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GSSG : Okside glutatyon 
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i.p                     : İntraperitoneal 
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O2
- : Süperoksit anyonu  

OH- : Hidroksil iyonu 

SF : Serum fizyolojik 

SM : Skimmilk 

SOD : Süperoksit dismutaz 
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TNF-α : Tümör nekrozis faktör alfa   

UTP : Uridin trifosfat 

 
 
 



 iii

İÇİNDEKİLER 

TEŞEKKÜR ..................................................................................................................... i 

KISALTMALAR ............................................................................................................ ii 

İÇİNDEKİLER ..............................................................................................................iii 

TABLOLAR DİZİNİ ..................................................................................................... vi 

ŞEKİLLER DİZİNİ ......................................................................................................vii 

1. GİRİŞ ve AMAÇ......................................................................................................... 1 

2. GENEL BİLGİLER.................................................................................................... 3 

2.1. Fulminan Hepatik Yetmezlik................................................................................. 3 

2.1.1. Akut Karaciğer Yetmezliği Etiyolojisi ........................................................... 4 

2.1.2. Akut Karaciğer Yetmezliğinde Semptomlar................................................... 4 

2.1.3. Akut Karaciğer Yetmezliğinde Etyolojiye Yönelik Testler ........................... 5 

2.1.4. Akut Karaciğer Yetmezliğinde Tedavi ........................................................... 6 

2.2. Deneysel Karaciğer Yetmezliği Modelleri ............................................................ 7 

2.3. D-galaktozamin (D-GalN) ..................................................................................... 8 

2.3.1. D - Galaktozamin Hepatitinde Apoptozis ve TNF-α .................................... 10 

2.3.1.1. Apoptozis ............................................................................................... 10 

2.3.1.2. TNF-α .................................................................................................... 11 

2.3.1.3. D-Galaktozamine Bağlı Karaciğer Hasarında Apoptozis ve               

TNF – α............................................................................................................... 12 

2.4. Probiyotikler ........................................................................................................ 13 

2.4.1. Probiyotik Mikroorganizmaların Özellikleri ................................................ 13 

2.4.2. Probiyotik Olarak Kullanılan Mikroorganizmalar........................................ 13 

2.4.3. Probiyotiklerin Biyolojik Etkileri ................................................................. 14 

2.4.4. Probiyotiklerin Antibakteriyel Mekanizması................................................ 15 

2.4.5. Probiyotiklerin Adezyon Mekanizması ........................................................ 16 

2.4.6. Probiyotiklerin Antiapoptotik Etkisi............................................................. 16 

2.4.7. Probiyotiklerin Antioksidan Etkisi ............................................................... 16 

2.4.8. Probiyotiklerin Immunite Üzerine Etkileri ................................................... 17 

2.4.9. Sağlıklı Bireyde Probiyotik Kullanımı ......................................................... 17 

2.4.10. Probiyotiklerin Güvenilirliği....................................................................... 18 

2.5. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres.................................................... 18 



 iv

2.5.1. Serbest Radikallerin Hücreler Üzerindeki Etkileri ....................................... 19 

2.5.1.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapısal Değişiklikler ................................. 19 

2.5.1.2. Proteinlerde ve Nükleik Asitlerde Meydana Gelen Yapısal   

Değişiklikler........................................................................................................ 20 

2.5.2. Nonenzimatik ve Enzimatik Antioksidan Sistemler ..................................... 20 

2.5.2.1. Nonenzimatik Antioksidanlar ................................................................ 20 

2.5.2.2. Enzimatik Antioksidanlar ...................................................................... 20 

2.5.2.2.1. Glutatyon Peroksidaz...................................................................... 20 

2.5.2.2.2. Katalaz ............................................................................................ 21 

2.5.2.2.3. Süperoksid Dismutaz ...................................................................... 21 

3. MATERYAL ve METOD ........................................................................................ 23 

3.1. Materyal ............................................................................................................... 23 

3.1.1. Yöntem.......................................................................................................... 23 

3.1.2. Probiyotiklerin Hazırlanması ........................................................................ 24 

3.2. Metod ................................................................................................................... 24 

3.2.1. Deney Protokolleri ........................................................................................ 24 

3.2.1.1. Deney 1 Protokolü ................................................................................. 24 

3.2.1.1.1. Kan ve Doku Örneklerin Alınması ................................................. 27 

3.2.1.2. Deney 2 Protololü .................................................................................. 27 

3.2.1.2.1. Kan ve Doku Örneklerin Alınması ................................................. 29 

3.2.1.2.2. Örneklerin Homojenizasyonu ve Deney İçin Hazırlanması ........... 29 

3.2.1.2.2.1. Homojenizasyonda Kullanılan Reaktifler................................ 29 

3.2.1.2.2.2. Homojenizasyon ...................................................................... 29 

3.2.1.2.3. Biyokimyasal Analiz Yöntemleri ................................................... 30 

3.2.1.2.4. Histolojik Değerlendirme ............................................................... 30 

3.2.1.2.5. Bakteri Kültürleri ............................................................................ 31 

3.2.1.2.6. İstatistik Değerlendirme.................................................................. 31 

4. BULGULAR.............................................................................................................. 32 

4.1. Deney 1 ................................................................................................................ 32 

4.1.1. Deney 1’deki Karaciğer Fonksiyon Testleri Aktiviteleri ............................. 32 

4.2. Deney 2 ................................................................................................................ 34 

4.2.1. Sıçanlardaki Ağırlık Değişiklikleri ............................................................... 34 



 v

4.2.2. Sıçanlardaki Karaciğer Ağırlık Değişiklikleri .............................................. 35 

4.2.3. Karaciğer Fonksiyon Testleri  Aktiviteleri (AST, ALT, ALP)..................... 36 

4.2.4. Karaciğer Dokusunda GSH Düzeyleri.......................................................... 39 

4.2.5. Karaciğer Dokusunda Antioksidan Enzim Düzeyleri (CAT, SOD,           

GSH-Px).................................................................................................................. 39 

4.2.6. Karaciğer Dokusunda MDA Düzeyleri ........................................................ 42 

4.2.7. Karaciğer Dokusunda TNF-α Düzeyleri....................................................... 43 

4.2.8. Karaciğer Dokusunda NO Düzeyleri ............................................................ 44 

4.2.9. Histolojik Değerlendirme ............................................................................. 45 

4.2.10. Bakteri Kültürleri ........................................................................................ 46 

TARTIŞMA................................................................................................................... 47 

SONUÇ .......................................................................................................................... 53 

ÖZET ............................................................................................................................. 54 

SUMMARY ................................................................................................................... 56 

EK 1................................................................................................................................ 58 

KAYNAKLAR .............................................................................................................. 60 

 



 vi

TABLOLAR DİZİNİ 

Tablo 1. Akut karaciğer yetmezliği sınıflaması................................................................ 3 

Tablo 2. Akut karaciğer yetmezliği etiyolojisi ................................................................. 4 

Tablo 3. Hepatik ensefalopati evreleri .............................................................................. 5 

Tablo 4. Akut karaciğer yetmezliğinde etyolojiye yönelik testler.................................... 6 

Tablo 5. Akut karaciğer yetmezliğinde destek tedavisi .................................................... 6 

Tablo 6. D-Galaktozamin ile yapılan deneysel AKY çalışmaları .................................... 8 

Tablo 7. Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalara örnekler ............................. 14 

Tablo 8. Probiyotik bakterilerin biyolojik etkileri .......................................................... 15 

Tablo 9. Kullanılan malzeme ve aletler .......................................................................... 23 

Tablo 10. Deney protokolü 1 .......................................................................................... 27 

Tablo 11. Deney protokolü 2 .......................................................................................... 28 

Tablo 12. Deney 1 çalışma gruplarında ALT ve AST aktiviteleri.................................. 33 

Tablo 13. Çalışma başlangıcı ve sakrifikasyon öncesi sıçanların ortalama ağırlıkları ... 34 

Tablo 14. Sıçanlardaki karaciğer ağırlık değişiklikleri................................................... 36 

Tablo 15. Deney 2 karaciğer fonksiyon testleri aktiviteleri............................................ 37 

Tablo 16. Karaciğer dokusunda GSH düzeyleri ............................................................. 39 

Tablo 17. Karaciğer dokusunda antioksidan enzim düzeyleri (CAT, SOD, GSH-Px)... 40 

Tablo 18. Karaciğer dokusunda MDA düzeyleri............................................................ 42 

Tablo 19. Karaciğer dokusunda TNF-α düzeyleri .......................................................... 44 

Tablo 20. Karaciğer dokusunda NO düzeyleri ............................................................... 45 

Tablo 21. Sıçanların gruplara göre histolojik değerleri .................................................. 46 

Tablo 22. Deneyde kullanılan malzemeler ..................................................................... 58 

 



 vii

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil 1. Serum ALT aktivitelerinin gruplara göre dağılımı............................................ 33 

Şekil 2. Serum AST aktivitelerinin gruplara göre dağılımı ............................................ 34 

Şekil 3. Serum AST aktivitelerinin gruplara göre dağılımı ............................................ 38 

Şekil 4. Serum ALT aktivitelerinin gruplara göre dağılımı............................................ 38 

Şekil 5. Serum ALP aktivitelerinin gruplara göre dağılımı ............................................ 38 

Şekil 6. Karaciğer dokusunda glutatyon düzeylerinin gruplara göre dağılımı ............... 39 

Şekil 7. Karaciğer dokusunda CAT düzeylerinin gruplara göre dağılımı ...................... 41 

Şekil 8. Karaciğer dokusunda SOD düzeylerinin gruplara göre dağılımı ...................... 41 

Şekil 9. Karaciğer dokusunda GSH-Px düzeylerinin gruplara göre dağılımı................. 41 

Şekil 10. Karaciğer dokusunda MDA düzeyleri gruplara göre dağılımı ........................ 43 

Şekil 11. Karaciğer dokusunda TNF-α düzeylerinin gruplara göre dağılımı ................. 44 

Şekil 12. Karaciğer dokusunda NO düzeylerinin gruplara göre dağılımı....................... 45 

 



 1

1. GİRİŞ ve AMAÇ 

Akut karaciğer yetmezliği (AKY) masif hepatik yetmezlik ile seyreden klinik 

bir sendromdur. AKY’ne yönelik deneysel karaciğer yetmezliği modellerinin 

oluşturulması hem hastalığın altında yatan patofizyolojik koşulları anlamamızı sağlar, 

hem de yeni tedaviler geliştirilmesine yardımcı olur (1). Deneysel karaciğer yetmezliği 

modelleri cerrahi veya kimyasal olarak yapılmaktadır.  

D-galaktozamin (D-GalN) karaciğerde galaktoz yolağı ile metabolize olan bir 

amino şekerdir. Selektif bir hepatotoksindir (2). D-GalN, hücresel üridin trifosfat 

konsantrasyonunu azaltmak suretiyle RNA ve protein sentezini inhibe ederek, karaciğer 

hücre nekrozuna neden olmaktadır (3).  

D-GalN’in deney hayvanlarında neden olduğu karaciğer lezyonunun 

morfolojik ve patofizyolojik özelliklerinin, insan viral hepatitindekine birçok açıdan 

benzediği bildirilmiştir (4).    

D-GalN’in sitototoksik etkisinde, endojen lipidlerin peroksidasyonunun major 

faktör olduğu gösterilmiştir (5). 

Önceki çalışmalarda, sıçanlarda D-GalN ile indüklenen karaciğer 

lezyonlarında, hem lokal defans mekanizmalarının, hem de retiküloendoteliyal sistem 

fagositik fonksiyonunun ciddi şekilde azaldığı ve Lactobacillus ön tedavisinin makrofaj 

metabolik aktivitesini artırdığı bildirilmiştir (6). D-GalN enjeksiyonu ile karaciğer 

lezyonu uyarılmasından önce, uygulanan Lactobacillus plantarum ön tedavisinin, 

bakteriyel translokasyonu ve karaciğer hücre hasarını azalttığı da saptanmıştır (7). 

Probiyotikler son zamanlarda sık olarak kullanılmakta ve probiyotiklerle ilgili 

olarak çok geniş çalışmalar yapılmaktadır. Değişik sistemlerde toksik etkisi bilinen D-

GalN’in yan etkisinin probiyotiklerce engellenip engellenemeyeceğinin ortaya 

konulması probiyotiklerin yeni kullanım alanlarını ortaya koyacaktır. Biz çalışmamızda 

D-GalN ile uyarılan akut karaciğer hasarında probiyotiklerin bu hepatotoksik etkiyi 

azaltmada bir faydasının olup olmadığını araştırmayı hedefledik. 

Bu amaçla probiyotiklerin D-GalN hepatitinde karaciğer dokusunda olası 

olumlu etkinliğin mekanizmasına açıklık getirmek için, enzimatik antioksidan sistemin 

ana öğeleri olan süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz 
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(GSH-Px); non-enzimatik antioksidan olan glutatyon (GSH); lipid peroksidasyonunun 

önemli bir göstergesi olan malondialdehit (MDA); proinflamatuar bir stokin olan tümör 

nekrozis faktör alfa (TNF-α) ve Nitrik oksit (NO) tayini yapıldı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Fulminan Hepatik Yetmezlik  

Fulminan hepatik yetmezlik ilk defa Trey ve Devidson tarafından daha 

önceden karaciğer hastalığı olmayan bir kişide semptomların başlamasından sonraki 2 

hafta içinde mental durumda değişiklikler olması olarak tanımlanmıştır (8). Daha 

sonraki yıllarda bu tanımda çeşitli modifikasyonlar yapılmıştır. Bu hastalar için genel 

bir terim olan AKY ilk kez O’Grady ve arkadaşlarınca önerilmiştir. Bu araştırıcılar 539 

hastanın retrospektif analizine dayanarak karaciğer yetmezliği hastalarını semptomların 

ortaya çıkışından ensefalopatinin oluşmasına kadar geçen süreye göre 3 gruba 

ayırmışlardır. Ensefalopatinin semptomların başlagıcından itibaren ilk haftada ortaya 

çıktığı vakalar hiperakut, 8-28 günde ortaya çıktığı vakalar akut, 29 gün-12 hafta 

arasında ortaya çıktığı vakalar subakut karaciğer yetmezliği olarak tanımlanmıştır (9). 

AKY  sınıflaması tablo 1’de gösterilmiştir (10). 

Tablo 1. Akut karaciğer yetmezliği sınıflaması  

Ensefalopati semptomlarının 
                                  ortaya çıkış-zamanları                    Etiyoloji 

Hiperakut karaciğer yetmezliği       < 7 gün Parasetamol toksitesi, viral 
hepatit A,  hepatit B infeksiyonu 

Akut karaciğer yetmezliği        7-28 gün  Viral hepatit A, B, E 
infeksiyonları, idiyosenkratik ilaç 
reaksiyonu, NANB hepatit 

Subakut karaciğer yetmezliği     28 gün-5 hafta  NANB hepatit 

NANB = non-A non-B hepatit 

Murphy N. An update in acute liver failure: when to transplant and the role of liver support devices. Clin 
Med. ‘den alınmıştır. 
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2.1.1. Akut Karaciğer Yetmezliği Etiyolojisi 

AKY’nin en sık nedenleri viral hepatitler, asetaminofen toksitesi ve 

idiosenkratik ilaç reaksiyonlarıdır (11). AKY yapan nedenler tablo 2’de 

gösterilmiştir(12). 

Tablo 2. Akut karaciğer yetmezliği etiyolojisi  

A: Viral  
    HAV, HBV±HDV, HEV, HSV, CMV, EBV, HV2, adenovirus, hemorajik ateş 
yapan viruslar  
B: İlaçlar ve toxinler 
     1: Doza bağımlı karaciğer hasarı yapanlar 
    Asetoaminofen, CC14, sarı fosfor, Amanita phalloides, Bacillus cereus toksini, 
sufonamidler, tetrasiklin, ekstazy, bitkisel ilaçlar 
   2: İdiosenkratik yolla karaciğer hasarı yapanlar  
     Halotan, izoniazid, rifampisin, valproik asid, NSAİİ, İNH, disulfan  
C: Vasküler nedenler 
  Budd-Chaiari sendromu, veno-okulzif hastalık, şok karaciğeri, sağ kalp yetmezliği 
D: Metabolik 
    Gebeliğin akut yağlı karaciğeri, Wilson hastalığı, Reye sendromu, Herediter fruktoz 
intoleransı 
E: Diğer nedenler 
     Malign infiltrasyon (karaciğer metastazı, lenfoma), otoimmun hepatit, sepsis 
F: Nedeni belirlenemeyen  
 
HAV: hepatit A virusu, HBV: hepatit B virusu, HDV: hepatit D virusu, HEV: hepatit E 
virusu, HSV: herpes simplex virus, CMV: Sitomegalovirus, EBV: Epstein Barr virus, 
HZV: Herpes varicella zoster virusu, CCl4: Karbon tetraklorür, İNH: İsoniazid, 
NSAİİ: Non-steroid antiinflamatuar ilaçlar 

David A. Sass and A. Obaid Shakil. Fulminant Hepatic Failure. Liver Transplantation, Vol 11, 
No6(June),2005:pp 594-605’ den alınmıştır. 

2.1.2. Akut Karaciğer Yetmezliğinde Semptomlar  

AKY’nin başlangıç semptomları halsizlik, bulantı, anoreksi, kusma, karın 

ağrısı ve ateştir (13). Bu semptomlara ensefalopati, koma ve çoğunlukla koagulopati 

eşlik eder.   

Hepatik ensefalopati duygulanım değişiklikleri, uykusuzluk, konsantrasyon 

güçlüğünden (evre 1) komaya (evre 4) kadar farklı şekillerde görülebilir. Serebral ödem 

evre 4 ensefalopatisi olan hastaların çoğunluğunda görülür (14), otopsi serilerinde 
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fulminan hepatik yetmezliğe bağlı ölümlerin en sık nedeni olarak bulunmuştur (15) . 

Hepatik ensefalopati evreleri tablo 3’te gösterilmiştir (10). 

Tablo 3. Hepatik ensefalopati evreleri  

Evre                 Mental durum                             Tremor                          EEG 

Öfori veya depresyon, dalgalanma 

gösteren hafif konfüzyon, algı ve 

ifadede yavaşlama, anlamsız 

konuşma, uyku düzensizlikleri  

 

ince 

 
 

   

genellikle normal 
  

 

Evre 1 deki semptomlar 

belirginleşir, uykuya meyillidir, 

sfinkter kontrolü sağlanamaz 

 
mevcut 

 

anormal,            

jeneralize                   

yavaşlama 

Çoğu zaman uyur, ama 

uyandırılabilir,  konuşma 

anlamsızdır, konfüzyon belirgindir 

hasta koopere  ise 

belirgindir 

              

anormal 

            

 

I 

 

 

 

II 

 

 

III 

 

 

IV 
Uyandırılamaz, ağrılı uyaran yanıtı 

olabilir ya da olmayabilir 

 

yok 

 
anormal 

 

Murphy N. An update in acute liver failure: when to transplant and the role of liver support devices. Clin 
Med. 2006 Jan-Feb;6(1):40-6’den alınmıştır. 
 

    2.1.3. Akut Karaciğer Yetmezliğinde Etyolojiye Yönelik Testler 

AKY oluşmasından sonra etyolojiyi anlamaya yönelik birçok test mevcuttur. 

AKY’nde etiyolojiye yönelik yapılabilecek testler tablo 4’te gösterilmiştir (16).  
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Tablo 4. Akut karaciğer yetmezliğinde etyolojiye yönelik testler  

            Etyoloji                              Testler  
    HAV    HAV Ig M 
    HBV, HDV                             Hbs Ag (-) olabilir, Anti HbcIg M ve HBV DNA 
    HEV      Anti HEV        
    Parasetamol                                   Kan ilaç düzeyi                                 
    İdiosenkrazik ilaç reaksiyonu          Kanda eozinofil sayımı            
    Otoimmün    Otoantikorlar, Ig G 
    Gebelikle ilişkili durumlar 
         - Yağlı Karaciğer                        
         - HELLP sendromları                 

 
USG, ürik asit, histoloji 
Platelet sayısı,  transaminazlar 

    Wilson hastalığı                               Üriner bakır, seruloplazmin,  yarık lamba incelenmesi        
    Budd- Chiari                                   Doppler USG veya venografi            
    Malignite                                         Görüntüleme / histoloji 
    İskemik hepatit                                Transaminazlar  
HAV: hepatit A virus, HBV: hepatit B virus, HDV: hepatit D virus, HEV: hepatit E virus,  
HELLP: “Hemolysis, Elevated liver Enyzmes, Low Platelets” 

 
O'Grady JG. Acute liver failure. Postgrad Med J. 2005 Mar;81(953):148-54’den alınmıştır. 

2.1.4. Akut Karaciğer Yetmezliğinde Tedavi  

AKY’nin spesifik bir tedavisi yoktur. Mortalitesi yüksektir ve kanıtlanmış 

bilinen tek tedavi seçeneği karaciğer transplantasyonudur. Genel destek tedavisi ile 

takip edilmektedir. AKY’de genel destek tedavisi tablo 5’te gösterilmiştir (17).  

Tablo 5. Akut karaciğer yetmezliğinde destek tedavisi   

1. Gerekmedikçe sedasyon önerilmez 

2. Monitorizasyon: 4-6 saate bir nörolojik değerlendirilme, kan glukozu, asit-baz 

elektrolitler ve PT takibi  

3. Sıvı dengesinin sağlanması  

4. Koagülasyon için destek (TDP, kriopresipitat) 

5. Destek tedavide kullanılacak ilaçlar: Vitamin K, H2 blokerleri, PPİ’leri, sukralfat, 

laktuloz, N-asetilsistein ± geniş spekturumlu antibiyotikler  

6. Nutrisyonun sağlanması: Enteral beslenme, eğer hasta ventilatöre bağlı ise 

paranteral beslenme  

PT: protrombin zamanı, TDP: Taze donmuş plazma, PPİ: proton pompa inhibitörü  

Kelly DA. Managing liver failure. Postgrad Med J. 2002 Nov;78(925):660-7’den alınmıştır. 
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2.2. Deneysel Karaciğer Yetmezliği Modelleri 

 Deneysel karaciğer yetmezliği modellerinin oluşturulması hem hastalığın 

altında yatan patofizyolojik koşulları anlamamızı sağlar, hem de yeni tedaviler 

geliştirilmesine yardımcı olur. Terblanahe ve Hickman ideal bir deneysel karaciğer 

yetmezliği modelinin özelliklerini şu şekilde sıralamıştır (1). 

1- Oluşturulan karaciğer yetmezliği potansiyel olarak geri dönüşebilir 

olmalıdır. 

2- Karaciğer hasarı tekrarlanabilir olmalıdır. 

3- Selektif karaciğer hasarı oluşturmalıdır ve karaciğer yetmezliğine bağlı 

ölüm,  klinikte gözlenenle hemen hemen ayni sürede gerçekleşmelidir. 

4- Terapötik yaklaşımların uygulanabilmesi için hastalığın ortaya çıkışı ile 

hastalığa bağlı ölüm arasında yeterli zaman olmalıdır.  

5- Deneysel bulguların insanlarda da kullanılabilmesi için yeterli büyüklükte 

hayvanlar kullanılmalıdır. 

6- Deneysel karaciğer yetmezliği oluşturmak için kullanılan toksin laboratuar 

personeli için risk oluşturmamalıdır (1).   

Deneysel karaciğer yetmezliği cerrahi veya kimyasal olarak oluşturulabilir. 

Cerrahi modeller: Cerrahi olarak oluşturulan deneysel karaciğer yetmezliği 

modelleri karaciğerin çıkarılması (anhepatik modeller) veya karaciğere kan akımının 

durdurulmasını içerir (devaskülarizasyon modelleri) (2). 

Kimyasal modeller: Kimyasal olarak karaciğer yetmezliği oluşturmakta 

kullanılan pek çok toksin vardır. Bunlar CC14 (18), D-GalN (3, 19, 20, 21, 22), 

asetaminofen (23), tiyoasetamid (24), nitrozaminler (25), halojelenmiş 

anesteziklerdir(26). 

Bizim çalışmamızda karaciğer yetmezliği oluşturmak için D-GalN 

kullanılmıştır. Tablo 6’da D-GalN’in kullanıldığı deneysel AKY çalışmaları 

özetlenmiştir (19, 20, 21, 22). 
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Tablo 6. D-Galaktozamin ile yapılan deneysel AKY çalışmaları  

                                                                                           Referanslar  
                                   Blitzer et al   (19)        Stelaff et al. (20)     Diaz-Buxo et al. (21)   Kalpana et al.(22) 

Türler F1-hybrid tavşanları Morigrel 
köpekleri 

Morigrel 
köpekleri Domuz 

    Sayı 34 18             10 14 
Ağırlık(kg) 1-2 27-30 28-35 8-15 
D-GalN dozu(iv) 4,25 mmol/kg 1,0 g/kg 1,0 g/kg 1,0 g/kg 
Kontrol  Yok %5 Dekstroz inf. Yok %5 Dekstroz inf. 
Anestezi 
maruziyeti Yok Sürekli Halotan Yok Yok 

 AKY 
değerlendirilmesi Glukoz, KCFT, PT, 

amino asid 
Glukoz, KCFT, 
PT, amino asid 

Glukoz, KCFT, 
PT, endotoksin, 
keratin, kc. bx 

Glukoz, KCFT, PT, 
keratin, kc. bx 

Komanın  
değerlendirilmesi Amonyak, EEG KİBAS Klinik 

değerlendirme 

Amonyak,         
beyin otopsisi, 

klinik 
Koma süresi Zaman verilmemiş %80’i  30 saat Zaman 

verilmemiş 7-8 saat 

Ölüm süresi saat 
(hayvanların 
%’si) 

<27 (%59) 
27-44 (%21) 
44-91 (%15) 

<2 (%20) 
33-36 (%60) 
37-42 (%20) 

<27 (%10) 
27-44 (%20) 
44-72 (%50) 

Tümü 77-86 saat 
arasında 

Yaşayanlar %6 Yok %20 Yok 
KCFT: karaciğer fonksiyon testleri, PT: protrombin zamanı, EEG: elektroensefalogram,  
KİBAS: intrakranial basınç, AKY: Akut karaciğer yetmezliği, Kc. bx: karaciğer biyopsisi 

Blitzer BL, Waggoner JG, Jones EA, Gralnick HR, Towne D, Butler J, et al. A model of fulminant 
hepatic failure in the rabbit. Gastroenterology 1978;74:664-671, 

Sielaff TD, Hu MY, Rollins MD, Bloomer JR, Amiot B, Hu WS, et al. An anesthetized model of lethal 
canine galactosamine fulminant hepatic failure. Hepatology 1995;21:796-804, 

Diaz-Buxo JA, Blumenthal S, Hayes D, Gores P, Gordon B. Galactosamine-induced fulminant hepatic 
necrosis in unanesthetized canines. Hepatology 1997;25:950-957, 

Kalpana K, Ong HS, Soo KC, Tan SY, Raj JP. An improved model of galactosamine-induced fulminant 
hepatic failure in the pig. J Surg Res 1999;82:121-130’den alınmıştır. 

2.3. D-galaktozamin (D-GalN) 

D-GalN  karaciğerde galaktoz yolağı ile metabolize olan bir amino şekerdir. 

Selektif bir hepatotoksindir (2). D-GalN’in intraperitoneal (i.p) uygulaması 

hepatositlerde intrasellüler uridin trifosfat (UTP) havuzunu azaltarak RNA ve protein 

sentezini engeller (3). İ.p olarak uygulandığında sıçanlarda serum transaminaz 

düzeylerinin artışına, hepatik nekroza ve komaya yol açar (27). D-GalN’in neden 

olduğu karaciğer lezyonlarının morfolojik ve patofizyolojik özelliklerinin insan viral 

hepatitindekine birçok açıdan benzediği bildirilmiştir (3). 
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D-GalN’nin sitotoksik etkisinde endojen lipidlerin peroksidasyonunun önemli 

bir faktör olduğu gösterilmiştir (5). D-GalN’nin neden olduğu oksidatif hasarlanma 

genellikle lipid peroksidasyonunun uyarıcısı ve hücre membranının yıkımının kaynağı 

olan hidroksil radikali (OH-) oluşumu ile ilişkili bulunmuştur (28). 

D-GalN verilmesinden sonra karaciğerde serbest oksijen (O2
.-) radikal 

reaksiyonlarının medyatörleri olan lipid hidroksiperoksitlerin konsantrasyonu artar (29). 

Sıçanlardaki D-GalN hepatitinde; superoksit dismutaz, CAT ve GSH-Px gibi 

antiperoksidatif enzimlerin aktivitelerinin azalmış olduğu da bildirilmiştir (30). 

D-GalN uygulanmasının ardından sıçan karaciğerinde apoptozis geliştiği 

histokimyasal olarak gösterilmiştir (27, 31, 32, 33). D-GalN verilmesinden 18-24 saat 

sonra apoptoziste rol alan bir proteaz olan kaspaz 3 (Cas3) aktivitesi artar (32). Cas3 

aktivitesi, D-GalN verilen sıçanlarda CC14 (34) veya tiyoasetamid verilen sıçanlara göre 

(33) daha yüksektir. D-GalN intoksikasyonunda apoptozis insidansının yüksek olması, 

kısmen D-GalN toksitesinin karaciğer hücrelerinde kaspazları aktive ederek apoptozise 

yol açan TNF-α aracılığıyla oluşmasıyla açıklanabilir (35,36). TNF-α infeksiyon, 

yetmezlik, inflamasyon patogenezinde primer rol oynayan bir sitokindir. Konak defansı 

ve doku hemostazında önemli rol oynar. Endotoksemi sırasında TNF-α’nın akut 

sistemik salınımı karaciğer hasarı ve mortalite üzerinde merkezi bir rol oynar (37). 

Tersine, dokulardan düşük düzeylerde TNF-α salınması yararlı etkiler sağlar (38). 

D-GalN’e bağlı karaciğer hasarı, artmış TNF-α düzeyleri ile korele 

bulunmuştur (27). Hepatositlerde TNF-α düzeylerinin artışı apopitotik cisimciklerde 

artışla beraberdir (39). 

TNF-α düzeylerinde artışla karaciğer hasarı arasındaki ilişki alkolik hepatit 

(40), iskemi ve reperfüzyon sonrasında ve karaciğer transplantasyonu sonrasında 

allograft rejeksiyonunda da gösterilmiştir (41). D-GalN’e bağlı karaciğer yetmezliğinde 

anti-TNF-α antikorlarının verilmesi apoptozisi ve nekrozu azaltır. TNF-α antikorlarının 

verilmesi alanin taransaminaz (ALT) düzeylerini ancak  %65 oranında azaltır. Bu sonuç 

D-GalN’e bağlı karaciğer hasarında TNF-α dışındaki mekanizmaların da etkili 

olduğunu gösterir (39). 

D-GalN’e bağlı akut karaciğer hasarında tipik makroskopik bulgu karaciğerde 

uniform soluklukla beraber dağınık, subkapsüler hemoraji alanlarının görülmesidir (20). 
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Histolojik değerlendirmede yaygın hasarlanma, santral ve intermediate nekroz, portal ve 

periportal alanlarda hemoraji ve hepatositin glikojen içeriğinde panlobüler azalma 

görülür. Lobüler mimari korunmuştur. Fulminan hepatik yetmezlik geliştikten sonra 

hayatta kalan deney hayvanlarında sitoliz bulgularıyla beraber Kupffer hücrelerinde 

selüler debrisler görülür (2). Hepatositlerde vakuolizasyon ve inflamatuar hücre 

infiltrasyonu vardır (42). 

Tek doz subletal D-GalN uygulanması sıçanlarda serum total bilirubin ve ALT 

düzeylerinde artışla karakterizedir (36). Sıçanlara verilen D-GalN’in nekrojenik dozu 1 

g/kg dır. D-GalN’in i.p olarak verilmesinin ardından ALT aktivitesinde yükselme 18. 

saatte başlar, 24. saatte doruğa erişir (43, 44). 

2.3.1. D - Galaktozamin Hepatitinde Apoptozis ve TNF-α 

2.3.1.1. Apoptozis 

Apoptozis, organizmanın ihtiyaç duymadığı biyolojik görevini tamamlamış 

veya hasarlı hücrelerin, zararsız bir biçimde ortadan kaldırılmasını sağlayan ve genetik 

olarak kontrol edilen programlı hücre ölümüdür (45). Apoptozise uğrayan hücrelerde 

görülen değişikliklerin çoğu, intranükleozomal DNA yıkımı ve karakteristik morfolojik 

değişimlerdir. Bu değişimler değişik hücre içi peptitlerin seçici proteolitik bölünmesini 

yansıtır. İntranükleozomal DNA yıkımı, apoptozisin biyokimyasal işaretidir. Apopitotik 

kromatin yoğunlaşması, morfolojik değişikliklerin ilk belirtisidir (46). Hücreler 

özelleşmiş yüzey yapılarını ve diğer hücrelerle olan temas yüzeylerini kaybederler. Su 

kaybederek küçülür, büzüşürler. Sitoplazmanın yoğunlaştığı, organellerin birbirine 

yaklaştığı görülür. Membranlar bütünlüklerini korurlar. Organeller genel olarak 

sağlamdırlar. Bazen ribozomlarda çökme izlenir. Sitoplazmada yüzeye paralel yerleşmiş 

mikrofilaman kümeleşmeleri ve endoplazmik retikulumda geçici genişlemeler görülür. 

Mitokondriler genellikle genel yapılarını korurlar. Apoptotik süreç ilerledikçe 

sitoplazmik çıkıntılar oluşur. Hücre daha sonra membranla çevrili küçük parçalara 

bölünür. Bunlara “apoptotik cisim” adı verilir. İçlerinde sitoplazma ve sıkıca 

paketlenmiş organeller bulunur. Bazılarında çekirdek parçaları da mevcuttur (45). 

Apoptozise uğrayan hücre, makrofajları uyarmak suretiyle apoptotik cisimlerin fagosite 

edilmesini sağlamakta ve süreç tamamlanmaktadır (47). 
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Apoptozis, nekrozdan farklı bir hücre ölümü yoludur; nekroze olan hücrede 

membran bütünlüğünün kaybolmasını izleyerek, hücre içeriğinin bozulması ve eksudatif 

inflamasyon gelişmesi söz konusudur. Apoptozis ve nekroz, aynı uyaranla aktive 

olabilmektedir; hücre içi ATP miktarı yeterliyse apoptozis, yetersizse nekroz geliştiği 

gösterilmiştir (48). 

Apoptozis değişik şekildeki sinyallerle harekete geçirilebilir. Bu 

mekanizmalardan biri sitoplazmada bulunan proteazların aktivasyonudur. Bu 

proteazlardan en önemlisi Kaspaz (Cas) adı verilen proteaz grubudur. Cas, “cysteinyl 

aspartate specific protease”ın kısaltılmış adıdır. Cas’lar, inaktif proenzim olarak 

sentezlenirler. Hücre apoptozise başladığında çözünerek aktif enzime dönüşürler (48). 

Hücre apoptozisinde, Cas’a bağımlı olmayan yollar da bulunmakla beraber, 

karakteristik olarak apoptozis, Cas aktivasyonu ve bunun sonucunda oluşan hücre içi 

özgün proteinler yoluyla meydana gelmektedir (49).       

İlaçlar ve kimyasal maddelerin bazıları karaciğerde apoptozisi başlatarak 

karaciğer hasarına yol açabilirler; dimetilnitrozamin (50), vinblastin, kolşisin, 

mikrotübül antagonistleri (51) ve asetaminofendir (52). D-GalN ve tiyoasetamid’in (53) 

in vivo apoptozisi indüklediği gösterilmiştir (31). 

Karaciğerde meydana gelen apoptozis transforming growth faktör (TGF-β1), 

TNF-α gibi sitokinlerin aracılığıyla meydana geldiği saptanmıştır (54).  

2.3.1.2. TNF-α 

TNF-α, aktive olmuş makrofajlar tarafından salgılanan, proinflamatuvar, 

pirojen, akut faz reaktanı olan bir sitokindir. Endotoksin, inflamatuvar olaylar, immün 

kompleksler, fiziksel hasar ve toksinler salınımını uyarmaktadır. TNF-α, endotel 

aktivasyonuna yol açarak, NO salınımını ve inflamasyonu artırır, prokoagülan ortam 

hazırlar, fibroblastları uyararak kollagen sentezini arttırır ve lökositleri aktive ederek 

inflamatuvar sitokin salınımına yol açar (55). TNF-α ayrıca, apoptozisin ekstrensek 

yolağında, özellikle Cas3 aktivasyonunda önemli rol oynadığı gibi, intrensek apopitozis 

yolağında da başlangıç Cas’larını aktifleştirmek suretiyle etkin olduğu gözlenmiştir. 

Proapoptotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-α’nın antagonistleri, antiapoptotik 

etkinlik göstermektedirler (47). 
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TNF-α’nın karaciğer yetmezliği modellerinde sitotoksisite ve hücre 

proliferasyonuna yol açan ana mediyatör olduğu gösterilmiştir (35). 

2.3.1.3. D-Galaktozamine Bağlı Karaciğer Hasarında Apoptozis ve       

TNF – α 

Muntane (27) ve Stachlewitz (56) şıçanlarda D-GalN verilmesinin ardından 

karaciğerde apoptozis geliştiğini histokimyasal olarak göstermişlerdir. Apoptozisin 

mekanizmasını açıklamak için Cas3 benzeri proteaz aktivitesi çalışılmış, D-GalN 

intraperitoneal olarak 1 g/ kg dozunda uygulanmasının ardından 18 ve 24. saatte bakılan 

Cas3 benzeri proteaz aktivitesi kontrol grubuna göre artmış bulunmuştur (32). Bu 

enzimin maksimum aktivitesinin D-GalN ile indüklenen karaciğer yetmezliğinde; CC14 

(34) veya tiyoasetamid verilenlere göre daha yüksek olduğu gösterilmiştir. Bu sonuçlar 

D-GalN verilen sıçanlarda apoptozis / nekroz oranının CC14 veya tiyoasetamid verilen 

sıçanlara göre daha fazla olduğunu saptamıştır (43). 

D-GalN verilen sıçanlarda apoptozisin yüksek oranda görülmesi D-GalN 

toksisitesinin kısmen TNF-α aracılığıyla olduğuna işaret etmektedir (27). TNF-α 

karaciğer hücrelerinde Cas’ları aktive ederek apoptozisi indükler (35, 36). D-GalN’e 

bağlı karaciğer hasarı artmış TNF-α düzeyleri ile koreledir (27). Hepatositlerde TNF-α 

düzeylerinin artışı apoptotik cisimciklerde artışla beraberdir (39).  

D-GalN ile beraber Salmonella abortus equi endotoksini verilerek karaciğer 

hasarı oluşturulan sıçanlarda Cas3 benzeri proteazın selektif olarak aktive olduğu ve bu 

aktivasyonun karaciğer parankim hücrelerinde apoptozis gelişimi ile korele olduğu 

gösterilmiştir. Endotoksemi sırasında meydana gelen Cas3 aktivasyonu ve apoptozis in 

vivo TNF-α  aracılığıyla gerçekleşir. Cas3 ailesinin efektif bir inhibitörü olan Z-Val- 

Ala-Asp-CH2F (Z-VAD) injeksiyonu Cas3 aktivasyonu, apoptozis ve nekrozu 

engellemiştir (36).D-GalN’e bağlı karaciğer yetmezliğinde anti-TNF-α antikorları ile 

proflaksi yapılması apoptozis ve nekrozu azaltmıştır (57). TNF-α düzeylerinde artışla 

karaciğer hasarı arasındaki ilişki alkolik hepatit (40), iskemi ve reperfüzyon sonrasında 

ve karaciğer transplantasyonu sonrasında allograft rejeksiyonunda da gösterilmiştir (41)  
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2.4. Probiyotikler 

Probiyotikler yeterli miktarda tüketildiğinde konakçıya sağlık kazandıran 

mikroorganizmalardır. İntestinal flora bakterilerinin protein hidrolizi sonucu 

oluşturduğu amonyak, aminler, indol gibi maddelerin vücutta intoksikasyona neden 

olduğu, enerjisini protein hidrolizi yerine karbonhidrat fermentasyonundan sağlayan 

laktik asit bakterilerinin kullanımının faydalı olduğu 1900’lu yılların başında anlaşılmış 

olasına rağmen probiyotik kavramının tanımlanması 20. yüzyılın sonlarında mümkün 

olmuştur (58). 1989’da Fuller’in yaptığı tanıma göre probiyotik; canlı mikrobial besin 

olarak konağın florasını düzenleyen, konak için faydalı mikroorganizmalardır (59). 

2.4.1. Probiyotik Mikroorganizmaların Özellikleri 

Probiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmalarda şu özellikler bulunmalıdır: 

güvenilir olmalı, kullanıldığı insan ve hayvanda yan etki oluşturmamalı, sağlıklı insan 

bağırsağından alınmış olmalı ve stabil olmalıdır. Safra tuzları ve düşük pH gibi olumsuz 

çevre koşullarından etkilenmeden barsağa geçebilmelidir. Barsak hücrelerine tutunarak 

kolonize olabilmelidir. Antimikrobiyal maddeler üretmelidir. Karsinojenik ve patojenik 

bakterilere antagonistik etki yapmalıdır. Konakçıda hastalıklara direnç gibi yararlı 

etkiler oluşturabilmelidir. Antibiyotiklere dirençli olmalı, antibiyotiğe bağlı ortaya çıkan 

hastalıklarda barsak florasını düzenlemek amacı ile kullanılabileceğinden, barsaktaki 

antibiyotiklerden etkilenmemelidir. Üretim ve depolama sırasında canlılığını ve 

aktivitesini koruyabilmelidir. Probiyotikler patojenik olmamalı ve toksin üretmemelidir. 

Çok suşlu preparatlar olarak hazırlanabilmelidir (60, 61). 

2.4.2. Probiyotik Olarak Kullanılan Mikroorganizmalar 

Probiyotik üretiminde yaygın olarak kullanılan laktik asit bakterileri 

Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve 

Enterococcus cinsine ait türlerdir. Bu mikroorganizmalar karbonhidratları fermente 

ederek laktik asit oluştururlar. Laktik asit bakterileri dışında probiyotik olarak kullanılan 

diğer mikroorganizmalar ise Bacillus, Saccharomyces ve Aspergillus’tur. Her iki grubun 

etki mekanizmaları ve antibiyotik duyarlılıkları birbirinden farklıdır (62). Sık kullanılan 

probiyotik mikroorganizmalar Tablo 7’de özetlenmiştir (63). 
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Tablo 7. Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmalara örnekler  

Lactobacillus spp Bifidobacterium spp Mantarlar Diğerleri 

L.acidophilus B.bifidum Saccharomyces cerevisia Streptococcus thermophlius 
L.casei B.infant Saccharomyces boulardii Enterococcus faecium 

L.crispatus B.longum  Lactococcus lactis 

L. bulgaricus B.termophlium  Propionibacterium 
freudenereichii 

L.reuteri B.adolescentis  Escherichia coli Nisse 1917 

L.bravis B.lactis  Bacillus clausii 

L.cellobisus B.animalis  Bacillus oligonitrophillis 

L.curvatus B.breve   

L.fermentum    

L.plantarum    

L.rhamnosus    

L.salivarius    

L.gasseri    

L. johnsonii    

L.paracasei    

L.helviticus    

L.farciminis    

Penner R, Fedorak RN, Madsen KL.  Probiotics and nutraceuticals: non-medicinal treatments of 
gastrointestinal diseases. Curr Opin Pharmacol. 2005 Dec;5(6):596-603’den alınmıştır . 

2.4.3. Probiyotiklerin Biyolojik Etkileri 

Probiyotikler, konak canlıyı patojenlere karşı koruyarak ve immün sistemini 

güçlendirerek etki gösterirler. Probiyotiklerin biyolojik etkileri tablo 8’de gösterilmiştir 

(63). 
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Tablo 8. Probiyotik bakterilerin biyolojik etkileri  

Konak immün cevabının modülasyonu 
- Antikor üretimini artırır 
- Natural killer hücre aktivitesini artırır 
- Dentritik hücrelerin fenotip ve fonksiyonlarını düzenler 
- NF-κβ ve AP-1 yolaklarını düzenler 
- Sitokin salınımını etkiler 
- Regülatör T hücrelerini indükler 
- PPAR-γ’yı indükler 
- Apoptozisi düzenler 
- Proteozom aktivitesini inhibe eder. 

     Epitelyal bariyer fonksiyonun artırılması 
- Tight junction protein fosforilasyonunu artırır 
- Mukus üretimini artırır 
- Epitelyal hücrelerde glikolizasyonu artırır 
- sIgA üretimini artırır 
Antimikrobiyal etkileri 
- Luminal pH’ı düşürür 
- Defensin sekresyonunu stimüle eder 
- Antimikrobiyal peptidlerin sekresyonunu artırır 
- Patojenik bakterilerin invazyonunu önler 
- Epitel hücrelerine bakterilerin yapışmasını engeller 
- NO salınımını sağlar 

Penner R, Fedorak RN, Madsen KL. Probiotics and nutraceuticals: non-medicinal treatments of 
gastrointestinal diseases. Curr Opin Pharmacol. 2005 Dec;5(6):596-603’den alınmıştır. 

2.4.4. Probiyotiklerin Antibakteriyel Mekanizması 

Probiyotik suşlar hidrojen peroksit, organik asit, bakteriosin gibi etken 

maddeler sayesinde antibakteriyel özellik gösterirler (64). Laktobasillusların çoğunun 

asetik asit ve laktik asit gibi metabolitlerinden ve pH’i düşürmelerinden dolayı 

bakteriyel patojenlerin çoğalmasını engellediği in vitro olarak gösterilmiştir. Bazı 

laktobasiller (Lactobacillus lactis, Lactobacillus casei Shirota yada Lactobacillus 

acidophilus YIT 0070 suşları) hidrojen peroksit üreterek, Escherichia coli 0157:H7 

çoğalmasını sınırlandırmışlardır (65). L. Casei subsp. rhamnosus Lcr35 suşunun 

süpernatantı insanda patojen olan bakterilerin (enterotoksijenik E.coli –ETEC-, 

enteropatojenik E. coli –EPEC-, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella 

typhimirium, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis ve 

Clostridium difficile) üremesini inhibe etmiştir (66). İnsan sindirim sisteminden izole 

edilen lactobasillus suşlarının gastrointestinal sistem enfeksiyonlarına neden olduğu 
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bilinen dört patojenin (Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli 

ve C. difficile) üremesini sınırlandırdığı saptanmıştır (67). L. casei GG, in vitro olarak 

gram pozitif ve gram negatif bakterilerin çoğuna karşı ‘mikrosin’ adı verilen hücre dışı 

inhibitör madde üretir (68).  

2.4.5. Probiyotiklerin Adezyon Mekanizması  

Probiyotikler, barsak mukozasını örterek, patojen mikroorganizmaların epitel 

hücrelerine temasını azaltır (69). Toksin ve patojenlerin bağlanmasının engellenmesi, 

musin gibi konak faktörlerin uyarımı ya da reseptörlere kompetetif bağlanma 

hipotezinin öne sürülmesine karşın, inhibisyon mekanizması henüz tam olarak açıklık 

kazanmamıştır (70). 

2.4.6. Probiyotiklerin Antiapoptotik Etkisi 

Deneysel olarak sıçanlarda oluşturulan radyasyon kolitinde yoğun probiyotik 

içeriği olan kefirin proflaktik olarak verilmesinin apoptozis ve Cas3 aktivasyonunu 

önemli oranda azalttığı gösterilmiştir (71). Bu etki en belirgin olarak kriptlerde stem 

hücrelerinin olduğu bölgede izlenmiştir. Kefirin anti-apoptotik etkisi, Cas3 

aktivasyonunun inhibe olmasına bağlanmıştır. Diğer taraftan melanoma hücrelerinde 

ultraviole ile indüklenen apoptozise karşı kefirin koruyucu bir etkisi olduğu 

bildirilmiştir (72). 

Fermente süt ürünlerinin, pelvik malignansilerde radyasyon tedavisinden sonra 

ortaya çıkan kronik barsak rahatsızlıklarını azalttığı da bilinmektedir (73). 

2.4.7. Probiyotiklerin Antioksidan Etkisi 

Sıçanlarda probiyotiklerle yapılmış bir çalışmada probiyotiklerin D-GalN ile 

oluşturulmuş karaciğer hasarında hepatosit hasarını, proinflamatuvar sitokinleri ve 

inflamasyonu azalttığı saptanmıştır (74). Yine başka bir çalışmada probiyotiklerin 

karaciğerdeki iskemi-reperfüzyon hasarına karşı süper oksid dismutazı artırarak 

koruyucu etki gösterdikleri saptanmıştır (75). Kefirle yapılmış bir çalışmada 

azoksimetan verilerek kolon kriptlerinde anormal formasyon oluşturulan sıçanlarda 

kefirin GSH gibi antioksidanları arttırdığı saptanmış ve kefirin antioksidan rol oynadığı 

belirtilmiştir (76). 
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2.4.8. Probiyotiklerin Immunite Üzerine Etkileri 

Probiyotik ürünlerin kullanımında en sık öne sürülen gerekçe, probiyotiklerin 

immun sistemi düzenleyerek olumlu etki göstermesidir. İn vivo ve in vitro çalışmalar, 

probiyotiklerin immun cevabı düzenleyebileceğini göstermiştir, fakat altta yatan 

mekanizma tam olarak bilinmemektedir (77). Elimizdeki veriler bize probiyotik 

bakterilerin immun sistemi endojen konak savunma mekanizmalarını harekete geçirerek 

modüle ettiğini düşündürmektedir (78). 

Probiyotikler natural killer (NK) hücre aktivitesini artırarak non-spesifik 

konakçı yanıtlarını modüle ederler (79). Sıçanlarda yaşlanmaya bağlı olarak ortaya 

çıkan sitokin üretimindeki azalmayı probiyotikler tersine çevirmiştir (80). 

Probiyotiklerle ilişkili olarak immun sistemde meydana gelen değişiklikler; 

mukus üretiminin indüksiyonu, laktobasillerin sinyalizasyonu yoluyla makrofaj 

aktivasyonu, sekratuvar IgA ve nötrofillerde artma, inflamatuar sitokin salınımının 

inhibisyonu, periferal Ig düzeylerinin artışıdır (81). 

Probiyotikler dentrik hücrelerde yüzey fenotipini değiştirerek sitokin 

salınımına neden olur (82). Bununla beraber bu etkilerin lokalize mi sistemik mi olduğu 

net değildir. Bu etkilerin hastalarla sağlıklı insanlar arasında farklı olup olmadığı, ya da 

tüm probiyotiklerin böyle etkileri olup olmadığı halen bilinmemektedir. Sağlıklı 

bireylerde probiyotiklerin immun sistem üzerine gösterdiği regülatör etki, hastalarda 

görülmeyebilir. Örneğin sağlıklı bireyde probiyotikler fagositoz üzerinde stimulatör etki 

göstermesine rağmen, allerjisi olan bireylerde fagositozda down regülasyona neden olur 

(83). Probiyotiklerin immun sistemdeki etkilerini anlamak için daha fazla bilgiye ihtiyaç 

vardır.  

2.4.9. Sağlıklı Bireyde Probiyotik Kullanımı 

Pek çok probiyotik ürün sağlıklı bireyler tarafından kullanılmaktadır. Sindirim 

sisteminin düzenlenmesi, genel iyilik halinin sağlanması, uzun dönemde olumlu 

gastrointestinal, respiratuar veya kardiyak etki göstermesi inanışıyla giderek artan 

sayıda insan bu ürünleri düzenli olarak tüketmektedir. Bununla beraber probiyotiklerin 

uzun dönem kullanımının sağlıklı kalmaya yardımcı olduğunu ispatlamış bir çalışma 

yoktur. İlave olarak probiyotiklerin sağlıklı kişilerde immun sistem üzerine etkilerinin 
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kesin bir ölçütü yoktur. Probiyotik alımının sağlıklı yaşam için önerilen diyet, egzersiz 

veya stresin azaltılması ile karşılaştırıldığında ek avantajı olup olmadığının 

değerlendirilmesi gerekir (84). 

2.4.10. Probiyotiklerin Güvenilirliği 

Probiyotik bakterinin büyük miktarlarda canlı olarak alınması ve yararlı 

etkilerinin ortaya çıkması için belli bir dönem boyunca kullanılmasının gerekmesi 

nedeniyle probiyotiklerin güvenilirliği çok önemlidir. 

Probiyotiklerin geleneksel olarak kullanımı (örneğin yiyeceklerin işlenmesinde 

kullanılan laktobasiller) sırasında herhangi bir yan etki görülmemiştir. 

Son yıllarda enterokok ve bazı sakkaromiçes suşları ile ortaya çıkan izole 

oportunistik infeksiyon vakaları bildirilmiştir. Bu vakalar enterokoklara bağlı 

nazokamiyal enfeksiyonların son zamanlarda artış göstermesi ve antibiyotik direncinin 

giderek artması ile de ilişkili olabilir. Belirli enterokok suşları yıllardır süt ürünlerinin 

fermentasyonunda kullanılmakta ve güvenli kabul edilmektedir (84). 

FAO/WHO kullanılacak probiyotik suşlarının bazı parametreler açısından 

değerlendirilmesi gerektiğini önermiştir. Bu parametreler; antibiyotik duyarlılığı, toksin 

üretimi, metabolik ve hemolitik aktiviteler, immunkompromize hayvan modellerinde 

infektivitenin ve yan etkilerinin değerlendirilmesi, insanlarda görülen yan          

etkilerdir (84). 

2.5. Serbest Oksijen Radikalleri ve Oksidatif Stres  

Serbest oksijen radikalleri (SOR), hücre metabolizmasında ortaya çıkan, en dış 

tabakalarında eşlenmemiş elektron taşıyan ve diğer biyolojik materyallerle reaksiyona 

girme eğiliminde olan maddeler olarak tanımlanmaktadır. Serbest radikaller hücrede 

lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi önemli bileşik ve hücresel yapılara etkilidir. 

Membranı oluşturan fosfolipitler, glikolipitler, gliseritler gibi doymamış yağ asitleri ve 

membran proteinleri radikaller için oldukça çekici hedeflerdir. Oksidanların arttığı veya 

antioksidanların yetersiz kaldığı durumlarda organizmanın maruz kaldığı “oksidatif 

stres”, sonuçta bozulan hücresel metabolizma, moleküler yıkım ve doku hasarını getirir 

(85). İnsan vücudunda serbest radikal denilince serbest oksijen radikalleri akla 
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gelmektedir. Antioksidan savunma mekanizmaları ile serbest radikal oluşumunu 

hızlandıran etkenler arasındaki denge bozulduğunda oksidatif stres ortaya çıkar. 

Karaciğer detoksifikasyon için serbest radikalleri kullanırken, nötrofiller patojenleri yok 

etmek için serbest radikalleri üretebilir. Nötrofillerin aktive olması ile ortaya çıkan 

solunum patlamasında rol alan NADPH oksidaz, serbest oksijen radikalleri, NO sentaz 

gibi enzimler; süperoksit anyonu (O2
-), hidrojen peroksit (H2O2), NO ve hidroklorik asit 

gibi reaktif ürünlerin ortaya çıkmasına yol açar (86).  Günümüzde serbest radikaller ve 

reaktif moleküller ile bunların reaksiyonları ve ürünlerindeki artışın hücresel yaşamı 

tehdit ve tahrip ettiği, genetik mutasyonlara da yol açtığı bilinmektedir (87). Kanser, 

ateroskleroz, nörodejeneratif hastalıklar, diabetes mellitus gibi birçok hastalıkta 

oksidatif hasarın rol oynadığı düşünülmektedir. Oksidatif hasar hastalığın başlangıcında 

veya patogenezinde rol oynuyorsa başarılı antioksidan tedavi hastalığı önleyebilir veya 

seyrini hafifletebilir.  

2.5.1. Serbest Radikallerin Hücreler Üzerindeki Etkileri  

2.5.1.1. Lipidlerde Meydana Gelen Yapısal Değişiklikler  

Plazma membranı, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi biyolojik 

membranlarda bulunan poliansatüre yağ asitlerinde serbest radikaller tarafından 

oluşturulan oksidatif hasara lipid peroksidasyonu denilmektedir. Lipid peroksidasyonu 

sonucunda hücrede kendiliğinden devam eden zincirleme reaksiyonlar başlamaktadır. 

Oksidasyon sonucunda oluşan lipid peroksil radikalleri bir sonraki poliansatüre yağ 

asidini okside ederek yeni zincirleme reaksiyonları başlatırlar (88). Bu ürünlerin daha 

ileri parçalanmaya uğraması ile hidroperoksidlere, hidroperoksidler de daha zararlı 

radikal özelliği olan aldehidlere dönüşürler. Bu aldehidler içinde en çok bilineni 

MDA’dır. Bir dokuda MDA seviyesinin artması serbest oksijen radikallerinin arttığını 

gösterir (89). MDA’nın kendisi de üretildiği yerde iki yönlü hareket edebilir; hem dış 

ortama hem de hücrenin iç kısmına yönelebilir. Hücre içinde bir çok yapıya zararlı 

etkileri vardır. Dolayısıyla serbest oksijen radikallerinin lipidlere etkisi sonucu açığa 

çıkan patolojik ürün olan MDA da daha ileri yıkımlara sebep olabilir. Bu hasar 

sonucunda membranın yapısı ve fonksiyonları büyük ölçüde bozulur. 
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2.5.1.2. Proteinlerde ve Nükleik Asitlerde Meydana Gelen Yapısal 

Değişiklikler  

Serbest radikallerin zararlı etkilerine karşı protein ve nükleik asitler, 

poliansatüre yağ asitlerine göre daha dirençlidir. Bunun başlıca sebebi, hasar oluşturucu 

zincir reaksiyonlarının protein ve nükleik asit moleküllerinde gerçekleşme ihtimalinin 

çok zayıf olmasıdır. Serbest radikaller DNA molekülüne çok yakın bir bölgede meydana 

geliyorsa, okside edici radikaller tarafından DNA molekülü kolaylıkla hasara 

uğratılabilmektedir (90). 

2.5.2. Nonenzimatik ve Enzimatik Antioksidan Sistemler  

Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar olarak iki ana gruba 

ayrılabilirler. 

2.5.2.1. Nonenzimatik Antioksidanlar  

GSH düzeyindeki azalma, oksidatif stresin yoğunluğunu yansıtır. Redükte 

GSH/okside glutatyon (GSSG) oranı, oksidatif durumlarda azalır. GSH ve GSSG “high 

performance lipid chromotography” (HPLC) ve spektrofotometrik yöntemlerle tesbit 

edilir (91). GSH karaciğerde glutamat, sistein ve glisinden sentezlenebilen bir 

tripeptiddir. Çok önemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle 

reaksiyona girip onları zararsız ürünlere çevirerek hücreleri oksidatif hasara karşı korur. 

Proteinlerdeki sülfidril gruplarını da indirgenmiş halde tutarak onların okside olmasını 

engeller (92). Diğer önemli nonenzimatik antioksidanlar; S-adenozilmetionin (93), E 

vitamini, C vitamini, seruloplazmin, ürik asit, albumin, bilirubin, β-karoten (94), glukoz 

(95), piruvat (96), taurin (97), melatonin (98), transferin (99), sisteindir (88). 

2.5.2.2. Enzimatik Antioksidanlar  

Başlıca antioksidan enzimler; GSH-Px, CAT ve SOD’dur (92). 

2.5.2.2.1. Glutatyon Peroksidaz  

GSH-Px yapısında, bir metal olan selenyum bulunmaktadır. Bu enzim, redükte 

glutatyonun okside glutatyona çevrildiği in vitro ortamda gerçekleşen reaksiyonda 
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H2O2’i yüksek spesifite ile kullanarak onu detoksifiye etmektedir. GSH’un GSSG haline 

dönüştüğü reaksiyonda GSH-Px enzimi H2O2’i suya indirger. Daha sonra GSH redüktaz 

enziminin katalizlediği reaksiyon ile NADPH harcanarak okside glutatyon tekrar 

redükte hale dönüştürülebilir (92). Hidrojen peroksidin düşük konsantrasyonda olması 

durumunda GSH-Px, CAT enzimine göre daha etkilidir (100). 

Reaksiyon şu şekildedir: 

2GSH + H2O2  GSSG + 2H2O 

2.5.2.2.2. Katalaz 

CAT enzimi, glikoprotein yapısında bir hemoproteindir. Özellikle hidrojen 

peroksitin yüksek konsantrasyonlarda bulunduğu ortamlarda etkilidir (100). Dokularda 

enzimin aktivitesi büyük farklılık gösterir. Karaciğer ve böbrekte en yüksek aktivite, 

destek dokusunda ise en düşük aktivite gösterdiği tespit edilmiştir (101). Okside edici 

enzimlerin etkisiyle ortamda oluşan hidrojen peroksiti direkt olarak suya dönüştürür. Bu 

enzimin aktivitesi, ortamdaki hidrojen peroksit konsantrasyonunun çok fazla arttığı 

durumlarda belirgin olarak artmaktadır. Ortamdaki H2O2 konsantrasyonunun düşük 

olduğu hallerde ise hidrojen peroksiti substrat olarak kullanan diğer antioksidan 

enzimler (GSH-Px gibi) devreye girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklaştırırlar 

(102). CAT ve GSH-Px enzimleri, benzer etkisi olmasına rağmen hücre içindeki 

yerleşim yerleri ve etki yerleri bakımından farklılık göstermektedirler. CAT  enzimi 

peroksizomlarda daha etkili iken, GSH-Px enzimi başlıca sitozol ve mitokondride daha 

etkilidir.  

CAT enziminin katalizlediği reaksiyon şu şekildedir: 

2H2O2  2H2O + O2 

2.5.2.2.3. Süperoksid Dismutaz 

 Süperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dönüşmesini katalizleyen enzim 

grubudur. Katalizlediği reaksiyon şu şekildedir: 

2O2
.- + 2H+  H2O2 + O2  
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SOD enzimi metal ihtiva ettiği için metalloenzim grubundandır. Hücreyi 

radikallerin etkisinden koruyan savunma mekanizması arasında SOD enzimi ilk rolü 

oynar. SOD ile katalizlenen tepkime sonunda oluşan ürünün birikimi CAT enzimi 

tarafından önlenmektedir (103). 
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3. MATERYAL ve METOD 

3.1. Materyal  

Bu çalışmada, sıçanlarda D-GalN ile uyarılan akut karaciğer hasarında, değişik 

probiyotik bakteri suşlarının etkinliğini araştırmayı amaçladık. Deneyde kullanılan 

malzemeler Tablo 9 ve Ek 1’de gösterilmiştir. 

Tablo 9. Kullanılan malzeme ve aletler 

1 Soğutmalı santrifüj (Eppendorf MR 5415, Almanya) 

2 Derin dondurucu (Facis, Fransa) 

3 Hassas terazi (Scaltec, İsviçre) 

4 Vorteks (karıştırıcı) (Nüve NM 100, Türkiye) 

5 Otomatik pipetler (Gilson, Fransa), (Eppendorf MR 
5415, Almanya) 

6 UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1601, Japonya) 
7 Homojenizatör (Ultra Turrax T25, Almanya) 

8 MDA  
Immundiagnostic AG, Stubenwald-
Allee 8a, D-64625 Bensheim Germany, 
KC: 1900-070709 

9 TNF-α 
BioSource International Inc. 542 Flynn 
Road, Camarillo, California, 93012 
USA (Immunoassay Kit), KRC3011 

10 D-Galaktozamin Sigma Chemicals. Co., St Louis, MO, 
USA 

3.1.1. Yöntem 

Çalışmamız, SDÜ Tıp Fakültesi Etik Kurulu’nca onaylandı ve tüm çalışma 

boyunca etik kurallara uyuldu. 

İki deney protokolü uygulandı. Her protokolde 200 - 250 gram ağırlığında, 

48’er adet erkek Wistar-albino sıçan kullanıldı. Deneyler süresince sıçanlar,  bir kafeste 

4’er sıçan olacak şekilde tutuldular. Deneyler, sıçanlar laboratuvara geldikten sonraki 

bir haftalık uyum sürecinin ardından başlatıldı. Deney süresince hayvanlar standart 

nem, ışık (12 saat gün ışığı/12 saat karanlık) ve ısı koşullarında (23 0C) tutuldu ve 

standart sıçan yemi ile beslendi. Kaprofajiyi önlemek için kafes içine tel altlıklar 

yerleştirildi.  
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3.1.2. Probiyotiklerin Hazırlanması 

Araştırmada Lactobacillus fermentum AB-5, Lactobacillus plantarum BK9-40, 

AK6-120 Enterococcus saccoharolyticus BK13-53, AK7-31, Enterococcus 

malodaratus AK7-32, Lactobacillus rhamnosus AK6-180, AB20-100, AK6-27, AC18-

82’den oluşan toplam 10 suş probiyotik kullanılmıştır. Bu bakteriler Süleyman Demirel 

Üniversitesi Gıda Mühendisliği Mikrobiyoloji Laboratuarlarında izole edilmiştir. 

İzolatların bazı probiyotik özellikleri belirlenmiştir (104). Bakterilerin tür düzeyinde 

tanıları 16S rRNA dizi analizleri ile gerçekleştirilmiştir (105). Probiyotik suşlarının 

hazırlanması sırasında her bir izolattan ml’de 1x109 bakteri olacak şekilde hacmi 

ayarlanmış MRS sıvı besiyerine, %1’lik inokülasyon yapılıp anaerob ortamda 37º C’de 

18 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrasında sıvı kültürler falkon tüplerine 

aktarılarak hücre pelletlerinin elde edilmesi için 5000 devirde 10 dakika santrifüj 

edilmiş ve daha sonra süpernatant kısmı atılarak PBS ile 3 defa yıkanmıştır. Her bir 

probiyotik suşu bir sıçanın günlük oral alımı olan 0,2 ml skim milk besiyerinde 1x109 

hücre olacak şekilde süspanse edilmiştir. Skim milk içinde hazırlanan canlı bakteri 

süspansiyonları steril cam tüplere dağıtılıp üzeri parafinle kapatılarak –80o C’de 

kullanım için saklanmıştır.  

3.2. Metod 

3.2.1. Deney Protokolleri 

3.2.1.1. Deney 1 Protokolü 

İlk deneyin amacı D-GalN’le uyarılan aspartat aminotransferaz (AST) ve ALT 

yükselmesini en fazla engelleyen probiyotik suşlarını belirlemektir. Deneyde toplam 48 

adet sıçan kullanılmıştır. Sıçanlar 4’er adet olmak üzere 12 gruba ayrıldı. İlk 10 gruba 

farklı probiyotik suşları verildi, son iki grup ise kontrol grubu olarak ayrıldı. 

Grup 1 (Lactobacillus fermentum AB5-18/D-GalN): İlk yedi gün 

Lactobacillus fermentum AB5-18 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM 

(skimmilk) içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi 

materyali verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml serum fizyolojik 

(SF) içinde sulandırılarak enjekte edildi.  
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Grup 2 (Lactobacillus pantarum BK9-40/D-GalN): İlk yedi gün  

Lactobacillus pantarum BK9-40 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM 

içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  

Grup 3 (Lactobacillus plantarum AK6-120/D-GalN): İlk yedi gün orogastrik 

yolla Lactobacillus plantarum AKG-120 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml 

SM içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  

 Grup 4 (Lactobacillus rhamnosus AK6-180/D-GalN): İlk yedi gün  

Lactobacillus rhamnosus AKG-180 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM 

içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  

Grup 5 (Lactobacillus rhamnosus AB20-100/D-GalN): İlk yedi gün 

orogastrik yolla Lactobacillus rhomnosus AB20-100 suşu günde 1x109 hücre olacak 

şekilde 0,2 ml SM içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön 

tedavi materyali verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde 

sulandırılarak enjekte edildi.  

Grup 6 (Lactobacillus rhamnosus AK6-27/D-GalN): İlk yedi gün 

Lactobacillus rhamnosus AKG-27 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM 

içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  

Grup 7 (Lactobacillus rhamnosus AC18-82/D-GalN): İlk yedi gün  

Lactobacillus rhamnosus AC18-82 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM 

içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  
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Grup 8 (Enterococcus saccoharolyticus AK7-31/D-GalN): İlk yedi gün 

Lactobacillus rhamnosus AKG-180 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM 

içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  

Grup 9 (Enterococcus malodaratus AK7-32/ D-GalN): İlk yedi gün 

Enterococcus malodaratus AK7-32 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM 

içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  

Grup 10 (Enterococcus saccoharolyticus BK13-53/D-GalN): İlk yedi gün 

Enterococcus saccoharolyticus BK13-53 suşu günde 1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml 

SM içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali 

verildikten sonra i.p yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak 

enjekte edildi.  

Grup 11 (SM/D-GalN): Temel kontrol grubu olan bu grupta ilk yedi gün 0,2 

ml SM, orogastrik yolla verildi. Yedinci gün ön tedavi materyali verildikten sonra i.p 

yolla 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak enjekte edildi.  

Grup 12 (SM/SF): Yedi gün boyunca orogastrik yolla 0,2 ml SM, orogastrik 

yolla veridi. Yedinci gün ön tedavi materyali verildikten sonra i.p yolla SF (D-GalN 

volmüne ml/kg eşit olacak şekilde) enjekte edildi. 
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Tablo 10. Deney protokolü 1 

Gruplar 1.gün 2.gün 3.gün 4.gün 5.gün 6.gün 7.gün  8.gün 
Grup 1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1/D-GalN   EX 
Grup 2 PB2 PB2 PB2 PB2 PB2 PB2 PB2/D-GalN   EX 
Grup 3 PB3 PB3 PB3 PB3 PB3 PB3 PB3/D-GalN   EX 
Grup 4 PB4 PB4 PB4 PB4 PB4 PB4 PB4/D-GalN   EX 
Grup 5  PB5 PB5 PB5 PB5 PB5 PB5 PB5/D-GalN   EX 
Grup 6  PB6 PB6 PB6 PB6 PB6 PB6 PB6/D-GalN   EX 
Grup 7 PB7 PB7 PB7 PB7 PB7 PB7 PB7/D-GalN   EX 
Grup 8 PB8 PB8 PB8 PB8 PB8 PB8 PB8/D-GalN   EX 
Grup 9 PB9 PB9 PB9 PB9 PB9 PB9 PB9/D-GalN   EX 
Grup 10 PB10 PB10 PB10 PB10 PB10 PB10 PB10/D-GalN   EX 
Grup 11 SM SM SM SM SM SM SM/ D-GalN   EX 
Grup 12 SM SM SM SM SM SM SM/SF EX 
PB1: Lactobacillus fermentum AB5-18, PB2: Lactobacillus plantarum BK9-40, 
PB3:Lactobacillus plantarum AK6-120, PB4:Lactobacillus rhamnosus AK6-180, 
PB5:Lactobacillus rhamnosus AB20-100, PB6:Lactobacillus rhamnosus AK6-27, 
PB7:Lactobacillus rhamnosus AC18-82, PB8:Enterococcus saccoharolyticus AK7-31, 
PB9:Enterococcus malodaratus AK7-32, PB10:Enterococcus saccoharolyticus BK13-53, 
  D-GalN: D-galaktozamin SM: Skimmilk, SF: Serum fizyolojik,  EX: Sakrifikasyon  

3.2.1.1.1. Kan ve Doku Örneklerin Alınması 

D-GalN enjeksiyonundan 24 saat sonra tedavinin 8. gününde, sıçanlar saat 

09:00 ile 10:00 arasında i.p ketamin 80 mg/kg + xylazine 10 mg/kg ile anesteziye 

edilerek, mid-line insizyonla batınları açıldı ve vena cava inferiordan kan örnekleri 

alındı. Alınan kan örnekleri 1000Xg’de 20 dakika santrifüj edilerek serumları ayrıldı ve 

ayni gün  serum AST ve ALT aktiviteleri  çalışıldı.  

3.2.1.2. Deney 2 Protololü  

Deney 1’de kullanılan 10 probiyotik suşundan AST ve ALT aktivitesinin 

yükselmesini en fazla engelleyen iki probiyotik suşu (L. plantarum BK9-40 ve E. 

malodaratus AK7-32) Deney 2’de kullanılmıştır. Deney 2’de her grupta 8’er sıçan 

olmak üzere 48 adet sıçan kullanılmıştır. 3 tane kontrol grubu olmak üzere toplam 6 

grup oluşturulmuştur. 
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Grup 1 (Normal kontrol (N.Kontrol) ): Bu gruba 7 gün boyunca  0,2 ml SM, 

orogastrik yolla veridi. 7. gün sabah SM verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasında i.p  

0,2 ml SF enjekte edildi.  

Grup 2 (Lb. Kontrol): Bu gruba 7 gün boyunca L. plantarum BK9-40 1x109 

hücre olacak şekilde 0,2 ml SM içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. 7. gün 

sabah probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasında arasında i.p 0,2 ml SF 

enjekte edildi.  

Grup 3 (E. Kontrol ): Bu gruba 7 gün boyunca E. malodaratus AK7-32  

1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM içinde süspanse edilerek orogastrik yolla verildi. 

7. gün sabah probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasında arasında i.p 0,2 SF 

enjekte edildi. 

Grup 4 (D-GalN): Bu gruba 7 gün boyunca orogastrik olarak 0,2 ml SM 

orogastrik yolla veridi 7. gün sabah SM verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasında 

1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml SF içinde sulandırılarak i.p enjekte edildi. 

Grup 5 (Lb./D-GalN): Bu gruba 7 gün boyunca L. plantarum BK9-40 1x109 

hücre olacak şekilde 0,2 ml SM içinde süspanse edilerek verildi. 7. gün sabah 

probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasında arasında 1g/kg dozunda D-GalN 

0,2 ml SF içinde sulandırılarak i.p enjekte edildi.  

Grup 6 (E./D-GalN): Bu gruba 7 gün boyunca E. malodaratus AK7-32 içinde 

1x109 hücre olacak şekilde 0,2 ml SM içinde süspanse edilerek verildi. 7. gün sabah 

probiyotik verildikten sonra saat 09:00-10:00 arasında 1g/kg dozunda D-GalN 0,2 ml 

SF içinde sulandırılarak i.p enjekte edildi. 

Tablo 11. Deney protokolü 2 

Gruplar 1.gün 2.gün 3.gün 4.gün 5.gün 6.gün 7.gün 8.gün 
Grup 1:N.Kontrol SM SM SM SM SM SM SM/SF EX 
Grup 2:Lb.Kontrol Lb.  Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb./SF EX 
Grup 3:E.Kontrol E. E. E. E. E. E. E./SF EX 
Grup 4:D-GalN SM SM SM SM SM SM SM/ D-GalN EX 
Grup 5: Lb./DGalN Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb./D-GalN EX 
Grup 6:E./D-GalN E. E. E. E. E. E. E./D-GalN EX 
Lb.:Lactobacillus pantarum BK9-40, E.: Enterococcus malodaratus AK7-32, SF: Serum fizyolojik, D-
GalN: D-Galaktozamin, SM: Skimmilk, EX: Sakrifikasyon 
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3.2.1.2.1. Kan ve Doku Örneklerin Alınması 

D-GalN enjeksiyonundan 24 saat sonra, sıçanlar i.p ketamin 80 mg/kg + 

xylazine 10 mg/kg ile anesteziye edildi, servikal dekapitasyondan sonra steril şartlarda 

mid-line insizyonla batınları açıldı. Vena cava inferiorden alınan kan örnekleri, 

1000Xg’de 20 dakika santrifüj edilerek serumları ayrıldı ve –80 0C’de biyokimyasal 

incelemeler yapılıncaya kadar saklandı.  Histopatolojik, biyokimyasal ve mikrobiyolojik 

inceleme için steril şartlarda sıçanların karaciğer ve dalakları çıkartıldı. Histopatolojik 

inceleme için doku örnekleri %10 formaldehit içinde saklandı. Biyokimyasal 

incelemeler için alınan örnekler hassas terazi ile tartılarak ağırlıkları kaydedildi ve 

Eppendrof tüplerinin içine yerleştirilerek biyokimyasal çalışmalar yapılana kadar -

800C’de saklandı. 

Karaciğer kaudat lobu ve dalaktan alınan örnekler bakteriolojik traslokasyonun 

değerlendirilmesi için standard yöntemlerle aerobik ve anaerobik bakteri kültürleri 

yapıldı.    

3.2.1.2.2. Örneklerin Homojenizasyonu ve Deney İçin Hazırlanması 

3.2.1.2.2.1. Homojenizasyonda Kullanılan Reaktifler  

Karaciğer dokularının homojenizasyonunda ve biyokimyasal çalışmalarda pH: 

7,4 olan 0,05 M PBS kullanıldı (88). 

3.2.1.2.2.2. Homojenizasyon 

Homojenizasyon işlemi başlangıcında karaciğer dokularının yaş ağırlıkları 

tartıldı. Dokuların soğukluğu muhafaza edilerek cam tüpe kondu. Dokuların üzerine 

ağırlığının 10 katı olacak şekilde tampon ilave edilerek miktarları kaydedildi. Plastik 

kaplar içine buz dolduruldu ve cam tüpteki dokular plastik kapların içerisine 

yerleştirilerek 16 000 devir/dakika hızda homojenize edildi. Daha sonra buz dolu plastik 

kaplar içinde 30 saniye sonifikasyon yapıldı. Homojenatlar; ısısı arttırılmadan, 5 000 

devir/dakika hızında 10 dakika süreyle santrifüj edilerek süpernatanları eppendorf 

tüplerine kondu. Tüpler numaralandırıldı. Dokuların yaş ağırlıkları ve eklenen tampon 

miktarı kaydedildi. Ayrılan süpernatanlardan GSH, GSH-Px, CAT, SOD, MDA, TNF-

α, NO enzim aktivitesi ve protein tayini yapıldı.  
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3.2.1.2.3. Biyokimyasal Analiz Yöntemleri 

Biyokimyasal analizler Süleyman Demirel Üniversitesi Biyokimya Anabilim 

Dalı Laboratuarı’nda yapılmıştır.  

Karaciğer fonksiyonunu değerlendirmek için;  

•  ALT, AST ve Alkalen fosfataz (ALP) düzeyleri Abbot Aeroset (USA) 

otoanalizöründe kolorimetrik olarak çalışıldı.  

• Karaciğer oksidatif stresini değerlendirmek için, karaciğer homejenatında  

MDA seviyesinin tayini Mateos ve arkadaşlarının dinitrofenilhidrazin ile 

türevleme esasına dayanan HPLC metodu kullanılarak ölçüldü (106). 

• SOD aktivitesi Sun ve arkadaşlarının metoduna göre (107), 

• CAT enzim aktivitesi Aebi metoduna göre (108),  

• GSH-Px enzim aktivitesi Paglia metoduna göre çalışıldı (109). 

• GSH konsantrasyonu Ellman reaktifi kullanılarak Beutler ve arkadaşlarının 

uyguladıkları yöntemlere göre yapıldı (110) .  

• Karaciğer dokusunda NO ve TNF-α ELİZA ile çalışıldı. 

• Doku protein konsantrasyonu, otoanalizör ile Lowry Metoduna göre ticari 

kitle çalışılmıştır (DC Protein Assay, Bio-Rad Laboratories, California, 

USA) (111). 

3.2.1.2.4. Histolojik Değerlendirme  

Sakrifiye edilen sıçanlardan alınan karaciğer örnekleri % 10’luk formaldehit 

kullanılarak fikse edildi. Parafin bloklar oluşturuldu. Oluşturulan parafin bloklardan 5 

μm kalınlığında kesitler alınarak lam üzerinde preparatlar hazırlandı. Histopatolojik 

inceleme için hazırlanan preparatlar hematoksilen ve eozin (H&E) ile boyanarak ışık 

mikroskopunda (x100, x200 ve x400 büyütmede)  incelendi. 

Hepatosellüler hasar derecesi İshak ve ark.’nın (112) tanımladığı skorlama sistemi 

kullanılarak yapıldı. Bu skorlama sistemine göre hepatosellüler hasar derecesi aşağıda 

verilen her birim için 0-6 arasında skorlanıp toplam skor elde edilerek hesaplandı. 
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Periportal veya periseptal interface hepatit Skor 
Yok 0 
Hafif ( fokal, birkaç portal alan, <%50) 1 
Hafif/Orta (fokal, çoğu portal alan, >%50) 2 
Orta (septa veya alanların çevresinin %50’sinden azında devamlı) 3 
Ciddi (septa veya alanların çevresinin %50’sinden fazlasında devamlı) 4 

 
 

Birleşen nekroz Skor 
Yok 0 
Fokal birleşen nekroz 1 
Bazı alanlarda zon 3 nekrozu (lobüllerin %50’sinden azında) 2 
Bazı alanlarda zon 3 nekrozu (lobüllerin %50’sinden fazlasında) 3 
Zon 3 nekrozu + nadir portal santral köprüleşme (≤ 2) 4 
Zon 3 nekrozu + çok sayıda portal santral köprüleşme (>2) 5 
Panasiner veya multiasiner nekroz 6 

 
Fokal litik lezyon, apoptoz ve fokal inflamasyon Skor 
Yok 0 
Onluk büyütme alanında ≤ 1 odak 1 
Onluk büyütme alanında 2-4 odak 2 
Onluk büyütme alanında 5-10 odak 3 
Onluk büyütme alanında >10 odak 4 

 
Portal inflamasyon Skor 
Yok 0 
Portal alanların tümünde veya bazılarında hafif 1 
Portal alanların tümünde veya bazılarında orta 2 
Portal alanların tümünde orta/belirgin 3 
Portal alanların tümünde belirgin 4 

 

3.2.1.2.5. Bakteri Kültürleri 

Bakteriyel translokasyonun değerlendirilmesi için her gruptan rastgele seçilen 

3’er adet sıçanların steril şartlarda karaciğer kaudat lobu ve dalaktan alınan örneklerle 

standard yöntemlerle aerobik ve anaerobik bakteri kültürleri yapıldı. 

3.2.1.2.6. İstatistik Değerlendirme 

Çalışmanın analizi SPSS 11.0 istatistik programında yapıldı; Ölçüm verileri 

aritmetik ortalama ± standart sapma ile gösterilmiştir. Gruplar arası farklılaşmasının 

önemi tek yönlü ANOVA testi kullanılarak belirlendi. Varyans analizinde anlamlı 

farklılaşma saptanmışsa Post Hoc Tukey testi ile ikili karşılaştırmalar yapıldı. 

Deney grupları arasındaki immunhistokimyasal skorların farklılığını 

değerlendirmek için Kruskall–Wallis varyans analizi kullanıldı. Kruskal-Wallis testi 

önemli farklılaşma gösterirse, hangi grubun diğerinden farklı olduğu Mann-Whitney u 

testi ile araştırıldı. Önemlilik düzeyi p < 0,05 kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Deney 1  

4.1.1. Deney 1’deki Karaciğer Fonksiyon Testleri Aktiviteleri       

İlk deneyin amacı farklı probiyotikleri vererek D-GalN’ın uyardığı AST ve 

ALT yükselmesini en fazla engelleyen 2 probiyotik suşunu ikinci deney için seçmekti. 

SM/SF grubu ALT aktiviteleri,  PB1/D-GalN, PB6/D-GalN, SM/D-GalN 

gruplarına göre anlamlı derecede düşük saptandı (sırasıyla p<0,05, p<0,01, p<0,05). 

SM/SF grubu AST aktiviteleri, PB1/D-GalN, PB4/D-GalN, PB7/D-GalN 

PB8/D-GalN gruplarına göre anlamlı derecede düşük saptandı (sırasıyla p<0,001, 

p=0,001, p<0,05, p<0,001). 

Deney 1 sonucunda elde edilen ALT ve AST aktiviteleri Tablo 11’de, ALT 

aktiviteleri Şekil 1’de, AST aktiviteleri Şekil 2’de gösterilmiştir. 
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Tablo 12. Deney 1 çalışma gruplarında ALT ve AST aktiviteleri 

Gruplar ALT (U/L) AST (U/L) 

Grup1: PB1/D-GalN 339,75  ± 158,14 4306,60 ± 1065,85 

Grup 2: PB2/D-GalN 554,60 ± 196,09 2218,40 ± 430,03 

Grup3:PB3/D-GalN 850,60 ± 186,60 1415,80 ± 349,21 

Grup4:PB4/D-GalN 391,75 ± 260,50 4124,40 ± 987,07 

Grup5:PB5/D-GalN 791,80 ± 209,22 1583,80 ± 353,53 

Grup6:PB6/D-GalN 959,60 ± 62,46 1309,00 ± 189,43 

Grup7:PB7/D-GalN 617,25 ± 166,42 2981,40 ± 794,32 

Grup8:PB8/D-GalN 377,34 ± 248,56 4248,60 ± 779,37 

Grup9:PB9/D-GalN 374,60 ± 98,07 2236,60 ± 278,86 

Grup10:PB10/D-GalN 555,00 ± 127,96 2069,20 ±  368,91 

Grup11:SM/D-GalN 984,00 ± 96,34 2119,40 ± 240,78 

Grup12:SM/SF                54,40  ±  4,96 93,80 ± 5,01 
P (ANOVA) <0.05 <0.001 

P (Post hoc Tukey test) 12-1: <0,05 
                12-6: <0,01 
               12-11: <0,05   

 

12-1: <0,001 
            12-4: =0,001 
            12-7: <0,05 
            12-8: <0,001  

PB1: Lactobacillus fermentum AB5-18, PB2: Lactobacillus  pantarum BK9-40, 
PB3:Lactobacillus plantarum AK6-120, PB4:Lactobacillus rhamnosus AK6-180, 
PB5:Lactobacillus rhamnosus AB20-100, PB6:Lactobacillus rhamnosus AK6-27, 
PB7:Lactobacillus rhamnosus AC18-82, PB8:Enterococcus saccoharolyticus AK7-31, 
PB9:Enterococcus malodaratus AK7-32, PB10:Enterococcus saccoharolyticus BK13-53,     
SM: Skimmilk, SF: Serum fizyolojik 

Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir.  
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Şekil 1. Serum ALT aktivitelerinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 2. Serum AST aktivitelerinin gruplara göre dağılımı 

4.2. Deney 2 

Deney 1’de kullanılan 10 probiyotik suşundan AST ve ALT aktivitesinin 

yükselmesini kısmen engelleyen iki probiyotik suşu Lb. plantarum (Lb.) BK9-40 ve E. 

malodaratus (E.)  AK7-32 Deney 2’de kullanılmıştır. 

4.2.1. Sıçanlardaki Ağırlık Değişiklikleri 

Normal Kontrol grubunda sıçanların kiloları artış gösterirken diğer tüm 

grupların ağırlık değişimi yüzdesinde azalma gözlendi. 

Sıçanların çalışma öncesi ve çalışma sonrası ortalama ağırlıkları ile % olarak 

ağırlık değişimleri Tablo 13’de gösterilmiştir. 

Tablo 13. Çalışma başlangıcı ve sakrifikasyon öncesi sıçanların ortalama ağırlıkları 

Gruplar 
Çalışma öncesi 

(gr) 
Çalışma sonrası 

(gr) 
Ağırlık değişimi 

(%) 

Grup1:N. Kontrol 237,63 ± 5,12 246,75 ± 6,67 3,76 ± 0,81 

Grup2:Lb. Kontrol 235,50 ± 4,28 235,12 ± 4,43 -0,14 ± 0,85 

Grup3:E. Kontrol 245,63 ± 3,88 239,25 ± 7,80 -2,75 ± 1,98 

Grup4:D-GalN 240,50 ± 2,54 237,50 ± 1,87       -1,21 ± 0,68 

Grup5:Lb./D-GalN 245,50 ± 2,99 234,37 ± 3,52        -4,53 ± 0,70 

Grup6:E./D-GalN 244,87 ± 4,10 240,75 ± 4,37        -1,09 ± 0,56 
P (ANOVA) ns ns        <0,001 

P (Post hoc Tukey test) 
  

       4-1:<0,05 
       5-1: <0,001 
       6-1: <0,05 
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4.2.2. Sıçanlardaki Karaciğer Ağırlık Değişiklikleri 

Sıçanlar sakrifiye edildikten sonra karaciğer ağırlıkları hassas terazi ile ölçüldü. 

Karaciğer ağırlığı vücut ağırlığına oranlanarak bu değişim % olarak ifade edildi.  

D-GalN grubunda karaciğer ağırlığı, N. Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol 

gruplarına göre düşüktü (sırasıyla <0,05, p<0,05, p<0,001). 

Lb./D-GalN grubunda karaciğer ağırlığı, N. Kontrol ve E. Kontrol grubuna 

göre anlamlı derecede düşüktü (sırasıyla p<0,05, p<0,001). 

E./D-GalN grubunda karaciğer ağırlığı, N.Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol 

grubuna göre düşüktü (tümü p<0,001). 

D-GalN grubunda karaciğer/vücut ağırlığı oranı, N. Kontrol, Lb. Kontrol ve E. 

Kontrol gruplarına göre düşüktü (sırasıyla <0,05, p<0,05, p<0,01). 

Lb./D-GalN grubunda karaciğer/ vücut ağırlığı oranı, N. Kontrol ve E. Kontrol 

grubuna göre alamlı derecede düşüktü (sırasıyla p<0,05, p<0,01). 

E./D-GalN grubunda karaciğer/vücut ağırlığı oranı, N. Kontrol, Lb. Kontrol ve 

E. Kontrol grubuna göre düşüktü (tümü p<0,001). 

Karaciğer ağırlıkları ve karaciğer/ vücut ağırlığı oranları Tablo 14’de 

gösterilmiştir. 

      



 36

Tablo 14. Sıçanlardaki karaciğer ağırlık değişiklikleri 

Gruplar 
Karaciğer ağırlığı 

(gr) 

Karaciğer/vücut 
ağırlığı oranı 

(%) 

Grup1:N. Kontrol 9,71 ± 0,99       3,93 ± 0,08 

Grup2:Lb. Kontrol 9,20 ± 1,23       3,90 ± 0,15 

Grup3:E. Kontrol 9,73 ± 1,60       4,04 ± 0,13 

Grup4:D-GalN 8,02 ± 0,65       3,37 ± 0,08 

Grup5:Lb./D-GalN 8,02 ± 065       3,45 ± 0,07 

Grup6:E./D-GalN 7,42 ± 0,64       3,09 ± 0,12 
P (ANOVA) <0,001         <0,001 
P (Post hoc Tukey 
test) 

4-1: <0,05 
4-2: <0,05 

 4-3: <0,001 
5-1: <0,05 

 5-3: <0,001 
 6-1: <0,001 
6-2: <0,001 
6-3: <0,001 

     4-1: <0,05 
     4-2: <0,05 
     4-3: <0,01 
     5-1: <0,05 
     5-3: <0,01 
     6-1: <0,001 
     6-2: <0,001 
     6-3: <0,001 

                 Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir.  

4.2.3. Karaciğer Fonksiyon Testleri  Aktiviteleri (AST, ALT, ALP) 

Serum AST aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol gruplarında 

benzerdi.  

D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GalN gruplarındaki AST aktiviteleri, Normal 

Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol gruplarına göre anlamlı derecede yüksek saptandı 

(p<0,001).   

D-GalN alan grupta serum ALT aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E. 

Kontrol gruplarına göre anlamlı derecede yüksek saptandı (tümü p<0,05).  

E./D-GalN alan grupta serum ALT aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve 

E. Kontrol gruplarına göre anlamlı derecede yüksek saptandı (sırasıyla p<0,01, p<0,05, 

p<0,05).  
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D-GalN alan grupta ALP aktivitesi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve gruplarına 

göre anlamlı derecede yüksek saptandı (sırasıyla p<0,05, p=0,01).  

Lb./D-GalN alan grupta ALP aktivitesi, Normal Kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede yüksek saptandı (p<0,05). 

E./ D-GalN alan grupta ALP aktivitesi, Lb. Kontrol, E. Kontrol gruplarına göre 

yüksek saptandı (p<0,05). 

Tablo 15 ve Şekil 3 ve 4’te deney gruplarındaki AST, ALT ve ALP aktiviteleri, 

sunulmuştur. 

Tablo 15. Deney 2 karaciğer fonksiyon testleri aktiviteleri 

Gruplar AST(U/L) ALT(U/L) ALP(U/L) 

Grup1:N. Kontrol 126,38 ± 8,45 71,63 ± 5,11 236,50 ± 33,28 

Grup2:Lb. Kontrol 130,29 ± 8,78 76,38 ± 10,95 226,75 ± 34,28 

Grup3:E. Kontrol 123,00 ± 7,17 58,00 ± 2,49 328,25 ± 65,17 

Grup4:D-GalN 2473,75 ± 451,27 482,83 ± 133,11 455,88 ± 30,73 

Grup5:Lb./D-GalN 2294,25 ± 336,00 305,43 ± 119,72 435,38 ± 37,92 

Grup6:E./D-GalN 1965,00 ± 323,99 512,25 ± 132,03 396,38 ± 57,35 

P (ANOVA) <0,001 <0,01 =0,01 

P (Post hoc Tukey test) 4-1: <0,001 
4-2: <0,001 
 4-3: <0,001 
5-1: <0,001 
5-2: <0,001 
 5-3: <0,001 
 6-1: <0,001 
6-2: <0,001 
6-3: <0,001 

4-1: <0,05 
4-2: <0,05 
4-3:<0,05 
6-1: <0,01 
6-2: <0,01 
6-3: <0,01 

4-1: <0,05 
4-2: =0,01 
5-1: <0,05 
5-2: <0,05 
6-2: <0,05 

Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir.  
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Şekil 3. Serum AST aktivitelerinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 4. Serum ALT aktivitelerinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 5. Serum ALP aktivitelerinin gruplara göre dağılımı 
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4.2.4. Karaciğer Dokusunda GSH Düzeyleri 

GSH düzeylerinde gruplar arasında anlamlı farklılık gözlenmedi. Tablo 16’da 

ve Şekil 6’da deney gruplarındaki GSH düzeyleri sunulmuştur. 

Tablo 16. Karaciğer dokusunda GSH düzeyleri 

Gruplar GSH (mg/gr protein) 

Grup1:N. Kontrol           4,89 ± 1,21 

Grup2:Lb. Kontrol           3,91 ± 0,70 

Grup3:E. Kontrol           3,44 ± 0,23  

Grup4:D-GalN           2,58 ± 0,15 

Grup5:Lb./D-GalN           3,94 ± 0,21 

Grup6:E./D-GalN           3,75 ± 0,50           

P (ANOVA)              ns 
                         Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir.  
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Şekil 6. Karaciğer dokusunda glutatyon düzeylerinin gruplara göre dağılımı 

4.2.5. Karaciğer Dokusunda Antioksidan Enzim Düzeyleri (CAT, SOD, 

GSH-Px) 

CAT düzeylerinde gruplar arasında anlamlı düzeyde farklılık gözlenmedi.  

D-GalN grubundaki karaciğer doku SOD düzeyi, Normal Kontrol, Lb. Kontrol, 

E. Kontrol, Lb./D-GalN ve E./D-GalN gruplarına göre anlamlı olarak düşük saptandı 

(sırasıyla p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,01, p<0,01).  
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Lb./D-GalN grubundaki karaciğer doku SOD düzeyi, Normal Kontrol ve Lb. 

Kontrol ve E. Kontrol grublarına göre anlamlı olarak düşük saptandı (p<0,05, p<0,05, 

p<0,001).  

E./D-GalN grubundaki karaciğer doku SOD düzeyi, Normal Kontrol ve Lb. 

Kontrol grublarına göre anlamlı olarak düşük saptandı (p<0,05, p<0,05). 

GSH-Px düzeyinde gruplar arasında anlamlı farklılık gözlenmedi. 

Tablo 17 ve Şekil 7, 8 ve 9’da deney grupları arasındaki antioksidan enzim  

CAT, SOD, GSH-Px düzeyleri sunulmuştur. 

Tablo 17. Karaciğer dokusunda antioksidan enzim düzeyleri (CAT, SOD, GSH-Px) 

Gruplar 
CAT 

(katal/gr protein) 
SOD 

(U/gr protein) 
GSH-Px 

(U/gr protein) 

Grup1:N. Kontrol 18,68 ± 2,47 531,80 ± 8,29 110,44 ± 9,06 

Grup2:Lb. Kontrol 19,33 ± 2,70 531,71 ± 14,58 111,00 ± 18,02 

Grup3:E. Kontrol 17,82 ± 4,12 514,97 ± 17,37 113,30 ± 12,58 

Grup4:D-GalN 7,83± 3,02    401,60  ± 10,95 77,82 ± 16,71 

Grup5:Lb./D-GalN 13,08 ± 3,35 471,40 ± 12,73 100,38 ± 12,80 

Grup6:E./D-GalN 16,45 ± 5,76 472,72 ± 12,98   126,42 ± 19,30 

P (ANOVA) ns               <0,001            ns 

P (Post hoc Tukey 
test) 

 

4-1: <0,001 
4-2: <0,001 
4-3: <0,001 
4-5: <0,01 
4-6: <0,01 
5-1: <0,05 
5-2: <0,05 
5-3: <0,001 
6-1: <0,05 
6-2: <0,05 

 

Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir.  

 

 

 

 



 41

CAT 

0

5

10

15

20

N. Kontrol Lb.
Kontrol

E. Kontrol D-GalN Lb. /D-
GalN

E. /D-GalN

 

Şekil 7. Karaciğer dokusunda CAT düzeylerinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 8. Karaciğer dokusunda SOD düzeylerinin gruplara göre dağılımı 
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Şekil 9. Karaciğer dokusunda GSH-Px düzeylerinin gruplara göre dağılımı 
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4.2.6. Karaciğer Dokusunda MDA Düzeyleri 

D-GalN grubundaki karaciğer doku MDA düzeyi, Normal Kontrol, Lb. 

Kontrol, E. Kontrol, Lb./D-GalN, E./D-GalN gruplarına göre anlamlı derecede yüksek 

saptandı (sırasıyla p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,01, p<0,001). 

 Lb./D-GalN grubundaki karaciğer doku MDA düzeyi Normal Kontrol grubuna 

göre anlamlı derecede yüksek saptandı (p<0,05).  

Tablo 18 ve Şekil 10’da MDA düzeyleri gösterilmiştir.                

Tablo 18. Karaciğer dokusunda MDA düzeyleri  

Gruplar MDA (mmol/gr protein) 

Grup1:N. Kontrol 0,58 ± 0,04 

Grup2:Lb. Kontrol  0,62 ± 0,03 

Grup3:E. Kontrol 0,70 ± 0,07 

Grup4:D-GalN 1,55 ± 0,19 

Grup5:Lb./D-GalN                   0,96 ± 0,08 

Grup6:E./D-GalN                   0,83 ± 0,14 

P (ANOVA) <0,001 

P (Post hoc Tukey test)                  4-1: <0,001 
                 4-2: <0,001 

4-3: <:0,001  
                 4-5:<0,01                 
                 4-6: <0,001 
                 5-1: <0,05 

                      Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir.  
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             Şekil 10. Karaciğer dokusunda MDA düzeyleri gruplara göre dağılımı 

 4.2.7. Karaciğer Dokusunda TNF-α Düzeyleri 

D-GalN gurubundaki TNF- α konsantrasyonu, Normal Kontrol ve probiyotik 

öntedavisi yapılan kontrol gruplarındakinden farklı saptanmadı.  

Bununla birlikte E./D-GalN grubundaki karaciğer doku TNF-α düzeyleri, 

Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol, D-GalN, Lb./D-GalN grublarına göre anlamlı 

derecede düşük bulundu (sırasıyla p<0,001, p<0,001, p<0,01, p<0,001, p<0,001).  

Tablo 19 ve Şekil 11’de TNF-α  düzeyleri gösterilmiştir. 



 44

Tablo 19. Karaciğer dokusunda TNF-α düzeyleri 

Gruplar TNF-α (pg/mg protein) 
Grup1:N. Kontrol         465,12 ± 6,51       

Grup2:Lb. Kontrol        467,39 ± 7,12    

Grup3:E. Kontrol        453,58 ± 5,99 

Grup4:D-GalN        472,74 ± 5,82 

Grup5:Lb./D-GalN       466,86 ± 8,19 

Grup6:E./D-GalN       410,18 ± 12,77          
P (ANOVA)               <0,001 
P (Post hoc Tukey test)             6-1: <0,001 

            6-2: <0,001 
            6-3: <0,01 
            6-4: <0,001 
            6-5: <0,001 

                           Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. 
TNF-α 

360

380

400

420

440

460

480

N.
Kontrol

Lb.
Kontrol

E.
Kontrol

D-GalN Lb. /D-
GalN

E. /D-
GalN  

Şekil 11. Karaciğer dokusunda TNF-α düzeylerinin gruplara göre dağılımı 

4.2.8. Karaciğer Dokusunda NO Düzeyleri  

NO düzeylerinde gruplar arasında anlamlı farklılık gözlenmedi. Tablo 20’de ve 

Şekil 12’de deney gruplarındaki NO düzeyleri sunulmuştur. 
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Tablo 20. Karaciğer dokusunda NO düzeyleri 

Gruplar NO (nmol/mg protein) 

Grup1:N. Kontrol 1,99 ± 0,24 

Grup2:Lb. Kontrol 2,13 ± 0,28 

Grup3:E. Kontrol 2,74 ± 0,15 

Grup4:D-GalN 2,81 ± 0,25 

Grup5:Lb./D-GalN 2,43 ± 0,13 

Grup6:E./D-GalN 2,79 ± 0,19 

P (ANOVA) ns 
             Veriler, ortalama ± standart hata olarak verilmiştir. 
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Şekil 12. Karaciğer dokusunda NO düzeylerinin gruplara göre dağılımı 

4.2.9. Histolojik Değerlendirme 

D-GalN alan gruplarda hepatosellüler hasar Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E. 

Kontrol gruplarına göre anlamlı derecede yüksek olarak saptandı (p<0,001).  

Lb./D-GalN alan grupta hepatosellüler hasar Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E. 

Kontrol gruplarına göre anlamlı derecede yüksek olarak saptandı (p<0,001).  

E./ D-GalN alan grupta hepatosellüler hasar Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E. 

Kontrol gruplarına göre anlamlı derecede yüksek olarak saptandı (p<0,01).  

Tablo 21’de gruplar arasındaki histopatolojik değerlendirme sunulmuştur. 
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Tablo 21. Sıçanların gruplara göre histolojik değerleri 

      Gruplar 
Karaciğerde 

hepatosellüler hasar 
Median (min-max) 

Grup1:N. Kontrol        0 (0-4) 
Grup2:Lb. Kontrol                 1,5 (0-3) 
Grup3:E. Kontrol                    1 (0-2) 
Grup4:D-GalN                4,5 (4-6)  
Grup5:Lb./D-GalN                   5 (2-6)  
Grup6:E./D-GalN                   5 (4-6)  
P (ANOVA) <0,001 
P (Post hoc Tukey test) 4-1: <0,001 

4-2: <0,001 
 4-3: <0,001 
5-1: <0,001 
5-2: <0,001 
 5-3: <0,001 
 6-1: <0,001 
6-2: <0,001 

            6-3: <0,001 
                            Veriler, ortanca (minimum-maksimum) olarak verilmiştir.  

4.2.10. Bakteri Kültürleri  

Her gruptan rastgele seçilen 3’er adet sıçanların karaciğer ve dalaktan yapılan 

aerobik ve anaerobik bakteri kültürlerinde herhangi bir üreme gözlenmedi.  
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TARTIŞMA   

Akut karaciğer yetmezliği (AKY) tek tedavisi transplantasyon olan ciddi bir 

karciğer hastalığıdır. AKY semptomlar ortaya çıktıktan sonra 4 hafta içerisinde hepatik 

ensefalopati ve hepatik sentez fonksiyonunda azalma ile karakterizedir (9). Galaktoz 

yolağı ile metabolize olan ve bir amino şeker olan D-GalN selektif bir hepatotoksindir. 

İ.p uygulanan D-GalN hepatositlerde intrasellüler UTP havuzunu azaltarak RNA ve 

protein sentezini engeller (3), serum transaminaz düzeylerinin artışına, hepatik nekroza 

ve komaya yol açar (28). D-GalN’ın neden olduğu oksidatif hasarlanma, genellikle lipid 

peroksidasyonunun uyarıcısı ve hücre membranının yıkımının kaynağı olan hidroksil 

radikali (OH.) oluşumu ile ilişkili bulunmuştur (28). D-GalN’ın deney hayvanlarında 

neden olduğu karaciğer lezyonunun morfolojik ve patofizyolojik özelliklerinin, insan 

viral hepatitindekine birçok açıdan benzediği bildirilmiştir (113). Sıçanlardaki D-GAL 

hepatitinde; SOD, CAT ve GSH-Px gibi antiperoksidatif enzim düzeylerinin azalmış 

olduğu da bildirilmiştir (30).  

 Biz çalışmamızda D-GalN ile uyarılan akut karaciğer hasarında 

probiyotiklerin bu hepatotoksik etkiyi azaltmada bir faydasının olup olmadığını 

araştırmayı hedefledik. Probiyotiklerin bu deneysel modelde, antioksidan özellikleri ve 

apoptozu modüle etmesi nedeni ile olumlu sonuç alabileceğimizi düşündük. 

Daha önce yapılan deneysel çalışmalarda D-GalN sıçanlara farklı dozlarda ve 

farklı uygulama şekilleri ile verilmiştir (3, 19, 20, 43). Biz çalışmamızda sıçanlara       

D-GalN’i daha önceden doku toksisite çalışmalarında tanımlandığı gibi i.p yolla tek 

seferde 1 mg/kg dozdan verdik (43, 44).       

Stachlewitz ve ark. (56) tarafından yapılan bir çalışmada D-GalN ile uyarılan 

karaciğer yetmezliğinde glisin ve gadolinium klorür (GdCl3) ve anti-TNF-α’nın 

panlobüler, lokal, hepatosellüler nekrozu, polimorf nükleer hücre infiltrasyonunu, serum 

transaminazlarda artmayı ve makrofajlarda büyümeyi önleyerek olumlu etki 

sağladıklarını savunmuşlardır. Bu çalışmada D-GalN ile uyarılan karaciğer hepatitinde 

uridin’in kupffer hücrelerinden TNF-α salınımını önleyerek apoptozis ile nekrozun 

önlediğini savunmuşlardır. 

Komano ve ark. (114) tarafından yapılan bir çalışmada ise glutamin ve glisin’in 

süprese edici etkisi ile D-GalN’ın indüklediği hepatitti her zaman kupffer hücreleri 
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inhibe ederek baskılamadığını bu da Stachlewitz ve ark. tarafından önerilen teorinin her 

zaman geçerli olmadığını öne sürmüşlerdir.                                                                                               

Önceki çalışmalarda D-GalN’in i.p olarak verilmesinin ardından ALT’de 

belirgin artmanın 18. saatte başladığı ve 24. saatte doruğa eriştiği bildirilmiştir (43, 44). 

Bu nedenle, D-GalN’nin i.p olarak verilmesinden 24 saat sonra sıçanlar sakrifiye edildi. 

  Deney 1’de D-GalN alan gruplarda almayanlara göre AST, ALT aktiviteleri 

hepatosellüler hasar belirteci olarak belirgin yüksek olarak saptandı. 

 Bazı ALT değerleri  <0,8 gibi çok düşük seviyelerde saptandı. Bu durum 

karaciğerde ciddi nekrozun geliştiğine işaret etmektedir. 

Deney 1’de kullanılan 10 probiyotik suşundan L. plantarum BK9-40 ve E. 

malodaratus AK7-32 deney 2’de kullanılmıştır.  

Ohta ve ark. tarafından D-GalN ile karaciğer yetmezliği yapılan sıçanlarda tek 

başına D-GalN verilen grupta AST ve ALT değerinin doruğa ulaştığı          

gösterilmiştir (115). 

Deney 2’de D-GalN alan gruplarda almayanlara göre histolojik olarak anlamlı derecede 

nekroz saptanması ve D-GalN grubunda Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E. Kontrol 

gruplarına göre AST, ALT, ALP aktivitelerinde anlamlı derecede yükseklik saptanması 

D-GalN grubunda hepatotoksite geliştiğini göstermektedir. Deney 1’de olduğu gibi 

Deney 2’de de seçtiğimiz probiyotik ve D-GalN’ın birlikte verildiği gruplarda <0,8 

düzeyinin altında olan değer gözlenmedi, bunun kullandığımız probiyotiklerin olumlu 

etkisine bağlı olabileceğini düşünmekteyiz. 

Başlangıçta ve çalışma sonunda tartılan sıçanların Normal kontrol grubu 

dışında ortalama kilolarında azalma gözlenmesinin nekroz gelişimine bağlı 

olabileceğini düşünmekteyiz. Bu %  ağırlık değişimi, karaciğer ağırlığı ve karaciğer 

/vücut ağırlığı oranı ile benzerdi. 

Daha önce bahsedildiği gibi oksidatif stres durumlarında nonenzimatik 

antioksidan GSH ve enzimatik antioksidanlar olan SOD, CAT ve GSH-Px düzeyleri 

azalırken lipid peroksidasyonunun son ürünü olan MDA düzeyleri artmaktadır. 

Ohta ve ark. tarafından D-GalN ile  karaciğer yetmezliği yapılan  sıçanlarda 

GSH, SOD ve GSH-Px düzeylerinde azalma saptamışlardır (115). Gao ve arkadaşları 
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D-GalN ile indüklenen karaciğer yetmezliği yapılan sıçanlarda SOD ve GSH-Px 

düzeylerinde azalma saptamışlardır (116).  

Ates ve ark.’nın yaptıkları bir çalışmada 3 gün boyunca soğuk stresine (7±1˚C) 

maruz bırakılan sıçanların karaciğer dokusunda SOD, CAT, GSH-Px ve GSH 

düzeylerinde azalma ve MDA düzeylerinde artış saptamışlardır. Bahsedilen çalışmada 

soğuk stresi ile oluşan antioksidan enzimlerindeki azalmayı artmış ROS’a sekonder aşırı 

tüketime bağlamışlardır. 

Antioksidan özelliği daha önceden bilinen Ganoderma Lucidum’un farelerde 

D-GalN hepatitinden koruyuculuğunun araştırıldığı bir çalışmada 750 mg/kg D-GalN 

verilen grupta karaciğer GSH ve SOD düzeyleri anlamlı olarak azalırken MDA 

düzeyleri artmıştır. Antioksidan Ganoderma Lucidum ile tüm bu değişen parametrelerin 

kontrol grubu ile benzer düzeylere geldiği görülmüştür (117). Antiinflamatuar etkileri 

bilinen ve CC14 hepatotoksisitesine karşı koruyuculuğu daha önce kanıtlanmış olan 

Pinitol’ün D-GalN (650 mg/kg) hepatotoksisitesindeki koruyuculuğunun araştırıldığı bir 

çalışmada D-GalN enjeksiyonundan 12 saat sonra değerlendirildiğinde Pinitol’ün D-

GalN hepatotoksisitesine bağlı karaciğer dokusundaki GSH, CAT deplesyonunu ve 

MDA artışını engellediği bildirilmiştir (118). D-GalN (800 mg/kg) ile oluşturulan 

hepatotoksisite modelinde Lygodium flexuosumun hepatotoksisite oluşturulmadan önce 

ve sonra verilmesinin D-GalN ile azalan GSH düzeylerinde artış ve D-GalN ile artan 

MDA düzeylerinde azalma sağladığı gösterilmiştir (119). 

Xing ve ark. tarafından yapılan çalışmada probiyotiklerin karaciğerdeki 

iskemi-reperfüzyon hasarına karşı SOD’u artırarak koruyucu etki gösterdikleri 

saptanmıştır  (75). 

Çalışmamızda SOD’un D-GalN grubunda Normal Kontrol, Lb. Kontrol ve E. 

Kontrol gruplarına göre anlamlı olarak düşük olması D-GalN hepatotoksisitesinde 

oksidatif stresin arttığını göstermektedir. Lb./D-GalN ve E./D-GalN grubunda SOD’un 

D-GalN grubuna göre anlamlı olarak yüksek iken kontrol gruplarına göre anlamlı olarak 

düşük olması probiyotiklerin D-GalN hepatotoksisitesinin oluşturduğu oksidatif hasarı 

kısmen engellediğini göstermektedir.  

Çalışmamızda D-GalN alan grupta istatiksel olarak anlamlı olmasa da GSH, 

CAT ve GSH-Px düzeylerinin kontrol grubuna göre düşük olması D-GalN grubunda 
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oksidatif stresin arttığını göstermektedir. Lb./D-GalN ve E./D-GalN gruplarında ise yine 

istatiksel olarak anlamlı olmasa da D-GalN grubuna göre GSH, CAT ve GSH-Px 

düzeylerinin yüksek olması probiyotik tedavisinin D-GalN’ın karaciğerde yol açtığı 

oksidatif hasara karşı kısmen koruyucu etkisinin olabileceğini göstermektedir.  

D-GalN’ın indüklediği karaciğer hasarının mekanizması, lipid peroksidayonu 

sonucu hücre membranının hasara uğraması ve geçirgenliğinin artması nedeniyle 

meydana geldiği bildirilmiştir (120). 

Sakaguchi ve ark. (5), Yoshikawa ve ark. (120) tarafından, D-GalN ile yapılan 

daha önceki çalışmalarda lipid peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA düzeylerinin 

arttığı gösterilmiştir.  

Çalışmamızda karaciğer dokusunda bakılan MDA düzeylerinin D-GalN 

grubunda Normal Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrole göre anlamlı olarak yüksek çıkması 

D-GalN grubunda oksidatif stresin arttığını göstermektedir.  

Lb./D-GalN grubunda MDA’nın D-GalN grubuna göre anlamlı olarak düşük 

Normal Kontrol grubuna göre ise anlamlı yüksek olması Lb. probiyotiklerin D-GalN 

hepatotoksisitesinin oluşturduğu oksidatif hasarı kısmen engelledğini göstermektedir.  

E./D-GalN grubunda MDA’nın D-GalN grubuna göre anlamlı olarak düşük 

Normal Kontrol grubuna göre ise farklı olmaması E. probiyotiğinin D-GalN 

hepatotoksisitesinin oluşturduğu oksidatif hasarı tamamen engellediğini göstermektedir.  

TNF-α, aktive olmuş makrofajlar tarafından salgılanan, proinflamatuvar, 

pirojen, akut faz reaktanı olan bir sitokindir. TNF-α, endotel aktivasyonuna yol açarak,  

inflamasyonu artırır, prokoagülan ortam hazırlar, fibroblastları uyararak kollagen 

sentezini arttırır ve lökositleri aktive ederek inflamatuvar sitokin salınımına yol         

açar (56). 

Pinitol’ün D-GalN (650 mg/kg) hepatotoksisitesinde koruyuculuğunun 

araştırıldığı sıçanlar üzerinde yapılan bir çalışmada sadece D-GalN verilen grupta D-

GalN verildikten 24 saat sonra serum TNF-α düzeyi Kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak artmıştır (117). Benzer şekilde yeşil çayın D-GalN hepatitinden 

koruyuculuğunun araştırıldığı ratlarda yapılan bir çalışmada 500 mg/kg sadece D-GalN 

verilen grupta karaciğer dokusunda reverse transkriptase polymerase chain reaction 
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(RT-PCR) yöntemi ile çalışılan TNF-α mRNA ekspresyonunun D-GalN verildikten 24 

saat sonra arttığı gösterilmiştir (121). 

Proapoptotik bir sinyal olarak kabul edilen TNF-α’nın antagonistleri, 

antiapoptotik etkinlik göstermektedirler (48). TNF-α’nın karaciğer yetmezliği 

modellerinde sitotoksisite ve hücre proliferasyonuna yol açan ana mediatör olduğu 

gösterilmiştir (45). D-GalN’e bağlı karaciğer hasarı artmış TNF-α düzeyleri ile koreledir 

(28). D-GalN’e bağlı karaciğer yetmezliğinde anti-TNF-α antikorları ile proflaksi 

yapılması apoptozis ve nekrozu azaltmıştır (57). 

Muntane ve ark. tarafından D-GalN ile karaciğer yetmezliği yapılan sıçanlarda 

tek başına D-GalN alan grupta kontrol grubuna göre TNF-α  seviyelerinde artış 

gözlenirken PGE-1 ön tedavisi alan grupta TNF-α  seviyelerinde azalma olduğunu 

göstermişlerdir (27). Osman N. ve ark. (74) endotoksin ve D-galaktozamin verilerek 

karaciğer hasarı oluşturulan sıçanlarda yüksek TNF-α seviyelerini probiyotiklerin 

düşürdüğü saptanmışlardır. Xing ve arkadaşlarının yaptıkları bir çalışmada karaciğerde 

iskemi-reperfüzyon hasarı oluşturulan sıçanlarda probiyotiklerin yüksek serum TNF-α 

seviyelerini düşürdüğü saptanmıştır  (75). 

Karaciğer dokusundaki TNF-α konsantrasyonunu D-GalN grubunda, N. 

Kontrol ve probiyotik öntedavisi yapılan gruplardakine benzer bulduk. Pleotropik 

proinflamatuvar bir sitokin olan TNF-α, doku hasarına cevap olarak hızlı bir şekilde 

üretilir (123). Bir çalışmada, farelarde D-GalN+LPS injeksiyonundan sonra, karaciğer 

dokusunda TNF-α konsantrasyonunun 2. saatte doruk düzeye ulaştığı, daha sonraki 

saatlerde düştüğü saptanmıştır (124). Bizim çalışmamızda sakrifikasyon işlemi 24. 

saatte yapıldığı için D-GalN alan gruplarda, daha önceki saatlerde artmış olan TNF-α 

konsantrasyonunu saptayamamış olmamız mümkündür. Bununla birlikte, D-GalN 

injeksiyonunun gerçekte TNF-α salınımını anlamlı olarak uyarmadığına ilişkin bir veri 

de bulunmaktadır. Farelerde yapılan bir çalışmada polyinosinic-polycytidylic acid 

[poly(I:C)] ve poly(I:C)+D-GalN injeksiyonu yapıldığında TNF-α düzeyleri her iki 

grupta benzer bulunmuştur (125). Yazarlar bu bulguya dayanarak sadece D-GalN 

enjeksiyonunun TNF-α konsantrasyonu üzerine bir etkisinin olmadığını öne 

sürmüşlerdir.  
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Öte yandan, E./D-GalN grubundaki TNF-α düzeyini, diğer tüm gruplardakinden 

düşük bulduk. Bu bulgu, E. maloduratus öntedavisinin karaciğer yıkımını önlemekte 

başarısız olmasına karşın, kısmi bir antiinflamatuvar aktivite gösterdiğine işaret 

etmektedir. 

TNF-α, endotel aktivasyonuna yol açarak, nitrik oksit salınımını artırmaktadır. 

Yapılan bir çalışmada hemin öntedavisi ile HO-1 upregülasyonun D-GalN/LPS 

koruyuculuğuna bakılmış, MDA, TNF-α, INOS/NO, Cas3 ve histolojik hasar azalması 

ile HO-1 upregülasyonunun hepatotoksisitede koruyucu etkisi olduğunu   

düşünmüşlerdir (122). 

Çalışmamızda istatiksel olarak anlamlı olmasada NO düzeyi D-GalN alan 

grupta N. Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol gruplarına göre yüksek saptandı. Lb./D-

GalN ve E./D-GalN gruplarında istatiksel olarak anlamlı olmasa da düşük olması Lb. ve 

E. probiyotiklerinin D-GalN hepatotoksisitesinde kısmen faydalı olabileceğini 

göstermektedir. 

Muntane ve ark. (27) ve Stachlewitz ve ark. (56) sıçanlarda D-GalN 

verilmesinin ardından karaciğerde hepatosellüler hasar geliştiğini histokimyasal olarak 

göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda da D-GalN grubunda hepatosellüler hasar N. 

Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı deredece fazla 

gözlenmesi D-GalN ‘ın hepatosellüler hasara yol açtığını göstermektedir. Lb./D-GalN 

ve E./D-GalN grupları ile D-GaN grubu arasında histolojik hasar açısından fark 

olmaması Lb. ve E. probiyotiklerinin D-GalN’ın yol açtığı histolojik hasarı 

düzeltmediğini göstermektedir. 

Bakteriyel translokasyonun değerlendirilmesi için yapılan aerobik ve anaerobik 

bakteri kültürlerinde herhangi bir üreme gözlenmedi. 
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SONUÇ 

Tek doz 1 gr/kg D-GalN’ın sıçanların karaciğer dokusunda histopatolojik 

olarak hepatosellüler hasara yol açtığı ve SOD’u azalttığı gösterildi. D-GalN 

enjeksiyonunun LPO’un son ürünü olan ve oksidatif stresin iyi bir belirtisi olan MDA 

düzeyini yükselttiği saptandı. Probiyotiklerin D-GalN hepatitindeki MDA düzeylerinin 

yükselmelerini, SOD düzeyindeki azalmayı engellediği ancak histolojik olarak D-GalN 

ile oluşturulan hepatit modelinde probiyotiklerin koruyucu etkisinin olmadığı gözlendi. 
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ÖZET 

AMAÇ: Çalışmamızda D-galaktozamin (D-GalN) ile uyarılan akut karaciğer 

hasarında probiyotiklerin koruyucu etkinliğinin olup olmadığını araştırmayı hedefledik. 

 

MATERYAL ve METOD: 2 aşamalı bir deney yaptık. İlk deneyin amacı D-
GalN’in uyardığı AST ve ALT yükselmesini en fazla düşüren 2 probiyotik suşunu ikinci 
deney için seçmekti. Deneyde toplam 48 adet erkek Wistar-Albino sıçan kullanılmıştır. 
Sıçanlar 4’er adet olmak üzere 12 gruba ayrıldı. 10 gruba farklı probiyotik suşları 
verildi, iki grup ise kontrol grubu olarak ayrıldı. Deney sonunda 2 adet probiyotik suşu 
2. deney için seçildi (L. plantarum BK9-40 (Lb) ve E. malodaratus AK7-32 (E.)). 
Deney 2’de N. Kontrol, Lb. Kontrol, E. Kontrol, D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GalN 
olmak üzere toplam 48 sıçandan 6 grup oluşturuldu. Lb. Kontrol, E. Kontrol, Lb./D-
GalN, E./D-GalN gruplarına 7 gün süresince probiyotik verildi. 7. gün D-GalN, Lb./D-
GalN, E./D-GalN gruplarına i.p 1gr/kg dozunda D-GalN kontrol gruplarına SF i.p 
verildi. 8. gün sakrifiye edilerek vena cava inferiordan kan, karaciğer ve dalaktan doku 
örnekleri alındı. Serumda karaciğer fonksiyon testleri (AST, ALT, ALP) karaciğer 

dokusundan hazırlanan homojenatlarda GSH, CAT, SOD, GSH-Px, MDA, TNF-α, NO 
düzeyleri çalışıldı. Karaciğer dokusunun histolojik incelemesi ve karaciğer ile dalaktan 
alınan örneklerle aerob ve anaerob bakteri kültürleri yapıldı.  

 

BULGULAR: 1 gr/kg dozunda i.p olak verilen D-GalN ile sıçanlarda histolojik 

ve biyokimyasal olarak akut karaciğer hasarı gözlendi. D-GalN grubunda akut karaciğer 

hasarının biyokimyasal parametreleri ve karaciğer dokusunda MDA düzeyleri anlamlı 

olarak yüksek iken SOD düzeyi anlamlı olarak düşük saptandı. Lb/D-GalN ve E./D-

GalN gruplarında MDA D-GalN grubuna göre anlamlı derecede daha düşük iken SOD 

düzeyi anlamlı derecede yüksek saptandı. Lb./D-GalN grubunda MDA düzeyi N. 

Kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek iken E./D-GalN grubunda N.Kontrol 

grubuna göre anlamlı bir farklılık yoktu. E./D-GalN grubundaki TNF-α düzeyini, diğer 

tüm gruplardakinden düşük bulduk. Bu bulgu, E. maloduratus öntedavisinin karaciğer 

yıkımını önlemekte başarısız olmasına karşın, kısmi bir antiinflamatuvar aktivite 

gösterdiğine işaret etmektedir. 
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GSH, CAT, GSH-Px düzeyleri gruplar arasında istatiksel olarak anlamlı 
değildi. 

Histopatolojik olarak D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GalN gruplarında 
hepatosellüler hasarın oluştuğunu gözledik. 

Anahtar Sözcükler: D-Galaktozamin (D-GalN), Akut karaciğer yetmezliği, 
Probiyotik, Oksidatif stres 
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   SUMMARY  

   “The protective effect of probiotics on the D-galactosamine induced hepatitis in rats” 
 

AIM: In our study we aimed to investigate the possible protective effect of 

probiotics on the D-galactosamine (D-GalN) induced hepatotoxicity.  

 

MATERIALS AND METHODS: We did our study in two parts.  The first part 

aimed to choose two probiotic species which protects mostly from D- GalN 

hepatotoxicity, and leads lower AST- ALT levels.  In first experiment forty eight male 

Wistar rats were randomly divided into twelve groups. All 12 groups contained 4 rats in 

each group. Two groups were control groups. Different probiotic species were given to 

other ten groups. At the end of the first experiment two probiotic species were chosen 

for second experiment (L. plantarum BK9-40 (Lb.) ve E. malodaratus AK7-32 (E.)).  In 

second experiment, 48 rats were divided into six groups; N. Control, Lb. Control, E. 

Control, D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-GalN. Lb. Control, E. Control, Lb./D-GalN, E./D-

GalN groups were given probiotics for 7 days. Seventh day, D-GalN, Lb./D-GalN, E./D-

GalN groups were given i.p 1gr/kg D-GalN;  control groups were given SF i.p. Twenty-

four hours later all animals were sacrificed, laparotomy was performed and liver tissues 

were taken. Liver tissue samples were histologically evaluated. Malonyldialdehyde 

(MDA), glutation (GSH), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and Nitric Oxide (NO) 

levels from liver were evaluated. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and 

glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activities were also analzed in liver tissue. 

AST, ALT and ALP activities were analyzed in serum which obtained from vena cava 

inferior. 

 

RESULTS: Dose of 1gr/kg i.p. D-GalN caused to acute hepatic damage 

histologically and biochemically in all rats. While biochemical parameters of acute 

hepatic damage and MDA levels of liver tissue were significantly increased, SOD levels 

were significantly decreased in D-GalN group. While MDA levels were detected 

significantly lower, SOD levels were significantly higher in Lb/D-GalN and E./D-GalN 

groups than D-GalN group. While MDA levels were significantly higher in Lb./D-GalN 

than N.Control group; MDA levels were not significantly different between E./D-GalN 
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group and  N.Control group. TNF-α  levels  in group E./ D-GalN were lower than other 

groups. This finding shows that premedication with E. maloduratus is not protective 

against liver damage, but has a particular antiinflammatory activity. 

 GSH, CAT and GSH-Px enzyme levels were not significantly different between 

all groups.  

Hepatocelluler damage was found in D-GalN, Lb./D-GalN and E./D-GalN groups 

histologically. But no protective effect of probiotics was shown histologically. 
 

Key words: D-galactosamine (D-GalN), Hepatotoxicity, Probiotics, Oxidative 

stress  
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EK 1 

Tablo 22. Deneyde kullanılan malzemeler 

1 SOD (Spektrofotometrik 100 test) 

2 GSH-Px (Spektrofotometrik 100 test) 

3 AST(Abbott-Aeroset uyumlu) 

4 ALT(Abbott-Aeroset uyumlu) 

5 ALP(Abbott-Aeroset uyumlu) 

6 T.Bilirubin(Abbott-Aeroset uyumlu) 

7 BCIP/NBT Phosphatase Substrate(Sigma 100 ml) 

8 HPLC MDA kiti (100 test) 

9 Sodium chloride NaCl (1 kg) 

10 Perchloric acid (2.5 L) 

11 KH2PO4( 1 Kg) 

12 Tris HCl (500g) 

13 D-galaktozamin (5 gr) 

14 Vacuette EDTA lı hemogram tüpü (2 ml 50 lik) 

15 Vacuette Jelli biyokimya tüpü (8 ml 50 lik) 

16 Ependorf tüpü kapaklı 2 ml (1000 lik) 

17 Mavi pipet ucu 1000 μl (1000 lik) 

18 Sarı pipet ucu 200 μl (1000 lik) 

19 Cam tüp 13x100 mm 

20 Doku takip kaseti (kapaklı plastik 250 lik) 

21 Lam Rodajlı (çift taraflı 50 lik) 

22 Lamel 44x50 mm 

23 Boncuk parafin ( 60 c 5 kg) 

24 Entellan 100 ml  

25 Ksilen 2.5 lt 

26 Mikrotom Bıçağı S 35 (feather) 50'lik kutuda 

27 Hematoksilen solüsyonu 

28 Eozin solüsyonu 
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29 Xylazine (500 mg) 

30 Skim milk 

31 Rat yemi  

32 Formol %10 (2.5 L) 

33 İdrar kabı (non steril) 

34 Wistar Albino sıçan  (200-250 gr) 

35 Flaster (10 cm) 

36 Polikarbonat Tip 4 Kafes Seti 

37 Ketamin  

38 M 17 agar (500 gr) 

39 MRS broth (500 gr) 

40 EMB agar (500 gr) 

41 Steril kanlı agar plakları 

42 BPLS agar (500 gr) 

43 PDA (500 gr) 

44 Bakır sülfat susuz (250 gr) 

45 N- (1-Naphthyl) Ethyelene diamin dihydrochloride 10 gr 
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