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ÖZET 

Amaç: Önceki çalışmalar karaciğer (KC) ılık iskemi reperfüzyon (IR) hasarından 

sonra nötral sfingomyelinaz (N-SMase)/seramid yolağının hepatik dokuda aktive 

olduğunu göstermiştir. Fazla miktarda seramid birikiminin apoptotik stimulus 

oluşturduğu bilinmekte ve hepatik IR hasarından sonra apoptozis ve endoplazmik 

retikulum (ER) stresi arasında bağlantı kurulmaktadır. Bu sebeplerden dolayı mevcut 

çalışmada sıçan KC IR modelinde N-SMase inhibisyonunun ER stresi ve apoptotik 

biyobelirteçler üzerindeki etkisi incelenmiştir. 

Yöntem: Selektif N-SMase inhibitörü intraperitoneal enjeksiyonlar ile verildi. 

Karaciğer IR hasarı orta ve sol lateral hepatik loblara giden kan damarlarının 60 dakika 

klampe edilmesi ve sonrasında 60 dakika reperfüzyon ile sağlandı. Karaciğer 

dokusundaki sfingomyelin ve seramid düzeyleri optimize çoklu reaksiyon izleme 

(MRM) metoduyla ultrahızlı sıvı kromatografi ve tandem kütle spektrometri (MS/MS) 

ile ölçüldü.. Gen ekspresyon düzeyleri gerçek zamanlı revers transkripsiyon polimeraz 

zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlendi. 

Bulgular: Tüm IR gruplarında sfingomyelin düzeyleri kontrollere göre anlamlı bir 

artış gösterdi. Spesifik N-SMase inhibitörüyle tedavi IR gruplarında ölçülen seramid 

düzeylerini anlamlı olarak azalttı. İskemi reperfüzyon hasarında ER stresi biyobelirteci 

olan C/EBP-homolog protein (CHOP) ve 78 kDa glukoz-regüle protein (GRP78) 

düzeyleri anlamlı olarak arttı. Karaciğer IR hasarında N-SMase inhibisyonu ER stresi 

biyobelirteçlerinde anlamlı bir etki göstermedi. İskemi reperfüzyon hasarında N-

SMase inhibisyonu phospho NF-kB seviyelerinde, heptatik TUNEL boyanmasında, 

sitozolik sitokrom c, kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitelerinde anlamlı bir azalma sağladı. 

Sonuç: Elde edilen bulgular KC IR hasarında seramid artışının apoptotik hücre 

ölümüne sebebiyet verdiğini doğruladı. Mevcut modelde N-SMase inhibisyonunun 

koruyucu etkisi apoptotik uyarıyı azaltmak suretiyle oluştu. Çalışmanın sonuçları KC 

IR hasarının önlenmesinde N-SMase inhibitörlerinin kullanılmasını destekler. 

Anahtar Kelimeler: Karaciğer; iskemi–reperfüzyon hasarı; seramid; nötral 

sfingomyelinaz.  



ABSTRACT 

Objective: Previous studies have revealed the activation of neutral sphingomyelinase 

(N-SMase)/ceramide pathway in hepatic tissue following warm liver ischemia 

reperfusion (IR) injury. Excessive ceramide accumulation is known to potentiate 

apoptotic stimuli and a link between apoptosis and endoplasmic reticulum (ER) stress 

has been established in hepatic IR injury. Thus, this study determined the role of 

selective N-SMase inhibition on ER stress and apoptotic markers in a rat model of 

liver IR injury. 

Methods: Selective N-SMase inhibitor was administered via intraperitoneal 

injections. Liver IR injury was created by clamping blood vessels supplying the 

median and left lateral hepatic lobes for 60 min, followed by 60 min reperfusion. 

Levels of sphingmyelin and ceramide in liver tissue were determined by an 

optimized multiple reactions monitoring (MRM) method using ultrafast-liquid 

chromatography (UFLC) coupled with tandem mass spectrometry (MS/MS). Gene 

expression levels were determined by real-time reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR). 

Results: Spingomyelin levels were significantly increased in all IR groups compared 

with controls. Treatment with a specific N-SMase inhibitor significantly decreased 

all measured ceramides in IR injury. A significant increase was observed in ER stress 

markers C/EBP-homologous protein (CHOP) and 78 kDa glucose-regulated protein 

(GRP78) in IR injury, which was not significantly altered by N-SMase inhibition. 

Inhibition of N-SMase caused a significant reduction in phosphoNF-kB levels, 

hepatic TUNEL staining, cytosolic cytochrome c, and caspase-3, -8, and -9 activities 

which were significantly increased in IR injury.  

Conclusion: Data herein confirm the role of ceramide in increased apoptotic cell 

death and highlight the protective effect of N-SMase inhibition in downregulation of 

apoptotic stimuli responses occurring in hepatic IR injury.  

 

Key words: Liver; ischemia–reperfusion injury; ceramide; neutral sphingomyelinase.  
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1.GİRİŞ 

Karaciğer IR hasarı KC transplantasyonlarında, tümör çıkırılması için uygulanan KC 

ameliyatlarında, travmada ve hemorajik şoktan sonra gelişen KC yetmezliğinde önemli 

bir klinik problemdir (Doğan ve Aslan, 2011). Karaciğer cerrahisinde hepatik kan 

akımının kısmi veya total olarak kesilmesi gerekli olabilir. Kan akımının kesilmesi 

durumuna "ılık iskemi" denir ve revaskülerizasyonu takiben moleküler oksijenin 

sağlanmasıyla organda "reperfüzyon hasarı" oluşur (Doğan ve Aslan, 2011). Hepatik 

IR hasarı hepatositlerde apoptozisi tetikler ve organ yetmezliği ile ilişkili patolojik 

bulgulara sebebiyet verir (Rodriquez ve ark, 2015). Hepatik IR hasarında hepatositlerin 

apoptotik ölümü ile ER stresi arasında önemli bir ilişki tespit edilmiştir (Peralta ve 

Brenner, 2011). Endoplazmik retikulum stresi, ER lümeninde katlanmamış 

proteinlerin birikimi sonucunda oluşur ve protein homeostazisini bozar. Oluşan ER 

stresi sonucunda hücrelerde katlanmamış protein yanıtı [unfolded protein response 

(UPR)] denilen adaptif bir mekanizma ortaya çıkar. Bu mekanizma ER stresi sırasında 

oluşan toksik metabolitleri temizlemeyi ve protein homeostazisini düzenlemeyi 

amaçlar. Uzamış ER stresi UPR cevabının başarısız olmasına neden olur ve apoptotik 

süreci aktive eder (Rasheva ve Domingos, 2009). Sfingolipid metabolizmasında 

bozulmalar hem ER stresi (Boslem ve ark, 2011) hem de IR hasarında gösterilmiştir 

(Novgorodov ve Gudz, 2009). Seramid hücre membranında yer alan bir sfingolipidtir 

ve hücrenin strese cevabında anahtar bir mediyatördür. İskemi reperfüzyona bağlı 

mitokondrial hasarda kritik bir role sahiptir (Novgorodov ve Gudz, 2009). Literatürde 

var olan çalışmalar ılık KC IR hasarından sonra fazla miktarda seramid birikiminin 

olduğunu rapor etmektedir (Llacuna ve ark, 2006; Unal ve ark, 2016). Fazla miktarda 

seramid oluşumunun her memeli hücresinde apoptotik uyarıya sebebiyet verdiği 

bilinmektedir (Mullen ve Obeid, 2012). Seramid de novo sentezle, sfingomyelinin 

sfingomyelinaz (SMase) enzimi aracılığıyla parçalanmasıyla ve glikosfingolipidlerin 

yıkımıyla oluşur (Wu ve ark, 2010). Farklı tipde olan SMase enzimleri vardır. 

Karaciğer ılık IR hasarında asit ve nötral SMase enzimleri araştırılmıştır (Llacuna ve 

ark, 2006; Unal ve ark, 2016). Mevcut çalışmada sıçan KC IR modelinde nötral-SMase 

inhibitörü kullandık ve bu inhibitörün ER stresi ve apoptozis üzerindeki etkilerini 

inceledik. Çalışmamız KC IR hasarında oluşan ER stresi ve apoptozis üzerinde selektif 

N-SMase inhibisyonunun etkilerini inceleyen ilk araştırmadır. 
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2.GENEL BİLGİLER  

2.1. Karaciğer İskemi Reperfüzyon Hasarı  

Bir organa ulaşan kan akımının azalmasının sonucunda organın oksijen ve beslenme 

desteğinin de azalması meydana gelir (Doğan ve Aslan, 2011). Karaciğer (KC) iskemi 

reperfüzyon (IR) hasarı, KC iskemisini takiben kan akımının restorasyonu sonucunda 

gelişir (Szocs, 2004). Organda kan akımı ve oksijen desteğinin tekrar sağlanmasıyla 

reperfüzyon meydana gelir. Bu durum iskemik dönemin neden olduğu doku hasarını 

hücresel seviyede yükseltir. Özellikle transplantasyon ve KC cerrahisinde KC 

canlılığına doğrudan etkisi olan bu durum fenomen iskemi reperfüzyon (I/R) hasarı 

olarak bilinir (Doğan ve Aslan, 2011). Hücresel düzeyde yapılan çalışmalar, 

reperfüzyon hasarının gelişmesinde endoplazmik retikulum stresinin ve apoptozisin 

önemli bir rol oynadığιnι ortaya koymaktadιr (Otani, 2004; Gorlach ve ark, 2006). I/R 

hasarı karaciğerde ilk kez 1975’de Pereyra-Toledo ve arkadaşları tarafından deneysel 

olarak gerçekleştirilen KC transplantasyonun da ortaya çıkmıştır. Transplante edilmiş 

KC’de pasif bir süreç olan konjesyon, ilerleyici trombozis, ve sonrasında organ 

yetmezliği ile sonuçlanan greft nekrozu gelişmiştir (Yamaoka ve ark, 1992).  

Karaciğer reperfüzyon hasarı, sıcak I/R hasarı ve soğuk-depolama reperfüzyon hasarı 

olarak gruplandırılabilir. KC cerrahisi ile bağlantılı olan sıcak iskemi reperfüzyon 

hasarıdır Soğuk depolama reperfüzyon hasarı ise transplantasyon öncesinde organın 

korunması sırasında gelişmektedir (Mortensen ve ark, 2001). Karaciğer 

transplantasyonu, birkaç çeşit toksik KC hasarları, no-okluziv hastalıklar ve 

hipovolemik şok gibi gelişen önemi oldukça yüksek durumlarda meydana gelir. KC 

bulunan birbirinden farklı damarlara ait kan dolaşımının geçici süre için engellenmesi 

(klampe edilmesi) gerekmektedir Bunun sebebi karaciğer tranplantasyonlarında, 

kanser ve bazı hastalıkların cerrahi olarak tedavisinde, operasyon esnasında kan 

kayıplarını ve operasyon sonrası gelişebilecek birtakım komplikasyonların 

azaltılmasıdır (Glantzounis ve ark, 2005; Hines ve ark, 2003). Damarın klempe 

edilmesi esnasında KC kısmi veya tam iskemi olmaktadır. Sonrasında ise reperfüzyon 

durumuna geçmektedir (Mortensen ve ark, 2001). Sıcak I/R hasarında başlangıç evresi 

ve geç evre olmak üzere iki evre vardır. Başlangıç evresi, reperfüzyondan sonraki iki 

saatten kısa ve oksidan stresle kendini karakterize eden etkisi önemli bir evredir. Bu 
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dönemde reaktif oksijen metabolitleri (ROS)’un üretilir. Reaktif oksijen türlerinin 

salgılanması doğrudan hepatositlerde hasara sebebiyet verir.  

Geç evre ise hepatik reperfüzyon oluştuktan 6-48 saat sonraki evredir. Geç dönemde 

ise birleşen nötrofil lökosit (NL) aracılığı ile inflamasyon durumu gerçekleşir (Hines 

ve ark, 2003 ). Karaciğer I/R hasarı, hepatoselüler hasara yol açan ve hepatositlerin, 

sinuzoidal hücrelerin, sinuzoidlerin duvarında fagosiztoz yapan Kupffer hücrelerin 

(KH) içine sızan makrofajların nötrofillerin ve plateletlerinde bu durumla iç içe olduğu 

çeşitli ve oldukça karmaşık olan olaylar kaskatıdır (Delva ve ark, 1989).  

Tıpta KC IR hasarı KC rezeksiyonlarında, KC transplantasyonlarında, travma ve 

hemorajik şok durumlarında gelişir (Szocs, 2004).  

2.2. İskemik Dönemde Meydana Gelen Fizyopatolojik Olaylar  

Karaciğer I/R hasarı patofizyolojisinde iskemi, organ ve dokuda venöz veya arteriyel 

kan akımının yavaşlayıp azalması ile ilişkili olarak organ ve dokunun yetersiz 

perfüzyonunun sonucunda bu doku veya organların oksijenden mahrum kalması 

olayıdır. İskemi sırasında hücresel oksidatif fosforilizasyon azalır ve ilk olarak 

mitokondrilerde gerçekleşen adenozin trifosfat (ATP) sentezi son bulur. ATP azalması 

ise hücre içinde bazı sistemleri etkileyerek Na⁺/K⁺ ATPaz pompa bozukluğuna sebep 

olur. ATP kaybı aynı zamanda hücre içi asidoz gelişimine bağlı olarak pH’nın 

düşmesine, intrasellüler Ca⁺⁺ birikimine ve pürin metobolitlerinin birikimine yol açar. 

Bütün bunların sonunda hücresel enerji depolarının boşalması ve hücrelerde toksik 

metabolitlerin birikmesi durumuna bağlı olarak hücre ölümü meydana gelir 

(Zimmerman ve Granger, 1992).  

ATP aktivitesinin eksilmesine bağlı olarak zarda aktif sodyum pompasının yetersizliği 

meydana gelir ve bu durum hücre içinde sodyumun birikimesine ve potasyumun hücre 

dışına çıkarılmasına neden olur. Hücre içinde solid metabolik materyalin artması 

izoozmotik olacak şekilde suyun birikimesine ve bunun sonucunda akut olarak 

hücresel şişmeye yol açar (Doğan ve Aslan, 2011).  

İskeminin ilk dakikalarında glikolitik yol aşırı bir şekilde uyarılır. İskemik dokuda 

mevcut olan oksijen oksidatif fosforilasyonu desteklemek için yetersiz kalır. Piruvatın 

glikoliz sonucunda oluştuktan sonra, sitrik asit siklusuna devam edememesi sebebiyle 

laktata dönüşmesi gerçekleşir. Biyokimyasal olarak çok önemli bir süreç olan glikoliz, 
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laktik asit ve fosfat türevlerinin hidrolizi sonucu oluşan inorganik fosfatın birikimine 

yol açar. Bunun sonucunda hücre içi pH düşer ve asidoz meydana gelir (Zimmerman 

ve Granger, 1992). Metabolik asidozun oluşması hepatositlerde nekrotik hücre 

ölümünün başlaması durumuna karşı oldukça koruyucudur. Fakat iskemi olmuş 

hücrelerde reperfüzyonun sağlanmasıyla birlikte pH normale döner. pH’ın normale 

dönmesi ise pH’a bağımlı proteazları ve fosfolipazları aktive ederek hücre ölümüne 

yol açmaktadır. Bu durum fenomen “pH paradoksu” olarak isimlendirilir İskemiye 

uğramış hücreler asidik pH’da reperfüze olduklarında hücre ölümü son bulmaktadır. 

(Grace, 1994; Bond ve ark, 1993).  

İskemi ve belirli toksinler nedeniyle erken dönemde endoplazmik retikulumdan (ER) 

ve mitokondriden kalsiyum salınımı gerçekleşir. Bunun sonucunda plazma 

membranını net şekilde geçen kalsiyum transferi sitozolde kalsiyumun 

konsantrasyonunda artmaya yol açmaktadır. Ca⁺⁺’un hücrede artması sonrasında, 

membranın permeabilitesininde spesifik olmayan artışı ile desteklenmektedir. 

Yükselen Ca⁺⁺ konsantrasyonu, membran hasarını başlatan pH bağımlı fosfolipaz, 

membran ve sitoiskelatal proteinleri parçalama görevini gerçekleştiren proteaz, ATP 

azalmasını hızlı bir şekilde gerçekleştiren ATPaz gibi birçok enzimin aktivasyonuna 

yol açar (Zimmerman ve Granger, 1992).  

İskemi döneminde ATP üretimi son bulur fakat kullanımı devam eder. Bunun 

sonucunda ATP’den adenozin monofosfat (AMP) ve adenozin oluşur. Oluşan 

adenozin, hızla bir şekilde hücrenin dış kısmına difüze olarak hipoksantin ile inozine 

parçalanır. Normal şartlarda hipoksantinin, ksantin dehidrogenaz (XDH) enzimi 

aracılığı ile nikotin adenin dinükleotit (NAD) kullanılarak ksantine dönüşmesi 

gerçekleştirilir. Fakat iskemi sırasında XDH, kalsiyum bağımlı proteazlar aracılığı ile 

ksantin oksidaza (XO) dönüşür (Zimmerman ve Granger, 1992). Bu enzimler (XO ve 

XDH) arasındaki önemli fark, XDH, NAD⁺’ı elektron alıcısı olarak kullanırken; XO, 

O₂’ni elektron alıcısı olarak kullanarak süperoksit ve/veya hidrojen peroksit oluşturur. 

Fakat her iki form da hipoksantinden ksantin oluşumunu ve sonrasında ksantinden ürik 

asit oluşumunu katalize eder (Berry ve Hare, 2004; Harrison, 2002). Süperoksit 

oluşması için gerekli olan oksijen iskemi döneminde bulunmaz. Reperfüzyon sırasında 

oksijenin aniden ortama katılması serbest radikal patlamasına neden olur ve XO 
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tarafından oluşturulan süperoksit anyonu, doku yaralanmasına yol açar (Parks ve ark, 

1988). 

2.3. Reperfüzyon Döneminde Gelişen Fizyopatolojik Olaylar  

İskemik dokuya kan dolaşımının yeniden sağlanması reperfüzyon olarak tanımlanır. 

İskemi olan dokuya hücrenin rejenerasyonu ve de toksik metabolitlerin temizlenmesi 

için yeniden kan akımı gerekmektedir. Fakat, iskemi olan dokunun reperfüzyonu 

sırasında eş zamanlı ortaya çıkan reaksiyonlar dokuda yalnızca iskemi ile meydana 

gelen hasara göre çok daha ciddi bir hasar oluşmasına neden olur (Zimmerman ve 

Granger, 1992). İskemi-reperfüzyon hasarının fizyopatolojisi ile ilgili çeşitli faktörler 

ortaya konulmuştur. Bu faktörler birbiriyle ilişkisi fazlasıyla karmaşık olan, humoral 

ve hücresel olaylar serisidir (Monsinjon ve ark, 2001). I/R hasarı karakteristik olarak, 

serbest oksijen radikallerinin ortaya çıkmasına (Rose ve ark, 1994); PMNL’nin 

aktivasyonuna (Carden); sitokin salınımında artışa (Shames ve ark, 2002); kompleman 

sistemin aktivasyonuna (Riedemann ve Ward, 2003) ve eikozanoidlerin üretiminde 

artışa neden olur (Myers ve ark, 1995).  

2.4.ER Stresi Ve Katlanmamış Protein Cevabı  

Endoplazmik retikulum (ER), membran yapısındaki proteinlerin ve hücre dışına 

gönderilecek proteinlerin yapıldığı ve 3 boyutlu hale geldiği mebran yapısındaki 

dinamik ve multifonksiyonlu bir organeldir. Aynı zamanda proteinlerin doğru 

yapıldığını kontrol eden kilit merkezidir (Szegezdie, 2006). Sitozolde düşük oranda 

Ca⁺² bulunmasına rağmen ER fazla miktarda Ca⁺² bulundurmaktadır.(Hussain ve 

Ramaiah, 2007) Hücrenin dışına yollanacak ve membran yapısında olan proteinlerin 

hepsi ER’nin sitozolik yüzeyi üzerinde yer alan, hücre için en temel organel olan 

ribozomlar tarafından ER lümenine taşınmaktadır. Taşınan ve ER’ye gelen yeni 

sentezlenmiş proteinler bir dizi önemli reaksiyon olan hidroksilasyon, N-bağımlı 

glikolizasyon, disülfid bağ oluşumu lipidizasyon gibi posttranslasyonel 

modifikasyonlara uğradıktan sonra katlanırlar. Moleküler şaperonlar olan glukoz-

regüle edici protein 78 (Grp 78), glukoz-regüle edici protein 94 (Grp 94), kalneksin ve 

kalretikulin gibi lektin benzeri proteinler, proteinlerin tek tek her katlanma aşamasının 

başarılı ve düzgün bir şekilde tamamlanması için görev yapmaktadır. (Rasheva ve 

Domingos, 2009; Düzgün, 2010). Proteinlerin katlanma işlemi oldukça önemli ve 

karmaşık bir dizi işlem döngüsünden oluşmaktadır. Dolayısıyla hata olasılığı çok 
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fazladır. Hipoksi, N-bağımlı glikolizasyon inhibisyonu, kalsiyum homeostazının 

bozulması, inflamatuvar etki, oksidatif stres, gelişen enfeksiyonlar, ortamın sıcaklık 

durumu gibi birçok önemli faktörün proteinlerin doğru katlanmasında etkisi oldukça 

fazladır(http://vizyon21yy.com/documan/Genel_Konular/Bilim_Teknoloji/Tip/Endo

pl azmik_Redikulum.pdf. Erişim Tarihi:20/ 10/ 2011). 

ER zayıf çevresel değişimlerle ve hücresel streslerle, sinyal yolaklarınının 

koordinasyonunu sağlayan büyük bir makine olarak tanımlanmaktadır. (Hotamisligil, 

2010). Böylelikle hücre fonksiyonu çok muntazam bir şekilde düzenlenir ve hücre sağ 

kalımı sağlanır. Aşırı mutant protein, enerji ya da besin eksikliği, viral proteinler 

redoks değişimi gibi çeşitli fizyopatalojik olaylar protein katlanmasında ER 

kapasitesini bozabilir veya ER stresini başlatabilir ve ER stresinin meydana gelmesi, 

katlanmamış proteinlerin ya da yanlış katlanmış proteinlerin ER lümeninde 

birikmesine yol açar. Sonrasında ise ER stresi KC’de lipid metabolizmasını, glukoz 

homeostazını ve demir dengesini bozar (Ron ve Walter, 2007). Hücreler toksik protein 

bileşiklerini yok etmek için bir mekanizmanın aktifleşmesini sağlarlar. Bu mekanizma 

hücre içi sinyal yolaklarından oluşur ve genel olarak “katlanmamış protein cevabı” 

(unfolded protein response, UPR) olarak adlandırılır (Jing ve ark, 2012).  

Hücreler için proteinlerin birikimi, hücreye oldukça zarar veren toksik bir etkiye 

sahiptir. Günümüzde genetik mutasyonlar, yaşlanma veya nedeni bilinmeyen çevresel 

faktörler nedeniyle ortaya çıkan anormal katlanmış proteinlerin birikimi, tip 2 diyabet 

ve obezite gibi metabolik hastalıkların ve nörodejeneratif hastalıklardan olan 

alzheimer, parkinson, hungtungton gibi çeşitli patolojik ve fizyolojik durumların bir 

özelliği olarak kabul edilmektedir. Bir hücrenin meydana gelen stresi hissetmesi, 

hücrenin strese cevap vermesi ve stresi azaltması homeostazın sağlanması için mutlaka 

şarttır. Katlanmamış protein cevabı, katlanmamış proteinlerin birikmesini eksiltmek 

için cevap oluşturur ve ER işlevlerini düzenlemektedir. Eğer adapte durumu 

sağlanamazsa ve proteinlerin birikmesi devam ederse diğer çevre dokuya zarar 

vermemek için hücre bir dizi gen ürünü tarafından düzenlenen apopitozise 

yönlendirilir (Szegezdie, 2006; Kaufman, 2002). 

Katlanmamış protein cevabı, ER stresini azaltır ve üç temel stratejiyle protein 

homeostazını düzenler. Bunlardan ilki, protein translasyonunu baskılayarak daha fazla 

katlanmamış protein oluşumunu durdurmak; ikincisi, katlanmamış proteinleri tekrar 
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katlayan ER ile ilişkili moleküler şaperonları uyarmak; ve üçüncüsü ise katlanmamış 

proteinleri ortadan kaldırmaya yarayan ER ilişkili protein yıkımını (ER associated 

degradation ERAD system) aktif hale geçirmek (Harding ve ark, 1999). Hücrede UPR 

cevabının oluştuğunu gösteren markerlar arasında ER membranında bulunan 

PKRbenzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), glukoz-regüle edici protein78 

(GRP78) ve C/EBP Homolog Protein (CHOP) bulunur (Bertolotti ve ark, 2002).  

UPR’nin aktivasyonu 3 farklı ER stres sensörü tarafından düzenlenmektedir Bu 

mediyatörler aktive transkripsiyon faktörü 6 (ATF6) PKR benzeri ER kinaz (PERK), 

ve inozitol gereken enzim 1 (IRE1) olarak adlandırılan integral proteinlerdir (Şekil 

2.1). 

UPR’nın aktivasyonunun sağlanması ile translasyon ve protein sentez yükü azalır. 

Bununla birlikte ER’de katlanmamış proteinlerin birikimini önleme, ER katlama 

enzimlerini kodlayan genlerin translasyonun artırılması gibi birçok hücresel cevabın 

oluşması meydana gelmektedir (Rasheva ve Domingos, 2009; Ron ve Walter, 2007).  

 

Şekil 2.1.UPR sinyal yolu  

2.4.1.ER Stresine Bağlı PERK Yolağı  

PERK, UPR aktivasyonunun başlatılmasında etkili olan, ER’de yer alan ER stresini 

algılayan NH₂-terminal ve sitozolik kinaz domaine sahip tip 1 transmembran 

proteinidir. PERK α ökaryotik başlama faktörü 2 (eIF2α)’yi fosforilleyerek 

translasyonu yavaşlatan önemli bir mediyatördür (Hussain ve Ramaiah, 2007). Hatalı 

proteinlerin birikimi PERK yolu aracılığıyla protein translasyonunun azalmasına 
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sebebiyet verir ve bu durum UPR genlerinin artışı ile ilişkilidir (Colgan ve ark, 2011). 

Aktivasyonu ve yapısından dolayı diğer bir ER stres sensörü olan IRE-I ile 

benzerlikleri vardır. Ancak endoribonükleaz aktivitesi azdır. ER stresi başladıktan 

sonra katlanmaya yardımcı olması için lümene GRP78 gönderilir ve ardından sitozolik 

domainin trans dimerizasyonu ve otofosforilasyonu gerçekleşir. Bunun sonucunda da 

PERK aktivasyonu başlar.  

PERK, aktive olduktan sonra eIF2α’nın 51. pozisyonunda olan serinin 

fosforilasyonunu gerçekleştirir. Fosforillenen eIF2α, hücre içinde genel translasyonu 

durdurur. Ancak aktive transkripsiyon faktör 4 (ATF4) gibi spesifiteye sahip 

mRNA’ların translasyonu devam eder ve bu mRNA’ların miktarları artar. Böylelikle 

ER stresine karşı PERK aktivasyonu ile hücrenin protein yükü azaltılır ve katlanmamış 

proteinler düzeltilir (Szegezdie ve ark, 2006; Rasheva ve Domingos, 2009) 

Transkripsiyon faktörü bZIP ailesinin bir üyesi olan ATF4, 351 amino asitten meydana 

gelir (Xu ve ark, 2005). ATF4 nükleusa girdikten sonra CHOP, GADD34, ATF3 ve 

bazı aminoasitlerin taşınmasını sağlar. Bunun yanında önemli bir antioksidan olan 

glutatyon biyosentezini ve oksidatif strese karşı dirençte rol oynayan genlerin 

transkripsiyonunu aktive eder (Rasheva ve Domingos, 2009). CHOP, ATF4 tarafından 

transkripsiyonel olarak aktive edilir. Güçlü bir apoptozis sinyalidir ve hücre ölümünü 

teşvik etmektedir (Szegezdie ve ark, 2006; Hussain ve Ramaiah, 2007) (Şekil 2.2). 

PERK, önemli bir transkripsiyon faktörü olan nükleer faktör-eritroid bağlantılı faktör 

2 (Nrf2)’yi de fosforillemektedir. Normal şartlarda sitoplazmada komplex halde inaktif 

bir şekilde bulunan Nrf2, ER stresi sonucunda fosforillendikten sonra aktif hale 

geçerek nukleusa gider. Aktif Nrf2’ nin görevi antioksidanları, enzimlerin 

detoksifikasyonunu, immun sinyalizasyonunu ve hücrelerin büyüyüp gelişmesini 

kapsayan genleri indüklemektir (Hussain ve Ramaiah, 2007). 
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 Şekil.2.2. PERK sinyal yolağı  

2.4.2. ER Stresine Bağlı ATF6 Yolağı  

Transkripsiyon faktörü ATF6, ER lüminal domain içeren ve sitozolik domaine sahip 

olan tip II transmembran proteinidir. COOH terminali ER lümeninde, NH₂- terminal 

DNA bağımlı domaini sitozole dönüktür ve normal koşullarda ER membranında 

Grp78 ile birlikte inaktif bir şekilde bulunmaktadır. ER strese girdikten hemen sonra 

Grp78 katlanmaya yardımcı olmak için lümene ayrılır. GRP78’in ayrılmasından sonra, 

ATF6’nın golgi organeline taşınması indüklenir ve orada serin proteaz 1 ve 

metalloproteaz 2 tarafından kesilerek aktif forma dönüşümü gerçekleştirilmektedir. 

ATF6’nın aktivasyonu gerçekleştikten sonra nükleusa aktarılır ve böylece protein 

katlanmasıyla bağlantılı hedef genlerin aktivasyonu sağlanmaktadır (Şekil 2.1). 

Bunun sonucunda bu proteinlerin sentezi artmaktadır ve ER katlanma fonksiyonu 

artarak strese karşı korunma sağlanmaya çalışılmaktadır Aktive edilen bu hedef 

genlerin içinde GRP78, GRP94, protein disülfid izomeraz, CHOP, XBP1, kalretikulin 

ve Herp bulunmaktadır (Szegezdie ve ark, 2006; Rasheva ve Domingos, 2009). 

2.4.3. ER Stresine Bağlı IRE-1 Sinyal Yolağı  

Bifonksiyonel enzim aktivitesi olan IRE1, serin/treonin protein kinaz ve sitozolik 

domaininde endoribonükleaz (RNAaz) aktivitesine sahiptir. Tip 1 transmembran 

proteinidir ve UPR’nin en iyi korunmakta olan sinyal ağıdır. Memelilerde 2 izoformu 

bulunmaktadır. Bunlar IRE-1 α ve IRE1 β dır. IRE-I α’nın ekspresyonu her yerden 

olurken, IRE-I β ekspresyonu sadece bağırsak epitel hücreleriyle ve akciğerde 

gerçekleşmektedir. IRE1, Grp78 ile birlikte iken inaktiftir. ER stresi oluşunca Grp78 
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ayrılarak endoribonükleaz ve kinaz aktivitelerinin otofosforilizasyonu gerçekleşerek 

etkinleşmektedirler (Szegezdie ve ark, 2006) (şekil 2.3.). 

  

Şekil 2.3. ER stresine bağlı IRE1 yolağı  

2.5.Apoptoz  

Apoptoz, ölmeye programlanmış hücrelerin kendi nükleer DNA’larını, nükleer ve 

sitoplazmik proteinlerini parçalayacak enzimleri aktive eden, çok sıkı bir şekilde 

regüle edilen intraselüler programla yürütülen bir hücre ölümü yolağıdır. Apoptoz, 

farklı morfolojik özellikleri sayesinde ilk olarak 1972 yılında tanımlanmış, Yunanca 

‘dökülme’anlamı taşıyan kelime ile isimlendirilmiştir (Kerr, 1972).  

2.6. ER Stresiyle İndüklenen Apoptozis Yolakları  

ER stresiye indüklenen ATF6, PERK, ve IREI sinyal yolakları hücrelerin sağkalımını 

sağlayan yolları başlatmanın yanında, ER stresinin kronik olarak uzadığı durumda 

hücresel fonksiyon bozukluğunun gerçekleşmesiyle apoptozis yolaklarınında 

indüklenmesini sağlamaktadırlar (Qu ve ark, 2009) ATF6, PERK, ve IREI yoluyla 

oluşan sinyaller uzun süren ER stresi durumunda pro-apoptotik sinyalleri 

indüklemektedirler. Ancak doğrudan hücre ölümüne neden olmazlar. Downstream 

moleküller olan JNK veya CHOP’nin aktivasyonunu başlatarak hücrenin ölüm yoluna 

gitmesini sağlamaktadırlar (Szegezdie ve ark, 2006). (Şekil 2.3). ER stresiyle 

indüklenen apoptoz, transkripsiyon faktörlerinin (CHOP), kinazların (JNK), Bcl-2 

ailesinin üyelerinin, ve kaspazların aracı olduğu hücre ölüm yolaklarından 

oluşmaktadır. ER stresiyle indüklenen apoptozisin CHOP, JNK ve Bcl-2 ailesi 

üyelerinin proapoptotik sinyal saldığı ve sonuç olarakta kaspaz aktivasyonu 

oluşturduğu görülmektedir (Szegezdie ve ark, 2006; Colgan ve ark, 2011).  
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Şekil.2.4. ER stresiyle indüklenen apoptotik mekanizmalar  

2.6.1. ER Stres markerı CHOP (C/EBP) Homolog Protein) İndüksiyonu  

CHOP, ER stresi tarafından indüklenen apaptozun önemli bir düzenleyicisidir (Szege- 

Sdie ve ark, 2006). 

ER stres sırasında en yüksek oranda indüklenebilen genler arasında yer alır (Hussain 

ve Ramaiah, 2007). ATF6 ve PERK yolaklarının indüklediği CHOP, bazik-lösin 

fermuarlı (bZIP) transkripsiyon faktörü olup C/ERB homolog protein ailesinin bir 

üyesidir (Düzgün, 2010). Aynı zamanda GADD153 ( Growth Arrest and DNA 

Damage İnducible Gene ) ya da DDIT-3 (DNA- Damage İnducible Transcript-3) 

olarak da tanımlanır (Hussain ve Ramaiah, 2007; Oyadomari ve Mori, 2004). CHOP 

apoptozu arttıran birçok genin transkripsiyonunu aktive etmektedir. ER stres 

durumlarında çok daha hassas olmaktadır (Szegezdie ve ark, 2006) Proapoptotik 

olduğu gösterilen CHOP’un aşırı ekspresyonunun apoptozise yol açtığı rapor 

edilmiştir. CHOP, dinlenme durumunda çok düşük seviyelerde eksprese edilmektedir 

fakat ER stresi durumunda ekspresyonu artmaktadır (Qu ve ark, 2009). Genellikle 

çocukluk çağında ortaya çıkan malign tümörlerden neuroblastomada ve kolon 

kanserleri ile ilişkili kanser hücrelerinde ve bazı tümör dokularında eksprese edildiği 

ve kansere karşı ilaç gelişiminde ilgi odağı olarak hedef gösterilmesi çeşitli 

çalışmalarda rapor edilmiştir (Düzgün, 2010; Qu ve ark, 2009).  

CHOP’un transkripsiyonu ER membranında yer alan PERK, ATF6 ve IRE1 tarafından 

aktive edilmektedir. Fakat PERK-EIF2a- ATF4 yolu CHOP için gereklidir. PERK 

sinyal yolunun aktivasyonu erken ER stres cevabında protein sentezinin inhibisyonu 

boyunca hücreler için koruma olarak görev yapmaktadır ve hücre yaşamını büyük 

ölçüde düzenlemektedir. Fakat ER stres cevabının ileriki aşamasında, PERK-EIF2a- 

ATF4 yolu ER stresi tarafından aktive olur. CHOP’un ekspresyonunu indükler ve 
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apoptozisi düzenler (Qu ve ark, 2009). CHOP’un maksimum olarak indüklenmesi için, 

bütün ER strese cevap yolakları mutlaka gereklidir. Çünkü CHOP’un promotor bölgesi 

ATF4, ATF6, XPP-1 ve ATF2/ATF3 tarafından transaktive olan 4 cis- davranışlı 

elementler tarafından düzenlenmektedir. CHOP’un ekspresyonu GADD34, ERO1, 

DR5, karbonik anhidraz VI ve TRB3 gibi proapoptotik proteinlerin indüksiyonuna da 

sebebiyet verir. ERO1, ER luminal proteinken, diğerleri sitozoliktir (Hussain ve 

Ramaiah, 2007; Marciniak ve Ron, 2004; Ohoka ve ark, 2005). 

2.6.2. Bcl-2 Protein Ailesi  

Büyüme faktörleri ve diğer sağkalım sinyalleri Bcl-2 protein ailesinin antiapoptotik 

bireylerinin üretimini uyarırlar. B-hücreleri lenfomada bir onkogen olarak tanımlanmış 

ve C. elegans proteini Ced-9’a homolog olan bu aile daha sonra Bcl-2 ismini almıştır 

(Cory ve Adams, 2002). Bu ailede, hepsi apoptozu regüle etmek için fonksiyon 

gösteren 20’den fazla protein vardır; Bunlardan anti-apoptotik olanlardan önemli 

ikisinin adı Bcl-2 ve Bcl-X dir. Bu anti-apoptotik proteinler normalde mitokondrial 

membranlarda ve sitoplazmada yerleşmişlerdir. Hücreler yaşamsal sinyallerden 

mahrum kaldıklarında ya da strese maruz kaldıkları zaman mitokondrial membrandan 

Bcl-2 ve/veya Bcl-X kaybolur ve bunların yerini aynı ptotein ailesinden Bak, Bax, ve 

Bim gibi proapaototik bireyler yer alır (Reed, 1997). Mitokondriyal aracılı apoptoziste 

olduğu gibi ER stresiyle uyarılan apoptoziste Bcl-2 protein ailesi tarafından 

düzenlenmektedir. ER stresiyle indüklenen hücre ölümünde Bcl-2 proteinleri ile olan 

ilşkisi oldukça nettir, fakat ER stresi tarafından nasıl düzenlendiği daha az 

bilinmektedir (Szegezdie ve ark, 2006). BAX ve BAK, ER stresiyle indüklenen 

apopitozis için gereklidir ve mitokondriden proapoptotik faktörlerin salınımını 

düzenleyerek ER’den kalsiyum salınımını gerçekleştirmektedir (Rasheva ve 

Domingos, 2009; Zong ve ark, 2003). 

Pro-apopototik proteinler olan BAX ve BAK, apoptozise iki yolla etki etmektedir. 

İlkinde ER stresi sırasında BAX ve BAK, ER membranında konformasyonel 

değişikliklere ve oligomerizasyona maruz kalmaktadır. Bu da ER’den stoplazmaya 

Ca⁺² ‘un salınmasına yol açmaktadır. Sitozolde Ca⁺² konsantrasyonunun artması ise 

kalpaini aktive etmektedir ve kalpainde prokaspaz 12’yi keser ve bunun sonucunda 

aktif kaspaz 12 oluşmaktadır. Aktive olan kaspaz 12 ‘de prokaspaz 9’u keser ve aktive 

eder böylece kaspaz kaskadı aktive olmuş olur. İkinci yolda ise mitokondri tarafından 

sitozolik Ca⁺² ’nin alınmasıdır Sitozolik Ca⁺² ‘nin artması mitokondriyal iç 
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membranının depolarizasyonunu ve sitokrom C salınımını gerçekleştirmektedir Bu da 

kaspaz 9’un aktive edilmesini sağlar Net olarak ortaya çıkan sonuç ise kaspaz 

kaskadının başlatılmasıdır (Lai ve ark, 2007).(Şekil 2.4)  

 

 Şekil 2.5. BCL2 Protein Ailesi Aracılı Apoptozis Yolu.  

2.6.3. JNK Protein Aktivasyonu  

ER stresinde başka bir apoptotik yol olan c-jun N- terminal kinaz (JNK), sinyal 

iletiminde görevli olan proteinlerin bir ailesidir. Gen ekspresyonun düzenler ve ER 

stresine karşı sağ kalım ve hücre ölümü arasındaki önemli durumun belirlenmesini 

sağlamaktadır. (Lai ve ark, 2007). JNK, UPR’nin IRE1-TRAF2-ASK1 kompleksi 

tarafından aktive olmaktadır. IRE1, Xbp1’deki rolünden bağımsız olarak JNK sinyal 

yolunu aktive ederek apoptozisi tetiklemektedir. IRE-1-TRAF2 etkileşimi apoptozisi 

tetikleyen transkripsiyonel bir baskılayıcı olan ATF3’de aktive etmektedir. Ayrıca 

JNK’nın, fosforilasyonla BCL2 proteinleri düzenlemeside bilinmektedir(Hussain ve 

Ramaiah, 2007; Rasheva ve Domingos, 2009).  

2.6.4. Kaspaz Aktivasyonu  

Apoptozun süreci, kaspazların katalitik olarak aktif hale geldiği başlangıç fazı ve bu 

enzimlerin hücre ölümünü sağladığı uygulama fazı olarak ikiye ayrılır. Apoptoz, 

sonradan birleşen iki farklı yolak ile başlar. Bu yolaklar reseptör başlangıçlı yolak ile 

mitokondrial yolaktır. Her iki yolak kaspazları aktive etmek üzere bir noktada birleşir. 

(Wallach, 1999). Proteazların çoğu gibi, kaspazlar inaktif pro-enzimler ya da 

zimojenler olarak bulunurlar ve apoptozun başlatılması için aktive edici kırılma 
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işlemine uğrarlar. Kaspazlar, sadece diğer kaspazlarca hidrolize edildiklerinde değil, 

aynı zamanda otokatalitik olarak da hidrolize edilebilen kendi kırılma bölgelerine 

sahiptirler. Bir başlatıcı kaspaz kendi aktif formunu oluşturmak üzere kırıldıktan sonra, 

diğer kaspazların hızlı ve sıralı aktivasyonu ile enzimatik ölüm programı harekete 

geçer (Salvesen ve Duckett, 2002). ER bağlantılı sistein proteaz ailesinin üyelerinden 

olan kaspazlar aktivasyonu apoptozis için gereklidir (Rasheva ve Domingos, 2009). 10 

dan fazla üyesi olan kaspaz ailesinin üyelerinden Kaspaz 12, 3, 6, 7, 8 ve 9’un işlevleri 

ER stresiyle ilgili çalışmalarda rapor edilmiştir. Farklı yollardan ER stresi tarafından 

aktive olabilen kaspaz 12, ER stresiyle indüklenen apoptozisin için kilit noktada 

bulunmaktadır. Yollardan ilki kalpainler tarafından aktive olmaktadır. Kalpeinler 

kalsiyum tarafından aktive olan stoplazmik proteazlardır. ER’da kaspaz 12’nin aktive 

olmasından sonra kaskad şeklinde reaksiyon zinciri başlar. İlk olarak kaspaz-12 

prokaspaz 9’u keser ve kaspaz 9 meydana gelir. Kaspaz 9’da kaspaz 3’ün 

aktivasyonuna yol açar. Bunun sonucunda apoptozis gerçekleşir. Yollardan ikincisi ise 

IRE1 ve TRAF2 ile direk olarak otoaktivasyon gerçekleşmektedir. Üçüncü yol ise 

Kaspaz 7’nin bazı apoptotik uyarılara cevap olarak ER’da transloke olması ve 

doğrudan kaspaz 12 ‘yi aktive etmesidir (Qu ve ark, 2009). ER stresiyle diğer 

kaspazlarında bağlantılı olduğunu ve diğer kaspazların aktivasyonunuda indüklediği 

gösterilmiştir. Ayrıca ER transmembran proteinleri, BAP 31 ve BAR prokaspaz 8 ile 

kompleks oluşturmaktadır. BLC-2 ve BCL-X’de ER stresinde prokaspaz 8 

aktivasyonunu düzenlemektedir (Hussain ve Ramaiah, 2007). (Şekil 2.5). 

 

Şekil.2.6. Kaspaz Aktivasyon Yolakları  

2.7. Nötral Sfingomiyelinaz /seramid Yolağı  

Apoptozis iki farklı yol üzerinden indüklenebilir. Ekstrinsik yol, TNF-alfa ve Fas 

ligandının membran reseptörlerine bağlanması sonucunda kaspaz-8 aktivasyonuna 

neden olurken, intrinsik yolak, hücresel stress ile indüklenen mitokondrial sitokrom-c 
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salınımına neden olur. Salınan sitokrom c, apoptotik proteaz-aktive edici faktör-1 

(Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile kompleks teşkil ederek kaspaz 9’un aktivasyonuna neden 

olur. Hem intrinsik, hem de ektrinsik yollar, kaspaz 3’ün aktivasyonu, nüklear 

parçalanma, hücresel ve morfolojik değişimler ile sonuçlanır. Nüklear faktör-kappaB, 

anti-apoptotik genlerin ekpresyonunu arttırmak suretiyle apoptozise karşı koruyucu 

olarak görev alır (Aslan ve ark, 2008). Nitrik oksit ve reaktif nitrojen metabolitlerinin 

ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yolaklara etkisi şekil 2.6’de özetlenmiştir.  

 

Şekil 2.7. Apoptotik yolaklar. (Kaynak: Aslan M, Cort A, Yucel I. Free Radic Biol Med. 2008 Aug 

15;45(4):367-76).  

Literatürde KC IR hasarında nötral sfingomyelinaz inhibisyonunun koruyucu rolünü 

araştıran hiçbir çalışma yoktur.  Hücre kültürlerinde yapılan çalışmalar apoptozisin 

nötral sfingomyelinaz/seramid yolağı üzerinden aktive olabileceğini göstermiştir 

ancak KC IR modellerinde bu yolak araştırılmamıştır. Bilindiği gibi sfingomyelinaz 

enzimi hücre membranlarındaki sfingomyelini fosfokolin ve seramide dönüştürür. 

Seramid, hücre içinde bioaktif lipidlere dönüşerek hücre proliferasyonunu, hücre 

ölümünü ve inflamasyonu regüle eder. Yani bu yolak hücrelerde oldukça aktif ve 

önemlidir.  

Sfingolipidler hücre membranlarının yapısal ögelerindendir. Yakın zamanda 

sfingomyelinin çeşitli lipid mediatörlerinin oluşumuna sebebiyet verdiği gösterilmiştir. 

Özellikle sfingosin-1-fosfat (S1P) epidermal hücrelere etki ederek keratinosit 

proliferasyonuna ve farklılaşmasına neden olmaktadır (Herzinger ve ark, 2007). 

Fosforile sfingolipid metabolitleri olan seramid-1-fosfat ve sfingosin-1-fosfat çok 

etkili bioaktif mediatörlerdir ve yakın zamanda inflamatuar cevapta etkin rol 

oynadıkları gösterilmiştir (Chalfant ve ark, 2005).  
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Seramid, sfingolipidlerin metabolizmasında merkezi konumda yer alır (şekil 2.7). 

Seramid, serin ve palmitoyl-CoA'nın birleşmesiyle oluşur. Seramid aynı zamanda 

sfingomyelinin sfingomyelinaz enzimi tarafından hidrolize olmasıyla da oluşur. 

Seramid oluştuktan sonra seramid kinaz enzimi tarafından seramid-1-fosfat'a 

dönüştürülür veya sfingomyelin/glikosifingolipid sentezi için kullanılır (şekil 2.7). 

Seramid, seramidaz enzimleri tarafından sfingosine parçalanabilir. Sfingosin ise 

sfingosin kinazlar tarafından sfingosin-1-fosfat'a dönüştürülebilir.  

  

Şekil 2.8. Bioaktif sfingolipid metabolitleri  

Hücrede oluşan seramid sifingomyelin sentaz enzimi için de bir substratdır. Seramid 

hücrede stres yanıtı oluşturmak süretiyle NF-kB’nin nükleer translokasyonunu ve 

NOS2 enzim düzeylerini arttırarak nitrozidatif stresi ve apoptozisi tetikler. 

Sfingomyelinaz enzim inhibisyonu NF-kB aktivasyonunda belirgin bir azalmaya 

neden olarak NOS enzim miktarını ve apoptozisi baskılar (Chalfant ve ark, 2005). 

Çalışmamız KC IR hasarında oluşan ER stresi ve apoptozis üzerinde selektif NSMase 

inhibisyonunun etkilerini inceleyen ilk araştırmadır. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. Albino Wistar Sıçanlarında Karaciğer İskemi Reperfüzyonu Oluşturulması  

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya ve Patoloji Anabilim Dalları ve 

Deney Hayvanları Ünitesinin ortak çalışmasıyla gerçekleştirilen bu çalışmada Albino 

Wistar sıçanlar kullanılmıştır. Denekler üzerinde yapılan tüm işlemler Akdeniz 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanı Bakım ve Kullanım Kurulu tarafından 

değerlendirilmiş ve onaylanmıştır. Uygulanan IR modeli “ılık lobar iskemi” modeli 

oldu. Bu modelde KC dokusunun %70’inde iskemi oluşturuldu ve diğer %30’unda ise 

kan akımına müdahale edilmedi. İskemi oluşturulmayan KC lobları kontrol grubunu 

teşkil etti.  KC IR uygulanan sıçanlar ameliyat öncesinde 12 saat oral beslenme almadı 

ve sadece su içmeleri serbest oldu. Sıçanlara operasyon öncesinde intraperitoneal 

olarak anestezi uygulandı (25 mg/kg Ketamin ve 8 mg/kg ksalazin (xylazine) 

hidroklorür). Anestezi sonrasında sıçanların abdomenleri traş edildi ve betadin ile 

dezenfeksiyon sağlandı. Dezenfeksiyondan sonra orta hat insizyonu gerçekleştirildi ve 

vena porta açığa çıkarıldı. Orta ve sol lateral hepatik lobları besleyen portal venler 1 

saat süreyle klempe edildi. 60 dakikanın sonunda mikrovasküler klemp açıldı ve 60 

dakika süreyle reperfüzyon tekrar sağlandı. Uygulanan IR modelinde KC’in kaudal ve 

sağ lobu intakt kalmaktadır. Bu loblar kontrol KC grubunu teşkil etti (şekil 3.1). Bu 

lobların intakt kalması iskemi süresince gelişebilecek intestinal konjesyonu engelledi. 

Tüm operasyon süresince sıçanların abdomenleri ısıtma lambaları ile ısıtıldı ve vücut 

ısıları korundu. Elde ettiğimiz kan örnekleri iskemi öncesinde ve iskemi sonrasında 

önce kuyruk veninden sonra sağ ventrikülden olmak üzere sırasıyla alındı. İskemi 

reperfüzyonun sonunda sol ventrikülden injekte edilen %0.9’luk NaCl ile KC perfüze 

edildi. Sol ve orta loblardan alınan dokular IR oluşturulan KC grubunu teşkil etti. Elde 

edilen KC dokuları biyokimyasal analiz için sıvı nitrojende donduruldu ve -80’de 

saklandı. İmmünohistokimyasal analiz için alınan KC dokuları %4 

paraformaldehid/tampon karışımı içerikli solüsyona alındı.  
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Şekil 3.1: Karaciğer iskemi reperfüzyon modeli (Liver International 2007:384-392 ref. modifiye 

edilmiştir)  

Çalışmaya 36 adet Albino Wistar Sıçan alındı. Çalışma için gerekli olan sıçanlar 

Akdeniz Üniversitesi Deney Hayvanları Laboratuarından sağlandı. Çalışmaya alınan 

sıçanlar ilk olarak 4 gruba ayrıldı.  

1. Sham grubu: 8 adet  

2. Kontrol grubu: 10 adet  

3. Nötral sfingomyelinaz inhibitörü uygulanan grup 10 adet  

4. DMSO grubu: 8 adet   

Sham grubu: Sıçanlardan 8 tanesi Sham grubunu oluşturdu.  Sham grubundaki 

hayvanlara sadece laparotomi yapıldı.  

Kontrol grubu (Kontrol ve IR): Sıçanlardan 10 tanesi ilaç verilmeyen KC IR ve 

kontrolü oluşturdu.  

Nötral sfingomyelinaz inhibitörü uygulanan grup (GW ve GW+IR): Bu grubu 

oluşturacak 10 tane sıçana KC iskemisi oluşturulmadan 72 saat önce nötral 

sfingomyelinaz inhibitörü başlandı ve intraperitoneal olarak 3 gün süreyle verildi. 3 

gün boyunca günlük 1.25 mg/kg GW4869 intraperitoneal olarak enjekte edildi. 

GW4869, %2.5 dimetilsulfoksid (DMSO) içeren salin içerisinde çözündü.   

DMSO grubu (DMSO ve DMSO +IR): DMSO grubunu teşkil eden 8 tane sıçana, 

%2,5’luk dimetil sulfoksit içeren salin nötral sfingomyelinaz inhibitörü uygulanan 

grup ile aynı miktarlarda 3 gün boyunca intraperitoneal olarak injekte edildi.  

3.2. Karaciğer İskemi Reperfüzyon Hasarının Patolojik Verilerle Belirlenmesi  

Elde edilen KC dokularından parafin kesitler alınıp hematoksilen-eozin ile boyandı. 

Çalışmamıza katılan Üniversitemiz Patoloji Anabilim Dalından Yrd. Doç. Dr. Betül 

Ünal elde edilen dokuların patolojik değerlendirmesini yaptı. Hematoksilen-eozin 

boyalı 4 mikron kalınlığındaki parafin kesitler değerlendirildi. x200 büyütmede 20 alan 

bakıldı. Konjesyon, hücre şişmesi, ayrıca nekroz varlığı puanlandı.  

Konjesyon ve hücre şişmesinin değerlendirilmesi;  

None:0  

Aciner Zone III: 1  

Aciner Zone III-II: 2  

Aciner Zone III-II-I: 3  
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Nekroz değerlendirilmesi; 

None:0  

Single cell/focal: 1  

Submassive (bridging nekroz): 2 Masif 

nekroz+infarkt: 3  

Elde edilen toplam skor (max 9 puan üzerinden);  

0: normal-değişiklik yok  

1-3 zayıf  

4-7 orta  

7-9 şiddetli hasar olarak gruplandırılabilir.  

3.3. Serum Alanin Aminotransferaz Aktivitesinin Ölçümü  

Karaciğer IR hasarının bir göstergesi olarak tüm gruplarda plazma ALT düzeyleri kitle 

ölçüldü (Cayman Chemical, Cat No: 700260, Ann Arbor, MI, USA).  

NADH oksidasyon hızı, laktat dehidrogenaz (LDH) ile bağlantılı bir reaksiyon ile 

ölçüldü. Bir ünite enzim aktivitesi 37⁰C'de, bir dakika süreyle 1 μmol NADH'yı NAD+ 

'ye okside eden enzim miktarı olarak tanımlandı.  

3.4. Sfingomyelinaz Aktivitesinin Ölçümü  

Sakrifiye edilen ratlardan alınan KC dokuları sıvı nitrojen içerisinde hemen 

donduruldu. Bu dokular daha sonra 4°C’deki homojenizasyon tamponu içerisinde  

(50 mM K2HPO4, 80 µM leupeptin, 2.1 mM pefablok SC, 1 mM 

fenilmetilsulfanilflorid, 1 µg/ml aprotinin, pH 7.4) homojenize edildi. Nötral 

sfingomyelinaz (N-SMase) aktivitesi ardışık enzimatik reaksiyon yöntemiyle 

spektrofotometrik kit ile ölçüldü (Biovision, Catalog # K599-100, Milpitas, CA, USA).  

Sfingomyelinaz, ortama eklenen sfingomyelini seramid ve fosforilkoline parçalar. 

Ortama ilave edilen alkalen fosfataz enzimi ise fosforilkolini koline dönüştürür. Bunu 

takiben ilave edilen kolin oksidaz enzimi ortamda betain ve hidrojen peroksit 

oluşumunu sağlar. Hidrojen peroksit ortamda bulunan horseradish peroksidaz (HRP) 

enzimiyle parçalanır ve renk oluşumuna neden olur. Bir ünite sfingomyelinaz aktivitesi 

37◦C'de, bir dakika süreyle 1 μmol kolini oluşturan enzim miktarı olark tanımlandı. 

Örneklerdeki sfingomyelinaz aktivitesi nmol/dk/mL olarak verildi ve standart eğri 

yardımıyla belirlendi. 
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3.5. Sfingomyelin ve Seramid Ölçümü  

Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Kütle 

Spektrometri Laboratuarında, ultra-hızlı sıvı kromatografi (LC-20 AD UFLC XR,  

Shimadzu Corporation, Japonya) sistemine bağımlı LC/MSMS (LCMS-8040 

Shimadzu Corporation, Japonya) cihazı vardır. Bu sistemde grubumuz tarafından 

seramid ve sfingomyelin ölçümleri yapılmıştır.  

Electrospray ionizasyon kütle spektrometri:  

Seramid stok solüsyonu ve duterium işaretli internal standardı metanol içinde 

hazırlanacaktır. Ölçülecek ceramidler için optimize multiple reaction monitoring  

(MRM) metodu geliştirilmiştir (Bui ve ark, 2012). Bu metod ultra-hızlı sıvı 

kromatografi (LC-20 AD UFLC XR, Shimadzu Corporation, Japonya) sistemine 

bağımlı LC/MSMS (LCMS-8040 Shimadzu Corporation, Japonya) cihazında 

uygulanmaktadır. Kromatografik ayrımlar 60⁰C’de XTerra MS C18 Column (2.5 µm, 

2.1 mm X 50 mm) ile yapılmaktadır. Akış hızı 0.450 ml/dk. İnjeksiyon hacmi 10 ul'dir. 

Mobil faz A, Su/Asetonitril/ İsopropanol (80:10:10 v/v içinde 10 mM amonyum 

format); Mobil faz B Asetonitril/isopropanol (90:10 v/v içinde 10 mM amonyum 

format). Gradient: 0 dk %65 Mobil Faz B; 0-2 dk %65 Mobil Faz B; 2-7 dk %90 Mobil 

Faz B; 7-13 dk %90 Mobil Faz B; 13-15 dk %100 Mobil Faz B; 15-16 dk %65 Mobil 

Faz B; 16-18 dk %65 Mobil Faz B. Sfingomyelin ve seramidler için kalibrasyon aralığı 

0-1000 ng/ml linear kalibrasyon aralığında optimize edilecek ve örnek ölçüm süresi 18 

dk olacaktır. Pozitif elektro-sprey-iyonizasyon (ESI) modunda ölçüm yapılacaktır. 

Tablo 3.1. Analiz edilen sfingolipidler için ana ve ürün iyonlar.   

          Ana iyon m/z           Ürün İyon m/z  

16:0 SM (d18:1/16:0)     703.30     184.20  

18:0 SM (d18:1/18:0)     731.40     184.20  

24:0 SM (d18:1/24:0)     815.50     184.20  

C16 Seramid (d18:1/16:0)    538.50     264.40  

C16 Seramid (d18:1/16:0)*IS  554.30     264.30  

C18 Seramid (d18:1/18:0)      566.30     264.40  

C20 Seramid (d18:1/20:0)     594.60     264.50  

C22 Seramid (d18:1/22:0)     622.60     264.40  

C24 Seramid (d18:1/24:0)    650.40     264.30  
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16:0 SM (d18:1/16:0), N-palmitoyl-Derythro sphingosylphosphorylcholine  

18:0 SM (d18:1/18:0), N-stearoyl-D-erythro-sphingosylphosphorylcholine  

24:0 SM (d18:1/24:0), N-lignoceroyl-D-erythro sphingosylphosphorylcholine  

C16 Ceramide (d18:1/16:0), N-palmitoyl-D-erythro-sphingosine  

C18 Ceramide (d18:1/18:0), N-stearoyl-D-erythro-sphingosine C20 

Ceramide (d18:1/20:0), N-arachidoyl-D-erythro-sphingosine  

C22 Ceramide (d18:1/22:0), N-behenoyl-D-erythro-sphingosine  

C24 Ceramide (d18:1/24:0); N-lignoceroyl-D-erythro-sphingosine  

LC-MS/MS için örnek hazırlanması:  

1. 500 μl örneğe, 1 ug/ml internal standart  

2.Üzerine 375 μl kloroform/metanol (1:2 v/v) ilave edilir.   

3.Örnekler 30 sn sonike edilir.  

4.100 distile su ilave edilir.  

5.Örnekler 5 dk vortekslenir.  

6.Oda ısısında 30 dk bekletilir.  

7. 2000g’de 5 dk santrifüj edilir. 

8. Süpernatant alınır.  

9.125 kloroform ve 125 μl distile su ilave edilir.  

10. Vortekslenir ve 30 dk oda ısısında bekletilir.  

11. Yaklaşık 500 μl üst-organik tabaka temiz tübe aktarılır ve azot altında uçurulur.  

12. Örnek 100 μl metanolde:formik asit (99.9:0.1) çözünür ve viallere konur.  

3.6. İmmünohistokimyasal Boyama  

Alınan KC dokuları %10 formalin tampon solüsyonunda fikse edildikten sonra 

transvers düzlemde kesildi. Dokular fosfat tamponunda yıkandıktan sonra parafinde 

bloklanarak 4-μm kesitler alındı. Peroksidaz boyaması için kesitler deparafinize edildi, 

rehidrasyondan sonra Tris tamponunda yıkandı. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke 

etmek için kesitler %3 hidrojen peroksit ile 5 dk muamele edildi. Primer antikor 

uygulaması 60 dk 25⁰C’de tavşan poliklonal antikor GRP78 (1:100, #ab53068 Abcam, 

Cambridge, MA, USA) ile gerçekleştirildi. Doku kesitlerinde sekonder antikor olarak 

biyotinle işaretli antikor kullanıldı ve reaksiyon strepdoavidin-peroksidaz konjugatı ile 

gerçekleştirildi. 30 dakika sekonder antikor inkübasyonundan sonra 0.1 mM, pH 7.6 

tris fosfat tamponu içerisinde 3,3diaminobenzidin tetrahidroklorid ve 50 ul % 30 

hydrojen peroksit solüsyonu ilave edilerek renk oluşumu ışık mikroskobisi ile 

gözlendi.  Dokuda görülen boyanma morfometrik analiz ile quantifiye edildi. İmmüno-

boyanma skoru pozitif boyanan hücrelerin yüzdesine ve boyanma şiddetine göre 
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belirlendi. Pozitif boyanan hücrelerin yüzde skoru 0= %5’den az hücre/40x büyütme 

alanı; 1= %5-30 arası hücre/ 40x büyütme alanı; 2= %30-50 hücre/40x büyütme alanı 

3= %50’den fazla hücre/ 40x büyütme alanı. Boyanma şiddetinin skoru 0=hiç boyanma 

yok; 1=hafif boyanma var (soluk kırmızı kahve); 2= orta derecede boyanma var 

(kırmızıkahverengi); 3= kuvvetli boyanma var (koyu kırmızı-kahverengi). Bakılan her 

kesit için toplam immünoboyanma skoru her iki skorun toplamından elde edildi. Elde 

edilen skorların istatistiksel analizi Sigma Stat (version 2.03) software programı ile 

yapıldı.  

3.7. Elektron Mikroskopi  

Bir mm3 trimlenmiş doku örnekleri 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7,3) hazırlanmış % 

2,5 ’luk gluteraldehit içinde +4 derecede 2 saat fiske edildi. Üç kez 10’ar dakika 0.1 M 

fosfat tamponunda (pH:7,3) yıkanarak fazla fiksatif dokudan uzaklaştırıldı. Daha sonra 

örnekler 0.1 M fosfat tamponunda (pH:7,3) hazırlanmış %1 osmium tetroxide içinde 2 

saat ikincil fiksasyona tabii tutuldu. Üç kez 10’ ar dakika 0.1 M fosfat tamponunda 

(pH:7,3) yıkama yapıldıktan sonra örnekler %30, %50,%70 etil alkol solüsyonlarında 

+4 derecede dehidrate edildi. Örnekler % 75 etanol içinde hazırlanmış uranil asetat 

çözeltisinde +4 derecede bloke edildi ve sonrasında. %80, %90, %96, %100 etil alkol 

solüsyonlarında, + 4 derecede, sekonder dehidratasyon yapılarak dokudan su tamamen 

uzaklaştırıldı. Örnekler 2 kez 10’ ar dakika propilenoksit solüsyonunda +4 derecede, 

ardından 1 gece 1:1 oranında hazırlanmış araldit/ propilenoksit karışımında inkübe 

edildi. Polimerizasyonu takiben plastikleşen doku bloklarından ultramikrotomda 1 

mikron kalınlıkta yarı ince kesitler lam üzerine alınarak Toluidin mavisiyle boyandı. 

Işık mikroskobunda hedef alan belirlenerek ultra ince kesit alındı. 30-70 nanometre 

kalınlıkta ultra ince kesitler formvar ile kaplanmış nikel gridlere alınarak, immünogold 

boyama yapıldı. Primer antikor olarak poliklonal tavşan anti-GRP 78 antikoru 1:100 

dilüsyonda (Cayman, Ann Arbor, MI) ve anti-CHOP (1:200, Santa Cruz, CA) sekonder 

antikor olarak da 25 nm gold partiküller ile konjuge goat-anti rabbit IgG 1:100 

dilüsyonda (Aurion, EMS, Netherlands) kullanıldı. Kontraslama kurşun sitrat/uranil 

asetat ile yapılarak elektron mikroskobik (LEO 906E, Oberkochen, Almanya) 

inceleme gerçekleştirildi.  

3.8. Western blot analizi  

Çıkarılan KC dokuları sıvı nitrojen içerisinde hemen donduruldu. Bu dokular daha 

sonra 4°C’de homojenizasyon tamponu icerisinde (50 mM K2HPO4, 80 μM leupeptin, 
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2.1 mM Pefabloc SC, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 μg ml-1 aprotinin, pH 

7.4) homojenize edildi. Homojenatlar 23,000 x g’de 40 dk, 4˚C’da santrifüj edildi ve 

elde edilen süpernatanlarda protein konsantrasyonu 595 nm’de Coomassie reaktifi 

kullanılarak belirlendi. Bu ölçümde bovin serum albumini de standard olarak 

kullanıldı. Elde edilen protein homojenatı Laemli tamponu ile 1:2 oranında karıştırıldı, 

%9’luk poliakrelamid jele tatbik edilerek elektroforetik ayrım sağlandı. Jelde ayrılan 

proteinler, selüloz asetata transfer edilerek western blot analizi gercekleştirildi. Primer 

antikor olarak tavşanlarda geliştirilmiş GRP78 (1:300, #ab53068 Abcam, Cambridge, 

MA, USA), CHOP (1:200, # sc-575, Santa Cruz Biotechnology Inc. USA) fosfo-NF-

kB p65 (Ser536) (0.5 mg/ml, Abcam, Cambridge, MA) ve aktin (1:1000, cytoskeleton 

Inc. Denver, CO) antikoru, sekonder antikor olarak da HRP-bağlı anti-tavşan antikoru 

kullanıldı (1:10,000; Zymed Laboratories, San Francisco, CA). Elde edilen membran, 

radyografik olarak görüntülendi. Görüntülenen protein bantları tatbik edilen standart 

doğrultusunda moleküler ağırlıkları itibariyle değerlendirildi. İmmünoreaktif 

proteinler kemilüminesans ECL reaktifi ile görüntülendi (Amersham Pharmacia 

Biotech, Buckinghamshire, UK). Tüm western blotlar NIH ImageJ 1.44p software 

programı kullanılarak dansitometrik olarak analiz edildi.  

3.9. RNA Ekstraksiyonu  

Karaciğer dokusundan total RNA AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kiti 

(Axygen Biosciences, Union City, CA) kullanılarak elde edildi. Pürifiye edilen RNA 

konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 260 nm'de belirlendi. RNA 70 µl TE 

tamponunda [10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA (pH 7.5)] çözündü. 10 µl RNA 490  

µl distile su ile 1:50 oranında dilüe edildi. Dilüe RNA örneği 260 ve 280 nm'de ölçüldü. 

260 nm'de 1 ünite abzorbans 40 µg/ml RNA'ya eşdeğer kabul edildi. Gerçek zamanlı 

PCR (Q-RT-PCR) analizinden önce RNA örnekleri RNase içermeyen su ile final 

konsantrasyonu 120 ng/µl olacak şekilde ayarlandı.  

3.10. Primer-Probe Düzenlenmesi ve Optimizasyonu  

Tüm mRNA sekansları için GenBankası kullanıldı. Primer ve probe düzenlenmesi 

Oligoware 1.0 software ile yapıldı (Yapar ve ark, 2005) ve Alpha DNA (Montreal, 

Quebec, Kanada) tarafından sentez edildi. Çalışmada kullanılan pirmer ve probelar 

tablo 3.2.'de verilmiştir. Q-RT-PCR one-run RT PCR kiti (SNP Biyoteknoloji, Ankara, 

Türkiye) kullanılarak yapıldı. Primer konsantrasyonlarının optimizasyonu ileri ve geri 

primerlerin farklı konsantrasyonları denenerek yapıldı. Maksimum DRn (bazal ve 
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maksimum floresan arasındaki fark) veren minimum primer miktarları kullanıldı. 

Optimum probe konsantrasyonu optimum primer konsantrasyonları kullanılarak farklı 

probe miktarlarıyla yapılan deneyler sonucunda belirlendi. En düşük Ct (threshold 

cycle; amplifiye edilen hedefin sabit bir eşik değere geldiği fraksiyonel siklus sayısı) 

değerini veren probe konsantrasyonu kullanıldı. Optimize edilen tampon içeriği: 18.3 

µl one run mix, 1.1 µl primer mix (10 pmol), 1.1 µl probe (5 pmol), ve 0.3 µl 

RT/hotstart Taq mix. Total RNA 5 µl olarak ilave edildi ve doku mRNA'sı ölçüldü. Q-

RT-PCR deneyleri Mx3000p Multiplex Quantitative PCR sisteminde yapıldı 

(Stratagene, La Jolla, CA). Siklus durumu: Basamak (1), 30 dk 50 °C; Basamak (2), 

10 dk 95°C; ve 40 siklus Basamak (3), 15 saniye 95 °C ve 1 dk 60 °C. Kontrol olarak 

yapılan deneylerde şablon yokluğunda amplifikasyonun olmadığı görüldü.  
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Tablo 3.2. Q-RT-PCR deneyleri için kullanılan primer ve probelar  

  

3.11. Kuantitatif PCR Analizi  

Mx3000P analiz sistemi için geliştirilen MxPro QPCR Software kullanılarak 

amplifikasyonun log-linear fazı izlendi ve her RNA örneği için Ct değerleri elde edildi. 

Tüm deneyler 3 tekrarlı yapıldı ve her gen için mRNA düzeyleri 18S ribozomal RNA 

(rRNA) ile orantılanarak kat değişim olarak verildi. 2¯(∆∆ct) (Monsinjon ve ark, 2001). 

Analiz edilen genlerin mRNA düzeyleri kontrol grubuna göre aşağıda verilen 

denkleme göre hesap edildi.  

Kat değişim=  2¯(∆∆ct) 

∆Ct= (Ct hedef-Ct 18S rRNA)  

∆∆ Ct=∆ Ct deney grubu-∆ Ct kontrol  

3.12. Nüklear Faktör Kappa-B İmmünoassay  

Doku örneklerinde NF-kB düzeylerini ölçmek için ELİSA kiti kullanıldı (Invitrogen 

cat#KHO0371, Frederick, MD). Dokular hücre ekstraksiyon tamponu içerisinde 

homojenize edildi ve buz üzerinde 30 dk. bekletildi. 10,000 g'de 30 dk. 

santrifügasyondan sonra süpernatantlar temiz tüplere aktarılarak NF-kB miktarı 

belirlendi. Miktarı bilinen NF-kB standartlarının 450 nm'deki abzorbans değerleri 

kullanılarak elde edilen eğriden örnekteki NF-kB protein miktarı hesap edildi. 

3.13. TUNEL Analizi 

Karaciğer dokularında apoptotik hücreler parafin kesitlerde terminal deoksinükleotid 

transferaz (TdT) FragEL DNA fragmantasyon kiti (Oncogene, Boston, MA) ile 

belirlendi. Apotozis’in en tanımlayıcı özelliği DNA fragmantasyonunun olmasıdır. Bu 

  



26  

  

yöntemde, ortama ilave edilen terminal deoxynucleotidyl transferaz (TdT), fregmante 

DNA’nın 3’-OH uçlarına biotin işaretli deoxynükleotid ilave eder. Daha sonra ortama 

streptavidin-horseradish peroksidaz (HRP) konjugatı ilave edilerek biotinlenmiş 

nükleotidler bağlanır. Ortama ilave edilen diaminobenzidin ile renk oluşumunun 

belirlenmesi apoptotik hücrelerin saptanmasını sağlar. 

3.14. Doku Örneklerinde Mitokondrial ve Sitozolik Fraksiyonların Ayrımı  

Bir gram KC doku örneği 5 ml tampon [1 mM EGTA, 250 mM sukroz, %1 proteaz 

inhibitör karışımı Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 20 mM HEPES (pH 7.2)] içerisinde 

homojenize edildi. Homojenat 1500 g'de 4°C'de 5 dk santrifüj edildi.  Süpernatant 

alınarak 10,000 g'de 4°C'de 15 dk santrifüj edildi. Elde edilen mitokondrial çöküntü 

aynı tampon içerisinde homojenize edilerek saklandı.  10,000 g'de elde edilen 

süpernatant tekrar 40,000 g'de 30 dk santrifüj edilerek sitozolik fraksiyon elde edildi. 

Mitokondrial ve sitozolik fraksiyonların miktarı 20 µg protein olacak şekilde sitokrom 

c western blot analizi için kullanıldı. Sitokrom c western blot analizi için primer antikor 

olarak fare monoklonal anti-sitokrom c antikoru (1:200, ab13575, Abcam, Cambridge, 

MA) kullanıldı. İmmünoblotlarda sitokrom c 15kDa'luk bantlar olarak gözlendi.  

3.15. Cytochrome c Protein Miktarının Tayini   

Homojenize doku örneklerinde sitokrom c miktarını belirlemek için ELİSA kiti 

kullanıldı (#ab110172, Abcam, Cambridge, MA). Doku örnekleri 5 ml soğuk fosfat 

tamponu (PBS, pH 7.4) içerisinde homojenize edildi. Homojenize edilen örnekler 

10,000 g'de 20 dk. 4 °C'de santrifüj edildi. Elde edilen süpernatantda sitokrom c miktarı 

ölçüldü. Süpernatantların protein konsantrasyonu 10 µg/ml olacak şekilde ayarlandı ve 

kit prospektüsüne göre çalışıldı. Kontrol örnekleri referans olarak alındı. Örneklerdeki 

sitokrom c kuyucuklar içinde antikor yardımıyla tutuldu ve HRP konjuge sitokrom-c 

antikoru kullanılarak ölçüm yapıldı. 600 nm'de oluşan mavi renk kinetik olarak okundu 

ve abzorbans değişimi ( ∆OD/dk) kon göre % olarak verildi.  

3.16. Kaspaz Aktivitesinin Ölçümü  

Karaciğer dokusunda kaspaz-3 (Catalog No. APT165, Chemicon International), 

 kaspaz-8 (Catalog No. APT129, Chemicon International) ve kaspaz-9 (Catalog No.  

APT173, Chemicon International) ölçümleri kit ile yapıldı. 

Kit ile gelen hücre lizat tamponu (5ml 5X) 1X olacak şekilde dilüe edildi. Dokulara 

200 µl hücre lizat tamponu ilave edildi. 5 dk 10,000 x g’de santrifüj edildi. Elde edilen 
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süpernatantlarda kaspaz enzim aktiviteleri belirlendi. Kaspaz enzimleri DEVD amino 

asit dizilimini tanırlar [D, Aspartik asit-Aspartat; E, Glutamik asit- Glutamat; V, Valin; 

D, Aspartik asit-Aspartat]. DEVD- p-nitroanilin (pNA) substratını parçalayarak 

pNA’nın açığa çıkmasını sağlarlar. Serbest pNA 405 nm’de abzorbans verir. Elde 

edilen sonuçlar kontrolün katı şeklinde rapor edilir.  

3.17. Protein Ölçümleri  

Tüm örneklerde protein konsantrasyonu 595 nm’de Coomassie reaktifi kullanılarak 

belirlendi (Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Bu ölçümde bovine serum 

albumini de standard olarak kullanıldı.  

3.18. İstatistiksel Analiz  

Tüm verilerin istatistiksel analizi SigmaStat statistical software version 2.0 ile 

yapılmıştır. Her ölçüm için uygulanan ayrıntılı istatistiksel yöntem şekil ve tablo alt 

yazılarında verilmiştir.  
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4.BULGULAR  

4.1. Karaciğer Hasarı  

Her deney grubundan temsili bir mikroskobik görüntü şekil 4.1A'da gösterilmiştir. 

Karaciğer hasarının histopatolojik skorlaması tablo 4.1'de verilmiştir. Konjesyon, 

intraselüler ödem ve total histopatolojik skor IR, GW+IR ve DMSO IR gruplarında 

kontrol, GW, sham ve DMSO gruplarına göre anlamlı olarak artış gösterdi. Plazma 

ALT seviyeleri de tüm IR gruplarında anlamlı olarak artmıştı (şekil 4.1B).  

 

Şekil 4.1. Karaciğer kesitlerinin hematoksilen eozin boyanması ve plazma ALT aktivitesi. A) Her deney 

grubundan temsili bir mikroskobik görüntü. Büyütme: 20×. CV, santral ven; IR, iskemireperfüzyon; 

GW, GW 4869 tedavisi verilen grup; DMSO, dimetil sulfoksid verilen grup. Bar, 200 µm. B) Tüm 

değerler ortalama ± SEM. n= 8-10. İstatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yönlü varyans analizi ile 

yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile belirlendi. *, p<0,05 kontrol, sham, GW ve DMSO 

grupları ile kıyaslandığında.  
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Tablo 4.1. Karaciğer kesitlerinin histopatolojik skorlaması.  

  

Değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. IR, iskemi-reperfüzyon; GW, GW 4869 tedavisi alan grup; 

DMSO, dimetil sulfoksit verilen grup. İstatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yönlü varyans analizi ile 

yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile belirlendi.. *, p<0.05 kontrol, sham, GW ve DMSO 

grupları ile kıyaslandığında.  

4.2. Karaciğer N-SMase Aktivitesi, Sfingomyelin ve Seramid Düzeyleri  

Karaciğer N-SMase aktivitesi IR ve DMSO+IR gruplarında kontrol, GW, sham ve 

DMSO gruplarına göre anlamlı olarak yüksekti (şekil 4.2A). Spesifik NSMase 

inhibitörü ile tedavi GW+IR grubunda N-SMase aktivitesini düşürdü. GW+IR, 

kontrol, sham ve DMSO grupları arasında N-SMase enzim aktivitesi anlamlı bir 

değişim göstermedi. GW ve GW+IR grupları arasında N-SMase aktivitesi anlamlı 

ölçüde farklılık gösterdi. Karaciğer dokusunda sfingomyelin ve seramid düzeyleri şekil 

4.2B ve şekil 4.2C'de verilmiştir. Selektif N-SMase inhibitörü  

GW4869 1.25 mg/kg dozunda karaciğer dokusunda sfingomyelin ve seramid 

düzeylerinde anlamlı bir değişiklik oluşturmadı. Seramid düzeyleri IR ve DMSO+IR 

gruplarında kontrol, GW, sham, DMSO ve GW+IR gruplarına göre anlamlı olarak artış 

gösterdi. N-SMase ile tedavi tüm IR gruplarında seramid düzeylerini anlamlı olarak 

azalttı. Sfingomyelin düzeyleri tüm IR gruplarında kontrol, sham, DMSO ve GW 

gruplarına göre anlamlı olarak artış gösterdi.  
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Şekil 4.2. Sfingomyelinaz aktivitesi ve sfingolipid ölçümü. IR, iskemi–reperfüzyon; GW, GW 4869 

tedavisi verilen grup; DMSO, dimetil sulfoksid verilen grup. A) Sfingomyelinaz aktivitesi. Tüm 

değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. n=8-10. İstatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yönlü varyans 

analizi ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile belirlendi.*, p<0,05 Kontrol, Sham, GW 

ve DMSO grupları ile karşılaştırıldığında. **, p<0,05 GW grubu ile karşılaştırıldığında. B) Karaciğer 

seramid düzeyleri. Tüm değerler ortalama ± SEM olarak verildi. n=8-10. İstatistiksel analiz Kruskal-

Wallis tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile belirlendi.*, 

p<0,05 kontrol, sham, DMSO, GW ve GW+IR grupları ile karşılaştırıldığında. C) Karaciğer 

sfingomyelin seviyeleri. SM; sfingomyelin. Tüm değerler ortalama ± SEM olarak verildi. n=8-10. 

İstatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık 

Dunn's testi ile belirlendi.*, p<0,05 kontrol, sham, DMSO ve GW grupları ile karşılaştırıldığında.  

4.3. Karaciğer ER Stresi Biyobelirteçleri  

İskemi-reperfüzyon hasarı ER stresi biyobelirteçlerinde anlamlı bir artış sağladı. 

Glukoz-regüle protein 78 ekspresyonu anlamlı olarak KC dokusunda arttı. Tüm IR 

gruplarında perisantral hepatositlerde pozitif immünoboyama gözlendi (şekil 4.3A). 

İmmünoboyanma kontrol, DMSO, GW ve sham gruplarında belirgin değildi. Pozitif 

boyanan hücrelerdeki boyanma yüzdesi ve şiddetine göre elde edilen immünoboyama 

skorları IR, GW+IR ve DMSO+IR gruplarında kontrol, sham, GW ve DMSO 

gruplarına göre istatistiksel artış gösterdi (şekil 4.3B).  Karaciğer IR hasarında GW 

tedavisinin ER stresi biyobelirteçlerine etkisi hepatik yapının elektron mikroskobik 
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incelemesi ile de belirlendi. GRP78 ve CHOP'un hücresel lokalizasyonunu belirlemek 

için immünoelektron mikroskopi yapıldı. Karaciğer dokusunun elektron mikroskopisi 

hücresel hasarı, mitokondrial şişmeyi ve pürtüklü ER yapılarının hasarını gösterdi 

(şekil 4.4A).  Altın nanopartiküllerle işaretli GRP78, tüm deney gruplarında ER 

membranında gözlendi. IR gruplarında ise ağırlıklı olarak ER lümeninde ve hücre 

sitoplazmasında görüldü. Altın nanopartiküllerle işaretli CHOP tüm deney gruplarında 

ağırlıklı olarak hücre çekirdeğinde ve sitoplazmasında gözlendi. IR gruplarında altın 

nanopartiküllerle işaretli GRP78 ve CHOP kontrol, sham, GW ve DMSO gruplarına 

göre anlamlı bir artış gösterdi. Western blot analizi de tüm IR gruplarında GRP78 ve 

CHOP'un kontrol, sham, GW ve DMSO gruplarına göre anlamlı olarak arttığını 

gösterdi. (şekil 4.4B, şekil 4.4C ve şekil 4.4D). KC IR hasarında N-SMase inhibitörü 

ile tedavi analiz edilen ER stresi biyobelirteçlerinde anlamlı bir azalma oluşturmadı. 

Tüm IR gruplarında görülen GRP78 ve CHOP mRNA düzeylerindeki artış protein 

seviyelerinde görülen yüksekliği doğruladı (şekil 4.4E).   

 

Şekil 4.3. Karaciğer dokusunda GRP78 immünoboyaması. A) Her deney grubundan temsili bir 

mikroskobik görüntü. Büyütme: 20×. CV, santral ven; IR, iskemi-reperfüzyon; GW, GW 4869 tedavisi 

verilen grup; DMSO, dimetil sulfoksid verilen grup. Bar, 200 µm. B) GRP78 immünoboyama skorları. 

Değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. n=4-5. İstatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yönlü varyans 

analizi ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile belirlendi.*, p<0.05 kontrol, sham, GW 

ve DMSO grupları ile karşılaştırıldığında.  



32  

  

  

Şekil 4.4. Endoplazmik retikulum stresi biyobelirteçleri. A) Her deney grubundan temsili karaciğer 

dokusu elektron mikroskobi görüntüleri. N, nukleus. Oklar altın nanopartikülleri ile işaretli GRP78 ve 

CHOP proteinlerini göstermekte. Beyaz bar 2 μm. B) GRP78 ve CHOP western blot analizi. C) GRP78 

protein bantlarının ImageJ software ile dansitometrik analizi D) CHOP protein bantlarının ImageJ 

software ile dansitometrik analizi.  Sunulan veriler 3 farklı deneyden elde edilmiştir. Tüm değerler 

ortalama ± SD olarak verilmiştir. İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA analizi ile yapılmış, gruplar 

arasındaki farklılık Tukey testi ile değerlendirilmiştir. *, p<0.05 kontrol, sham, DMSO ve GW grupları 

ile karşılaştırıldığında. E) Karaciğer GRP78 ve CHOP mRNA düzeyleri. Değerler kat değişim (2¯∆∆ Ct) 

şeklinde hesaplanmış, ortalama ± SD olarak verilmiştir. n=3. İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA 

analizi ile yapılmış, gruplar arasındaki farklılık Tukey testi ile değerlendirilmiştir. *, p<0.001 sham, 

DMSO ve GW grupları ile karşılaştırıldığında. 

4.4. NF-kB p65 Protein Düzeyleri  

Deney gruplarında ölçülen NF-kB protein düzeyleri anlamlı bir değişim göstermedi 

(şekil 4.5A). Ancak, IR ve DMSO+IR gruplarında fosforile NF-kB p65 düzeyleri 

anlamlı olarak artış gösterdi. Bu durum, IR hasarının KC dokusunda NFkB 

aktivasyonuna neden olduğunu gösterdi (şekil 4.5B ve şekil 4.5C). İskemireperfüzyon 

hasarında N-SMase inhibitörü ile tedavi fosforile NF-kB p65 düzeylerini IR ve 

DMSO+IR gruplarına göre anlamlı olarak azalttı.  
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Şekil 4.5. Karaciğer NF-kB p65. A) NF-kBp65 protein seviyeleri. Değerler ortalama ± SD olarak 

verilmiştir. n=8-10. B) Fosforile NF-kB p65 (Ser536) western blot analizi. C, kontrol; S, sham; DMSO, 

dimetil sulfoksit verilen grup; GW, GW 4869 verilen grup; IR, iskemi-reperfüzyon grubu. C) Protein 

bantlarının dansitometrik analizi ImageJ software programı ile yapıldı. Sunulan veriler 3 farklı deneyden 

elde edilmiştir. Tüm değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA 

analizi ile yapılmış, gruplar arasındaki farklılık Tukey testi ile değerlendirilmiştir.*, p<0.05 kontrol, 

sham, DMSO, GW ve GW+IR grupları ile kıyaslandığında. 
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4.5. Apoptozis  

Şekil 4.6A her deney grubunda temsili bir KC TUNEL boyamasını göstermektedir. 

Koyu kahverengi hücreler ve piknotik nukleus apoptozis varlığını gösterir ve tüm IR 

gruplarında perisantral hepatositlerde gözlenmiştir. TUNELpozitif olan hücreler 

KC'de quantifiye edildi (Şekil 4.6B). Karaciğer TUNEL boyaması tüm IR gruplarında 

kontrol, DMSO, GW ve sham gruplarına göre anlamlı bir artış gösterdi. İskemi-

reperfüzyon hasarında N-SMase inhibitörü ile tedavi IR ve DMSO+IR gruplarına göre 

anlamlı olarak apoptotik hücre yüzdesini azalttı.  

4.6. Sitokrom c Protein Miktarı   

Sitozolik sitokrom c (cyt c) protein miktarı IR ve DMSO+IR gruplarında kontrol, 

DMSO, GW ve sham gruplarına göre anlamlı bir artış gösterdi (Şekil 4.6C). İskemi-

reperfüzyon hasarında N-SMase inhibitörü ile tedavi sitozolik sitokrom c miktarında 

azalma sağladı. GW +IR grubu ile kontrol, DMSO, GW ve sham grupları arasında 

sitokrom c miktarı farklılık göstermedi.    

4.7. Kaspaz Aktivitesi  

IR ve DMSO +IR gruplarında kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitesi kontrol, DMSO, GW ve 

sham gruplarına göre anlamlı olarak yüksekti. (Şekil 4.6D). İskemireperfüzyon 

hasarında N-SMase inhibitörü ile tedavi tüm ölçülen kaspaz aktivitelerinde azalma 

sağladı. GW +IR grubu ile kontrol, DMSO, GW ve sham grupları arasında tüm kaspaz 

aktiviteleri farklılık göstermedi.  
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Şekil 4.6. A) Karaciğer TUNEL boyaması. Her deney grubundan temsili karaciğer dokusu mikroskobi 

görüntüleri. CV, santral ven; IR, iskemi-reperfüzyon; GW, GW 4869 verilen grup; DMSO, dimetil 

sulfoksit verilen grup. Bar 200 μm. B) Karaciğerde apoptotik hücre yüzdesi. Hücreler her kesitde 5 

büyütme alanında (HPF, 40X) sayıldı. Apoptotik hücre oranı sayılan total hücre sayısına göre belirlendi. 

Tüm değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. n= 5. İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA analizi ile 

yapılmış, gruplar arasındaki farklılık Tukey testi ile değerlendirilmiştir.*, p<0,001 kontrol, sham, 

DMSO, GW ve GW+IR grupları ile kıyaslandığında. **, p<0,001 kontrol, sham, DMSO ve GW grupları 

ile kıyaslandığında. #, p˂0,001 kontrol, sham, DMSO ve GW grupları ile kıyaslandığında. C) Sitokrom 

c protein miktarı. Tüm değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. n=8-10. Sitozolik fraksiyonda bulunan 

Cyt c, kontrol grubuna göre oranlanarak verilmiştir. 600 nm'deki abzorbans değişimi ∆OD/dk olarak 

Kruskal-Wallis tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile 

belirlendi. *, p<0,05 kontrol, sham, DMSO ve GW grupları ile kıyaslandığında. D) Blotların bant 

yoğunluğu, ImageJ yazılımı (NIH, Bethesda, MD) tarafından belirlendi. Tüm değerler ortalama ± SD 

olarak verilmiştir. n=8-10. İstatistiksel analiz tek yönlü varyans analizi ile yapıldı. Gruplar arası farklılık 

Holm- Sidak yöntemi ile yapılmıştır. *, p<0,05 kontrol, sham, DMSO, GW ve GW+IR grupları ile 

kıyaslandığında. E) Sitokrom c protein miktarı. Tüm değerler ortalama ± SD olarak verilmiştir. n=8-10. 
Karaciğer dokusunun sitosolik fraksiyonlarındaki Cyt c, kontrol grubuna göre oranlanarak verilmiştir. 

600 nm'de absorbanstaki değişimi ∆OD / min olarak verilmiştir. İstatistiksel analiz tek yönlü varyans 
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analizi ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile belirlendi. *,p<0,05 kontrol, sham, DMSO 

ve GW grupları ile kıyaslandığında. F) Kaspaz Aktivitesi. Tüm kaspaz ölçümleri için değerler ortalama 

± SD olarak verilmiştir. n= 8-10. Kaspaz değerleri için istatistiksel analiz Kruskal-Wallis tek yönlü 

varyans analizi ile yapıldı. Gruplar arasındaki farklılık Dunn's testi ile belirlendi *, p<0,05 kontrol, 

sham, DMSO ve GW grupları ile kıyaslandığında.  
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5.TARTIŞMA  

Seramid, IR'ye bağlı oluşan mitokondrial hasarda önemli bir rol oynar (Novgorodov 

ve Gudz, 2009). Bu nedenle son yıllarda KC hastalık modellerinde sfingolipid sinyal 

iletisi üzerindeki çalışmalar artmıştır (Mari ve Fernandez, 2007). Tez çalışmamızda 

hepatik IR hasarında N-SMase inhibisyonunun apoptotik sinyalizasyon üzerindeki 

regülatuar etkisini gösterdik.  

Yapılan araştırmanın sonuçları literatürde ilk kez rapor edilmiştir. Tezimizde, lobar 

ılık hepatik iskemi modelini kullanarak SMase inhibisyonunun ER stresi 

biyobelirteçleri, NF-kB p65 aktivasyonu, apoptozis, sitokrom c salınımı ve kaspaz 

aktivitesi üzerindeki etkilerini inceledik. Verilerimiz N-SMase inhibisyonunun ER 

stresi üzerinde etkili olmadığını ancak apoptozisi azalttığını gösterdi.  

Ilık KC IR modelinde serum ALT aktivitesinde anlamlı bir artış görüldü. Serum ALT 

aktivitesinde görülen anlamlı artış KC hasarının varlığına işaret eder (Ozer ve ark, 

2008) ve bu nedenle kullanılan sıçan modelindeki KC hasarı varlığını doğrular (şekil 

4.1). Karaciğer kesitlerinin patolojik değerlendirmesi de KC IR hasarını göstermiştir 

(table 4.1) ve bu nedenle artmış serum ALT aktivitesi ile uyumludur. N-SMase 

inhibisyonu ALT aktivitesini ve histopatolojik KC hasarını anlamlı olarak 

değiştirmedi. ALT aktivitesi KC dokusunda çok yüksektir ve dokudan salınan az 

miktardaki enzim dolaşımdaki aktivitede anlamlı bir yükselişe neden olabilir. 

İskemi-reperfüzyon hasarı kontrol gruplarına göre hepatik N-SMase aktivitesinde ve 

doku seramid düzeylerinde anlamlı bir artışa neden olmuştur. Bu veriler, ılık KC IR 

modelinde görülen N-SMase aktivite artışı ile uyumludur (Unal ve ark, 2016). 

Çalışmamızda kullanılan N-SMase dozu (1.25 mg/kg/gün) hepatik dokuda N-SMase 

aktivitesini inhibe etmek için yeterliydi (şekil 4.2A). Daha önceki çalışmaları doğrular 

şekilde (Tabatadze ve ark, 2010), verilen dozdaki selektif N-SMase inhibitörü 

(GW4869) sağlıklı KC dokusunda sfingomyelin ve seramid miktarında anlamlı bir 

değişiklik oluşturmadı (şekil 4.2B ve 4.2C). Selektif N-SMase inhibitörü olan 

GW4869 hücre geçirgenliğine sahiptir ve nötral sfingomyelinaz enzimini non-

kompetitif olarak inhibe eder (IC50=1μM). GW4869 asit sfingomyelinaz enzimini 

etkilemez (Luberto ve ark, 2002). Nötral sifingomyelinaz enzimi hücresel stres 
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durumunda aktive olabilir ve membran sfingomyelinlerinden seramid oluşumuna 

neden olur. Seramid, sinyal iletisi oluşturabilir veya sfingosin-1-fosfata dönüşür.  

ER stresi ile ilişkili proteinler GRP78 ve CHOP IR hasarına uğramış tüm KC 

dokularında yükseldi. Bulgularımız, KC IR hasarında artmış ER stresi olduğunu rapor 

eden çalışmalarla uyumludur (Zhou ve ark, 2016) Artmış GRP78 protein seviyeleri ER 

stresi varlığını gösteren ve iyi bilinen bir biyobelirteçtir (Ni ve ark, 2011). Şekil 5.1'de 

gösterildiği gibi normal fizyolojik şartlarda GRP78 ER lümeninde şaperon gibi çalışır 

ve bir kısmı PKR-benzeri ER kinaz'a (PERK) bağlanır. Katlanmamış proteinlerin 

varlığında GRP-78 PERK'den ayrılır ve katlanmamış proteinlere bağlanarak ER 

homeostazisini sağlar (Ni ve ark, 2011). PERK'in GRP78'den ayrılması sonucunda 

PERK fosforile olarak ökaryotik başlama faktörü 2 alfa'yı (eIF2α) fosforile eder 

(Pfaffenbach ve Lee, 2011). Fosforile eIF2α mRNA translasyonunu baskılayarak total 

protein sentezini azaltır ve katlanmamış proteinlerin oluşturacağı hücre 

sitotoksisitesini engeller (Zhu ve Lee, 2015). Ancak, fazla veya uzamış ER stresi 

varlığında fosforile eIF2α, aktive edici transkripsiyon faktörü 4'ün (ATF4) 

mRNA'sının translasyonunu sağlar. ATF4 oluşumu CHOP genini aktive eder. CHOP 

bir transkripsiyon faktörü olarak proapoptotik genlerin aktivasyonunu ve antiapoptotik 

Bcl-2 geninin baskılanmasını sağlar (Li ve ark, 2012). Karaciğer IR hasarında N- 

SMase inhibisyonu GRP78 ve CHOP seviyelerini anlamlı olarak değiştirmedi. Bu 

durum, ER stresine bağlı hücre ölümünde N-SMase inhibisyonunun etkili olmadığını 

göstermiştir. (Şekil 4.3 ve 4.4). 

Karaciğer IR hasarında ER stresinin varlığı NF-kB aktivasyonuna sebebiyet verebilir 

(Şekil 4.5) (Lin ve ark, 2012) Uzamış ER stresi adaptasyon, stres ve apoptozis 

aşamalarından geçer. Adaptasyon sağlanamaz ise, ER stresi Nf-kB'yi aktive eder (Lin 

ve ark, 2012). Yakın zamanda retinal epitel hücrelerinde (RPE) yapılan çalışmalar ER 

stresinin NF-kB'nin aktivasyonuna ve hücre çekirdeğine geçmesine neden olduğunu 

göstermiştir (Kucuksayan ve ark, 2014). Çalışmamızda gözlemlediğimiz NF-kB'nin 

aktivasyonu, ER stresinin NF-kB aktivasyonuna neden olduğunu gösteren yayınlarla 

uyumludur (Pahl ve Baeuerle, 1995). İskemi-reperfüzyon hasarında N-SMase 

inhibisyonu fosforile NF-kB p65 seviyelerini düşürmüştür. RPE hücrelerinde de 

SMase aktivitesinin inhibisyonu benzer şekilde NF-kB aktivasyonunu baskılamıştır 

(Kucuksayan ve ark, 2014). 
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Karaciğer IR hasarında apoptozisin uyarılması (şekil 4.6) ER stresine bağlı hücre 

sinyalizasyonu ve seramide bağlı oksidatif/nitratif stresten kaynaklanabilir (Unal ve 

ark, 2016). Reaktif oksijen ve nitrojen türleri apoptozisi 2 ana yoldan regüle edebilir 

(Aslan ve ark, 2013). Tümör nekrozis faktör- α (TNF-α) ve Fas ligandının membran 

reseptörlerine bağlanması sonucunda kaspaz-8 aktivasyonu gerçekleşir ve ekstrinsik 

apoptotik yolak uyarılır.  

Strese bağlı mitokondrial sitokrom-c salınımı ise intrinsik apoptotik yolağı uyarır.  

Şekil 5.1'de gösterildiği gibi, salınan sitokrom c apoptotik proteaz aktive edici faktör1 

(Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile bir kompleks teşkil eder. Bu kompleks kaspaz-9'u aktif 

hale getirir. Hem intrinsik hem de ektrinsik apoptotik sinyal iletisi kaspaz-3'ün 

aktivasyonuna neden olur. Karaciğer IR hasarında kaspaz -3, -8 ve -9 aktivasyonunda 

anlamlı bir artış saptandı. N-SMase inhibisyonu sonucunda kaspaz aktivitelerinde 

anlamlı bir düşüş görüldü. Elde edilen veriler fazla miktarda seramid salınımının 

intrinsik apoptotik yolağı uyardığını düşündürmektedir. Daha önce belirtildiği gibi N-

SMase inhibisyonu ER stresine bağlı hücre ölümü yolağı üzerinde bir etki sağlamadı. 

Bu nedenle N-SMase inhibisyonuna bağlı görülen apoptotik hücre ölümündeki azalma 

seramid düzeylerindeki düşüşten kaynaklanmaktadır.   

  

Şekil 5.1. İskemi reperfüzyon hasarının nötral sfingomyelinaz aktivitesi, ER stresi ve apoptozis 

aktivitesi üzerindeki etkisi. Apaf-1, apoptotik proteaz aktive edici faktör-1; ATF4, aktive edici 

transkripsiyon faktör 4; CHOP, C/EBP-homolog protein; Cyt-c, sitokrom c; eIF2α, ökaryotik başlama 

faktörü 2 alfa; ER, endoplazmik retikulum; GRP78, 78 kDa glukoz-regüle protein; NSMase, nötral 
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sfingomyelinaz; p- eIF2α, fosforile ökaryotik başlama faktörü 2 alfa; PERK, PKR-benzeri ER kinaz; p-

PERK, fosforile PKR-benzeri ER kinaz.  
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6.SONUÇ ve ÖNERİLER  

Çalışmamız, KC IR hasarında hepatik N-SMase aktivitesinin, seramid düzeylerinin ve 

apoptozisin anlamlı şekilde arttığını göstermiştir. N-SMase inhibisyonu postiskemik 

KC'de anlamlı olarak apoptotik stresi azaltmıştır. N-SMase inhibisyonu yapan diğer 

ajanların keşfi ve çalışılması KC IR hasarının tedavi açısından önem teşkil eder. Bu 

ajanlar KC IR hasarında görülen hücre ölümünü azaltabilirler.  
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