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ÖZET 

Doktora Tezi 

BALB/C FARELERDE D-GALAKTOZAMİN/TÜMÖR NEKROZ 

FAKTÖR ALFA İLE OLUŞTURULAN KARACİĞER HASARINDA 

SİLMARİN VE NANOFORMLARININ, DNA, APOPTOSİS, NEKROSİS 

VE İNCE YAPI ÜZERİNDEKİ ETKİLERİ 

Mustafa CENGİZ 

Anadolu Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Danışman: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU 

2014, 121 Sayfa 

Silmarin karaciğer koruyucu ve antioksidan özelliğinden dolayı çeşitli 

nedenlerle oluşan karaciğer hasarının tedavisinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Ancak farmakokinetik çalışmalarda silmarinin dokuda uygunsuz dağılma, düşük 

çözünürlük ve barsakta çabuk bozulma gibi biyofarmasötik sınırlılıklarının olduğu 

rapor edilmiştir. Bu çalışmada, biyofarmasötik sınırlılıklarını azaltmak için D-

galaktozamin/tümör nekroz faktör alfa ile oluşturduğumuz deneysel karaciğer 

hasarı üzerine, sentezlediğimiz silmarin katı lipit nanoformulasyonunun karaciğer 

koruyucu etkisi araştırılmıştır. Biyokimyasal ve histopatolojik bulgular 

değerlendirildiğinde silmarin yüklü katı lipit nanopartikülün deneysel olarak 

oluşturulan karaciğer hasarında silmarinden daha etkili bir iyileştirici olduğu ortaya 

çıkmıştır. Sonuç olarak, silmarin yüklü katı lipit nanopartikülün, silmarinin 

farmasötik sınırlılıklarını azaltmak için yararlı bir sistem olabileceği bulunmuştur. 

Anahtar Kelimeler: Silmarin, katı lipit nanopartikül, karaciğer hasarı,             

hepatoprotektif etki 
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ABSTRACT 

PhD Dissertation 

THE EFFECTS OF SILMARIN AND ITS NANO FORMULATION ON 

DNA, APOPTOSIS, NECROSIS AND FINE STRUCTURE ON 

EXPERIMENTALLY CAUSED D-GALACTOSAMINE/TUMOR 

NECROSIS FACTOR ALPHA-INDUCED LIVER INJURY IN BALB/C 

MICE 

Mustafa CENGİZ 

Anadolu University 

Graduate School of Sciences 

Supervisor: Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU 

2014, 121 Pages 

Silymarin is widely used in treatment of liver diseases of varying origins 

due to its proven hepatoprotective and antioxidant properties. But, pharmacokinetic 

studies have shown the biopharmaceutical limitations of this agent as improper 

diffusion in the tissue, poor solubility in water, and decomposition in the intestine. 

In this study we aimed to formulate silymarin solid lipid nanoparticles and to 

investigate the hepatoprotective effects on experimentally damaged liver tissue by 

D-galactosamine/tumour necrosis factor alpha application. Based upon our 

investigation results histologic and biochemical findings, it can be concluded that 

Silymarin solid lipid nanoparticles significantly reduced D-galactosamine/tumour 

necrosis factor alpha-induced hepatotoxicity, which suggested improved bioactivity 

compared to silymarin. In conclusion, Silymarin solid lipid nanoparticles could be 

a useful system for the delivery of poorly water-soluble Sm, apart from providing 

favourable hepatic protection.  

Keywords: Silymarin, solid lipid nanoparticles, liver damage, hepatoprotective  

                   effect 
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1.GİRİŞ 

 

Karaciğer organizma için hayati olan birçok maddenin sentez ve metabolize 

edildiği bir organdır. Karaciğer çeşitli toksinler, kimyasal ve mikrobik ajanlarla 

sürekli karşılaşmakta ve bu ajanları detoksifiye etmektedir. Karaciğerdeki 

morfolojik değişimler organizmadaki metabolik olayları etkilemektedir. Bu 

nedenle vücuttaki metabolik fonksiyonların bozulması karaciğer hasarı ile 

ilişkilendirilir [1].  Hepatitler,  ani gelişen karaciğer yetmezliği, çeşitli kanserler, 

toksinler, sitokinler ve ilaçlar gibi birçok etken karaciğerde hasar oluşturmaktadır 

[2]. Asetoaminofen [1,2], karbontetra klorür (CCI4), lipopolisakkarit [3,4], D-

galaktozamin (D-GaIN) ve tümör nekroz faktör α (TNF-α) gibi hepatotoksinler 

deneysel karaciğer hasarı oluşturmada yaygın olarak kullanılan kimyasal 

maddelerdir [5]. Sitokinler, organizmada çeşitli uyaranlara cevap olarak özel 

hücreler tarafından salgılanan düzenleyici proteinlerdir. Sitokinler inflamasyon ve 

immün yanıt oluşumu, doku onarımı, hücre büyümesi ve farklılaşması gibi birçok 

fizyolojik olayın düzenlenmesinde rol oynarlar. TNF-α, endotoksinler ve diğer 

uyaranlara cevap olarak, makrofajlarda üretilip salınan bir sitokindir. Bu sitokin 

daha az miktarda olmak üzere lenfosit hücreleri, mast hücreleri, endotel hücreleri, 

fibroblastlar ve sinir hücreleri tarafından da üretilmektedir [5]. TNF-α farklı hücre 

tipleri üzerinde çeşitli etkiler gösterir ve çeşitli fizyolojik olayların önemli bir 

aracısı olarak bilinir. Bu olaylar arasında: strese cevap, doku hasarı, tümör nekrozu, 

diğer sitokinlerin uyarılması, inflamasyon, ateş, immün fonksiyonların 

düzenlenmesi, hücre bölünmesi, hücre farklılaşması ve apoptoz ile hücre ölümü 

sayılabilir [6]. 

D-GaIN ise diğer doku ve organlara etkisi olmayan, karaciğere spesifik bir 

hepatotoksindir [7].  D-GaIN karaciğer hasarına özgü morfolojik ve biyokimyasal 

değişimlere neden olduğundan dolayı karaciğer hasarında model organizma 

oluşturmak için kullanılan bir maddedir [8,9].  

Farelerde D-GaIN/TNF-α’nın farklı dozlarının enjeksiyonu, karaciğer 

hastalıklarının oluşumu ve tedavisini incelemek amacıyla yaygın olarak kullanılan 

deneysel bir metottur [6].  Bu çalışmada da model organizma oluşturmak için bu 

yöntem kullanılmıştır. 
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Silmarin (Sm), Silybum marianum [L.] Gaertner [10] (Deve dikeni) 

bitkisinin meyveleri ve tohumlarından elde edilen anti-oksidan, anti-kanserojen, 

fibröz giderici, anti-inflamatuvar ve anti-lipit peroksidatif [11] etkilere sahip 

polifenolik bir bileşiktir [12,13]. Sm, 2000 yılı aşkın bir zamandan beri karaciğer 

ve safra kesesi hastalıkları ile toksin zehirlenmelerine karşı karaciğeri korumada, 

aynı zamanda mantar zehirlenmesi, yılan sokması, böcek ısırıkları gibi durumların 

tedavisinde de kullanılmaktadır [14,15]. Ancak, Sm’nin kimyasal yapısından 

kaynaklanan bir takım etki sınırlayıcı durumları bulunmaktadır. Bunlar dokuda 

uygunsuz dağılım, suda çok az çözünme ve barsak ortamında bozulma gibi 

biyofarmasötik sınırlılıklarıdır [16,17,18]. Sm’nin bu etki sınırlayıcı özelliklerini 

ortadan kaldırmak üzere birçok girişim gerçekleştirilmiş olmasına rağmen 

farmakolojik bir başarı elde edilememiştir [18].  Bu konuda yapılan bir çalışmada 

çözünürlüğü ve geçirgenliği artırmak amacıyla önerilen silibin-fosfolipit kompleksi 

başarılı bulunamamıştır [19]. Diğer bir çalışmada Sm tuzları denenmiş fakat 

membran geçirgenliğinin kısıtlı olması ve lipozomal bir iletim sisteminin yüksek 

yüzey aktif madde içeriği ve düşük yükleme etkinliğinden dolayı [20] bu sistemin 

de Sm’nin çözünürlüğünü ve geçirgenliğini artırmada yeterli seviyede olmadığı 

saptanmıştır.  

Bu sınırlayıcı etkileri minimuma indirmek üzere yapılan çalışmalar, çözüm 

yolunun katı lipit nano-formulasyon (KLN) olabileceği fikrini ortaya koymuştur. 

Sm-KLN uygulamasıyla ile yapılan çalışmaların sayısı oldukça sınırlıdır. Bu 

çalışmada, Balb/c farelerde D-GaIN/TNF-α ile oluşturulan karaciğer hasarında Sm 

ve nanoformlarının, DNA, apoptoz, nekroz ve ince yapı üzerindeki anti-oksidan, 

anti-apoptotik ve anti-inflamatuar etkileri araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Karaciğer Hasarında Tümör Nekroz Faktör Αlfa (TNF-α)’nın Rölü 

TNF-α (Kaşeksin) proliferasyon, inflamatuvar mediyatörler ve hücre ölümü 

gibi hücresel cevapları tetikleyen, 9 liganddan oluşan TNF reseptörleri ailesini 

aktifleştirerek fonksiyon gösteren bir sitokindir [21]. TNF-α başlıca makrofajlar 

tarafından üretilir. Aynı zamanda lenfosit hücreleri, mast hücreleri, endotel 

hücreleri, fibroblastlar ve sinir hücreleri olmak üzere birçok hücre tipi tarafından 

üretilmektedir. Karaciğerde ise TNF-α, birincil olarak safra kanalı hücreleri ve 

Kupffer hücreleri tarafından üretilir [22].  

Farklı hücre tipleri üzerinde çeşitli etkiler gösteren TNF-α strese cevap, 

doku hasarı, tümör nekrozu, sitokinlerin uyarılması, inflamasyon, immün 

fonksiyonların düzenlenmesi, ateş, hücre farklılaşması ve apoptoz gibi çeşitli 

fizyolojik olayların önemli bir aracısı olarak bilinir [23].  Karaciğerde ise viral 

hepatit, alkolik karaciğer hastalığı, alkole bağlı olmayan yağlı karaciğer hastalığı 

ve iskemi-reperfüzyon hastalıklarının patofizyolojisinde rol almaktadır [22]. 

Hepatotoksin varlığında, akut karaciğer yetmezliğinde veya viral hepatitiste, 

hepatositler yüksek düzeylerde çeşitli sitokinlere maruz kalırlar. Bu sitokinler 

arasında yer alan TNF-α, hepatositlerde hem hücrenin sağ kalımı ile ilgili yolları 

hem de apoptotik yolları aktive eder [24].  

TNF-α’nın karaciğerde iki zıt yönlü rolü vardır. Bir yandan hücre ölüm 

mediyatörü olarak görev yapan TNF-α diğer bir yandan da hepatosit proliferasyonu 

ve karaciğer yenilenmesini tetiklemektedir [22]. Bu etkilerini, anti-apoptotik 

etkileri olan transkripsiyon faktörü nükleer faktör kappa (NF-kβ)’yi uyararak, hücre 

bölünmesini uyarma şeklinde göstermektedir. Diğer bir etkisi ise inflamatuvar 

karaciğer hastalıklarının büyük bir bölümünde, toksik etki yapmaktır. Bu etki 

yapılan çalışmalarda artan transaminaz seviyeleri ile gösterilmektedir [24]. TNF-α 

hepatositlerde apoptozu uyararak, karaciğer hasarına katkıda bulunur [25]. 
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 TNF-α öncelikle tip 2 transmembran protein olarak üretilir fakat 

çözünebilir trimerik formda metalloproteaz TNF-dönüştürücü enzim (TACE) 

tarafından proteolitik parçalama ile serbestleşmektedir [22]. Lipopolisakkarit (LPS) 

ve diğer bakteri ürünlerine cevaben büyük miktarda TNF-α üretilir. TNF-α 

biyolojik fonksiyonunu TNF-R1 ve TNF-R2 membran reseptörleri ile etkileşerek 

gösterir.  

 

Şekil 2.1. TNF-α sinyal yolakları (http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=TNF_Signaling) 

(25.09.2013) 

TNF-α proapoptotik yolak ve proinflamatuvar yolağın potansiyel aktivatörü 

olarak çalışsa da bu sinyal yolakları belirli seviyelerde kompleks bir yapıda 

etkileşmekte ve bir yolağın aktifleşmesi genellikle diğer yolağın inaktif hale 

gelmesine bağlıdır [22]. Hücreler, TNF-α kaynaklı sinyali uygun cevap ile yönetme 

yeteneğindedir. TNF-α’nın iki farklı hücreler arası sinyal iletme eğilimi reseptöre 

bağlanabilmesi TNF-α kaynaklı hücresel cevabın diğer bir kontrol seviyesini 

http://www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=TNF_Signaling
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göstermektedir. TNF-R1, çözünebilir TNF-α ile aktif hale gelirken TNF-R2’nin 

aktivasyonu membrana bağlı TNF-α’nın bağlanması ile gerçekleşmektedir [22]. 

TNF-α’nın bağlanmasından sonra TNF-α reseptörleri konformasyonel değişikliğe 

uğrar ve hücre içi sinyal yolaklarının aktivasyonunu sağlar. TNF-R1’in hücre içi 

bölgesi korunmuş bir protein içerir. Bu bölge yaklaşık 80 aminoasitlik ölüm noktası 

denilen bölgedir ve TNF reseptörüne bağlı protein molekülü buraya bağlıdır. TNF-

R1 bağlı ölüm bölgesi TNF-α reseptör bağımlı faktörün bağlanma yerini 

oluşturmaktadır [22]. Reseptör etkileşimli kinaz (RIP) ve bağlayıcı molekül Fas-

bağımlı ölüm bölgesi de buraya bağlanmaktadır. Buna zıt olarak TNF-R2 ölüm 

bölgesi içermez ve doğrudan TNF-α reseptörü bağımlı faktör 2 ile etkileşir. TNF-

R1’in aktivasyonu NF-kβ, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) ve p38’in 

aktivasyonuna yol açabilir. Buradaki aracı enzim RIP1 ve TNF-α reseptörü bağımlı 

faktör 2 (TRAF2)’dır. Kaspazların ve apoptozun aktivasyonundaki aracı ise Fas-

bağımlı ölüm bölgesidir (FADD) [22]. TNF-α reseptörleri ailesinin Fas ve TNF-α 

aracılı ölüm reseptörleri, apoptoz indükleyici ligandı kaspaz 8’in aktivasyonunun 

başlatıldığı bir “ölüm indükleyici sinyal kompleksini (DISC)” başarılı bir şekilde 

oluşturur. Bu kompleks TNF-α reseptör sinyalleşmesinde bulunmamaktadır. TNF-

R1 bu kompleksin zayıf ve kısa ömürlü oluşumunu tetiklemektedir. Çünkü TRAF2 

aracılı apoptoz inhibitör moleküllerinin artmış ve kaspaz 8 aktivasyonu 

engellenmiştir [22]. Bu yapı TNF-α teşvikli ölüm sinyallerinin genellikle ek 

mitokondriyal sinyallere ihtiyaç duydukları, buna zıt olarak Fas’ın birçok hücre 

tipinde mitokondriyal yolaktan bağımsız olarak apoptozu indüklediği bilgisiyle 

daha da pekiştirilmiştir. TRAF2 ve NF-kβ gibi anti-apoptotik sinyaller bloke 

edildiğinde TNF teşvikli kaspaz 8 aktivasyonu bcl-2 homoloğu proteinlerin 

proapoptotik üyelerinin aktivasyonuna, mitokondri depolarizasyonuna, sitokrom c 

salınımına ve kesici kaspazların aktivasyonuna yol açmaktadır. TNF-R2 özellikle 

pro-inflamatuvar yolakları aktive etse de apoptozu indüklemez. TNF-R1 ve TNF-

R2 kaynaklı sinyaller arasındaki çapraz etkileşim, TNF-TNF-R1 kaynaklı hücre 

ölümünü TRAF2’nin TNF-R2’ ye bağlanması özelliğini düşürmesi, TRAF2’nin 

cIAP1 aracılı indükleme mekanizmasını bozması, TNF-R2 aracılı JNK 

aktivasyonunu uzatması ve TNF-R2 kaynaklı TNF-α salınımına yol açması gibi 

mekanizmalar ile TNF-R1 kaynaklı hücre ölümünü artırabilir [26]. 
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2.2. Karaciğer Hasarında D-Galaktozamin (D-GaIN)’in Rolü 

D-GalN, insan viral hepatit hastalığına benzer karaciğer hasarına neden 

olduğu bilinen hepatotoksik bir ajandır. D-GaIN’in karaciğer spesifitesi karaciğer 

hücrelerinde galaktokinaz ve galaktoz-1-P-üridiltransferaz (UDP-glukoz)’un 

yüksek seviyelerde üretiliyor olması ile ilişkilidir. GaIN metabolizması esnasında, 

karaciğer hücrelerindeki üridin havuzlarını tükenmesi transkripsiyon ve protein 

sentezinin durmasına neden olur. Karaciğer hücrelerinde transkripsiyonun durması 

hücreyi sitokinlere karşı aşırı duyarlı hale getirmektedir. Ayrıca GaIN, karaciğer 

hücrelerinde kaspaz 3 aktivasyonu ve serbest radikal artışı ile mitokondride 

fonksiyon bozukluklarına neden olmaktadır [27].  

Galaktozamin hepatotoksisitesinin biyokimyasal temeli galaktozaminin 

karaciğer hücreleri tarafından metabolize edilmesine dayanmaktadır. Yapılan 

çalışmalarda, D-GaIN’in karaciğer dokusunda oluşturduğu hasar uygulanan 

galaktozamin dozu ile doğru orantılı olduğu bulunmuştur. Karaciğer hasarı 

oluşturmak üzere uygulanan galaktozaminin etkisi plazma membranında geri 

dönüşümlü değişikliğe neden olma yönündedir. Bunun sonucunda da hücre 

ölümünde rolü olan kalsiyumun geçirgenliğinde değişiklik meydana gelmektedir 

[28]. 

Şekil 2.2. D-Galaktozaminin protein sentezini bloke ederek, hepatositi TNF-α nedenli hücre 

ölümüne duyarlı hale getirme mekanizması [29]’dan uyarlanmıştır 
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Deneysel olarak karaciğer hasarı oluşturmak amacıyla özellikle Balb/c 

farelerde farklı konsantrasyonlarda D-GaIN ve TNF-α enjeksiyonu yaygın olarak 

kullanılan bir metottur [8,30]. D-GaIN’in tek başına uygulanması ile başka bir 

hepatotoksik madde ile birlikte uygulanmasından alınan sonuçların farklı olduğu 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. Bir çalışmada, tek başına uygulanan D-GaIN’in 

düşük oranda apoptoz, daha yüksek oranda nekroza neden olduğu, TNF-α ile 

birlikte uygulanmasından sonra ise apoptotik hücre ölüm oranını belirgin olarak 

yükselttiği ifade edilmiştir [8,31]. TNF-α’nın tek başına uygulanması durumunda 

apoptotik karaciğer hücrelerinde TNF-α’nın reseptörüne bağlanması ile NF-kβ’nin 

aktivasyonu görülür ve koruyucu proteinleri kodlayan genlerin üretilmesi 

uyarılarak protein sentezi bloke edilir [8]. D-GaIN’in TNF-α ile beraber 

kullanıldığında daha yüksek apoptotik hücre ölümünün görülmesi galaktozaminin 

karaciğere özel transkripsiyonel blokör olmasından kaynaklanmaktadır [8,32]. Bu 

iki hepatotoksinin birlikte uygulanması ile oluşturulan apoptotik hücre ölümlerinde 

mitokondride üretilen serbest radikaller de yer almaktadır.  Galaktozaminin tek 

olarak enjeksiyonu yeterli miktarda serbest radikal üretmekte ve TNF-α’nın 

karaciğer hücreleri üzerindeki apoptotik etkilerine karşı karaciğer hücrelerini daha 

duyarlı kılmaktadır [30]. 

2.3. Silmarinin Genel Özellikleri 

Silmarin (Sm), Asteraceae familyasına ait Silybum marianum [L.] Gaertner 

[10] (Deve dikeni) bitkisinin meyveleri ve tohumlarından izole edilen, polifenolik 

bir bileşiktir [33,34]. Deve dikeni özütleri 2000 yılı aşkın süredir farklı uygarlıklar 

tarafından gençleştirici olarak kullanılagelmiştir. Kimyasal açıdan Sm, 

flavonolignan izomerlerinin karışımıdır [35,36]. Sm’nin yaklaşık % 65-80’ini 

flavonolignanlar ile birlikte yaklaşık %20-35 oranında yağ asitleri ve başka 

polifenolik bileşenler oluşturmaktadır. Genel kimyasal formülü C25H22O10’dur 

[37]. 
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Şekil 2.3. Silmarin’in kimyasal bileşenleri (http://www.medscape.com/viewarticle/422884),   

(25.09.2013) 

Sm’nin saflaştırılmış özütlerde en önemli kimyasal bileşeni silibin’dir ama 

izosilibin, silkristin, silidiyanin, ve flavonid taksifolin gibi başka flavonolignan 

bileşenler de içerir [38]. Çalışmalar göstermiştir ki, silibin ve izosilibinin, silibin A 

ve silibin B ile izosilibin A ve izosilibin B olmak üzere iki diyasteroizomerin bir 

karışımıdır ve ayrıca son ikisi Sm karışımından olan (izosilibin A ve izosilibin B) 

silibin A ve silibin B’nin rejyomerleridir [39]. Silybum marianum bitkisinin beyaz 

çiçek açan türleri silandrin, silimonin, silihermin ve neozilhermin A and B gibi 3-

deoksiflavanolignanlı ek bileşenler içermektedir [40]. Hepatit ve sirozun 

tedavisinde kullanılmasının yanı sıra, karaciğeri toksik maddelerden korumak 

amacıyla da doğal bir ilaç olarak kullanılagelmiştir.  

Sm, deneysel karaciğer hastalıklarında anti-oksidatif (oksit giderici), anti-

lipit peroksidatif, fibröz giderici, iltihap önleyici, hücre zarı koruyucu, bağışıklık 

sistemini koruyucu, protein sentezi ve hücre yenilenmesinin uyarılması gibi 

mekanizmalarını ortaya koymuştur. Buna ilave olarak, Sm çeşitli kanser türlerine 

karşı kanseri önleyici bir potansiyele sahip olduğu için hem hücre kültüründe hem 

de canlı denekte yaygın bir şekilde çalışılmıştır. Kemopreventif özelliğinin 

keşfedilmesi, anti-anjiojenik ve anti-kanser özelliklerinin keşfedilmesi gibi farklı 

amaçlarla Sm’ye olan ilgi yeniden artmıştır [41,42]. Sm flavonolignanları 

hepatositler üzerinden çok yönlü aktivite göstermektedir. Sm hepatositin RNA 

http://www.medscape.com/viewarticle/422884
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polimeraz I’i harekete geçirme, ATPaz aktivitesini kolaylaştırma ve glutatayon 

içeriklerini geri yükleme özellikleri vardır [43]. Flavanolignanların karaciğer 

koruyucu etkisi mitotik aktiviteyi hızlandırarak karaciğer dokularının 

yenilenmesine yol açmada senkronize bir aktivitedir [44]. Buna ilaveten Sm 

bileşenleri lökotrienler ve nükleer faktör kappa B (NF-kβ) gibi inflamasyon öncesi 

uyarıcıların güçlü inhibitörleridir [45,46]. İlacın aynı zamanda dokuda uygunsuz 

dağılma, suda çok az çözünme ve barsak ortamında bozulma gibi biyofarmasötik 

sınırlılıkları vardır [47,48,49]. 

2.3.1. Silmarin’in Anti-Kanser Etkileri 

Kanser gelişimi, transkripsiyonel faktörlerin bozuk ifadesi ve hücre 

çoğalması, hücre döngüsünün düzenlenmesi, hücre farklılaşması, programlanmış 

hücre ölümü (apoptoz), kan damarlarının oluşumu (anjiyogenesis), istila (invazyon)  

ve metastaz gibi olaylarda rol alan proteinler tarafından tetiklenen çok basamaklı 

bir süreçtir. Yüksek anjiyogenik potansiyel, istila ve metastazın yanı sıra, bozuk 

hücre döngüsünün gidişatı ve apoptoz, kanserin belirgin özellikleri olarak 

tanımlanmıştır. Dolayısıyla, bu süreçlerden bir veya birden fazlasını hedef alan 

ajanlar, etkili ve ideal kanseri önleyici (kemopreventif) olabilirler. Sm ve/veya 

silibinin hücre yaşam döngüsü düzenleyicileri ve apoptozda rol alan vitaminlerin 

ifadelerine müdahale ederek, hücrelerin yaşamda kalması veya apoptoza gitmesi 

arasındaki dengesizliği ayarlamaktadır. Buna ilave olarak, Sm aynı zamanda belli 

proteinleri modüle ederek metastazı önleyici ve iltihabı engelleyici özelliğini 

göstermektedir [50]. Hem Sm hem silibinin, siklin bağımlı kinaz (SBK) ifadesinin 

baskılanması ve SBK inhibitörlerinin (p21CIP1 ve p27KIP1) artışı ve bu inhibitörlerin 

SBK’lara bağlanmasında görülen eş zamanlı artışından dolayı epidermal büyüme 

faktörü reseptörünün (EGFR) büyümesini baskılamakta çok etkilidir. Sm hücre 

büyümesini G1 ve G2 kontrol noktalarında durduran mekanizmalarını aktif hale 

getirir. Sm düşük dozlarda, hücre dışı sinyal-düzenlemeli kinaz (ERK1/2) 

inhibisyonu ile büyümede durma olayını uyarırken, yüksek dozlarda alınan Sm, 

mitojen ile aktif hale gelmiş protein kinaz (MAPK)/c-Jun N-terminal kinaz (JNK) 

yolağı ile apoptoza yol açar [50,52]. Yapılan çalışmalarda Sm’nin insanda görülen 

ilerlemiş prostat kanseri DU145 hücrelerinde, hem temel olarak aktif hem de 

değişiklik yapan α büyüme etkeni aracılı EGFR’nin tirozin fosforilasyonunu 
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baskıladığı gösterterilmiştir [53]. Çalışmalar gösteriyor ki, Sm ve silibinin, büyüme 

faktörlerinin ifade ve sekresyonunu engelleyerek EGFR’nin iletişimini düzenler. 

Ayrıca, büyüme faktörünün EGFR’ye bağlanmasını veya aktif hale gelmesini 

engeller ve tümör hücre çizgisinde bir anti-kanser etki sağlar [54]. 

2.3.2. Silmarin’in Anti-İnflamatuvar Etkileri   

Sm’nin anti-inflamatuvar etkileri iltihap, hücre yaşamı, farklılaşma ve 

büyümede görev alan çeşitli genlerin ifadesini düzenleyip koordine eden 

transkripsiyon faktör nükleer faktör-kB’nin (NF-kβ) inhibisyonu ile ilişkilidir. 

Özellikle de NF-kβ, interlökin (IL)-1 ve -6, TNF-α, limfotoksin,  granulosit 

makrofaj koloni-uyarıcı faktörü (GM-CSF) ve interferonun (IFN)-y üretilmesine 

katkıda bulunmaktadır. NF-kβ çoğu resting hücrelerde NF-kβ’nin nükleer 

lokalizasyon sekansları için bir inhibitör görevini gören kB (IkB)-proteinlerine 

bağlanır ve sitoplâzmanın içinde hapsolur. Çalışmalar, Sm’nin TNF-α’ya bir yanıt 

olarak NF-kβ aktivasyonunu baskılayan kuvvetli bir inhibitör olduğunu ve bu 

etkinin de IkB’nin fosforilasyon ve aşamalı bozulmanın (degradation) baskılanması 

ile ortaya çıktığını göstermiştir [54]. Aynı zamanda p65 alt birim nükleer 

translokasyonunu ve NF-kβ-bağımlı raportör gen transkripsiyonunu düşürür.  Sm 

aynı zamanda forbol ester, lipopolisakkarit, okadaik asit ve seramidin neden olduğu 

NF-kβ aktivasyonunu bloke ettiği gözlemlenirken, hidrojen peroksit nedenli NF-kβ 

aktivasyonunun bundan önemli ölçüde etkilenmediği gözlemlenmiştir [55]. 

Sm‘nin, çeşitli anti-inflamatuvar ajanların yol açtığı NF-kβ aktivasyonu 

üzerindeki etkileri çalışılmış [55] Sm’nin aynı zamanda TNF-α’nın tetiklediği 

MAPK ve JNK’nın aktivasyonu, TNF nedenli hücre zehirlenmesi (sitotoksisite) ve 

kaspaz aktivasyonlarını da engellediği gösterilmiştir. Tetrandirinle birlikte verilen 

Sm’nin, dimetilnitrozamin (DMN) verilen sıçanların karaciğerinde metallothionin 

gen transkripsiyonunu ve NF-kβ’nin aktive ettiği yolakları zayıflattığı gözlenmiştir 

[56]. Sm, insanların mezenşial hücrelerinde TNF-α, IL-1 beta nedenli NF-kβ 

aktivasyonu, TNF-α nedenli hücre içi kalsiyum ve tek hücreli kemotaktik protein-

1 (MCP-1) ifadesini doza bağlı olarak engellediği bildirilmiştir [57]. Sm’nin 

endotoksin nedenli septisise karşı koruyucu etkisi vardır ve aynı zamanda IL-1 beta 

ve prostaglandin (PG)-E2’nin üretimi üzerinde engelleyici bir rolü bulunmaktadır 

[58]. Sm, doza bağlı olarak hem sitokin nedenli nitrik oksit (NO) üretimini ve sıçan 
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beta hücrelerinin ölümünü ve ayrıca insanın pankreatik adacık hücrelerinde IL-1 

beta ve IFN-y nedenli NO üretimini ve beta hücre bozulmasını önlemektedir [59]. 

2.3.3. Silmarin’in Hücre Yaşam Döngüsündeki Rolü 

Hücre yaşam döngüsünün ilerleme ve bölünmesindeki normal gidişatın 

bozulması malign dönüşümde görülen önemli bir olaydır. Hücre yaşam 

döngüsünün düzenlenmesi bir grup siklin, SBK’lar ve SBK inhibitörleri tarafından 

kontrol edilmektedir. Aralarında prostat [51-53,60], yumurtalık [61], göğüs [62], 

akciğer [63], cilt [54], ve mesanenin de [64,65] bulunduğu çeşitli kanser türlerinde, 

tümörlü hücrelerin çoğalması üzerinde Sm’nin baskılayıcı bir rolü olduğu rapor 

edilmektedir. Çeşitli bilimsel makaleler, Sm hücre çoğalmasını hücre yaşam 

döngüsünün ilerleyişini, hücre döngüsünün farklı aşamalarında inhibe etmekte 

olduğunu göstermiştir. Yapılan bir çalışmanın sonucuna göre, Sm insanda görülen 

prostat kanserindeki LNCaP, PC3, ve DU145 hücrelerinde G1 ve/veya G2-M 

noktalarında durmaya neden olmaktadır. Sm, CDK inhibitörleri olan Cip1/p21 ve 

Kip1/p27 inhibitörlerini tetiklemekle birlikte, CDK2 ve CDK4 ve G1 noktasında 

durmaya neden olan ilgili kinaz aktivitelerinde azalmaya sebep olmaktadır [54].  

Silibinin tedavisi, hücre büyümesinde doza ve zamana bağlı olarak bir 

inhibisyon gerçekleştiğini ortaya koymuş ve beraberinde mesane transizyonel 

hücreli kanser (TCC) hücreleri, T-24 (yüksek-düzey tümör) ve TCC-SUP (yüksek 

düzey invazif tümör) de G1 noktasında durma gerçekleştiğini göstermiştir. Buna 

ilave olarak, yüksek konsantrasyondaki silibinin TCC-SUP hücrelerinde G2/M 

noktasında durmaya sebep olmuş ki, bunun yanı sıra pCdc25c (ser16), Cdc25c, 

pCdc2 (Tyr15), Cdc2 ve siklin B1 protein düzeylerinde düşüş gözlenmiştir [65]. 

Sm tedavisinin androjen bağımlı (LNCaP) ve androjenden bağımsız (PC3 ve 

DU145) prostat kanseri hücrelerinin büyümesine engel olduğu bildirilmiştir [48]. 

Sm aynı zamanda insanda görülen göğüs kanseri MDA-MB 468 hücrelerinde 

Cip1/p21 de artışa ve CDK’nın kinaz aktivitesinde ve ilgili siklinlerde düşüşe neden 

olduğu için hücre yaşam döngüsünü G1 noktasında durdurmaktadır [62].  

Sm tedavisi sayesinde Cip1/p21, CDK2 ve CDK6’ya bağlanmış ve buna 

paralel olarak da siklin D1 ve E de gözlenen bir düşüş ile birlikte, CDK6-siklin ile 

yapılan çalışmalarda aynı zamanda gösterilmiştir ki, Sm ve silibinin G1 faz 

siklinlerini-CDKlar-CDK inhibitörlerini G1 noktasında ve Chk2-CDc25C-
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Cdc2/siklin B1 yolağını ise G2 noktasında durma için ayarlama/düzenleme yapar 

ve bunun yanı sıra da hayati öneme sahip olan hücre yaşam döngüsü 

düzenleyicilerinin değişime uğramış hücre içi (subcellular) lokalizasyonuna yol 

açmaktadır [54]. Son zamanlarda yapılan çalışmalar silibinin, SKH1 kılsız 

sıçanların anti-inflamatuvar ve anjiyojenik yanıtlarında görülen hücre büyümesi, 

mikrodamar yoğunluğu ve downregülasyonda UVB nedenli artışı engellediğini 

göstermiştir [66]. Başka çalışmalarda da silibinin p21/CDK4 ve p27/CDK4 

komplekslerini önemli ölçüde yukarı doğru regüle etmiş ve Rb-fosforilasyon ve 

E2F1/DP1 kompleksini de aşağı doğru regüle etmiş ve böylelikle de insanlarda 

görülen bir karaciğer tümörü olan Huh7 hücre büyümesini engellemiştir [67]. 

Yapılan birçok çalışmada, Sm den izole edilen ve izosilibin B ve izosilibin A olarak 

bilinen iki saf bileşenin, insanda görülen prostat kanseri LNCaP ve 22Rvl 

hücrelerinde hücre yaşam döngüsünün durması ve apoptoza gitmesi ile ilişkili 

olduğu tespit edilen bir anti-kanser aktivitesi ortaya çıkartılmıştır [49]. Bu 

çalışmalar Sm’nin kanseri önleyici ve tedavi edici özelliği sayesinde hücre yaşam 

döngüsünü düzenlenmesi, Sm’nin çalışma mekanizmaları arasında kabul edildiğini 

göstermektedir.  

2.3.4. Apoptozun Tetiklenmesinde Silmarin’in Rolü 

Birçok fizyolojik ve patolojik hastalıkta meydana gelen apoptoz, diğer 

adıyla programlanmış hücre ölümü, kanserde en çok öne çıkan konulardan biri 

olarak bilinmektedir. NF-kβ ve AP-1 aktivasyonunu engellediği bilinen birçok 

bitkisel ilaç, hücre çoğalmasını baskılayabilir ve hücreleri apoptoz indüksiyonuna 

duyarlı hale getirebilir. Çalışmalarda Sm’nin antikanser etkileri, hücre yaşam 

döngüsünü durdurduğu ve farklı tip kanserlerde apoptozu tetikleyerek etkisini 

gösterdiği rapor edilmektedir. Li ve ark. [68] Sm ile tedavi edilen insandaki kötü 

huylu kara tümör A375-s2 hücrelerini (derinin melonosit hücrelerinden 

kaynaklanan habis bir tümör) Fas bağımlı protein ölüm bölgesinin ifadesini 

artırarak apoptoza götürdüğünü gözlemlemişlerdir. İnsanlarda ultraviyole ışın 

verilen kötü huylu kara tümör A375-s2 hücrelerinde, Sm bir çeşit hücre yaşam 

proteini olan SIRT1’i aktive etmenin yanı sıra, Bax ve poly (ADP-riboz) polimeraz 

(PARP) ifadesini aşağıya doğru regüle eder ve bu esnada da sitokrom c salınımı 
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azalmış olup G2-M noktasında da durma gerçekleştiği yapılan çalışmalarda 

vurgulanmıştır [69].  

Son zamanlarda yapılan çalışmalar, Sm’nin izomerleri (diastereomerler), 

PARP, kaspaz 9 ve kaspaz 3 de kırılmalara neden olarak ve insanda görülen prostat 

kanseri ve LNCaP ve 22Rvl hücrelerindeki survivin düzeylerini düşürerek hücreyi 

apoptoza götürdüğünü belirtmişlerdir [48]. Benzer sonuçlar aktif Stat3’ün 

inhibisyona uğramasından dolayı DU145 hücrelerinde de gözlemlendiği 

vurgulanmıştır. Silibinin, prostat kanseri PC-3 hücrelerinde bulunan bir çeşit 

topoizomeraz II inhibitörü olan mitoksantronun büyümeyi-engelleyici özelliğini, 

artan apoptozun neden olduğu hücre canlılığını zayıflatarak meydana getirdiğini 

göstermektedir [70]. Sm insanda görülen K562 lösemi hücrelerinde, PARP 

yarıklarına yol açmanın yanı sıra kaspaz 9 ve 3’ün aktivasyonu ile ilişkili Akt 

aktivitesini inhibe ederek hücreyi apoptoza götürmektedir [71]. Çalışmalar aynı 

zamanda p53-kaspaz 2 aktivasyonu ve mesane tranzisyonel hücre papilloma (RT4) 

hücrelerinde kaspaz aracılığıyla gerçekleşen Cip1/p21 kırılmasını içeren silibinini 

tetiklediği apoptoz olayını da göstermişlerdir [72]. Silibin aynı zamanda survivini 

aşağıya doğru regüle ederek ve aktif hale gelmiş olan kaspaz-3 ve 9’u da yukarıya 

doğru regüle ederek insanda görülen karaciğer kanserinde apoptozu tetiklemektedir 

[67]. Yapılan bir diğer deneysel çalışmada Sm takviyeli beslenme biçimi, erkek 

F344 sıçanlarda 3,2’-dimetil-4-aminobifenil ile oluşturulan prostat kanserini 

apoptozu artırarak ve hücre büyümesini azaltarak inhibe ettiği sonucuna varılmıştır 

[73].  

2.3.5. Silmarin’in Anti-Oksidan Etkileri 

Hem Sm hem de silibinin anti-oksidan etki gösterir ve birçok in vitro ve in 

vivo hücre modelinde yükseltgenme-indirgenme (redoks) homeostaz desteğini 

sağlamaktadır. Kiruthiga ve ark. [77], H2O2 ye maruz kalan alyuvarlarda Sm’nin 

verilmesi ile süperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx), 

glutatyon redüktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi antioksidan 

enzimlerin aktivitelerini artırmanın yanı sıra bir lipit peroksidasyon göstergesi 

(marker) olan malondialdehit (MDA) düzeylerinde düşüşe neden olduğunu 

göstermişlerdir [76]. Sm, insan keratinositlerinde ultraviyole radyasyonundan 
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kaynaklanan hasarın tedavisinde kullanıldığında GSH tüketimini, ROS üretimini ve 

lipit peroksidasyonu büyük ölçüde düşürmektedir.  

Yapılan çalışmalar, ultraviyole kaynaklı DNA tek dizili kırılmalar ve 

kaspaz-3 aktivitesi Sm tarafından büyük ölçüde azaltıldığı rapor edilmiştir [77].  

Ayrıca Sm farelerin üst deri kısmındaki epidermal mikrozomlarda doza bağlı olarak 

MDA oluşumunu engellediği, TPA ve benzoil peroksit (BPO) kaynaklı lipit 

peroksidasyonunu baskıladığı ve bu da Sm’nin in vivo ortamda güçlü bir 

antioksidan aktiviteye sahip olduğunu göstermektedir [50]. Deneysel çalışmalar, 

Sm’nin ultraviyole kaynaklı H2O2 üretimini önemli ölçüde engellediği ve serbest 

radikal süpürücü ve antioksidan özelliklerinin kemoterapiye bağlı toksisitesinin 

başlama ve ilerleyişini önleyebileceği veya azaltabileceğini göz önünde 

bulundurduğunda, akut lenfoblastik lösemi hastalarında ağızdan verilen (5,1 

mg/kg/gün dozlarında) Silifoz (Siliphos) ilacının kemoterapiye bağlı karaciğer 

zehirlenmesi üzerinde koruyucu etki gösterebileciği fikrine varılmıştır [78]. 

2.3.6. Silmarin’in İn Vitro Çalışmalarda Kansere Karşı Etkileri 

Sm’nin kansere karşı olan, insanda görülen göğüs kanseri, cilt kanseri, 

androjene bağlı ve androjenden bağımsız prostat kanseri, rahim ağzı kanseri, kolon 

kanseri, yumurtalık kanseri, karaciğer hücre kanseri, mesane kanseri ve akciğer 

kanser hücrelerinde görülmüştür [50-52]. İnsanda görülen prostat kanseri LNCaP 

ve 22Rv1 hücrelerin tedavisi için verilen ve Sm’nin aktif bileşenlerinden (izosilibin 

B ve izosilibin A) oluşan bir tedavi biçiminin sonuçlarına göre, hücre büyümesinde 

azalma ve hücre ölümü gerçekleşmiş; ayrıca G1 kontrol noktasında güçlü bir durma 

ve apoptoza giden hücre ölümüne de rastlanmıştır [49]. Yapılan in vitro çalışmalar 

göstermiştir ki, silibinin temel olarak aktif olan Stat3’ü inhibe eder ve DU145 

hücrelerini apoptoza götürür ki, buna dayanarak denilebilir ki silibinin önemli bir 

tedavi edici potansiyele sahiptir. Doksorubisin ve sisplatin ile birlikte verilen 

silibinin maddesinin benzer sinerjik etkileri göğüs ve yumurtalık kanseri hücre 

dizelerinde de rapor edilmiştir [61]. 

2.3.7. Silmarin’in İn Vivo da Kansere Karşı Etkileri 

Sm’nin, kimyasal maddelere bağlı gelişen kanser, yabancı doku aşısı 

(ksenogref) ve çeşitli transgenik modellerde etkili olduğu gösterilmiştir. Literatürde 

Sm’nin 12-0-tetradesanol-forbol 13-asetat (TPA) kaynaklı tümör gelişimine karşı 
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epidermal ornitin dekarboksilazın aktivite ve ifadesini inhibe ederek gösterdiği ilk 

kez rapor edilmiştir [79]. Başka çalışmalar da şunu göstermiştir ki, Sm kimyasal 

madde ve ultraviyole ışınlardan kaynaklanan cilt kanserleşmesinde önemli bir 

baskılayıcı maddedir [54]. Son zamanlarda, Gu ve ark. [66] SKH-1 kılsız farelerde 

topikal veya diyetle ilişkili verilen silibinin, hücre çoğalması, iltihap ve kan damarı 

oluşumunu engelleyerek, ultraviyole B kaynaklı fotokanserojene karşı güçlü bir 

koruyucu etkiye yol açtığını rapor etmişlerdir.  Zi ve ark. [54] yaptıkları 

çalışmalarda, diyete eklenmiş silibinin, ultraviyole B ışınlarından kaynaklanan ve 

aralarında timidin, dimer-pozitif hücreler, çoğalan hücre nükleer antijeni (PCNA) 

ifadesi ve apopotoza yol açan güneş yanığı hücrelerinde bulunduğu cilt hasarlarını 

önlediğini rapor etmişlerdir. Silibinin aynı zamanda MAPKs familyasından 

ERK1/2, JNK ve p38 gibi ve akut veya kronik şekilde ultraviyole B ışınlarına maruz 

kalmanın sonucunda SKH-1 fare cildinde ortaya çıkan Akt aktivasyonunu da 

engellediğini rapor etmişlerdir [54].   

Prostat kanseri ile ilgili olarak yapılan bir çalışmada, Sm diyete eklenerek 

verildiğinde erkek F344 sıçanlarda 3,2-dimetil-4-aminobifenil (DMBA) kaynaklı 

prostat kanseri vakasının gelişme oranını önemli ölçüde azalttığı belirtilmiştir [73]. 

Atimik çıplak fare üzerinde yaptığımız laboratuvar çalışmalarında, diyete eklenen 

silibinin insanda görülen ileri safha prostat tümör yabancı doku aşısının 

(ksenograft) büyümesini engellediği ve etkisine de prostat tümöründe hücre 

çoğalmasına karşı (antiproliferatif), apoptoza götürücü (pro-apoptotic) ve kan 

damarı oluşumuna karşı baskılayıcı görevini yaparak gösterdiği rapor edilmiştir 

[50,51]. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, diyet içinde alınan silibininin fare 

prostatındaki transgenik beze tümöründe (adenokarsinom) TRAMP tümörün 

büyüyüp ilerlemesini engellediği ve bu etkiyi de CDK’lar ve CDK inhibitörleri, 

insüline benzer büyüme faktörü (IGF)-1 ve IGF bağlayıcı protein (IGFBP)-3’ün 

ifadesini değiştirerek gerçekleştirdiğini göstermiştir [50]. Başka çalışmalar da 

göstermiştir ki, erkek ICR farelerinde N-butyl-N-(4-hydroksibutil) nitrozamin 

verilerek neden olunan mesane kanserinde silibininin verildiğinde, silibinin hücre 

yaşam döngüsünde durmaya ve hücrenin apoptoza gitmesine yol açtığı belirtilmiştir 

[64]. Agarwal ve ark. [80] çalışmalarında survivini aşağıya doğru regüle ederek 

artış gösteren apoptoz ile birlikte p53 ifadesinde bir artış meydana getirerek 
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silibinin, atimik çıplak farede insan mesane tümör ksenografının büyümesini 

engellediğini vurgulamışlardır [80]. Vihn ve ark. [81] ise Sm’nin çeşitli mesane 

lezyonlarında bromo-üridil (BrdU) için etiketleme indeksini ve siklin D1 pozitif 

hücre oranını düşürdüğü ve yapılan başka bilimsel çalışmalarda da, A/J farelerinde 

üretan nedenli akciğer kanserinde silibinin maddesinin zehirli kimyasal maddelerin 

birikimine karşı olan etkisi değerlendirilmeye çalışılmıştır [81]. Diyete silibinin 

takviyesi, hücre çoğalması, iltihap ve kan damarı oluşumunda rol alan proteinlerde 

değişikliklere yol açarak üretan kaynaklı akciğer tümörünü önemli ölçüde 

baskıladığı rapor edilmiştir. Sm’nin kansere karşı etkili olduğu aynı zamanda kolon 

kanserinin hem in vivo hem de in vitro modellerinde gösterilmiştir. Volate ve ark. 

[82] yaptıkları bir çalışmada Sm’nin sıçanlarda azoksimetan (AOM) kaynaklı bir 

kolon kanseri modelinde ACF (aberrant crypt foci) sayısını önemli ölçüde 

düşürdüğü gözlenmiştir. Kohno ve ark. [83] ise çalışmalarında, Sm’nin 4 hafta 

boyunca diyet ile verilmesi (100, 500 ve 1000 ppm oranlarında) AOM (kanser 

yapıcı madde)’ye maruz kaldığı esnada veya ondan sonraki aşamada, doza bağlı 

olarak kolonik ACF’nin sıklığında önemli düşüşe neden olduğu belirtilmiştir. 

Ayrıca uzun bir süre devam eden bir çalışmaya göre içinde Sm bulunan beslenme 

türü (100 ve 500 ppm oranlarında) AOM kaynaklı kolon kanserininin başlangıç ve 

başlangıç sonrası aşamalarda kolonik bez kanserinin görülme sıklığı ve çeşitliliğini 

azalttığı vurgulanmıştır [83,84]. 
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Şekil 2.4. Sm’nin hepatoprotektif özelliklerine uygun ana farmakolojik etkilerinin 

şematik gösterimi. Hücre membranları (üst sol) ve hücre içi kaskadlar 

üzerindeki etkisi gösterilmektedir. Metabolik yollar kesik çizgilerle 

gösterilmiştir. Sinyal etkileri tam çizgilerle gösterilmiştir. LTB4 = lökotrien 

B4; GSH = glutatyon, NF-KΒ = nükleer faktör kappa B; PGler = 

prostaglandinler; Sil = silimarin; SOD = süperoksit dismutaz; ROS= reaktif 

oksijen türleri; TNF-α = tümör nekroz faktör alfa [13] 

2.4. Katı Lipit Nanopartiküller (KLN) 

Katı lipit nanopartiküller (KLN), 1991 yılında mevcut kolloidal sistemlere 

alternatif bir taşıyıcı sistem olarak ortaya atılan; yağ/su tipi mikro emülsiyonların 

dondurarak kurutulması veya katı lipit ve lipit karışımlarının yüksek basınçla 

homojenizasyonu sonucu oluşan, koloit boyutta, yüzeyinde tek tabaka halinde 

fosfolipit molekülü bulunan bir katı hidrofobik çekirdekten ibaret, lipozom ve 

nanopartikül arasında bir yapı olan, ilaç taşıyıcısı olarak kullanılan katı 

nanopartiküllerdir [85,86,87]. 1960 yılında ilk güvenilir parenteral yağ emülsiyonu 

Intralipit Wretlind tarafından parenteral beslenme amacıyla geliştirilmiştir. Bu 

lipofilik ilaçlar için yeni taşıma sistemlerinin başlangıcıdır. Başarılı market 

ürünleri diazemuls ve düziprivan bu taşıma sistemlerinin ilk örneklerindendir [88]. 

Ancak ilaç içeren emülsiyonlar, zeta potansiyele bağlı olarak kümeleşme, ilacı 
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hapsedememe ve emülsiyonun bozulması gibi kritik fiziksel stabilite sorunlarına 

sahiptirler [89]. 

Diğer bir taşıyıcı sistem ise lipozomlardır. Fosfolipit veziküller lipozomlar 

olarak 1965 yılında Bangham tarafından yeniden adlandırılmıştır ve kendilerine 

marketlerde ilk yerlerini 1986 yılında bulmuşlardır. Kozmetik bir anti-aging ürünü 

olan Capture (Dior) ilk lipozom tabanlı farmasötik üründür. Bundan sonra yapılan 

çalışmalarla taşıyıcı sistem olarak farmasötik alanda araştırmalar yapılmaya 

başlanmıştır. İlk farmasötik ürünler marketlere 80‘li ve 90‘lı yıllarda gelmiştir 

[85]. Bunlara ilk örnekler;  

Sentetik akciğer surfaktantı Alveofact (Dr. Karl Thomae GmbH/Biberach in 

Germany),  

Pulmoner amaçlı Epi-Pevaryl,   

Topikal olarak anti mikotik Econazole, 

 Amphotericin‘in intravenöz injeksiyonu için Ambisome,  

Sitotoksik içerkli intravenöz Doxil ve 

Sitotoksik içerikli intravenöz Daunosome [90]  

Bu ürünler yüksek potansiyelli özel ilaçların toksik yan etkilerini azaltmak 

ve tedavi etkinliğini artırmak için geliştirilmişlerdir. Lipozom formülasyonların 

geliştirilmesindeki ana engeller ise dispersiyonun sınırlı fiziksel stabilitesi, ilaç 

sızıntısı, spesifik olmayan hedeflendirmeye bağlı düşük aktivite, mononüklear 

fagositer sistem tarafından temizlenme ve üretim zorluklarıdır [85] .  

Biyodağılır ya da biyodağılım göstermeyen polimerler aracılığıyla yapılan 

polimerik nanopartiküller ise diğer yenilikçi taşıyıcı sistemlerdir. Bu sistemlerin 

avantajları alana spesifik hedefleme ve yüklü ilaçların kontrollü salınımını 

sağlamalarıdır. Ancak 30 yıllık araştırmaların sonunda polimerler taşıyıcı sistem 

olarak çok fazla yer almamışlardır. İstisnai olarak Nycomed firması tarafından 

üretilen Abdoscan örnek olarak verilebilir ancak bu da kronik terapötik bir ürün 
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değil sadece diyagnostik bir ajandır. Ayrıca polimerik nanopartiküllerin büyük 

çapta üretimi problemlidir.   

Bu gelişmeler üzerine 1990‘lı yıllarda farklı araştırma grupları alternatif 

nanopartiküller olan katı lipit nanopartiküllere odaklanmıştır [91,92]. KLN diğer 

taşıyıcı sistemlerin fiziksel stabilite, hapsedilmiş ilaçların degredasyondan 

korunması, kontrollü salınım, iyi tolere edilebilme gibi avantajlarını bir araya 

getirmiştir. Aynı zamanda karşılaşılan problemleri de en aza indirmiştir. KLN 

formülasyonları farklı uygulama yolları için geliştirilmiş ve bu alanda in-vivo ve 

in vitro karakterize edilmiştir [93,94]. İlk ürün Polonya‘da marketlere sunulan 

topik uygulanan bir krem olan Nanobase Yamanouchi‘dır. 2000‘li yıllara 

gelindiğinde KLN‘lerin modifiye edilmesiyle geliştirilen ve nano yapılı lipit 

taşıyıcılar (NLC) ve lipit ilaç konjugatları (LDC) da literatürlere girmiştir.  

KLN‘ler katı lipitlerden yapılmış oda ve vücut sıcaklığında katı olan 

surfaktantlar tarafından stabilize edilmiş partiküllerdir. Tanımsal olarak lipitler 

yüksek derecede saflaştırılmış trigliseritler, kompleks gliserit karışımları hatta 

wax‘lar bile olabilir. Farklı araştırma gruplarının çalışmaları sayesinde, KLN‘ler 

taşıyıcı sistem olarak geniş bir şekilde karakterize edilmişlerdir. İlk patentler 1993 

ve 1996 yıllarında yeni üretim metotları iddiası içererek alınmıştır.  

Katı lipit nanopartiküller emülsiyonlara alternatif ilaç taşıyıcı sistemlerdir. 

Emülsiyonlar ve lipozomlar gibi KLNler de fizyolojik olarak iyi tolere edilebilir 

farmasötik olarak insana uygulanabilirliği onaylanmış içeriğe sahiptirler. 

Polimerlere benzer olarak sahip oldukları katı matriks aktif içerikleri kimyasal 

degredasyona karşı korur ve ilaç salınım şekilleri oluşumuna olanak verir. KLN‘ler 

toksik çözücüler kullanılmadan üretilebilirler ve büyük çapta üretime uygundurlar.  

Bunların yanı sıra katyonik maddeler kullanılarak hazırlanan KLN‘ler gen taşıyıcı 

sistemler olarak kullanılmaktadır [95].  

2.4.1. KLN’lerin Özellikleri  

KLN‘ler genel olarak katı lipitler, emülgatörler ve sudan oluşmaktadır. Lipit 

terimi geniş anlamda kullanılmaktadır ve trigliseridleri (tristearin vb.), kısmi 

gliseridleri (Imwitor vb.), yağ asitlerini (stearik asit vb.), steroidleri (kolesterol vb.) 
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ve mumları (setil palmitat vb.) içermektedir. Lipit dispersiyonunu stabilize etmek 

için, yüklerine ve molekül ağırlıklarına bağlı olarak bütün emülgatör tipleri 

kullanılabilmektedir. %1-5 emülgatör veya emülgatör/yardımcı emülgatör 

kompleksi ile stabilizasyon sağlanmaktadır. Emülgatörün seçimi, uygulama 

yoluna bağlıdır.  

Parenteral uygulamalar için kullanılabilecek emülgatörler oldukça sınırlıdır. 

Emülgatör amaçlı kullanılan maddelere örnek olarak lesitinler, poloksamerler, 

etoksillenmiş monogliseridler ve polisorbatlar verilebilir [95,96]. 

 2.4.2. KLN’lerin Avantaj ve Dezavantajları  

KLN‘ler; lipozomların, emülsiyonların ve katı partiküllerin sağladığı 

avantajların kombinasyonunu içeren ekonomik taşıyıcı sistemlerdir. Düşük 

sistemik toksisite ve düşük sitotoksisiteye sahip olmaları, organik çözücü kalıntısı 

içermemeleri, büyük ölçekte üretimlerinin mümkün olması gibi yağ 

emülsiyonlarının ve dokulara etkin madde hedeflenebilmesi gibi lipozomların 

avantajlarını taşımaktadırlar. Katı lipit matrisleri sayesinde kontrollü etkin madde 

salımı ve kimyasal bozulmaya karşı etkin maddelerin korunması gibi katı polimerik 

nanopartiküllerin avantajlarına da sahiptirler [96,97]. Kolloidal büyüklükte olup, 

lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler hapsedilebilir, otoklav veya gama ışınları ile 

sterilizasyon sağlanabilir. Sulu dispersiyonları uzun süre sabit olması alternatif 

olarak, dondurarak veya püskürterek kurutma uygulanabilir. Yüzey özelliklerinin 

modifikasyonu ile belirli dokulara ilaç hedeflemesi yapılabilir [85,95,97,98,99].  

Pek çok avantaja sahip olmalarına rağmen; nispeten düşük etken madde 

yükleme kapasitesine sahip olmaları, saklama sırasında görülebilen polimorfik 

geçişler nedeniyle etken maddenin taşıyıcıdan dışarı sızabilmesi, ortamda farklı 

kolloidal yapıların da bulunabilmesi dezavantajlarını oluşturmaktadır [95,86].  

2.4.3. KLN Hazırlama Yöntemleri  

1. Yüksek Basınçlı Homojenizasyon Yöntemi  

Yüksek basınçlı homojenizasyon (HPH), KLN üretimi için güvenilir ve 

etkili bir yöntem olarak ortaya çıkmıştır. Yüksek basınçlı homojenizatörler, sıvıyı 

birkaç mikron genişliğindeki dar bir delikten, yüksek bir basınçla (100-2000 bar) 
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iterler. Sıvı, çok kısa bir mesafede çok yüksek bir hıza (1000 km/saat‘in üzerinde) 

ulaşır. Çok yüksek kayma stresi (gerilimi) ve kavitasyon kuvvetleri, partikülleri 

mikron altı büyüklüğe parçalar [95]. Yüksek basınçlı homojenizasyon yöntemi, 

sıcak homojenizasyon ve soğuk homojenizasyon olmak üzere iki şekilde 

gerçekleştirilebilmektedir:  

a) Sıcak Homojenizasyon 

Sıcak homojenizasyon, lipitin erime noktasının üstündeki sıcaklıklarda 

gerçekleştirilir ve bu nedenle, emülsiyonun homojenizasyonu olarak 

değerlendirilebilir [95]. Etkin madde, erime noktasının 5-10 0C üzerinde bir 

sıcaklıkta eritilmiş olan lipit içerisinde çözülür veya disperse edilir. Etkin madde 

içeren erimiş lipit, aynı sıcaklıktaki sulu emülgatör çözeltisi içinde yüksek hızda 

karıştırma ile disperse edilir. Elde edilen sıcak pre-emülsiyon homojenizatörden 

geçirilir ve sonuçta oluşan sıcak Y/S nanoemülsiyonu oda sıcaklığına soğutulur. Bu 

şekilde lipit katılaşır (rekristalize olur) ve katı lipit nanopartiküller elde edilir 

[86,100]. Bununla birlikte, kısa zincirli yağ asitlerinden oluşan veya düşük (oda 

sıcaklığına çok yakın) erime noktasına sahip olan gliseridler kullanıldığında, 

rekristalizasyonu başlatabilmek için, nanoemülsiyonları daha düşük sıcaklıklara 

soğutmak gerekli olabilir. Rekristalizasyon, liyofilizasyon ile de başlatılabilir 

[100]. Partikül büyüklüğünün küçük olması ve emülgatörlerin varlığı nedeniyle, 

lipit rekristalizasyonu çok gecikebilir ve ürün, uzun aylar boyunca bir aşırı 

soğutulmuş karışım (supercooled melt) olarak kalabilir [95]. Sıcak homojenizasyon 

yöntemi, sıcağa duyarlılığı düşük etkin maddeler için uygundur. Çünkü yüksek 

sıcaklığa maruz kalınan süre nispeten kısadır. Ancak, yüksek sıcaklığa karşı çok 

duyarlı olan bileşikler ve hidrofilik özellikteki etkin maddeler için soğuk 

homojenizasyon yöntemi kullanılmaktadır [100]. 

b) Soğuk Homojenizasyon  

Etkin maddenin içinde çözüldüğü veya disperse edildiği erimiş lipit, kuru buz 

veya sıvı nitrojen kullanılarak hızla soğutulur. Katı lipit, yaklaşık 50 – 100 μm 

boyutundaki lipit mikropartiküllere öğütülür. Katı lipit mikropartiküller, soğuk 
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emülgatör çözeltisinde disperse edilir. Elde edilen pre-süspansiyon, oda 

sıcaklığında veya oda sıcaklığının altında yüksek basınçlı homojenizatörden 

geçirilir. Sonuçta katı lipit nanopartiküller elde edilir  [95,86,100].  

Soğuk homojenizasyon yöntemi, sıcak homojenizasyon yönteminde ortaya 

çıkan; sıcaklıkla etkin madde degradasyonunun indüklenmesi, homojenizasyon 

sırasında etkin maddenin sulu fazda dağılması, nanoemülsiyonun lipit 

rekristalizasyonunun güçlüğü gibi problemlerin üstesinden gelmek için 

geliştirilmiştir [95]. Her iki homojenizasyon tekniği de, %40‘a kadar olan lipit 

konsantrasyonlarında işlem yapmak için uygundur ve genel olarak, dar partikül 

büyüklüğü dağılımları vermektedir [86].  

2. Mikroemülsiyon Yöntemi  

Gasco ve ark, mikroemülsiyonların dilüsyonuna dayanan bir KLN hazırlama 

yöntemi geliştirmişlerdir [98]. Bu yöntemde önce, lipit (yağ asitleri veya 

gliseridler) eritilir. Su, emülgatör ve koemülgatör karışımı, lipitle aynı sıcaklıkta 

olacak şekilde ısıtılır ve erimiş lipite eklenerek karıştırılır. Bu maddeler, 

mikroemülsiyon oluşumu için gerekli oranlarda karıştırıldığında, transparan ve 

termodinamik olarak stabil bir sistem elde edilir. Oluşan sıcak veya ılık 

mikroemülsiyon, özel olarak geliştirilen termostatlı bir şırınga kullanılarak, aşırı 

miktardaki soğuk su (2–3 0C) içinde mekanik bir karıştırma ile disperse edilir. 

Sıcak mikroemülsiyon: soğuk su hacim oranı, 1:25 ile 1:50 arasında 

değişebilmektedir. Fazla su, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile uzaklaştırılır 

[95,86,100]. 

3. Çözücü Emülsifikasyon-Evaporasyon veya Çözücü Difüzyon 

Yöntemi  

Çözücü emülsifikasyon-evaporasyon yönteminde; lipit, su ile karışmayan 

organik bir çözücüde (toluen, kloroform vb) çözülür ve bu çözelti, bir sulu faz 

içinde emülsifiye edilir. Çözücünün vakum altında buharlaştırılmasıyla, lipit 

nanopartikülleri oluşarak çöker. Bu yöntemin önemli bir avantajı, hazırlama 

sırasında ısı uygulanmamasıdır. Bu nedenle, yüksek sıcaklıkta bozulan etkin 

maddelerin yüklenmesi için uygun bir yöntemdir [95].  Yöntemin dezavantajı ise, 
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organik çözücü kullanımının gerekmesidir. Buna ek olarak, bu yöntem ile üretimin 

ölçek büyütme işleminin gerçekleştirilmesinde de problemler ortaya çıkmaktadır 

[100]. Bu yöntem ile elde edilen ürünün ortalama partikül büyüklüğü, organik 

fazdaki lipitin konsantrasyonuna bağlıdır [95]. Çözücü difüzyon yönteminde; su 

ile kısmen karışabilen çözücüler (benzil alkol, etil format vb) kullanılmaktadır. 

Lipit, su ile doyurulmuş çözücüde çözülür ve yüksek sıcaklıktaki, çözücü ile 

doyurulmuş sulu emülgatör çözeltisi ile emülsifiye edilir. Aşırı miktarda (1:5 – 

1:10 oranlarında) suyun eklenmesinden sonra, organik çözücünün emülsiyon 

damlacıklarından sürekli faza difüzyonu nedeniyle KLN‘ler çöker. Oldukça 

seyreltik olan dispersiyon, ultrafiltrasyon veya liyofilizasyon ile konsantre hale 

getirilmektedir [98]. Trotta ve ark. [101], çözücü difüzyon yöntemi ile ve düşük 

toksisiteye sahip oldukları kabul edilen çözücüleri ve emülgatörleri kullanarak, 

gliserin monostearat nanopartiküllerinin hazırlanabilirliğini araştırmışlardır. 

Benzil alkol veya bütil laktat kullanılarak, emülsifikasyon difüzyon yöntemi ile 

katı lipit nanokürelerin üretiminin mümkün olduğunu göstermişlerdir [101].  

4. Yüksek Hızda Karıştırma ve / veya Ultrasonikasyon Yöntemi  

Her iki yöntemde, yaygın olarak kullanılan ve uygulanması kolay 

yöntemlerdir. Genellikle bu yöntemler bir arada kullanılmakta ve belli bir süre 

boyunca yüksek sıcaklıklarda uygulanmaktadır. Yüksek hızda karıştırma 

yönteminin dezavantajı, mikrometre büyüklüğüne varabilen geniş partikül 

büyüklüğü dağılımına sahip ürün vermesidir. Bu da, saklama sırasında partikül 

büyümesi gibi fiziksel stabilite problemlerine sebep olmaktadır. Bunlara ek olarak, 

ultrasofinikasyon yöntemi kullanılıyorsa, metal kontaminasyonunun dikkate 

alınması gerektiğidir [95,86]. Hou ve ark. [102], KLN üretimi için, modifiye 

yüksek hızda homojenizasyon ve ultrason yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntemin, 

organik çözücüye ihtiyaç olmadan yüksek kalitede KLN‘lerin hazırlanmasında 

kullanılabilecek, basit, uygun ve etkin bir yöntem olduğunu bildirmişlerdir [102]. 

2.4.4. KLN’lerin Karakterizasyonu  

1. Partikül Büyüklüğü ve Dağılımı Tayini  

Partikül büyüklüğü ve dağılımı, kolloidal taşıyıcı sistemlerin en önemli 

fizikokimyasal özelliğidir. Hazırlama yönteminin parametreleri, partikül 
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büyüklüğünü ve dağılımını etkileyen önemli faktörlerdendir. Basıncın ve devir 

sayısının artırılması ile partiküllerin büyüklüğünde azalma olduğu belirlenmiştir. 

Üretimde kullanılan emülgatörün tipi ve miktarı da, partikül büyüklüğünü 

etkilemektedir. Genellikle, emülgatör miktarını belirli bir orana kadar artırmak, 

ortalama partikül büyüklüğünü azaltmaktadır. Emülgatörler, KLN‘lerin 

hazırlanması sırasında, damlacıkların yüzeylerini kaplayarak damlacık 

kümeleşmesini ve uzun dönemdeki partikül birleşmesini önleyecek mekanik veya 

elektriksel engel oluşturmaktadır. Damlacıkların stabilitesi yeterince 

sağlanabilirse, katılaştırma işleminden sonra elde edilen partiküllerin büyüklüğü 

nanometrik aralıkta olmaktadır [96]. Partikül büyüklüğünün rutin ölçümleri için 

en güçlü yöntemler; foton korelasyon spektroskopisi (PCS) ve lazer kırınımı 

yöntemi (LD)‘dir. Coulter Counter yöntemi ise, koloidal dispersiyonları 

destabilize edebilecek elektrolitlere ihtiyaç göstermesi ve küçük nanopartiküllerin 

değerlendirilmesindeki zorluklar nedeniyle, KLN‘lerin partikül büyüklüğü 

ölçümünde nadiren kullanılmaktadır [95]. 

2. Partikül Şekli Tayini   

KLN‘lerin şekillerinin belirlenmesinde, diğer partiküler sistemlerde olduğu 

gibi, atomik kuvvet mikroskobisi (AFM) ve elektron mikroskobu kullanılabilir. 

Düz bir silikon yüzeye sabitlenen nanopartiküllerin şekilleri, AFM ile vakuma 

ihtiyaç duyulmadan belirlenebilmektedir [96]. 

3. Zeta Potansiyel Ölçümü  

Zeta potansiyelinin ölçülmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi 

hakkında tahminde bulunmaya olanak vermektedir. Genel olarak, yüklü 

partiküllerde (yüksek zeta potansiyeli), elektriksel itme nedeniyle, partikül 

agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha azdır. Ancak bu kural, sterik 

stabilizatörler içeren sistemler için tam olarak geçerli olmamaktadır. Çünkü sterik 

stabilizatörlerin adsorbsiyonu, zeta potansiyelini azaltmaktadır [95]. 

2.4.5. KLN’lerin Stabilitesi  

Kolloidal bir ilaç taşıyıcı olarak KLN‘nin kullanılması için çok önemli bir 

özellik, KLN‘lerin uzun süreli fiziksel ve kimyasal stabilitesidir (105). Optimize 
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edilen sulu KLN dispersiyonlarının partikül büyüklüklerinin, 12-36 ay boyunca 

stabil kalabildiği gösterilmiştir. Ancak, bu bütün KLN dispersiyonları için genel 

bir özellik değildir ve pek çok durumda, daha kısa sürede partikül büyüklüğünde 

artış gözlenebilmektedir [95]. Bir diğer problem ise, hidrolize hassas etkin 

maddelerin varlığındaki kimyasal stabilite problemidir (105). Sıvı dispersiyonun, 

kuru toz şeklinde bir ürüne dönüştürülmesi faydalı ve sıklıkla da gerekli 

olmaktadır. Elde edilen katı haldeki ürün, sulu lipit dispersiyonlarından daha iyi 

bir kimyasal ve fiziksel stabiliteye sahip olmaktadır. Ayrıca, KLN granülatları 

veya tozları; kapsüller içine doldurulabilmekte, tablet halinde basılabilmekte veya 

pelletler içine hapsedilebilmektedir [95]. 

KLN dispersiyonu dondurarak kurutma (Liyofilizasyon) ve püskürterek 

kurutma (Spray drying) yöntemleriyle kuru toz şekline dönüştürülebilmektedir.   

2.4.6. KLN’lerin Liyofilizasyonu  

Liyofilizasyon, KLN‘nin uzun süreli fiziksel ve kimyasal stabilitesini 

artırmak için umut vadeden bir yoldur. Katı şekle dönüşüm, partikül büyümesini 

ve hidroliz reaksiyonlarını önlemektedir [95]. Liyofilizasyon işlemi sırasında 

meydana gelebilecek partikül büyüklüğü artışını önlemek için, KLN 

dispersiyonunun lipit içeriği %5‘i aşmamalıdır. Çünkü, seyreltilmiş 

dispersiyonlarda, lipit partiküllerinin birbirleriyle direkt teması azalmaktadır [95]. 

KLN‘lerin liyofilizasyon sırasındaki agregasyonunu azaltmak, dolayısıyla partikül 

büyüklüğü artışını önlemek ve kuru ürünün daha iyi bir redispersiyonunu 

sağlamak için, kriyoprotektanların (dondurma işlemi koruyucuları) eklenmesi 

gerekmektedir. Farklı lipit nanopartiküller arasındaki teması önleyen yer tutucular 

olan kriyoprotektanların en tipik örnekleri; sorbitol, mannoz, trehaloz, glukoz ve 

PVP‘dir [95]. Schwarz ve Mehnert de [103], intravenöz (i.v.) uygulama için kabul 

edilebilir özellikte KLN formülasyonları hazırlamışlar ve dondurarak 

kurutmuşlardır. Çeşitli konsantrasyonlardaki farklı kriyoprotektanların koruyucu 

etkilerini araştırmışlar ve %15 konsantrasyondaki trehalozun, dondurarak kurutma 

işlemi sırasında gerçekleşebilecek partikül büyümesini önlemede en etkin şeker 

olduğunu göstermişlerdir. Ayrıca, dondurma hızı ve redispersiyon yöntemi gibi 

parametrelerin optimize edilmesiyle, liyofilizasyon sırasında partikül büyüklüğü 
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dağılımındaki değişikliklerin minimuma indirilebileceği belirtilmiştir. Etkin 

madde içermeyen KLN‘nin optimize edilmiş koşullar altında dondurarak 

kurutulması sonucu, yeniden yapılandırılabilme özelliği iyi olan bir liyofilizatın 

elde edildiği gösterilmiştir. Yeniden yapılandırılan KLN‘ler, i.v. uygulama için 

partikül büyüklüğü dağılımı bakımından uygun olmuşlardır. Partiküllere etkin 

madde yüklenmesi, yeniden yapılandırılması kalitesini etkilemektedir. Ancak, 

etkin madde yüklü KLN‘lerin liyofilizatlarının, mikropartiküllerin varlığı 

bakımından daha az kritik olan, örneğin oral yolla uygulanan formülasyonlar için 

kullanılabileceği ve i.v. uygulanan bir ürün elde etmek için, liyofilizasyon 

parametrelerinin daha ileri optimizasyonunun gerekli olduğu bildirilmiştir [103]. 

2.4.7. KLN’lerin Sterilizasyonu  

KLN‘lerin sterilizasyonunda, formülasyonlarına bağlı olarak, otoklav, gama 

ışınları ve filtrasyon kullanılmaktadır. Bu yöntemlerin uygun olmadığı durumlarda 

ise aseptik üretim önerilmektedir [95]. Otoklav sterilizasyonu sırasındaki fiziksel 

stabilite, KLN formülasyonunun bileşimine çok bağlıdır [100]. Ayrıca ürünün 

yüksek sıcaklıktaki fiziksel stabilitesi için, emülgatörün doğru seçilmesi büyük bir 

önem taşımaktadır [95]. Poloksamer serisi gibi, sterik olarak stabilite sağlayan 

polimerler kullanıldığında, 1210C‘de otoklavlama gerçekleştirilememektedir. 

Çünkü, otoklavlama sıcaklığı, polimerin kritik flokülasyon sıcaklığına (CFT) çok 

yakındır ve polimer adsorbsiyon tabakası kısmen kollapsa uğramaktadır. Bu da, 

yetersiz stabilizasyon ve partikül agregasyonuna neden olmaktadır. Otoklavlama 

sıcaklığı azaltılıp (1210C‘den 1100C‘e) otoklavlama süresi uzatılarak bu durumdan  

sakınılabilir [100]. Sıcaklığa duyarlı formülasyonlar için, gama ışını 

sterilizasyonu, otoklav sterilizasyonuna alternatif bir yöntem olabilmektedir. 

Gama sterilizasyonu sırasında, gama ışınlarının yüksek enerjisi nedeniyle bütün 

formülasyonlarda serbest radikaller oluşmaktadır. Bu radikaller yeniden bir araya 

gelebilirler ve böylece formülasyonda bir hasar meydana getirmezler. Ancak bu 

yapılar, kimyasal modifikasyonlara neden olabilecek sekonder reaksiyonlara da 

girebilirler [95]. 
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2.4.8. KLN’lerin Uygulama Yolları  

KLN‘ler oral, parenteral, topikal, pulmoner ve oküler yollarla uygulanabilir; 

aşı adjuvanı ve gen taşıyıcı sistem olarak da kullanılabilirler.   

KLN‘ler oral yolla, doğrudan sulu dispersiyonları halinde veya tablet, pellet, 

kapsül, kaşe gibi geleneksel dozaj şekillerine dönüştürülerek uygulanabilmektedir 

[95,100]. Polimerik nanopartiküllerin kullanıldığı bütün parenteral uygulamalarda, 

KLN‘ler kullanılabilmektedir [100]. KLN‘lerin subkutan, intraperitonel, 

intravenöz ve intraartiküler uygulamaları sonucu, kontrollü ve sürekli salım ile 

birlikte düşük irritan etki elde edilmektedir [96]. Parenteral KLN‘lerde, yağ 

asitlerinden oluşan gliseridler ve parenteral uygulamalar için kabul edilen 

emülgatörler (lesitin, Tween 80, Poloksamer 188, sodyumglikokolat vb.) 

kullanılmaktadır [86,100].  

KLN‘ler lipozomlara benzer olarak, iyi tolere edilen yardımcı maddelerden 

oluşmaktadırlar ve küçük partikül boyutları nedeniyle, deri üzerinde film 

oluşumuna imkan veren benzer adhezif özelliklere sahiptirler [100]. Deriye 

uygulanan KLN dispersiyonunun kurutulmasından sonra yoğun bir filmin 

oluştuğu elektron mikroskobu ile gösterilmiştir. Oluşan film tabakası, deri 

üzerinde iyi bir örtücü (okluzif) etki sağlamaktadır [95]. Topikal uygulamada 

KLN‘nin sağladığı diğer avantajlar ise; kimyasal olarak dayanıksız bileşiklerin, 

katı KLN matrisi içine hapsedilerek korunması ve etkin maddenin kontrollü 

salımının sağlanabilmesidir [100]. 

Pulmoner yolla etkin madde taşınması için KLN‘lerin kullanımı ile ilgili çok 

az çalışma yayınlanmıştır [100]. KLN‘ler, küçük boyutta olmaları ve nefes verme 

ile hemen dışarı atılmaları nedeniyle, toz halde pulmoner yolla uygulanmazlar. 

Sulu dispersiyon şeklinde nebülizör ile verilirler. Bronşlarda ve alveollerde 

depolanır ve kontrollü olarak etkin maddeyi salarlar [97]. Ayrıca KLN‘ler, 

akciğerlerdeki makrofajlara ilaç hedeflemede de kullanılabilirler [100]. 

KLN‘ler, adhezyon sonucunda gözde daha uzun süre kalarak, görüntüyü 

bozmadan, yüksek ilaç konsantrasyonunun elde edilmesini sağlamaktadırlar. Bu 

alanda da sınırlı sayıda çalışma vardır [97]. 
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Adjuvanlar, aşılamada immün cevabı artırmak için kullanılmaktadır. 

Yıllardır sıklıkla, alüminyum hidroksit partiküllerinden oluşan adjuvanlar 

kullanılmaktadır; ancak, bunların yan etkileri vardır [100]. Etkin madde 

yüklenmemiş KLN‘ler aşı adjuvanları olarak kullanılabilmektedir. Ayrıca, KLN 

matrisinde hapsedilen veya yüzeyinde adsorblanan antijenler de, artırılmış bir 

immünolojik cevabı indüklemektedirler [86]. Geleneksel adjuvanlara kıyasla, 

KLN‘ler, biyodegradasyona uğramaları ve vücut tarafından iyi tolere 

edilebilmeleri gibi avantajlara sahiptir [100]. 

2.5. Apoptoz 

Çok hücreli organizmalarda hücre sayısının kontrolü, hücre çoğalması ve 

hücre ölümü arasındaki dengenin devamı ile sağlanır. Apoptoz programlı ve 

fizyolojik bir ölüm şekli olması nedeniyle bu dengenin sürdürülmesinde önemli 

rol oynamaktadır. Fizyolojik hücre ölümü uzun yıllardır bilinen bir kavram 

olmasına rağmen apoptoz terimi ilk kez 1972‘de Kerr ve ark.[104] “ölen hücrede 

gelişen karakteristik yapısal değişiklikleri” belirlemeleri ve bu süreci apoptoz 

olarak tanımlamaları ile kullanılmaya başlanmıştır [104].  Hücre çoğalımının 

kontrolü hakkında oldukça ayrıntılı bilgiye sahip olmamıza rağmen hücre ölümü 

ile ilgili bilgilerimiz azdır. Günümüzde hücre çoğalımı kadar karışık bir süreç olan 

hücre ölümü üzerinde de önemle durulmakta, apoptozu düzenleyen mekanizmalar 

hızla açıklığa kavuşmakta, bu olayı uyaran veya baskılayan birçok sinyal 

tanımlanmaktadır [105, 106].  

Apoptozis, normal yetişkin dokuların erken gelişim ve büyüme döneminde 

önemli rol oynayan bir çeşit hücre ölümüdür [107]. Çoğunlukla programlanmış 

hücre ölümü, hücre intiharı ile aynı anlama gelmektedir [108]. Hücre ölümü 

nekroz ve apoptoz olmak üzere başlıca iki şekilde meydana gelir. Nekroz ve 

apoptoz arasında biyolojik ve morfolojik belirgin değişiklikler vardır [109]. 

Nekroz kimyasal ve fiziksel hasarı takiben ortaya çıkan patolojik bir ölüm şeklidir. 

Başta mitokondri olmak üzere sitoplazmik organeller hasarlanır, hücre membranı 

seçici geçirgenliğini kaybeder ve şişerek parçalanır. Hücre içeriği çevre dokuya 

yayılarak, inflamatuvar bir cevaba neden olur. Apoptotik hücrede, nekrozun aksine 

en çarpıcı değişiklik çekirdekte meydana gelir. Hücre küçülür, yüzeyinde 
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sitoplazmik çıkıntılar meydana gelir. Sitoplazmada yoğunlaşma, hücre 

yoğunluğunda artma ve çekirdek zarına yakın bölgelerden başlayarak kromatinde 

yoğunlaşma görülür. Daha sonra tüm çekirdek yoğunlaşır ve DNA‘nın 

fragmantasyonu meydana gelir. Hücre her biri membranla kaplı birçok apoptotik 

partiküle ayrılır. Komşu hücreler ya da fagositler tarafından bu apoptotik 

partiküller fagosite edilerek dokudan hızla uzaklaştırıldığı için inflamatuvar 

reaksiyon görülmez. Bu nedenle apoptoz sakin bir ölüm şeklini ifade etmektedir. 

İnflamasyonun olmaması önemli bir özelliktir ve komşu hücrelere zarar 

verilmeden hücre ölümü gerçekleşmektedir [110]. Apoptoz dokuların yenilenmesi 

ve gelişiminde rol oynayan fizyolojik bir süreçtir. Embriyonal gelişme esnasında 

çok sayıda hücre apoptoz ile yok olmaktadır. Gelişme faktörleri, hormonlar ve 

sitokinlerin sinyalleri olmadığında hücreler apoptoza giderler. Ancak apoptoz çok 

çeşitli iç ve dış uyarı ile tetiklenebilmektedir [111].  

Toksinler, iyonize radyasyon, reaktif oksijen radikalleri, çeşitli kimyasallar, 

yaşlanma veya iskemi sonucu gelişen subletal hasarlar hücredeki apoptotik süreci 

aktive edebilir. Çekirdekte, hücre zarında, mitokondriyonda veya hücre içi 

herhangi bir bölgeden gelebilecek bir uyarı apoptozu başlatabilir. DNA‘da oluşan 

bir hasar özellikle önemli bir uyarımdır. Duyarlı hücrede p53‘ün aktivasyonu veya 

diğer başka mekanizmalar apoptozu başlatabilir. Bu hasarlanmalar dışında 

apoptozu tetikleyen bazı fizyolojik sitokinler vardır. Örneğin apoptoz ilişkili bir 

reseptör olan Fas‘ın (Apol, CD95 isimleri de verilmektedir) kendi ligandı ile 

etkileşimi sonucu apoptoz gelişebilir [112]. Apoptozu başlatabilen tüm bu uyarılar, 

sonuç olarak kaspazların (sistein proteazlar) aktivasyonuna neden olmakta, 

bunların aktivasyonu ile kromatin yoğunlaşması, DNA parçalanması gibi nekroz, 

apoptoz, inflamasyon makrofajlar veya komşu hücreler tarafından apoptoza ait 

belirgin yapısal ve biyokimyasal değişiklikler gelişmektedir. Kaspazlar apoptozun 

effektör kolunu oluşturmaktadır ve apoptoza giden bütün hücrelerde aynı şekilde 

gelişmektedir [113]. 

  Bir tümör süpresör gen olarak çalışan p53 mutasyona uğradığı veya 

bulunmadığı zaman hücrenin yaşamı uzar. p53 protein ürünü, DNA‘ya doğrudan 

bağlanarak hasarı tanıdıktan sonra, ya G1‘de hücre döngüsünün durmasını teşvik 
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ederek tamir için gerekli zamanı kazanır ya da hasar fazlaysa apoptoza yönlendirir. 

Ayrıca p53‘ün Bax/ Bax, Bax / Bcl–2, Bcl–2 / Bcl–2 gruplarının oranlarını 

düzenlediği düşünülmektedir. Apoptozun genetik mekanizması ilk kez 

Caenorhabditis elegans isimli nematodun gelişim aşamalarında belirlenmiştir 

[114].  

2.5.1. Apoptoz Düzenlenmesinde Görevli Genler 

 Apoptoz çok sayıda ve çeşitte mediyatör tarafından düzenlenir. Bunlar 

arasında, bazı iyonlar (kalsiyum), moleküller (seramid), genler (c-myc), proteinler 

(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadır. Bazı mediyatörler hücre 

tipine özgündür, bazıları da apoptotik indüksiyonun çeşidine göre farklılık 

gösterebilirler. Apoptotik süreç boyunca hücre içine sürekli kalsiyum girişi olur. 

Kalsiyum iyonları endonükleaz aktivasyonunda, doku transglutaminaz 

aktivasyonunda, gen regulasyonunda, proteazların aktivasyonunda ve hücre iskeleti 

organizasyonunda rol alabilirler. Fakat hücreye kalsiyum girişi apoptozisin 

gerçekleşmesi için esansiyel değildir.  

2.5.2. p53 Geninin Apoptoz ile İlişkisi 

 p53, hücrede bir şekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasarı 

(“single or doublestrand breaks”, nükleotid eksikliği) oluştuğunda, eğer hasar 

onarılabilecek düzeyde ise hücre siklusunu G1 fazında durdurur ve hücreye 

DNA’sını tamir edebilmesi için zaman kazandırır. Eğer DNA hasarı tamir 

edilemeyecek kadar büyükse bu durumda p53 apoptozisi indükler. p53’ün 

apoptozisi indüklemesi Bax’ın ekspresyonunu artırması böylece Bcl-2/Bax oranını 

değiştirmesi yoluyla gerçekleşir. Bazı virüsler (insan papillom virüsü, Epstein-Barr 

virüsü, adenovirüs tip 12) ya p53’ü inaktive ederek ya da Bax’a bağlanarak 

apoptozisi bloke ederler, böylece bu hücrelerin enfekte ettikleri hücreler doğal 

hücre ölüm mekanizmasından kurtulduklarından virüsle-indüklenen 

karsinogenezise bu yolla katkıda bulunurlar. p53 ayrıca bir transkripsiyon faktörü 

olan Mdm2 (murine double minute 2) tarafından da ya transkripsiyonu “down” 

regüle edilerek ya da kendisine bağlanılarak hem aktivitesi inhibe edilir hem de 

yıkımı hızlandırılır. Fakat DNA’nın hasarlanması halinde p53’ün fosforilasyonu 
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artar ve buna bağlı olarak da Mdm2’den ayrılır, böylece yarılanma ömrü uzadığı 

için de aktivitesi artar. 

2.5.3. Sitokrom c Geninin Apoptoz ile İlişkisi 

Mitokondri iç membranında bulunan elektron transport zincirinin bir 

proteinidir. Son yıllarda anlaşılan önemiyle apoptozis sürecinde merkezi bir 

konuma oturmuştur. Bu yüzden de sitokrom c’nin mitokondri den sitoplazmaya 

salıverilmesi apoptozis yoluna girmiş bir hücrede geri dönüşümsüz bir döneme 

girildiğini işaret eder. Sitokrom c, mekanizması henüz tam olarak aydınlatılamamış 

bir şekilde mitokondriden apoptozis-indükleyici faktör (“AIF, apoptosis-inducing 

factor”) ile birlikte sitoplazmaya salınır.  Sitokrom c sitoplazmik protein olan Apaf-

1 (“apoptotic protease activating factor-1”)’e bağlanır ve onu aktive eder, ardından 

ATP’nin de katılımıyla apoptozom adı verilen bir kompleks oluşur. Bu kompleks 

inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline dönüşmesini sağlar. Aktif kaspaz-

9 ise efektör kaspazlardan prokaspaz 3’ü aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla 

aktifleşen deoksiribonükleaz inhibitörünü (“ICAD, inhibitor of caspase-activated 

deoxyribonuclease) inaktifleştirir, böylece ICAD’ünün bağladığı kaspazla-

aktifleşen deoksiribonükleaz (CAD, caspaseactivated deoxyribonuclease) 

serbestleşir ve bu da apoptozisin karakteristik bulgularından biri olan kromatin 

kondensasyonuna ve oligonükleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur. Bu 

mekanizma kaspaz-bağımlı apoptozisi gösterir, oysa kaspaz-bağımsız apoptozisin 

varlığı da bilinmektedir. Kaspaz-bağımsız apoptozis yine mitokondriden salıverilen 

bir faktör olan AIF’ün etkisiyle gerçekleştirilir. Fakat AIF’ün etkilediği nükleazın 

ne olduğu henüz bilinmemektedir (Hunot and Flavell, 2001). 

2.5.4. Kaspazların Apoptoztaki Rolleri 

Kaspazlar enzimojen (inaktif prekürsör) olarak sitoplazmada bulunan ve 

aktif merkezlerinde sisteinin yer aldığı sistein proteazlar olarak adlandırılan bir 

grup enzimlerdir. Şu ana kadar 14 tanesi tanımlanmıştır ve çoğu apoptozisde rol 

almaktadır. Kaspazlar birbirlerini aktifleştirerek preteolitik bir kaskad (şelale tarzı 

reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazıları (kaspaz 2, 8, 9, 10) başlatıcı kaspazlar 

olarak bilinirken bazıları da (3, 6, 7) efektör kaspazlar olarak bilinir. Başlatıcı 

kaspazlar apoptotik uyarıyla başlayan ölüm sinyallerini efektör kaspazlara 



32 
 

naklederler. Efektör kaspazlar ise ilgili proteinleri (örneğin, hücre iskeleti 

proteinleri aktin veya fodrin, nükleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde 

rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)) parçalayarak apoptotik hücre 

morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. İlk tanımlanan enzim ICE 

(interlökin 1-β dönüştürücü enzim)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir. Kaspaz 

kaskadı, sitokrom c’nin sitoplazmaya salıverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu 

yoluyla aktifleştir. 

2.5.5. Bcl-2 Gen Ailesi 

Bcl-2 ailesi, üyelerinin bir kısmının apoptozisi indüklediği (Bax, Bad, Bid, 

Bcl-Xs), bir kısmının ise inhibe ettiği (Bcl-2, Bcl-Xl) geniş bir ailedir. BcI-2 gen 

ailesi apoptozun regülasyonunu Bcl–2 / Bax gen ailesi oranı ile sağlamaktadır 

[115]. Bcl–2 / Bax gen ailesinin ürünleri, mitokondriyal ve çekirdek zarlarının yanı 

sıra endoplazmik retikulum zarının üzerinde de yer almakta ve homodimer ya da 

heterodimerler şeklinde bileşik oluşturarak çalışmaktadırlar [116]. Örneğin; Bcl–2 

nin Bax ile olan etkileşiminde Bcl–2 nin oranının daha yüksek olması hücrenin 

yaşamını sürdürmesini sağlarken, Bax'ın daha fazla olması durumunda ise hücre 

ölüme gitmektedir [117]. Son yıllardaki, hücrenin yaşamı ya da ölümü konusundaki 

araştırmalar dikkatleri mitokondri üzerinde yoğunlaştırmıştır [118].  Bcl-2 ailesi 

birbirine zıt etkileri olan iki grupdan oluşur. Bu gruplardan biri proapoptotik, 

apoptozisi indükleyici, etkiye sahip, diğeri ise anti-apoptotik, apoptozisi 

baskılayıcı, etkiye sahiptir. Proapoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden 

sitoplazmaya salıverilmesini indüklerler. Anti-apoptotikler ise sitokrom c 

salıverilmesini baskılarlar. Bu iki zıt etkili grubun işleyişi yapılarında bulunan iki 

bölgeye (hidrofobik cep ve amfipatik α-heliks) bağlıdır. Yapılarındaki BH1, BH2 

ve BH3 bölgeleri hidrofobik cep’i oluşturur. Amfipatik α -heliks, BH3 bölgesinde 

yer alır. Hidrofobik cep sayesinde bir diğer bcl-2 ailesi üyesinin BH3 bölgesine 

bağlanırlar. Pro-apoptotik üyeler kendi içinde iki alt gruba ayrılırlar. Bu alt 

grublardan biri yapılarında her üç bölgeyi (BH1, BH2, BH3) de içeren üyelerden 

(örn. Bax, Bak), diğeri ise sadece BH3 bölgesini içeren üyelerden (Bid, Bad, Bim) 

oluşur. Anti-apoptotik üyelerde ayrıca BH4 bölgesi bulunur. Bu bölgenin, 

apoptozisin diğer hücresel yollarla “pathway” ilişkisini kurduğu düşünülmektedir.  

Anti-apoptotik üyeler, doğal olarak “intrinsic” sitokrom c’nin salıverilmesini 
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baskılama özelliğine sahiptir. Bu durumda, pro-apoptotik üyelerin anti-apoptotik 

üyelerle bağlanması halinde bu inhibitör etki ortadan kalkar ve sitokrom c 

salıverilmesi gerçekleşir. Bu yüzden, pro ve anti-apoptotik üyelerin dengesi yaşam 

ile ölüm arasındaki seçeneği belirler. Anti-apoptotik üyelerin aşırı 

ekspresyonlarının apoptozisi baskıladığı oysa pro-apoptotik üyelerin aşırı 

ekspresyonunun ise hücreleri öldürdüğü görülmektedir. Anti-apoptotik bcl-2 ailesi 

üyelerinin en iyi bilinenleri: bcl-2, bcl-Xl, Mcl-1 iken, pro-apoptotik olanları ise: 

bax, bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid’dir.     

      Bcl-2 Geninin Yapı ve Fonksiyonları 

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hücreli foliküler lenfomada tanımlanmıştır. Bu 

lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun yaşam sürelerine neden olmakta, böylece 

malignite oluşumuna zemin hazırlamaktadır Bcl-2 anti-apopitotik bir gen olup Bcl-

2 gen ailesinin en önemli üyelerinden birisidir. Bcl-2 gen ailesi proteinleri (Bcl-2, 

Bcl-xl, Bax, Bak, Bad) apoptozun düzenlenmesinde belirleyici bir rol 

üstlenmektedir. Normalde fötüs ve yetişkin dokularından salınan Bcl-2, apoptoz 

inhibitörüdür [119-120]. Fazla salınımı radyasyon, ultraviole, p53, kemoterapötik 

ilaçlar gibi değişik uyaranlar tarafından başlatılan hücre ölümünü önler veya kayde 

değer bir azalmaya neden olur. Bcl-2, mitokondrial membranlarda ve sitoplazmada 

bulunur. Hücre, yaşamsal sinyallerden mahrum kaldığında ya da strese maruz 

kaldığında Bcl-2 mitokondrial membrandan kaybolur ve yerine Bax ve Bim gibi 

Bcl-2 gen ailesinin pro-apopitotik elemanları geçer. Bcl-2 düzeyindeki azalış 

mitokondri membran geçirgenliğini artırır ve çeşitli proteinler hücreyi apoptoza 

götürebilir [121].  

2.5.6. Bax Geninin Yapı ve Foksiyonları 

Bax, Bcl-2 genine benzerliği olan proapoptotik bir gendir. 

Heterodimerizasyon ile sonuçlanan Bax’ın aşırı salınım ve Bcl-2 ile heterodimer 

formu oluşturarak onu inaktive eder [122]. Böylece Bcl-2 fonksiyonu 

engellendiğinden apoptoz indüklenmeye başlar [123]. Normal hücrelerde Bax 

çoğunlukla sitozolde bulunur. Ancak apoptotik sinyalin başlaması ile Bax öncelikle 

mitokondri membranına geçer. Bax’ın reaksiyona girerek mitokondrial voltaj 

bağımlı iyon kanallarını açtığı düşünülmektir. Sitokrom c’nin serbestleşmesiyle ve 
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diğer apoptotik faktörlerin mitokondriden çıkmasıyla, mitokondrial dış membranın 

geçirgenliği artıp ve kaspaz aktivasyonuyla hücre apoptoza gitmektedir [122]. 

2.5.7. Çoğalan Hücrelerin Nukleus Antijeni (PCNA) 

Çoğalan hücre nukleus antijen (PCNA) proteini hücrenin geleceği ile ilgili 

karardan sorumlu önemli moleküllerden birisidir. Hücre poliferasyonu esnasında, 

DNA replikasyonunda görev alan DNA polimeraz-δ (gama) ile etki gösteren bir 

proteindir. PCNA, dinlenim halindeki hücrelerde çok az sentezlenirken S fazında 

ve geç G1 fazında en yüksek sentez seviyesine ulaşır ve G2/M fazında da sentezinde 

önemli bir azalış görülür [124]. PCNA proteini p53 tarafından indüklenir.  Yapılan 

çalışmalarda PCNA proteininin, p53 proteinin yokluğunda hücrede bol miktarda 

mevcut olması durumunda DNA replikasyonu meydana geldiği, p53 proteinin 

varlığında hücrede yüksek seviyelerde mevcut olması durumunda ise DNA tamir 

mekanizmaları işlevsellik kazandığı belirtilmiştir. PCNA proteini fonksiyonel 

olmadığı durumlarda veya hücrede az ya da düşük miktarda mevcut olması 

durumunda ise apoptoz meydana geldiği belirtilmiştir. Sonuç olarak, nukleusta 

yüksek PCNA sentezi S fazı ile ilişkilendirilir ve S fazı hücreleri 

immühistokimyasal yöntemlerde tanımlanabilir. Total DNA seviyeleri ve PCNA 

sentezinin miktarı hücresel proliferasyonunun aktive olduğunu yansıtan bir 

durumdur [125]. 

2.6. Serbest Radikaller ve Oksidatif Hasar 

Serbest radikaller yapılarında bir veya daha fazla ortaklanmamış elektron 

ihtiva eden atom veya molekülleridir. Bu moleküller içerdikleri ortaklanmamış 

elektronlarından dolayı oldukça reaktiftirler. Vücutta doğal metabolik yollarla 

serbest radikaller oluşur, ancak radikal parçalayan antioksidan sistemlerle oluşan 

serbest radikaller ortadan kaldırıldığından, herhangi bir sitotoksisite ortaya çıkmaz. 

Ancak bu işleyişin radikaller lehine bozulduğu durumlarda bir dizi patolojik olay 

ortaya çıkar. Serbest radikallerin başlıca kaynağı moleküler oksijendir. Canlı 

içerisinde oluşan serbest oksijen radikalleri sadece hücre içerisinde substrat ile 

birleşerek hasara neden olmaz, aynı zamanda bağlandıkları moleküllerin hücre 

içerisinde çeşitli yan ara ürün oluşumuna sebep olarak da hasara neden olabilirler.  

Organizmada oluşan serbest radikal formlarının temel kaynağı elektron taşıma 
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zincirinden sızan elektronlardır.  Mitokondrilerde kullanılan oksijenin yaklaşık 

%90-95’ i son ürün olarak su ve moleküler oksijene dönüştürülürken, kalan %5-10’ 

u serbest radikalleri meydana getirir. Serbest radikal yakalama yetenekleri 

sayesinde en az düzeyde tutulur [127].  Serbest radikal üretimi ve bertaraf edilmesi 

arasındaki dengenin kanser [128], dejenaratif hastalıklar [129], iskemi reperfüzyon 

hasarı [130], ateroskleroz [131] ve nörodejenerasyon gibi hastalıkların oluşumunda 

rol oynadığı belirtilmiştir [132].  

2.6.1. Serbest Radikallerin Oluşum Yolları 

Moleküler oksijenin indirgenmesi ile negatif yüklü bir ara ürün olan 

süperoksit (O2
.-) radikali oluşur.  Süperoksit radikalinden ise kendiliğinden ya da 

enzimatik dismutasyon ile ikinci bir ara ürün olan hidrojen peroksit (H2O2) ortaya 

çıkar.  Hidrojen peroksitin bir dizi reaksiyonu sonucunda ise hidroksil radikali 

(OH.) oluşur [132]. Serbest radikaller nükleik asitler, proteinler, karbohidratlar ve 

lipitleri de kapsayan birçok biyolojik molekül ile reaksiyona girme özelliğindedir 

[127]. Hücre içerisindeki diğer serbest radikal kaynakları arasında, endoplazmik 

retikulumlardaki sitokrom P450, lipoksijenaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz ve 

NADPH oksidaz sayılabilir [128].  
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Şekil 2.5. Hücrede Serbest Radikal Oluşum Yolları [127] 

Başlangıç olarak serbest radikaller, ya diğer bir radikal ile reaksiyona 

girerek kovalent bir bağ kurar, ya da daha yaygın olarak, radikal olmayan bir başka 

molekülle reaksiyona girer [130]  Serbest radikaller radikal olmayan bir başka 

molekül ile reaksiyona girdiklerinde, radikal olmayan molekül bir elektron 

kaybederek serbest radikale dönüşür.  Bu mekanizma hücre zarlarında meydana 

gelen yüksek miktardaki hasarı tetikleyen zincirleme reaksiyonların başlangıcı ya 

da temelidir.  Bir radikal bir başka radikal ile birleştiğinde oluşan yeni ürün bir 

önceki radikalden daha fazla yıkıcı etkiye sahip olabilir.  Örneğin; nitrik oksit (NO) 

süperoksit (O2
.-) ile birleştiğinde meydana gelen peroksinitrit radikali (OONO-) 

hidrojen peroksitten (H2O2) 2000 kat daha fazla hasara neden olmaktadır.  Bir başka 

deyişle iki radikalin birleşmesi zincirleme reaksiyonların başlamasına sebep olur. 

Serbest haldeki Fe+2, H2O2 ile reaksiyona girerek hidroksil radikali oluşturur 

(Fenton reaksiyonu).  Hidroksil radikali bir başka şekilde, H2O2’ nin, O2
.- radikali 

ile birleşmesi ile meydana gelir ki bu reaksiyon da Haber-Weiss reaksiyonu olarak 

adlandırılır [131]. 

Fe+2 + H2O2                 Fe+3 + .OH + OH-   (Fenton Reaksiyonu)  
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O2
.- + H2O2                  O2 +

 .OH + OH-    (Haber-Weiss Reaksiyonu) 

2.6.2. Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri (Lipit 

Peroksidasyonu) 

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarının kapasitesini aşacak oranlarda 

oluştukları zaman organizmada çeşitli bozukluklara yol açar. Serbest radikaller, 

hücrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi önemli bileşikleri ile 

reaksiyona girerek, oksidatif hasar oluşumuna neden olurlar. Makromoleküllerin 

hepsinin serbest radikallere karşı hassasiyetleri bulunmaktadır. Ancak serbest 

radikallere karşı en hassas olan ve en fazla etkilenen makromolekül lipitlerdir. 

Zardaki kolesterol ve doymamış yağ asitlerinin serbest radikallerle reaksiyona 

girerek, lipit peroksidasyonu ürünlerini oluştururlar.  Lipitler ile serbest radikaller 

etkileşimi serbest demir atomu varlığında lipit peroksidasyonu ile sonuçlanır. Lipit 

peroksidasyonunu başlatan iki temel serbest radikal, hidroksil (OH.) ve peroksinitrit 

radikalidir (OONO-).  Hidrojen peroksitin metallerle birleşmesi ile OH., O2
.-’ nin 

NO ile birleşmesi ile de OONO- oluşur.  Peroksi radikal (RO2
.) formlarının oluşumu 

ile sonlanan lipit peroksidasyonu, OH.  ve OONO-’in PUFA’ lardan bir proton (H) 

çıkarılması ile başlatılır.  Bunun sonucunda yağ asidi zinciri bir lipit radikali niteliği 

kazanır. Oluşan lipit radikali dayanıksız bir bileşiktir ve bir dizi değişikliğe uğrar. 

Molekül içi çift bağların pozisyonlarının değişmesiyle diyen konjugatları ve daha 

sonra lipit radikalinin moleküler oksijen ile etkileşmesi sonucu lipit peroksidasyonu 

meydana gelir.  Lipit peroksi radikalleri, membran yapısındaki diğer poliansature 

yağ asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin oluşumuna yol açarken, kendileri 

de açığa çıkan H atomlarını alarak lipit hidroperoksitlerine dönüşürler. Böylece 

olay kendi kendini katalizleyerek devam eder. Bu zincirleme reaksiyonlar, substrat 

tükeninceye (örneğin; hücre zarındaki lipitler) ya da RO2
.’nin bu zincirleme 

reaksiyonlarını kırabilecek (E vitamini gibi) bir antioksidan molekül ile 

karşılaşıncaya kadar devam eder [129]. 

Plazma membranı ve organel lipit peroksidasyonu, daha önce bahsedilen 

serbest radikal kaynaklarının hepsiyle sitimüle edilebilir ve metallerin varlığında 

artar. Bu metaller redoks katalisti olarak görev yaparlar ve süperoksit ve hidrojen 

peroksidin daha güçlü oksidanlara dönüşümünü katalizlerler. Lipitlerden, 



38 
 

araşidonik asit metabolizması sonucu serbest radikal üretimine enzimatik lipit 

peroksidasyonu, diğer radikallerin sebep olduğu lipit peroksidasyonuna ise non-

enzimatik lipit peroksidasyonu denir [132].  

Lipit peroksidasyonu sonucu oluşan lipit peroksitlerinin yıkımı, geçiş 

metalleri varlığında gerçekleşir. Lipit hidroperoksitleri yıkıldığında çoğu biyolojik 

olarak aktif olan aldehitler oluşurlar. Bu bileşikler, ya hücre yüzeyinde metabolize 

edilirler veya başlangıçtaki etki alanlarından difüze olup hücrenin diğer 

bölümlerine hasarı yayarlar. 

2.6.3. Lipit Peroksidasyonunda Malondialdehitin (MDA) Önemi  

Lipit peroksidasyonu sonucu oluşan en sitotoksik ürünler, aldehitlerdir. Üç 

veya daha fazla çift bağı bulunan yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucunda 

enzimatik olmayan oksidatif dekompozisyonu sonucu oluşan [133] ve tiobarbütirik 

asidle ölçülebilen malondialdehit meydana gelir. Bu ürünlerden biri olan MDA, 

hücre zarlarından kolayca geçebildiği için hücre içindeki yapıları olumsuz yönde 

etkilemekte ve deformasyonuna neden olmaktadır [134,135]. MDA, yağ asidi 

oksidasyonunun spesifik ya da kantitiaf bir indikatörü değildir fakat lipit 

peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gösterir [133]. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.6. Malondialdehitin kimyasal yapısı  

 

2.6.4. Glutatyon (GSH)’un Oksidatif Doku Hasarını Önlemedeki Rolü 

Memeli hücrelerinde sentezlenen ve hücre içi antioksidan enzim olan 

glutatyon peroksidazın (GSH-Px), serbest radikal formlarına karşı ilk savunma 

mekanizması olduğu düşünülmektedir.  GSH-Px, koenzim olarak GSH’ı kullanır 
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ve H2O2’ yi suya ve oksijen molekülüne dönüştürür. GSH-Px’ in hücre içerisinde, 

kofaktör olarak selenyumu kullanarak H2O2 ve RO2’yi dönüştüren ve kofaktör 

olarak selenyumu kullanmadan H2O2’nin redüklenmesini katalizleyen iki formu 

bulunmaktadır.   

Hücreler, serbest radikal hasarına karşı doğal koruyucular içerir. Özellikle 

hepatositler glutatyon ve diğer antioksidanlarca zengindirler. Bu moleküller, 

hepatotoksinlerle oluşan serbest radikalleri hızlı ve etkili biçimde ortadan 

kaldırarak, hepatositi hasara karşı korurlar. Bu koruyuculardan bir tanesi 

antioksidan molekül olan glutatyondur [135]. GSH, sülfürlü bir tripeptitdir (gama 

glutamil sisteinil glisin) [136].   Önemli bir indirgeyici ajan olan glutatyon, hücrenin 

oksido-redüksiyon dengesini sürdürüp hücreleri endojen ve ekzojen kaynaklı 

oksidanların zararlı etkilerinden korumaktadır [136,137]. Proteinlerdeki -SH 

gruplarının korunması ve bazı reaksiyonlarda koenzim olarak görev almasının yanı 

sıra aminoasitlerin transportunda, protein ve DNA sentezinde de önemli rol oynar 

[138]. Glutatyon dokularda birbiriyle dengede bulunan, indirgenmiş glutatyon 

(GSH) ve okside glutatyon (GSSG) olmak üzere iki şekilde bulunur. İntrasellüler 

GSH, selenyum içeren glutatyon peroksidaz enzimi ile GSSG dönüştürülür [139]. 

Hücreler için oldukça zararlı olan hidrojen peroksit, glutatyon peroksidaz veya 

katalaz enzimi aracılığıyla, suya dönüştürülerek oksidatif hasar oluşumu 

engellenmiş olur. Bu dönüşüm sırasında glutatyon okside olarak glutatyon disülfide 

dönüşür. Glutatyon disülfidin tekrar glutatyona dönüşümü ise glutatyon reduktaz 

aracılığıyla gerçekleşir [135]. Doku içerisindeki GSH’ ın azalması ile oksidatif 

hasar belirlenebilir. Bu durum oksidatif hasara maruz kalan sıçan hepatositlerinde 

meydana gelen GSH seviyesindeki azalma ile gösterilmiştir [138]. 

2.7. Karaciğer Fonksiyon Testleri 

2.7.1. Alanin Transaminaz (ALT) ve Aspartat Transaminaz (AST)’ların 

Biyokimyası 

ALT öncelikle karaciğer ve böbreklerde bulunup, kalp ve iskelet kasında 

daha az miktarda mevcut iken [140], AST karaciğer dışında kalp kası, iskelet kası, 

böbrek, pankreas, akciğer, beyin ile lökosit ve eritrosit gibi kan hücrelerinde de 

bulunmaktadır. Dolayısıyla serum aminotransferaz aktivitesinde yükseklik 
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karaciğer dışı nedenlerden de kaynaklanabilir [141]. ALT hücre sitoplazmasında 

bulunurken AST hem sitoplazmada hem de mitokondride bulunur [140]. ALT 

karaciğer hastalıkları için AST den daha spesifik olmakla birlikte bazı karaciğer 

hastalıklarında AST’ nin daha fazla artış göstermesi mümkündür [142].  

 

 

Şekil 2.7. Alanin transaminaz enzim aktivitesinin şematik gösterimi [140] 

AST ve ALT hücre hasarı ve plazma membranının bozulması sonucunda 

sitoplazmadan kana salınmaktadır. Serum AST ve ALT hepatik hasarın teşhisinde 

biyomarkırdırlar, çünkü hepatik hasar sonrasında kana salınırlar [143]. 

Aminotransferazlar karaciğerde hasar meydana geldiğinde teşhiste kullanılan ilk 

enzimlerdir [144]. Karaciğer dokusunda karsinojenler nedeniyle inflamasyon ve 

nekrozun oluşması bu enzimlerin karaciğer hücrelerinden plazmaya sızmalarına 

sebep olur [145]. 

 

Şekil 2.8. Aspartat transaminaz enzim aktivitesinin şematik gösterimi [141] 
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2.7.2. Laktat Dehidrojenaz (LDH)’ın Biyokimyası 

Laktat dehidrojenaz enzimi glikolizin anahtar enzimidir ve laktat üretimini 

katalizler. Bu enzim tüm dokularda yaygın olup beş izoenzimi vardır. Karaciğer 

dokusu LDH5 yönünden daha zengindir. Kardiyolojik problemler dışında LDH ve 

izoenzimleri ile ilgili çalışmalar, genellikle karaciğer maligniteleri başta olmak 

üzere çeşitli malignitelere ve bazı karaciğer hastalıklarına yöneliktir [146]. 

Karaciğer parankimasının hasarlanmasından sonra bu izoenzimler 

yükselebilmektedir [147]. Yükselmiş serum LDH’ ı genellikle karaciğer hasarı ile 

ilişkilidir ve hasarlanan hücrelerden kana salınır [148]. 

2.7.3. Alkalen Fosfataz (ALP)’ın Biyokimyası 

ALP, alkali ortamda farklı türlerdeki fosfat esterlerinin hidrolizini 

katalizleyen glikozil fosfotidilinozitol ile hücre membranına bağlı glikoprotein 

yapısında bir metalofosfataz enzimidir. ALP’ yi magnezyum, kobalt ve mangan 

gibi iyonlar aktive ederken kalsiyum ve inorganik fosfat inhibe eder, çinko ise 

yapısal rol oynar. ALP, kemik, karaciğer, bağırsak ve plasenta gibi dokularda 

yüksek konsantrasyonlarda bulunur ve bu dokulara ait patolojilerde serum düzeyleri 

artar. ALP artışının hangi dokudan kaynaklandığının anlaşılması için ALP spesifik 

doku izoenzimlerinin belirlenmesi gerekir. Normal şartlarda insan serumu dört 

farklı kaynaktan ALP izoenzimi içermektedir. Bunlar; kemik, karaciğer, incebarsak 

ve gebelikte plasenta dokularıdır [149,1450]. ALP düzeyleri birçok karaciğer 

hastalığında yükselmekle birlikte en sık safra akımının engellendiği intra ve ekstra 

hepatik kolestaz da veya primer metastatik karaciğer tümörlerinde yükselmektedir, 

ayrıca primer karaciğer kanserlerinde, granülomatöz hepatitlerde ve infeksiyöz 

mononükleoz gibi hastalıklarda da yüksek bulunur [151,152].  
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. MATERYAL 

3.1.1. Deney Hayvanlarının Ortama Adaptasyonu ve Beslenmeleri 

Bu çalışmada, 20-25 gram 2-2,5 aylık 35 adet Balb/c cinsi erkek fare 

kullanılmıştır. Deney öncesinde hayvanlar, standart pelet yem ve musluk suyu ile 

beslenerek, kontrollü laboratuvar şartlarında muhafaza edilmişlerdir. Rastgele 

seçilen hayvanlar her grupta 7 hayvan olacak şekilde 5 gruba ayrılmıştır. Anadolu 

Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma ve Uygulama Biriminden temin edilen 

hayvanlar deney süresince 12;12 aydınlık/karanlık ışıklandırması olan, ısı (22±2 

C˚) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmış odalarda yaşatılmıştır. Deneye 

başlanmadan önce hayvanların bir hafta süre ile ortam koşullarına adaptasyonu 

sağlanmıştır. Bu adaptasyon sürecinde tüm fareler polikarbonat şeffaf kafeslerde 

standart yem ile beslenmiş ve çeşme suyu verilmiştir. 

3.2. METOD  

3.2.1. Kimyasal Maddelerin Hazırlanması ve Enjeksiyonları 

 Tümör nekroz faktör α, farelere, 15µg/kg olacak şekilde fizyolojik tuzlu su 

içerisinde çözündürülerek intraperitonal (i.p.) olarak uygulanmıştır. D-

galaktozamin ise 700 mg/kg olacak şekilde fizyolojik tuzlu su içerisinde 

çözündürülerek i.p. olarak uygulanmıştır. Silmarin ve Nano formu ise 100 mg/kg 

olacak şekilde distile suda çözündürülerek i.p. olarak uygulanmıştır.  

3.2.2. Deney Gruplarının Oluşturulması 

Deney hayvanları arasından rastgele seçimle her birinde n=7’ şer Balb/c 

erkek fare olmak üzere toplam 5 grup oluşturulmuştur. Bunlar; 

Grup 1: Kontrol grubu: Her hayvana 0,5 ml serum fizyolojik enjeksiyonu 

yapılmıştır. 

Grup 2: 15µg/kg TNF-α/ 700 mg/kg D-GaIN verilen grup 

Grup 3: 15µg/kg TNF-α/ 700 mg/kg D-GaIN /100 mg/kg Silmarin 

Grup 4: 15µg/kg TNF-α/ 700 mg/kg D-GaIN / KLN (Boş) 

Grup 5: 15µg/kg TNF-α/ 700 mg/kg D-GaIN / 100 mg/kg Sm-KLN 
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3.2.3. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar 

Tüm deneysel çalışmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Ketamin/rompun (50+10 mg/kg) ile anestezi edilmiş 

hayvanlardan intrakardiyak kan alımı yapılmıştır. Kan örneklerini Eppendorf 

Centrifuge 5804 R marka ve model cihaz ile 10 dakika 3000 devir/dk.’ da 

santrifüjlenerek aspartat transaminaz (AST), alanin transaminaz (ALT), laktat 

dehidrojenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP), glutatyon (GSH) ölçümleri için 

serumlar ve malondialdehit (MDA) ölçümü için plazma elde edilmiştir. Polietilen 

tüplere aktarılan serum örnekleri biyokimyasal analizler için -80˚C derin 

dondurucuda korunmuştur. Karaciğer hücrelerinin olası fonksiyon bozukluğunu 

tespit etmek amacıyla biyokimyasal olarak serum örneklerinde ALT, AST, ALP, 

LDH ve GSH seviyeleri belirlenmiştir. ALT, AST, LDH, ALP, GSH ve MDA 

ölçümleri HITACHI-917 oto analizörü ile ticari kitler kullanılarak yapılmıştır.  

3.2.4. Histolojik Çalışmalar 

Otopsileri yapılan farelerin karaciğerleri dikkatli bir şekilde kesilip alındıktan 

sonra serum fizyolojik ile temizlenmiştir. Karaciğerler tartıldıktan sonra, %10’ luk 

formalin bulunan renkli şişelere konulmuştur. Karaciğer alındıktan üç saat sonra 

fiksatifleri yeniden değiştirilerek daha iyi fikse edilmeleri sağlanmıştır. Rutin 

histolojik doku takibinden sonra parafin blokları hazırlanacak dokulardan alınarak 

5-6 mikronluk kesitler hematoksilin-eosin boyası ile boyanarak ve ışık 

mikroskobunda incelendikten sonra Olympus marka pm10 AD ile fotoğrafları 

çekilmiştir.  

           Karaciğer Örneklerinin Hazırlanması 

Bütün gruplardaki farelerden dikkatli bir şekilde alınan karaciğerler serum 

fizyolojik ile yıkandıktan sonra küçük parçalara ayrılmış ve % 10’ luk tampon 

formalin fiksatifi ile tespit edilmiştir.    

Karaciğer Örneklerinin Parafin Takibi ve Kesit Alma 

 Doku Tesbiti 

 %10 formaldehid (nötral-tamponlanmış) 

 Doku Takibi  
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 Doku Gömme (Bloklama) 

Amaç: Dokuların mikrotom cihazının blok tutucu yuvasına monte edebilir hale 

getirmek 

Bunun için: Metal gömme kalıbına az miktarda parafin dökülür, Pens 

yardımıyla dokular kalıba yerleştirilir. Soğuk bir kısma alınır. Kalıp içindeki 

dokulara bastırılarak tabana eşit olarak yapışmaları sağlanır. Üzerine blok kaseti 

konur, blok kasetini deliklerini geçinceye kadar parafin ilave edilir. 

 Doku Kesimi(Mikrotom Cihazı) 

Mikrotom cihazı blok tutucu yuvasına blok kaseti takılır. Dokunun ön yüzü 

tıraşlanarak doku bütünlüğüne ulaşılır.4 mikrom kalınlığında kesitler alınır. Fırça 

yardımıyla 47 derece su banyosuna kesitler atılır. Suda açılan kesitler lama alınır. 

 Deparaffinize İşlemi (Cihaz_Manuel) 

 Boyama Tekniği (Biopsi) (Hematoxilen Eozin) 

 Monte Etme(Kapama İşlemi) 

Lam ortasına 1 damla entellan damlatılır. 24X60 lamel 45 derece açı ile yayma 

yapar gibi kapatılır. 

Karaciğer Örneklerinin Hemotoksilen-Eozin ile Boyanması 

Kesitlerin boyanmasında hematoksilen-eozin ikili boyası kullanılmıştır.  Bu 

amaçla Harris Alum Hematoksilen ve alkollü eozin boyaları hazır alınmıştır. 

Deparafinizasyonu yapılmış olan karaciğer kesitleri 5’er dakika sürelerle saf, %96, 

%90, %80, %70, %50’ lik etanollerde ve distile suda bekletilmiştir.  Kesitler, 

hematoksilen ile 3 dakika muamele edilip distile sudan geçirilerek, 10 dakika eozin 

ile boyanmıştır.  Musluk suyu ile fazla boyası alınan kesitler, alkol serilerinden hızla 

geçirilerek dehidratasyona uğratılıp, iki ayrı ksilolde 30’ ar dakika tutularak 

şeffaflaştırılmıştır. Karaciğere ait preparatlar, bu aşamadan sonra entellan ile 

kapatılarak mikroskop altında incelenmeye hazır duruma getirilmiştir. 
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 Karaciğer Örneklerininin Geçirimli Elektron Mikroskobik (TEM)  

Takibi  

Elektron mikroskobu ile değerlendirme apoptoziste en değerli yöntem 

("gold standard") olarak düşünülmektedir. Morfolojik değişikliklerin en doğru 

olarak gözlendiği bir yöntemdir. Hücrelerin ince yapılarının (mitokondri, lizozom, 

endoplazmik retikulum, çekirdek vb organelleri) belirlenmesinde faydalanılmıştır.  

Elektron mikroskobu çalışmalarında, nukleus fragmentasyonu net olarak 

izlenebilir, apoptotik hücrede, normal hücreyle kıyaslandığında sitoplazmik 

küçülme, kromatin kondansasyonu ve fragmentasyonu izlenebilmektedir. 

Dokulara Geçirimli Elektron Mikroskobik takip için; 

 Fiksatif Hazırlama: İlk fiksatif tamponlanmış glutaraldehittir. 

Fosfat Tamponu; 

Na2HPO4 ve KH2PO4 karıştırılarak, tampon solüsyonu hazırlanmıştır. İncelenecek 

hücrelerin yapısı ve büyüklüğüne göre, hücreler tespit içerisinde 4-24 saat arasında 

+4 ºC’de fikse edilmiştir. 

 Yıkama: Fikse olmuş hücrelerden fiksatifi uzaklaştırmak için hücreler tampon 

çözeltisi ile yıkanmıştır. (3x15 dk ) 

 İkinci Tespit (Osmium Tetraoksit) : Yıkanan hücreler %1’lik OSO4 içerisine alınıp, 

2 saat süreyle rotatorda döndürülerek, fikse edilmeleri sağlanmıştır. Bu süre 

sonunda tampon ile 3x15 dk yıkanmıştır.  

 Dehidratasyon: Etil alkol ile yapılır. 

 Şeffaflandırma:  

Propilenoksit 30 dk. X2 

Resin+ propilenoksit (1/1) 

Hücreler bu karışımda 2 saat süreyle rotatorda döndürülmüştür. 

 Bloklama: Taze hazırlanmış resinle bloklama işlemi yapılır. Polimerizasyon işlemi 

48 saat boyunca 60 ºC’de yapılmıştır. 

 Resin Solüsyonunun Hazırlanması: 

Araldit CY212 20 ml, 

DDSA 20ml, 

BDMA 0,6 ml, 

Dibütilfitalat 1 ml, 
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 Kesitlerin Boyanması: Uranil asetat boyasının hazırlanması; 

 Kurşun Sitrat Boyasının Hazırlanması: 

A Karışımı 

B Karışımı 

B karışımı üzerine 0,5ml A karışımı katılıp, kuvvetlice çalkalanarak 

karıştırılmıştır. (ph 12-13 arasında olmalıdır). Temiz bir falkona konup, karanlıkta 

ve +4 ºC’ de saklanır. Boyanan kesitler elektron mikroskobunda incelenip, 

fotoğrafları çekilmiştir. 

Karaciğer Örneklerinin Konfokal Mikroskobik Analizi 

Uygulanan maddelerin verildiği dokular 37 °C’de 24 saat süresince 

bekletilmiştir. İnkübasyon sonunda doku PBS ile yıkanır, oda sıcaklığında 15 

dakika %2 gluteraldehid ile fikse edildi. Sonrasında doku PBS ile yıkanıp 

phalloidin ve akridin oranj ile boyanmıştır. Ayrıca parafin takibi yapılmış doku 

kesitlerine de Anneksin FITC/ PI floresan boyalarla boyanmış doku kesitleri 

mikroskobik olarak incelenerek çekirdek ve hücre zarlarının yapısına bakılmış, 

apoptotik ve nekrotik hücreler belirlenmiştir. Doku üzerindeki yapısal değişiklikler 

Leica TCS- SP5 II konfokal mikroskop kullanılarak görüntülenmiş ve software 

(Leica Confocal Software Version 2.00) kullanılmıştır.  

3.2.5. Biyokimyasal Analizler 

            Serum ALT, AST,  ALP, LDH, GSH ve Plazma MDA Enzim 

Aktivitelerinin Ölçümü 

Kontrol ve deney gruplarındaki farelerden tüplere intrakardiyak olarak 

alınan kan örnekleri 3000 devir/dakika’ da 10 dakika santrifüj edilerek serumlar 

elde edilmiştir. Alınan serum ve plazma örnekleri tam otomatik biyokimya 

otoanalizatörü ile ALT, AST, LDH, ALP, GSH ve MDA değerleri saptanmıştır. 

1. Serum ALT Ölçüm Prensibi 

Serumda ALT düzeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanılarak 

CRONY AIRONE 200 RA otoanalizatör ile belirlendi (U/L).  

Ölçüm Prensibi: Metod Wrobleski ve LaDue tarafından geliştirilmiş daha sonra 

Henry ve Bergmeyer tarafından optimize edilmiştir. Reaksiyon şeması aşağıdaki 

gibidir:  
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                                                   ALT  

L- Alanin + 2- Oksogluterat   Pürivat + L- Glutamat  

 

                                          LDH  

Pürivat + NADH + H  L- Laktat+ NAD+  

 

Örnekteki ALT Aktivite oranı ve NADH’ın NAD+ a dönüşmesinden dolayı oluşan 

absorbanstaki azalma 340 nm de ölçülür (U/L). 

2. Serum AST Ölçüm Prensibi 

Serumda AST düzeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanılarak 

CRONY AIRONE 200 RA otoanalizatör ile belirlendi (U/L).  

 

Ölçüm Prensibi: Metod Karmen ve Al tarafından geliştirilmiş daha sonra Henry 

ve Al tarafından optimize edilmiştir. Reaksiyon şeması aşağıdaki gibidir:  

                                                       AST  

L- Aspartat + 2- Oksogluterat  Oksaloasetat + L- Glutamat 

                                                  MDH 

Oksaloasetat + NADH + H  L- Malat + NAD+  

Örnekteki AST Aktivite oranı ve NADH’ın NAD+ a dönüşmesinden dolayı oluşan 

absorbanstaki azalma 340 nm de ölçülür. 

3. Serum LDH Ölçüm Prensibi 

Serumda LDH düzeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanılarak 

CRONY AIRONE 200 RA otoanalizatör ile belirlendi (U/L).  

 

Ölçüm Prensibi: Metod Henry ve arkadaşları tarafından geliştirilmiştir. Reaksiyon 

şeması aşağıdaki gibidir:  

                                        LDH  

Pürivat + NADH + H  L- Laktat + NAD+  



48 
 

 

Örnekteki LDH Aktivite oranı ve NADH’ın NAD+ a dönüşmesinden dolayı oluşan 

absorbanstaki azalma 340 nm de ölçülür. 

4.  Serum ALP Ölçüm Prensibi 

Serumda ALP düzeyi ticari kit (Biolabo, Maizy, France) kullanılarak 

CRONY AIRONE 200 RA otoanalizatör ile belirlendi.  

Ölçüm Prensibi: Method Lowry, Bessey ve Brock tarafından geliştirilmiş, daha 

sonra Hausamen ve arkadaşları tarafından düzeltilmiştir. Magnezyum ve çinko 

iyonları varlığında; p-nitrofenil fosfat, fosfat ve p-nitrofenol oluşturmak için 

fosfatazlar tarafından hidrolize edilir.  Bu süreçte AMP geçici fosfat alıcıdır. Renkli 

p-nitrofenol serbest bırakılması ALP aktivitesi ile orantılıdır. Spektrofotometrik 

olarak ölçülmüştür (405 nm). 

 

p-Nitrofenil Fosfat + H20                    Fosfat + p-Nitrofenol 

 

5. Serum GSH Ölçüm Prensibi 

Örnek GSH miktarı Sedlak ve Lindsay metodu kullanılarak 412 nm’de 

ölçümü yapıldı.  Örnekler %50 TCA (triklorasetik asit) ile çöktürüldü ve 5 dakika 

1000xg’ de santrifüj edildi.  Çöktürülen örneğin üst fazından 0,5 ml alınarak 2 ml 

Tris-EDTA tamponu (0,2 M, pH=8,9) ve 0,1 ml 0,01 M 5,5’-ditiyo-bis-2-

nitrobenzoik asit ilave edildi.  Bu karışım oda sıcaklığında 5 dakika bekletildi ve 

spektofotometrede 412 nm’de absorbansları ölçüldü.  Deneysel çalışmada UV–

1700 Shimadzu marka spektrofotometre kullanıldı. Spesifik aktivite mg protein 

başına mg cinsinden verildi. 

6. Plazma MDA Ölçüm Prensibi 

Farelerden alınan kan örnekleri anti-koagulan içeren tüplere aktarılır. Tüpler 

hafif çalkalandıktan sonra 5000 rpm de 10 dk santrifüj edilerek elde edilen plazma 

örnekleri biyokimyasal analizler yapılana kadar – 80 oC’ de saklandı. 

Plazma örneklerinde malondialdehit miktarı TBARS (Tiobarbituric Acid 

Reactive Substance) metodu kullanılarak tayin edildi.  Lipit peroksidasyon ürünü 

(MDA) ile tiyobarbitürik asit (TBA) arasındaki reaksiyon sonucu oluşan pembe 
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renk spektrofotometrik olarak ölçüldü.  Tiyobarbitürik asit ile reaksiyona girerek 

aynı rengi veren suda çözünür maddeleri uzaklaştırmak için serum lipitleri proteinle 

birlikte fosfotungistik asit/sülfirik asit sistemiyle çöktürüldü.  

Deneyin yapılışı: 

1. Bir deney tüpüne 150 μL plazma, 1,2 mL H2SO4 ve 150 mL fosfotungistik asit 

eklendi, iyice karıştırıldıktan sonra 5 dakika bekletildi. 

2. Karışım 1500 g’ de 10 dk. santrifüj edildi ve üst faz atıldı. 

3. Geriye kalan çökelek üzerine 2 mL saf su eklendi ve yeniden çözününceye kadar 

vortekslendi. 

4. Tüpe 500 μL TBA eklendi ve 1 saat 100 0C’ de inkübe edildi. 

5. İnkübasyonun ardından tüpler 1000 g’ de 10 dk. santrifüjlendi. 

6. Üstteki berrak kısım alınarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu. 

1 mmol 1.1.3.3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCl içinde 50 oC’ de 1 

saat inkübe edildi ve bu bileşiğin hidrolizi sonucu oluşan MDA çözeltisinden 10, 5, 

3, 2, 1 - 0,5 nmol/mL çalışma standartları hazırlandı.  Elde edilen sonuçlarla 

standart grafiği çizildi.  Bu grafikten yararlanarak plazma MDA miktarı nmol 

MDA/mL olarak belirlendi.  Sonuçlar g protein başına nmol cinsinden ifade edildi. 

3.2.6. İmmünohistokimyasal Boyama 

 

1. Bcl-2 ve Bax Boyama Yöntemi 

Bcl-2 ve Bax immünhistokimyasal incelenmesi için Anti-Bcl-2 antikor 

(ab7973)(Abcam) ve Anti-Bax antikor (ab7977) (Abcam) antikorları kullanıldı.  

Ölçüm Prensibi  

İşaretlenmiş antikor yöntemi ile antijeni tanıma ve gösterme temel ilkesine 

dayanmaktadır. Streptavidin-Biyotin kompleksi teknolojisi kullanıldı. 

Streptavidinin biyotine afinitesi çok fazladır. Streptavidin peroksidaz etkili olarak 

nötral, hafif alkali pH’da yalnızca biyotinlenmiş sekonder antikora bağlanır. Oluşan 

kompleks kromojenik substrat eklenerek görünür hale getirilir. Antijenin 

bulunduğu bölgede renkli bir çökelti oluşmaktadır.   
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Ölçüm Yöntemi 

İmmünohistokimyasal inceleme için alınan karaciğer doku örnekleri 

%10’luk formaldehit fiksasyonu sonrası 3 saat akan suda yıkandı. Alkol 

serilerinden geçirilen dokular parafin ile bloklandı. İmmünhistokimyasal inceleme 

için uygun olan bloklara aşağıda belirtilen işlemler sıra ile uygulandı.  

- Poly-l-lysine ile kaplanmış lam uzerinde 4 mikron kalınlığında kesitler alındı.  

- Fiziksel deparafinizasyon icin kesitler 60°C‟de etüvde 60 dakika parafinin erimesi 

için bekletildi.  

- Kimyasal deparafinizasyon için lamlar ksilol serilerinden geçirildi (3x5 dakika).   

- Etil alkol serilerinden geçirildi ve boyama için hazır hale getirildi (3x1dakika 

%96‟lık alkol).  

- Dokular yüksek basınç ve nemli ortamda 1/10‟luk sitrat tamponu içinde 10 dakika 

tutuldu.  

- Boyama kapalı kutu içinde nemli ortamda yapıldı. Solüsyonlar lam yüzeyindeki 

doku üzerini örtecek şekilde damlatıldı.   

- Doku sınırlama kalemi ile dokuların etrafı çizildi.  

- % 3‟lük hidrojen peroksidazda 10 dakika bekletildi. Önce distile su ile 1 dakika 

sonra fosfat tamponu ile 2 defa yıkandı.  

- - Ultra V blokta 5 dakika bekletildi.   

- Primer antikor (Bcl-2 (Anti-Bcl-2 antikor (ab7973)(Abcam)), Bax (Anti-Bax 

antikor (ab7977) (Abcam) ile 60 dakika inkübasyona bırakıldı.  

- Fosfat tamponu ile 3 kez yıkandı. -  ENHANCER (sinyal artırıcı): 20 dakika  

- Fosfat tamponu ile 3 kez yıkandı.  

- HRP, POLYMER (biotinylated goat anti-polyvalent + streptavidin): 30 dakika  

- Fosfat tamponu ile 3 kez yıkandı.  

- AEC Kromojen uygulandı ve 5 dakika inkübasyona bırakıldı.   

- Çeşme suyunda 30 saniye yıkandı ve Hemotoksilen ile zemin boyanması yapıldı.  

- Çeşme suyu ile 1 dakika yıkama yapıldı.  
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- Distile su ile 30 saniye yıkama yapıldı.  

- Lamlar havada kurutuldu.  

- Aques Mounting Medium damlatılıp lamel ile kapatıldı.  

İmmünhistokimyasal boyama değerlendirilmesi ESOGÜ Histoloji 

Anabilim Dalında tek bir araştırmacı tarafından, 40X büyütmede 3 ayrı alan 

taranarak semikantitatif yöntemle boyanan hücrelerin sayısına göre 0 (boyama 

yok), 1 (az boyama), 2 (ota boyama) ve 3 (çok boyama) olarak yapıldı. 

2. Çoğalan Hücrelerin Nukleus Antijeni (PCNA)’nin 

İmmünohistokimyasal Olarak Belirlenmesi 

Bu çalışmada, ışık mikroskobu düzeyinde PCNA immünlokalizasyonu 

“Streptavidin-Biyotin-Peroksidaz” yöntemi kullanılarak tespit edilmiştir [126]. 

İmmunohistokimyasal yöntemde, gruplara ait hayvanların karaciğer dokusu 

kullanıldı. PCNA immunohistokimyası için, % 10 tamponlanmış formalinde fikse 

edilen karaciğer dokuları kullanıldı. 5 µm kalınlığında alınan kesitler, Poly-L-lysine 

ile kaplı lamlar üzerine alındıktan sonra, deparafinizasyon ve rehidratasyon 

işlemlerine tabi tutuldu. Rehidratasyondan sonra distile suya alınan kesitler, 

mikrodalga fırında 10mM sitrat tamponunda (pH 6) 10 dakika boyunca 700 W’ta 

kaynatılarak, antijen iyileştirmesine maruz bırakıldı. Bu aşamadan sonra PBS (pH 

7.4) ile yıkanan kesitler membran permeabilizasyonu için  %0.3’lük Triton X-100 

ile 10 dakika boyunca inkübe edildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin inhibe 

edilmesi amacıyla kesitlere, oda ısısında ve nemli ortamda, metanolde hazırlanan 

%3’lük H2O2 solüsyonu 10 dakika uygulandı. Bundan sonraki aşamalar Ultravision 

Detection System Kiti (Lab Vision TM-125-HL) ile kit için öngörülen metoda 

uygun olarak gerçekleştirildi. Dokuda spesifik olmayan bağlanmaların 

engellenmesi için kesitlere bloke edici solüsyon 5 dakika uygulandıktan sonra, 

kesitler antikor sulandırma solüsyonu (Lab Vision) ile 1/50 dilüsyonda hazırlanan 

PCNA için spesifik olan primer antikor (Clone PC10, NeoMarkers MS-106) ile oda 

ısısında 40 dakika inkübe edildi. Negatif kontrol kesitlere bu aşamada antikor 

yerine PBS uygulandı. Sırasıyla biyotinlenmiş sekonder antikor ile streptavidin-

peroksidaz enzim konjugatı 15’er dakika uygulandı. Renk reaksiyonu 

gerçekleştirmek amacıyla kesitler AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) kromojen ile 

muamele edildi ve mikroskopta spesifik immun reaksiyonun oluşumu gözlendikten 
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sonra, kesitler distile suya alınarak reaksiyon durduruldu. Kesitler Mayer 

Hematoksilin ile zıt boyamaya tabi tutuldu. Primer antikor uygulamasından önceki 

basamak hariç, diğer tüm basamaklar arasında kesitler PBS ile 10’ar dakika yıkandı. 

Son aşamada kesitler GVA kapatma solüsyonu ile kaplanarak lamelle kapatıldı. 

3.2.7. Silmarin Katı Lipit Nanopartikül (KLN)’lerin Hazırlanması ve Ölçümü  

Sm yüklü KLN’i hazırlamak için sıcak homojenizasyon tekniği 

kullanılmıştır. Bu tekniğe göre; %5 etken madde (Sm), %5 lipit (Compritol 888) ve 

%3 oranında yüzey etken madde (Tween 80) kullanılmıştır. Önce lipitin 80ºC 

erimesi sağlanmıştır. Lipit eridikten sonra etken madde lipitin üzerine eklenerek 

Tween 80 yavaş yavaş ilave edilmiş, ultraturaks aracılığı ile yavaş yavaş 

karıştırılmıştır. Karışım işlemi tam olarak gerçekleştikten sonra 20500 rpm ‘de 1 dk 

karıştırılarak Sm yüklü KLN kompleksleri elde edilmiştir. Son olarak elde edilen 

sistem 0.2 µm’lik filtreden geçirilmiş ve elde edilen nanopartiküler sistem içeren 

solüsyon oda sıcaklığında soğumaya bırakılarak 5 mL cam ampüllere konulup 

saklanmıştır. Aynı zamanda etken maddeler kullanılmadan da kontrol grubu olarak 

aynı şekilde boş KLN’ler de hazırlanmıştır. 

 Silmarin Yüklü KLN’lerin Karakterizasyonu 

 Partikül Boyutu, Zeta Potansiyel, Polidispers İndeks ve Elektriksel İletkenlik 

Ölçümü 

Sm yüklü KLN’lerin partikül boyutu, zeta potansiyel ölçümleri, polidispers 

indeksi (PI) ve elektriksel iletkenlik ölçümleri Zetasizer Nano Series (Nano-ZS) 

(Malvern Instruments, İngiltere) kullanılarak yapılmıştır. Her formülasyon için ard 

arda üç ölçüm gerçekleştirilmiştir. Ölçümler distile su ile seyretmeler yapılarak 

ölçülmüştür. Distile sudaki iletkenliğin neden olacağı değişimlerin ölçüm 

sonuçlarını etkilememesi için, kullanılan distile su, ölçümlerden önce NaCI ile 

50µS iletkenliğe ayarlanmıştır. Ölçümler sırasında cihazın sıcaklığı 25ºC, ışık 

saçılım açısı 90° olacak şekilde ayarlanmıştır. 

 Yüzey Morfolojisinin İncelenmesi 

Sıcak homojenizasyon tekniği ile elde edilen Sm-KLN’lerin yüzey 

özellikleri ve şekilleri, geçirimli elektron mikroskobu (TEM) (Biotwin FEI) ile 

fotoğrafları çekilerek incelenmiştir. TEM yönteminde santrifüjlenerek 



53 
 

süpernatantın ayrıldığı nanopartiküller 100 μL MiliQ su içinde süspanse edildikten 

sonra karbon kaplı bakır gridler üzerine damlatılarak emdirilmiştir. Uranil asetat 

(%2’lik)  ile 20 saniye muamele edilerek boyanması sağlandıktan sonra suyla 

boyanın fazlası uzaklaştırılılmıştır. Nanopartiküller 24 saat boyunca kuruduktan 

sonra TEM ile görüntülenmiştir. 

3.2.8. İstatistiksel Değerlendirmeler 

 Çalışmalarımız sonucunda elde edilen verilerin değerlendirilmesinde “SPSS 

12.0 for windows” versiyonu bilgisayar paket programı kullanılmıştır. Kan 

serumlarında analizi yapılarak ALT, AST, ALP, LDH, GSH ve MDA 

ölçümlerinden edilen veriler; gruplar arasındaki farklılık durumları tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilmiştir. Tüm istatistik uygulamalar 

sonucunda sayısal değer (p) olarak ortaya çıkan deney grupları arasındaki farklar, 

p<0.05 olduğunda anlamlı olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. Biyokimyasal Parametrelerin Değerlendirilmesi 

Fareler üzerinde gerçekleştirmiş olduğumuz bu çalışmada karaciğere özgü 

biyomarkırlardan ALT, AST, ALP ve LDH, antioksidan savunma sisteminin 

unsurlarından biri olan GSH ve lipit peroksidasyonunun son ürünü olan ve oksidatif 

hasarın ortaya konmasında önemli bir parametre olarak kullanılan MDA düzeyleri 

spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. 

Kontrol ve deney gruplarına ait serum ALT, AST, ALP, LDH, GSH ve 

plazma MDA değerleri tabloda gösterilmiştir (Çizelge 4.1) 
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4.1.1. Deney Gruplarının Serum ALT Enzim Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu (Şekil 4.1) ve D-GaIN/TNF-α/KLN 

(Boş) verilen deney grupları serum ALT değerleri bakımından kontrolleri ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001). D-GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu serum ALT değerleri 

bakımından kontrolleri ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark 

bulunmuştur (p<0.01). D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grubunda kontrole 

göre serum ALT düzeyindeki hafif artış istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıştır 

(p>0.05). D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-

GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grupları ile serum ALT düzeyleri bakımından 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001). Ayrıca D-GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-

α/KLN (Boş) grubu arasında da serum ALT düzeyleri bakımından 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001).  

D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-α/Sm-

KLN verilen deney grubu arasında serum ALT düzeyleri bakımından istatistiksel 

olarak ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN 

verilen deney grubu, D-GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grupları arasında serum 

ALT düzeyleri bakımından fark olsa da istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıştır 

(p>0.05) 

4.1.2. Deney Gruplarının Serum AST Enzim Aktivitesinin Değerlendirilmesi  

Şekil 4.1’ de görüldüğü gibi D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu ve D-

GaIN/TNF-α/KLN (Boş)  verilen deney grupları serum AST değerleri bakımından 

kontrolleri ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark 

bulunmuştur (p<0.001). D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen 

deney grupları kontrolle karşılaştırıldığında serum AST düzeyinde hafif artış 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıştır (p>0.05).  

D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-GaIN/TNF-

α/Sm-KLN verilen deney grupları ile serum AST düzeyleri bakımından 
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karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001).  Ayrıca D-GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-

α/KLN (Boş) grubu arasında da serum AST düzeyleri bakımından 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001). D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-

α/Sm-KLN verilen deney grubu arasında serum AST düzeyleri bakımından 

istatistiksel olarak ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). 

4.1.3. Deney Gruplarının Serum ALP Enzim Aktivitesinin Değerlendirilmesi  

Şekil 4.1’ de görüldüğü gibi D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu ve D-

GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney grupları serum ALP değerleri bakımından 

kontrolleri ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark 

bulunmuştur (p<0.001). D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen 

deney grupları Kontrolle karşılaştırıldığında serum ALP düzeyinde hafif artış 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıştır (p>0.05).  

D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-GaIN/TNF-

α/Sm-KLN verilen deney grupları ile serum ALP düzeyleri bakımından 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001).  Ayrıca D-GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-

α/KLN (Boş) grubu arasında da serum ALP düzeyleri bakımından 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001). D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-

α/Sm-KLN verilen deney grubu arasında serum ALP düzeyleri bakımından 

istatistiksel olarak ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). 

4.1.4. Deney Gruplarının Serum LDH Enzim Aktivitesinin Değerlendirilmesi  

Şekil 4.1’ de görüldüğü gibi D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu ve D-

GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney grupları serum LDH değerleri bakımından 

kontrolleri ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark 

bulunmuştur (p<0.001). D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen 

deney grupları kontrol grubu ile karşılaştırıldığında serum LDH düzeyindeki hafif 

artış istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıştır (p>0.05).  
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D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen 

deney grupları ile serum LDH düzeyleri bakımından karşılaştırıldığında istatistiksel 

açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001).  Ayrıca D-GaIN/TNF-

α/Sm verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş)  grubu arasında da serum 

LDH düzeyleri bakımından karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde 

anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney 

grubu ile ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grubu arasında serum LDH 

düzeyleri bakımından istatistiksel olarak ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001). 

 

Şekil 4.1. Farklı deney gruplarına ait Balb/c farelerden alınan serumlardan ölçülen ALT, AST, LDH 

ve ALP değerleri 

**p<0.05 (Kontrol grubuna göre elde edilen farklılık), ***p<0.001(Kontrol grubuna göre elde 

edilen anlamlı farklılık), ### p<0.001 (D-GaIN/TNF-α grubuna göre elde edilen anlamlı farklılık), 

ΔΔΔ p<0.001 (D-GaIN/TNF-α/Sm grubuna göre elde edilen anlamlı farklılık), @@@ p<0.001 (D-

GaIN/TNF-α/KLN (Boş) grubuna göre anlamlı farklılık) 

4.1.5. Deney Gruplarının Redükte Serum GSH Seviyesinin Değerlendirilmesi  

Şekil 4.2’ de görüldüğü gibi D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu, D-

GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu ve D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney 

grupları serum GSH değerleri bakımından kontrolleri ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). D-
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GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grubu serum GSH değerleri bakımından 

kontrolleri ile karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.01). D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-

GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grupları ile serum GSH düzeyleri bakımından 

karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001). Ayrıca D-GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-

α/KLN (Boş) ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grupları arasında da serum 

GSH düzeyleri bakımından karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde 

anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney 

grubu ile D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grubu arasında serum GSH 

düzeyleri bakımından istatistiksel olarak ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur 

(p<0.001). 

4.1.6. Deney Gruplarının Plazma MDA Düzeyinin Değerlendirilmesi 

Şekil 4.2’ de görüldüğü gibi D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu, D-

GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu ve D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney 

grupları plazma MDA değerleri bakımından kontrolleri ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). D-

GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grubundaki serum MDA seviyesinde hafif 

artış istatistiksel açıdan anlamlı bulunmamıştır (p>0.05).  D-GaIN/TNF-α verilen 

deney grubu D-GaIN/TNF-α/Sm ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney 

grupları plazma MDA düzeyleri bakımından karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan 

ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). 

 Ayrıca D-GaIN/TNF-α/Sm verilen deney grubu ile D-GaIN/TNF-α/KLN 

(Boş) ve D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grupları arasında da plazma MDA 

düzeyleri bakımından karşılaştırıldığında istatistiksel açıdan ileri düzeyde anlamlı 

fark bulunmuştur (p<0.001). D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney grubu ile 

D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grubu arasında plazma MDA düzeyleri 

bakımından istatistiksel olarak ileri düzeyde anlamlı fark bulunmuştur (p<0.001). 
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Şekil 4.2. Farklı deney gruplarına ait Balb/c farelerden alınan serumlardan ölçülen GSH ve 

plazmadan ölçülen MDA değerleri 

**p<0.05 (Kontrol grubuna göre elde edilen farklılık), ***p<0.001(Kontrol grubuna göre elde 

edilen anlamlı farklılık), ### p<0.001 (D-GaIN/TNF-α grubuna göre elde edilen anlamlı farklılık), 

ΔΔΔ p<0.001 (D-GaIN/TNF-α/Sm grubuna göre elde edilen anlamlı farklılık), @@@ p<0.001 (D-

GaIN/TNF-α/KLN (Boş) grubuna göre anlamlı farklılık) 

4.2. Histolojik Çalışmaların Değerlendirilmesi  

4.2.1. Karaciğer Örneklerinin Işık Mikroskobik Olarak Değerlendirilmesi 

Kontrol grubunda bulunan deney hayvanlarının karaciğerlerinde sinüzoid, 

portal alanlarda bulunan hepatik arter, hepatik portal ve safta kanalı dallarından 

oluşan portal yapıların morfolojilerinin korunduğu saptandı (Şekil 4.3). D-

GaIN/TNF-α verilen deney grubuna ait kesitlerde, karaciğer yapısının kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, oldukça bozulmuş olduğu görüldü. Parankim dokuda 

hepatosit dejenerasyonu, atipik nükleuslar, kısmi inflamasyon, sinusoidal 

dilatasyon, piknotik nükleuslu eozinofilik sitoplazmalı nekrotik hücreler ve 

inflamatuvar hücre infiltrasyonu (inf) ile vasküler kongesyon gözlendi (Şekil 4.4). 

Sm ve D-GaIN/TNF-α verilen deney grubuna ait deney hayvanlarının karaciğer 

mimarisi, sadece D-GaIN/TNF-α  verilen deney grubu ile karşılaştırıldığında 

kontrol grubuna benzerlik göstermekteydi. Ancak bazı deney hayvanların 

karaciğerlerinin ışık mikroskobik incelenmesinde farklı büyültmelerde bazı 

hücrelerde karyolizis ve asimetrik nükleer yapı gözlendi (Şekil 4.5). KLN (Boş) ve 
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D-GaIN/TNF-α verilen deney grubuna ait kesitlerde, karaciğer yapısının kontrol 

grubu ile karşılaştırıldığında, oldukça bozulmuş olduğu görüldü. Parankim dokuda 

hepatosit dejenerasyonu, atipik nükleuslar, kısmi inflamasyon, sinusoidal 

dilatasyon, piknotik nükleuslu eozinofilik sitoplazmalı nekrotik hücreler ve 

inflamatuvar hücre infiltrasyonu (inf) ile vasküler kongesyon gözlendi (Şekil 4.6). 

Diğer bir deyişle KLN (Boş)’nin deney hayvanları üzerine kayda değer bir 

koruyucu veya toksik etkisi saptanmamıştır. Sm-KLN ve D-GaIN/TNF-α verilen 

deney grubu, sadece D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu, Sm ve D-GaIN/TNF-α 

verilen deney grubu ve KLN (Boş) ve D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu ile 

karaciğer morfolojisi açısından karşılaştırıldığında kontrol grubuna oldukça 

benzerlik göstermekteydi (Şekil 4.7). 
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Şekil 4.3. Kontrol grubuna ait karaciğer hücreleri ve sinüzoidal yapıları ile normal histolojik 

yapıdaki karaciğer dokusu (a,b) (v: vena sentralis) (bar:100µm, bar:50.0µm, HE) 
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Şekil 4.4. D-GaIN/TNF-α uygulanan hayvanların karaciğerlerinin ışık mikroskobik incelenmesi. 

Parankim dokuda piknotik nükleuslu eozinofilik sitoplazmalı nekrotik hücreler (►) ve 

inflamatuvar hücre infiltrasyonu (inf) ile vasküler kongesyon (→) (a-d) (bar:200 µm, 

bar:100 µm, bar:50.0 µm, HE)  
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Şekil 4.4. (Devam) D-GaIN/TNF-α uygulanan hayvanların karaciğerlerinin ışık mikroskobik 

incelenmesi. Parankim dokuda piknotik nükleuslu eozinofilik sitoplazmalı nekrotik 

hücreler (►) ve inflamatuvar hücre infiltrasyonu (inf) ile vasküler kongesyon (→) (a-d) 

(bar:200 µm, bar:100 µm, bar:50.0 µm, HE)  
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Şekil 4.5. D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan hayvanların karaciğerlerinin ışık mikroskobik 

incelenmesi. Bazı hücrelerde karyolizis (→), asimetrik nükleer yapı (►) (a-d)  

(bar:100µm, bar:50.0µm, HE) 
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Şekil 4.5. (Devam) D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan hayvanların karaciğerlerinin ışık mikroskobik 

incelenmesi. Bazı hücrelerde karyolizis (→), asimetrik nükleer yapı (►) (a-d)  

(bar:100µm, bar:50.0µm, HE)  
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Şekil 4.6. D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) uygulanan hayvanların karaciğerlerinin ışık mikroskobunda 

incelenmesi. Parankim dokuda hücresel hasar (→), vaskuler kongesyon (►), hücresel 

infiltrasyon (inf) (a,b) (bar:100 µm, HE)  
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Şekil 4.7. D-GaIN/TNF-α/Sm-SLN uygulanan Balb/c farelere ait karaciğer dokusu (a,b) (v: vena 

sentralis) (bar:200µm, bar:50.0µm, HE)  
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4.3.1. Karaciğer Örneklerinin Konfokal Mikroskop ile Yapısal 

Değişikliklerinin Görüntülenmesi  

0.5 ml serum fizyolojik uygulanan Balb/c farelere ait karaciğer 

örneklerinden alınan kesitler akridin oranj ve falloidin ile boyandıktan sonra 

konfokal mikroskopta ayrıntılı olarak incelenmiştir. Bu inceleme sonucunda 

dokuda gözlemlenen hepatosit yapısı hasarsız, normal çekirdekli olarak 

bulunmuştur. Bu örneklerde doku bütünlüğü kompakt ve normal görülmüş ve safra 

kanalları ve sinusoidal yapılar da normal ve hasarsız olarak belirlenmiştir (Şekil 

4.8). Bu kontrol grubuna zıt olarak karaciğer dokusuna hasar vermek amacıyla D-

GaIN/TNF-α uygulanan Balb/c farelerden alınan karaciğer örneklerinde konfokal 

mikroskop altında çekilen görüntülerde küçülmüş hücre çekirdeği ve çekirdek 

zarında hafif büzüşme, hepatosit bütünlüğünde bozulma ve parçalanma, sinusoid 

dilatasyon ve safra kanalı hasar sonucu oluşan değişiklikler saptanmıştır (Şekil 4.9). 

Şekil 4.10’da gösterildiği gibi D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan üçüncü deney grubu 

Balb/c farelere ait karaciğer dokularında beklenen iyileşme yönündeki değişiklikler 

saptanmıştır. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında saptanan bu değişiklikler normal 

hücre çekirdeği, sağlam hepatosit yapısı, normal sinüsoid yapısı, sağlıklı safra ve 

kanalı yapısı olarak bulunmuştur. Sentezlemiş olduğumuz nanopartikül formu olan 

katı lipit nanoformülasyonun etken madde içermeyen hali (KLN (Boş))’in D-

GaIN/TNF-α uygulamasından sonra verildiği dördüncü grup Balb/c farelerde 

hasarlı grup olan ikinci grup ile benzer sonuçlar bulunmuştur. Beklenildiği gibi 

karaciğere hasar verilmiş farelere KLN (Boş) uygulaması sonucunda bu 

formulasyonun karaciğer üzerinde iyileştirici veya hasar yapıcı herhangi bir çarpıcı 

değişikliğe neden olmadığı saptanmıştır. Bu grupta saptanan değişiklikler, 

küçülmüş hücre çekirdeği, hasarlı ve parçalanmış hepatosit yapısı, dilate sinüsoid 

yapısı, dilate safra kanalı ve dilate ve de hafif hasarlı ven yapısıdır (Şekil 4.11). 

Karaciğerine hasar verdiğimiz Balb/c farelerde esas iyileşmeyi görmeyi 

beklediğimiz grup olan beşinci deney grubuna D-GaIN/TNF-α /Sm-KLN 

uygulaması yapılmış ve deney süresi sonunda konfokal mikroskobik inceleme 

sonucunda beklenilen iyileşme saptanmıştır. Bu grupta kontrol grubuna yani 

sağlıklı karaciğer dokusuna benzer sonuçlar elde edilmiştir. Bu değişiklikler 

sağlıklı hepatosit çekirdeği, kompakt ve sağlıklı hepatosit yapısı, sağlıklı ve normal 
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ebatlarda sinüsoid yapısı, normal yapı ve genişlikte safra kanalı, düzgün hücre 

hatları ve doku bütünlüğüdür (Şekil 4.12). Beşinci gruba ait bu bulgular sadece Sm 

uygulanan üçüncü gruba ait sonuçlarla karşılaştırıldığında ve bunların kontrol 

grubuna ait sonuçlarla birlikte değerlendirilmesi sonucunda Sm-KLN’nin karaciğer 

hasarını belirgin bir şekilde iyileştirdiği ve Sm’ye göre daha olumlu sonuç ve 

kontrol grubundaki sağlıklı karaciğer yapısına benzer bir yapı sağladığı ifade 

edilebilir.  
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Şekil 4.8. Kontrol grubu Balb/c farelere ait karaciğer dokusunun akridin oranj ve falloidin ile ikili 

olarak boyanmış konfokal mikroskobik görüntüsü (25x). Hücre çekirdeği (yıldız), normal 

hepatosit yapısı (Çift yönlü ok), sinüsoid (ok), safra kanalı (şimşek) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. D-GaIN/TNF-α uygulanan Balb/c farelere ait karaciğer dokusunun akridin oranj ve 

falloidin ile ikili olarak boyanmış konfokal mikroskobik görüntüsü (63x). Büzüşmüş 

hücre çekirdeği, hasarlı hepatosit yapısı (Çift yönlü ok), genişlemiş sinüsoidler (ok), 

genişlemiş safra kanalı (şimşek) 
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Şekil 4.10. D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan Balb/c farelere ait karaciğer dokusunun akridin oranj ve 

falloidin ile ikili olarak boyanmış konfokal mikroskobik görüntüsü (40x). Normale yakın 

hücre çekirdeği (yıldız), kısmi toparlanmış hepatosit yapısı (çift yönlü ok),normale yakın 

sinüsoid yapısı (ok), safra kanalı (şimşek) 
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Şekil 4.11. D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) uygulanan Balb/c farelere ait karaciğer dokusunun akridin 

oranj ve falloidin ile ikili olarak boyanmış konfokal mikroskobik görüntüsü (63x). 

Küçülmüş hücre çekirdeği (yıldız), hasarlı ve hücre bütünlüğü bozulmuş hepatosit yapısı 

(çift yönlü ok), dilate sinüsoid yapısı (şimşek); dilate safra kanalı (ok), kısmi inflamasyon 

(tek yönlü ok) ve ven dilatasyonu (üçgen) 
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Şekil 4.12. D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN uygulanan Balb/c farelere ait karaciğer dokusunun akridin 

oranj ve falloidin ile ikili olarak boyanmış konfokal mikroskobik görüntüsü (40x). 

Normal sağlıklı hepatosit çekirdeği (yıldız), kompakt ve sağlıklı hepatosit yapısı (çift 

yönlü ok), sağlıklı sinüsoid yapısı (şimşek), normal yapıda safra kanalı (ok) ve düzgün 

hücre hatları 
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4.4.1. İmmünohistokimyasal Boyamanın Değerlendirilmesi 

Bu çalışmada, Bcl-2, Bax ve PCNA antijenlerinin ışık mikroskobik düzeyde 

karaciğer hücrelerindeki yerleşimi ve yoğunluğu immünohistokimyasal olarak 

gösterilmiştir. 

1. Deney Gruplarının Bcl-2 Boyama Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

Kontrol grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde Bcl-2 pozitif boyanmış 

hepatositler gözlendi (Şekil 4.13 ve Şekil 4.18). D-GaIN/TNF-α verilen deney 

grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde az sayıda Bcl-2 pozitif boyanmış 

hepatositler gözlendi bu sonuç kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0.05) (Şekil 4.14 ve Şekil 4.18). Sm ve D-GaIN/TNF-α 

verilen deney grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde sadece D-GaIN/TNF-α 

deney grubu ile karşılaştırıldığında Bcl-2 pozitif boyanmış hücre sayısındaki hafif 

artış istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p>0.05) (Şekil 4.15 ve Şekil 4.18). 

KLN (Boş) ve D-GaIN/TNF-α verilen deney grubunu oluşturan karaciğer 

kesitlerinde kontrol grubu ile karşılaştırıldığında Bcl-2 pozitif boyanmış hepatosit 

sayısındaki azalma istastistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05)(Şekil 4.16 ve 

Şekil 4.18). Bu deney grubundaki sonuçlar D-GaIN/TNF-α verilen deney grubunun 

sonuçları ile benzerlik gösterdiği saptandı.  

D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN verilen deney grubunu oluşturan karaciğer kesitleri 

incelendiğinde kontrol grubu hariç diğer tüm deney grupları ile karşılaştırıldığında 

Bcl-2 pozitif boyanmış hücre sayısında hafif artış olduğu görülmüş ve kontrol 

grubuna benzerlik gösterdiği saptanmıştır (Şekil 4.17 ve Şekil 4.18).  
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Şekil 4.13. Kontrol grubunu oluşturan karaciğerlerde Bcl-2 pozitif boyanma görüntüleri 

(bar:50.0µm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14. D-GaIN/TNF-α uygulanan farelere ait karaciğer dokusunun ışık mikroskobundaki 

görüntüsü. Bcl-2 pozitif boyanmış hücreler (►)(bar:20.0µm) 

 



77 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Şekil 4.15. D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan farelerin karaciğer doku örnekleri. Bcl-2 pozitif 

boyanmış hücreler (►) (bar:50.0µm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.16. D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) uygulanmış Balb/c farelere ait karaciğer dokusu. Bcl-2 

pozitif boyanmış hücreler (►)(bar:50.0µm) 
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Şekil 4.17. D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN uygulanan fare karaciğerlerinin ışık mikroskobundaki 

görüntüsü. Bcl-2 pozitif boyanmış hücreler (►)(bar:50.0µm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.18. Tüm deney gruplarına ait Balb/c farelerden alınan karaciğer kesitlerinin Bcl-2 

immünboyanma yoğunluğu. *p<0.05 (Kontrol grubuna göre elde edilen farklılık) 
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2. Deney Gruplarının Bax Boyama Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

Kontrol grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde Bax negatif boyanmış 

hepatositler gözlendi (Şekil 4.19. ve Şekil 4.24). D-GaIN/TNF-α verilen deney 

grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde Bax pozitif boyanmış hepatosit sayısı 

bakımından kontrol grubu ile karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 4.20 ve Şekil 4.24 ). Sm ve D-GaIN/TNF-α verilen 

deney grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde Bax pozitif boyanmış hücre 

sayısındaki azalma sadece D-GaIN/TNF-α verilen deney grubu karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05)(Şekil 4.21 ve Şekil 4.24). KLN 

(Boş) ve D-GaIN/TNF-α verilen deney grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde 

Bax pozitif boyanmış hücre sayısındaki artış bakımından kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05)(Şekil 4.22 ve 

Şekil 4.24). Bu deney grubundaki sonuçlar sadece D-GaIN/TNF-α verilen deney 

grubunun sonuçları ile benzerlik gösterdiği saptanmıştır ve bu istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p>0.05). Sm-KLN ve D-GaIN/TNF-α verilen deney 

grubunu oluşturan karaciğer kesitlerinde kontrol grubu hariç diğer tüm deney 

grupları ile karşılaştırıldığında Bax pozitif boyanmış hepatosit sayısında fazla 

miktarda azalma olduğu ve kontrol grubuna benzerlik gösterdiği saptandı (Şekil 

4.23 ve Şekil 4.24).  
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Şekil 4.19. Kontrol grubunu oluşturan karaciğerlerde Bax negatif boyanma görüntüleri 

(bar:50.0µm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.20. D-GaIN/TNF-α grubuna ait karaciğer dokusunun ışık mikroskobundaki görüntüsü. Bax 

pozitif boyanmış hücreler (►) (bar:50.0µm) 
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Şekil 4.21. D-GaIN/TNF-α/Sm grubuna ait karaciğer dokusu. Bax pozitif boyanmış hücreler (►) 

(bar:50.0µm) 

       

Şekil 4.22. D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) uygulanan grubun karaciğer doku görüntüsü. Bax pozitif 

boyanmış hücreler (►)(bar:50.0µm) 
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Şekil 4.23. D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN uygulanan fare karaciğerinin Bax boyanma görüntüsü. Bax 

pozitif boyanmış hücreler (►)(bar:50.0µm 

 

Şekil 4.24. Tüm deney gruplarına ait Balb/c farelerden alınan karaciğer kesitlerinde Bax immünboya 

yoğunluğu. *p<0.05 (Kontrol grubuna göre elde edilen farklılık), # p<0.05 (D-

GaIN/TNF-α grubuna göre elde edilen farklılık), Δ p<0.05 (D-GaIN/TNF-α/Sm grubuna 

göre elde edilen farklılık), @ p<0.05 (D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) grubuna göre farklılık 
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3. Deney Gruplarının Çoğalan Hücrelerin Nukleus Antijeni (PCNA) 

Boyama Yöntemi ile Değerlendirilmesi 

Karaciğerde ışık mikroskobik düzeyde belirgin olarak hepatositlerde PCNA 

immünoreaktivite gözlenmiştir. Her dört gruba ait ışık mikroskobu düzeyinde 

yapılan PCNA işaretlemesi sonucu elde edilen bulgular aşağıda belirtilmiştir. 

Kontrol grubuna ait deney hayvanlarının karaciğer kesitlerinde, yok denecek kadar 

immünoreaktivite gösteren hepatosit gözlendi (Şekil 4.25 ve Şekil 4.30). D-

GaIN/TNF-α verilen deney grubuna ait karaciğer kesitlerinde gözlenen 

immünoreaktivite bulguları, kontrol grubundan farklı olduğu gözlendi (p<0.05). 

Kesitler incelendiğinde immün pozitif hepatositlerin yok denecek kadar az olduğu 

saptandı (Şekil 4.26 ve Şekil 4.30). D-GaIN/TNF-α/Sm verilen bu grupta bulunan 

deney hayvanlarının karaciğer kesitlerinde gözlenen PCNA immünoreaktivite 

bulguları, kontrol grubu ve D-GaIN/TNF-α verilen gruba göre farklı olduğu 

gözlendi (p<0.05). Kesitler incelendiğinde sayıca artan immün pozitif 

reaktivitesinin dokunun genelinde yaygın konumlandıkları saptandı (Şekil 4.27 ve 

Şekil 4.30). KLN (Boş) ve D-GaIN/TNF-α verilen deney grubuna ait karaciğer 

kesitlerinde gözlenen immünoreaktivite bulguları, kontrol grubundan farklı olduğu 

gözlendi (p<0.05). Kesitler incelendiğinde immün pozitif hepatositlerin yok 

denecek kadar az olduğu saptandı (Şekil 4.28 ve Şekil 4.30). Sm-KLN ve D-

GaIN/TNF-α verilen deney grubuna ait karaciğer kesitlerinde gözlenen PCNA 

immünoreaktivite bulguları, kontrol grubu ve D-GaIN/TNF-α verilen gruba göre 

farklı olduğu gözlendi (p<0.05). Kesitler incelendiğinde sayıca çok artan immün 

pozitif reaktivitesinin dokunun genelinde yaygın konumlandıkları saptandı (Şekil 

4.29 ve Şekil 4.30). 
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Şekil 4.25. Kontrol grubunu oluşturan karaciğer dokusunda PCNA saptanmasının ışık 

mikroskobundaki görüntüsü. PCNA pozitif boyanmış hepatositler (►) (bar:50.0µm)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.26. D-GaIN/TNF-α grubuna ait karaciğer dokusunun ışık mikroskobundaki görüntüsü. 

PCNA negatif hepatositler (bar:50.0µm) 
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Şekil 4.27. D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan farelerin karaciğer doku görüntüsü. PCNA pozitif 

boyanmış hepatosit (►)(bar:50.0µm)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.28 D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) uygulanan fare karaciğer dokusunun ışık mikroskobu 

görüntüsü. PCNA negatif boyanmış hepatositler (bar:50.0µm)  
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Şekil 4.29. D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN grubunu karaciğer dokusunun PCNA boyanma görüntüsü. 

PCNA pozitif boyanmış hepatosit (►)(bar:50.0µm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.30. Tüm deney gruplarına ait Balb/c farelerden alınan karaciğer kesitlerinde PCNA 

immünboyama yoğunluğu. *p<0.05 (Kontrol grubuna göre elde edilen farklılık), # p<0.05 

(D-GaIN/TNF-α grubuna göre elde edilen farklılık), Δ p<0.05 (D-GaIN/TNF-α/Sm 

grubuna göre elde edilen farklılık), @ p<0.05 (D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) grubuna göre 

farklılık) 

 



87 
 

4.5.1 Karaciğer Örneklerinin Geçirimli Elektron Mikroskobu (TEM)  ile İnce 

Yapısal Değişikliklerin Görüntülenmesi 

D-GaIN/TNF-α ile karaciğeri hasarlanan Balb/c farelere uygulanan Sm ve 

Sm yüklü KLN maddelerinin etkilerini gözlemlemek amacıyla geçirimli elektron 

mikroskobik takip yapılmış ve tüm hayvan grupları incelenmiştir. Serum fizyolojik 

uygulanan kontrol grubu karaciğer dokusuna ait hepatositlerde küçük tek tip 

çekirdek, granüllü sitoplazma ve normal hücre ve organel yapısı gözlemlenmiştir 

(Şekil 4.31). D-GaIN/TNF-α uygulanan farelere ait hepatositte çoklu düzensiz ve 

birbirine yakın çekirdek yapısı ve düzensiz sitoplazmalı hafif büzüşmüş hücreler 

saptanan değişikliklerdir (Şekil 4.32). D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan hepatositlerin 

elektron mikroskobik görüntüsünde ise çekirdek membranı ve kromatin 

belirginleşmesi, endoplazmik retikulum ve mitokondri yapı hasarlarında düzelme 

(kristalarda belirginleşme) ve glikojen birikmesinde artış gözlenmiştir (Şekil 4.33). 

Hasarlı karaciğere sahip Balb/c farelere KLN (Boş) uygulamasından sonra 

incelenen karaciğer dokusunda hepatositin yapısında ikinci (karaciğeri 

hasarlanmış) gruba benzer olarak çoklu düzensiz ve birbirine yakın çekirdek yapısı 

ayrıca mitokondrilerde krista erimesi ve endoplazmik retikulum yapısında hasar 

saptanmıştır (Şekil 4.34). Bu grupta lipit damlacıklarının kontrol grubuna göre 

artığı görülmüştür. Sm-KLN uygulanan Balb/c farelere ait hepatositin elektron 

mikroskobik incelenmesi sonucunda ise Sm uygulanan gruba göre kontrol daha 

yakın bulgular saptanmıştır. Bulgular, korunmuş mitokondri kristaları, düzgün 

yapılı çekirdek membranı, düzenli ve artmış sitoplazmik glikojen granülleri olarak 

kaydedilmiştir (Şekil 4.35).  
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Şekil 4.31. Kontrol grubu Balb/c farelere ait hepatositin elektron mikroskobik görüntüsü (6000X). 

Tek tip küçük hepatosit çekirdeği (   ), granüllü sitoplazma(     ) , normal hücre ve organel 

yapısı(    ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.32.  D-GaIN/TNF-α uygulanan farelere ait hepatositin elektron mikroskobik görüntüsü 

(8200X). Çoklu düzensiz ve birbirine yakın çekirdek yapısı (       ), düzensiz sitoplazma, 

(    ) hafif büzüşmüş hücreler (   ), krista kaybı (  ) 
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Şekil 4.33. D-GaIN/TNF-α/Sm uygulanan hepatositin elektron mikroskobik görüntüsü (8200X). 

Nükleer membran (   ), kromatin belirginleşmesi (  ), endoplazmik retikulum hasarı (  ), 

mitokondri yapı hasarlarında düzelme (   ), glikojen birikmesinde artış (     )  

 

Şekil 4.34. D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) uygulanan Balb/c farelere ait hepatositin elektron 

mikroskobik görüntüsü (4200X). İkinci gruba benzer çekirdek yapısı (    ), krista kaybı     

(  ), endoplazmik retikulum yapısında hasar (   ) artan lipit damlacıklarını (    )  
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Şekil 4.35. D-GaIN/TNF-α/Sm-KLN uygulanan farelere ait hepatositin elektron mikroskobik 

görüntüsü (6000X). Korunmuş mitokondri kristaları (  ), düzgün yapılı çekirdek 

membranı (  ), birikmiş glikojen granülleri (    )  
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4.3. Silmarin Katı Lipit Nanopartikülleri (KLN)’nin Karakterizasyonun 

Değerlendirilmesi 

4.3.1. Partikül Boyutları ve Polidispers İndeksi  

Parçacık büyüklüğü ve büyüklük dağılımı, kolloidal taşıyıcı sistemlerin 

fizikokimyasal özelliklerinin belirlenmesinde kullanılan en önemli verilerden 

birisidir. Özellikle süspansiyon ve emülsiyon gibi taşıyıcı sistemlerin fiziksel 

kararlılık ve etkinlik açısından başarılı formülasyonu, ürünün partikül büyüklüğüne 

bağlıdır [153]. Parçacık büyüklüğü geniş olan sistemlerde, küçük parçacıkların 

yüzeyinde bulunan enerji büyük parçacıklarda olandan daha fazladır. Böyle 

sistemlerde küçük parçacıklar kristallenerek daha büyük parçacıklar oluşturur. Sm-

KLN ve KLN (Boş) formülasyonlarının 0. gün ölçümlerinde 25oC’lık ortamda 

bekletilen formülasyonlar için sırasıyla 165 nm ve 200 nm partikül boyutu 

bulunmuştur. Öte yandan Sm’nin partikül boyutu aynı şartlar altında yaklaşık 5µm 

civarında bulunmuştur. 

Ayrıca partikül büyüklüğü dağılımını değerlendirmek için polidisperslik 

indeks değerleride kullanılmıştır. Sıfıra yakın değerlerin homojen bir dağılım 

gösterdiği polidisperslik indeksi değerleri değerlendirildiğinde, formülasyonların 

yaklaşık olarak 0.400 gibi düşük değerler alarak homojen bir dağılıma sahip olduğu 

gözlemlenmiştir (Çizelge 4.2).  
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Çizelge 4.2. Silmarin, KLN (Boş) ve Sm-KLN formülasyonlarının partikül boyutu ve polidispers 

indeks değerleri 

 

Formülasyonlar 

Partikül Boyutu (nm) Polidispers İndeksi (PI) 

Ortalama 

(n=3) 

S.S. Ortalama 

(n=3) 

S.S. 

Silmarin 5000 1.3024 0.562 0.01 

 KLN (Boş) 200 1.2087 0.451 0.03 

Silmarin yüklü KLN 165 0.5247 0.401 0.02 

 

4.3.2. Zeta Potansiyeli ve Elektriksel İletkenlik 

Kolloidal parçacıklar dispersiyon ortamında iyon adsorbe ederler. Pozitif ve 

negatif olarak yüklenirler. Zeta potansiyel, parçacığın yüzeyi üzerindeki net etkili 

yükü gösterir [154]. KLN formülasyonlarının zeta potansiyel değerleri partiküllerin 

saklanmaları hakkında ve oluşacak olan topaklanma gibi dezavantaj hakkında bilgi 

vermektedir [155]. Elektriksel iletkenlikleri +31 ile -60 mV aralığındaki 

formülasyonlar orta dereceli, -61 ile -80 mV aralığındaki formülasyonlar iyi ve -81 

ile -100 mV aralığındaki formülasyonlar ise mükemmel olarak elektrostatik 

kararlılığa sahip sistemler olarak tanımlanmaktadır [155]. 

Sm içeren formülasyonların zeta potansiyel değerleri -26,5 mV olarak 

bulunmuştur. Ayrıca elektriksel iletkenlik değerleri de 0.04 olarak bulunmuştur. 

Buradan da elde edilen formülasyonların saklama sırasında bozulma ürünü 

oluşmayacağı veya yapıldıktan sonra her hangi bir bozulma ürünü oluşmadığı 

gözlemlendi. 
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Çizelge 4.3. KLN (Boş) ve Sm-KLN formülasyonlarının zeta potansiyel ve elektriksel iletkenlik 

değerleri 

 

Formülasyonlar 

Zeta Potansiyel (mV) Elektriksel İletkenlik (mS.cm-1) 

Ortalama 

(n=3) 

S.H. Ortalama 

(n=3) 

S.S. 

 KLN (Boş) -25 1.45 0.05 0.0007 

Silmarin yüklü KLN -26.5 1.71 0.04 0.0005 

     

4.3.3. Yüzey Morfolojisinin İncelenmesi 

KLN formülasyonlarının morfolojik incelenmesi için ışık mikroskopu 

kullanılmış fakat görüntü elde edilemediğinde elektron mikroskopu kullanılmıştır. 

Hazırlanan KLN formülasyonlarının morfolojik incelenmesi için taramalı elektron 

mikroskopu (SEM) kullanılmış ve görüntüler Şekil 4.36 (A, B)’de verilmiştir. Elde 

edilen görüntülere bakıldığında Sm’nin partikül boyutunun mikron boyutunda 

olduğu ve kristal şekilde olduğu gözlemlenmiş, bunun yanında Sm yüklü KLN 

formülasyonlarının partikül boyutunun küçüldüğü ve nanometre boyutunda olduğu, 

şekillerinin ise küresel şekilde olduğu gözlemlenmiştir.  
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Şekil 4.36. Silmarin molekülünün partikül boyunun SEM de çekişmiş görüntüsü (A) ve silmarin 

yüklü katı lipit nanopartikül boyutunun SEM de çekilmiş görüntüsü (B) 
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5. TARTIŞMA 

 

Karaciğer, birçok önemli metabolik fonksiyonları düzenlediği için hepatik 

hasar bu metabolik fonksiyonların bozulması ile ilişkilendirilir [1]. Metabolizma ve 

boşaltımda kilit bir organ olan karaciğer vücuttaki stratejik konumundan dolayı 

sürekli olarak çeşitli ksenobiyotiklere maruz kalmaktadır. Toksinlerin barsaktan 

emildikten sonra ilk olarak karaciğere ulaşması çeşitli karaciğer hastalıkları ile 

sonuçlanır [44]. TNF-α [1,2], D-GaIN [3,4], lipopolisakkarit [5,6], CCI4 [7,8], 

asetoaminofen [9,10], alkol [11,12] ve kokain [15,16] gibi hepatotoksik maddeler 

deneysel karaciğer hasarına neden olur. Hepatotoksik maddelerin tek başlarına 

uygulanması karaciğer hasarına neden olabildiği gibi, diğer hepatotoksik 

maddelerle birlikte uygulanmaları da karaciğer hasarını artırmaktadır.  

TNF-α, proliferasyon, inflamatuvar mediyatörlerin salınımı ve hücre ölümü 

gibi hücresel cevapları tetikleyen, 9 liganddan oluşan TNF reseptörleri ailesini 

aktifleştirerek fonksiyon gösteren bir sitokindir [21]. TNF-α’nın hepatositler 

üzerine toksik etkilerinin in vivo olarak belirlenmesi için birçok hayvan modelleri 

geliştirilmiştir [156]. TNF-α’nın karaciğerde zıt yönlü iki rolü vardır. Bir yandan 

hücre ölüm mediyatörü olarak görev yapan TNF-α, diğer yandan hepatosit 

proliferasyonu ve karaciğer yenilenmesini tetiklemektedir [22]. TNF-α, anti-

apoptotik etkilerini, nükleer faktör kappa β (NF-kβ) üzerinden hücre bölünmesini 

uyarma şeklinde gösterirken diğer taraftan inflamatuvar karaciğer hastalıklarının 

büyük bir bölümünde, toksik etkiler yapmaktadır. Bu toksik etkiler yapılan 

çalışmalarda artan transaminaz seviyeleri ile gösterilmiştir [24].  

D-GaIN ise diğer doku ve organlara etkisi olmayan, karaciğere spesifik bir 

hepatotoksindir [157]. D-GaIN’in karaciğer spesifitesi karaciğer hücrelerinde 

galaktokinaz ve galaktoz-1-P-üridiltransferaz’ın yüksek seviyelerde üretiliyor 

olması ile ilişkilidir. GaIN metabolizması esnasında, karaciğer hücrelerindeki 

üridin havuzlarının tükenmesi transkripsiyon ve protein sentezinin durmasına 

neden olur. Karaciğer hücrelerinde transkripsiyonun durması hücreyi sitokinlere 

karşı aşırı duyarlı hale getirmektedir. Ayrıca GaIN, karaciğer hücrelerinde kaspaz 

3 aktivasyonu ve serbest radikal artışı ile mitokondride fonksiyon bozukluklarına 

neden olmaktadır [27]. İn vivo [158] ve in vitro [159] çalışmalarda D-GaIN’in 
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hepatositlerde oluşturduğu hasarın, biyokimyasal ve morfolojik özellikler 

yönünden benzerlik gösterdiği belirtilmiştir. Yapılan bir çalışmada in vitro 

hepatosit kültürüne 4 mM D-GaIN eklenmesinden 24 saat sonra hepatositlerde, 

kontrole göre belirgin farklılıklar oluştuğu gözlenmiştir. Bu hepatositlerin 

nükleusları normal hepatositlere göre çok küçülmüştür. Elektron mikroskobik 

incelemelerde ise, granüllü endoplazmik keselerinin azaldığı ve keselerin üzerinde 

yalnızca birkaç ribozom bulunduğu saptanmıştır. Bu durum, D-GaIN 

uygulamasının hepatositlerde protein sentezinin azalmasına neden olduğunu 

göstermektedir [159].  İn vivo çalışmalar [160] ise D-GaIN’in hepatik lobülün 

tümünde nekroza, periportal inflamasyona ve şişkin makrofajların oluşumu ile 

karekterize edilen yaygın karaciğer hasarına neden olduğunu göstermektedir.  

  TNF-α ve D-GaIN kombinasyonu hepatositlerin apoptoz ve nekrozunu 

uyarmak için sıklıkla kullanılmaktadır [156].  Farelerde D-GaIN/TNF-α’ın farklı 

dozlarının enjeksiyonu, karaciğer hasarının patogenezini ve tedavisini incelemek 

amacıyla yaygın olarak kullanılan deneysel bir metottur [6].  Nagaki ve ark. 

[161]’nın yaptıkları çalışmada D-GaIN ve TNF-α ’nın birlikte verildiği hayvanların 

karaciğer kesitlerini mikroskobik olarak incelediklerinde yaygın hemoraji, 

sitoplazmik granüler yoğunlaşmalar ve hiperkromatik nukleus zarı ile karakterize 

edilen karaciğer ölümünü saptamışlardır. Diğer bir çalışmada D-GaIN/TNF-α 

enjeksiyonunun, karaciğer doku bütünlüğünü bozduğu, lökosit infiltrasyonu, 

hemoraji, nekrotik ve apoptotik hücrelerin oluştuğu belirlenmiştir [162]. 

D-GaIN ve TNF-α  enjeksiyonu ile oluşan karaciğer hasarının uygulama 

süresine bağlı olarak ilerlediği gösterilmiştir. Enjeksiyondan 3 saat sonra, gerek ışık 

mikroskobu kesitlerinde ve gerekse geçirimli elektron mikroskobu (TEM) ile 

yapılan incelemelerde, hepatik nekroz ve inflamatuvar hücre inflitrasyonuna 

rastlanmazken; enjeksiyondan 6 saat sonra dejenaratif değişiklikler, hemoraji ve 

nekroz saptanmış, ancak hücre infiltrasyonu gözlenmemiştir [163]. Buna karşılık 

Van ve ark. [157]’nın yaptıkları çalışmada D-GaIN ve TNF-α nın birlikte 

enjeksiyonu yapılan deney hayvanlarının karaciğerlerinde 8 saat sonra yaygın 

nekrotik ve apoptotik hücre ölümü nedeniyle, hayvanların öldükleri belirlenmiştir.  

800 mg/kg D-GaIN ve 1 µg/kg TNF-α enjeksiyonundan 9 saat sonra ise ileri 
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derecede apoptotik karaciğer hücrelerine ilaveten, hepatik nekroz alanları ve lökosit 

infiltrasyonu belirlenmiştir. Bu veriler hepatik hasar oluşumunda apoptozun erken 

evrede meydana geldiğini, nekrozun ise ilerleyen evrede geliştiğini göstermektedir 

[156]. Angermüller ve ark. [164] 700 mg/kg D-GaIN ve 10 µg/kg TNF-α 

enjeksiyonu ile oluşturulan karaciğer hasarı modelinde, enjeksiyondan 5 saat sonra 

TUNEL yöntemi ile belirlenen apoptotik hepatositlerin oranını %10 olarak 

saptamışlardır. 

 Gezginci ve Bolkent [9] çalışmalarında 700 mg/kg D-GaIN ve 15 µg/kg 

TNF-α enjeksiyonu ile oluşturulan karaciğer hasarı modelinde, enjeksiyondan 4 

saat sonra, TUNEL ve kaspaz-3 immünohistokimya yöntemini kullanarak 

apoptotik hepatositlerin yoğunluğunun, kontrol grubuna göre çok fazla olduğunu 

rapor etmişlerdir. Bu çalışmada karaciğer dokusunda mononukleer hücre 

infiltrasyonu, bazı merkez venlerin zarlarında çatlak, apoptotik hepatositler, 

nekrotik alanlar, hiperemi, sinüzoidal dilatasyon, sinüs tıkanıklığı ve nekrotik 

alanlarda ve bazı merkez venlerin etrafındaki sinüsoidallarda kollojen liflerin 

birikimi görülmüştür. Dahası bazı santral venlerin çevresinde piknotik çekirdekler, 

kromatin marginasyonu ve hepatositlerde vakuolizasyon varlığıda saptanmıştır. 

Ayrıca doku MDA ve LDH düzeyleri ile serum ALT ve AST düzeylerinin belirgin 

olarak artığı ve indirgenmiş glutatyon (GSH) düzeyinin belirgin olarak azaldığı 

belirlenmiştir. 

Bizim çalışmamızda yukarıda belirtilen bulgulara benzer olarak, 700 mg/kg 

D-GaIN ve 15 µg/kg TNF-α uygulanmasından 4 saat sonra deney hayvanlarının 

karaciğer kesitlerinde hepatosit dejenerasyonu, atipik nükleuslar, venül içi 

kongesyon, kısmi inflamasyon, inflamatuvar hücre infiltrasyonu ve sinusoidal 

dilatasyon gibi karaciğer hasarını gösteren bozukluklar (Şekil 4.4) meydana gelmiş 

ve bu değişimler biyokimyasal parametrelerimiz (ALT, AST, LDH, GSH, ALP ve 

MDA) ile de desteklenmiştir (Çizelge 4.1.). Nitekim plazma lipit peroksidasyonu 

düzeyi (MDA) ve serum ALT, AST, LDH ve ALP düzeyleri aşırı bir şekilde 

artarken serum redükte GSH düzeyi büyük oranda azalmıştır. Ayrıca karaciğer 

dokusunda apoptoz varlığını yansıtan Bcl-2 ve Bax immünohistokimya boyamaları 

D-GaIN/TNF-α ve D-GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen gruplarda Bcl-2 pozitif 

boyanmış hepatosit sayısında azalış görülürken, Bax pozitif boyanmış hepatosit 
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sayısında ise önemli artış gözlendi, bu sonuçlar kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 4.18 ve Şekil 4.24). Ayrıca 

PCNA negatif boyanmış hepatositler bakımından kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında ise istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuştur (p<0.05)  (Şekil 

4.30).  

Yüksek dozlarda TNF-α, reseptörleri üzerinden kaspaz aktivasyonu ve 

sitokrom c salınımının uyarılmasıyla apoptotik hücre ölümüne ve devamında 

nekrotik hücre ölümüne neden olmaktadır [165]. Buna karşılık düşük dozlarda 

TNF-α, NF-kβ aktivasyonunu sağlayarak hücre polirefasyonunu uyarmaktadır [25]. 

Okano ve ark. [166] farelere 3000 mg/kg D-GaIN uygulamalarından 48 saat sonra 

immünohistokimyasal olarak PCNA pozitif boyanmış hepatositlerin sayılarının 

artığını göstermişlerdir. Tanuguchi ve ark. [167] CCI4 verilemesinden 6 saat sonra 

NF-kβ aktivitesinde artış gözlendiğini ve uygulamadan ancak 36-48 saat sonra 

PCNA pozitif boyanmış hepatositlerin sayısında belirgin bir artış oluştuğunu 

bildirmişlerdir. Bu sonuçlar TNF-α’nın karaciğerde akut hasar ve rejenerasyon 

süreçlerinin ikisini birden uyardığını göstermektedir. TNF-α uygulamasından sonra 

erken evrede karaciğer hasarı ve apoptoz görülürken ileri evrede PCNA pozitif 

boyanmış hepatositlerin artışı ile hücre çoğalması ve bunu takiben doku 

rejenerasyonunun meydana geldiği belirtilmektedir. Bizim çalışmamızda sadece D-

GaIN+TNF-α verilen deney grubunda enjeksiyondan 4 saat sonra Gezginci ve 

Bolkent [9]’den farklı olarak PCNA negatif sonuç vermiştir. Bu durum D-

GaIN+TNF-α nedenli apoptoz ve nekrozun bu süre zarfında oldukça şiddetli 

olduğunu göstermektedir. 

Serbest radikallerin proapoptotik veya sitotoksik olayların oluşumunda 

önemli rol oynadığı belirlenmiştir. Karaciğer hücreleri, tümör hücreleri ve kalp kası 

hücrelerinde, TNF-α aracılığıyla oluşan serbest radikallerin başlıca kaynağının 

mitokondriler olduğu bilinmektedir [168]. Reaktif oksijen türleri (ROT) 

mitokondriden sitokrom c salınımını uyararak, efektör kaspazların aktive edilmesi 

yoluyla apoptotik hücre ölümüne neden olmaktadır [169]. TNF-α uyarısıyla hücre 

içi ROT oluşumunun artığı konfokal mikroskop, akım sitometri ve serbest 

radikallere özgü faktörlerin kullanılmasıyla gösterilmiştir. Bu çalışmanın 
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devamında bir serbest radikal süpürücüsü kullanılarak hücredeki serbest 

radikallerin uzaklaştırılması sağlanmış ve TNF-α uygulanması sonucunda 

sitotoksisite oluşmadığı kaydedilmiştir [170].  

TNF-α’nın sitotoksik etkisinin moleküler temeli tam olarak anlaşılmış 

değildir. Ancak, TNF-α’nın neden olduğu toksisite ile ilgili muhtemel 

mekanizmalardan birisi reaktif oksijen türlerini üretiyor olmasıdır. Catala ve ark. 

[171] ve Morales ve ark. [172] çalışmalarında sıçan hepatositlerinin yüksek dozda 

TNF-α ya maruz kaldıklarında hücresel GSH düzeylerinin azaldığı, LPO ve 

hidrojen peroksit düzeylerinin yüksek oranda artığı göstermiştir. Bazı 

araştırmacılar farelere D-GaIN enjekte ettiklerinde de karaciğerde GSH 

düzeylerinin azaldığını ve LPO düzeyinin artığını göstermişlerdir [173,174]. Bu 

durum lipit peroksidasyonu artışının GSH tükenmesiyle eş zamanlı oluştuğu 

anlamına gelmektedir [175]. 

Diğer taraftan Sakaguchi ve ark. [176] yaptıkları çalışmada farelere TNF-α 

ve D-GalN birlikte verildiklerinde gelişen LPO artışı bu iki maddenin ayrı ayrı 

verilmesi ile gelişen LPO artışından daha fazla olduğunu belirtmişlerdir. Benzer 

şekilde Gezginci ve Bolkent 2007 çalışmalarında farelere TNF-α /D-GaIN birlikte 

enjekte ettiklerinde LPO düzeylerinin önemli oranda artığını rapor etmişlerdir. Bu 

çalışmada D-GalN/TNF-α verilen fare gruplarında karaciğer GSH düzeylerinin 

azaldığı ilk kez rapor etmişlerdir. Bizim çalışmamızda da D-GaIN/TNF-α ve D-

GaIN/TNF-α/KLN (Boş) verilen deney gruplarında kontrole grubuna göre LPO 

artışı ve GSH azalması eş zamanlı olarak görülmüştür (Şekil 4.2).  

Sm, Silybum marianum [L.] Gaertner [10] (deve dikeni) bitkisinin 

meyveleri ve tohumlarından elde edilen 2000 yılı aşkın bir zamandan beri hepatit 

ve sirozun tedavisinde kullanılan polifenolik bir bileşiktir. Sm, deneysel karaciğer 

hastalıklarında anti-oksidan (oksit giderici), anti-lipit peroksidatif, fibroz giderici, 

anti-inflamatuvar, hücre zarı koruyucu, bağışıklık sistemini koruyucu ve karaciğeri 

yenileyici gibi etkilere sahiptir [12].  

Sm ile yapılmış olan deneysel çalışmalarda 16, 25, 100, 150 mg/kg gibi 

birçok farklı dozlar kullanılmıştır. Ancak en çok tercih edilen doz 100 mg/kg’dır. 

Bu çalışmamızda Sm’nin uygulama dozu olarak 100 mg/kg tercih edilmiştir. Deney 
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süresi ise Sm’nin akut etkisi inceleneceğinden 24 saat olarak belirlenmiştir. Yüksek 

anti-oksidan özelliğe sahip polifenolik bir flavonoid olan Sm, diğer flavonoidler 

gibi güçlü bir serbest radikal süpürücüsüdür. Detoksifikasyon sistemini 

uyarmasının yanı sıra D-GaIN/TNF-α nedenli toksisitenin engellenmesinde rolü 

olan redükte glutatyon seviyesini de artırır. Toksisiteyi önleyen diğer rolü ise 

sitokrom p450’yi inhibe etmesidir. Ayrıca yaptığımız literatür taramasında pek çok 

maddenin neden olduğu karaciğer toksisitesinde görülen apoptotik hücre 

oluşumunun Sm ile engellendiğini gösteren çalışmalar bulunmaktadır 

[23,177,178,19]. Madani ve ark. [179] bu amaçla yaptıkları çalışmada 50 mg/kg 

Thioasetamid’in karaciğerde oluşturduğu apoptozisin 25 mg/kg Sm ile azaldığını 

belirtmişlerdir. Yine 2.25 mg/kg Fumonisin B1’in karaciğerde oluşturduğu 

apoptozisin 750 mg/kg Sm ile engelenebildiği gösterilmiştir. Sm, TNF-α, interferon 

gama (IFN), interlökin (IL)-2, IL-4, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin üretilmesinin yanı 

sıra kaspaz ve NF-kβ aktivitesini de baskılayacı bir etki yapmaktadır [180]. Patel 

ve ark. [181] iyi bilinen bir kardiyotoksin olan Doksorubisin’in 60 mg/kg dozunun 

karaciğerde toksisiteye neden olduğunu saptamışlardır. Bunu önlemek amacıyla 

kullandıkları 16 mg/kg Sm’nin Doksorubisin nedenli serbest radikal salınımını ve 

Bd-xL gibi apoptotik sinyal proteinlerinin ekspresyonunu azalttığını 

bildirmişlerdir. Sm’nin apoptoz üzerine etksini araştırmak üzere yapılan bir 

çalışmada, JB6 C141 kanser hücrelerinde Sm uygulanmasından sonra anti-

apoptotic proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xl ekspresyonunda artış gözlenirken, 

proapoptotik protein olan Bax ekspresyonunda ise azalış olduğu rapor edilmiştir 

[182]. 

Sıçanlarda yapılan bir deneysel çalışmada N-nitrözdietilaminin nedenli 

karaciğer hasarı sonucu artan serum ALT, AST ve ALP düzeyleri 50 mg/kg Sm 

kullanıldığında önemli oranda azaldığı tespit edilmiştir. Aynı çalışmada N-

nitrözdietilamin verilen deney gruplarında GSH seviyelerinde önemli bir düşüş 

görülürken, Sm verilen gruplarda ise GSH sevilerinde artış olduğu gözlenmiştir 

[183]. Yapılan başka bir çalışmada CCI4 nedenli oluşan karaciğer hasarında 

karaciğer hasar markırları olan serum AST, ALP ve lipit peroksidasyonunun son 

ürünü olan MDA düzeylerinde artış gözlenirken, 1000 ppm Sm verilen deney 

gruplarında bu markırların seviyelerinin önemli oranda azaldığı rapor edilmiştir. 
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Aynı çalışmada CCI4 verilen deney gruplarında GSH seviyelerinde düşüş 

görülürken Sm verilen gruplarda ise GSH seviyelerindeki düşüşleri tersine çevirdiği 

belirtilmiştir [184]. Raja ve ark. [185] CCl4 verilen deney gruplarında artan serum 

ALT, AST ve ALP düzeylerinin 25 mg/kg Sm kullanıldığında ciddi bir şekilde 

azaldığını vurgulamışlardır. 

Tüm bu özellikler dışında Sm’nin kimyasal yapısından kaynaklanan bir 

takım etki sınırlayıcı durumları da bulunmaktadır. Bunlar dokuda uygunsuz 

dağılım, suda çok az çözünme ve barsak ortamında bozulma gibi biyofarmasötik 

sınırlılıklarıdır [16,17,18]. Yapılan çalışmalarda vücuda alınan Sm’nin sadece 

%27-43 oranında kan dolaşımına geçtiği belirtilmiştir [186,187]. Sm’nin bu etki 

sınırlayıcı özelliklerini ortadan kaldırmak üzere birçok girişim gerçekleştirilmiş 

olmasına rağmen farmakolojik bir başarı elde edilememiştir [18]. Bu konuda 

yapılan birçok çalışmada çözünürlüğü ve geçirgenliği artırmak amacıyla çeşitli 

yöntem ve tekniklerle Sm ile fosfotidilkolin [188], siklodekstrin klatrat [189] ve katı 

dispersiyon maddesi [190] gibi çeşitli maddelerin kompleksleri denenmiştir. Tüm 

bu girişimlere rağmen, günümüzde istenilen etkinlik sağlanamamıştır.   

Bu sınırlayıcı etkileri minimuma indirmek üzere yapılan çalışmalar, çözüm 

yolunun KLN olabileceği fikrini ortaya çıkarmıştır. Sm-KLN uygulamasıyla 

yapılan çalışmaların sayısı oldukça sınırlıdır. Bu deneysel çalışmamızda, Balb/c 

farelerde D-GaIN/TNF-α ile oluşturulan karaciğer hasarında Sm ve 

nanoformlarının, DNA, apoptoz, nekroz ve ince yapı üzerindeki antioksidan, anti-

apoptotik ve anti-inflamatuvar etkilerini karşılaştırdık. 

Çalışmamızda, D-GaIN/TNF-α birlikte Sm ve özellikle daha fazla olmak 

üzere Sm-KLN verilen gruplarda MDA seviyesi azalmış, GSH seviyesi artmış hatta 

kontrol seviyelerine yaklaşmıştır. Bu durum Sm’nin bir serbest radikal süpürücü ve 

karaciğeri koruyucu etkiye sahip olduğunu, TNF-α ve D-GaIN’in sitotoksik ve 

apoptotik etkilerini azalttığı düşüncesini doğrulamaktadır. Sm’nin karaciğeri 

koruyucu başlıca mekanizması anti-inflamatuvar, anti-oksidant ve anti-fibrotik 

aktivitesinden kaynaklanmaktadır [191].  

Bizim çalışmamızda, yapılan çalışmalardaki bulgulara benzer olarak, D-

GaIN/TNF-α ile birlikte Sm verilen grupta Sm uygulamasından 24 saat sonra deney 
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hayvanlarının karaciğer kesitlerinde sadece D-GaIN/TNF-α verilen gruba göre 

doku hasarı azalmış olmakla birlikte hepatositlerde karyolizis ve asimetrik nükleer 

yapılar saptanmıştır (Şekil 4.5. ve Şekil 4.4). D-GaIN/TNF-α ile birlikte KLN (Boş) 

verilen grupta KLN (Boş) uygulamasından 24 saat sonra deney hayvanlarının 

karaciğer kesitlerinde sadece D-GaIN/TNF-α verilen gruba benzer sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 4.6 ve Şekil 4.4). Diğer bir deyişle KLN (Boş)’nin deney 

hayvanları üzerine herhangi bir koruyucu etkisi saptanmamıştır.  D-GaIN/TNF-α 

ile birlikte Sm-KLN verilen grupta Sm-KLN uygulamasından 24 saat sonra deney 

hayvanlarının karaciğer kesitlerinde sadece D-GaIN/TNF-α verilen gruba göre 

karaciğer histolojik incelemesi sonucunda kontrole benzer sonuçlar vermiştir (Şekil 

4.7 ve Şekil 4.4). D-GaIN/TNF-α ile birlikte uygulanan Sm-KLN formunun 

meydana getirdiği iyileştirme D-GaIN/TNF-α ile birlikte Sm uygulanan gruptan 

daha etkili bulunmuştur.  

Yapılan deneysel bir çalışmada asetaminofen nedenli karaciğer hasarında 

kullanılan Sm ve nano çöktürme yöntemiyle hazırlanan Sm nanopartikülün 

koruyucu etkileri karşılaştırıldığında Sm nanopartikülün daha etkili olduğu 

gösterilmiştir. Nitekim Sm nanopartikül verilen grupta karaciğer doku bütünlüğü 

daha iyi korunmuş, hepatik GSH değerleri daha çok yükselmiş ve serum 

transaminaz miktarları daha düşük bulunmuştur [192]. Diğer taraftan Yang ve ark. 

[193] yaptıkları bir çalışmada CCI4 nedenli karaciğer hasarında serum transaminaz 

seviyesinin artığı karaciğer histolojik kesitlerinde doku mimarisinin bozulduğu 

belirlenmiştir. CCI4 ile yapılan aynı çalışmadakoruyucu olarak kullanılan Sm tozu, 

ticari Sm ve Sm yüklü sıvı nanoemülsiyonun CCI4 nedenli karaciğer hasarında 

karaciğeri koruyucu etkileri karşılaştırılmış ve Sm tozunun ve ticari Sm’nin yeteri 

kadar koruma sağlayamadıkları, Sm nanopartikülün ise karaciğer mimarisini 

önemli ölçüde koruduğu ve azalan transaminaz düzeyleri de gösterilmiştir.  

Bizim çalışmamızda Sm, compritol 888, tween 80 5/3/3 oranlarında sıcak 

homojenizasyon yöntemi ile hazırladığımız Sm-KLN’nin D-GaIN/TNF-α nedenli 

karaciğer hasarında Sm verilen gruba göre çok daha fazla koruyucu etkiler yaptığı 

belirlenmiştir. Ayrıca Sm-KLN grubunda serum transaminaz, LDH, ALP ve GSH 

seviyeleri normale yakın seviyede korunurken plazma MDA düzeyleri oldukça 

azalmış olarak saptandı (Çizelge 4.1). Sm-KLN nedenli bu iyileştirme karaciğer 
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doku kesitlerinde hepatosit dejenerasyonu, atipik nükleuslar, venül içi konjesyon, 

kısmi inflamasyon, inflamatuvar hücre infiltrasyonu ve sinüzoidal genişleme gibi 

patolojilerin önemli oranda giderilmesi ile doğrulanmıştır. Ayrıca Bcl-2 pozitif 

hepatosit sayısında artma ve Bax pozitif hepatosit sayısında ise azalma görüldü. Bu 

sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.05) (Şekil 4.18 ve Şekil 

4.24), öte yandan PCNA pozitif hepatosit sayısının ise dokuda istatistiksel olarak 

anlamlı (p<0.05) artması (Şekil 4.30) karaciğer hasarının azalması, karaciğerde 

rejenerasyonun başladığını göstermektedir. 

Sm nanopartikülün çeşitli çalışmalarda Sm’ye göre daha etkili olmasının 

nedeni nanopartikülden Sm salınımının yavaş, düzenli ve sürekli olarak 

sağlanmasından kaynaklı olabileceği düşünülmektedir. Böylece Sm’nin dokuda 

daha uzun süreli kalması dolayısıyla biyoelverişliliğinin artması ve terapötik 

etkinliğini daha başarılı gösterebilmesi sağlanmaktadır. 
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