorii beta
(TGF- B) tizerinden gosterdigi mitojenik etki buna bir 6rnektir (71).

Biiytime faktorleri de sitokinlerle yakindan iligkilidir ve benzer sekilde etki
gostermektedir. Ornegin vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) hepatositlerin
boliinmesini uyarir. Endotel hiicrelerden salgilanan ve hiicrelerin caliliginin
stirdiiriilmesinde kritik olan VEGF, antiapoptotik proteinlerin ekspiresyonunu artirir
ve hiicrelerin canli kalmasini destekler (72). APAP toksisitesinde ve tamir siirecinde
VEGF’ in rolii ¢esitli deney hayvanlar1 lizerinde arastirilmistir. Bu arastirmalarda

toksik doz ilag uygulamasi sonrast VEGF miktarmin 30 kat arttig1 (73), VEGF ile
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tedavi edilen farelerde serum ALT seviyesinin diistiigii ve hepatosit yenilenmesinin
arttig belirtilmistir (74). Ancak VEGF’ in GSH azalmasi ve NAPQI’ nin proteinlere
kovalent baglanmasi iizerine bir etkisi yoktur. VEGF’ in karaciger hiicrelerinin
korunmasindaki mekanizmasi tam olarak belirlenebilmis degildir. Ancak karaciger
kan akimini ve mikrosirkiilasyonu diizenlemesinin muhtemel bir etkisi olabilecegi

degerlendirilmektedir (7).

2.2.  APAP TOKSISITE TEDAVISI

APAP toksisitesi olusumuna neden olan olaylar NAPQI iiretimi, GSH
tikenmesi ve basta mitokondriyal proteinler olmak {izere cesitli proteinlerin
hasarlanmasidir (75). Bu nedenle APAP toksisitesiyle savagsmak amaciyla GSH
kaynagi olabilecek maddeler ve oksidatif stresi azaltabilecek ajanlar iizerinde
aragtirmalar yapilmasi diisiiniilmiistiir. Bu amagla NAC, sisteamin ve methionin gibi
NAPQI’ yi notralize ederek hasar olusumunun Oniine gegebilecek gesitli maddeler
lizerinde calismalar yapilmistir (76,77). Bunlarin yaninda melatonin, vitaminler,
bitkisel maddeler gibi ¢esitli antioksidan 6zelligi olan ajanlar {izerinde de birgok
calisma yapilmustir (78,79).

APAP kaynakli karaciger toksisitesine karst giiniimiiziin en etkin antidotu
NAC’ dir (80). NAC ayn1 zamanda etkin bir antioksidan olarak da kullanilmaktadir
(81). Yapilan bir¢ok caligmada APAP toksisitesinde NAC’ m koruyucu etkinligi
degerlendirilmistir. Ciddi bir APAP toksisite vakasinda ilk 10 saat iginde
uygulandiginda 6nemli 6lgiide karaciger hasarini engelledigi rapor edilmistir (82). 10
saatten sonra kullanildiginda ise etkinliginin azaldigi gosterilmistir (83). Bu veriler
baska ¢alismalarla da desteklenmistir. Bu ¢alismalardan birinde NAC tedavisinin ilk
12 saat i¢inde uygulandiginda %80 oraninda iyilesme sagladigi, tedavi verilmeyen
vakalarda ise iyilesme oraninin %48 oraninda kaldig: bildirilmistir (84). Yine NAC
tedavisi sayesinde %90 oraninda iyilesme saglandigi bir diger ¢alismada rapor
edilmistir (26).

2.2.1. APAP Toksisitesinde GSH’ nin Rolii
APAP toksisitesinde hepatik GSH’ nin 6nemi 1973 yilinda Mitchell ve
arkadaglar tarafindan gosterilmistir. Toksik doz APAP uygulamasi GSH miktarini
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ciddi oranda azaltmaktadir. Buna baglh olarak karaciger GSH miktarinin
diizenlenmesiyle toksik karaciger hasarinin azaltilabilecegi gosterilmistir (85).

GSH glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptittir. Siilfidril
grubuna sahip olan bu peptit okside formu olan glutatyon disiilfite doniistiiriiliirken
cok giiclii bir antioksidan ve indirgeyici ajan olarak etki eder. GSH sentezi GCS
enzimi ile baglar. GSH sentez hizi ve miktar1 sisteinin ortamda bulunmasina baglidir
(86). Ancak sistein karacigerde diger dokulara gore daha az bulunur (87). Bu nedenle
GSH iretiminin desteklenmesi i¢in ¢esitli ajanlarm kullanildigi ¢alismalar
yapilmistir. Bu ¢aligmalarda kullanilan molekiillerden birisi L-sistein’ dir. Yapilan
aragtirmalarda L-sistein’ in bagirsaklarda ve dolasimda hizla yikildigi i¢in GSH
miktarmn1 6nemli Ol¢iide artirmadigi gosterilmistir (88). Ayrica suda ¢6ziinebilirligi
az oldugu i¢in yiiksek dozlarda intraven6z olarak uygulamasi teknik olarak zordur.
Buna ragmen APAP toksisitesinde karaciger hasarina karst koruyucu etki gosterdigi
rapor edilmistir (89). GSH sentezini uyarmak amaciyla kullanilan ajanlardan bazilari
da sisteamin ve methionindir. Bu ajanlar da APAP toksisitesine karsi etili molekiiller
olsa da ciddi yan etkileri olusabilmektedir (90). Bu nedenle zaman igerisinde in vivo
olarak sisteine doniistiiriilen onciil ajanlarin kullanilmasi giindeme gelmistir. Bu
ajanlardan biri olan NAC’ 1, karaciger hasarina kars1 etkin koruma saglayabilecegi
diistiniilmiis ve yapilan ¢alismalar sonucunda toksik hasarin engellenmesinde basarili

oldugu ve giivenle kullanilabilecegi gosterilmistir (91).

2.2.2. NAC Etki Mekanizmasi

NAC, GSH azalmasi engelleyerek bir¢ok toksinin neden oldugu karaciger
hasarin1 6nleyebilmektedir. NAC’ 1n bu etkisi sistein onciilii olarak GSH sentezini
artirmasi1 yoluyla ger¢eklesmektedir. Boylece karaciger hasar1 baglamadan NAPQI’
nin detoksifiye edilmesine olanak saglar. Diger koruyucu mekanizmasi ise potansiyel
elektron verici olmas1 ve oksidatif stresi azaltmasidir. APAP toksisitesinde hiicresel
redox durumu oksidatif strese dogru kayar ve NAC’ in ROT ve RNT siipiiriicii
ozelligi sayesinde bu hasar odagi engellenir (92). Tiim bu o6zellikleri sayesinde
proteinlerin oksidasyon ve arilasyonunu engeller, mitokondriyal enerji iiretimini

destekler. Boylece karaciger yetmezligi gelisen hastalarda ge¢ uygulansa bile hasari
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engelleyebilir ve karaciger fonksiyonlarini diizeltebilir (93). Elde edilen tiim bu
bulgular sayesinde NAC APAP toksisitesinin kabul géren antidotu haline gelmistir.

2.2.3. Intravenéz NAC Tedavisi

Yapilan ilk klinik aragtirmalarda NAC tedavisinin APAP toksisitesinde ilk 10
saat i¢inde uygulandiginda tam bir etkinlik gosterdigi sonucuna ulasilmistir (94).
Intravendz NAC infiizyon tedavisi tolere edilebilen en yiiksek dozun, miimkiin olan
en kisa zamanda yapilmasi temeli {izerine kurulmustur. Ilerleyen yillarda elde edilen
farmakokinetik veriler 1s1ginda tedavi dozlarinda diizenleme yapilmasi gerektigi
giindeme gelmistir. Cilinkii plazma NAC konsantrasyonu en yliksek seviyede
oldugunda meydana gelen zararli reaksiyonlarin ciddi yan etkilere neden oldugu
tespit edilmistir. Karaciger hasarinin en az goriildiigi NAC plazma pik degeri ise
304-875 mg/L olarak belirlenmistir (95). Tiim bu verilere ragmen orijinal tedavi
protokolii ciddi bir degisiklik yapilmadan 30 y1l boyunca kullanimda kalmastr.

NAC tedavi dozu hastanin kilosuna gore diizenlenmektedir. Orijinal
protokole gore yiikleme dozu 15 dakikada 150mg/kg, ardindan 4 saatte 50 mg/kg ve
sonra 16 saatte 100mg/kg olmak iizere toplamda 20 saat 15 dakikada 300mg/kg’ dir
(82). Bu tedavi sekli yapilan gesitli ¢alismalar ile test edilmistir. Halen APAP
zehirlenmesi tedavisi olarak diinyanin bir¢ok yerinde standart tedavi olarak

uygulanmaktadir (96).

2.2.4. NAC Tedavisinin Yan Etkileri

Intravendz NAC tedavisi yapilan hastalarda ciddi yan etkiler
goriilebilmektedir. Bu yan etkilerin 6nemli bir kismi alerjik olmayan anaflaksi
(immiinolojik olmayan mekanizmalarla gelisen anaflaktoid reaksiyon) ve GIS
semptomlaridir (97). Anaflaksi gelisen vakalar kizariklik, hipotansiyon ve eritem
bulgular ile karakterize olarak goriilmektedir. Astimli hastalarda bu tip bulgular 3
kat daha yaygin meydana gelmektedir. Ciddi vakalarda larinks 6demi ve hiriltili
solunum meydana gelebilmektedir. Yan etki mekanizmasi NAC bagimli histamin
salim1 olarak goriilmektedir. Ancak mast hiicreleri ve bazofiller gibi immiin sistem
hiicrelerinden bagimsiz olarak gergeklestigi i¢cin immiinolojik anaflaksiden farklidir

(98). Bircok vakada reaksiyonlar kendiliginden son bulmaktadir. Ciddi vakalarda ise
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antihistaminik kullanilmasi gerekebilmektedir. Meydana gelen bu reaksiyonlar alerji
kaynakli olmadigi i¢in tedavinin giivenle tekrar uygulanmasi miimkiindiir. Diger yan
etkileri ise bulanti, kusma, halsizlik ve karin agrisidir. GIS semptomlar: dogrudan
yerel etkiler gostermekte ve Ozellikle oral NAC alimi sonras1 goriilmektedir. Lokal
histamin salimi da bu siirecte 6nemli olabilmektedir. Gastrointestinal yan etkiler
¢ogu zaman tedavi gerektirmez. Ancak ciddi vakalarda infiizyonun durdurulmasi ve
antiemetik baslanmasi gerekebilir (99). Yan etki olusma oran1 NAC tedavisinin
uygulama yolu ve zamanma baglidir. Ornegin, GIS semptomlar1 oral alim sonrasi
gelisirken, anaflaktik reaksiyonlar i.v. uygulama sonrasi daha yaygmdir (100).
Ayrica anaflaktik reaksiyon meydana gelme orani sindirimden sonra uzun zaman
gecmis ve plazma APAP konsantrasyonu az olan hastalarda en yiiksek seviyededir
(102).

2.2.5. NAC Tedavisi ile ilgili Sorunlar

Giinlimiizde uygulanan i.v. NAC tedavisi ile ilgili zaman igerisinde elde
edilen bulgular sonucu ¢esitli diizenlemeler yapilmasi gerektigi gériilmistiir. Bunlar
icerisinde Ozellikle yan etkilerin azaltilmasi 6ne ¢ikmaktadir. Daha 6nce bahsedildigi
gibi NAC tedavisinin Onemli yan etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle NAC
tedavisinin Oncelikle cok miktarda APAP almis olan ve akut karaciger yetmezligi
gelisme riski yiiksek olan hastalara uygulanmasi tercih edilmektedir (102). Giinlimiiz
tedavi uygulamalar1 ilk defa Prescott tarafindan belirlenmistir. Buna gore 20 saat 15
dakika igerisinde 300 mg/kg dozunda NAC i.v. yoldan uygulanmaktadir. Her ne
kadar bu dozun yiiksek oldugu diisiiniilse de literatiirde yeterince doz bagimli veri
bulunmamaktadir. Tedavi protokoliiniin diizenlenmesi ile ilgili daha fazla ¢alismaya
ve veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

APAP toksisitesi vakalarinda NAC tedavisi sayesinde 6nemli iyilesmeler
saglanmaktadir. NAC’ m bu koruyucu etkinliginin mekanizmasi tam olarak
anlagilamamusg olsa da, NAPQI” y1 direkt zararsiz hale getirmesi ya da GSH sentezini
artirmas1 muhtemel mekanizmalar olarak ifade edilmektedir (103). NAC tedavisi ile
ilgili bir diger nokta tedavi protokollerinde iilkeler arasinda farkliliklar bulunmasidir.
Ornegin, Ingiltere’ de NAC tedavisi gesitli risk faktorlerine gore uygulanmaktadir.

Tedavide bu risk faktorlerinin varligina bagl olarak olusturulan standart ve ytliksek
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risk nomogramlar1 kullanilmaktadir. Amerika ve Avustralya’ da ise NAC ihtiyacinin
belirlenmesinde risk faktorii degerlendirilmesi yapilmaksizin tek bir nomogram
kullanilir (83). Ancak diinyanin birgok yerinde risk degerlendirmesinde genel
yaklasim APAP maruziyet siiresine gore NAC tedavisinin belirlenmesi seklindedir.
Danimarka’ da ise tiim bunlardan farkli olarak APAP maruziyet siiresi dikkate
alinmadan rutin olarak tiim hastalara NAC tedavisi uygulanmaktadir (104).
Bunlardan farkli olarak ileri tedavi fazinda yetersiz NAC uygulamasi, tedavi
endikasyonlarinin net olarak belirlenmemis olmasi, NAC’ 1 hazirlanmast ve

uygulanmasi ile ilgili giigliikler gibi sorunlar bulunmaktadir (96).

2.3. MITOKONDRI NAKLI

Mitokondri  alfa-proteobakteriyel —endosimbiyont kokenli bir hiicre
organelidir. Bilindigi gibi mitokondri viicut hiicrelerinin hemen hepsinde enerji
ihtiyacinin karsilanmasi, homeostatik dengenin saglanmasi ve bu yolla organizmanin
canliiginin siirdiirilmesinde anahtar bir rol oynar. Bunlara ek olarak hiicre
biiylimesi ve farklilagsmasi, apoptozis, demir metabolizmasi, kalsiyum dengesi, hem
sentezi, steroid sentezi, sistemik inflamatuvar cevap olusumu, niikleusta gen
ekspresyonunun diizenlenmesi, noronlarda sinaptik iletimin saglanmasi gibi c¢ok
onemli hiicresel aktivitelerde gorevleri bulunmaktadir (105). Viicuttaki bu yaygin
etkileri nedeniyle, mitokondride fonksiyon bozuklugu meydana geldiginde ciddi
sorunlar olusmaktadir. Hastaliklar, doku hasarlar1 ve yaslanma gibi ¢esitli nedenlerle
mitokondrilerin biitiinliikk, fonksiyon ve homeostatik dengelerinin bozulmasi sonucu
hiicreler hasarlanir ve viicut ciddi zararlar goriir. Mitokondri fonksiyon
bozuklugunun kanser, yaslanma, kardiyovaskiiler, norodejeneratif ve metabolik
hastaliklarin yaninda 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 oldugu diistiniilmektedir. Giintimiizde
hastaliklarin mitokondri ile olan baglantisin1 belirlemek amaciyla calismalar
yapilmaktadir (8). Bu nedenle mitokondriyal fonksiyon bozukluklarina miidahale
etmek ve bdylece olusabilecek hasarlari engellemek son derece onemli bir hale

gelmistir. Hasarli mitokondrileri tedavi ederek, meydana gelecek ¢esitli hastaliklara
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kars1 &nlem almak amaciyla yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin kok hiicre
tedavisinin koruyucu etkilerinden birinin hiicrelere saglikli mitokondri transfer
etmesi oldugu iddia edilmistir (9). Son yillarda mitokondriyal hastaliklarin énlenmesi
amaciyla yapilan bu ¢alismalarda kullanilan umut verici bir yontem ise mitokondri
naklidir. Bu yontemle mitokondriler saglikli hiicrelerden biitiinliigii korunmus ve
fonksiyonel olarak izole edildikten sonra hasarli hiicrelere nakledilmektedir. Saglikli
mitokondriler hiicre igerisine girdikten sonra hem enerji iiretimi yoluyla, hem de
hasarli mitokondrilerin yol actigi hasar mekanizmalarin1 engelleyerek koruyucu
etkinlik gostermektedir (106).

Hiicreler dogal fizyolojik siireglerde kendi i¢ materyallerini, 6zellikle de
mitokondrilerini aligveris etme yetenegine sahiptirler. Bunu diger hiicrelerle direkt
temas kurarak, mikrovezikiiller araciligiyla veya nanotiibiiler yap1 formasyonlariyla
yaparlar (107). Hiicreler arast mitokondri naklinin yapay olarak uygulanmasi da
mimkiindiir. Bu metot ilk defa 1982 yilindan Clark ve Shay tarafindan uygulanmistir
(108). Bu gelisme sayesinde yeni bir bilimsel arastirma alani olusmustur.
Giintimiizde mitokondri nakli yaparak hasarli hiicrelerin kurtarilmas1 amaciyla gesitli
calismalar yapilmaktadir (109,110). Ayrica bu arastirmalar sayesinde, dogal siiregler
de goz oniinde bulundurularak bir takim diizenlemeler yapilmakta ve mitokondri
nakli uygulamalarinin  gelistirilmesi  saglanmaktadir. Bu sayede basariyla
uygulanabilen yapay mitokondri nakli yoluyla hiicresel solunum, hiicre gogalmasi ve

diger hiicresel siiregler yeniden yapilandirilabilmektedir (111).

2.3.1. Hiicrelerarasi1 Dogal Mitokondri Transferi

Viicutta gesitli fizyolojik siireglerde hiicreler arasinda mitokondri transferi
yapildigi bilinmektedir. In vivo ve in vitro olarak hiicreler arasi mitokondri
transferinin gosterildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Bu g¢alismalarin bazilarinda
mezenkimal kok hiicre (MKH) gibi saglikli hiicrelerden hasarli hiicrelere dogru,
tamir amagli mitokondri transferi yapildigini gésterilmistir. Ayrica mitokondri nakli
icin en uygun hiicre kaynagimin MKH oldugu iddia edilmistir (112). Diger bazi
caligmalarda ise sadece kok hiicrelerin degil farkli hiicre tiirlerinin de mitokondri
transferi yapma kabiliyetine sahip oldugu gosterilmistir. Ornegin serebral iskemi

sonrasi astrositlerden néronlara dogru mitokondri transferi yapilabilmektedir (113).
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Transfer edilen bu mitokondriler hiicre igerisine girerek etkinlik gdstermektedir.
Ayrica bundan farkli olarak nakledilen mitokondrilerin yikilarak yeniden iiretilmesi
de miimkiindiir (114). Fizyolojik siire¢lerde gergeklestirilen dogal mitokondri
transferinin bir¢ok potansiyel faydasi bulunmaktadir. Bunlar dikkate alindiginda
transfer siirecinin yapay olarak gergeklestirilmesi (mitokondri nakli) sayesinde etkin
bir tedavi protokolii olusturulabilecegi diisiincesiyle yapilan aragtirmalarin sayist giin

gectikce artmaktadir.

1. Hiicreler arasinda dogal mitokondri transferi mekanizmalari: Hiicreler
arasinda dogal mitokondri transferi yapilabilmesi icin Oncelikle bir iletisim ag1
kurulmaktadir. Bu iletisim agi, nanotiibiiler yapilardan olusan tiinellerle veya
mikrovezikiiller icerisinde hiicresel materyallerin sekrete edilmesiyle olusturulur.
Mitokondri transferi i¢in tlinel nanotiiplerinin kullanildigi, 2004 yilinda Rustom ve
arkadaglar1 tarafindan sigan feokromasitoma hiicrelerinde tespit edilmistir (115).
Tiinel nanotiipleri hiicre membraninin disar1 dogru uzamasi ve diger hiicreden
uzanan yapiyla birlesmesi sonucu olusur. Boylece hiicreler arasi koprii kurulur. Bu
yap1 icerisinde esasen F-aktin ve bir tasima proteini olan MIRO1 (“mitochondrial
Rho-GTPase 1”) gibi molekiillerden olusan bir iskelet vardir. Bu iskelet, koprii
boyunca mitokondri ve diger bazi hiicresel paketlerin tasinmasini kolaylastirir (116).

Tiinel nanotiipleri araciligiyla mitokondrilerin ve diger hiicresel materyallerin
transportunu neyin sagladigi heniiz anlasilamamistir. Bu siirecin nasil basladiginin
tespit edilmesi son derece 6nemlidir. Yapilan bir ¢alismada nanotiibiiler yapilarin
biiylimesinin S100A4 (“S100 Calcium Binding Protein A4”) isimli bir protein ve
onun RAGE (“Receptor for advanced glycation endproducts”) isimli reseptorii
tarafindan yonlendirildigi bulunmugstur. Bu calismada hasarli hipokampal ndron ve
astrositlerde p53 aktivasyonu sonucu tiinel nanotiipleri olustugu bildirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore hasarli hiicrelerin saglikli olanlara hiicresel materyal transferi
yaptig1 ve islemlerin tehlike sinyallerine bagli olarak yiiriitiildiigii rapor edilmistir.
Ancak mitokodri transferinin bu siiregte yer aldigi ile ilgili bir bulgu elde
edilememistir (117). Baska bir ¢alismada ise MKH’ den solunum yetersizligi olan
kanser hiicrelerine mitokondri transfer edildigi gosterilmistir. Fakat bu ¢alismada da

iletimin tek yonlii mii yoksa ¢ift yonlii mii oldugu ve kanser hiicrelerinden de MKH’
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ye dogru bir materyal tasinip tasinmadigi belirlenememistir (118). Bir diger
calismada insan endotelyal progenitor hiicrelerinden neonatal farklilasmamis
kardiyomiyositlere dogru nanotiipler araciligiyla yogun bir sekilde mitokondri
tasindig1 gosterilmistir (119). Tim bunlara ragmen transfer siireci tam olarak
anlasilamamistir. Ornegin hangi tiir hiicrelerin nanotiipler gelistirerek transport
yapabildigi, transportun yonii, mitokondri transferi i¢in gerekli olan kosullar, MKH’
nin neden diger hiicrelere gore daha ¢ok nanotiibiiler yap1 olusturabildigi gibi dnemli
sorular heniiz cevaplanamamustir.

Hiicrelerden salgilanan ekstraselliiler vezikiiller de hiicresel materyallerin
diger hiicrelere tasinmasinda rol oynar. Ekstraselliiker vezikiiller lipid ¢ift tabaka ile
cevrili sferoid sekilli yapilardir. Bu yapilar protein, karbonhidrat, lipit, metabolit,
riboniikleik asit (RNA) ve mitokondriyal DNA (mtDNA) gibi materyalleri
tastyabilirler  (120). Vezikiiller Dbiyiiklik ve {iretim Ozelliklerine  gore
smiflandirilirlar. Bu siniflandirma kiigiikten biiytige dogru eksozom (30-100 nm),
mikrovezikiil (100nm-1 um) ve apoptotik cisim (1-2 um) olarak yapilmaktadir.
Apoptotik cisimler iizerinde yapilan calisma sayist azdir. Ciinkii fagositlerce hizla
yikilmaktadir (121). Eksozom ve mikrovezikiiller hakkinda ise ¢esitli arastirmalar
yapilmis ve bu yapilarin trombositler, endotel hiicreleri, meme kanser hiicreleri gibi
cesitli hiicrelerden salgilandigi gosterilmistir (122). mtDNA, haberci RNA (mRNA)
ve mikro RNA (miRNA) gibi hiicresel materyaller eksozomlar igerisinde hedef
hiicrelere tasmabilmektedir. Ancak bu yolla mitokondri tasima mekanizmalar1 ve

hedef hiicreler {izerine etkileri tam olarak ortaya konulamamastir.

2. Viicutta fizyolojik siireclerde mitokondri tranferi: Son yillarda cesitli
hastaliklarin tedavisinde hiicreyi temel alan arasgtirmalarda yeni ve umut verici
yaklasimlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu kapsamda kok hiicre nakli ile ilgili birgok
calisma yapilmaktadir. Ancak kok hiicre nakli ile ilgili tiimorogenez ve etik kaygilar
gibi ciddi sorunlar bulunmaktadir (123). Kok hiicre naklinin tedavi edici
ozelliklerinden birinin, verilen kok hiicrelerin hasarli hiicrelere fonksiyonel
mitokondri nakletmesi oldugu ifade edilmektedir (9). Kok hiicreler mitokondri
naklini muhtemelen ekstraselliiler vezikiiller araciligiyla gergeklestirmektedir.

Yapilan bir aragtirma sonucu insan ve fare MKH’ lerinden izole edilen eksozomlarin
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hipoksik pulmoner hipertansiyon modelinde tedavi edici etkisi oldugu gosterilmistir.
Ayrica bu eksozomlarin hiicre disina sekrete edildigi, makrofajlarla birlestigi ve
onlarin oksijen tiiketimini artirdigi da gosterilmistir. Bu yolla makrofajlarin koruyucu
etkinligini artirabilmektedir (124).

Bazi hiicreler, 6zellikle MKH’ ler, mitokondrilerin yeniden programlanmasi
amaciyla da kullanilabilirler. Hiicrelerin bu etkilerini mitokondri transferi yoluyla
hasarli mitokondrilere saglam mMtDNA naklederek gergeklestirdigi diistiniilmektedir.
Bu sayede mitokondriyal membran biitiinliigline ve ATP iiretimine katkida
bulunabilmektedir. Mitokondriler koruyucu etkilerini géstermek igin reseptor ya da
eslesmis proteinlere ihtiyag duymazlar (125). Oysa sitokin, miRNA, transkripsiyon
faktorleri gibi diger mekanizmalar ise hiicre biiylimesi, farklilasmasi gibi hiicresel
stiregleri uyarmak igin Ozgiin sinyal yollarimi1 kullanmak zorundadirlar. Eksojen
mitokondriler hedef hiicre igerisine girdikten sonra solunum yapmaya baslar ve diger
mitokondrilerle fiizyon yapar. Bu nedenle mitokondrilerin biitinlik ve
fonksiyonelliginin korunmasi gerekmektedir. Nanotiipler ya da mikrovezikiiller
araciligiyla mitokondri tasinmasi bu koruma gorevinin yerine getirilmesi agisindan
¢ok onemlidir.

Mitokondri transferi islemi 6zellikle sinir sisteminde onemli mekanizmalara
aracilik etmektedir. Ornegin bu yolla hem saglikli mitokondriler hasarli néronlara
ulastirilabilmekte hem de islevsiz  mitokondrilerin  yikilmasina  olanak
saglanmaktadir. Bu iglem sayesinde yalniz hasarli hiicre kurtarilmakla kalmaz, ayni
zamanda islevsiz mitokondriler diger hiicrelere gonderilerek geridoniisiime tabi
tutulurlar. Bu isleme transmitofaji adi verilir. Transmitofaji sirasinda igerisinde
islevsiz mitokondrilerin de bulundugu hiicresel materyal sinir hiicrelerinden disar1
atilir. Bu materyal astrositler tarafindan alinarak geri doniistiiriiliir. Transmitofaji
isleminin ne amagla yapildigi tam olarak bilinmemektedir. Ancak bu siireci fokal
akson hasarinin baglattigi ve hasarli mitokondrilerin néron goévdesine geri
tasinmasinin - enerji  kaybmma neden olacagi igin Ozellesmis astrositlerce bu
mitokondrilerin temizlendigi diisiiniilmektedir (114). Astrositler néronlarin tamir ve
korunmasindan sorumludur. Bu gorevlerini hiicre disi mikrovezikiiller igerisinde
mitokondri transferi yapmak gibi bazi mekanizmalar iizerinden yaparlar. Bu

vezikiiller i¢erisinde ayn1 zamanda VEGF, fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2) gibi
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bazi faktorler de bulunur. Mitokondri ve biiyime faktorleri inme veya noron hasari
sonrasit dokunun tamir edilmesi son derecede onemlidir (113). Sinir siteminde
transmitofaji ve noronlar arasinda mikrovezikiiller araciligiyla mitokondri transferi
olgularini anlamak yeni tedavi yaklasimlar1 gelistirmede 6nemli olabilir. Clinkii bu
sayede Ozellikle dejeneratif hastaliklarda hasarli ndronlarin homeostatik dengesinin
saglanmast ve normal fonksiyonlarmma dondiiriilmesi icin gerekli miidahaleler
yapilabilir.

Mitokondri transferinin kullanildigi baska durumlar da vardir. Ornegin
hiicreler, hasara ugramis veya asirt ROT fireterek hiicreye zarar veren mitokondrileri
uzaklagtirma egilimi gosterirler. Bu siirec hasarli mitokondrilerin vezikiiller
icerisinde yikilip egzositozla hiicre disarisina atildigi mitoptozis veya selektif
eliminasyon yoluyla gergeklestirilir. Ayrica aktive trombositlerden de serbest olarak
ya da kapsiile edilmis halde mitokondri salgilanmaktadir. Trombositlerden salgilanan
bu mitokondriler inflamatuar yanit olusumuna aracilik etmektedir (126). Bu islemler
sirasinda meydana gelen olaylarin net olarak ortaya konmasi mitokondriyal veya
inflamatuar hastaliklarin tedavi edilmesinde 6nemli rol oynayabilir.

Mitokondrilerin membranla kapli olarak veya tek basma hiicre digarisinda
salgilanabildiginin gosterilmesi igin ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Bunlardan birinde
anti-Fas antikoru enjeksiyonu yapilarak hiicre 6liimii uyarilmistir. Bu uygulama
sayesinde hiicre disarisina ¢iplak mitokondri atildigi gosterilmistir (127). Hiicre
disarisinda mitokondriyal igerigin bulunabildiginin bir bagka kaniti ise sepsis
tablosununda goriilen antikardiyolipindir. Bir anti-mitokondri antikoru olan
antikardiyolipinin bulunmasi sepsis tablosunun daha kotii seyretmesine sebep olur
(128).

2.3.2. Mitokondri Nakli Calismalar:

Mitokondri hiicresel enerji iretiminin merkezi ve bir¢ok homeostatik
mekanizmanin 6nemli bir bilesenidir. Dogal yollarla hiicreler arasi mitokondri
aligverisi sayesinde bozulan homeostatik dengeler yeniden diizenlenerek hiicre
hasarlar1 engellenebilmektedir. Buna paralel olarak mitokondri naklini yapay
yollardan uygulamak ve boylece hiicresel tamir mekanizmalarini harekete gegirmek

amaciyla arastirmalar yapilmaktadir (10,110). Mitokondri nakli sayesinde ROT
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tiretimi azaltilabilir, saglikli bir mtDNA havuzu olusturulabilir ve enerji liretimi
artirtlabilir.  Fonksiyonel olmayan endojen mitokondrilerin saglikli  eksojen
mitokondrilerle degistirilmesinin umut verici sonuglar1 bulunmaktadir.

Mitokondri nakli ilk olarak 1982 yilinda Clark ve Shay tarafindan
koinkiibasyon yontemiyle yapilmistir. Bu ¢alismada oncelikle kloramfenikol (CAP)
ve efrapeptin (EF) antibiyoktikleri kullanilarak hiicre 6liimii uyarilmistir. Bu ilaglar
mitokondri protein sentezini ve ATPaz aktivitesini engelleyerek hiicre Oliimiine
neden olmaktadir. Bu sekilde hasar olusturulan hiicrelere CAP antibiyotigine direg¢li
olan hiicrelerden alinan mitokondriler basit koinkiibasyon teknigi ile nakledilmistir.
Nakledilen mitokondrilerin alict hiicrelerde antibiyotik direnci gelistirdigi ve
hiicrelerin canliigimmi artirdigi rapor edilmistir. Antibiyotik direncinin, nakledilen
mitokondrilerin ilgili mtDNA’ ya sahip olmas1 sayesinde gelistigi bildirilmistir. Yine
ayni c¢alismada ksenojenik mitokondri nakli yoluyla (farelerden alinan
mitokondrilerin insan hiicrelerine nakli) antibiyotik direnci olusturulamadig: ve farkli
tiireler arasinda mitokondri naklinin kisitli oldugu ifade edilmistir. Ayrica bazi hiicre
tirlerinin diger hiicrelere gore mitokondri alma kapasitesinin daha fazla oldugu rapor
edilmistir. Koinkiibasyon metoduyla ayni anda ¢ok fazla sayida hiicreye mitokondri
nakli yapilabildigi sonucuna da varilmistir (108). Ilerleyen zamanlarda eksojen
mitokondrilerin hedef hiicre igerisine direkt olarak enjekte edildigi ya da diger bazi
invazif araglarla mitokondri nakil prosediirlerin uygulandigi yeni metotlar
gelistirilmistir (129,130). Ancak bu yontemlerde nakil yapilabilecek hiicre sayisinin
kisitlt olmasi, alici hiicrelerin hasarlanma ihtimali ve teknik zorluklar gibi giigliikler
olmasi nedeniyle koinkiibasyon teknigi daha etkin olarak degerlendirilmistir.

Ilerleyen yillarda mitokondri naklinin in vivo olarak uygulandigi yontemler
tizerinde de ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda direkt dokuya enjeksiyon ve
sistemik dolasim ftizerinden hasarli dokuya mitokondri ulastirilmistir. Dokuya
enjeksiyon yoluyla mitokondri nakli yapilan ¢alismalarda McCully ve arkadaslarinin
yaptig1 calisma Oncii olmustur. Tavsanlar iizerinde yapilan bu calismada iskemik
doku hasarinda mitokondri naklinin etkileri arastirilmistir. Calismada sol 6n inen
koroner arter kan akimi kesilerek kalpte iskemik hasar olusturulmustur. Ardindan
iskemik dokuya direkt enjeksiyon yoluyla izole mitokondriler nakledilmistir. Elde

edilen sonuglara gore iskemik alanlar azalmis ve doku fonksiyonlarinda diizelme
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saglanmistir. Bu ¢alismada mitokondri izolasyonu icin kaynak olarak saglikli tavsan
kalp dokusu kullanilmistir (109). Bu konudaki énemli ¢alismalardan biri de Lin ve
arkadaslarinin karaciger iskemi/reperfiizyon hasari modelinde yaptigi g¢alismadir
(110). Farkli bir calismada ise serebral inme modelinde mitokondri nakli
uygulanmigtir. Huang ve arkadaslarmmin bu g¢alismasinda mitokondri nakli hem
dokuya direkt enjeksiyon yoluyla hem de intravendz olarak yapilmistir. Sonug olarak
dokuya direkt enjeksiyon yonteminin daha basarili oldugu rapor edilmistir (11).

Ik uygulandig1 zamandan giiniimiize kadar mitokondri nakli ile ilgili bircok
calisma yapilmis ve uygulanmasma yonelik iki ana egilim ortaya g¢ikmistir.
Bunlardan birisi koinkiibasyon teknigi (108), digeri ise in vivo yaklasimdir (109).
Tiim bu calismalar mitokondri nakli hakkinda yol gdsterici olmus ve Onemli
sorunlar giindeme getirmistir. izolasyon prosediirlerinin mitokondrilerin biitiinliik ve
fonksiyonlarini nasil etkiledigi, izolasyon sonrasinda elde edilen mitokondrilerin saf
haliyle degil, iliskili oldugu diger organellere ait yapilarla karismis halde bulunmasi
(131) ve donoér mitokondri genetik yapisinin mitokondrinin alict hiicrelerdeki
etkilerini nasil degistirdigi gibi 6nemli sorunlar bunlardan bazilaridir.

Biz de ¢alismamizda mitokondriyal hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek
yeni bir metot olusturma cabalarma destek olmayr amagladik. Ayni zamanda
yaptigimiz c¢alismayla bu yeni arastirma alanindaki bilgi havuzuna katkida
bulunmay1 hedefledik. Bu amagcla karaciger hasarma neden olan en yaygin
etkenlerden biri olan APAP toksisitesinde mitokondri naklinin etkilerini arastirdik.
Calismamizda toksik dozda APAP uygulamasi yaparak karaciger hasari
olusturdugumuz deney hayvanlarina mitokondri nakli yaptik. Ardindan histolojik ve
biyokimyasal analizlerle mitokondri nakli metodunun etkinligini degerlendirdik.
Calismamiz karaciger ilag toksisitesinde mitokondri naklinin etkinliginin arastirildigi

ilk ¢alisma olma ozelligine sahiptir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calismada 4-6 aylik, 250-350 gram agirliginda 42 adet “Sprague-Dawley”
cinsi erkek sigan kullanildi. Saglik Bilimleri Universitesi (SBU) Giilhane Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun 26.02.2019 tarih ve 19/06 karar no’ lu etik kurulu
onayr alindiktan sonra calismaya baslandi. Hayvanlar, SBU Giilhane Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’ nden temin edilerek ¢alisma siiresince
SBU Giilhane Fizyoloji Laboratuvarinda 25 °C oda sicakliginda ve 12 saatlik
karanlik/aydinlik periyodu altinda plastik kafeslerde barindirildi. Ticari yem ve
musluk suyu ile kendi baglarina serbestce beslenmesine olanak saglanan deneklere
calisgma Oncesinde herhangi bir sivi ve diyet kisitlamasi uygulanmadi. Deneysel
calisma sirasinda Avrupa Konseyi’nin 6nerdigi standartlara (“European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific
Purposes”) (ETS 123) uyuldu.

3.2. DENEY GRUPLARI

Sicanlar basit rastgele drnekleme ile toplam 6 gruba ayrildi. Gruplar agagida
listelenmistir:
Sham Grubu (n=6): Deney hayvanlarinin higbir ilag, anestezik madde ve cerrahi
islem uygulanmadan kendi haline birakildig1 gruptur.
APAP Grubu (n=8): Deney hayvanlarina oral gavaj yoluyla ve tek doz olarak 1g/kg
APAP uygulandiktan sonra kafeslerinde kendi haline birakilarak 48 saat boyunca
izlenen gruptur.
Kontrol 1 (Distile Su+Cerrahi islem) Grubu (n=6): APAP grubu ile ayn1 hacimde
ancak APAP icermeyen distile su oral gavaj yoluyla verilmistir. Ardindan ratlarin
batinlart agildiktan sonra dalaga enjektor batirilip gikarilarak 48 saat boyunca izlenen
gruptur.
APAP+Mitokondri Grubu (n=8): Deney hayvanlarina oral gavaj yoluyla ve tek
doz olarak 1g/kg APAP uygulandiktan sonra dalaklarinin subkapsiiler bolgesine izole

edilmis olan mitokondriler enjekte edilerek 48 saat boyunca izlenen gruptur.
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Kontrol 2 (APAP+Respirasyon Tamponu) Grubu (n=6): Deney hayvanlarina oral
gavaj yoluyla ve tek doz olarak 1g/kg APAP uygulandiktan sonra dalaklarinin
subkapsiiler bolgesine mitokondri igermeyen tampon sivisi (100 ul) enjekte edilerek
48 saat boyunca izlenen gruptur.

APAP+NAC Grubu (n=8): Deney hayvanlarina oral gavaj yoluyla ve tek doz
olarak 1g/kg APAP uygulandiktan sonra tedavi olarak 300 mg/kg dozunda NAC

intraperitoneal yoldan uygulanip 48 saat boyunca izlenen gruptur.

3.3. CERRAHI PROSEDUR

Calismanin ilk asamasinda karaciger hasari olusturmak tiizere APAP
(Parasetamol Toz-Galenik Ecza ve Kimyevi Maddeler Deposu-izmir) uygulamas:
yapildi. Sham grubu ve Kontrol 1 grubu hari¢ diger tim deney hayvanlarina tek doz
olarak 1g/kg APAP verildi. APAP, hassas terazide (Scaltec-SBC21) tartildiktan
sonra 50 °C’ ye 1sitilmis distile su igerisinde (5cc/kg) c¢oziilerek hazirlandi. Isis1 25
°C’ ye distriildiikten oral gavaj yoluyla deney hayvanlarina verildi (132,133). APAP
uygulamasindan 1 saat sonra deney tedavilerine baslandi (134).

Ik 6nce mitokondri nakli yapilacak gruplar icin mitokondri izolasyonu
yapild1. Izolasyon i¢in mitokondri kaynag: olarak iyi bir segenek olan mezenkimal
kok hiicreler kullanildi (115). Enjekte edilecek mitokondriler ticari olarak satilan
sican mezenkimal kok hiicrelerinin temel hiicre kiiltiirlii prensiplerine gore yeterli
sayida Ttretilmesi ile elde edilen hiicrelerden saglandi. Bu hiicrelerden ticari
mitokondri izolasyon kiti kullanilarak, kit protokoliine gore mitokondri izolasyonu
yapildi. Bu asamada izole edilen mitokondrilerin canli ve fonksiyonel oldugunun
gosterilmesi i¢in ¢esitli analizler yapildi. Mitokondri naklinin basariya ulasmasi igin
mitokondrilerin saglikli olmasi gereklidir. izolasyon ve transfer siireglerinde
mitokondriler hiicre korumasi olmaksizin ekstraselliiler alan ile temas halindedir.
Mitokondriler hiicre disinda bulundugu siire boyunca sicaklik degisimi, icinde
bulundugu sivi ortamin farkli olmasi gibi gesitli stres kaynaklarima maruz kalirlar.
Bunlar mitokondrilerin yapisal biitiinliigiinii, fonksiyonlarin1 ve hedef hiicrelere
ulastiktan sonraki potansiyel etkilerini 6nemli 6l¢iide degistirebilecek etkenlerdir
(135). Mitokondrilerin yapisal biitiinliigiiniin ve fonksiyonlarmin korunmasinda

mitokondriyal membranlarin intakt olmas1 son derece dnemlidir. Dig membrani hasar
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gormiis olan mitokondrilerin hiicre igerisine girisi inhibe olurken, i¢ membrani
hasarli olan mitokondrilerde ATP {iretimi bozulur ve fonksiyon bozuklugu gelisir
(106,136). Bu nedenle ¢alismamizda mitokondriyal membran biitiinliigii tespiti igin
“MitoTracker® Red CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)”
probu kullanilarak boyamalar yapildi. Ayrica izole edilen mitokondrilerin
fonksiyonel olup olmadiginin degerlendirilmesi i¢in ATP diizeyi ticari ATPaz 6l¢iim
kiti (ATPlite Luminescence Assay System, 300 Assay Kit, Perkin Elmer-USA)
kullanilarak belirlendi. Ardindan deney hayvanlari intramiiskiiler (i.m.) ketamin (90
mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) kombinasyonu ile genel anestezi altina alindu.
Anestezi derinligi ve agri duyular ayak parmaklari pens ile sikistirilarak kontrol
edildi. Anestezi altindaki deney hayvanlar1 sirt {istii yatirilarak batin bolgesi tras
edildi ve sterilizasyon saglanmasi i¢in batikon ile temizlendi. Bu asamadan sonra
islemlerin steril kosullar altinda yapilmasi saglandi. Cilt ve karin duvari bistiiri
yardimi ile 2-3 ¢cm uzunlugunda Kesildi. Karin duvar agildiktan sonra dalak goriiniir
hale getirildi ve ardindan mitokondri nakil islemi gergeklestirildi. Mitokondri nakli
Lin ve arkadaglarmin tarif ettigi yonteme gore yapildi (110). Bu yontemde
mitokondrilerin karacigere splenik ven araciligiryla ulasmasi hedeflenmektedir. Bu
nedenle mitokondriler mikro enjektoér kullanilarak dalagin subkapsiiler bolgesine
enjekte edildi. Mitokondri enjeksiyonu 100 pl. respirasyon tampon sivisi
(mitokondrilerin igerisinde bekletildigi sivi medyum) igerisinde 7,7x10° (il,leOG)
mitokondri/deney hayvani dozunda olacak sekilde yapildi. Enjenksiyon sonrasi
deney hayvanlarinin batinlart ipek iplik ile siitiire edilerek kapatildi. Batikonla iyice
yikanarak temizlendi ve kafese alinarak yan yatar pozisyonda birakildi (Resim 3.1).
Kontrol 2 grubuna tedavi olarak mitokondri icermeyen tampon sivisi verildi.
Tampon sivisinin hacmi ve uygulamanin geri kalan kismi ayni APAP+Mitokondri
grubunda oldugu gibi yapildi. APAP+NAC grubuna ise tedavi olarak toplamda
300mg/kg dozunda NAC (Merck-Darmstadt/Germany) 3cc distile su igerisinde
¢oziilerek hazirland: ve intraperitoneal yoldan verildi (79). NAC uygulamasi 1. saatte
200 mg/kg ve 4. saatte 100 mg/kg olmak {izere 2 doz olarak uygulandi. Boylece
APAP toksisitesinin klinik tedavisi kismen taklit edildi. Kontrol 1 grubundaki
hayvanlara herhangi bir ilag veya tedavi uygulamasi yapilmadi. Bu gruptaki deney

hayvanlarina APAP icermeyen distile su oral olarak verildi ve ardindan dalaginin
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subkapsiiler bolgesine mikro enjektor batirilip ¢ikarilarak cerrahi prosediir taklit
edildi. Sham grubundaki hayvanlara ise higbir uygulama yapilmadan laboratuvar

kosullarinda deney sonuna kadar bekletildi (Resim 3.1).

a. Oral gavaj uygulamasi b. Anestezi altindaki siganin batin bolgesinin
trag edilmesi ve batikonla temizlenmesi

¢. Siganin batin bolgesinin agilmasi d. Dalagimn goriiniir hale getirilmesi

e. Dalaga enjeksiyon yoluyla mitokondri verilmesi f. Siganin batininin siitiire edilerek kapatilmasi

Resim 3.1: Deney siireci ve mitokondri nakli
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Tim bu igslemlerden sonra biitiin deney hayvanlar1 48 saat boyunca kendi
hallerine birakilarak izlendi. 48 saat sonunda tiim deney hayvanlar1 ketamin/ksilazin
ile yapilmis genel anestezi altinda kalplerinden kan alinarak sakrifiye edildi.
Ardindan karaciger doku oOrnekleri alindi. Sakrifiye edilen deney hayvanlarinin
karaciger ve kan dokular1 biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler igin saklandi.
Histopatolojik analizler i¢in alinan doku ornekleri %10’ luk formaldehit icinde,
biyokimyasal analizler i¢in alinan doku ve kan 6rnekleri ise ependorf tiiplerde sivi
nitrojende sok dondurma yapilarak -80 °C derin dondurucuda analizlerin yapilacag
tarihe kadar saklandi. Alinan karaciger dokusu oOrneklerinde hematoksilen eozin
boyamasinin yaninda MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH oksidatif stres dl¢iimleri, kan
orneklerinde ise AST, ALT, laktat dehidrogenaz (LDH) ve alkalen fosfataz (ALP)

Olglimleri yapilarak analizler gergeklestirildi (Resim 3.2).

¢. Karacigerin dokusu érneklerinin toplanmasi

Resim 3.2: Deneyin sonlandirilmasi ve doku 6rneklerinin toplanmast
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3.4. MEZENKIMAL KOK HUCRE KULTURU

Mitokondri kaynagi olarak kullanilacak hiicreler ticari olarak satin alinan
sigan mezenkimal kok hiicre hattindan (Milipore-Rat Mesenchyml Stem Cells
SCRO027) temel hiicre kiltlirii prensiplerine gore Fizyoloji AD. Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvar1 ve SBU Giilhane Saglik Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Arastirma
Merkezinde dretildi. T75 kiiltiir flasklarina 1 milyon hiicre ekilerek c¢ogalmasi
beklendi. Konfluens %70-80 seviyelerine ulasana kadar bu flasklar takip edildi. Bu
stire igerisinde 2 glinde bir medyumlar1 degistirildi. Bu seviyede flasklardaki hiicre
sayist 5-6 milyon olacak sekilde hiicreler elde edildi. Deney hayvani basina yaklagik

20 milyon hiicre tretildi.

3.5. MITOKONDRI iZOLASYONU

Mitokondri izolasyon islemi ticari mitokondri izolasyon kiti (Mitochondria
Isolation Kit for Cultured Cells-Thermo Scientific-USA) kullanilarak kit protokoliine
gore yapildi. Islem basamaklar1 asagida yazildig: sekilde uygulandi:
1. Hiicre kiiltiirtinden elde edilen hiicrelere 800 pl “Reagent A” eklendi ve buz
kabinda 2 dakika inkiibe edildi.
2. Sonra 10 ul “Reagent B” eklendi ve buz kabinda 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi boyunca her 1 dakikada bir kez vorteksle (Heidolph-MR Hei-
Standard) karistirildi.
3. Daha sonra 800 pul “Reagent C” eklendi ve 4 °C’ de 700xg hizda 10 dakika
santrifiij (Hermle-Z323K) islemi yapildi. Siipernatanti alinip 500 pl “Reagent C” ile
pellet yikandi.
4. Ardindan 5 dakika boyunca 4 °C’ de 12000xg hizinda santrifiij islemi yapildi ve
slipernatant yeni tiipe alindi.
5. Altta kalan pellet {izerine 100 pl respirasyon tamponu konularak mitokondri

1zolasyon prosediirii tamamlandi.

3.6. MITOKONDRI MEMBRAN BUTUNLUGU ANALIZI

Mitokondri membran potansiyeli immiinofloresan yontemle “MitoTracker®
Red CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)” probu kullanilarak
yapildu.
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3.6.1. Mezenkimal Kok Hiicre ici “Mitotracker Red CMXROS” ile
Mitokondri Boyamasi ve Konfokal Mikroskop Analizi
1. DMEM i¢inde bulunan mezenkimal kok hiicreler 3000 rpm hizda 5 dakika
boyunca santrifiij edildi ve {istte kalan s1v1 atild1.
2. Altta kalan hiicre pelletine 2 ml PBS ilave edilerek 3000 rpm’ de 5 dakika
boyunca santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandi.
3. Altta kalan pellete 1,5 ml PBS eklendi ve ardindan vortekslendi.
4. 10 pl hiicre silispansiyonu ile onceden 37 °C’ ye 1sitilmig 10 pl (100 nM)
“MitoTracker® Red CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)”
boyama soliisyonu karistirildi. Lam {izerine yayilarak 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi.
5. Ardindan hiicreler %4 paraformaldehit icerisinde 10 dakika bekletilerek fikse
edildi.
6. Hazirlanan numuneler lazer taramali konfokal mikroskop cihazi (Leica-SP8) ile

goriintlilendi.

3.6.2. lzole Edilmis Mitokondrilerin “Mitotracker Red CMXROS” ile
Boyanmasi1 ve Konfokal Mikroskop Analizi
1. Respirasyon tamponu igerisinde bulunan izole edilmis mitokondrilerden 10 pl
alinarak lam tizerine yayildi.
2. Uzerine 6nceden 37 °C’ ye isitilmis 10 pl (100 nM) “MitoTracker® Red
CMXROS Mitochondrion-Selective (Invitrogen Ltd.-UK)” boyama soliisyonu
eklendi ve 10 dakika inkiibe edildi.
3. Elde edilen numuneler hizla lazer taramali konfokal mikroskop cihazi ile

goriintlilendi.

3.7. 1ZOLE MITOKONDRILERIN HEDEF HUCRELERE

DAGILIMININ GOSTERILMESI

APAP+Mitokondri grubundan 2 sigana izole edilen mitokondrilerin hedef
hiicrelere dagilimini gostermek i¢in “MitoTracker® Red CMXROS Mitochondrion-
Selective (Invitrogen Ltd.-UK)” ve DAPI (“4,6-diamidine-2’-phenylindole”)
(Zytovision) boyamasi yapildi:



30

1. Izole mitokondriler sigana enjekte edilmeden o6nce 100 ul (200nM)
“MitoTracker® Red” ile 10 dakika inkiibe edilerek boyandi.

2. Boyanmis olan mitokondriler sicana enjekte edildi.

3. Ardindan deney siiresi sonunda karaciger dokular1 alinarak kriyotomda (Thermo-
Shandon) 5 mikronluk kesitler halinde lama alindi.

4. Alinan kesitler %4’ liik paraformaldehit soliisyonunda 10 dakika fikse edildi.

5. Numuneler paraformaldehit soliisyonundan ¢ikarildiktan sonra 2 kez PBS ile
yikandi.

6. Uzerine 15 pl kullanima hazir DAPI boyas1 eklenerek 5 dakika daha beklendi ve

lazer taramali konfokal mikroskop cihazi ile goriintiiler alindi.

3.8. MITOKONDRI ATP OLCUM ANALIZI

Izole edilmis mitokondrinin metabolik aktivitesini belirlemek i¢in ATP 6l¢iim
analizi yapildi. Bu 6l¢tim ticari kit (ATPlite Luminescence Assay System, 300 Assay
Kit, Perkin Elmer-USA) kullanilarak yapildi. Islem basamaklar1 asagida yazildig
sekilde uygulandt:
1. Kit igerisinde bulunan toz haldeki ATP stok soliisyonu distile su ile hazirlandu.
2. Izole edilmis mitokondrilerden 10 ul alinarak 96 kuyucuklu mikroplaka icerisine
yiiklendi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl hiicre lizis Soliisyonu eklendi. 5 dakika
boyunca 37 °C ’de ve 125 rpm hizda karistirildi. Bu asama ATP’ nin sabitlenmesi
amactyla yapildu.
3. Daha sonra mikroplaka kuyucuklarmma 50 pl substrat soliisyonu eklendi ve 5
dakika boyunca 37 °C’de ve 125 rpm hizda karistirildi.
4. Hazirlanan numunelere ait dlgiimler Spektrofotometre cihazi (Molecular Devices-

Filter Max F5) ile yapildi.

3.9. HISTOLOJIK ANALIZLER

Histolojik analizlerin yapilmas: i¢in oncelikle doku takibi iglemi yapildi.
Bunun i¢in siganlardan alinan karaciger dokular1 doku takip cihazinda (Leica-ASP
300) doku takibine alindi. Bu islemde cihaz igerisinde bulunan ornekler sirayla
formalin, alkol, ksilen ve parafinden geg¢irildi. Takip sonrasi 6rnekler doku bloklama
cihazinda (Sakura-Tissue TEK) parafin bloklar haline getirildi. Parafin bloklardan
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mikrotom cihazinda (Leica-RM 2255) 4-5 mikron kalinhiginda kesitler alinarak
adhezivli lamlara konuldu. Lam iizerine alinan dokular deparafinizasyon igin 70 °C’
lik etiivde (Incucel-MMM Medcenter) 30 dk tutuldu. Boyama islemine hazir hale
getirilen kesitlere, lam boyama cihazinda (Sakura-Tissue TEK) hematoksilen-eosin
boyamasi yapildi. Boyanan Ornekler 1sik mikrokopunda (Olympus-BX 51)
goriintiilendi.

Degerlendirme asamasinda histopatolojik olarak; sentrilobiiler hepatosit
nekrozu, sentrilobiiler balonlagma dejenerasyonu ve inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun varlig1 degerlendirildi. Histopatolojik degisiklikler hafif (1), orta
(2), belirgin (3) ya da yok (0) olarak ifade edildi (1; sentrilobiiler alanda,
hepatositlerin % 10’undan azi, 2; sentrilobiiler alanda, hepatositlerin % 10-50 kadari,

3; sentrilobiiler alanda, hepatositlerin %50’ den daha fazlas1) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Histopatolojik skorlama tablosu

Nekroz Dejenerasyon Inflamasyon
0 Yok Yok Yok
1 Hafif Hafif Hafif
2 Orta Orta Orta
3 Belirgin Belirgin Belirgin
0: hasar yok

1: sentrilobiiler alanda, hepatositlerin % 10’undan azi
2: sentrilobiiler alanda, hepatositlerin % 10-50 kadar

3: sentrilobiiler alanda, hepatositlerin %50’ den daha fazlasi

3.10. BIYOKIMYASAL ANALIiZLER
Siganlardan alinan kanlarin serumlarinda AST, ALT, LDH ve ALP olgiimleri
ve karaciger dokusunda MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH oksidatif stres analizleri ve

doku protein 6lgtimleri yapildi.

3.10.1. Kan Orneklerine Ait Ol¢iimler
Kan o6rneklerine ait AST, ALT, LDH ve ALP o&lgiimleri rutin biyokimya
cihaz1 (Beckman Coulter-Autoanalyzer AU 680) kullanilarak yapildi. Bunun ig¢in
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once kan ornekleri santrifiij edilerek (Eppendorf-Centrifuge 5804 R) serumu ayrildi.

Ardindan cihaza konularak 6l¢lim gergeklestirildi.

3.10.2. Karaciger Doku Orneklerine Ait Ol¢iimler

Karaciger doku orneklerinde MDA, SOD, TAS, TOS ve GSH olg¢limleri
yapildi. Bunun i¢in 6ncelikle dokular homojenize edildi. Daha sonra elde edilen
verilerin sayisal olarak ifade edilebilmesi igin bahsedilen olgiimlerin yaninda doku

protein Ol¢timleri yapildi.

1. Dokularin Homojenizasyonu: Homejenizasyon isleminin yapilmasi i¢in
oncelikle dokular -80°C’den g¢ikarilarak 50-100 mg araliginda hassas terazide
(Scaltec-SBC21) tartildi. Daha sonra tartilan dokular numaralandirilmis ependorf
tiiplerin igine konuldu ve 1/9 oraninda uygun tampon (trizma HCL 0,2 mM, pH:7.2)
eklenerek  bilyeli homojenizatorde  (Retsch-MM400) homojenize  edildi.
Homojenatlar 4 °C” de 10000 rcf hizinda 10 dakika boyunca santrifiij edildi (Hermle-
Z323K). Siipernatanlar MDA, SOD, TAS ve TOS analizleri igin parcalara ayrilarak
-80 °C' de derin dondurucuda saklandi.

2. Protein Olciimii: Protein 6l¢iimii Lowry yontemine gore yapildi. Bunun
icin oncelikle A, B, C ve D rektifleri asagida ifade edildigi sekilde hazirlandi:

- A reaktifi: 0,050 gr bakir siilfat (CuSO4) ve 0,1 gr trisodyum sitrat

(NasSitrat) tartildiktan sonra distile su ile 10 ml” ye tamamlanarak hazirlandi.

- B reaktifi: 5 gr sodyum karbonat (Na,CO3) ve 1 gr sodyum hidroksit

(NaOH) tartildiktan sonra distile su ile 250 ml’ ye tamamlanarak hazirlandi.

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

hazirlandu.

- D reaktifi: 25 m folin-ciocalteu reaktifidir.

Reaktiflerin hazirlanmasindan sonra standartlar i¢in 2 mg/ml “bovine serum
albumin” (BSA) soliisyonu hazirlandi. Sonra seri diliisyonla standartlar hazirlandi.
Ardindan numuneler 25 kat sulandirilarak diliie edildi. Mikroplakaya 20 pl hacimde
standartlar ve ardindan 20 pl hacimde numuneler yiiklendi. Uzerlerine 100 pl C

reaktifi eklenerek 10 dakika karanlik ortamda oda isisinda bekletildi. Daha sonra
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tizerine 10 ul D reaktifi eklenerek 25 dakika karanlik ortamda oda 1sisinda bekletildi.
Son olarak absorbanslar spektrofotometrede (Molecular Devices-Filter Max F5) 620

nm’ de okundu.

3. Lipid Peroksidasyonu Diizeyinin Ol¢iimii (Malondialdehit-MDA):
Oksidatif stresin bir gostergesi olan lipid peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi igin
MDA 6l¢iimii yapildi. Bunun amagla %10’ luk triklorasetik asit (TCA) ve %0,37 lik
tiyobarbitiirik asit (TBA) soliisyonlar1 kullanildi. Oncelikle 10 ml’ lik deney
tiiplerinin igerisine 750 pl %10’ luk TCA, 500 pl %0,3” liik TBA konuldu. Daha
sonra tizerine 250 pl siipernatant ilave edilerek 5-7 saniye vortekslendi. 100 °C’ de
15 dakika inkiibatorde bekletildi ve buz ilizerine alinarak sogutuldu. Ardindan 10000
rcf” de 10 dakika santrifiij edilen orneklerden 250 ul alinarak eliza 96° lik
mikroplakaya yiiklendi. Hazirlanan numuneler spektrofotometrede 532 nm’ de
okundu. TBA-MDA kompleksinin ekstinksiyon katsayisindan (1,56x105 cm™M™)
yararlanilarak milimol/gram protein (mmol/g-protein) cinsinden MDA degerleri

hesaplanda.

4. Total Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi (SOD): SOD aktivitesi i¢in ilk
olarak 400 milimol/litre (mmol/L) Na,COs, 0,3 mmol/L ksantin, 150 mikromol/litre
(umol/L) nitro blue tetrazolium kloriir (NBT), 0,6 mmol/L etilendiamin tetraasetik
asit (EDTA) ve 1 gram/litre (g/L) BSA karisimi ile reaktif hazirlandi. Bu reaktif
hazirlandiktan sonra 2 mol (M) amonyum siilfat ((NH4)>SO,), 0,8 mmol/L bakir-I1-
kloriir (CuCl,) ve amonyum siilfat i¢inde 167 tinite/litre (U/L) ksantin oksidaz (XO)
soliisyonlar1 hazirlandi. Cam tiiplerin ig¢ine 25 ul 167 U/L XO, 1425 pl 6l¢lim reaktifi
ve 50 pl siipernatant ilave edildi. Kontrol tiipiine etanol fazi yerine 50 pl distile su
ilave edilerek, 25 °C’ de 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her bir
numuneye 100 pl 0,08 mM/L CuCl, eklenerek reaksiyon durduruldu ve distile suya
gore absorbans sifirlanarak kontrolden itibaren 6rnekler 560 nm’ de okundu. Bulunan

degerler asagidaki formiile konularak SOD aktivitesi hesaplandi:
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[((K-N) /N) x D x 20] / P = U/g-protein
Bu formiilde; K: koriin absorbansi; N: numune absorbansi; D: diliisyon

miktar1; P: slipernatant protein miktarini (g/ml) ifade etmektedir.

5. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Toplam Oksidan Seviyesi
(TOS) Olciimleri: TAS ve TOS olgimleri doku o6rnekleri kullanilarak kit
protokollerine yapild1 (“Total Antioxidant Status, Total Oxidant Status - Rel Assay
Diagnostics-TURKEY). Analizler igin oncelike doku numuneleri, standartlar ve su
kit protokoliinde belirtilen hacimlerde alindiktan sonra iizerlerine belirtilen hacimde
“Reagent 17 eklenerek iyice karistirildi ve 1. absorbanslar okundu. Sonra {izerlerine
“Reagent 2” eklenerek iyice karigtirildi. Oda sicakliginda 10 dakika beklendikten
sonra 2. absorbanslar okundu. Absorbanslar protokolde belirtilen dalga boylarinda
okundu. TAS ve TOS degerleri elde edilen bu 1. ve 2. dl¢timler kullanilarak kitte

belirtilen formiile gore hesaplandi.

6. Glutatyon (GSH) Diizeyinin Ol¢iilmesi: Doku GSH diizeyi tayini icin
oncelikle karaciger dokular1 1/9 oraninda TCA kullanilarak homojenize edildi. Elde
edilen homojenalardan 250 pl alinarak tizerine 1000 pl 0,3 M disodyum fosfat
(NayHPO,) eklendi. Uzerine 125 ul DTNB eklendikten sonra vorteksle karistirildi.
Oda 1s1sinda 10 dakika beklendikten sonra spektrofotometrede 412 nm’ de okundu.

Elde edilen sonuglar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi:

(4,23xabsorbans)/doku agirligi=pumol/gram doku

3.11. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda istatistiksel analizler “IBM SPSS Statistic 23” programi
kullanilarak yapildi. Karsilastirilacak grup sayisi ve her gruptaki sigan sayisina gore
verilerimizin istatistiksel degerlendirmesine parametrik olmayan testler uygun
goriildi. Tim gruplar arasinda “Kruskal Wallis” testi ile istatistiksel analizler
yapildi. Analiz sonucunda gruplar arasinda anlamli bir fark gézlemlendigi takdirde,
bu anlamli farkin hangi gruplardan kaynaklandigini gérmek icin yine “Kruskal-

Wallis” yontemiyle gruplarin ikili karsilastirmalar1 ("Pairwise Comparison™)
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yapilarak incelendi. Sonuglar Medyan+Ortalamanin Standart Hatas1 (Median+=SEM)

olarak ifade edildi. p<0.05 degeri bulunan sonuglar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. IZOLE MITOKONDRIi BUTUNLUK VE FONKSiIYON
ANALIZLERI

4.1.1. Mezenkimal K6k Hiicre Ici “Mitotracker Red CMXROS” ile

Mitokondri Boyamasi ve Konfokal Mikroskop Analizi Sonuclar:

Mitokondri izolasyonu yapilacak mezenkimal kok hiicrelere ait mitokondriler
“Mitotracker Red” boyasi ile boyanarak goriintiilendi (Resim 4.1). Kok hiicrelerin
icerisinde bulunan mitokondrilerin canliligini ve membran biitiinliiglinii korudugu

izlendi.

0 pm 10

Resim 4.1: Mitokondri izolasyonu i¢in kaynak olarak kullanilan kok hiicre igi
mitokondrilerin konfokal mikroskop ile gosterilmesi (x63, Mitotracker Red)
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4.1.2. izole Edilmis Mitokondrilerin “Mitotracker Red CMXROS” ile

Boyanmasi ve Konfokal Mikroskop Analizi Sonug¢lar:

Deney hayvanlarina nakledilecek mitokondriler, kaynak olarak kullanilan
mezenkimal kok hiicrelerden izole edildikten sonra “Mitotracker Red” boyasi ile
boyanarak goriintiilendi (Resim 4.2). izolasyon sonrasi elde edilen mitokondrilerin
canliliklarinin ve membran biitiinliiklerinin korundugu izlendi. izolasyon siirecinin

basartyla uygulanarak mitokondrilerin hasarlanmasinin 6niine gegildigi tespit edildi.

0 pm 10

Resim 4.2: izole edilmis mitokondrilerin konfokal mikroskop ile gdsterilmesi (X63,
Mitotracker Red)
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4.1.3. Mitokondri ATP Ol¢iim Sonuclar:

Izole edilmis mitokondrilerin ATP seviyeleri olciildii (Tablo 4.1). ATP
miktarinin degerlendirilmesi ATP 6lgiim kiti standart egrisine gore degerlendirildi
(Sekil 4.1). Yapilan degerlendirilmede izole mitokondrilerin ATP igerdigi ve
metabolik olarak aktif oldugu tespit edildi. Bu veri sayesinde mitokondrilerin
fonksiyonel olarak izole edildigi gosterildi. Bu analiz ile ilgili herhangi bir

istatistiksel islem yapilmadi.

Tablo 4.1: Izole mitokondri ATP miktarlart
No: ATP miktar1 (umol/L)
16,598
20,048
10,128
11,422
10,559
7,109

o g B~ W N

ATP Olgiimii Standart Egrisi

50000
45000 y=431,29x-222,28
40000 RZ= 0,9998
35000
30000
25000
20000
15000
10000 o
5000 e
0 &
0 20 40 60 80 100 120

ATP uM/L

Luminescence

Sekil 4.1: ATP 6l¢iimii standart egrisi
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42. 1ZOLE MITOKONDRILERIN HEDEF HUCRELERE

DAGILIMININ GOSTERILMESI

Deney hayvanlarina enjekte edilmek iizere canlilig1 ve biitiinliigii korunmus
olarak izole edilen mitokondriler “Mitotracker Red” boyasi ile boyandiktan sonra
nakil islemi gerceklestirildi. Deney silireci sonunda sakrifiye edilen sicanlarin
karaciger dokular1 alimarak DAPI boyasi ile boyandi ve boylece hepatosit
cekirdekleri goriiniir hale getirildi. Ardindan hazirlanmis olan bu numuneler
konfokal mikroskop ile goriintiilendi (Resim 4.3). Sonug¢ olarak izole edilen
mitokondrilerin hepatosit membranint canli ve biitiin olarak basariyla geg¢ip hiicre

icerisine girdigi tespit edildi.

Resim 4.3: izole edilmis mitokondrilerin hedef hiicre igerisine girisinin konfokal mikroskop
ile gosterilmesi (x63, Mitotracker Red+DAPI)



40

4.3. HISTOLOJIiK BULGULAR

i A

syon (x200)

F. Mitokondri nakledilen karaciger dokusu
(x100)

Resim 4.4: Hematoksilen Eozin Boyama Goériintiileri

E. Normal karaciger dokusu (x100)

Doku ornekleri, sentrilobiiler hepatosit nekrozu ve hepatosit dejenerasyonu
(balonlagsma) ile inflamatuar hiicre infitrasyonu agisindan gere¢c ve yoOntem

boliimiinde belirtildigi esaslara gore incelendikten sonra skorlanmigtir (Tablo 3.1)
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(Resim 4.4). Ardindan istatistisel analizler yapilarak grafikler halinde sunulmustur
(Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).

Sham ve Kontrol 1 gruplarinda analiz edilen parametreler agisindan degisiklik
saptanmamustir. Skorlama sonucu elde edilen bulgularda APAP grubunda Sham
grubuna gore hafif diizeyde hepatosit nekrozu, orta diizeyde balonlasma
dejenerasyonu ve inflamatuar hiicre infitrasyonu oldugu goriilmiistiir. Tim bu
degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.2, Sekil 4.3,
Sekil 4.4). Kontrol 2 grubunda hepatosit nekrozu saptanmazken orta diizeyde
balonlasma dejenerasyonu ve inflamatuar hiicre infitrasyonu oldugu belirlenmistir.
Tedavi gruplarina baktigimizda ise APAP+Mitokondri grubunda hepatosit nekrozu
ve balonlasma dejenerasyonu acgisindan bir hasar bulgusu saptanmamis ve anlaml
seviyelerde inflamatuar hiicre infitrasyonu olmadigi gortilmistir (Sekil 4.2, Sekil
4.3, Sekil 4.4). Elde edilen bu veriler mitokondri grubuna ait karaciger dokusu
orneklerinin toksik doz ilag uygulamasi yapilmamis olan Sham ve Kontrol 1 grubu
ile benzer morfolojide oldugunu gostermektedir (Resim 4.4E, Resim 4.4F). Klinik
tedavinin  degerlendirildigi APAP+NAC grubunda ise hepatosit nekrozu
saptanmazken, hasar bulgusu olarak balonlasma dejenerasyonu izlenmis ve hafif
diizeyde inflamatuar hiicre infitrasyonu oldugu goriilmiistir. Balonlasma
dejenerasyonu seviyesinde Sham grubuna gore anlamli yiikselis oldugu tespit
edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.3). Inflamasyon seviyeleri agisindan ise APAP+NAC
grubunda elde edilen veriler hem Sham grubundan hem de APAP+Mitokondri
grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). APAP grubuna gore ise
anlamli seviyede bir diisiis olmadigi gorilmiistiir (Sekil 4.4) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: Gruplarin histolojik skorlamasi

APAP+ APAP+
Gruplar ?:fg)] Kcéﬂt_%o)l ! '?r?_'zl)p Ktzgt_gc;l 2 Mitokondri NAC
B B - - (n=5) (n=5)
Hiicre Oliimii 0 (0-0) 0(0-0)° 1(1-2)*  0(0-2)° 0(0-0)° 0(0-1)°
Dejenerasyon 0(0-0) 101> 2(@12?* 2@1-3)* 001" 1(0-2)°
inflamasyon 0(0-0) 0(0-0)™ 2(0-3)? 1(0-1) 0(0-0)™% 1(0-2)°
Toplam Skor 0 (0-0) 0(0-1) 5 (2-7) 3 (1-6) 0(0-1) 2 (0-5)
a: Sham grubuna gore anlamli artis
b: APAP grubuna gére anlamh azalig
c: Kontrol 2 grubuna gore anlamli azalis
d: APAP+NAC grubuna gore anlamli azalig
d
1.0
0.8
3
E
=§ 0.6
2
E b
0.4
0.2 b
b b
0o T T T T T T
Sham Kontrol Kontrol2 APAP APAP_Mitokondri  APAP_NAC
Gruplar

Sekil 4.2: Hepatosit nekrozu grafigi
a: Sham grubuna gore anlaml artig
b: APAP grubuna gore anlamli azalig
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0.0 T T T T T T
Sham Kontrol1 Kontrol2 APAP APAP_Mitokondri  APAP_NAC
Gruplar
Sekil 4.3: Dejenerasyon grafigi
a: Sham grubuna gore anlaml artig
b: APAP grubuna gore anlamli azalig
c: Kontrol 2 grubuna gore anlamli azalig
1.59 a
a
1.0
| =4
(=]
S
w
(]
E
=
=
£
0.5
b, c b, c
00 T T T T T T
Sham Kontrol1 Kontrol2 APAP APAP_Mitokondri APAP_NAC
Gruplar

Sekil 4.4: inflamasyon grafigi

a: Sham grubuna gére anlamli artig

b: APAP grubuna gore anlamli azalig

c: APAP+NAC grubuna gore anlamli azalis
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Toplam Doku Hasan

-

Sham Kareral 1

Sekil 4.5: Toplam doku hasar1 grafigi

4.4. BIYOKIMYASAL BULGULAR

T
APAP APAP Migkandri  APAP_NAC

Gruplar

M Hicre_Olumi
M Dejenerasyon
Infilamasyon

4.4.1. Kan Orneklerine Ait Olciimlerden Elde Edilen Bulgular

Tablo 4.3: Karaciger enzim degerleri (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 ° 60+3,043 " 202+53,986 " 193+20,961
APAP 474+100,704 ° 258+90,803 % | 424454578 ° 263+13,515
Kontrol 2 273+132,885 2 61+101,147"° | 192+36,723° 191+40,108
APAP+Mitokondri | 190+25,593 65+6,406 253+85,497 161+33,115
APAP+NAC 173+23,455 79+6,928 ¢ 359+28,739 ¢ | 222+21,373

a: Sham grubuna gore anlamli artis

b: APAP grubuna gore anlamli azalig

c: Kontrol 1 grubuna gére anlamli artig

d: Kontrol 2 grubuna gére anlamli artig
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1. AST Olciimii Bulgular

Serum AST diizeyi 6l¢limlerine gore enzim seviyesinin en diisiik oldugu grup
Sham grubudur. Diger tiim gruplarda AST seviyesi Sham grubuna gore yiiksek
Olclilmiistiir. Ancak bunlar igerisinde Kontrol 1, Kontrol 2 ve APAP gruplarindaki
yiikselis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). En yiiksek enzim
degerinin 6lgiildiigii APAP grubundaki (p<0,000) ve Kontrol 2 (p<0,002) grubundaki
yiikselisin - ciddi seviyede oldugu degerlendirilmistir. APAP+Mitokondri ve
APAP+NAC uygulamasi yaptigimiz tedavi gruplarinda ise enzim seviyelerinde
APAP grubuna goére anlamli azalma goriilmemistir. Buna ragmen mitokondri
grubunda anlamliliga ¢ok yakin bir azalma oldugu goriilmektedir (p<0,052). Ayrica
tedavi gruplari ile Sham grubu arasinda da anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil

4.6) (Tablo 4.3).

1000
11
4
d
800 T
- 600
w
<
d
400
d
26
? *
2004 é g
0 T T T T T T
Sham Kontrol_1 Kontrol_2 APAP APAP_Mitokondri  APAP_NAC

Gruplar

Sekil 4.6: Serum AST diizeyleri grafigi

a: Sham grubuna gore anlamli artig
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2. ALT Ol¢iimii Bulgular

Serum ALT diizeylerinde en yiiksek 6l¢iim APAP grubunda elde edilmistir.
Bu yiikselis APAP+NAC grubu hari¢ diger tim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Ayrica Kontrol 1 grubuna goére APAP+NAC
grubunda anlamli bir yiikseklis oldugu tespit edilmistir (p<0,05). APAP+Mitokondri
ve APAP+NAC tedavi gruplarinda ise Sham grubuna gore anlamli bir degisim
goriilmemistir (Sekil 4.7) (Tablo 4.3).

17
600 o
1
*
500+
400
l—
=
300 d
200
b b ‘
100+ b ;
- e= = K
0 T T T T T T
Sham Kontrol_1 Kontrol_2 APAP APAP_Mitokondri APAP_NAC
Gruplar

Sekil 4.7: Serum ALT diizeyleri grafigi

a: Sham grubuna gore anlamli artig
b: APAP grubuna gore anlamli azalig

c: Kontrol 1 grubuna gore anlamli artig

3. LDH Olc¢iimii Bulgular:

LDH o6l¢iimiinden elde edilen sonuglarda Sham grubuna goére yalnizca APAP
ve APAP+NAC gruplarinda anlamli artig oldugu goriilmiistiir (p<0,05). En yiiksek
enzim seviyesi APAP grubunda bulunmustur. Ancak bu yiikselis sadece Sham,

Kontrol 1 ve Kontrol 2 gruplarinda anlamli olarak kaydedilmistir (p<0,05). Diger
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anlamli sonuglar ise Kontrol 2 ve APAP+NAC gruplar1 arasinda bulunmustur
(p<0,05). APAP+Mitokondri ve APAP+NAC tedavi gruplarinda ise APAP grubuna
gore anlamh bir LDH diisiisii elde edilememistir. Ayn1 zamanda APAP+Mitokondri
grubundaki enzim seviyesindeki artisin Sham grubuna gore anlamli olmadig: tespit
edilmistir (Sekil 4.8) (Tablo 4.3).

d
600 T
a,c
09
.- -
o 400
|
1
o]
26
b b o
200 D ?
0 T T T T T T
Sham Kontrol_1 Kontrol_2 APAP APAP_Mitokondri APAP_NAC
Gruplar

Sekil 4.8: Serum LDH diizeyleri grafigi

a: Sham grubuna gore anlamli artig
b: APAP grubuna gére anlamli azalig
¢: Kontrol 2 grubuna gore anlaml artig

4. ALP Ol¢iimii Bulgulan
ALP olglimlerinden elde edilen verilerde istatistiksel olarak anlamli bir sonug

bulunamamistir (Sekil 4.9) (Tablo 4.3).
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400

300

ALP

200+

1007

1"

19

T
Sham

T
Kontrol_1

Sekil 4.9: Serum ALP diizeyleri grafigi

T
Kontrol_2

Gruplar

T
APAP

T T
APAP_Mitokondri APAP_NAC

4.4.2. Oksidatif Stres Analizlerine Ait Bulgular

Tablo 4.4: Oksidatif stres 6l¢timlerine ait degerler (MediantSEM)

Gruplar MDA SOD TAS TOS GSH
P (mmol/gpro) (Ulgpro) (nM/L) (nM/L) (nM/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 28,602,033 24
APAP 0,92+0,084 69,27+4,350 | 3,65+0,109 7,510,493 29,831,984
Kontrol 2 | 0,74+0,149 68,48+8,872 | 3,570,191 5,94+0,653° | 34,43+2,244°
APAPH | 08310115 | 70,16£8550 | 2,96+0,120 | 4,92+0,179 *° | 31,64+1,066°
Mitokondri
ﬁ;’ém 1,22+0,442 84,98+9,496 | 3,23+0,136 5,94+0,305" | 44,60+0,579

a: Sham grubuna gore anlaml1 azalis

b: APAP grubuna gore anlamli azalis

c: Kontrol 1 grubuna gére anlaml artig

d: APAP+NAC grubuna gore anlaml azalis




1. MDA Olciimii Bulgular

MDA ol¢iimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonuca ulasilamamustir.

4.00—
3.00 *9
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2.004
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1.004 —
=
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00 T T T T T T
Sham Kontrol1 Kontrol2 APAP APAP_Mitokondri APAP_NAC
Gruplar

Sekil 4.10: MDA diizeyleri grafigi
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2. SOD Ol¢iimii Bulgular

SOD degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli degisim

gorilmemistir.
150.00]
s
*
10
[¢]
21
*
100.00-]
[=]
@ =
025
50.00 3
00 T T T T T T
Sham Kartral1 Harfral2 APAP APAP_Miakands APAP_NAC

Gruplar
Sekil 4.11: SOD diizeyleri grafigi

3. TAS ve TOS Olg¢iimleri Bulgular

Oksidatif stres analizlerinden MDA, SOD o6l¢limlerine ek olarak TAS ve TOS
Olgtimleri yapilmistir (Tablo 4.4). TAS o6lgiimiinden alinan sonuglarda gruplar
arasinda anlamli farklilik bulunamamistir (Sekil 4.12). TOS o6lglimlerinde ise en
diisiik oksidan seviyesi APAP+Mitokondri grubunda iken, en yiliksek oksidan
seviyesi APAP grubunda bulunmustur. Bu analizden elde edilen sonuglarda
APAP+Mitokondri grubu toplam oksidan seviyesinin Sham, APAP ve Kontrol 1
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Ek olarak APAP+NAC ve Kontrol 2 gruplar1 TOS seviyesi APAP grubuna
gore anlamli seviyede daha az bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.13).
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TAS ve TOS analizlerinin degerlendirilmesinde kullanilan bir diger dlgiit ise
ticari kite ait oksidatif stres derecelendirme tablosudur (Oksidatif indeks tablosu).
Olgiilen TAS ve TOS degerlerinin derecelendirme tablosundaki yerlerine konulmasi
sonrasi alan skora gore APAP+Mitokondri grubu degerlerinin ¢ogunlukla en iyi
seviyede (9. alan) oldugu gorilmistiir. Diger gruplarda ise bu skor ¢ogunlukla 2
puan asagida kalarak iyi seviyede (7. alan) bulunmustur (Tablo 4.5).

4 .00
11 o
3.00 o
6
o]

w
<
'—

2.00

1.007]

00 T T T T T T
Sham Kontrol Kontrol2 APAP APAP_Mitokondri APAP_NAC

Gruplar

Sekil 4.12: TAS diizeyleri grafigi
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4.00
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Snam Kartrai 1 Kara2 APAP APAP_Misciondri APAP_MAC

Gruplar

Sekil 4.13: TOS diizeyleri grafigi

a: Sham grubuna gore anlamli azalig
b: APAP grubuna gore anlamli azalis
c: Kontrol 1 grubuna gore anlaml azalis
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Tablo 4.5: Oksidatif stres derecelendirme tablosu (Rel Assay DiagnoSquare ®)

. Cok yiiksek oksidatif stres
. Yiiksek oksidatif stres

. Oksidatif stres

. Immiin ve metabolik hastaliklar

. Denge-Hastalik baglangic1 da olabilir

. Normal seviye
. yi seviye
. Cok iyi seviye

. En iist seviye
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4. GSH Olciimii Bulgular
Doku GSH diizeylerinde Sham grubuna gore APAP ve Kontrol 1 gruplarinda

anlaml diizeyde bir azalis oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Tiim gruplar icerisinde
en yiikksek GSH degeri APAP+NAC grubunda 6l¢iilmiistiir. APAP+NAC grubundaki
GSH diizeyinin Sham grubu hari¢ diger tim gruplara goére anlamli olarak daha

yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Sham Kontrol_1 Kontrol_2 APAP APAP_MITO APAP_NAC
Gruplar

Sekil 4.14: GSH diizeyleri grafigi

a: Sham grubuna gore anlamli azalis
b: APAP+NAC grubuna goére anlamli azalig
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5. TARTISMA

Calismamizda toksik dozda APAP alimima bagli olarak meydana gelen
karaciger hasarinda mitokondri naklinin etkileri arastirildi. Bu kapsamda APAP
toksisitesi olusturmak i¢in deney hayvanlarma oral gavaj yoluyla toksik dozda APAP
uygulandi (79). APAP kaynakli karaciger toksisitesi karmasik mekanizmalar sonucu
meydana gelmektedir. Normal kosullarda APAP karacigerde zararsiz hale getirilerek
uzaklastirilir. Bu siiregte az miktarda APAP reaktif metabolik triinii olan NAPQI
tiretilir ve hizla GSH ile tamponlanarak detoksifiye edilir. Ancak yiiksek dozda
APAP kullanimi sonrast NAPQI {iretiminin artmasi sonucu hiicresel GSH tiikenir ve
buna bagli olarak fazla NAPQI detoksifiye edilemez. NAPQI serbest halde
bulundugunda hiicresel makromolekiillere baglanarak protein ve organellerin
hasarlanmasina neden olur. Ayrica oksidatif strese yol acarak daha fazla hasar
olusumuna ve hiicre 6liimiine neden olur (137).

Literatirde APAP toksisitesini lizerinde yapilan ¢esitli caligmalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde Amir MK. ve arkadaslar1 APAP
toksisitesine karsi oral silimarinin etkilerini incelemislerdir. Elde edilen sonuglara
gore yiiksek dozda APAP uygulanmasi sonucu serum ALT seviyesinde artis oldugu
ve hepatositlerde nekroz gelistigi tespit edilmistir. Bu c¢alismada tedavi olarak
silimarinin etkileri degerlendirilmis ve bulgular altin standart olarak kabul edilen
NAC ile kiyaslanmistir (79). Yapilan bir diger calismada ise Tatsuya M. ve
arkadaslar1 toksik doz APAP uygulamasi sonrasi serum ALT, AST seviyelerinin
arttigini, karaciger dokusunda sentrilobiiler nekroz gerceklestigini, lipid
peroksidasyonunun arttigini, nitrit/nitrat seviyesinin yiikseldigini ve hepatik
glutatyon miktarmin azaldigimi gostermislerdir. Calismada tedavi olarak melatonin
uygulanmis ve sonu¢ olarak AST, ALT seviyeleri, hepatosit nekrozu ve lipid
peroksidasyonu gibi parametrelerde anlamli diisiisler oldugu gosterilmistir (138).

Karaciger hasarinin belirlenmesinde amaciyla yapilan cesitli analizler vardir.
Rutin kullanimda 6zellikle kan numunelerinde c¢alisilan biyokimyasal analizler
Oonemli yer tutmaktadir. Bunlar igerisinde hepatoselliiler hasarin belirlenmesi i¢in
yapilan olgiimlerden bazilar1t AST, ALT, ALP, GGT ve LDH o6l¢timleridir. AST,
ALT ve LDH enzimleri hepatositlerde sentezlenirken ALP ve GGT safra kanali
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epitel hiicrelerinde tiretilmektedir. Bu enzimler hepatositlerin yaninda daha birgok
hiicre tiirlinde de bulunmaktadir. Bu nedenle tamamen karacigere 6zgiin olmasa bile
karaciger fonksiyonlarinin test edilmesinde 6nemli yer tutmaktadirlar (139). AST,
ALT ve LDH hepatoselliiler nekrozun gosterilmesinde, ALP ve GGT ise hepatik
hasarin yaninda Ozellikle kolestaz gibi safra kaynakli ¢esitli hasarlarinin
gosterilmesinde kullanilan 6l¢timleridir.

AST, ALT enzimleri 6zellikle karbonhidrat metabolizmasinda rol alir. AST
hem sitozolde hem de mitokondride bulunurken, ALT yalnizca sitozolde bulunan bir
enzimdir. Hepatositlerin nekroza ugramasi bu enzimlerin hiicre disina salinmasina ve
kan serum seviyelerinin artisina neden olur. Yalnizca nekrotik hiicrelerden degil
dejenerasyona ugrayarak membran gegirgenligi artan hiicrelerden de salgilanabilirler
(140). Bu enzimler idrarla atilamaz, safra yoluyla ise kismen uzaklastirilabilirler. Bu
nedenle karaciger fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde 6nemli yer tutarlar (141).
Serum AST, ALT serum diizeyleri gesitli enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar,
iskemi, asir1 alkol alimi ve ilag kullanimina bagli olarak artabilir (142). Karaciger
hasarina neden olarak bu enzimlerin serum seviyelerini artiran en 6nemli ilaglardan
birisi de APAP’ tir (143). ilag alimma bagl karaciger hasarinda enzim artis1 hafif
siddette olabilecegi gibi organ yetmezliginde oldugu gibi ciddi diizeylerde de
olabilir.

LDH enzimi hepatositlerin yaninda birgok hiicre tiirinde bulunan ve ¢esitli
izoenzimleri olan sitoplazmik bir enzimdir. Karaciger dokusunda bulunan formu
LDHs’ tir. LDH anaerobik glikoliz yolaginin son enzimidir. Piriivatin laktata
donligmesini saglar. Bu enzimin serum diizeylerinin artmasi hiicre harabiyetini
gosterir. Ancak yalnizca karaciger hasarinda degil kalp, akciger, bobrek ve kan
dokusu gibi bir¢ok hasarlanma sonucu serum LDH seviyesi artar.

ALP ve GGT enzimleri ise karacigere 6zgii degil, cesitli hiicre tiirlerinde
bulunan enzimlerlerdir. Karaciger hasarmin 6l¢iillmesinde ALP ve GGT birlikte
kullanilir. Bu enzimlerin hepatosit hasar1 sonucu sistemik dolasima ge¢cmesi ya da
safra yoluyla atilimlarinin bozulmasi sonucu serum diizeyleri yiikselebilir. Bazi
ilaglarin toksik dozda alinmasi sonrasit bu enzimlerin de yiikseldigi bilinmektedir.
Ancak literatiirde bu enzimlerin APAP alimina 6zgiin olarak yiikselmesi ile ilgili

bilgi bulunmamaktadir.
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Bizim c¢aligmamizda da karaciger hasarmin ve tedavi etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in kan numunelerinde AST, ALT, LDH ve ALP olgiimleri
yapilmustir. AST oSlglimlerden elde edilen sonuglarda Sham grubuna gore Kontrol 1,
Kontrol 2 ve APAP gruplarinda anlamli yiikselis oldugu goriilmiistiir. APAP grubu
enzim seviyesi Sham grubundan istatistiksel olarak ciddi olgiide anlamli olarak
yiikksek bulunmustur (p<0,000). Benzer sekilde ALT diizeyleri en yiiksek APAP
grubunda 0l¢ililmiis ve APAP+NAC grubu hari¢ diger tiim gruplardan anlamli olarak
yiiksek bulunmustur. Ancak APAP grubu hari¢ diger tiim gruplarda ALT seviyeleri
birbirine yakin bulunmustur. LDH o6l¢timlerine baktigimizda ise Sham grubu ile
APAP grubu arasinda 6nemli olgiide istatistiksel fark oldugu ortaya konulmustur
(p<0,006). Literatiir bilgilerine bakildiginda bu modelde toksik hasara ugramis
sicanlardan AST, ALT degerlerinin yiikseldigi goriilmektedir (138). Bizim
calismamizda alinan sonuglar da literatiir bilgileri ile uyumlu olarak AST, ALT ve
LDH ol¢iimleriyle gosterilen hepatosit hasar1 agisindan APAP toksisite modelinin
basariyla uygulandigini goéstermektedir.

Herhangi bir toksik hasar olusturmadan deney siirecini taklit ettigimiz
Kontrol 1 grubunda Sham grubuna kiyasla AST seviyesinin anlamli olarak yiiksek
oldugu, ancak ALT ve LDH ol¢iimlerinde bir fark olmadigi tespit edilmistir. Bu
nedenle ila¢ ve tedavi uygulamasi yapilmaksizin deney siirecinin taklit edilmesinin
tedavi gruplarinda alinacak sonuglar etkilemedigi degerlendirilmistir.

Toksik karaciger hasarit olusturdugumuz, ancak tedavi olarak mitokondri
icermeyen respirasyon tamponu enjekte ettigimiz Kontrol 2 grubunda ise Sham
grubuna gore AST degerinin anlamli olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu
grup ile Kontrol 1 ve APAP gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu
sonu¢ mitokondrilerin igerisinde ¢6ziildiigili respirasyon tamponunun karaciger
fonksiyonlarma olumlu veya olumsuz bir etkisinin olmadigini diisiindiirmektedir.
Ancak Kontrol 2 grubunda ALT ve LDH degerleri Sham grubu ile benzer ve APAP
grubundan anlamli olarak daha diisiik bulunmustur. Bu beklenenden farkli bir
durumdur. Ciinkii bu sonuglara gore diger bulgularla paralel olarak APAP grubunda
hastalik modelinin basariyla uygulandigi, ancak Kontrol 2 grubunda toksik hasarin
tam olarak gosterilemedigi degerlendirilmistir. Ciinkii histolojik bulgulara

bakildiginda hepatositlerin dejenerasyona ugradigi ancak nekroz gelismedigi
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goriilmiis ve inflamasyonun da smirli kaldigi tespit edilmistir. Ayrica diger
biyokimyasal veriler de bu degerlendirmeyi desteklemektedir. Kontrol 2 grubunda
elde edilen bu sonuglar nedeniyle, sicanlara uygulanan respirasyon tamponunun
koruyucu bir etkisi olabilecegi diisiiniilebilir. Ancak literatiirde respirasyon
tamponunun koruyucu etkileri olduguna dair herhangi bir bilgiye ulasilamamistir. Bu
durumun net olarak anlagilabilmesi igin yapilacak bagka caligmalarda sadece
respirasyon tamponunun uygulandigi yeni bir grup eklenmesinin uygun olacagi
degerlendirilmistir.

ALP olgiimlerinde ise tim gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farklilik
bulunamamistir. Bu enzimin karaciger hasarindan daha ¢ok safra yollar ile ilgili
hastaliklarda yiikseldigi bilinmektedir. Ayrica literatiirde bu enzimin APAP hasarina
Ozgii bir yiikselisi oldugu ile ilgili bir bilgi tespit edilememistir. Bu nedenle alinan
sonugclar literatiir ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.

APAP toksisitesine bagli hasarli dokularin histolojik goriintiisii sentrilobiiler
alanlarda hepatosit nekrozu ile karakterizedir (144). Literatiirde toksik hasar
modelinde benzer doku morfolojisini gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bizim
calismamizda da literatiirle uyumlu olarak toksik doz APAP uygulamasi sonrasi
hepatoselliller nekroz gelistigi, bunun yaninda hepatositlerin  balonlagsma
dejenerasyonuna ugradiklart ve hasarli alanlara 16kosit infiltrasyonu oldugu
goriilmiistiir (Resim 4.4D). APAP grubunda hepatosit nekrozu diger tiim gruplardan,
dejenerasyon ve inflamasyon ise Sham, Kontrol 1 ve APAP+Mitokondri
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.2). Ayrica toksik
hasar olusturulan ancak tedavi yerine respirasyon tamponu uygulanan Kontrol 2
grubundaki ratlarda ise hepatositlerin nekroza ugramadigi, ancak orta diizeyde
dejenerasyon ve hafif diizeyde inflamasyon oldugu goériilmistiir. Kontrol 2 grubunun
yalnizca balonlagsma dejenerasyonu agisindan Sham grubuna gore anlamli seviyede
yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2). Karaciger enzim diizeylerinde elde edilen
bulgulara paralel olarak histolojik bulgular da respirasyon tamponunun koruyucu bir
etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

APAP toksisitesinde doku hasarina neden olan bir faktor de artan oksidatif
strestir. Yiiksek doz APAP alimi sonrasi lipit peroksidasyonunda artis oldugu ve

GSH, SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan ajanlarin etkinliklerinin azaldigi rapor
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edilmistir (38,145). Bizim ¢alismamizda da toksik karaciger hasarmin gosterilmesi
ve kismen de olsa mekanizmanin agiklanmasi igin oksidatif stres analizleri
gerceklestirilmistir. Calismamizda oksidatif stresi 6lgmek amaciyla MDA, SOD,
TAS, TOS ve GSH o6l¢iimleri yapilmistir. APAP grubunda Sham grubuna gére MDA
ve TOS o6l¢iimlerinde kismi bir yiikselis, SOD diizeylerinde kismi bir diigiis goriilse
de istatistiksel olarak anlamli degildir. Literatiirde lipit peroksidasyonunun APAP
toksisitesinde hiicre Oliimiinii tetikleyen 6nemli bir olay olmadigimi iddia eden
yayinlar da bulunmaktadir. Bu yayinlarda APAP toksisitesinin baska mekanizmalar
tizerinden de olabilecegi rapor edilmistir (146). Calismamizda APAP grubunda
MDA seviyelerinde artis tespit edilememesinin nedeninin bu gruplarda bizim artigini
6lcemedigimiz seviyelerde (az miktarda) oldugu ya da baska mekanizmalarin etkili
oldugu diisiiniilmektedir.

Oksidatif stresin 1yi bir gostergesi olan TOS seviyesi APAP grubunda
Kontrol 2, APAP+Mitokondri ve APAP+NAC gruplarina gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. APAP grubunda MDA 6lg¢iimii ile tespit edilemeyen oksidatif stres
artist TOS 6l¢iimii ile tespit edilmistir. APAP grubunda goriilen oksidatif stres artisi
genel literatiir bilgileri ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.

APAP kaynakli toksik karaciger hasarinda 6nemli rol oynayan olaylardan
birisi de hepatik GSH’ nin tiikkenmesidir. Yapilan bir¢ok calismada yliksek doz
APAP alinmasi sonrasinda GSH azalmasia ve oksidatif strese bagli olarak doku
hasar1 gelistigi rapor edilmistir (147). Bizim c¢alismamizda da literatiir bilgileriyle
uyumlu olarak APAP uygulamasi sonrasi hepatik GSH miktarinin azaldig
goriilmiistiir. APAP grubundaki bu azalis Sham grubuna gore anlamli bulunmustur
(p<0,05). Bu nedenle APAP toksisitesinde hasar mekanizmalarindan birisinin
hepatik GSH miktarinin azalmasi oldugu bilgisi desteklenmistir (Tablo 4.4) (Sekil
4.14).

APAP toksisitesinde mitokondriyal disfonksiyonun 6nemini gosteren cesitli
caligmalar bulunmaktadir. Toksik dozda alinan APAP’ in karacigerde metabolize
edilmesi sonucu artan reaktif metabolitlerinin mitokondrileri hedef aldig1
bilinmektedir (148). Son yillarda mitokondrinin APAP toksisitesinde ana oksidatif
stres ve hasar kaynagi oldugu hakkinda literatiir bilgileri artmaktadir (149). Bu
kapsamda NAPQI’ nin GPx ve ATP sentaz enzimi o alt birimi gibi gesitli
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mitokondriyal proteinlere baglandig rapor edilmistir (150). Bu durum ATP iiretimini
ve mitokondriyal solunumu bozarak ROT artisina neden olmaktadir (151). Ayrica
APAP toksisitesine maruz kalmis hepatositlerin elektron mikroskopu ile incelendigi
bir ¢alismada mitokondrilerde meydana gelen morfolojik degisimler de gosterilmistir
(25). Tiim bunlara ek olarak kompleks | ve Il mitokondriyal respirasyon inhibisyonu
(45), mitokondriyal proteinlerin arilasyonu (35), kalsiyum tagima yeteneginde
azalma (44) ve mitokondri i¢ membran gegirgenliginde artma (53) meydana geldigi
rapor edilmistir. Bahsedilen literatiir bilgilerine gore yiiksek dozda APAP alinmasi
mitokondri iizerinden ciddi hasara neden olmaktadir.

Mitokondri hiicrenin enerji ihtiyacinin  karsilanmasindan hiicre 8lim
yolaklarinin aktiflenmesine kadar birgok kritik siiregte rol oynar. Organizmanin
canliliginin korunmasi ve homeostatik dengenin siirdiiriilmesi mitokondrinin saglikli
olmasina baghdir. Bu onemli gorevleri nedeniyle hasarli mitokondrilerin yerine
fonksiyonel mitokondrilerin  nakledilmesiyle doku hasarinin  dnlenebilecegi
diisiiniilmektedir. Bu kapsamda farkli modellerde yapilan ¢esitli ¢alismalar
bulunmaktadir (109,110). Bu c¢alismalar sonucunda mitokondri naklinin doku
hasarin1 ve oksidatif stresi azalttigi, fonksiyonel geri doniisii ise artirdigi rapor
edilmistir.

Calismamizda APAP toksisitesinde meydana gelen en Onemli hasar
mekanizmalarindan birisi olan mitokondriyal fonksiyon bozukluguna karsi tedavi
edici ajan olarak mitokondri nakli yapilmistir. Mitokondri nakli yapilan grupta
hepatosit nekrozu, dejenerasyonu ve inflamasyon parametrelerinin tiimiinde iyilesme
oldugu tespit edilmistir. Bu degerlendirmelerin hepsinde (nekroz, dejenerasyon ve
inflamasyon) sonuglar APAP grubuna goére anlamli olarak disiik bulunmustur.
Sonuglar incelendiginde neredeyse APAP+Mitokondri grubundaki deney hayvanlar
ile saglikli siganlarin oldugu Sham grubundaki doku ornekleri arasinda bir fark
olmadig1 degerlendirilmistir. Mitokondri nakli sonucu doku hasar1 tamamen
iyilesmis (ya da doku hasarindan korunmus) ve hasarli dokunun normal karaciger
doku morfolojisine sahip olmasit saglanmistir (Resim 4.4F). Kan Ornekleri
sonuglarma gore ise serum ALT seviyelerinin mitokondri uygulamasi sonrasinda
APAP grubuna gore anlamh olarak diistiigii goriilmiistiir. Ayrica Sham grubu ile

mitokondri nakli yapilan grup arasinda fark olmamasi nedeniyle iyi seviyede bir
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iyilesme saglanarak karaciger fonksiyonlarinin diizeltilebildigi degerlendirilmistir.
Ancak AST ve LDH degerlerinde APAP grubuna gére APAP+Mitokondri grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis saglanamamustir (Tablo 4.3). Literatiirde AST
enziminin ALT enziminden daha hizli elimine edildigini (152) ve ilag toksisitesinde
ALT artisinin daha baskin oldugunu ifade eden bilgiler bulunmaktadir (153). ALT
enzimi AST’ ye gore karaciger i¢in daha 0zgiindiir. AST kalp, bobrek, eritrositler
gibi karaciger dis1 hiicrelerde daha yogun bulunurken, ALT daha az bulunmaktadir
(154). Bizim sonuglarimizda da bu bilgilerle uyumlu olarak APAP+Mitokondri
grubunda ALT olglimlerinde anlamli diisiis kaydedilmis ancak AST ve LDH
diizeylerinde anlamli bir farklilik bulunamamistir. Calismamizda gruplar arasinda
AST ve LDH seviyelerinde anlamli bir farklilik bulunamamasinin bu nedenle
olabilecegi degerlendirilmistir. Ayrica LDH enzimi viicut hiicrelerinin ¢ogunda
bulunan bir enzimdir. Hiicre 6liimiiniin bir gostergesi olarak kullanilan bu enzimin
karacigere Ozgiin olmamasi nedeniyle sonuclarda istatistiksel anlamliligin elde
edilememesinin baska bir nedeni olabilir. Mitokondri uygulanan grup ile APAP
grubu arasinda AST (p<0,052) ve LDH (p<0,085) olgiimlerinde anlamli fark
bulunamamasinin bir nedeni de gruplardaki sigan sayisinin az olmasindan
kaynaklanmis olabilecegi degerlendirilmektedir.

TOS olglimlerine gore mitokondri grubunda toplam oksidan seviyesinin
APAP grubuna goére anlamli olarak diisiik oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda ilging
bir sekilde mitokondri grubu TOS seviyesi Sham grubuna gore de anlamli olarak
daha diistik bulunmustur. Ek olarak 6l¢iim sonuglarinin TAS ve TOS 6l¢iim Kkitinin
{iretici firmas: tarafindan onerilen “Rel Assay DiagnoSquare™ tablosuna gore de
degerlendirmesi yapilmistir. Degerlendirmede TAS ve TOS degerlerinin tablodaki
yerlerine konulduktan karsilik geldigi alanlarin (1:en yiiksek oksidatif stres, 9:en iyi
deger) agiklamasina gore yapilmaktadir. Yapilan bu skorlama tablosuna gore de one
citkan grup diger gruplara gore daha olumlu degerler gdsteren mitokondri
transplantasyon grubu olmustur. Buna gore mitokondri uygulamasi oksidan
seviyesini azaltmistir. Doku GSH seviyeleri APAP grubuna gére APAP+Mitokondri
grubunda ayni olmasma ragmen, APAP+Mitokondri grubu GSH seviyeleri Sham
grubu ile de ayni olmustur (Tablo 4.4). Bu nedenle mitokondri naklinin oksidatif

stresi antioksidan GSH iizerinden de destekledigi diistiniilebilir.
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Tim diinyada akut karaciger hasarinin en onemli nedenlerinden biri olan
APAP toksisitesinin tedavisinde NAC kullanilmaktadir. NAC, APAP bagimli
karaciger toksik hasarinin Onlenmesinde etkili bir tedavi ajamidir (27). Bizim
calismamizda da mitokondri naklinin etkilerini kiyaslamak i¢in diger bir grup si¢ana
APAP toksisitesinin tedavisinde kullanilan NAC uygulanmistir. Boéylece mitokondri
naklinin ve NAC tedavisinin etkileri c¢ok yonlii olarak incelenmistir. NAC
uygulamasi yapilan siganlarin karaciger histolojik bulgularinda hepatosit nekrozunun
APAP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldigi tespit edilmistir.
Ancak bu basarili etkisi hiicre dejenerasyonu ve inflamasyon parametrelerinde
goriilememistir. APAP grubuna gore bu parametrelerde istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunamamistir. Yine NAC tedavisi uygulanan grubun serum AST, ALT
ve LDH seviyelerinde APAP grubuna gore anlamli bir farklilik bulunamamaistir.
Oksidatif stres Ol¢iimlerine gore ise APAP+NAC grubunda mitokondri uygulanan
grubun degerlerine benzer olarak yalnizca TOS degeri APAP grubundan anlaml
olarak diisiik bulunmustur. Ayrica bu grupta GSH seviyesinin diger tiim gruplardan
(Sham grubu hari¢) anlaml olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05)
(Sekil 4.14). NAC tedavisinin etki mekanizmasinin GSH sentezini ve dolayisiyla
doku GSH miktarini artirmasi oldugunu rapor eden g¢alismalar bulunmaktadir. Bu
yolla fazla NAPQI’ yi zararsiz hale getirerek oksidatif stresi engellemektedir (147).
Bizim ¢alismamizda elde edilen bu bulgularin literatiir bilgisine paralel oldugu ve
NAC tedavisinin koruyucu etkinligini GSH miktarin1 artirarak gerceklestirdigi
goriilmistiir. Tim bu veriler dikkate alindiginda klinik tedavide kullanilan NAC
uygulamasi bizim c¢alismamizda kismi bir koruyucu ve tedavi edici etkinlik
gostermigtir. Caligmamizda NAC tedavisinin en Onemli 6zelliginin hepatosit
nekrozunu o6nlemesi ve GSH sentezini artirmasi konusunda oldugu goriilmiistiir.
Ancak karaciger fonksiyonlar1 agisindan oOnemli bir gelisme saglayamadigi
degerlendirilmistir. Literatiirde deneysel APAP toksisitesinde uygulanan NAC
tedavisi ile ilgili bir ¢cok doz ve uygulama zamani bulunmaktadir. Calismamizda bu
uygulamalar arasindan se¢ilen modelden kaynakli doz problemi yasanmis olabilir.
Devam eden caligmalarda deney gruplarinda degisik doz ve zamanlama igeren

eklemelerin yapilmasinin daha uygun olacag: degerlendirilmistir.
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APAP+NAC grubu inflamasyon seviyesinin ve GSH miktariin
APAP+Mitokondri grubundan anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Iki grup arasinda analizi yapilan diger parametreler agisindan (nekroz, dejenerasyon,
serum enzim diizeyleri ve oksidatif stres) anlamli bir fark bulunamamistir. Buraya
kadar aciklanan bulgular 1s18inda yapilan degerlendirmede mitokondri nakli
uygulamasinin klinikte kullanilan NAC tedavisinden APAP toksisitesine karsi daha
basarili oldugu degerlendirilmektedir.

Yaptigimiz calismada mitokondri nakli basariyla uygulanmis ve olumlu
sonuclar alinmistir. Bu basarilt sonuglara ulasilabilmesi i¢in mitokondrilerin canli ve
fonksiyonel olarak izole edildikten sonra en uygun yolla verilmesi gerekmektedir.
Basarili bir mitokondri nakli uygulamasinda nakledilen mitokondriler hedef hiicre
icerisine girerek aktivite gostermektedir. Calismamiz sirasinda izolasyon ve nakil
stireclerinin en uygun sekilde yapilip yapilmadiginin degerlendirilmesi i¢in de ¢esitli
analizler yapilmistir. Bu amacla mitokondriler kaynak olarak kullanilan mezenkimal
kok hiicrelerin igerisindeyken boyanarak goriintiilenmistir (Resim 4.1). Daha sonra
bu hiicrelerden izole edilen mitokondriler yine boyanarak membran biitiinliikleri
incelenmistir (Resim 4.2). Bu sekilde mitokondrilerin yapisal biitiinliiklerini koruyup
korumadiklart  degerlendirilmistir. Mitokondri izolasyonunun basarili  olup
olmadiginin degerlendirilmesi yalnizca yapisal biitiinliigliniin analiz edilmesiyle
yapilamaz. Ayn1 zamanda bu mitokondrilerin fonksiyonel olarak da aktif ve saglikli
olmast gerekmektedir. Ciinkli yapisal biitiinliigiinli koruyan ve halen aktivite
gosteren mitokondriler cesitli sebeplerle ROT iireterek hiicrelere hasar verebilir
(155). Bu nedenle galismamizda izole mitokondrilerin ATP seviyeleri/iiretimleri de
olgiilerek fonksiyonel olarak degerlendirmesi yapilmistir (Tablo 4.1). izole
mitokondrilerin saglamliginin degerlendirildigi ¢esitli analizler bulunmaktadir.
Mitokondri canliligl mitotracker isimli boyalar kullanilarak membran biitiinliigiiniin
gosterilmesi, oksijen tiikketim oranmmin Olgiilmesi, mitokondriyal kompleks
aktivitelerinin Ol¢ililmesi ya da ATP igeriginin olglilmesi ile gosterilebilmektedir
(156). Biz de galismamizda bu yontemlerden mitokondri membran biitiinliigliniin
Mitotracker Red ile boyanarak konfokal mikroskop ile gériintiilenmesi ve mitokondri
fonksiyonelliginin ATP diizeyinin olgiilerek  degerlendirilmesi  yontemlerini

kullanarak mitokondri saglamlik analizlerini gergeklestirdik. Elde edilen 6l¢iim ve
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sonuclardan ¢aligmamizda kullanilan mitokondrilerin intakt ve fonksiyonel oldugu
ve izolasyon siirecinin basariyla yapildigi anlagilmigtir. Mitokondri naklinde bir diger
sorun ise izole mitokondrilerin hedef hiicrelere girisinin kanitlanmasidir. Bu amagla
daha onceden boyanmis olan mitokondriler sicanlara verilmistir. Ardindan bu
sicanlardan alinan karaciger dokular1 konfokal mikroskop ile incelenmistir. Yapilan
bu incelemede mitokondrilerin basariyla hedef hiicre igerisine girdigi gosterilmistir
(Resim 4.3). Deney siirecinde yapilan diger histolojik ve biyokimyasal analizlerle de
nakil siirecinin faydali olup olmadigi degerlendirilmistir. Ozellikle histolojik
analizlerde son derece basarili sonuglara ulasilmistir. Tim bu veriler mitokondri
nakli silirecinin basindan sonuna kadar basariyla uygulandigini gostermektedir.
Alman sonuglar mitokondri naklinin karaciger APAP toksisitesinde bir tedavi
secenegi olabilecegi hipotezimizi desteklemektedir. Calismamizin bulgularina gore
mitokondri transplantasyonu APAP toksisitesine karsi klinik ¢alismalarda
uygulamaya deger bir tedavi alternatifi olabilir. Yapilan ¢alismalarla birlikte yakin
zamanda mitokondri naklinin APAP toksisitesinin yaninda mitokondriyal hasar ve
enerji kriziyle seyreden birgok hastalikta kullanilabilecek bir segenek haline

gelebilecegi degerlendirilmektedir.
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6. SONUCLAR

Mitokondri nakli son yillarda hakkinda yapilan ¢alismalarin arttigi bir alandur.
Biz de yaptigimiz calismada mitokondri naklinin etkilerini giin gectikce daha sik
karsilagilan APAP kaynakli toksik karaciger hasarinda inceledik. Elde ettigimiz

sonuclara gore;

(1) Toksik doz APAP uygulamasinin hepatoselliiler nekroz, balonlagsma
dejenerasyonu ve hasarli alanlara 16kosit infiltrasyonuna neden oldugu ve
serum AST, ALT ve LDH enzim diizeyleri Ol¢iimleriyle gosterilen
hepatosit hasarina yol agtig1 goriilmiistiir. Literatiirde APAP toksisitesinde
oksidatif stresin arttig1 bilgisi ise bizim c¢aligmamizda TOS ve GSH
ol¢iimleri ile desteklenmistir. Bu sonuglar APAP toksisitesinde ciddi
karaciger hasar1 gelistigini ve calismamizda APAP toksisite modelinin

basariyla uygulandigini gostermektedir.

(2) Herhangi bir toksik hasar olusturmadan deney siirecini taklit ettigimiz
Kontrol 1 grubunda normal karaciger morfolojik yapisinin korundugu,
karaciger fonksiyonlarinda onemli bir degisiklik olmadigi ve oksitatif

stres artis1 olmadig1 goriilmistiir.

(3) Toksik karaciger hasar1 olusturulan ancak tedavi yerine mitokondri
icermeyen respirasyon tamponu uygulanan Kontrol 2 grubundaki ratlarin
karacigerlerinde dejenerasyon ve inflamasyon meydana geldigi, serum
AST degerinin yiikselerek kismi bir fonksiyon bozuklugu olustugu, ancak

herhangi bir oksidatif stres artis1 olmadig goriilmiistiir.

(4) Mitokondri nakli yapilan gruptaki siganlar ile herhangi bir uygulama
yapilmayan saglikli sicanlara ait doku o6rneklerinin morfolojik yapilar1 ve
karaciger enzim diizeyleri arasinda neredeyse bir fark olmadig:
gortilmiistiir. Toplam oksidan seviyesinin en diisiik oldugu grup (Sham

grubu dahil) mitokondri nakli yapilan gruptur. Tiim bu sonuglara gore



mitokondri naklinin karaciger doku hasarini, fonksiyonlarint ve oksidan

diizeylerini engellemede basarili oldugu degerlendirilmistir.

(5) APAP toksisitesinde klinikte rutin olarak uygulanan NAC tedavisi
grubunda ise tedavi ile hepatosit nekrozu basariyla engellenirken, ayni
olumlu sonuglarin hiicre dejenerasyonu ve inflamasyon parametrelerinde
goriilmedigi ve karaciger fonksiyonlarinda da kismi bir diizelme oldugu
gorlilmiistiir. Ayrica GSH seviyesinin 6nemli Olgiide artirildigi tespit

edilmistir.

(6) APAP+NAC grubu inflamasyon seviyesinin ve GSH miktarinin
APAP+Mitokondri grubundan anlaml olarak daha yiiksek oldugu, bunun
yaninda iki grup arasinda diger histolojik ve biyokimyasal parametreler
acisindan anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir. Bu nedenle mitokondri
nakli uygulamasinin APAP toksisitesi klinik tedavisinden daha basarili

oldugu degerlendirilmistir.

(7) Yaptigimiz ¢alismada mitokondri nakli siirecinin basariyla uygulandigi
degerlendirilmistir. Mitokondriler canli ve fonksiyonel olarak izole
edildikten sonra deney hayvanlarma nakledilmistir. Nakledilen bu
mitokondriler hedef hiicre igerisine girerek aktivite gostermis ve tedavi

edivi/koruyucu etkinlik olusturmustur.

(8) Alman sonuglara gore mitokondri naklinin karacigerde APAP toksisitesi
tedavisi ile ilgili klinik caligmalarda arastirilmaya deger bir alternatif

olabilecegi degerlendirilmistir.
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