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ÖZET 

 

 Alkol metabolizmasının %90‟ının karaciğerde gerçekleĢmesinden dolayı uzun 

süre alkol kullanımının karaciğer hasarına yol açtığı bilinmektedir.  Alkol, 

karaciğerdeki doğal antioksidanların seviyelerini azaltarak hasar meydana getirir ve bu 

hasar antioksidanların kullanımı ile kısmen de olsa önlenebilir.  

 

Karaciğer doku hasarına karĢı günümüzde doğal kaynaklı ilaçların kullanımı gün 

geçtikçe yaygınlaĢmaktadır. Makrofungusların ürettikleri ve büyüme ortamına 

salgıladıkları ekzopolisakkaritlerin (EPS) tıbbi açıdan birçok biyolojik aktiviteye sahip 

oldukları bilinmektedir.  Bu nedenle araĢtırmamızda Coprinus comatus türünden elde 

edilen EPS‟nin, 3 farklı dozu uygulandı.  Wistar albino cinsi sıçanlar kullanılarak; Grup 

I (Kontrol), Grup II (Alkol grubu), Grup III (Alkol + 50 mg/kg EPS), Grup IV (Alkol + 

100 mg/kg EPS) ve Grup V (Alkol + 150 mg/kg EPS) oluĢturuldu.  ÇalıĢma sonunda 

biyokimyasal, sitolojik ve histolojik etkiler değerlendirildi.  Alanin transaminaz (ALT), 

laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerinin serum seviyeleri ile karaciğer dokularında 

kaspaz 3 ve sitokrom c oksidaz aktiviteleri ile mitokondri iç ve dıĢ zar bütünlükleri 

belirlendi.  Elde ettiğimiz veriler sonucunda, Grup I‟e göre, Grup II‟de serum ALT 

seviyelerinde bir artıĢ gözlenirken LDH seviyesinde bir azalma tespit edildi.  Karaciğer 

kaspaz 3 aktiviteleri gruplar arasında farklı bulunmadı.  Alkol grubu olan Grup II‟ye ait 

sitokrom c oksidaz aktivitesinin, kontrol grubuna göre belirgin biçimde azaldığı tespit 

edildi.  Grup II‟de mitokondrial transmembran potansiyeli düĢük bulundu.  EPS 

uygulanan gruplarda ise iç zar yükünde, Grup II‟ye göre istatistiksel olarak anlamlı 

artmalar gözlendi (p<0.05).  Alkol grubu karaciğer hepatositlerinde dejenerasyon, 

sinüzoidal alanlarda geniĢlemeler gözlendi.  50 mg/kg uygulanan EPS dozunda bu 

bulgular minimal düzeyde belirlendi. Elektron mikroskobu değerlendirmelerinde Grup 

II‟de mitokondride bozulmalar, yağlanma ve endoplazmik retikulumda ĢiĢme tespit 

edildi.  50 mg/kg uygulanan EPS dozunda ise kısmi olarak korunduğu görüldü.  

ÇalıĢmamız sonucunda Coprinus comatus’un 50 mg/kg dozunun alkole bağlı karaciğer 

hasarını tedavi edici etkisi olduğunu söylemek mümkündür. 

Anahtar Kelimeler: Alkolik karaciğer, sıçan, ekzopolisakkarit, elektron mikroskop 
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SUMMARY 

 

It is known that, since %90 of the alcohol metabolism takes place in liver, long-

term alcohol usage causes liver damage.  Alcohol causes damage by reducing the level 

of natural antioxidants and this damage may be prevented by the usage of antioxidants.  

Against liver tissue damage, usage of natural origin drugs is becoming widespread 

contemporarily.  It is known that, exopolisaccaharides (EPS), which macrofungus 

produce and secrete to the growing media, have many biological avtivity medically.  

For this reason, in our study,  three different dosages of EPS, which were obtained from 

Coprinus comatus, were applied.  Via by using albino type rats, Group I (Control), 

Group II (Alcohol Group), Group II (Alcohol + 50 mg/kg EPS), Group IV (Alcohol + 

100 mg/kg EPS) and Group V (alcohol + 150 mg/kg EPS) were formed.  At the end of 

the study, biochemical, cytological and histological effects were evaluated.  Alanine 

transaminase (ALT), lactate dehydrogenase (LHD) enzymes‟ serum levels, and caspases 

3 activities, cytochrome c oxidase and mitochondria‟s inner and outer membrane 

integrity in liver tissues were determined.  As the result of data we obtained,  while an 

increase was observed in bottom serum levels of Group II with regard to Group I, a 

decrease was determined in LHD level.  Liver caspases 3 activities weren‟t found to be 

different between groups.  It was determined that, cytochrome c oxidase activity of 

Group II, which is an alcohol group, decreased siginificantly.  In Group II, 

mitochondrial transmembrane potantiel was found to be low.  As for groups that were 

applied EPS, in inner membrane charge, statistically significant increase ( p<0.05) was 

observed with regard to Group II.  In alcohol group liver hepatocytes, degeneration was 

observed, and in sinusoidal areas expansion was observed.  In 50 mg/kg applied EPS 

dosage, these findings were determined in minimum level.  In Electron Microscopical 

evaluations, in Group II, corruption and lipoidosis in mitochondria and expansion in 

reticulum was determined.  As for 50 mg/kg applied EPS, it was seen that, it was 

conserved partially.  As the result of our study, it is possible to say that, 50 mg/kg 

dosage of Coprinus comatus has therapeutic effect for alcohol dependent liver damage.   

Keywords: Alcoholic Liver, rat, exopolisaccaharide, electron microscope                           
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MSD    Modifiye sıvı diyet 

NAD    Nikotinamidadenindinükleotid 
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SOD    Süperoksit dismutaz  

MtStCox   Mitokondrial sitokrom c oksidaz 

ΔΨm    mitokondrial transmembran potansiyeli  
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SF    Serum fizyolojik  

StCox    Sitokrom c oksidaz 

TGF-β    Transforme edici büyüme faktörü-β  

TEM    Transmission elektron mikroskobu 

TNF α    Tümör nekroz faktör-alfa
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

 Alkol alınımı yüzyıllar boyunca insanlığın ilgi odağı ve sorunu hale gelmiĢtir 

(Ġlter ve Tekin, 2005).  Son yıllarda alkol tüketimi hızlı bir Ģekilde artmıĢ ve önemli 

sorunlar arasında yer almıĢtır (SriRajaskanthan and Preedy, 2006).  Batı dünyası baĢta 

olmak üzere birçok ülkede alkolik karaciğer hastalığı önemli bir sağlık  ve ekonomik 

sorun olmuĢtur (Yuan, et al., 2007).  Alkole bağlı karaciğer, pankreas ve gastrointestinal 

sistem hastalıkları arasında en önemli olanı alkole bağlı karaciğer hastalıklarıdır (Ġlter 

ve Tekin, 2005). 

 

  Etil alkol (CH3CH2OH), hücre zarından hızlı geçebilen, suda çözünen bir 

bileĢiktir.  Alkol, emiliminden kısa bir süre sonra nefes ve idrarda görülür.  Alkol, beyin 

ve ruh halini etkileyen bir ilaç gibidir, bunun yanında farmakolojik etkisi de vardır ve 

yaklaĢık 7,1 kcal/g enerji değerindedir (Charles and Lieber, 2000).  Vücutta 

depolanmayan alkolün tamamı karaciğerde metabolize olur.  Karaciğerde, alkol 

metabolizmasının oksidasyonunun baĢlatılmasına aracılık eden enzim sistemleri; alkol 

dehidrogenaz (ADH), mikrozomal etanol oksitleyici sistem (MEOS) ve katalazdır.  

Alkol dehidrogenaz enzim sisteminde sitozolik alkol dehidrogenaz tarafından 

asetaldehitin oksidasyonunu içerir ve mitokondriyal aldehit dehidrogenaz ile de asetata 

dönüĢür.  Bu yolların her biri antioksidan savunma sistemini etkileyen serbest 

radikalleri üretebilir (Das and Vasudevan, 2007).  Uzun süre fazla miktarda alkol 

tüketen bireylerde apoptoz ya da nekroz biçiminde hücre ölümü görülür.  Hepatosit 

apoptozisin, alkol ile uyarılmıĢ karaciğer hasarının patofizyolojisinde önemini ileri 

süren veriler giderek artmaktadır (Özcan ve Mengi, 1998).  Ölümcül karaciğer 

değiĢikliklerinin baĢında karaciğer yağlanması, hepatit ve karaciğer sirozu gelir 

(Pramyothin, et al., 2006).  Genel olarak alkol alımı süresi ve miktarına bağlı olarak ilk 

oluĢturduğu hasar  karaciğer yağlanmasıdır (Bujanda, et al., 2006).  Son 50 yıldır 

yapılan araĢtırmalar sonucunda alkolün neden olduğu hepatotoksisite doğrulanmıĢtır 

(SriRajaskanthan and Preedy, 2006). 
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 Karaciğer, vücudun hemen bütün sistemleriyle iliĢkisi bulunan ve son derece 

karmaĢık ve önemli fonksiyonları olan bir organdır (Noyan, 2000).  Tek bir karaciğer 

hücresi 500 den fazla farklı metabolik aktiviteyi devam ettirir.  Karaciğer, salgısını 

sindirim borusuna boĢaltan en büyük bezdir.  Karaciğer birçok hücre tipi içerir; 

hepatositler, endotel hücreleri, Kupffer ve ito hücreleri…  Hepatositler, alkol dâhil 

olmak üzere karaciğere kanla taĢınan molekülleri yıkmakla sorumludur.  Endotel 

hücreleri küçük kan damarlarının (sinüzoidler) olduğu karaciğer boyunca kan dağıtır.  

Kupffer hücreleri, bir grup immün hücrelerinin makrofaj olarak bilinen grubuna aittir.  

Bunların görevi karaciğere giren yabancı molekülleri yok etmektir (Neuman, 2003).  Ġto 

hücreleri ise endotelin altında ve sinüzoidlerde, uzun sitoplazmik uzantıları bulunan, 

hepatositler arasındaki bağlantıyı sağlayan hücrelerdir.  

 

 Kronik alkolizm hasarlarının önlenmesinde ya da hasarın tedavi edilmesinde bir 

grup uygulama yapılmakta olup kimyasal içeriği nedeniyle yan etkilerinin kötü 

sonuçlara da neden olması bu tercihi değiĢtirmekte ve alkolizm hasarı tedavisinde 

alternatif tıp yaklaĢımlarını gerekli kılmaktadır.  Günümüzde pek çok hastalığın 

tedavisinde sentetik ilaçlar kullanılmaktadır.  Oysa son yıllarda, yan etkilerinin 

olmaması ya da bertaraf edilebilecek kadar az olması nedeniyle doğal kaynaklı 

preparatlar tercih edilmektedir (Kızılcık, 2004).  Uzun zamandan beri bu amaçla 

kullanılan kaynaklardan biri de makrofunguslardır.  Makrofunguslar ile yapılan son 

çalıĢmalarda, mantarların tıbbi açıdan; antitümör, antimikrobiyal, hipoglisemik, 

hipolipidemik, karaciğeri koruyucu, antialerjik ve bağıĢıklık sistemini güçlendirici etki 

mekanizmalarının olduğunu göstermektedir (Anke et al., 1989; Bobek et al., 1991; 

Yang, et al., 2002; Kızılcık, 2004). 

 

Bu çalıĢmamızda, herhangi bir yan etkisinin saptanmaması ve besin değerinin 

yüksek olan yenilebilir mantarlardan birisi olan Coprinus comatus türü mantarlarından 

elde edilen ekzopolisakkaritin 3 farklı doz da alkolik karaciğer hasarı oluĢturduğumuz 

sıçanlarda olası iyileĢtirici etkilerini araĢtırdık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Karaciğer 

 

2.1.1. Karaciğer Anatomisi ve Histolojisi 

 

Karaciğer vücuttaki en büyük organ olup ağırlığı 1,2-1,5 kg civarındadır.  

Diyaframın altında karnın sağ üst çeyreğinde bulunmakta ve kaburga kemikleri 

tarafından korunmaktadır.  Ġnce bağ dokusu olan Glisson kapsülü karaciğerin bütün 

yüzeyini kaplamaktadır.  Bağ dokusu damar ve sinir kolları ve karaciğer parenkimi için 

internal destekleyici bir yapı sağlamakta ve parankimi iki loba ayırmaktadır (Burtis and 

Ashwood, 2005).  Sağ lobun posterior yüzeyinde (“caudal lob”) ve inferior yüzeyinde 

(“quadrate lob”) iki küçük lob bulunmaktadır.  Sıçan karaciğerinde bunlara ek olarak 

kuyruk lobu da bulunmaktadır.  Bu lobların her biri, karaciğerin fonksiyonel birimi olan 

çok sayıda lobüle ayrılır.   

 

Klasik karaciğer lobülü, vasküler ve biliyer damarlar ve bağ dokusu ile ayrılmıĢ 

polihedral (çok yüzlü) yapılı bir dokudur.  Sentral ven lobülün merkezindedir.  Her 

lobülün merkezinde bulunan sentral ven, hepatik venlere açılır.  Hepatik arter ve portal 

ven ile birlikte safra kanalları portal üçlüyü oluĢturmaktadır.  Bu bölgelerde karaciğere 

ulaĢan arter ve ven kanı hepatositler arasındaki sinusoidler aracılığıyla sentral vene 

dökülür.  Buradan da hepatik venler sayesinde inferior vena cavaya boĢalır.  Kan akımı 

periferden merkeze doğrudur (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

Parankimal epitelyum hücrelere ait tek hücre tabakaları santral venden çıkarak 

yayılırlar.  Sinüzoidler karaciğer hücre tabakalarının her iki tarafına kan taĢıyan 

vasküler kanallardır ve bunlar sentral ven yakınlarında zengin, intralobüler, vasküler bir 

ağ oluĢtururlar.  Sinüzoidleri kaplayan hücreler ya endotelyal ya da Kupffer 

hücreleridir.  Endotelyal hücreler ile hepatositler arasındaki doku aralığı Disse aralığı 
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olup besin maddeleri ile kan ve karaciğerden artık ürünlerinin transferini sağlayan 

interstisyel sıvıyı içerir (Burtis and Ashwood, 2005).  

 

Karaciğer birçok hücre tipi içerir; hepatositler, endotel hücreleri, Kupffer ve ito 

hücreleri.  Hepatositler, karaciğer kütlesinin yaklaĢık % 80‟ını oluĢturan, çapları 

yaklaĢık 30 μm, çok köĢeli hücreler olup karaciğerin metabolik fabrikasıdır (Burtis and 

Ashwood, 2005).  Bir hepatositin yüzeyi üç Ģekilde özelleĢmiĢtir; giren kana doğru akan 

sinüzoidal yüzey, sinüzoidal yüzey ile bitiĢik bulunan hücreler arası yüzey ve 

kanalikular yüzey.  Disse aralığı, sinüzoidler ile onları çevreleyen hepatositler 

arasındaki bir doku aralığıdır.  Bu hücreler alkol dâhil olmak üzere karaciğere kanla 

taĢınan molekülleri yıkmakla sorumludur.  Endotel hücreleri küçük kan damarlarının 

(sinüzoidler) olduğu karaciğer boyunca kan dağıtır.  Kupffer hücreleri, bir grup immün 

hücrelerinin makrofaj olarak bilinen grubuna aittir.  Bu hücrelerin görevi karaciğere 

giren yabancı molekülleri yok etmektir.  İto hücreleri, farklı uzunlukta sitoplazmik 

çıkıntılara sahip yıldızsı hücrelerdir.  Portal kan akıĢını düzenlerler (Burtis and 

Ashwood, 2005).  Ġto hücrelerinin iki farklı fonksiyonu vardır.  Bunlar; dinlenme 

durumunda karaciğerde yağ depolamaktır, aktif hale geldiklerinde doku rejenerasyonu 

için gerekli kollajen gibi proteinleri üretmektir.  Karaciğer hasarı sırasında Ġto 

hücrelerinin aĢırı aktivasyonu, fibrozsin bir özelliği olan skar dokusunun oluĢumuna 

neden olur (Neuman, 2003). 

 

2.1.2. Hepatositlerin Ultrastrüktüral Yapısı 

 

Hepatik parankimal hücreler aĢağıdaki yapıları içerirler; 

1. Yağ asidi oksidasyonu ve oksidatif fosfororilasyon yoluyla enerji üretimine 

katılan çok sayıda mitokondri. 

2. Protolitik enzimler içeren ve spesifik yıkım fonksiyonlarına sahip lizozomlar. 
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3. Safra asidi sentezi ve ilaç metabolizması dahil birçok fonksiyona sahip 

endoplazmik retikulum (ER) Düz ER; vezikül ve tubül Ģeklinde olup, bilirubin 

konjügasyonu, ilaç detoksifikasyonu ve kolesterol sentezinin gerçekleĢtiği 

yerdir.  Granüllü ER; koagülasyon faktörleri, çeĢitli enzimler ve albumin gibi 

proteinlerin spesifik sentez yerleri olan ribozomlar ile çevrelenmiĢ katmanlar 

Ģeklindedir. 

4. Albumin sekresyonu ve proteinlerin glikozilasyonuna katılan ve çok düĢük 

dansiteli lipoproteinleri üreten çok fonksiyonlu golgi kompleksi. 

5. Kontraktil güç üreten ve hücre Ģeklinin devamlılığını sağlayan makrofajları ve 

mikrotübüller (Burtis and Ashwood, 2005). 

 

2.1.3. Karaciğer Fizyolojisi ve Biyokimyası 

 

Karaciğer yaĢam için elzem olan yüzlerce fonksiyonu gerçekleĢtiren 

multifonksiyonel bir organdır.  Bu fonksiyonları dört ana baĢlık altında toplamak 

mümkündür.  Bunlar; 

1. Atılım fonksiyonu 

2. Sentez fonksiyonu 

3. Depolama fonksiyonu 

4. Metabolik fonksiyonu  

 

1. Atılım fonksiyonu: Hem endojen hem de ekzojen kaynaklı organik bileĢikler 

karaciğerde biotransforme edilir ve sinüzoidal kandan safra ve idrar yoluyla 

atılır.  Bu bileĢiklerden bilirubin ve safra asitleri endojen kaynaklı, indosilyanin 

yeĢili ve aminoprin gibi bileĢikler ise ekzojen kaynaklıdırlar.  Bunların serum 

düzeylerinin ölçülmesi karaciğer fonksiyonu hakkında bilgi verir.  
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2. Sentez fonksiyonu: Karaciğer, geniĢ sentetik kapasiteye sahip bir organ olup, 

karbonhidrat, lipid ve proteinlerin sentez ve metabolizmasının regülasyonunda 

önemli bir rol oynar.  

 

3. Depolama fonksiyonu: Karbonhidratların depolama yeri karaciğerdir.  Glukoz 

karaciğerde glikojene çevrilir ve depolanır.  Gerektiğinde tekrar glukoza çevrilir.  

Bütün yağ da eriyen vitaminler (A,D,E,K) ve B12 vitamini gibi suda eriyen 

vitaminler karaciğerde depo edilir. 

 

4. Metabolik fonsiyonu:  

 

a) Amonyak metabolizması: Amonyak vücuttaki aminoasit ve nükleikasit 

metabolizmasının son ürünü olarak karaciğerde üretilir.  Amonyak, sinir sistemi 

için son derece toksik bir maddedir.  

 

b) Karbonhidrat metabolizması: Glukoz karaciğerde glikojene çevrilir ve büyük 

kısmı karaciğerde depolanır.  Normal kan glukoz konsantrasyonu kısa süreli 

açlık esnasında hepatik glukoneojenezis için karbon atomlarının primer kaynağı 

olan aminoasitler kas proteinlerinden elde edilirler.  Glikoneojenezis için daha 

az öneme sahip olan karbon kaynağı laktat ve gliseroldür.  Karaciğerin diyetsel 

ve endojen karbonhidratların en önemli iĢlemcisi olması nedeniyle, karaciğer 

hastalıkları değiĢik yollarla karbonhidrat metabolizmasını etkiler (Dilek,2003). 

 

Bu görevlerinin yanında karaciğer; sindirim sisteminden kaynaklanan bakterilerin filtre 

edilmesi, gastrointestinal yolla safra salgılama, barsaktan dönen kanın filtrasyonu gibi 

önemli fonksiyonları da vardır (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 
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Karaciğer bu fonksiyonları 3 ana sistem vasıtasıyla gerçekleĢtirilir: 

 

1. Hepatositler: Temel biyokimyasal iĢlemleri gerçekleĢtirilir. 

2. Safra yolu: Bilirubinin atılımıyla ilgilidir. 

3. Retikuloendotelyal sistem (RES): Hemoglobin ve bilirubin metabolizmasını 

kapsar (Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

 

 

Şekil 2.1 Karacigerde histolojik olarak altıgen yapıda görülen lobüller ve lobül yapısı (Fausto and 

Campbell, 2003). 

 

 Hasarlı hepatositlerden salınan serum transaminazlar  (aspartat aminotransferaz 

(AST) ve alanin aminotransferazlar (ALT)) intrasellüler enzimler olup, karaciğer 

hasarının belirlenmesinde kullanılan önemli belirteçlerdendir (SriRajaskanthan and 

Preedy, 2006).  
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 Hepatositlerde meydana gelen hasar “hepatik hasar” olarak adlandırılmakta olup 

akut ve kronik olarak iki grupta incelenmektedir.  Akut hepatik hasar aniden veya kısa 

zaman içinde ortaya çıkan tablolar için kullanılan bir terimdir.  Kronik hepatit hasarı ise 

hepatositlerden 6 aydan daha uzun süre hasara maruz kalması ile ortaya çıkan tabloyu 

ifade eder.  Hepatik hasarın göstergesi olan laboratuar testleri; Transaminazlar 

(Aminotransferazlar), Alkalen fosfataz (ALP), Gama glutamil transferaz (GGT), Laktat 

dehidrogenaz (LDH), Bilirubin, Albumin ve Protrombin zamanı (PT) testleridir 

(Sherlock, 1975; Dilek, 2003; Burtis and Ashwood, 2005). 

 

2.1.3.1. Karaciğer Enzimleri 

 

i. Laktat Dehidrogenaz (LDH) 

  

 LDH, dokuların çoğunda bulunan sitoplazmik bir enzimdir.  En yoğun 

bulunduğu dokular; karaciğer, kalp kası, iskelet kası ve böbrektir.  Pek çok dokuda 

bulunması nedeniyle tek baĢına karaciğer hastalıklarının değerlendirilmesinde yararlı 

değildir.  LDH, 4 alt birimden oluĢmuĢtur.  M ve H alt birimlerinin farklı 

kombinasyonları sonucu 5 izoenzim oluĢur.  Karaciğere spesifik olan LDH-5 

(MMMM)‟in yarılanma ömrü 8-12 saattir.  Ġnfeksiyoz mononükleozis‟in yol açtığı 

hepatitte, viral hepatitlerden farklı olarak transaminazların artıĢına LDH yüksekliği de 

eĢlik eder (Dilek, 2003). 

 

ii. Aminotransferazlar  

 

 Her aminotransferaz bir ya da birkaç amino grubu vericisi için özgüldür.  

Aminotransferazlar spesifik amino grubu vericisine göre isimlendirilirler, çünkü amino 

grubu alıcısı hemen her zaman α-ketoglutarattır.  En önemli iki aminotransferaz 
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reaksiyonu  alanin aminotransferaz ve aspartat aminotransferaz tarafından katalizlenir 

(Champe, et al., 2007).  Aspartat aminotransferaz (AST) hepatositlerin sitozol ve 

mitokondrilerinde bulunurlar, buna ek olarak aynı zamanda iskelet kası, kalp, karaciğer, 

böbrek, beyin ve pankreasta da bulunurlar.  Alanin aminotransferazlar  (ALT) 

hepatositlerin sitozollerinde yüksek konsantrasyonlarda bulunur (SriRajaskanthan and 

Preedy, 2006).  

  

a. Aminotransferazların Etki Mekanizmaları 

 

 Tüm aminotransferazlar koenzim olarak bir B6 vitamini türevi olan piridoksal 

fosfata gereksinim duyarlar.  Bu koenzim, enzimin aktif bölgesindeki spesifik lizin 

aminoasidin Ɛ-amino grubuna kovalent olarak bağlanır.  Aminotransferazlar bir 

aminoasidin amino grubunu koenziminin piridoksal bölümüne transfer etmek üzere etki 

gösterirler.  Bunun sonucunda piridoksamin fosfat oluĢur.  Koenzimin piridoksamin 

formu bir aminoasit oluĢturmak üzere bir α-keto asit ile reaksiyona girer ve koenzim 

tekrar orijinal aldehit formuna dönüĢür.  Aminotransferazlar normal olarak hücre içi 

enzimleridir ve normal hücre yıkımı sırasında hücre içeriğinin kana geçmesi nedeniyle 

plazmada düĢük düzeyde bulunurlar.  Plazma aminotransferaz düzeyinin yükselmesi bu 

enzimlerce zengin hücrelerin yıkımı gösterir.  Örneğin, fiziksel travma veya bir hastalık 

nedeniyle hücre yıkımı meydana gelir ve hücre içi enzimlerin kana karıĢmasına neden 

olur.  Ġki aminotransferaz AST ve ALT plazmada yüksek düzeyde bulundukları zaman 

tanısal öneme sahiptir.  ALT, AST‟e göre karaciğer hastalığı için daha spesifiktir.  Fakat 

AST de karaciğer de daha fazla miktarda bulunduğundan daha duyarlıdır (Champe, et 

al., 2007). 

 

 

 

 



10 

 

b. Alanin aminotransferazlar (ALT)  

 

 Önceleri glutamat pirüvat transaminaz (GPT) olarak adlandırılan bu enzim 

birçok dokuda bulunur.  Alaninin amino grubunun α-ketoglutarata transferine 

katalizleyerek pirüvat ve glutamat oluĢumunu sağlar.  Reaksiyon geri dönüĢümlüdür.  

Ancak, aminoasit katabolizması sırasında, bu enzim glutamat sentezi yönünde çalıĢır.  

Böylece sonuçta glutamat, azot “toplayıcısı” olarak alaninden hareket etmiĢ olur 

(Champe, et al., 2007).  ALT sitoplazmik bir enzim olduğundan, serum düzeyinin 

yükselmesi hepatosit plazma membranının hasara uğradığını gösterir.  Transaminazların 

serum düzeyindeki artıĢı ile hasara uğrayan hücre miktarı paralellik gösterir.  Bu 

enzimlerin aktivitesi baĢlıca akut viral hepatitte, karaciğer perfüzyon bozukluklarında 

ve akut toksik karaciğer nekrozunda üst referans değerinin 50 katı kadar yükselir 

(Champe, et al., 2007). 

 

c. Aspartat aminotransferazlar (AST)  

 

 Önceleri glutamat okzaloasetat transaminaz (GOT), olarak adlandırılan bu 

enzim, transaminazların amino gruplarını glutamata yönledirirler kuralına istisnadır.  

Aminoasit katabolizması sırasında, AST amino gruplarını glutamattan okzaloasetata 

transfer ederek üre döngüsünde bir azot kaynağı olarak kullanılan aspartatı oluĢturur 

(Champe, et al., 2007).  Aspartat aminotransferazlar (AST veya SGOT) özellikle kalp, 

karaciğer, iskelet kası ve böbrekte bulunmaktadır.  AST‟nin yarılanma ömrü 17+ 5 saat, 

ALT‟in 47 + 10 saattir.  Yarı ömürlerinin kısa olması hepatik hasarın gün gün 

izlenmesinde en iyi göstergedir (Dilek, 2003). 
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2.2. Alkol (Etanol) Metabolizması 

 

 Etil alkol (CH3CH2OH), hücre zarından hızlı geçebilen suda çözünen bir 

bileĢiktir.  Alkol, absorbsiyonundan sonra nefes ve idrarda da görülür.  Alkol, beyin ve 

ruh halini etkileyen bir ilaç gibidir, bunun yanında farmakolojik etkisi de vardır ve 

yaklaĢık 7,1 kcal/g enerji değerindedir (Lieber, 2000).  Ağır içicilerde toplam enerjinin 

ortalama % 50‟ini buradan karĢılanır (Yang, 2008).  Vücutta depolanmayan alkolün 

tamamı karaciğerde metabolize olur. (Das and Vasudevan, 2007). 

 

 Alkolün absorbsiyonu %70 oranında mide ve %25 oranında duedonumda 

meydana gelir absorbsiyonun çok az bir kısmı diğer bağırsak bölgesinde gerçekleĢir.  

Alkolün % 10‟ luk kısmı mide de metabolize olurken geriye kalan % 90‟lık kısmı 

karaciğer de metabolize olur (Vonghia, et al., 2008).  Uzun süre alkol kullanımı 

karaciğerde, kemik iliğinde ve beyinde biyokimyasal, klinik ve fizyolojik bulgular da 

toksik etkisi yaptığı bilinmektedir (Klein, 1999).  Karaciğerde, alkol metabolizması 

oksidasyonunun baĢlatılmasına aracılık eden 3 büyük enzim sistemi vardır.  Bu enzim 

sistemleri; alkol dehidrogenaz, MEOS ve katalazdır (Lieber, 1984; Albano, et al., 1998; 

Dilek, 2003; Marsano, et al., 2003; SriRajaskanthan and Preedy, 2006; Das and 

Vasudevan, 2007; Vonghia, et al., 2008).  Her biri farklı subselüler kompartmantta 

lokalize olmuĢtur; alkol dehidrogenaz sitozolde, mikrozomal etanol okside edici sistem 

(MEOS); endoplazmik retikulumda ve katalaz perokzisomlarda yer alır (Lieber, 1984).  

Bu yolların her biri antioksidan sistemini etkileyen serbest radikalleri üretebilir (Das 

and Vasudevan, 2007).  

 

2.2.1. Alkol Dehidrogenaz (ADH) Yolağı 

 

 Alkol ağırlıklı olarak iki yolla metabolize edilir (ġekil 2.2).  Ġlk olarak sitozolik 

alkol dehidrogenaz tarafından asetaldehitin oksidasyonu içerir ve mitokondriyal aldehit 

dehidrogenaz ile de asetata dönüĢür.  Her iki adımda da NAD‟ın NADH‟a redükte 
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olmasına bağlıdır.  NADH/NAD oranındaki artıĢ karbonhidrat ve lipid metabolizmasına 

büyük etki yapar.  Alkolik karaciğer hastalığında ilk basamak olan mitokondriyal yağ 

asit β oksidasyonunun inhibisyonu ve değiĢtirilmiĢ redoks durumu yağlı karaciğer 

patogenezine sebep olur (Albano et al., 1998 ; Stewart et al., 2001; Das and Vasudevan, 

2007).      

 

Şekil 2.2 Alkol metabolizmasında alkol dehidrogenaz yolağı (İlter ve Tekin, 2005). 

 

 

 Alkol dehidrogenaz (ADH) ve aldehit dehidrogenazın (ALDH) alkol 

metabolizmasında belirleyici role sahiptir.  Her iki enziminde polimorfik özellik 

göstermelerine rağmen alkole olan hassasiyetleri farklıdır (Nuutinen, 1986).  Alkol 

dehidrogenazın, alkol metabolizmasında intrasellüler redoks durumunda değiĢikliklere 

neden olduğu uzun zamandan beri bilinmektedir.  

 

  Alkolün indüklenmesiyle oluĢan CYP2E1, alkol dâhil olmak üzere, toksik 

ürünleri aktif hale getirerek metabolize eder.  Alkol alınımı, karaciğerde mikrozomal 

sitokrom P450‟nin neden olduğu serbest radikal üretiminde bir artıĢa neden olur, 

sitozolde ksantin dehidrogenaz, ksantin oksidaza dönüĢürken mitokondride bir elektron 

azalmasını arttırır.  CYP2E1 seviyeleri çeĢitli patofizyolojik koĢullar altında yükselir; 
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bu koĢullara akut ve kronik alkol tüketimi de girer.  CYP2E1, superoksit anyon 

radikalini ve hidrojen peroksidi üretir, demir varlığında ise hidroksil radikali gibi güçlü 

oksidanları üretir.  Redoks tepkimelerin karaciğer üzerine etkisi, Kupffer hücrelerinin 

ve hepatik ito hücrelerinin aktif hale getirilmesine sebep olabilir ve bu Ģekilde alkolik 

karaciğer hastalığına katkıda bulunur (Das and Vasudevan, 2007). 

 Asetaldehit, alkolün reaktif ve toksik metabolitidir.  Buna ek olarak karaciğer 

hasarının da belirleyicisidir.  Bu nedenle in vivo olarak asetaldehitin nasıl metabolize 

olduğunu bilmek önemlidir (Satoru, et al.,1997). 

 

  NADH düzeyleri ve NAD
+
/NADH

 
redoks oranlarında değiĢiklikler görülebilir 

(Das and Vasudevan, 2007).  Alkoldehidrogenazlar sitoplazmada bulunur ve alkol 

metabolizmasındaki en etkin enzimlerdir.  Alkolün asetaldehite çevrilmesini katalize 

ederler.  ADH enzim sisteminin karaciğer dıĢında midede de bulunduğu gösterilmiĢtir 

(Dilek, 2003).  Midede alkolün metabolize edilmesi, portal sisteme geçen alkol 

miktarının azalmasına ve karaciğerde hasarın daha az olmasına neden olur. 

CH3CH2OH + NAD+ CH3CHO + NADH+ + H+ 
  

ADH, bu reaksiyonları katalizler. 

 

Bu reaksiyonda alkolden bir hidrit iyonu NAD
+‟

a
 
aktarılır.  Alkol oksidasyonu 

sitokrom P450 izoenzimiyle birlikte mikrozsomal elektron taĢıma sistemine katılarak 

katalizlenir.  Bu ailede yer alan enzimler 2E1, 1A2 ve 3A4; alkolü okside edebilme 

kapasitelerine göre değiĢen izoformlardır (Das and Vasudevan, 2007). 

 

 

 MEOS, bu reaksiyonları katalizler.  

CH3CH2OH + NADPH + H+ + O2 CH3CHO + NADP+ +2H2O
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 Bu mekanizma alkol kullanıcıları için nicel olarak daha çok önem 

kazanmaktadır.  Buna ek olarak bu mekanizma 2E1 izoenzimleri ile alkol 

tüketicilerinde serbest oksijen radikal oluĢumunu katalizlemesinde önemlidir.  H2O2„nin 

yüksek miktarda oluĢtuğunu gösterebildiği gibi bu yükseklik, alkol tüketicilerinde buna 

bağlı olarak hidroksil radikal oluĢumlarını da arttırmaktadır.  Karaciğer, alkol 

oksidasyonu sonucu, peroksizom aktivitesine de katkıda bulunur.  Bu reaksiyon; 

 

RCH2CH2COSCoA + O2  
Açil CoA oksidaz

RCH = CHCOSCoA + H2O2  

CH3CH2OH + H2O2 Katalaz CH3CHO + 2H2O 
 

 

 Ağır içicilerde, peroksizom oksidasyonları sebebi ile karaciğerde yağ asitlerinin 

birikimi sonucu bu mekanizma daha belirgin olabilir.  Alkol oksidasyonu daha fazla 

hepatik aldehit dehidrogenaz tarafından oksitlenen asetaldehit artıĢına neden olur (Das 

and Vasudevan, 2007). 

 

CH3CHO + NAD+ CH3COOH + NADH + H+ 
 

ALDH, bu reaksiyonu katalizler. 

 Aldehit dehidrogenazın mitokondriyal formu, asetaldehitin düĢük 

konsantrasyonunda devam etmesinde önemli rol oynar.  Asetat daha sonra aktif formu 

olan asetil CoA‟ya asetil CoA sentaz tarafından çevrilir.  Alkolün oksidasyonu sonucu 

alkol dehidrogenaz ve onu takip eden asetaldehitin oksidasyonu sonucu hepatik 

NADH/NAD
+
 oranında önemli bir artıĢ olur.  Bu artıĢ hem mitokondri hem de 

sitoplazmada gerçekleĢir, laktat/piruvat ve β-hidroksi butirat/asetoasetat oranları 

ölçülür.  Mitokondriyal düĢük aldehit dehidrogenaz üretimi, NADH‟ın mitokondride 



15 

 

üretiminden daha fazladır.  Malat-aspartat mekiği üzerinden sitoplazmik NADH 

mitokondri içine taĢınır.  Bu artan NADH, mitokondriyal elektron taĢıma sistemi ile 

tekrar oksitlenir.  Eğer doku aerobikse böylece alkol oksidasyonu mitokondride 

NADH‟ın bulunabilirliğini de arttırır (Das and Vasudevan, 2007). 

 

 Alkolün bazı zehirli etkileri, ADH yoluyla alkolün oksidasyonu tarafından 

oluĢan NADH‟ın üretimiyle ilgilidir.  ÇeĢitli alkol dehidrogenaz formları insan 

karaciğerinde tanımlanmıĢtır.  Bütün bu formların alkolün asetaldehite dönüĢümünü 

katalizlemesi için NAD‟a ihtiyaç vardır.  Alkol oksidasyonu hepatik sitozolde aĢırı 

miktarda serbest NADH indirgeyici eĢdeğerini üretir.  1950-1960‟ların sonlarında bazı 

hepatik ve metabolik hastalıkların alkol kullanımıyla iliĢkili olduğu ve alkol 

oksidasyonu sonucu üretilen NADH‟ın redoks değiĢimi ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir 

(Lieber, 1984).  Genellikle alkol, karaciğer hücresinin sitozolünde alkol dehidrogenaz 

enzimi NAD sayesinde hidrojen alıcısı tarafından asetaldehit üretmek için metabolize 

edilir.  

 

Ġlaçların %50‟si (alkollerde dâhil olmak üzere) karaciğerde ki endoplazmik 

retikulumun bir ailesi olan (mikrozomlar) sitokrom P450 olarak bilinen enzim 

tarafından metabolize olur.  P450'in ikinci ailesinin E subfamilyasında bulunan bir 

enzim olan CYP2E1 normal olarak, alkol metabolizmasının %10‟un altında sorumludur 

ve kofaktör olarak NAD'ı kullanır.  Alkol karaciğerde CYP2E1‟nin konsantrasyonunu 

10 kata kadar arttırabilir.  Alkol tarafından CYP2E1‟in indüksiyonu alkole bağlı 

karaciğer hastalığı için önemli bir katkı olabilir (ġekil 2.3).  CYP2E1 birçok serbest 

radikal üretir ve birçok ksenobiyotikleri endüstri solventlere, aneztezikleri kokaine ve 

asetominofen ve yüksek toksik metabolitlere dönüĢtürebilir (Satoru, et al., 1997). 
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Şekil 2.3 Alkolün metabolizma yolları. Alkolün metabolizmasında her iki adım da, değiştirilen 

redoks potansiyeli ile sonuçlanır ve en sonunda, yağlı karaciğer oluşur. CYP2E1 sistemi aracılığıyla 

metabolizma reaktif oksijen türlerinin ve oksidatif stresin ana kaynağını teşkil eder. Lipid 

peroksidasyonunundan dolayı oluşan ürünler, reaktif oksijen türleri ve asetaldehit tüm neo-

antijenik adducts oluşumuna katkıda bulunur. Lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres nekroz veya 

apoptoz ile hücre ölümüne yol açabilir (Stewart et al.,2001). 

 

 

2.2.2. Mikrozomal Etanol Okside Edici Sistem (MEOS) 

 

 MEOS yüksek doz alkol alınımında devreye giren bir enzim sistemidir.  Birçok 

alkol çeĢidi, karaciğerde metabolize olur. Hidrojen ve oksijen içeren oksidasyon 

reaksiyonları olarak bilinen bir dizi reaksiyon gerçekleĢir.  Alkol metabolizmasınının 

ikinci yolu, uzun süre alkol tüketiminde aktive olan MEOS‟dur.  MEOS yolunda 

sitokrom P4502E1 ya da CYP2E1 enzimleri ile alkolden asetaldehit üretmek için 

hidrojen uzaklaĢtırılır.  Bu yollar, özellikle MEOS, serbest oksijen radikal olarak 

adlandırılan yüksek kararsız moleküllerin oksidasyonu sonucu ortaya çıkar.  Örnek 

olarak superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalini verebiliriz (ġekil 2.4).  

Normal Ģartlarda karaciğerde yer alan oksijen radikalleri antioksidan olarak adlandırılan 

moleküller tarafından temizlenir.  Ancak, ağır alkol tüketimi sadece oksijen 
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radikallerinin üretimini arttırmakla kalmaz antioksidanlar arasında da bir dengesizlik 

yaratır.  Oksidatif stres kronik olduğu zaman hücre ölümüne katkı da bulunarak 

karaciğer hücrelerine zarar veren reaksiyonları stimule eder  (Albano, et al., 1998). 

 

 

 

Şekil 2.4 Hepatositlerde alkol oksidasyonu (Lieber de carli 1984). 

 

 Alkolün mikrosomal oksidasyon sistemindeki etkilerine bakıldığında 

oksidasyonun, NADPH ve oksijen beraberliğinde karaciğerin mikrosomal fraksiyonu 

içinde oluĢtuğu, kısmen karbonmonoksit tarafından inhibe edildiği görülür.  Diğer 

taraftan alkol hidrojenperoksit varlığında katalaz tarafından okside edilir.  Mikrosomal 

fraksiyon ile NADPH oksidaz, katalaz ve ADH tarafından okside edilmeyen bütün 

alkolü metabolize eder (Erenoğlu, 1976). 
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 Hidrojenin serbest kalıĢı ve tükenmesi arasındaki denge bozulur.  Karaciğer 

hücresi hidrojenle dolar.  Bu durum, glukoneojenezinin, sitrat döngüsünün, laktat ve 

piruvat azalmasına, aminoasit metabolizmasında bozulmalara, yağ ve kolesterol 

sentezinde artmaya neden olur (Erenoğlu, 1976). 

 

 Kronik alkoliklerde karaciğer hücresinde yağ depolama, yağ asit 

oksidasyonunun inhibisyonuna ve sentezine bağlıdır.  Bu en azından, kısmen bir uyum 

mekanizmasıdır.  Endoplazmik retikulum artması da böyledir.  Lipoprotein sentezi 

inhibe edilmemiĢtir.  Yağ metabolizasyonunun artması sonucu yağ dokusundaki artma, 

çok fazla alkol alınımından sonra görülür (Erenoğlu, 1976). 

     

2.2.3. Katalaz 

 

 Katalaz bu üç sistem içinde en az kullanılanıdır.  Karaciğer mikrosomlarında 

mevcut olan NADPH oksidaz, NADPH ve O2 varlığında H2O2 meydana getirebilir.  

Katalaz ve bir H2O2 meydana getiren sistemin kombinasyonunu invitro alkol ve 

metanolü okside eder.  Katalaz H2O2 sistemin muhtemel fizyolojik görevi H2O2 

yapımının uyarılmasını takip eden metanol oksidasyonunu arttırmadır.  Katalaz 

peroksidasyonu ileri derecede hızlı bir enzim reaksiyonu olduğundan bu reaksiyonun 

hızını sınırlandıran faktörün H2O2 konsantrasyon olduğu sanılmaktadır.  Katalaz 

reaksiyonunun ürünleri mikrozomal alkol oksidasyonunun ürünlerinin aynısı olan 

asetaldehit ve sudur.  Böylece hiçbir yoldan hücrenin alkol metabolizması sonucu 

redoks potansiyeli bozulmaz (Erenoğlu, 1976).  Asetaldehit büyük oranda mitokondri 

de de asetaldehit dehidrogenaz enzimi ile asetik asite metabolize olur, böylece enerji 

açığa çıkarak karbondioksit ve suya metabolize olur.  Asetaldehit her zaman hızlı 

metabolize olmaz.  Yüksek dozda asetaldehit alkoliklerde hoĢ olmayan bir Ģekilde 

asetaldehit dehidrogenazı bloklayan ajan ortaya çıkar (Erenoğlu, 1976). 
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2.2.4. Alkol Metabolizması ve Serbest Radikaller 

 

 Serbest radikaller, bir veya birden daha fazla ortaklanmamıĢ elektron ihtiva eden 

atom veya moleküllerdir.  Biyolojik sistemlerdeki en önemli serbest radikaller, 

oksijenden oluĢan radikallerdir.  Serbest oksijen radikali biyokimyasında anahtar rolü 

oynayan maddeler oksijenin kendisi baĢta olmak üzere süperoksit, hidrojen peroksit, 

geçiĢ metallerinin iyonları ve hidroksil radikalidir.  Alkol metabolizması sırasında 

oluĢan toksik maddelerin patogenezinde birden fazla mekanizma olması olasıdır. 

Reaktif oksijen türleri ve diğer serbest radikallerin, alkolik karaciğer hastalığında kilit 

mekanizma olduğuna inanılır (Jarvelainen, et al., 2000).  Bu reaktif oksijen türleri 

birçok kaynaktan oluĢur, karaciğer Kupffer hücrelerinin aktivasyonu da bunlardan 

biridir, bu da alkolik karaciğer hastalığının nasıl ilerlediğini açıklamaktadır (Wheeler, 

2003).  Oksidatif stres, alkol tarafından üretilen reaktif oksijen türlerinden doku hasarı 

patogenezinde anahtar rol oynar ve birçok dokuda endojen kaynaklı antioksidanları 

azaltılması ve lipid peroksidasyon sürecinin geliĢimi ile de ilgilidir (Kawther, et al., 

2006).  Oksidatif stres, prooksidanların lehine ve antioksidanların alehine potansiyel 

hasara yol açar.  Serbest radikal oluĢumu alkolik karaciğer hasarı modellerinde artar.  

Buna ek olarak oksidatif stres doğrudan toksisiteye neden olurken inflamatuvar yanıtın 

da artmasına neden olabilir.  Serbest radikaller redoks duyarlı transkripsiyon faktörlerini 

(NF-kB) aktive ederken proinflamatuvar sitokinlerin de oluĢumunu arttırır.  Böylece 

oksidanlara karĢı tedaviler teorik olarak insanlarda alkolik karaciğer hastalığında yararlı 

olabilir (Yuan, et al., 2007). 

 

 Deneysel olarak alkol alınımı sonucu önemli antioksidan seviyelerinde bir 

azalma olur ve bu azalmaya katalaz, SOD ve GPX enzimleri ve non-enzimatik 

antioksidanlardan glutatyon, E ve C vitaminleri de dahildir.  Bu değiĢiklikler lipid 

peroksidasyonunu arttırır.  Lipid peroksidasyon ürünleri, hücre ve dokularda oksidatif 

stres ile ilgili bazı patofizyolojik olaylarda katılmaktadır.  Reaktif serbest radikallerin 

aksine aldehitler lipid peroksidasyon ürünleri üretebilir (Ostrowskaa, et al., 2004). 
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2.2.4.1. Reaktif Oksijen Türleri 

 

 Reaktif oksijen türleri, küçük, yüksek ölçüde reaktif, oksijen içeren özellikle 

karaciğerde hücresel moleküllere zarar veren moleküllerdir.  Alkol metabolizması 

sadece doğrudan reaktif oksijen türlerinin üretimine katılmakla kalmaz, aynı zamanda 

hipoksi, endotoksin ve sitokinlerin salınımı ile ilgili oksidatif stresin oluĢmasıyla da 

ilgilidir.  Alkol vücutta bazı metallerin seviyelerini değiĢtirir, böylece reaktif oksijen 

türlerinin üretimi kolaylaĢtırırken antioksidanların da seviyelerini azaltır.  Alkol 

zehirlenmesinin ardından prooksidanlar ve antioksidanlar arasındaki denge bozularak 

biyomoleküllerin yağlar, proteinler ya da DNA‟ya oksidatif zarar vermesi sonucunda 

hücre hasarı oluĢur. Karaciğerde serbest oksijen radikal üretimi ve oksidatif stres, 

alkolik karaciğer hastalığının geliĢmesinde önemli rol oynar.  Alkole bağlı olarak 

oksidatif stres immün reaksiyonları stimüle ederek karaciğerde kendi antijenlerine karĢı 

tepki verir (Das and Vasudevan, 2007). 

 

i. Akut Alkol Alınımı Hepatositte Oksidatif Stresi İndüklemesi  

  

Oksidatif stres, süperoksit anyonu ve onun metabolitleri baĢta olmak üzere 

hücrenin ve dokunun oksidanlara aĢırı miktarda maruz kalma durumu olarak 

tanımlanabilir. Antioksidanlar serbest radikallerin üretimiyle baĢ edemediği zaman 

oksidatif stres hücre bütünlüğünü etkiler.  Kısa süreli alkol alınması, karaciğer 

mitokondrilerinde superoksit üretimini arttırır.  Akut alkol alınımı, süperoksit ve lipid 

peroksidasyonu arttırır ve mitokondride fonksiyon bozukluğunu indükler.  Akut alkol 

alınmasına bağlı olarak NAD/NADH oranındaki azalma sonucunda solunum elektron 

taĢıma zinciri boyunca elektron akıĢı artarak mitokondride süperoksit üretimini 

indükler.  Alkol antioksidan düzeylerini azaltırken oksidatif stresi de arttırır.  Süperoksit 

anyonları mitokondride aktif MnSOD‟un hidrojen peroksite katalize olmasıyla oluĢur.  

GSH peroksidaz, hidrojen peroksiti azaltırken reaktif radikal üretimini de önler.  

Karaciğer hücrelerinin mitokondrileri katalaz içermediği için hidrojen peroksiti 
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azaltmak için mitokondrial GSH sistemi oksidatif strese karĢı mitokondriyi korumak 

için geliĢtirdiği mekanizmadır (Adachi and Ishii, 2002). 

 

a. Lipid Peroksidasyonu 

 

 Serbest radikaller, savunma mekanizmalarının kapasitesini aĢacak oranlarda 

oluĢtukları zaman organizmada çeĢitli bozukluklara yol açarlar.  Biyomoleküllerin tüm 

büyük sınıfları serbest radikaller tarafından etkilenirler, fakat lipidler en hassas 

olanlarıdır.  Membrandaki kolesterol ve yağ asitlerinin doymamıĢ bağları, serbest 

radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon ürünlerini oluĢtururlar.  

Poliansatüre yağ asitleri (PUFA)‟nin oksidatif yıkımı, lipid peroksidasyonu olarak 

bilinir ve oldukça zararlıdır.  Çünkü kendi kendine devam eden zincir reaksiyonu 

Ģeklinde ilerler.  Lipid peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasarı geri 

dönüĢümsüzdür.  Lipid peroksidasyonu, organizmada oluĢan bir serbest radikal etkisi 

sonucu membran yapısında bulunan poliansatüre yağ asidi zincirinden bir hidrojen 

atomu uzaklaĢtırılması ile baĢlar.  Bunun sonucu yağ asidi zinciri bir lipid radikali 

niteliği kazanır.  OluĢan lipid radikali dayanıksız bir bileĢiktir ve bir dizi değiĢikliğe 

uğrar.  Molekül içi çift bağların pozisyonlarının değiĢmesiyle dien konjugatları ve daha 

sonra lipid radikalinin moleküler oksijenle etkileĢmesi sonucu lipid peroksid radikali 

meydana gelir.  Lipid peroksid radikalleri, membran yapısındaki diğer poliansatüre yağ 

asidlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin oluĢumuna yol açarken, kendileri de açığa 

çıkan hidrojen atomlarını alarak lipid hidroperoksidlerine dönüĢürler.  Böylece olay 

kendi kendine katalizlenerek devam eder.  Lipid peroksidasyonu ya toplayıcı 

reaksiyonlarla sonlandırılır ya da otokatalitik yayılma reaksiyonlarıyla devam eder.  

Plazma membranı ve organel lipid peroksidasyonu daha önce bahsedilen serbest radikal 

kaynaklarının hepsiyle stimüle edilebilir ve metallerin varlığında artar.  Bu metaller 

redoks katalisti olarak görev yaparlar ve süperoksid ve hidrojen peroksidin daha güçlü 

oksidanlara dönüĢümünü katalizler.  Lipid peroksidasyonu çok zararlı bir zincir 

reaksiyonudur.  Direkt olarak membran yapısına ve indirekt olarak reaktif aldehidler 
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üreterek diğer hücre bileĢenlerine zarar verir.  Böylece, birçok hastalığa ve doku 

hasarına sebep olur.  Lipid radikallerinin hidrofobik yapıda olması yüzünden 

reaksiyonların çoğu membrana bağlı moleküllerle meydana gelir.  Membran 

permeabilitesi ve mikroviskositesi ciddi Ģekilde etkilenir.  Peroksidasyonla oluĢan 

malondialdehid, membran komponentlerinin çapraz bağlanma ve polimerizasyonuna 

sebep olur.  Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hücre yüzey 

bileĢenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran özelliklerini değiĢtirir.  Bu etkiler, 

malondialdehidin niçin mutajenik, genotoksik ve karsinojenik olduğunu açıklar (AkkuĢ, 

1995). 

 

b. Oksidan-Antioksidan Sistem Biyomarkırları 

 

 Oksidatif stres ağır içicilerde ciddi karaciğer hasarı olmadan da gözlenebilir. 

Hepatik sitokrom P450 monooksigenaz aktivitesini sitimüle ederek geliĢmiĢ 

mikrozomal malondialdehit oluĢumuna eĢlik ederken antioksidan ve α tokoferol 

düzeyinde bir azalma olur.  Serumda malondialdehit ve α tokoferol seviyeleri alkol 

sonucu oksidatif stres de biyolojik bir belirteç olarak bilinir.  Ağır içicilerde okside LDL 

yüksekliği geliĢmiĢ glioksidasyonun son ürünü ve asetaldehit tipik bulgulardır (Das and 

Vasudevan, 2007). 

 

2.3. Alkole Bağlı Karaciğer Hastalıkları 

 

 Alkol vücutta depolanmaz ve % 90 „ı karaciğer de metabolize olur geriye kalan 

kısım, idrar, ter ve nefesle değiĢmeden atılır (SriRajaskanthan and Preedy, 2006).  Son 

50 yıldır yapılan araĢtırmalar sonucunda alkolün neden olduğu hepatotoksisite 

doğrulanmıĢtır.  Hala belirsiz olmakla birlikte uzun süre alkol tüketen bağımlıların 

%20-30‟un da ağır karaciğer hastalıkları geliĢmektedir.  Yapılan bir çalıĢmada 8 yıl 

boyunca her gün 160 gr alkol tüketen bireylerin sadece % 14„ünde siroz geliĢmiĢtir 
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(Bujanda, et al., 2006).  Alkolik karaciğer hastalığı uzun süre ve ağır alkol alınımı 

sonucunda meydana gelir.  Ölümcül karaciğer değiĢikliklerinin baĢında karaciğer 

yağlanması, hepatit ve karaciğer sirozu gelir (Pramyothin, et al., 2006).  

 

 Yağlı karaciğer, alkolik karaciğer hastalığında en çok görülen morfolojik 

değiĢikliktir.  NAD, alkol dehidrogenaz enzimi etkisiyle alkol tarafından üretilen bir 

metabolittir.  Yağ asitlerinin oluĢumunu arttırırken yağ asitlerinin oksidasyonu azaltır.  

Asetaldehit, alkol dehidrogenazın ve P4502E1‟in bir baĢka metabolitidir.  Mitokondri 

fonksiyon bozukluğuna neden olur.  Alkolik yağlı karaciğer alkol kullanımının 

azaltılmasıyla geri dönüĢümlüdür.  Aminotransferazlar ve bilirubin düzeylerinde orta 

derecede bir anormallik, bazı durumlarda da alkole bağlı yağlı karaciğer 

oluĢturabilmektedir.  Böyle durumda Aspartat aminotransferaz (AST) seviyesinin 

genelde Alanin aminotransferazdan (ALT) iki kat yüksek olduğu bildirilmiĢtir (Yang, 

2008). 

 

 Alkolün sebep olduğu yağlanma ve karaciğer hücre hasarına yol açan alkol 

oksidasyonu NADH toplanmasına bağlanmalıdır.  Karaciğer hücre hasarı, alkol 

dehidrogenaz aktivitesini azaltır.  Bunu takiben karaciğer hasarının düzelmesinden veya 

düz endoplazmik retikulum proliferasyonu ile alkole toleransı normale bazen de 

normalden fazlaya dönüĢür.  Sirozlu hastalar, sağlam karaciğerli veya dönüĢümlü 

karaciğer hasarı olan kimselere göre genellikle düĢük hepatik alkol dehidrogenaz 

aktivitesi gösterirler ve bu yüzden de daha fazla artan karaciğer hasarına daha müsait bir 

zemin oluĢur.  Alkoliklerdeki kronik karaciğer hasarının diyetteki noksanlıkla daha da 

arttığı, yüksek proteinli diyetle korunduğu ileri sürülmüĢtür.  Anabolik steroidlerin, 

endoplazmik retikulumda hiperplazi, RNA sentezini arttırma ve aminoasitlerin protein 

içine inkorparasyonlarının arttırmasından doğan karaciğer harabiyeti, hücre tamiri veya 

replikasyonu için gereken besin ihtiyacını arttırır.  Protein, mineral ve vitamine olan 

ihtiyaç artar.  Bu durum alkoliklerde noksan olan folik asit, çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 

Alkolik karaciğer hasarlarında folik asit verilmezse nükleik asit sentezi bozulur.  Bu 
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karaciğer rejenerasyonunu koruyacağı gibi, alkolik dehidrogenaz aktivitesinin artmasına 

da neden olabilir (Erenoğlu, 1976). 

 

 Alkolik hastalarda karaciğer yağlanması ve alkolik hepatit arasında 

dalgalanmalar olabilir ama fibrozis ve sirozla meydana gelen hasar geri dönüĢümsüzdür. 

Yağlı karaciğer de yağ hücrelerinin karaciğer parankimasında birikmesiyle oluĢur. 

Karaciğer içinde metabolik yolların bozulması sonucu fazla lipid oluĢumu sonucu 

hepatositlerin içinde büyük damlacıkların oluĢumuna zemin hazırlar.  Klinik yönden, 

yağlı karaciğer değiĢikliğiyle hastalar, herhangi bir iĢaret veya karaciğer hastalığının 

bulgularına sahip olmayabilir.  Kan değerleri de normal olabilir, ancak alanin 

transaminaz, alkalin fosfataz ve GGT aktivitelerin de bir yükselme olduğunda belirti 

verebilir (SriRajaskanthan and Preedy, 2006). 

 

 Alkol tüketenlerin hepsinde siroz ya da alkolik hepatit geliĢmesi görülmez. 

Alkolik karaciğer hastalığını etkileyen birçok faktör vardır.  Bu faktörlere genetik ve 

çevresel faktörleri örnek verebiliriz.  Alkol ve asetaldehit metabolizmasında 

enzimlerinde genetik çeĢitlilik vardır. 20 den fazla alkol dehidrogenazın izoenzimi ve 

aldehit dehidrogenazın da polimorfizmleri vardır; bunların bazıları alkolün 

toksisitesinden korur.  Alkol dehidrogenaz ve aldehit dehidrogenazın polimorfizmleri 

sadece alkolizm teĢhisi etmez aynı zamanda organ hasarını da belirler. 

 

2.3.1. Karaciğer Hastalığında Mitokondrinin Rolü 

 

 Alkol tüketimi mitokondride serbest radikal üretimini etkiler.  Yapılan bazı 

çalıĢmalar alkol alınımı aktif oksijen türlerinin hepatosit mitokondrilerinde fonksiyon 

bozukluğu yaptığı düĢünülse de alkol alınımı mitokondride oksidatif stres ile ilgili 

mekanizmalar kesin değildir.  Yapılan son çalıĢmalar mitokondrinin apoptoz da önemli 

rol oynadığı yönündedir.  Mitokondri, apoptoz da, apoptoz promoting faktörlerinin 
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sitozol salınımını regüle eder.  Mitokondride apoptotik sinyallerin gerçekleĢtiği kesin 

olmasına rağmen bu apoptotik sinyallerin kesin mekanizması aydınlatılamamıĢtır. 

 

 Apoptoz, alkolik karaciğer hastalığında apoptotik cisimcikler gibi histopatolojik 

görünümünde kendini gösterir.  Bazı çalıĢmalar alkolik karaciğer hastalığının apoptoza 

neden olduğunu bildirmiĢtir.  Alkolik hepatitis hastalarında hepatosit apoptozunda artıĢ 

görülmüĢtür.  Alkolik karaciğer hastalığının hepatosit apoptozu oksidatif stres, 

inflamatuvar sitokinleri, tümör nekroz faktör α gibi potansiyel mekanizmaları içerir. 

Alkolik karaciğer hastalığında oksidatif stres ve oksijen kaynaklı serbest radikallerin 

artmasıyla ile ilgili deneysel ve klinik kanıtlar artsa da oksidatif hasarın alkolik 

karaciğer hastalığındaki rolü netlik kazanmıĢ değildir (Das and Vasudevan, 2007). 

  

 Mitokondride NADH‟ın yüksek düzeyde olması serbest radikallerin oksidatif 

fosforilasyon ve superoksitlerin ve hidroksi radikallerinin sızmasına, lipid 

peroksidasyonu ve mitokondriyal DNA hasarında bir artıĢa neden olur 

(http://www.benbest.com/health/alcohol.html#liver). 

 

 Karaciğerde alkol alınımının erken etkileri mitokondri yapısının değiĢikliği ile 

ortaya çıkar.  Mitokondriler ya ĢiĢerek yapılarında ya da kristalarında bozulmalarla 

karakteristiktir.  Sıçan modellerinde, mitokondride yapısal değiĢiklikler yağlı 

karaciğerin baĢlamasıyla baĢlar.  Sonraki aĢaması alkolik karaciğer hastalığının klasik 

göstergesi olan doku nekrozu, ito hücre aktivasyonu ya da perivenular fibroz görülür.  

Mitokondri serbest oksijen radikallerin oluĢumuna karĢı savunma oluĢturur.  Mitokondri 

hem oksidatif stresin hedefidir, hem de kendisi ile oksidatif mekanizmalara katkıda 

bulunarak stresle ilgili sinyalleri kontrol eder (Das and Vasudevan, 2007). 

 

 

http://www.benbest.com/health/alcohol.html#liver
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2.3.1.1. Mitokondri Membran Depolarizasyonu ve Permeabilite Tranzisyonu 

 

 Mitokondrinin temel fonksiyonu kimyasal ve elektrik grandiyetin artıĢına bağlı 

olarak, iç mitokondriyal zarının her iki tarafında yer alan iyonları ve protonların 

asimetrik dağıtmasıdır.  Ġç mitokondriyal membranın iç tarafı negatif yüklüdür.  

Mitokondriyal membran potansiyelindeki değiĢimler ve zar geçirgenliği hücre 

canlılığını düzenleyici merkez mekanizma olduğu düĢünülmektedir (Das and 

Vasudevan, 2007). 

 

2.4. Apoptoz 

 

 Her hücre, doğar, çoğalır (proliferasyon), farklılaĢır (diferansiasyon) ve ölür 

(apoptozis).  Doku homeostazisi, yani yeniden yapım ve yıkımın bir düzen içinde oluĢu, 

apoptozis/proliferasyon dengesinin sağlıklı bir Ģekilde sürdürülmesine bağlıdır (AkĢit ve 

Bildik, 2008).  Apoptoz, hücre zarındaki bileĢiklerin azalması, kromatinin 

yoğunlaĢması, mitokondriyal ĢiĢme ve makrofajlar ya da organın komĢu hücreleri 

tarafından hücrenin fagositik olarak ortadan kaldırılmasıyla morfolojik olarak 

karakterize edilmiĢtir (Özcan ve Mengi, 1998). 

 

2.4.1. Alkolizm ve Apoptoz 

 

 Uzun süre fazla miktarda alkol tüketen bireylerde hücre ölümü görülür (apoptoz 

ya da nekroz).  Hepatosit apoptozisinin baĢlamasına neden olan sitokrom P4502E1, 

hücre iletiĢiminde rol oynayan sitokinler, oksidatif stres ve demir metabolizmasındaki 

değiĢimler gibi birçok faktör alkol tüketimi ile etkilenir.  Alkol metabolizmasının toksik 

ürünü olan asetaldehit tarafından folik asitin direkt oksidatif yıkımı yapılan çalıĢmalarla 

gösterilmektedir.  Folat ve metiyonin metabolizmasındaki alkolle uyarılmıĢ değiĢiklikler 

DNA metilasyonu için gerekli olan metil gruplarının kullanılabilirliğini azaltır.  Yapılan 
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çalıĢmalarda fosfolipidlerin en önemli üyesi ve metil grubu kaynağı olan kolinin 

eksikliğinde apoptozisin uyarıldığı gösterilmiĢtir (Özcan ve Mengi, 1998). 

 

 Son yıllardaki çalıĢmalar alkolik hepatitisli hastalardaki ciddi klinik belirtiler ile 

apoptozisin Ģiddeti arasında bir iliĢki olduğunu göstermektedir.  TNF α ile uyarılmıĢ 

apoptozis, alkolle arttırılır.  Bu olay muhtemelen TNF α ile uyarılmıĢ apoptotik 

mekanizma ve alkol metabolizmasının bir sonucu olarak oluĢan apoptozis arasındaki 

sinerjik bir iliĢkiyi yansıtır (Özcan ve Mengi, 1998). 

 

2.4.2. Alkol Alınımında Hepatosit Apoptozunda Mitokondrilerin Rolü 

 

 Mitokondri ökaryotik hücrelerin yaĢam merkezi olan ve apoptozda anahtar rol 

oynayan organeldir.  Mitokondri depolarizasyonu ve geçirgenlik geçiĢleri apoptotik 

hücre ölümü merkezidir.  Mitokondri aracılı apoptoz, fonksiyon kaybı olarak değil 

biyoenerjik yetersizliğinin bir sonucu olarak apoptozu indükleyen faktörler (AIF) olarak 

bilinen faktörlerin salınımıyla etkilenir.  Sitokrom c ve AIF„ler mitokondrinin iç 

membranından sitozole salınır.  Sitokrom c salındığı zaman kaspaz 9 Apaf 1 ile aktif 

hale getirilir, daha sonra oluĢan aktif formu prokaspaz 3‟ü kaspaz 3 formuna dönüĢtürür 

(ġekil 2.5).  Apoptozun mitokondri yolunu kontrol ve düzenleyenler Bcl-2 ailesi 

proteinleridir.  Bu protein ailesi anti apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-w, A1) ve 

pro apoptotik (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bid, Bad, Bik, Bim, Blk) elemanlarından oluĢur.  Bazı 

apoptotik modellerde, antiapoptotoik Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriden sitokrom 

c‟in salınımını engeller.  Diğer taraftan proapoptotik Bcl-2 ailesi sitokrom c‟ nin 

salınımını arttırır.  Akut alkole maruz kalınması durumunda mitokondriden sitozole 

sitokrom c‟ nin salınımını indükler ve kaspaz 9 ve kaspaz 3‟ü aktive ederek apoptoza 

götürür (ġekil 2.5).  Hepatositler akut alkole maruz kaldığında bu apoptotoik 

değiĢiklikle antioksidanları inhibe ederek oksidatif stresin sitokrom c‟nin salınmasına 

neden olur.  Sitokom c‟nin salınımıyla mitokondri apoptoza neden olarak önemli rol 
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oynar ve akut alkole bağlı olarak hepatositte apoptoz kaspazların aktif hale gelmesine 

bağlıdır (Arthur, 2001). 

 

Şekil 2.5 Kaspaz 3'ün aktivasyonu (Cooper and Hausman, 2006). 

 

 Mitokondri dıĢ zarında yerleĢen Bcl-2 ailesi üyeleri mitokondrinin bütünlüğünü 

sağlarlar.  Sitokrom c‟nin mitokondriden salınımı Apaf-1 ve kaspaz 9 içeren, kaspaz 

9‟un aktive olduğu komplekslerin (apoptozom) oluĢumuna neden olur.  Daha sonra 

kaspaz 9 proteolitik kesim ile aĢağı yöndeki kaspaz 3 gibi diğer kaspazları aktive eder.  

Smac/Diablo kaspaz inhibitörleri olan IAP‟ların (apoptoz inhibitör proteinleri) 

aktivitesini engelleyerek hücre ölümünü uyarır (Cooper and Hausman, 2006).  
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2.4.3. Alkolün Apoptozu İndüklemesi  

 

Alkol ve yıkımı öncelikle karaciğerde gerçekleĢmekte olup birçok faktöre 

bağlıdır.  Bu faktörler sonucu hepatositlerde apoptoz meydana gelir (ġekil 2.6.). 

 

Şekil 2.6 Alkolün apoptoz yolağındaki mekanizması (Neuman, 2003). 

 

 

 Bazı asetaldehitler hücrede proteinlerle etkileĢerek adducts adı verilen bazı 

immün hücreleri aktive ederler.  Bu hücreler, çeĢitli sitokinleri üreterek interlökinler, 

interferon gamma ve tümör nekroz faktor gibi immün hücreleri aktive ederler.  
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Asetaldehite ek olarak, CYP2E1 tarafından alkol metabolizması reaktif oksijen türleri 

olarak bilinen reaktif molekülleri üretirler, bunlar hücre yapılarında öncelikle 

mitokondride birikirler.  SOR‟lar antioksidan olarak bilinen moleküllerle özellikle 

glutatyon (GSH) olarak bilinen molekülle ortadan kaldırılır.  Ancak, alkol hücrede GSH 

depolarını azaltarak, mitokondride SOR birikimini Ģiddetlendirilir.  Bu süreç, 

mitokondride sitokrom c salınımına yol açarak daha sonra kaspaz adı verilen enzimleri 

harekete geçirerek hücrede IL-8 üretimini teĢvik eder.  Sonunda, kanda ve karaciğerde 

bakteri proteini olan endotoksin seviyelerinin artmasına yol açar.  Kupffer hücrelerinin, 

bağıĢıklık hücrelerini aktive eden bu hücreler daha sonra TNF α„yı üretir ve baĢka bir 

karaciğer hücresi olan ito hücrelerini aktive ederek transforming growth factor beta 

(TGF–β) ve kollajen üreterek skar doku oluĢmasına neden olur.  TNF α üretimi IL-8 

gibi kemokin üretiminin artmasına yol açar, bu da kan dolaĢımında inflamatuvar 

hücreleri çekerek karaciğer inflamasyonuna katkıda bulunur.  Fazla TNF α ve kemokin 

üretimi adhezyon moleküllerinin üretimini arttırarak fibroziste önemli rol oynar.  

Böylece, bu çeĢitli yolakların hepsi, inflamatuvar reaksiyonlar ve fibrozis organ hasarı 

ve apoptozis baĢlatma indüksiyonuyla sonuçlanır (Neuman, 2003). 

 

2.4.4. Kaspazlar 

 

 Kaspazlar (caspases) hasarlı olan hücrelerin çevrelerine zarar vermeden ortadan 

kaldırılmasını sağlayan programlanmıĢ hücre ölümünü (apoptosis) uyaran proteazlardır 

(Yerlikaya ve Dokudur, 2009).  Bu proteinler; katalitik bölgelerinde önemli görev yapan 

bir sistein (cysteine) rezüdü taĢıdıkları, seçici olarak hedef proteinleri C-uçlarında 

bulunan bir aspartat‟dan kestikleri ve enzim (…ase) görevi yaptıkları için caspase 

olarak adlandırılırlar (GüneĢ, 2006). 

  

 Ġnsanlarda 15 farklı kaspaz belirlenmiĢtir.  Kaspazlar, prokaspaz olarak 

sentezlendikten sonra belirli kısımları kesilip uzaklaĢtırılarak aktif kaspaz halini alırlar. 

Bu apoptoz yolağında, bir protein tarafından uyarılan Kaspaz-9, etkili olan Kaspaz-3 
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„ün belirli kısımlarını keserek aktifleĢmesini sağlar.  AktifleĢen kaspaz-3 sitozolde 

bulunan ICAD„ı (inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease) inaktifleĢtirir. 

ĠnaktifleĢen ICAD, normal haldeyken bağlı olduğu CAD’dan (caspase-activated 

deoxyribonuclease) ayrılır.  Serbest kalan CAD, nukleusa girerek kromatin 

yoğunlaĢması ve DNA kırıklarının oluĢmasına böylece hücrenin apoptoza gitmesine 

neden olur (GüneĢ, 2006). 

 Kaspazlar, hücre içerisinde inaktif zimojenler olarak sentezlenirler ve 

prokaspaz adını alırlar.  Bu inaktif prokaspaz enzimleri apoptozis sinyalinin 

alınmasıyla birlikte diğer kaspazlar tarafından aspartik asit birimlerinden kesilerek 

aktive edilir.  Aktive olan kaspaz diğer kaspazları keserek inaktif formdan aktif forma 

dönüĢtürür.  Kaspazlar, büyük ve küçük olmak üzere iki altbirimden oluĢur ve N-

terminallerinde pro-domainleri bulunur.  Büyük ve küçük altbirimler birbirleriyle 

etkileĢime girerek enzimin aktif merkezini oluĢtururlar.  Enzimin pro-domaini çeĢitlilik 

gösterir; CARD (caspase recruitment domain) ve DED (death effector domain) enzimin 

prodomainde bulunan özel motiflerdir ve protein-protein etkileĢiminde görev alırlar.  

 

 Apoptozis sırasında kaspazlardan ilk görev alanlar başlatıcı (upstream caspases) 

ya da öncü (initiator) kaspazlardır ve bunların uzun pro-domainleri bulunur.  Apoptotik 

yolağın sonraki aĢamalarında görev alan kaspaz enzim zincirinini diğer üyeleri ise 

effektör (downstream caspases) kaspazlar olarak adlandırılır.  Effektör kaspazlar 

baĢlatıcı bir kaspazla aktive edilirler.  Aminoasit kütüphanelerinin taranmasıyla her bir 

kaspaz enzimi için optimum kesme noktasının N-terminalinde bulunan dört aminoasitlik 

bir motif olduğu ortaya çıkarılmıĢtır.  Bu motifin görevlerinden biri kaspazın 

hedeflediği proteinin seçimini belirlemek, diğeri ise ilgili kaspazın peptid inhibitörlerle 

inaktive olmasına aracılık etmektedir (Yıldırım, vd., 2007) (ġekil 2.7).  Kaspaz 2,8 ve 

10 baĢlatıcı kaspazlardandır, kaspaz 3, 6 ve 7 ise effektör kaspazlardır.  Kaspazlar 

hücrelerde yüzden farklı proteini substrat olarak kullanırlar.  
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Çizelge 2.1 Kaspazların hedef proteinleri (Yıldırım, vd., 2007). 

Kaspaz Alternatif adı Substratları İşlevi (ve notlar) 

Kaspaz-

1 

ICE Pre-interlökin-

1B 

Ġnterlökin-1B 

Laminler 

Apoptozis/ Enflamasyon 

Kaspaz-

2 

Ich-1 (insan), 

Nedd2 

(fare,sıçan) 

Golgin-160 

Laminler (?) 

Apoptozis 

Kaspaz-

3 

CPP32, 

Yama, 

Apopain 

PARP 

SREB 

Kaspaz-6 

Kaspaz-7 

Kaspaz-9 

DNA-PK 

MDM2 

B-Catenin 

Laminler 

NuMA 

Topoisomerase 

I 

FAK 

Calpastatin 

P21
Waf1 

ICAD 

Apoptozis 

Kaspaz-

4 

Ich-2, ICErelII Kaspaz-1 Enflamasyon /Apoptozis 

Kaspaz-

5 

ICErelIII, TY ? Enflamasyon /Apoptozis 

Kaspaz-

6 

Mch2 PARP 

Laminler 

NuMA 

FAK 

Kaspaz-3 

Keratin-18 

Apoptozis 

Kaspaz-

7 

Mch3, ICE-

LAP3,CMH-1 

PARP 

Gas2 

SERB1 

EMAPII 

FAK 

Calpastatin 

P21
Waf1 

Apoptozis (aktivitesi cIAP1 ve cIAP2 ile 

bloke edilir) yapı ve substrat özgüllüğü 

kaspaz-3‟e benzer. 

Kaspaz-

8 

FLICE, 

MACH, Mch5 

Kaspaz-3 

Kaspaz-4 

Kaspaz-6 

Kaspaz-7 

Apoptozis (ölüm almaçları) 



33 

 

Kaspaz-9 

Kaspaz-10 

Kaspaz-13 

PARP 

Bid 

Kaspaz-

9 

Apaf-3, ICE-

LAP6, Mch6 

Kaspaz-3 

Pro-kaspaz-9 

Kaspaz-7 

PARP 

Apoptozis 

Kaspaz-

10 

FLICE-2, 

Mch4 

Kaspaz-3 

Kaspaz-4 

Kaspaz-6 

Kaspaz-7 

Kaspaz-8 

Kaspaz-9 

Apoptozis (ölüm almaçları) 

Kaspaz-

11 

Ich-3, ICE_B ? Murin kaspazı insankaspas-4‟e benzer, 

enflamasyon ve apoptoziste görevli olabilir 

Kaspaz-

12 

ICE_C ? Endoplazmik retikulum sonrası oluĢan 

apoptoziste görevli insan kaspaz 4 ve 5 ile 

iliĢkili 

Kaspaz-

13 

ERICE ? Kaspaz-1, -4, -5, -11‟i de içeren ICE aile 

üyesi enflamasyonda görevli 

 

 

2.4.4.1. Kaspaz aktivasyonu 

 

 Apoptozis sinyali alan bir hücrede baĢlatıcı kaspazların aktivasyonları adaptör 

proteinler aracılığıyla tetiklenir.  Bu adaptör proteinler baĢlatıcı kaspazları birbirine 

yaklaĢtırarak kümelenmelerini sağlar.  KümeleĢen baĢlatıcılar birbirlerini keserek aktive 

eder ve kaspaz zincirinde yer alan diğer üyeler giderek artan bir hızla aktive olmaya 

baĢlarlar.  Sinyal gittikçe artarak zincirin en sonunda bulunan kaspaza kadar eriĢir ve bu 

giderek artan ölüm sinyali ölüme mahkûm edilen hücrenin her bölgesine yayılır.  Aktive 

olan kaspazlardan bazıları lamin proteinlerini parçalarken, bazıları hücre içi iskelet 

proteinlerine saldırır.  BaĢka bir kaspaz DNaz enzimi aracılığıyla onu inhibe eden 

proteine bağlanıp DNaz‟ın serbest kalmasını sağlar ve serbest kalan DNaz çekirdek 

DNA‟sını parçalara ayırır.  Kaspaz zincirinde yer alan enzimler bir kez aktive olduktan 

sonra geriye dönüĢ yoktur ve bulundukları hücreyi ölüme sürükler.  Dolayısıyla 
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aktiviteleri hücrelerde sıkı biçimde kontrol altında tutulur.  Kaspaz aktivasyonunda 3 

temel mekanizma vardır; 

 

a) BaĢlatıcı bir kaspaz tarafından proteolitik kesim sonucu aktivasyon 

b) Yakın indükleme 

c) Holoenzim oluĢumu 

 

Şekil 2.7 Kaspaz zincirinin aktivasyonu (Yıldırım, vd., 2007). 

 

 

 BaĢlatıcı bir kaspaz tarafından diğer bir kaspazın (effektör kaspaz) proteolitik 

olarak kesilmesi olukça etkin bir mekanizmadır ve effektör kaspazlar bu yolla aktive 

olurlar.  Bu mekanizma granzim B gibi kaspaz olmayan protezların aktivasyonunda da 

kullanılmaktadır.  Ġkinci mekanizmada ise birçok prokaspaz 8 molekülü birbirine 

yakınlaĢıp kümeler oluĢturarak bir araya gelir ve çapraz biçimde birbirlerini aktive 

ederler.  Holoenzim oluĢumunda ise sitokrom c ve ATP bağımlı Apaf-1 
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oligomerizasyonu prokaspaz 9‟un bu komplekse katılmasına olanak vererek 

apoptozomu oluĢturur.  Kaspaz 9‟un bu yolla aktivasyonu proteolitik değil, kompleksin 

biçim değiĢtirmesiyle sağlanır (Yıldırım, vd., 2007). 

 

 Bazı Bcl-2 ailesi üyeleri, mitokondrilerin bütünlüğünü korurken bazı üyeler 

bozar.  Bu Ģekilde sitokrom c gibi bazı mitokondrial proteinlerin sitozole geçiĢini 

kontrol ederler.  Sağlıklı hücrelerde sitokrom c, mitokondrinin zarlar arası alanında yer 

alır, sitokrom c‟nin bu kısmından sitozole geçiĢini engellerken, pro-apoptotik 

düzenleyici olan Bax, sitokrom c‟nin sitozole geçiĢine katkıda bulunur (GüneĢ, 2006). 

 

 Apoptozun uyarıldığı yolakta; hücrenin çeĢitli görevleri yapmasını sağlayan 

faktörlerin ortamda bulunmamasına karĢılık hücre içinde radikallerin birikmesi, stres 

gibi çeĢitli etkiler sonucu, çözünebilir karakterde pro-apoptotik bir protein olan Bad, 

mitokondri dıĢ zarında yer alan ve anti-apoptotik bir düzenleyiciler olan Bcl-2/Bcl-xl ye 

bağlanır. (ġekil 2.8.).  Bad‟ın bağlanması anti apoptotik protein olan Bcl-2/Bcl-xl 

kompleksinin pro-apoptotik protein olan Bax ile iliĢki kurmasını engeller.  Böylece 

mitokondri dıĢ zarında bir kanal oluĢturan bax homodimeri veya Bcl-2/bax 

heterodimeri, çeĢitli iyonların mitokondrial zarları geçerek mitokondriye giriĢine izin 

verir, bu durum mitokondri bütünlüğünü etkiler ve sonuçta sitokrom c sitozole bırakılır.  

Sitozolde; sitokrom c, aracı protein olan Apaf-1 (Apoptosis protease activating 

factor)’e bağlanır.  Apaf-1 de hücreyi apoptoza götürecek olan kaspaz yolağını faaliyete 

geçirir ve sonuçta hücre ölümü gerçekleĢir (GüneĢ, 2006).  

 

 Kaspazlar, inaktif öncülleri olarak sentezlenir, genellikle diğer kaspazlar 

tarafından katalizlenen proteolitik kesim ile aktif Ģekle dönüĢtürülür.  BaĢlatıcı kaspazın 

aktivasyonu böylece aĢağı yöndeki zincirleme reaksiyonunu baĢlatır.  Bu nedenle 

kaspazların düzenlenmesi, hücre sağ kalınımının belirlenmesi içi yaĢamsaldır.  Apaf 1 

kazpazlara bağlanır ve onların aktivasyonunu baskılar (Cooper and Hausman, 2006). 
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 Eğer ortamda NGF (nerve growth factor) gibi faktör varsa; bu faktorün hücre 

zarındaki reseptörüne bağlanması fosfatidil inositol-3 kinaz (Pl-3 kinaz) yolağını 

uyarır. Bu uyarılma sonucu Akt kinaz aktifleĢir.  AktifleĢen Akt kinaz, Bad‟ı fosforlar, 

Fosforlanan Bad,  Bcl-2/Bcl-xl ye bağlanamaz ve sitozolde bulunan protein 14-3-3 ile 

kompleks oluĢturur.  Bad‟a bağlanmayan Bcl-2/Bcl-xl, pro-apoptotik protein olan Bax 

ile iliĢki kurarak Bax‟ın zarda kanal oluĢturmasını önler.  Bunun sonuncu sitokrom c 

sitozole geçemez, hücreyi apoptoza götürecek olan kaspaz yolağı aktifleĢemez ve hücre 

yaĢamaya devam eder (GüneĢ, 2006). 

 

Şekil 2.8 Mitokondri içeren ana apoptotik sinyal yolu (Yıldırım, vd., 2007) . 

 

 

2.4.5. Ölüm Sinyalleri Aracılığıyla Hücre Ölümü 

 

 Her ne kadar hücre ölümü, yaĢam sinyalleri yokluğunda ortaya çıkıyorsa olsa da 

apoptoz ölüm sinyalleri varlığında da ortaya çıkabilir.  Örneğin, Tümör nekroz faktör 
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(TNF)  makrofajlardan salınır.  Hücre ölümü ve bazı kronik inflamatuvar hastalıklarda 

doku yıkımını baĢlatır.  Hücre ölümü oluĢturan diğer bir sinyal Fas ligandıdır.  Fas 

ligandı, sitotoksik T lenfositlerinde sentezlenen bir hücre yüzey proteinidir.  Bu ligand, 

virüs tarafından enfekte edilen hücrelerin, bazı tümör hücrelerinin, yabancı graft 

hücrelerinin ölümünü sağlar. 

 

 Gerek TNF gerekse Fas ligandı, hedef hücre zarında bulunan ölüm reseptörleri 

aracılığıyla görev yaparlar.  Bu ligandların reseptöre bağlanması reseptörleri 

aktifleĢtirir.  AktifleĢen Fas reseptörü FADD (Fas associated death domain) olarak, 

aktifleĢen TNF reseptörü TRADD (TNF receptor associated death domain) olarak 

adlandırılan bir hücre içi proteini kendisine çeker (ġekil 2.9).  FADD, kaspaz 8„i 

aktifleĢtiren bir aracı proteindir.  Gerek ölüm reseptörleri adı da verilen TNF ve FAS 

reseptörleri, gerekse FADD ve TRADD gibi bazı sitozolik proteinler ölüm sinyalini 

ileten yaklaĢık 80 aminoasitlik ölüm bölgesi adı verilen bir kısım taĢırlar.  FADD aracı 

proteini tarafından aktifleĢtirilen kaspaz 8, kendi proenzim Ģeklini kendi kendine 

parçalayarak daha da aktifleĢir.  Kaspaz 8‟in hedefi mitokondrilerdir.  Kaspaz 8, 

mitokondriden sitokrom c‟nin sitozole salınmasına neden olur.  Sitokrom c‟ de 

proenzim halindeki etkili kaspazlara bağlanır ve kaspaz 8 varlığında etkili olan 

kaspazların aktifleĢmesine neden olur.  AktifleĢen kaspazlar da hücreyi ölüme götürür 

(GüneĢ, 2006). 
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Şekil 2.9 Ana TNF reseptörünün sinyal yolları (Yıldırım, vd., 2007). 

 

 Aktive edilmiĢ reseptörler tarafından salgılanan, hedef hücrelerde apoptozu 

direkt olarak uyaran bazı polipeptidler, programlanmıĢ hücre ölümü sinyalleridir.  Bu 

hücre ölümü sinyalleri tümör nekroz faktor (TNF) ailesine ait polipeptidlerdir.  

Bunlar, TNF reseptör ailesi üyelerine bağlanırlar ve çok çeĢitli hücre tiplerinde 

apoptozu uyarabilirler.  Bu ailenin en iyi tanımlanmıĢ üyelerinden birisi, bağıĢıklık 

sisteminde hücre ölümünü kontrol eden, Fas denilen hücre yüzey reseptörüdür.  

Örneğin, Fas aktivasyonu ile uyarılan apoptoz, bağıĢıklık yanıtının sonunda arta kalan 

lenfositlerin ortadan kaldırılmasından, kanser hücreleri veya virüs ile enfekte hücrelerin 

ölümüne kadar, bağıĢıklık sistemi hedef hücrelerinin ölümünden sorumludur (Cooper 

and Hausman, 2006). 

 

 Hücre ölüm reseptörleri kaspazları direkt aktive ederek apoptozu uyarırlar.  TNF 

ve ilgili aile üyeleri, üç benzer polipeptid zincir içerirler ve bağlanmaları reseptör 
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üçlemesini uyarır.  Reseptörlerin sitoplâzma bölümü, kaspaz 8 denilen yukarı yöndeki 

bir kaspaza bağlanmayı sağlayacak olan adaptör moleküllerle bağlanır.  Bu kaspaz 8„in 

kendi kendini kesmesi sonucunda aktivasyonuna yol açar ve aktif kaspaz 8 aĢağı 

yöndeki diğer kaspazları aktive edebilir, böylece hücre ölümü ile sonuçlanacak olan bir 

kaspaz yolağı baĢlar (Cooper and Hausman, 2006). 

 

 Kaspaz 8 yalnızca diğer kaspazları kesmekle kalmaz, Bcl-2 ailesinin de Bid 

denilen bir üyesini de keser.  Bid, Bcl-2 ailesinin, apoptoza karĢı koruyan değil, 

apoptozu uyaran bir üyesidir.  Normalde sitozolde inaktif formda kalır.  Ancak, kaspaz 

8 tarafından kesimi Bid‟in mitokondriye geçiĢine ve zarı parçalayarak sitozole sitokrom 

c salınmasına olanak sağlar.  Bu kazpaz 9 aktivasyonuna yol açar, kaspaz yolağının 

daha da kuvvetlenmesi hücre ölüm reseptörlerinin kaspaz 8‟i direkt olarak aktive etmesi 

ile baĢlatılır (ġekil 2.10) (Cooper and Hausman, 2006). 
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Şekil 2.10 Fas reseptörünün ligandına bağlanması direkt kaspaz 8 aktivasyonu ile apoptozu uyarır 

(Cooper and Hausman, 2006). 

 

 

2.4.6. Sitokinler 

 

Sitokinler, uzun süre alkol tüketimi nedeniyle oluĢan karaciğer hastalığının 

belirtecidir.  Alkolle ilgili bazı modellerde, karaciğer hasarının sitokinlerin üretiminin 

artıĢıyla ile ilgili olduğu bilinmektedir (Yuan, 2007).  ÇeĢitli olaylar karĢısında 

sitokinler komĢu hücrelerin bazı biyokimyasal süreçlerini düzenlerler.  Örneğin, bir 
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enfeksiyon durumunda bu dokular enflamatuvar yanıtı tetikleyerek beyaz kan 

hücrelerini buraya çekerler.  Salınan sitokinler, fonksiyonları modifiye edilmiĢ 

hücrelerle etkileĢime girer (hedef hücre gibi).  Bu hedef hücreler baĢlangıçta sitokinlerle 

aynı olabilir bu otokrin etkidir; ayrıca sitokinler komĢu hücrelerle etkileĢime girebilir, 

bu da parakrin etkidir.  

 

 Bir sitokinin hedef hücresi ne olursa olsun, bir ya da daha fazla proteinden 

meydana gelen özel bir molekülle (reseptör gibi) etkileĢime girer.  Sitokin ve reseptörün 

yapısındaki hafif değiĢiklikler biyokimyasal tepkimelerin baĢlattığı hücrenin içine 

taĢınan bu haber sinyalini oluĢturarak hücrenin faaliyetlerini değiĢtirir.  Birçok sitokin 

birden çok etkiye sahiptir.  Birden fazla hücre tipini de etkileyebilir.  Aynı zamanda 

birçok sitokinlerin etkileĢimleri çakıĢmaktadır.  Karaciğer normal koĢullar altında 

sitokinleri minimal düzeyde üreten birçok hücre tipinden oluĢur.  Karaciğer hücreleri 

aktive oldukları zaman sitokin üretimi artar.  Karaciğer hasara uğradığı zaman sitokin 

aracılı karaciğer rejenerasyonu olur.  Kupffer hücreleri mikroorganizmalarla ya da 

patojenlerin neden olduğu hastalıklarla da aktive olabilir.  Bu durumda Kupffer 

hücreleri tarafından üretilen ve salınan sitokinler iyileĢtirme sürecini baĢlatmak için 

gerekli olan bir inflamatuvar yanıta neden olur.  Yine de eğer inflasmayon kısa bir süre 

sonra azalmazsa bu durum sitokinlerin ısrarlı üretimi ile siroza dönüĢebilir, böylece 

sitokin üretimi hem yararlı hem zararlı etkilere neden olabilir.  Kupffer hücreleri 

inflamasyon yanıtta önemli rolü olan makrofaj olarak tanımlanan ve yabancı patojenleri 

ve zararlı maddeleri parçalayan immün hücrelerdir.  Zarar verilen ya da anormal 

karaciğer hücrelerinin yanında Kupffer hücreleri karaciğere giren bakteri ya da virüsleri 

çıkararak inflamasyonun bir yanıtı olarak hücreyi apoptoza götürür.  Patojen ve toksik 

bileĢiklere yanıt olarak diğer bağıĢıklık hücrelerinin eylemlerini koordine etmeye 

yardımcı olan makrofajlar pek çok sitokinleri de salgılarlar.  Makrofajlar birçok dokuda 

bulunmasına karĢın en çok karaciğerde bulunur.  Diğer bağıĢıklık hücreleriyle birlikte 

Kupffer hücreleri gibi makrofajlarda vücudun ilk savunma hattını oluĢtururlar (Neuman, 

2003).  Sitokinler ayrıca karaciğer dokusunda alkol kaynaklı programlı hücre ölümü 

olarak bilinen apoptozu da düzenler.  Ġki sitokin; tümor nekroz faktor α ve transforming 
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growth factor beta apoptoz da önemli rol oynar.  Alkolik hepatitis hastalarında serum 

konsantrasyonlarında TNF α’nın arttığı bulunmuĢtur.  Yüksek doz da serumda 

TNFα‟nın bulunması karaciğer hasarıyla iliĢkilendirilir (Neuman, 2003). 

 

2.5. Ekzopolisakkaritler ve Özellikleri 

 

 Günümüzde birçok hastalığın tedavisinde sentetik ilaçlar kullanılmaktadır.  Son 

yıllarda, yan etkilerinin olmaması ya da bertaraf edilebilecek kadar az olması nedeniyle 

doğal kaynaklı preparatlar tercih edilmektedir (Kızılcık, 2004).  Makrofunguslar da 

uzun zamandan beri bu amaçla kullanılan kaynaklardan biridir.  Makrofungusların halk 

tıbbındaki kullanımlarına iliĢkin ilk kayıtlar, eski Roma ve Yunan medeniyetlerine dek 

uzanmaktadır.  M.Ö. 400-470 yıllarında yaĢamıĢ olan Hipokrat, mantarların tıbbi açıdan 

faydalarından bahseden ilk kiĢidir (Altınay, 2008).  Özellikle Çin ve Japonya baĢta 

olmak üzere birçok Uzak Doğu ülkesinde çeĢitli hastalıklara karĢı bazı 

makrofungusların halk tarafından ilaç olarak kullanıldığı bilinmektedir (Mizuno, et al., 

1990).  Bazı türlerin ise Çin halkı tarafından diüretik ve laksatif olarak kullanıldığı 

bilinmektedir (Tamer, et al., 1990).   

 

 Ülkemizde son yıllarda makrofungus florasına yönelik çalıĢmaların artmasına 

rağmen makrofungusların medikal etkileri ile ilgili çok az çalıĢma bulunmaktadır 

(Kızılcık, 2004).  Literatür incelemeleri sonucunda, tıbbi amaçlarla kullanılan 

makrofungusların daha çok yenilebilen türler olduğu anlaĢılmaktadır (Altınay, 2008).  

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, makrofunguslar tarafından üretilen 

ekzopolisakkaritlerin bir çok biyolojik aktiviteye sahip olduklarını göstermektedir 

(Yang, et al., 2002a; Ding, et al., 2004).  Bu tip makrofunguslar ile yapılan son 

çalıĢmalarda, mantarların tıbbi açıdan; antitümör, antimikrobiyal, hipoglisemik, 

hipolipidemik, karaciğeri koruyucu, antialerjik ve bağıĢıklık sistemini güçlendirici etki 

mekanizmalarının olduğunu göstermektedir (Kızılcık, 2004). 
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 Mantarların immünolojik ve antikanser özelliklerinin yanı sıra antioksidan, 

antihipertansif, kolesterol düĢürücü, karaciğer koruyucu, antifibriotik, antiinflamasyon, 

antidiyabetik, antiviral ve antimikrobiyal etkilerinin de olduğu bilinmektedir (Kızılcık, 

2004).  Sınırlı sayıda da olsa bazı polisakkaritlerin antitümör aktivitesi gösterdiği klinik 

araĢtırmalarla kanıtlanmıĢtır.  Günümüzde Kore ve Çin‟de kemoterapi ve radyoterapiye 

ek olarak kullanılmaktadırlar (Smith, Rowan and Sullivan, 2002).  Japonya‟da yapılan 

araĢtırmalarda ise tıbbi mantarların karıĢımlarından meydana gelen ekstraktlarla kanser 

hastalarında iyileĢmeler gözlenmiĢtir (Kızılcık, 2004). 

 

 

 Çok önemli potansiyele sahip olduğu görülen eksopolisakkarit üretimi 

konusunda, çalıĢılan makrofungusların sayısı oldukça azdır.  Sonuç olarak, Dünya 

çapında makrofungusların yapay besi ortamlarında kültüre alınmaları ve 

ekzopolisakkarit üretim potansiyellerinin belirlenmesine yönelik çalıĢmaların eksikliği 

hissedilmekte olduğu gibi ülkemizde Ģimdiye dek bu konuda yapılmıĢ çalıĢma sayısı 

oldukça azdır (Kızılcık, 2004). 

 

 

2.5.1. Polisakkaritler 

 

 Polisakkaritler monosakkarit polimerlerinin birbirlerine glikozidik bağla 

bağlanmalarıyla oluĢmaktadırlar.  Bazen kovalent zincirler ve aralarında pek çok çift 

karbon atomlarından meydana gelmektedir.  Bu moleküllerin yapısı da oldukça 

karmaĢıktır (Daba and Ezereonye, 2003).  Polisakkaritler; birçok basit Ģeker yapı taĢının 

uzun zincirler halinde bağlanmasından oluĢan karmaĢık karbonhidratlardır (Kızılcık, 

2004).  Birçok prokaryotik mikroorganizma hücre yüzeylerine cıvık ya da yapıĢkan 

materyal salgılayabilir.  Birçok farklı polisakkarit ve birçok proteinden meydana gelen 

bu yapılar kapsül “slime layer“ (cıvık tabaka) olarak isimlendirilir.  Daha genel bir 
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terim olarak, “glikokaliks” terimi de kullanılamaktadır, hücre dıĢında polisakkarit içeren 

materyal, glikokaliks olarak isimlendirilir (Kızılcık, 2004). 

 

 Doğada yaygın olarak bulunan polisakkaritler, yapı bakımından farklı 

makromoleküllerden oluĢmaktadırlar.  Monosakkarit polimerlerinin artıkları olan ve 

tekrarlayan birimler içeren birbirinden farklı proteinler ve nükleik asitler birbirlerine 

glikozidik bağlarla bağlanır.  Makromoleküller arasında polisakkaritler biyolojik 

potansiyeli en yüksek olanlardır.  Yapısal değiĢkenlik açısından mükemmel bir 

potansiyele sahiptirler.  Nükleotidlerdeki, nükleik asitler ve proteindeki aminoasitler 

birbirine sadece tek bir yolla bağlanabilirken oligosakkaritlerdeki monosakkarit 

üniteleri ve polisakkaritler çok sayıda farklı formlarda bağlardan ya da düz yapılardan 

oluĢmaktadırlar.  Polisakkaritler aynı zamanda ikincil yapıları, Ģeker artıklarının 

konformasyonundan ya da moleküller inter ve intra-hidrojen zincir bağlarından 

oluĢmaktadır.  Örneğin, farklı dört monomer Ģeker 35560‟a kadar değiĢik permütasyon 

oluĢturarak tetrasakkaritler ile eĢsiz bir Ģekilde bağlanabilirken, buna karĢın dört 

aminoasit sadece 24 farklı permütasyon ile birbirine bağlanabilir.  Polisakkarit 

yapılarındaki bu değiĢkenlik potansiyeli yüksek organizmalardaki çeĢitli hücre-hücre 

interaksiyonlarını kusursuz düzenliyici mekanizma için gerekli olan esnekliği 

sağlamaktadır (Kızılcık, 2004). 

 

2.5.1.1. Fungal Polisakkaritler 

 

 Son yıllarda yapılan çalıĢmalar mikroorganizmaların özellikle de mantarların 

ürettiği polisakkaritlere dikkat çekmiĢtir.  Bunun önemli nedenlerinden bazıları, 

bağıĢıklığı güçlendirici, antitümör, ve hipolipidemik aktivite gösteren değiĢik biyolojik 

ve farmakolojik aktiviteye sahip olmalarıdır.  Lentinus edodes tarafından Lentinan, 

Schizophyllum commune tarafından Schizophyllan ve Trametes versicolor tarafından 

üretilen Krestin ticari değere sahiptir (Kızılcık, 2004). 
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2.5.2. Makrofungusların Ürettiği Ekzopolisakkaritler ve Kullanım Alanları 

Mantarlardaki polisakkaritler çoğunlukla glukanlardan meydana gelmektedir.  

Bazıları, ß-(1-3), (1-6) glikozidik zincirlerinden ve alfa-(1-3) glikozidik zincirlerin 

birbirine bağlanmasından ama çoğunluğu asıl heteroglikonlardan oluĢmaktadır 

(Anonim, 2006).  ġekil 2.12‟de ß-(1-3), ß-(1-4) glukan bağlara sahip polisakkarit 

gösterilmektedir (Kızılcık, 2004). 

 

 

Şekil 2.11 ß-(1-3), ß-(1-4)-glukan zincire sahip polisakkarit (Anonim, 2006). 

 

 

 En çok ana zincire her ikisinden biri ya ß-(1-3), ß-(1-4) ya karıĢık ß-(1-3) ya da 

ß-(1-4) ile ß-(1-6) yan zincirleri bağlanmaktadır.  Hetero- ß-glukanlar, düz zincirli 

glikoz polimerlerinden bununla beraber D-monosakkaritlerin antitümör aktivitesi 

bulunurken mantarlardan elde edilen alfa-D-glukan ise antitümör aktivitesi 

bulunmamaktadır.  Heteroglikonların yan zincirleri glukoronikasit, galaktoz, mannoz, 

arabinoz ya da ksiloz ya asıl bileĢiminde ya da farklı kombinasyonlarda bulunmaktadır.   

 

 Mantarların büyük bir kısmı ektrasellülar polisakkarit üretmektedir.  Bu 

ekzopolisakkaritlerin, bir kısmı heteropolisakkarit yapılardan oluĢurken, bir kısmı da 

homopolisakkarit yapılardan oluĢmaktadır.  Bu homopolisakkarit yapıları ise, farklı 

zincirlerle birbirlerine bağlanarak oluĢan D-glukoz‟dan meydana gelmektedir.  Yapılan 

araĢtırmalarda, Sclerotium rolfsii, Sclerotium glucanicum, Schizophyllum commune, 

Monilinia fructigena ve Botrytis cinerea miselyal geliĢim gösteren ve moleküler 



46 

 

yapıları aynı formda olan β-glukan salgılayan mantarlar oldukları bildirilmiĢtir.  Ancak 

bu polisakkaritler farklı moleküller ağırlıkta ve form olarakta mikrojel eğilimi 

göstermektedirler (Dülger ve ġen, 1999). 

 

 Polisakkaritlerdeki baĢlıca biyoaktif maddenin, β-glukan olduğu 

düĢünülmektedir.  β-glukan; beta- (1→3)-D-Glukan omurgası ile beta-(1→6) –Glukan 

yan zincirinden oluĢmaktadır.  Grifolan ve Schizophyllan‟ da benzer yapıya sahiptir.  

Polisakkaritlerin, yapısında beta bulunduran hücreye ya da pankreasta bulunan baĢka bir 

hücreye bağlanarak insulin salınımın uyardığı ve glukagon salınımını engellediği 

düĢünülmektedir.  Ancak halen ekzopolisakkaritlerin çalıĢma mekanizması tam 

anlaĢılabilmiĢ değildir.  Polisakkaritlerin çok sayıda farklı glukanlara sahip olduğu 

tespit edilmiĢtir.  Örneğin; β-1,6- ve β-1,3 β-glukan‟ların geniĢ uygulama alanları 

mevcuttur (Kızılcık, 2004). 

 

 Mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin çok çeĢitli kullanım alanları bulunmaktadır.  

BaĢlıca  kimya endüstrisinde; koyulaĢtırma (thickening) ve stabilizasyon ajanı olarak, 

tıpta ise immunostimulant ve antitümör ajan olarak kullanılmaktadır (Lee, et al., 2003; 

Bae, et al., 2005). 

 

2.5.2.1. Biyoteknolojide Kullanım Alanları 

 

 Makrofunguslar tarafından üretilerek hücre dıĢına salınan ekzopolisakkaritlerin 

(EPS) yüksek değerde polimerize ve fizyolojik öneminin yanında, karakterize 

edilebiliniyor olması ve çalıĢılması pratik olması sebebiyle potansiyel olarak endüstriyel 

alanlarda kullanılabilinecektir (Kızılcık, 2004)  Bir Basidiyomycetes türü olan 

Schizophyllum commune‟nin ürettiği ekzopolisakkarit ticari alanda kullanılmaktadır 

(Maziero, et al., 1999).   
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2.5.2.2. Kozmetikte Kullanım Alanları 

 

Saccharomyces cerevisiae„nin ürettiği β-glukan çeĢitli kozmetiklerin bileĢiminde, 

suda çözünebilir (particulate) olarak, karboksilmetil (carboxymethyl) veya 

(phospholyated) glukan olarak kullanılır (Kızılcık, 2004). 

 

 Son zamanlarda polisakkarit içeren alternatif karıĢımlarla yüze yapılan 

uygulamalarda yüzde bulunan hücrelerin kollajen biyosentezinin arttığı 

gözlemlenilmiĢtir.  Örneğin; Schizophyllum commune‟ nin ürettiği Schizophyllan 

derideki yaĢlanma prosesini durdurmaya çok iyi bir adaydır (Kızılcık, 2004). 

Schizophyllum commune‟den elde edilen β-glukan‟nın % 0,04 (w/v) lük konsantrasyona 

sahip karıĢımın kollajen biyosentezini %32 oranında arttırırken, Saccharomyces 

cerevisiae‟den elde edilen β-glukan en fazla %10 oranında attırmaktadır.  Bu da β-

glukan‟ların yüzün yaĢlanma etkilerini engellemek için çok iyi bir aday olduklarını 

göstermektedir.  Önemli bir nokta da mantarların misellerinden elde edilen 

polisakkaritlerin, polisakkarit üretebilen diğer mikroorganizmalardan daha yüksek 

kollajen biyosentez aktivitesine sahip olmalarıdır.  Son yıllarda konu ile ilgili alınan bir 

patent varlığı da konunun önemini vurgulamaktadır (Kızılcık, 2004).  Tek sorun 

kozmetik alanında kullanılımının maliyetinin yüksek olmasıdır (Kızılcık, 2004).  

Bilinen  baĢka bir özelliği de  tıpta derideki yaraları doğal olarak iyileĢtirme ve bizzat 

enfeksiyondan korumasıdır (Lee, et al., 2003).   

 

2.5.2.3. Gıda Sektöründe Kullanım Alanları 

 

 Mantarlardan elde edilen β-glukan‟lar çok sıkı filmler oluĢturdukları için 

oksijeni geçirmeme özelliklerine sahiptirler bu özellik sayesinde yiyeceklerin muhafaza 

edilmesinde kullanılabilirler (Kızılcık, 2004). 
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2.5.2.4. Tıpta Kullanım Alanları 

 

 Mantarlar, geleneksel doğu halk tıbbında tarih boyunca tedavi amacı ile 

kullanılmıĢtır.  Geleneksel Çin tıbbında ve bazı Asya ülkelerinde mantarlar insan 

hastalıklarının tedavisinde kullanılmıĢtır.  Örneğin; kronik bronĢit, hepatit, 

hipertansiyon, hiperkolesterol, tümör hastalıklarında ve bağıĢıklık sistemi ile ilgili 

hastalıklarda kullanmıĢlardır.  Günümüzde de Japonya, Çin, Kore ve bazı Asya 

ülkelerin hastanelerinde mantarlardan elde edilen preparatlar kullanılmaktadır (Kızılcık, 

2004). 

 

Yapılan çalıĢmalarda, deney hayvanları kullanılarak, farelerde tümör 

metastaslarını indirgeyebileceği gösterilmiĢtir (Wang, et al., 1997).  Yamaç ve 

arkadaĢlarının (2009) yapmıĢ olduğu çalıĢma da ülkemizden elde edilen yerel 

izolatlardan üç tanesinin streptozotocin ile diabet edilmiĢ sıçanlarda serum glukoz 

değerlerini %60 a varan oranlarda düĢürdüğü belirlenmiĢtir (Yamaç et al., 2009).  

Cordyceps sinensis’ mantarının antitümör aktivitesinin yanı sıra, hipoglisemik 

aktivitesinin olduğu da belirlenmiĢtir (Wang, et al., 1997).  Wang, ve arkadaĢlarının. 

(2002) yaptığı çalıĢmalarında karbon tetraklorit ile karaciğeri hasarı oluĢturulmuĢ 

farelerde Ganoderma lucidum tarafından üretilen triterpenoidlerin olumlu etkisini 

vurgulamıĢlardır (Wang, et al., 2002).  BaĢka bir çalıĢma da ise, diethylnitrosamin 

toksisitesine karĢı fare karaciğerinin korunması bakımından Agaricus blazei‟den elde 

edilen ekstraktların olumlu etkileri rapor edilmiĢtir (Barbisan, et al., 2002).  Yapılan 

çalıĢmalar, makrofungus tür çeĢitliliği açısından oldukça sınırlı görülmektedir. 

Ülkemizde ise bu konuda gerçekleĢtirilmiĢ bir çalıĢmaya henüz rastlanamamıĢtır. 

 

 



49 

 

2.5.3. Coprinus comatus Mantarının Makroskobik ve Mikroskobik 

Özellikleri 

 

a) Şapka: 5-12 cm yüksekliğinde, 2-3 cm geniĢliğinde ve silindirik yapıda, 

üzerinde Ģapka derisinin parçalanmasıyla oluĢmuĢ püskül Ģeklinde fibriller, kalkık 

pullar bulunmaktadır.  Süt beyaz ancak merkezi açık kahverengidir.  GeliĢen 

mantarlarda Ģapka silindirik özelliğini kaybeder ve çandan Ģemsiye Ģekline döner. 

GeliĢme ilerleyince mürekkep damlaları Ģeklinde eriyip dökülür, serbesttir (ġekil 2.12). 

 

b) Etli Kısım: Beyaz, tadı güzel, toprak kokusunda ve çok çabuk erir. 

 

c) Lameller: Kadifemsi, önce beyaz, sonra pembe-kahverengi ve nihayetinde 

siyaha dönerek mürekkep damlaları Ģeklinde eriyip dökülür.  Lameller serbesttir. 

 

d) Sap: 10-25 x 1-2 cm, silindirik, beyaz, içi boĢ, topraktaki kısmı hafif sivri, 

oldukça lifsi yapılı, annulus beyazdır. 

 

e) Spor Baskısı: Siyahımsı kahverengidir.  Sporlar: 10-12 x 6-8 μ, badem Ģeklinde, 

koyu kahverengidir (Merdan, 2007).   

 

f) Yetişme yeri özellikleri: Ġlkbahar ve sonbahar aylarında, orman içinde, yol 

kenarlarında, gübreliklerde gruplar halinde yetiĢir (Merdan, 2007).   

 

g) Diğer özellikleri: Mantar gençken yenir.  Yöre halkı tarafından 

tanınmamaktadır (Merdan, 2007) (ġekil 2.13, ġekil 2.14). 
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Şekil 2.12 Coprinus comatus (Merdan, 2007). 

 

 

Şekil 2.13 Coprinus comatus (Merdan, 2007). 

, 
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2.5.3.1. Coprinus comatus mantarının şapka ve sapının antioksidan özellikleri 

 

 Coprinus comatus (Müll.) gri renkte, pürüzlü mürekkepli Ģapka, avukat peruğu 

ya da tüylü yele olarak bilinen Çin‟de iĢlenmiĢ yenilebilir yeni bir mantardır.  Ġyi 

besleyici özellikleri, lezzetli tadı ve özellikle Ģeklinden dolayı birçok insan bu mantarı 

yemektedir ve 2006 da Çin‟de üretimi 382,000 ton olmuĢtur.  Hipoglisemik, bağıĢıklığı 

düzenleme, hipolipidemik, antitümör ve antibakteriyal etkiler gibi C. comatus’un çeĢitli 

biyoaktif iĢlevleri son yıllarda belirtilmiĢtir.  Birçok çalıĢma göstermiĢtir ki bitkilerde 

doğal antioksidanlar, kronik hastalıkların azaltılması ve genellikle biyolojik sistemlerde 

serbest radikal yayılmasının sonucuyla iliĢkili olan patojenik bakteri geliĢmesinin 

engellenmesi gibi biyoaktiviteleriyle yakından iliĢkilidir.  Birkaç mantarın meyve 

gövdesi ve misellerinin antioksidan aktivite gösterdiği rapor edilmiĢtir.  50 yıl önce, C. 

comatus „un antioksidan özellikli bir thiol bileĢeni ergothionein içerdiği bulunmuĢtur. 

Antioksidan aktivite daha sonra 2003‟te Badalyan ve arkadaĢları tarafından 

doğrulanmıĢtır.  Coprinus comatus meyve gövdesi, miselleri ve fermantasyon 

süzüntülerinin antioksidan özellikleri Tsai ve arkadaĢları tarafından bildirilmiĢtir.  C. 

comatus‟un selenyumla zenginleĢtirilmiĢ misellerinden izole edilen selenyumlu 

polisakkarit malondialdehitin (MDA) seviyelerinde önemli derecede azalıĢa ve önemli 

derecede enzimik antioksidanların aktivitelerinde ve diyabetik farelerin karaciğer ve 

böbreklerinde enzimik olmayan antioksidanların seviyelerinde artıĢa sebep olmuĢtur.  

Fakat C. comatus’un Ģapka ve sapı arasındaki antioksidan özelliklerinin farklılığı Ģu ana 

kadar bildirilmemiĢtir.  C. comatus’un Ģapka ve sapı kolaylıkla ayrılır. ġapka 

toplandıktan sonra hemen kendi kendini sindirdiği için, ayrılmıĢ Ģapka ve sap, C. 

comatus‟un iĢlenmesi ve kullanımında büyük ölçüde fayda sağlar (Li, et al., 2010). 
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3. MATERYAL METOT 

 

 Deneysel çalıĢmamız; EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi, Fen- Edebiyat 

Fakültesi, Biyoloji Bölümü; Deney Hayvanları AraĢtırma Laboratuvarı, Moleküler 

Biyoloji AraĢtırma Laboratuvarı, Toksikoloji AraĢtırma Laboratuvarında ve EskiĢehir 

Osmangazi Üniversitesi Elektron Mikroskop Ünitesinde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

ÇalıĢmamız EskiĢehir Osmangazi Üniversitesi, Tıp Fakültesi Etik Kurulu‟nun 179/2010 

sayılı izni ile yapılmıĢtır. 

 

3.1. Deney Hayvanları 

 

 ÇalıĢmamızda T.C. SAĞLIK BAKANLIĞI Refik Saydam Hıfzıssıhha Merkez 

BaĢkanlığı Deney Hayvanları Üretim Laboratuvarından getirtmiĢ olduğumuz her biri 

200±20gr. ağırlıkta, sağlıklı, erkek Wistar cinsi albino sıçanlardan oluĢan 5 grup 

oluĢturuldu.  Deney hayvanları deney süresince 12/12 aydınlık/ karanlık ıĢıklandırması 

olan, ısısı (22± 2 
o
C) ve nemi (%45- 50) otomatik olarak ayarlanmıĢ odalarda 

yaĢatılarak bir hafta kadar laboratuvar adaptasyonu sağlandı.  Bu süre içerisinde tüm 

sıçanlar polikarbonat Ģeffaf kafeslerde standart sıçan yemi ile beslendi ve sıçanlara 

çeĢme suyu verildi. 

 

3.2. Ekzopolisakkarit Üretimi 

 

 Coprinus comatus türü mantardan elde edilen ekzopolisakkarit Dr. Leo van 

Griensven (Hollanda)„ den alınmıĢtır.  Özüt hazırlanması Ģu Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir;  

 Coprinus comatus HORST 4030: korpoforlar hasat edilip 50 C  de kurutulur.  

Sonra öğütücü ile ince bir toz haline getirilir.  50 gr kuru toz halinde korpofor 1 lt suda 

süspanse edilir ve 120 C de otoklavlanır.  OluĢan süspansiyon soğultulduktan sonra 

katı materyallerin ayrılması için 7000 rpm de 15 dakika santrifüj edilir.  OluĢan 
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süpernatant kaynatılarak 50 ml‟e konsantre edilir.  Polisakkaritlerin çökelmesi için 

süpernatanta hacmin iki katı % 96‟lık etanol ilave edilir ve 4 C  de 1 gece bekletilir.  

OluĢan çökelti santrifüjlenerek toplanır ve az bir hacim suda çözünür.  OluĢan katı 

partiküller santrifüjleme ile uzaklaĢtırılır ve polisakkaritler 2 hacim % 96 lık etanol 

ilavesiyle tekrar çökertilir.  Çökelti santrifüjleme ile toplanır ve vakum altında 

kurutulur.  

 

3.3. Modifiye sıvı diyet (MSD) hazırlanması 

 

 AltmıĢ gün devam eden deneyler süresince oral olarak Lieber-DeCarli (1989) 

nin kalori ayarlı sıvı alkol diyeti modifiye edilerek kullanıldı.  Uygulanan sıvı diyetin 

toplam kalori içeriğinin (takriben 1000 kcal.‟ e göre) %40‟ ı yağ, %36‟ sı alkol, %20‟ si 

protein ve geriye kalan %4‟ lük kısmı ise karbonhidrattan oluĢturuldu.  MSD kalori 

ayarlanması dekstrin kullanılarak yapıldı.  MSD günlük taze olarak hazırlandı.  Deney 

hayvanları laboratuvar koĢullarında genel durumları ve geliĢimleri yönünden düzenli 

olarak izlendi. 

 

3.4. Deney Grupları ve EPS uygulamaları 

 

 Deney gruplarının tamamında deneylere baĢlanma zamanı açısından birer gün 

ara verildi.  Böylece deney süresince EPS uygulamalarının rahat yapılabilmesi, 

uygulamalar sonrasında meydana gelmesi muhtemel diseksiyon karıĢıklığı ve iĢ 

yoğunluğu azaltılmaya çalıĢıldı. 

 

 Her gruptaki sıçanların ortalama ağırlıklarının diğer bir gruba benzer olmasına 

dikkat edildi ve sıçanlar beĢ gruba ayrıldı.  AĢağıda belirtilen sayılarda sıçan 

kullanılarak çalıĢmaya baĢlandı.  
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a. Grup I: Kontrol grubu (n=8) : Bu grupdaki hayvanlara, hiçbir uygulama 

yapılmamıĢtır. 

 

b. Grup II: Alkollü MSD + SF grubu (n=8) : Bu grupdaki hayvanlara %96 saflıkda 

etil alkol ad libitum olarak verilmiĢtir. 

 

c. Grup III: Alkollü MSD + SF + 50 mg/kg/gün EPS (n=8) : Bu grupdaki 

hayvanlara 50 mg/kg/gün EPS, SF ile birlikte intragastrik gavaj yoluyla verilmiĢtir. 

 

d. Grup IV: Alkollü MSD + SF + 100 mg/kg/gün EPS (n=8) : Bu grupdaki 

hayvanlara 100 mg/kg/gün EPS, SF ile birlikte intragastrik gavaj yoluyla verilmiĢtir. 

 

e. Grup V: Alkollü MSD + SF + 150 mg/kg/gün EPS (n=8) : Bu grupdaki 

hayvanlara 100 mg/kg/gün EPS, SF ile birlikte intragastrik gavaj yoluyla verilmiĢtir. 

 

 Etil alkol (yoğunluğu (d)= 0,81 gr/cm
3
) ilavesi yapılarak %2,4, %4,8 ve %7,2 

oranında zamanla artan Ģekilde alıĢtırma yapıldı ve alkol oranı %7,2 olarak diseksiyona 

kadar devam etti. 

 

 Grup II, III, IV, V‟de yer alan deney hayvanlarına %96‟lık etanol ile MSD 

ayarlanarak ad libitum olarak verildi. 54. günden 60. güne kadar olan bir haftalık 

süreçte Coprinus comatus türü mantarından elde edilen EPS‟nin üç dozu (50, 100 ve 

150 mg/kg/gün) grup III,IV, V‟de yer alan deney hayvanlarına oral olarak gavaj yoluyla 

verildi (Uzbay et al., 2006). 
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 Bütün deney gruplarında hergün sabah 9:
00

 ile 10:
00

 arasında bir kez verilen 

alkollü ve alkolsüz MSD tüketimi ölçülerek kayıt altına alındı.  Ayrıca deneklerin 

ağırlıkları da ölçülerek günlük alkol tüketiminin hesaplanması sağlandı.  Alkol grubu 

hayvanlarının günlük alkol tüketimi A=dx[(Vx75)/W] formülüne göre yapıldı. 

 

A=gr/kg/gün alkol tüketimi 

d=%96 etil alkolün özgül ağırlığı (yoğunluğu; 25
o
C‟da 0.81 gr/cm

3
) 

V=günlük tüketilen sıvı diyet miktarı (ml) 

W=deney hayvanının ağırlığı (gr) 

 

3.5. Doku Örneklerinin Alınması ve Değerlendirilmesi 

 

 Deney gruplarına ait hayvanlar, kas içi olarak 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg 

ketamin anestezisi altında, intrakardiyak olarak kalpten bütün kanın alınması yoluyla 

öldürüldü (ġekil 3.1).  
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Şekil 3.1 İntrakardiyak olarak kalpten kan alınması. 

 

3.5.1. Serum örnekleri 

 

 Toplanan kan örnekleri alanine transaminaz (ALT) ve laktat dehidrogenaz 

(LDH) enzimlerinin serum seviyelerinin belirlenmesi için derin dondurucuda koruma 

altına alındı.  Tüm grup hayvanlarının diseksiyonları bittiğinde biyokimyasal olarak 

serum ALT ve LDH seviyeleri otoanalizörde (Roche/Hitachi MODULAR P analyzer) 

ticari kit (Roche) kullanılarak yapıldı. 

 

3.5.2. Karaciğer doku örnekleri 

 

 Tüm gruplarda sakrifikasyondan hemen sonra her bir hayvana ait tüm karaciğer 

alınarak (Resim 3.2), üç kısma ayrıldı; birinci kısım histolojik analizler için %10‟ luk 

nötral formaldehit fiksasyon sıvısına, ikinci kısım TEM için glutaraldehit fiksasyon 

sıvısına, üçüncü kısım ise biyokimyasal analizler için polietilen tüplerde –80C derin 
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dondurucuya koyuldu.  Ayrıca, mitokondiyal analizler için taze çalıĢılmak üzere 

standart ağırlıkta karaciğer doku parçaları alındı. 

 

 

Şekil 3.2 Alınan karaciğer örnekleri. 

 

3.5.2.1. Histopatolojik İncelemeler 

 

i. Karaciğer Doku Örneklerinde Işık Mikroskop Uygulamaları 

 

 Hızlı bir Ģekilde %10‟ luk nötral formaldehit tespit çözeltisine alınan karaciğer 

doku örneklerinin 24 saat süre ile fiksasyonu sağlandı.  Tüm gruplarda kimyasal 

fiksasyonu tamamlanan karaciğer dokularına histolojik doku takibi iĢlemleri uygulandı 

ve parafin blokları hazırlandı.  Etil alkol serisinde sırasıyla 1‟er saat %70, %80, %90-1, 

%90-2, %96-1, %96-2 ve 30 dakika absolü etil alkolden (%100‟lük) geçirilerek 

dehidratasyon sağlandı.  30‟ar dakika 2 kez ksilol uygulamasıyla dokuların 

Ģeffaflanması sağlandı.  Dokular parafinizasyon için 57 °C etüvdeki 3 ayrı parafinde 

(paraplast plus Sigma P3683) değiĢtirmeli olarak sırasıyla 30, 60, 60 dakika sürelerle 

bekletilerek bloklandı.  Bu bloklardan standart H&E boyama uygulaması yapılmak 
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üzere mikrotom (Leica RM 2025) kullanılarak 4-5 μm kalınlığında kesitler alınarak 

Poly-L-Lysine kaplı lamlar üzerine tespit edildi.  Kesitlerin bir kısmı 37 °C etüvde 1 

gece bekletildi ve daha sonra ksilolde deparafinize edildi.  Derecesi azalan etil alkol 

serilerinde hidratasyonu sağlanarak H&E boyamaları yapıldı.  H&E boyanmıĢ karaciğer 

preparatları ıĢık mikroskop düzeyde histopatolojik olarak incelendi. 

 

 Hazırlanan tüm doku kesitleri Olympus marka, CH40 model ıĢık mikroskobunda 

incelenerek Spot Insight marka, 3.2.0. model dijital kamera ve Spot advanced, 4.0.6 

version program yardımıyla fotoğraflandırıldı. 

 

ii. Karaciğer Doku Örneklerinde Elektron Mikroskop Uygulamaları 

 

 Ġkinci kısım karaciğer dokularına, Bayram ve arkadaĢları (2005), Bashir ve 

arkadaĢları (2006) ile Eagles ve Chapman (2007)‟ın yapmıĢ oldukları çalıĢmalar 

doğrultusunda TEM doku takibi uygulandı.  Buna göre doku diseksiyonları pH: 7,4‟ de 

0,1 M Fosfat tamponu ile %4‟lük Glutaraldehit (pH:7,2) solüsyonu içerisinde 

gerçekleĢtirildi.  %4‟lük Glutaraldehit içerisinde 24 saat boyunca ilk fiksasyon 

yapıldıktan sonra 3 kere 15 „ er dakikada bir değiĢtirilmek suretiyle pH: 7,4‟ de 0,1 M 

Fosfat tamponu ile yıkandı.  Ġkinci fiksasyon Osmium tetroksitle içerisinde 2 saat 

rotatorda döndürülerek oda sıcaklığında yapıldıktan sonra 3 kez 15‟er dakika fosfat 

tamponunda dokuların yıkanması sağlandı.  Dehidratasyon iĢlemi +4
o
C‟ de %50, %70, 

%90 lık etilalkol de 2 Ģer kez 15„er dakika; %96, %100‟lık etil alkol de 2‟Ģer kez 30 

dakika olarak uygulandı.  Dokular propilen oksitte 2 kez 30„ar dakika, rotatorda da 1:1 

oranındaki propilen oksit ve araldit karıĢımı içinde 2 saat bekletildi.  Dokular saf araldit 

içerisinde rotatorda bir gece bekletildikten sonra gömme iĢlemi yapıldı.  Polimerizasyon 

iĢlemi 2 gün boyunca 60 
o
C lik etüvde gerçekleĢtirildi.  Karaciğer doku örnekleri 

ultramikrotomda yarı ince kesitler alınmak üzere bloklar haline getirildi.  HazırlanmıĢ 

bloklardan ESOGÜ Elektron Mikroskop Görüntü Analiz Biriminde ultramikrotomda 
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800 μ‟luk yarı ince kesitler alınarak toluidin blue boyası içinde 7 dakika kadar 

bekletildi.  Distile su içinde de 2-3 dakika bekletildikten sonra lamlara alınarak 

kurutuldu.  Bu aĢamadan itibaren ıĢık mikroskobunda incelenerek ince kesitler için 

bölge seçimi yapıldı.  Bölgelerin belirlenmesinden sonra 70-100 μ kalınlığındaki ince 

kesitler 300 mesh bakır gridler üzerine alınıp %2‟lik uranil asetat içinde 1 saat süresince 

boyandı.  Gridler fosfat tamponu ile yıkandıktan sonra 15 dakika kurĢun asetat ile 

muamele edilip tekrar yıkandı.  Ġnce kesitler JEOL-JEM-1220 marka Transmisyon 

Elektron Mikroskopta incelenerek Olympus marka ve megaview G2 model kamera 

yardımıyla fotoğraflandırıldı.  

 

3.5.2.2. Karaciger Doku Örneklerinde Biyokimyasal Uygulamalar 

 

i. Kaspaz 3 Aktivitesinin Araştırılması   

 

 Karaciğer dokularındaki kaspaz 3 aktiviteleri kolorimetrik kaspaz 3 ölçüm kiti 

(SIGMA) ile taze olarak çalıĢılarak tespit edildi.  Doku örnekleri lizis tamponunda (250 

mM HEPES, pH:7,4, %1 CHAPS, 50 mM DTT, 10 mM EDTA) homojenize (1/10) 

edilerek 3000 rpm‟de +4 
o
C‟de 20 dakika santrifüj edildi.  Süpernatant 14000 rpm‟ de 

15 dakika iki tekrarlı santrifüj edildi.  Süpernatant fraksiyonunda kaspaz 3 aktivitesi 

belirlendi (Zovein, et al., 2004).  Kaspaz ölçüm kiti, asetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-

nitroanilidin (AC-DEVD-pNA), p-nitroanilin (pNA) oluĢacak Ģekilde kaspaz-3 

tarafından hidrolizi ile oluĢan pNA‟ nın absorbansının 405 nm‟ de spektrofotometrede 

(SCHIMADZU UV 1601) ölçülmesi prensibine dayanmaktadır.  P-nitroanilidin 

kullanılarak kalibrasyon grafiği çizildi.  Bu Ģekilde kaspaz 3 aktivitesi hesaplandı. 

Sonuçlar, doku protein miktarına oranlandıktan sonra µmol pNA / mg protein / dakika 

olarak ifade edildi. 
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ii. Mitokondri Membran Bütünlüğünün Araştırılması  

 

 Karaciğer doku örneklerinde mitokondrial membran bütünlüklerinin ölçümleri 

için mitokondrial fraksiyonlar elde edildi.  Karaciğer dokusundan mitokondrilerin izole 

edilmesi ve mitokondri iç ve dıĢ membran bütünlüğünün tayinleri mitokondri izolasyon 

kiti ve sitokrom oksidaz kiti kullanılarak gerçekleĢtirildi. 

 

a. Mitokondri İzolasyonu  

 

 Mitokondri izolasyonu ticari kit (SIGMA) kullanılarak yapıldı.  Ġzole edilen 

mitokondrilerde iç membran ve dıĢ membran yükü yine ticari kit (SIGMA)  kullanılarak 

yapıldı.  Karaciğer dokularından mitokondriler homojenizasyon ve sonrasında da önce 

düĢük (600 g) ardından yüksek hızlı santrifüj (11.000 g) ile ayrılabilirler.  Son elde 

edilen pellet daha sonraki araĢtırmalar için kullanılacak ham bir mitokondriyal 

fraksiyon oluĢturur.  Bu temel bilgiler doğrultusunda mitokondriyal fraksiyon eldeleri 

için Ģu sıra takip edildi: 

 

 Buz üstünde muhafaza edilen, fakat dondurulmayan taze bir doku örneği 

(sakrifikasyondan itibaren 1 saat içinde elde edilmiĢ) kullanıldı. 

 Doku örneği 2 hacim 1x özütleme tamponu A ile iki kere yıkandı. 

 Doku küçük parçalara (yaklaĢık 50-100 mg) bölündü.  

 Doku parçaları bistüri ve soğutulmuĢ cam levha yardımıyla daha da küçük 

parçalara bölündü. 
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 Örnekler ayrı ayrı 2 mg/mL albümin içeren 10 hacim 1 x özütleme tamponu 

içinde homojenize edildi.  Homojenat 5 dakika boyunca 600 g‟de santrifüj edildi.   

 Homojenat 2 mL‟ lik bir eppendorf tübüne nakledilip ve 5 dakika boyunca 600 

g‟de santrifüj edildi.  

 Süpernatant 10 dakika boyunca 11.000 g‟de santrifüj edildi.  

 Süpernatant atılıp kalan pellet 10 hacim 1x Özütleme Tamponu A‟ da resüspanse 

edildi ve 7. basamaklar tekrar edildi.  

 Pellet 1x Depolama Tamponunda süspanse edildi (her 100 mg doku baĢına 

yaklaĢık 40 µL). 

 

 Ġç mitokondriyal membranın bütünlüğü (mitokondride JC-1 emilimi), bu 

membrandaki potansiyel gradiyent gözlemlenerek ölçüldü (Çizelge 3.1).  Bu, prensip 

olarak matrikse katyonik bir karbosiyanin boyası olan JC-1 (5,5‟,6,6‟-tetrakloro-

1,1‟,3,3‟-tetraetilbenzimidazolkarbısiyanin iyodid) geçiĢinin ölçülmesiyle iç membran 

boyunca var olan mitokondriyal membran potansiyelinin bu boyanın dağılımını kontrol 

etmesi prensibine göre yapıldı. 

 

Çizelge 3.1 Mitokondri membran grandiyetinin ölçülmesi. 

Numune Analiz 

Tamponu 

Depolama 

tamponu 

Numune JC-1 

Boyası 

Kör 1.9 mL 100µL ------ 2 µL 

Mitokondriyal 

fraksiyon 

1.9 mL 100-x µL x µl 2 µL 
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 2 µl JC-1 boyası eklenerek reaksiyon baĢlatıldı.  

 Tüpler karanlıkta oda sıcaklığında 7 dakika bırakılarak boyanın mitokondri 

tarafından tamamen emilmesi sağlandı.   

 Numunedeki floresansı aĢağıdaki ayarlara göre spektroflurometrede (JASCO) 

okutuldu: Eksitasyon dalgaboyu = 490 nm; slit = 5 nm 

 Emisyon dalgaboyu = 590 nm; slit= 7,2 nm 

 Mitokondri süspansiyonunda üretilen floresansı mg mitokondriyal protein baĢına 

floresans birimi Ģeklinde (FLU/mgP) hesaplandı. 

 

b. Mitokondriyal Dış Membran Bütünlüğünün Araştırılması ve Sitokrom c 

Oksidaz Analizi   

 

 Mitokondriyal dıĢ membran bütünlüğünün ve subselüler fraksiyonlarda 

mitokondrilerin belirlenmesi için ticari kit (SIGMA) kullanılarak Sitokrom c oksidaz 

analizi yapıldı.  Sitokrom c oksidaz analizi, çözünmüĢ ve membrana bağlı 

mitokondriyal örneklerde sitokrom c oksidaz aktivitesinin ölçülmesi için geliĢtirilmiĢtir. 

Sitokrom c oksidaz bütün hayvanların, mayaların ve bazı bakterilerin aerobik 

metabolizmasının temel oksidaz enzimidir.  Sitokrom c oksidaz iç mitokondri 

membranında yerleĢmiĢtir ve bu membran için bir belirteç olarak kullanılmaktadır. 

Ölçümlerdeki kolorimetrik analiz, ferrositokrom c‟nin ferrisitokrom c‟ye oksidasyonu 

sırasında 550 nm‟deki absorbansında meydana gelen düĢmeye dayanmaktadır. Sitokrom 

c‟nin 550 nm‟deki absorpsiyonu oksidasyon durumuna göre değiĢir. Sitokrom c DTT ile 

indirgenir ve sitokrom c oksidaz ile tekrar yükseltgenir.  Yöntemsel olarak 

spektrofotometrede (SCHIMADZU UV 1601) kinetik bir program kullanılarak oda 

sıcaklığında 550 nm‟ deki absorbans düĢüĢü takip edildi.  Buna göre;  
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 Bir küvete 0,95 mL. 1x analiz tamponu koyulur ve spektrofotometre sıfırlandı. 

 Küvete uygun hacimde mitokondriyal süspansiyonu eklendi ve sonra 1x enzim 

dilüsyon tamponunu da eklenerek reaksiyon hacmi 1,05 mL‟ ye çıkarıldı. 

 50 µL ferrokrom-c Substrat çözeltisi ekleyerek reaksiyonu baĢlatıldı. 

 Bu enzimin yüksek reaksiyon hızından dolayı A550 /dakika değeri okutuldu. 

 Arka plan değerleri 0,001 ve 0,005 A550 /dakika değerleri arasında beklendi. 

 

Ünite /mL =      gA / dk x dil x 1,1 

                          Enzim hacmi x 21.84 

ΔA/dak= A/dakika(örnek) – A/dakika(kör) 

dil= enzim yada örneğin dilüsyon faktörü 

1,1= reaksiyon hacmi (mL) 

Enzim hacmi= enzim yada örneğin hacmi (mL) 

21,84= ferrokrom-c ve ferrikrom-c arasındaki 550 nm‟ deki ekstinksiyon katsayısı 

Ünite: Optimal Ģartlarda (optimal ısı ve optimal pH) 1 mikromol substratı 1 dakikada 

ürüne dönüĢtüren enzim aktivitesidir. 

 

 Mitokondri dıĢ membranının bütünlüğü bir deterjan olan n-Dodesil-β-D 

Maltozid‟in varlığında ya da yokluğunda mitokondriyal membranlardaki sitokrom c 

oksidaz aktivitesinin ölçülmesiyle saptandı.  n-Dodesil-β-D Maltozid, düĢük deterjan 

konsantrasyonlarında çözeltideki sitokrom c oksidaz dimerini muhafaza eder.  n-

Dodesil-β-D Maltozid varlığındaki ve yokluğundaki sitokrom c oksidaz aktiviteleri 

arasındaki oran dıĢ membranın bütünlüğünü gösterir, çünkü membran sitokrom c‟nin 

organele girmesi için bir bariyer teĢkil eder.  Bu prensibe dayanılarak çalıĢmamızda da 
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sitokrom c oksidaz aktiviteleri hem totalde hem de tüm mitokondrilerde olmak üzere 

ölçülmüĢtür.  Doku protein ölçümleri biüret yöntemi ile yapıldı (Layne, 1957). 

 

3.6. İstatistiksel Değerlendirmeler 

 

 ÇalıĢmalarımız sonucunda elde edilen biyokimya verilerinin 

değerlendirilmesinde “SPSS 12.0 for windows” versiyonu bilgisayar paket programı 

kullanıldı.  Kan serumlarında ve karaciğer doku örneklerinde analizi yapılmıĢ olan 

parametreler açısından gruplar arasındaki farklılık durumları tek yönlü varyans analizi 

(ANOVA) ile değerlendirildi, gruplar arası karĢılaĢtırmalarda ise LSD metod kullanıldı. 

Tüm istatistik uygulamalar sonucunda sayısal değer (P) olarak ortaya çıkan deney 

grupları arasındaki farklar, P<0.05 olduğunda anlamlı olarak kabul edildi.  
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4. SONUÇLAR 

 

 Alkollü MSD uygulanan Grup II, III, IV, V de ki deney hayvanlarının deneysel 

çalıĢmamız süresince almıĢ oldukları etilalkol miktarları günlük olarak ölçüldü ve elde 

edilen verilerin istatistiksel değerlendirmeleri yapıldı (ġekil 4.1).  Bu 

değerlendirmelerde etilalkol tüketimleri açısından deney grupları arasında fark 

olmaması kayda değer bulundu. 

 

 

 

Şekil 4.1 Grup II, III, IV, V ‘e ait hayvanların etil alkol tüketim seviyelerinin ortalama ve standart 

hata grafiği. 

 

4.1. Biyokimyasal Analizler 

 

4.1.1. Serum örneklerinde biyokimyasal analizler 

 

 Grup I, II, III, IV ve V‟ teki deney hayvanlarına ait kan serumlarının 

biyokimyasal analizlerinden elde edilen ALT ve LDH miktarları gruplar arasında 

karĢılaĢtırmalı olarak değerlendirildi. 
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Çizelge 4.1 Deney gruplarına ait hayvanların kan serum örneklerinde belirlenen ALT ve LDH 

aktivitelerinin ortalama ve standart hata değerleri (n=8). 

 

GRUPLAR ALT(U/L) LDH (U/L) 

I 39,25 + 1,83 750,00 + 128,22 

II 40,88 + 3,72 455,50 + 26,99
 a
 

III 47,63 + 3,23 682,13 + 80,80
 b
 

IV 70,13 + 11,79 
ab

 443,88 + 31,87 
a
 

V 62,38 + 4,66
 ab

 502,38 + 49,56
 a
 

                   P< 0.05 a: Grup I‟ den; b: Grup II‟ den anlamlı fark vardır. 

           

 Serum ALT aktiviteleri değerlendirildiğinde, kontrol grubu olan Grup I, alkollü 

MSD + SF grubu olan Grup II ve 50 mg/kg EPS uygulanan Grup III benzer bulunurken, 

100 mg/kg EPS uygulanan Grup IV ve 150 mg/kg EPS uygulanan Grup V, Grup I ile 

istatistiksel olarak az anlamlı fark olduğu bulundu (P< 0.05).  Benzer Ģekilde Grup IV 

ve Grup V‟in de Grup II‟ den farklı olduğu tespit edildi (P< 0.05).  Grup I ile Grup IV 

arasında ise istatistiksel olarak önemli derecede fark bulundu (P< 0.001) (ġekil 4.2.). 
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Şekil 4.2 Grup I, II, III, IV ve V’ e ait serum ALT seviyelerinin ortalama ve  standart hata grafiği. 

  

 Serum LDH aktiviteleri değerlendirildiğinde, alkollü MSD + SF grubu olan 

Grup II, 100 mg/kg EPS uygulanan Grup IV ve 150 mg/kg EPS uygulanan Grup V in 

Grup I‟ den istatistiksel olarak farklı olduğu tespit edildi (P< 0.05).  50 mg/kg EPS 

uygulanan Grup III ile Grup II arasında da daha anlamlı fark bulunmuĢtur (P< 0.01) 

(ġekil 4.3).  
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Şekil 4.3 Grup I, II, III, IV ve V’ e ait serum LDH seviyelerinin ortalama ve standart hata grafiği. 

 

Çizelge 4.2 Grup I, II, III, IV, V ‘e ait karaciğer dokularında kaspaz 3 aktivitesi mitokondri iç zar 

ve dış zar bütünlüğü ortalama ve standart hata (n=8). 

 

GRUPLAR Kaspaz 3 Aktivitesi 

(μmol pNA/mg pro/dk) 

 

Mitokondri iç zar 

Bütünlüğü                 
(U/mg protein) 

Mitokondri dış zar 

Bütünlüğü                  
(%) 

I 0,0969 + 0,008 8113,88 + 826,316 73,5537 +  2,106 

II 0,1087 + 0,004 2872,13 + 408,251 
a
 76,4188 +  1,653 

III 0,1039 + 0,007 3856,13 + 347,823 
a
 75,6787 + 2,766 

IV 0,1059 + 0.010 4079,38 + 248,779 
a
 67,5175 + 1,517 

b
 

V 0,1008 + 0.009 3314,50 + 351,796 
a
 66,2850 + 2,311 

ab
 

 P < 0 .05 a: Grup I’ den; b: Grup II’ den anlamlı fark vardır.  

  

 Kaspaz 3 aktivite değerleri gruplar arasında değerlendirildiğinde (ġekil 4.4), 

Gruplar arasında istatistiksel olarak fark bulunmamıĢtır.  
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Şekil 4.4 Grup I, II, III, IV, V ‘e ait karaciğer dokularında kaspaz-3 aktivite değerlerinin ortalama 

ve standart hata grafiği. 

 

 

 Deney gruplarında yer alan hayvanlarına ait karaciğer dokularından izole edilen 

mitokondrilerin iç zar bütünlüklerinin sayısal değerleri Çizelge 4.2‟ de verilmiĢtir. 

Gruplar arası istatistiksel karĢılaĢtırmalar yapıldığında 50 mg/kg EPS uygulanan Grup 

III, 100 mg/kg EPS uygulanan Grup IV ve 150 mg/kg EPS uygulanan Grup V, kontrol 

grubu olan Grup I‟ e göre farklı (P<0.05) olduğu tespit edildi, Grup I de, alkollü MSD + 

SF grubu olan Grup II‟e göre anlamlı derecede fark vardır (P<0.001) (ġekil 4.5.). 

 

 Deney gruplarında yer alan hayvanlarına ait karaciğer dokularından izole edilen 

mitokondrilerin dıĢ zar bütünlüklerinin sayısal değerleri Çizelge 4.2‟ de verilmiĢtir. 

Gruplar arası istatistiksel olarak karĢılaĢtırmalar yapıldığında, Grup IV, Grup II‟ den 

farklı, Grup V ise Grup I ve Grup II den farklı bulunmuĢtur (P<0.05) (ġekil 4.6.). 
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Şekil 4.5 Grup I, II, III, IV, V ‘e ait karaciğer dokularında mitokondri iç zar yükü değerlerinin 

ortalama ve standart hata grafiği. 

 

 

 

 

Şekil 4.6 Grup I, II, III, IV, V ‘e ait karaciğer dokularında mitokondri dış zar yükü ve dış zar 

bütünlüğü değerlerinin ortalama ve standart hata grafiği. 
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Çizelge 4.3 Grup I, II, III, IV, V ‘e ait karaciğer dokularında total stokrom-c oksidaz ve tam 

mitokondriyal stokrom-c oksidaz aktivite değerleri (ortalama ve standart hata). 

 

Gruplar TotalStCox Aktivitesi 

(U/mg protein) 

TamMtStCox Aktivitesi 

(U/mg protein) 

I  42,8963+ 1,50  11,2425 + 0,77003 

II   39,6325 + 1,65 9,4525 + 0,91684 

III      26,7425 + 2,07 
ab

    6,5400 + 0,98995 
ab

 

IV      26,5525 + 2,60 
ab

 8,5375 + 0,8197 
a
 

V      21,4375 + 2,99 
ab

  7,3113 + 1,16203
 a
 

P< 0.05 a: Grup I’ den; b: Grup II’ den anlamlı fark vardır. 

 

 Deney gruplarında yer alan hayvanlarına ait TotalStCox Aktiviteleri ve 

TamMtStCox Aktiviteleri sayısal değerleri Çizelge 4.3‟ de verilmiĢtir.  TotalStCox 

Aktivitesi 50 mg/kg EPS uygulanan Grup III, 100 mg/kg EPS uygulanan Grup IV ve 

150 mg/kg EPS uygulanan Grup V, kontrol grubu olan Grup I‟den anlamlı derecede 

farklıdır (P<0.001).  Grup III, Grup IV ve Grup V ise alkollü MSD + SF grubu olan 

Grup II‟ den anlamlı derecede farklıdır (P<0.001) (ġekil 4.7). 

 

 TamMtStCox Aktivitesi Grup IV ve Grup V, Grup I‟ den farklıdır (P<0.05).  

Grup III ise, Grup I ve Grup II‟ den anlamlı derecede farklı olduğu bulunmuĢtur 

(P<0.001) (ġekil 4.7.).  
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Şekil 4.7 Grup I, II, III, IV, V ‘e ait karaciğer dokularında total stokrom c oksidaz ve tam 

mitokondriyal stokrom c oksidaz aktivite değerlerinin ortalama ve standart hata grafiği. 
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4.2. Karaciğer Doku Örneklerinin Histolojik Analizleri 

 

4.2.1. Histopatolojik Değerlendirmeler  

 

Çizelge 4.4 Tüm deney gruplarındaki hayvanlara ait karaciğer doku kesitlerinde histopatolojik 

değerlendirmeler. 

 

P<0.05 a: Grup I‟den; b: Grup II‟den anlamlı fark vardır. 

 

Tüm deney gruplarındaki hayvanlara ait karaciğer doku kesitlerinin her birinde 

rastgele seçilmiĢ 20 farklı kesit alanından ıĢık mikroskobu kullanılarak yapılan 

incelemeler sonucunda gözlenen histopatolojik bulgular “1; yok, 2; az var, 3; var ve 4; 

çok var” biçiminde skorlanarak istatistiksel değerlendirme yapıldı (Çizelge 4.4). 

 

 

ÇalıĢmamızda kontrol grubuna (Grup I) ait karaciğer doku kesitleri 

incelendiğinde vena sentralis çevresinde yer alan hepatositlerin ıĢınsal tarzda 

düzenlenmesi gözlenmektedir (ġekil 4.8).  Karaciğer hepatositlerinde normal 

sitoplazmik ve nukleus boyanması görüldü (H&E). 

Grup Sinusoidal 

Genişleme 

PMNL 

İnfiltrasyonu 

Nekroz Vakuolizasyon 

 

Kanama 

I 1,1
 

1,1
 

1,1 1,1 1,1 

II 3,6
a 

3
a 

3,5
a
 3,5

a
 2,8

a
 

III 1,7
ab 

2
ab 

1,2
b
 1,2

ab
 2,1

ab
 

IV 3,2
ab 

2,1
ab

 2,1
ab

 2,1
ab

 3,7
ab

 

V 3,7
ab 

3,2
ab

 2,2
ab

 2,2
ab

 3,6
ab
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Şekil 4.8 Kontrol grubuna ait karaciğer kesiti. Sentralis ven ve çevresinde normal görünümlü 

hepatositler ( ) (H&E). 

 

 

 Alkollü MSD + SF grubu olan Grup II‟ ye ait karaciğer kesitleri genel olarak 

değerlendirildiğinde, klasik karaciğer lobül yapısı korunurken, sinusoidlerde 

geniĢlemeler gözlendi.  Buna paralel olarak, Sekil 4.9‟ de görüldüğü gibi hepatositlerde 

ileri dejenerasyon ve PMNL infiltrasyonunun arttığı gözlendi. (ġekil 4.10). Ayrıca, 

vakuollerin karaciğer parankiminde yaygın ve büyük çaplarda olduğu görüldü (ġekil 

4.11).  
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Şekil 4.9 Alkol grubuna ait karaciğer kesitindeki hepatositlerde dejenerasyon  ( ) nekrotik alan 

( ) (H&E). 

 

 

Şekil 4.10Alkol grubuna ait karaciğer karaciğer kesitindeki sinüzoidal alanda PMNL infiltrasyonu  

( )(H&E) 
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Şekil 4.11 Alkol grubuna ait karaciğer kesitindeki hepatositlerde gözlenen sitoplazmik 

vakuolizasyon  ( ) (H&E). 

 

 50 mg/kg/gün EPS uygulanan alkollü MSD + SF grubu olan Grup III 

hayvanlarına ait karaciğer kesitlerinde yapılan ıĢık mikroskobu incelemelerinde 

histolojik yapının Grup I‟ e oldukça yakın olduğu, Grup II‟ ye göre hepatosit 

sitoplazmasında ve karaciğer parakiminde ise vakuolizasyonun azalmıĢ olduğu görüldü. 

PMNL infiltrasyonu ve geniĢlemiĢ sinusoidlere bu grubun karaciğer kesitlerinde 

rastlanmadı (ġekil 4.11). 
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Şekil 4.12 50 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta normal görünümlü hepatositler ( ) (H&E). 

 

 

 100 mg/kg/gün EPS uygulanan alkollü MSD + SF grubu olan Grup IV 

hayvanlarına ait karaciğer kesitlerinde yapılan histolojik incelemelerde hepatosit 

sitoplazmasında karaciğer parakiminde gözlenen vakuolizasyonun yoğun olduğu (ġekil 

4.12), buna karĢın sinusoidal geniĢlemenin yaygın olduğu ve hepatositlerde 

dejenerasyon belirlendi (ġekil 4.13). 
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Şekil 4.13 100 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta karaciğer kesitindeki hepatositlerde gözlenen 

sitoplazmik vakuolizasyon ( ) (H&E). 

 

 

Şekil 4.14 100 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta karaciğer kesitindeki sinüzoidal alanda 

genişlemeler ( ) ve dejenere ( ) hepatositler (H&E). 
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 150 mg/kg/gün EPS uygulanan alkollü MSD + SF grubu olan Grup V 

hayvanlarına ait karaciğer kesitlerinde yapılan histolojik incelemelerde sinüzoidal 

alanda kanamalar ve PMNL infiltrasyonunun arttığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.14).  

Karaciğer kesitindeki vena sentral alanında sinüzoidal alanda geniĢlemeler (ġekil 4.15) 

ve dokuda nekrotik alanlar ve hepatositlerde vakuolasyon saptandı (ġekil 4.16).  

 

 

 

Şekil 4.15 150 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta karaciğer kesitindeki sinüzoidal alanda 

kanamalar ( ) ve PMNL infiltrasyonu ( ) (H&E). 
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Şekil 4.16 150 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta karaciğer kesitindeki sentral ven alanındaki 

sinüzoidal alanda genişlemeler ( ) (H&E). 

 

 

Şekil 4.17 150 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta karaciğer kesitindeki sentral ven alanında ki 

vakuolasyon ( ) (H&E). 
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4.2.2. Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) Değerlendirmeleri 

 

 Kontrol grubu olan Grup I‟e ait karaciğer dokularının ince kesitlerinde hepatosit 

sitoplazmasındaki organel yapılarının baĢta mitokondri ve düz endoplazmik 

retikulumlar olmak üzere normal oldukları gözlendi (ġekil 4.18; ġekil 4.19; ġekil 4.20). 

 

 

Şekil 4.18 Kontrol grubuna ait karaciğer hepatosit hücresinde normal görünümlü mitokondriler 

( ) ve çekirdek ( ). 
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Şekil 4.19 Kontrol grubuna ait hepatositte normal görünümlü mitokondriler  ( ). 

 

 

Şekil 4.20 Kontrol grubuna ait hepatositte normal görünümlü mitokondriler ( ) ve endoplazmik 

retikulumlar ( ). 
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 Alkollü MSD + SF grubu olan Grup II‟ ye ait hayvanların karaciğer ince 

kesitleri genel olarak değerlendirildiğinde, lipid damlacıklarında artarak kümeler 

oluĢturması ve hücre ultrasütrüktürel yapı bütünlüğünün kaybolduğu belirlendi (ġekil 

4.21).  Mitokondri morfolojisinde anormal değiĢiklik, geniĢlemeler, krista yapılarında 

erimeler saptandı.  Bunlara ek olarak düz endoplazmik retikulumda ĢiĢme ve kırıklar 

tespit edildi.  (ġekil 4.22 ; ġekil 4.23).   

 

  

 

Şekil 4.21 Alkol grubuna ait hepatositte kümeler oluşturmuş lipid damlacıkları ( ). 
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Şekil 4.22 Alkol grubuna ait hepatositte mitokondri yapısında bozulmalar ( ), endoplazmik 

retikulumda kırıklar ( ). 

 

 

 

Şekil 4.23 Alkol grubuna ait hepatositte genişlemiş endoplazmik retikulumlar ( ), mitokondri 

yapısında bozulmalar ( ). 
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 50 mg/kg/gün EPS uygulanan grup olan Grup III‟ e bakıldığında karaciğer ince 

yapısında iyileĢme sağladığı ve kontrol grubuna (Grup I) yakın morfoloji gözlendi. 

Lipid damlacıklarına ise rastlanmadı (ġekil 4.24; ġekil 4.25; ġekil 4.26). 

 

 

 

 

Şekil 4.24 50 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta normal görünümlü mitokondriler ( ) , 

endoplazmik retikulumlar ( ) lipid damlacıklarında azalma. 
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Şekil 4.25 50 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta normal görünümlü mitokondriler ve düzgün 

kristalar ( ). 

 

Şekil 4.26 50 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta normal görünümlü mitokondriler ( ) ve 

endoplazmik retikulumlar ( ). 
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 100 mg/kg/gün EPS uygulanan grup olan Grup IV‟e bakıldığında karaciğer ince 

yapısında endoplazmik retikulumlarda geniĢlemeler, mitokondri yapılarında ve 

kristalarında bozulmalar belirlendi.  Lipid vakuollerinde artmalar tespit edildi (ġekil 

4.27; ġekil 4.28; ġekil 4.29). 

 

 

Şekil 4.27 100 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta endoplazmik retikulumlarda genişlemeler  ( ), 

mitokondri yapılarında bozulmalar ( ). 
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Şekil 4.28 100 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta lipid vakuollerinde artış ( ), mitokondrilerin 

yapılarında bozulmalar ( ). 

 

 150 mg/kg/gün EPS uygulanan grup olan Grup V‟e bakıldığında karaciğer ince 

yapısında lipid damlacıklarında artmalar, mitokondrilerde geniĢlemeler ve krista 

yapılarında bozulmalar belirlendi.  Endoplazmik retikulumda ise kırıklar tespit edildi 

(ġekil 4.29; ġekil 4.30; ġekil 4.31). 
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Şekil 4.29 150 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta lipid vakuollerinde artış ( ), mitokondrilerde 

genişleme ve yapılarında bozulmalar ( ). 

 

 

Şekil 4.30 150 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta endoplazmik retikulumlarda ( ) kırıklar, 

mitokondrilerde genişleme ( ). 
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Şekil 4.31 150 mg/kg/gün EPS uygulanan grupta mitokondrilerde genişleme kristalarında 

bozulmalar ( ). 
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5. TARTIŞMA  

 

 Alkolik karaciğer hastalığı son yıllarda tüm dünya da önemli sağlık ve ekonomik 

sorunlarının baĢında gelmektedir.  Uzun süre ve ağır alkol alınımı sonucunda, ölümcül 

karaciğer değiĢiklikleri olan, karaciğer yağlanması, hepatit ve karaciğer sirozu gibi 

hastalıkların geliĢtiği bilinmektedir (Bujanda, et al.,2006 ; Pramyothin, et al., 2006). 

Amerika da, her yıl yaklaĢık 25.000 ölümün siroza bağlı olduğu, bunun yarısının ise 

alkol kullanımı kaynaklı olduğu bildirilmiĢtir (Yuan, et al., 2007). 

  

 Alkol kullanımı, derecesine ve alma süresine bağlı olarak karaciğerde anlamlı 

yapısal ve fonksiyonel değiĢikliğe neden olmaktadır (Lieber, 2004).  Alkole bağlı 

karaciğer hasarının, oksidatif stres ve serbest radikallerin üretimi ile iliĢkili olduğu 

bilinmektedir.  Alkolik karaciğer hastalığında; reaktif oksijen türlerinin üretimi, 

hepatositlerde CYP2E1 ve Kuppfer hücrelerinde NADPH oksidaz indüksiyonu olarak 

bilinmektedir (Kim, et al., 2009).  Son yıllarda yapılan araĢtırmalara rağmen, alkolün 

hepatoksisitesinin patogenezi hakkında bilgilerimiz hala sınırlıdır.  Yapılan bazı 

çalıĢmalarda karaciğer hasarında oksidatif stres ve enflamatuvar yanıtın rolü olduğu 

bildirilmiĢtir (Hu, et al., 1994).  Oksidatif stres derecesinin tüketilen alkol miktarına 

bağlı olarak değiĢmekte olduğu yapılan çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur (Uzun, et al., 

2005).  

 

 Günümüzde pek çok hastalığın tedavisinde sentetik ilaçlar kullanılmaktadır.  

Oysa son yıllarda, yan etkilerinin olmaması ya da bertaraf edilebilecek kadar az olması 

nedeniyle doğal kaynaklı preparatlar tercih edilmektedir.  Geçtiğimiz on yıl boyunca 

mikroorganizmaların özellikle de mantarların ürettiği polisakkaritler çok dikkat 

çekmiĢtir.  Bunun baĢlıca sebebi de bu preparatların, bağıĢıklığı güçlendirici, antitümör, 

ve hipolipidemik aktivite gösteren değiĢik biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip 

olmalarıdır (Kızılcık, 2004; Hwang, et al., 2003).  Literatür incelemeleri sonucunda, 

tıbbi amaçlarla kullanılan makrofungusların daha çok yenilebilen türler olduğu 
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anlaĢılmaktadır.  Bu tip makrofunguslar ile yapılan son çalıĢmalar, mantarların tıbbi 

açıdan baĢta antitümör, antimikrobiyal aktivitesinin yanı sıra hipoglisemik, 

hipolipidemik, karaciğeri koruyucu, antialerjik ve immun sistemi güçlendirici etki 

mekanizmalarının da olduğunu göstermektedir (Anke, et al., 1989; Bobek, et al., 1991; 

Suay, et al., 2000; Hatvani, 2001; Kim, et al., 2002; Yang, et al., 2002a ; Yang, et al., 

2002b; Wasser, 2002; Yang, 2006). 

  

Bu çalıĢmamızda, herhangi bir yan etkisinin saptanmaması ve besin değerinin 

yüksek olan yenilebilir mantarlardan birisi olan Coprinus comatus türü mantarlarından 

elde edilen ekzopolisakkaritin 3 farklı doz da alkolik karaciğer hasarı oluĢturduğumuz 

sıçanlarda olası iyileĢtirici etkilerini araĢtırdık. 

 

 

 Karaciğer hücre bütünlüğünün bozulması ve hücrelerin dejenerasyonunu 

karaciğerde bulunan enzimlerin serum düzeylerini etkiler (Karayılanoglu, et al.1991; 

Kanbak, et al. 2001; Castilla, et al. 2004).  Alkolik karaciğer hastalığında ALT 

seviyesinin artması karaciğerin alkolden etkilendiğinin belirtisidir (Gültekin, et al., 

1998).  ALT karaciğere spesifik sitoplazmik bir enzim olduğundan serumda düzeyinin 

yükselmesi hepatosit plazma membranın hasarının önemli bir göstergesidir (Champe, 

Harvey and Ferrier, 2007).  Alkollü MSD grubu olan Grup II‟ ye ait serum ALT 

seviyesi, kontrol grubu olan Grup I‟ e göre daha yüksek düzeyde belirlendi.  Fakat bu 

yükseklik anlamlı bulunmadı.  EPS uygulanan gruplarda Grup IV (100 mg/kg EPS ) ve 

Grup V‟de (150 mg/kg EPS ) kontrol grubuna göre ALT düzeyleri yükselmiĢ bulundu ( 

p<0.05 ).  Grup IV„te ise bu artıĢ anlamlı düzeyde değildi.  Yapılan çeĢitli klinik ve 

deneysel çalıĢmalarda alkolik karaciğer hastalığında alkole bağlı serum ALT düzeyleri 

artmıĢ olarak bildirilmektedir (Zhou, et al., 2005; Saravanan and Nalini, 2006; 

Pramyothin, et al., 2006; Lu, et al., 2007; Pari and Suresh, 2008; Kim, et al., 2009).  

Yao ve arkadaĢlarının yapmıĢ olduğu çalıĢmada; 90 gün boyunca intragastrik gavaj 

yoluyla alkol verdikleri Sprague-Dawley sıçanlarının serum ALT düzeylerini kontrol 
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grubuna göre anlamlı olarak yüksek bulmuĢlardır.  Yuan ve arkadaĢlarının (2007) 

yaptıkları çalıĢmada ise 7 hafta boyunca intragastrik gavaj yoluyla alkol verdikleri 

Sprague-Dawley sıçanlarda serum ALT düzeylerini kontrol grubuna göre yüksek 

bulmuĢlardır.   

 Laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi glikolizin anahtar enzimidir ve laktat 

üretimini katalizler.  LDH; kalp, kas, böbrek, karaciğer gibi birçok doku ve organlarda 

bulunan bir enzimdir.  Bu doku ve organlarda hasar olduğu zaman LDH salınımı baĢlar 

(Yang, 2008).  Bu nedenle hepatositlerden salınan serbest LDH ölçümü hücre nekrozu 

için bir belirleyicisidir..  Bu enzim tüm dokularda yaygın olduğundan klinik yönden 

LDH izoenzimlerinin aktivite ölçümleri total aktivite ölçümünden daha yararlıdır.  LDH 

enziminin beĢ izoenzimi vardır.  Kalp kası LDH1 ve karaciğer dokusu LDH5 yönünden 

daha zengindir ve bu nedenle LDH1 izoenzimi kalp patolojilerinde LDH5 izoenzimi ise 

karaciğer patolojilerinde daha çok etkilenirler.  LDH enziminin tüm dokularda yaygın 

olması gerekçesiyle klinik yönünden LDH izoenzimlerinin aktivite ölçümlerinin total 

aktivite ölçülmesini önermiĢlerdir (BüyükbaĢ et al., 2006).  ÇalıĢmamızda serum total 

LDH seviyeleri açısından kontrol grubuna göre, Grup IV ve V de anlamlı fark bulundu 

(p < 0.05).  Grup III‟de ise bu fark istatistiksel açıdan anlamsız olarak görüldü.  EPS 

gruplarını, alkol grubu ile karĢılaĢtırdığımız da, Grup IV ve Grup V de anlamlı fark 

bulunurken Grup III de ise bir fark görülmedi.  Literatürde alkol kullanımının LDH 

izoenzimleri üzerine etkileri ile ilgili olarak Nemesanszky ve arkadaĢlarının çalıĢmaları 

göze çarpmaktadır (Nemesanszky, et al.,1988).  Bu araĢtırmacılara göre kronik 

içicilerde, içmeyenlere göre LDH-5 izoenzim seviyesinde ki artıĢ ilgi çekicidir.  Hücre 

kültüründe yapılan çalıĢmalarda ise düĢük dozda alkol uyguladıklarında (0,2–5 mmol/l) 

LDH‟ın salınımında bir azalma olurken, 10 mmol/l alkol uyguladıklarında 

hepatositlerden LDH salınımında keskin bir artıĢ gözlemlemiĢlerdir, alkolün LDH‟ ın 

doza bağlı olarak etki gösterdiği sonucuna varmıĢlardır (Castılla, et al., 2004). 

 

 BüyükbaĢ (2006) ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada ise kontrol grubuna kıyasla 

alkol grubunda LDH5 aktivitesi anlamlı artıĢ gösterirken LDH1 ve LDH2 aktiviteleri 

ise anlamlı olarak azalmıĢtır.  LDH3 ve LDH4 aktiviteleri her iki grup arasında önemli 
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bir fark göstermemiĢtir.  Yasuda ve arkadaĢlarının (1989) yaptıkları hayvan 

çalıĢmalarında ise, karaciğer konjesyonunda LDH3, LDH4 ve LDH5 aktivitelerinde 

artıĢ, LDH1 aktivitesinde azalma tespit ederken karaciğer nekrozunda ise LDH3, LDH4 

ve LDH5 aktivitelerinde artıĢ ve LDH1 ile LDH2 aktivitelerinde azalma tespit 

etmiĢlerdir. Rotenberg ve arkadaĢları (1990), çeĢitli karaciğer hasarlarında LDH ve 

izoenzimlerini değerlendirmiĢ, LDH5‟in kronik karaciğer bozukluklarından daha çok 

akut karaciğer bozukluklarında daha hassas olduğunu belirtmiĢlerdir.  Ilımlı alkol 

alımının etkileriyle ilgili olarak çalıĢmalarda araĢtırmacılar total LDH aktivitesinde 

anlamlı bir değiĢiklik olmadığını birdirmiĢlerdir (Gill, 1982; Nemesanszky, et al.,1988).  

Nemesanszky ve arkadaĢları (1988) ılımlı içicilere dört haftalık bir alkol perhizinden 

sonra yapılan alkol yüklemesinde 24 saat içinde LDH5 aktivitesinde belirgin artıĢ 

gözlenirken total LDH aktivitesi normal bulunmuĢlardır.  Bu çalıĢmada LDH1, LDH2, 

LDH3 ve LDH4 ile ilgili herhangi bir değerlendirme yapılmamıĢtır.  Yaptığımız 

çalıĢmanın LDH sonuçlarına baktığımızda uyguladığımız alkolün LDH seviyesini 

azalttığı ve dolayısıyla uygulanan alkol dozunun yeterli olmadığını söyleyebiliriz.  

    

 Uzun süre fazla miktarda alkol kullanımına bağlı olarak karaciğerde apoptozun 

arttığını gösteren çeĢitli klinik ve deneysel çalıĢmalar mevcuttur (Ishii, et al., 2003; Han, 

et al., 2005).  Kaspazlar hasarlı olan hücrelerin çevrelerine zarar vermeden ortadan 

kaldırılmasını sağlayan programlanmıĢ hücre ölümünü (apoptosis) uyaran proteazlardır 

(Yerlikaya ve Dokudur, 2009).  Akut alkole maruz kalınması sonucu sitokrom c‟nin  

salınımı kaspaz 9 ve kaspaz 3„ü aktive eder ve apoptozise yol açar (Ishii, et al., 2003; 

Han, et al., 2005).  ÇalıĢmamızda kaspaz 3 değerleri gruplar arasında karĢılaĢtırıldığında 

Grup II ve III‟te hiç fark olmaksızın benzerlik olduğu ayrıca, Grup I‟ den de istatistiksel 

olarak farksız olması dikkat çekicidir.  Ġstatistiksel olarak gruplar arasında bir fark 

bulunamamıĢtır, ancak alkol uygulaması yapılan Grup II‟ de Kaspaz 3 aktivitesinin 

istatistiksel olarak fark olmamasına rağmen diğer gruplara göre yüksek olduğunu 

söylemek mümkündür.  Bunun yanında kontrol grubu ile Grup V‟e ait kaspaz 3 

değerleri çok yakın bulunmuĢtur.  Sonuç olarak Kaspaz 3 alkol alınımı sonucu hücre 

ölümünü indüklediğini doğrular niteliktedir.  Dr Adachi ve arkadaĢlarının (2001) 
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yaptıkları çalıĢmada akut alkol mitokondri aracılı apoptoza neden olduğunu 

göstermiĢlerdir.  Zhou ve arkadaĢlarının 2005 yılında yaptığı çalıĢmada ise alkole bağlı 

karaciğer hücrelerinde görülen apoptoz süresince Fas/FasL sistemi aracılığı ile kaspaz 3 

aktivasyonunda bir artmanın ve bu yolun alkole bağlı karaciğer hücre apoptozunda 

mitokondrial sitokrom c varlığında belirleyici olduğunu bildirmiĢlerdir (Zhou, et al., 

2001). 

 

 Kronik alkol tüketiminin subselüler düzeyde deney hayvanlarında, mitokondri 

yapısı ve fonksiyonundaki değiĢikliklere neden olduğu gösterilmiĢtir (Ozata, 1989).  Bu 

oluĢan deformasyona, ĢiĢmiĢ organeller, membranın fiziksel özellikleri ve 

değiĢikliklerinin yanında, mitokondrial polipeptidlerin kodlanmıĢ solunum 

komplekslerinin aktivitesinde ki azalması da bilinen bir gerçektir (Venkatraman et al., 

2003).  Alkol alınımı sonucu oluĢan oksidatif stres; mitokondri permeabilitesini 

indükler, sitokrom c salınımı sonucu kaspaz aktivasyonu ve apoptoz mekanizmasının 

devreye girmesine neden olur (Ishii, et al., 2003).  Sitokrom c oksidaz baĢta bütün 

hayvanların olmak üzere mayaların ve bazı bakterilerin aerobik metabolizmasında yer 

alan temel oksidaz enzimidir.  Sitokrom c oksidaz iç mitokondri zarında yerleĢmiĢ 

durumdadır.  ÇalıĢmamızda, mitokondri dıĢ zar membran sağlamlığı sitokrom c oksidaz 

aktivitesi ölçülerek belirlendi.  Alkollü MSD grubu olan Grup II‟ ye ait sitokrom c 

oksidaz aktivitesi, kontrol grubuna göre belirgin biçimde azalmıĢtır.  EPS uygulanan 

gruplarda ise sitokrom c oksidaz aktivitesi Grup II‟ ye göre düĢüĢ göstermekte bu düĢüĢ 

ise EPS nin mitokondri üzerindeki koruyucu etkisini olduğunu gösterebilir nitelikte 

değildir.  Grup III, IV ve V‟e baktığımızda alkol grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı derecede düĢtüğünü görmekteyiz.  Kim ve arkadaĢlarının (2001) yaptığı 

çalıĢmada, alkolün sitokrom c oksidaz‟ın mRNA salınımını azalttığını belirtmiĢlerdir 

(Kim, et al., 2001). 

   

 Mitokondri membran potansiyeli (m) ve membran geçirgenliği gibi 

faktörlerlerin hücre canlılığının düzenlenmesinde oldukça önemli  olduğu bilinmektedir.  
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Alkole maruz kalan sıçan hepatositlerinde mitokondriyal membran potansiyelindeki 

bozulma, buna ek olarak mitokondri membran geçirgenliğinde artıĢ gözlenir. 

Mitokondri dıĢ ve iç zarları farklı kimyasal kompozisyonlardaki enzimlere sahiptirler, 

bu farklılıklar da bu iki membranın ayırt edici özelliklerini ortaya koyar (Gear, 1970).  

ÇalıĢmamızda alkol uygulaması yaptığımız Grup II‟de mitokondriyal transmembran 

potansiyeli (ΔΨm) kontrol grubuna göre düĢük bulunmuĢtur (p< 0.05).  EPS uygulanan 

gruplarda ise mitokondrial transmembran potansiyelinde görülen düzelme sonucunda iç 

zar yükünde, Grup II‟ ye göre anlamlı artmalar gözlenmiĢtir (p< 0.05).  Bu bulgunun 

ıĢığında Coprinus comatus türü makrofungustan elde edilen 100 mg/kg/gün uygulanan 

EPS‟nin, deneysel alkolik karaciğer hasarını azaltmak yönünde etkili olabileceğini 

destekler niteliktedir.  Mitokondri dıĢ zar bütünlüğüne ait parametrelere baktığımızda 

ise, 50 mg/kg/gün uygulanan EPS nin diğer uygulanan dozlara göre dıĢ zar bütünlüğünü 

sağladığını söyleyebiliriz.  Mitokondri zar potansiyeli üzerinde alkolün hiperpolarize 

edici etkisi olduğu ile ilgili çalıĢmalarda, bu hiperpolarizasyonun mitokondrial F0.F1-

ATPaz aktivitesi üzerinde baskı yaptığı ileri sürülmektedir (Mashimo and Ohno 2006).  

Alkol uygulaması yapılan çalıĢmalard mitokondri harabiyetiyle ilgili benzer sonuçlar 

bulunmuĢtur (Svoboda,1963; Lieber, 1984;  Cameron, 1999; Ostrowska, 2004).  Bu 

durum da çalıĢmamızı destekler niteliktedir. 

 

 Alkolik karaciğer hastalığına iliĢkin olarak çok sayıda bilimsel araĢtırma 

yapılmıĢ, bu araĢtırmaların çoğunda da karaciğer dokularında biyokimyasal testlerin 

yanı sıra histopatolojik ve ince yapı değerlendirmeleri yapılmıĢtır.  Alkol toksisitesinde 

temel hedef karaciğerdir.  Alkol kullanımına, derecesine ve sıklığına bağlı olarak, 

karaciğerde anlamlı, yapısal ve fonksiyonel değiĢiklikler meydana gelmektedir 

(Jaeschke, et al., 2002; Lieber, 2004).  Alkolün, yağlı karaciğer, hepatit fibrozis ve 

siroza kadar birçok karaciğer hasarı yaptığı kanıtlanmıĢtır (Bujanda, et al.,2006). Genel 

olarak alkolün alma süresi ve miktarına bağlı olarak ilk verdiği zarar karaciğer 

yağlanması ve alkolik karaciğer hastalığında en çok görülen morfolojik değiĢikliğidir 

(Yang, 2008).  Buna göre, hepatosit sitoplazmasında trigliseridlerin birikimi 

makrovesiküler yağlanma olarak tanımlanmıĢtır.  
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 ÇalıĢmamızın, histopatolojik değerlendirmelerinde; alkolik karaciğer de ilk göze 

çarpan belirti, alkol grubu olan Grup II‟de yağ vakuollerinin oluĢumları, nekrotik 

alanların oluĢması ve hepatositler de dejenerasyonların görülmesi olmuĢtur. Yapılan 

benzer çalıĢmalar ile sonuçlarımızın uyumlu olması alkol modelimizin gerçekleĢtiğinin 

bir göstergesidir (AĢıcıoğlu, 2005; Aksoy, 2007).  50 mg/kg EPS uygulanan grupta 

karaciğer hepatositlerinde vakuolizasyonun azaldığı görülürken doza bağlı olarak 150 

mg/kg dozunda arttığı tespit edildi.  EPS‟nin uygulanan bu dozunun alkolik karaciğer 

modelinde toksik etkili olduğunu söyleyebiliriz.  Ayrıca uygulanan bu dozun, PMNL 

infiltrasyonunun görülmesi, inflamatuvar yanıtın artmasına ve bunun sonucu olarak da 

serbest oksijen radikallerin oluĢumuna neden olabilir.  Uzun süre alkol alınımının 

PMNL infiltrasyonunda bir artıĢa neden olduğu Kumar ve Vasudevan 2007 de yaptığı 

çalıĢmayla ortaya konulmuĢtur (Kumar and Vasudevan, 2007).  Yine benzer 

çalıĢmalarda histopatolojik bulgu olarak yağlanmanın yanında PMNL infiltrasyonuna 

da dikkat çekmektedir (Hall, et al.,2001; Ronis, et al., 2004)  Grissa ve arkadaĢlarının 

(2007) yaptıkları çalıĢmada, alkol uyguladıkları grupta kontrol grubuna göre yağlanma, 

inflamasyon, fibrozis ve nekroz oluĢtuğu ortaya konmuĢtur (Grissa, et al., 2007).  Pari 

ve Suresh‟in (2008) alkol ile yaptıkları çalıĢmada ise alkol uyguladıkları grupta 

karaciğerde portal yolu ve damar tıkanıklığı etrafında dejenerasyon, yağlanma ve 

inflamatuvar hücreler görmüĢlerdir.  Bujanda ve arkadaĢlarının (2006) yaptıkları 

çalıĢmada lenfosit monositik infiltrasyonlar ile beraber % 10 - % 15 arasında değiĢen 

karaciğer yağlanması gözlemlemiĢlerdir.  BaĢka bir çalıĢmada da 6 hafta süresince 

sıçanlara alkollü diyet uygulandıktan sonra karaciğer kesitleri incelenmiĢ, makro ve 

mikrovesiküler yağlanmaların gözlendiği vurgulanmıĢtır (Jarvelainen, et al., 2000).  

Benzer Ģekilde Zhou ve arkadaĢları (2005), 12 hafta süresince alkol diyeti uyguladıkları 

farelerin karaciğer biyopsi örneklerinde yağlanmanın yoğun olduğunu gözlemiĢlerdir 

(Zhou, et al., 2005). 

 

Alkol alınımına bağlı olarak mitokondrial morfoloji ve fonksiyonlarında 

değiĢiklikler ilk önce ortaya çıkan hasardır.  Alkolik karaciğer patogenezinin ilk evresi 
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oksidatif strese bağlı mitokondri fonksiyon kaybı olarak bilinir (Fukumura, et al., 2007). 

Mitokondriler sitozolik Ca
++

 artması, oksidatif stres, fosfolipidlerin parçalanması, lipid 

yıkımı ürünleriyle hasarlanabilir.  Sonuçta ATP oluĢamaz ve mitokondri hasarı ile 

sitozolün içine sitokrom c kaçıĢı görülebilir.  Enerji üretimindeki değiĢiklikler, 

mitokondri kontraksiyonuna veya ĢiĢmesine neden olur.  Uzun süreli kontraksiyon 

mitokondri iç membranı bozulması sonucu ĢiĢmeye neden olabilir.  Alkole bağlı, 

mitokondri membranının bozulması sonucu dıĢarıdan aĢırı kalsiyum ve fosfat girmesi 

ya da Ca
++

„un dıĢarıya atılamaması, mitokondrilerin kalsifikasyonuna neden olarak 

onların fonksiyonlarının kalıcı Ģekilde bozabilir.  Mitokondri fonksiyonlarının 

bozulması, membran permeabilitesinde daha çok artıĢa neden olur.  Mitokondrilerde 

permeabilitedeki artıĢ apoptoz öncüsü moleküllerin sitozole geçmesine neden olur (ġen, 

2005). 

 

 Alkolün karaciğer parankim hücrelerinde organellerin bozulmasına ve buna 

bağlı olarak hücrenin fizyolojik iĢlevlerinin aksamasına neden olduğu çeĢitli 

çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur.  Yapılan bir çalıĢmada, alkol enjeksiyonundan 64 saat 

sonra farelerin hepatositlerinde, endoplazmik retikulum kanallarında geniĢleme, 

mitokondrilerde ĢiĢme, lizozom sayısında artma gözlenmiĢtir (Özata, 1989).  Ayrıca 

inkluzyon içeren, membranla çevrili sitoplazmik dejenerasyon vakuolleri; otofajik 

vakuoller gözlenmiĢtir.  Ortaya çıkan fonksiyon bozuklukları, karaciğer parankim 

hücrelerinde sentezlenen salgı proteinlerinin golgi kompleksinde ve endoplazmik 

retikulumda depolanması, karaciğer total alkalin fosfataz aktivitesinin azalması ve 

serum alkalin fosfataz düzeyinin artması, plazma lipoproteinlerinin yapısal bozukluğa 

uğrayarak aktivitelerini kaybetmesi Ģeklinde gözlenmektedir.  Alkolün sebep olduğu 

karaciğer parankim hücrelerindeki yağlanmanın trigliseritlerin sentezi ve sekresyonu 

arasındaki dengenin bozulmasıyla ortaya çıktığı gösterilmiĢtir.  Alkol karaciğer 

parankim hücrelerinde lipogenezisin artmasına, yağ asidi oksidasyonunun azalmasına 

neden olmaktadır (Özata, 1989).  ÇalıĢmamızda 60 gün süren deneylerimiz sonucunda 

alkol uyguladığımız Grup II‟ de; karaciğer parankim hücrelerinde mitokondrilerin 

ĢiĢtiği ve kristaların eriyerek yok olduğu gözlenmiĢtir.  Bunun yanında yine alkol 
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grubunda düz endoplazmik retikulum hipertrofisi ve kırıklar tespit edildi.  Bunu, 

karaciğerde düz endoplazmik retikulumda alkol indüksiyonuna bağlı olarak sitokrom 

P450 enzimlerinin aĢırı miktarda üretimine bağlayabiliriz.  EPS dozları açısından 

baktığımızda 50 mg /kg EPS dozunun mitokondri dıĢ membran bütünlüğünü 

koruduğunu ve vakuollerin daha az olduğu tespit edildi.  Mitokondrilerde gözlenen 

yapısal değiĢiklikler yağ asidi oksidasyonunun azalmasına ve hücrelerde yağ birikimine 

neden olabilir.  Özata‟nın 1989 yılında alkolle yaptığı çalıĢmada karaciğer parankima 

hücrelerinin sitoplazmalarında dejenerasyon vakuolleri ve otofajik vakuollerin 

oluĢmasına paralel olarak lizozomların sayısında ve büyüklüğünde artma gözlenmiĢtir.  

Bu bulgular uzun süreli alkol alınımından sonra ortaya çıkmıĢtır.  

 

 Cameron ve Neuman‟ın (1999) yaptıkları çalıĢmada, ito hücrelerinin lipid 

depolama kapasitesinde bir artıĢ gözlemlemiĢler ve ito hücrelerinde depolanan lipid 

vezikül sayısında kontrol grubuna göre yüz kat artıĢ bulmuĢlardır.  Benzer bir çalıĢmada 

ise elektron mikroskopik değerlendirmelerde, alkol uygulaması yaptıkları grupta yer 

alan sıçanların karaciğer parankim hücrelerinin membranlarında bazı bozuklukları 

düĢündüren değiĢiklikler bulmuĢlardır (Ostrowska, et al., 2004).  Bu değiĢiklikler 

subselüler yapıların yanısıra plasmalemmada da görülmüĢtür.  Kontrol grubu ile elde 

edilen bulgular ile alkol uygulaması yapılan grupta yer alan sıçanların karaciğerleri 

değerlendirildiğinde belirgin değiĢiklikler gözlemlemiĢlerdir.  Hepatosit yüzeyinde 

hücre zarına yönelik Disse's alanlarda, düzensiz ayrıĢma ve mikrovilluslarda atrofi 

gözlenmiĢlerdir.  Buna ek olarak, belirgin perisinusoid alanların da çeĢitli içeriklerle 

dolu olduğu görülmüĢtür. 

 

 Yağlı değiĢme parankim hücrelerinde anormal yağ birikimini belirtir, hücre 

içindeki küçük yağ vakuolleri, hücre içi lipidlerin mutlak artıĢını gösterir.  Bu, hücre 

öldürücü olmayan zedelenmenin indikatörü olmakla birlikte yağlı değiĢme bazen hücre 

ölümüne neden olur ve birçok durumda ölen hücrelerin çevresinde de 

görülebilmektedir.  Yapılan bir çalıĢmada; karaciğerdeki yağlanmanın, geliĢmiĢ 
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uluslarda en çok alkol bağımlılarında görüldüğü rapor edilmiĢtir (SriRajaskanthan and 

Preedy, 2006).  Alkolün mitokondri ve mikrozom fonksiyonlarını değiĢtiren 

hepatotoksin olduğu bilinmektedir.  Artan serbest yağ asit yapımı, trigliserit 

kullanımının azalması, yağ asit oksidasyonu azalması, lipoprotein atılımının bloke 

edilmesi, lipozis artması alkole bağlı yağlı karaciğer oluĢumunda sorumlu 

tutulmaktadır.  Ama diğer yandan ki yağlı karaciğere protein malnutrisyonu, Ģeker 

hastalığı, obezite ve çeĢitli karaciğer toksinleri de yağlanmaya neden olabilmektedir.  

 

 Sonuçlarımıza göre, Coprinus comatus makrofungusundan elde edilen 

ekzopolisakkaritin 50 mg/kg dozunun, alkolik karaciğer hasarında, hem elektron 

mikroskobu hem de ıĢık mikroskobu değerlendirme sonucuna göre kısmi düzelttiği 

fakat biyokimyasal sonuçlara bakıldığında alkol grubuna benzer Ģekilde yüksek 

olmasından dolayı uygulanan EPS dozunun 50 mg/kg‟ın altında tutulmasının gerektiğini 

düĢünmekteyiz.  Bundan sonraki yapılacak çalıĢmalarda uygun doz aralığının tespit 

edilmesi gerekmektedir.   
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

Bu çalıĢma da, herhangi bir yan etkisinin saptanmaması ve besin değerinin 

yüksek olan yenilebilir mantarlardan birisi olan Coprinus comatus türü mantarlarından 

elde edilen ekzopolisakkaritin 3 farklı doz da alkolik karaciğer hasarı oluĢturulan 

sıçanlarda olası iyileĢtirici etkilerini çalıĢılmıĢtır.  

 

ÇalıĢma sonunda biyokimyasal, sitolojik ve histolojik veriler değerlendirildi.  

Alanin transaminaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) enzimlerinin serum seviyeleri ile 

karaciğer dokularında kaspaz 3 ve sitokrom c oksidaz aktiviteleri ile mitokondri iç ve 

dıĢ zar bütünlükleri belirlendi.  

 

 

Bu bulgular ıĢığında, histolojik, sitolojik ve biyokimyasal parametrelere 

bakıldığında,  Coprinus comatus’un 50 mg/kg dozunun uyguladığı grup ile alkol grubu 

karĢılaĢtırıldığında, alkole bağlı karaciğer hasarını tedavi edici etkisi olduğunu 

söylemek mümkündür. Bundan sonra yapılacak çalıĢmalarda EPS‟nin uygun doz 

aralığının iyi belirlenmesi ve biyokimyasal parametrelerin geniĢletilmesi gerekmektedir. 
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