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 HMGCOA  3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A “3-hydroxy-3-methyglutarly  
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      IRE1           Inositol gerektiren enzim-1 “Inositol requiring enyzme-1” 
      PERK          Protein kinaz RNA-benzeri endoplazmik retikulum kinaz “Protein  

                          kinase RNA-like Endoplasmic reticulum kinase” 
      CHOP         CCAAT-bağlanma homolog protein “CCAAT binding  homologous  

                          protein” 
 VLDL         Çok Düşük Yoğunluklu Lipoprotein “Very Low Density Lipoprotein” 

 ERAD         Endoplazmik Retikulum İlişkili Protein Degradasyonu “Endoplasmic  
                     reticulum associated protein degradation” 

 GRP78        Glukoz regüle eden protein 78 “Glucose regulated protein 78” 
 ATF-6         Aktivasyon transkripsiyon faktör-6  

      XBP-1         X- box bağlanma proteini 
 JNK           c-jun N-terminal kinaz 

 TRAF2        Tümör nekroz faktör reseptör ilişkili faktör 2 “Tumor necrose factor  
                      receptor associated factor 2” 

 eIF2             Ökaryotik translasyon başlatıcı faktör 2 “Eukaryotic initiation factor 2” 
PUMA          P53 upregüle apoptoz modülatör “P53 upregulated modulator of  
                      apoptosis”  

ACAT           Açil-CoA kolesterol açil transferaz “Acyl-CoA cholesterol  
                      acyltransferase”  

    DISC             Ölüm tetikleyici sinyal “Death inducing signaling complex” 

    a-TTP           a-tokoferol transfer protein  

    VCAM          Vasküler Hücre Adhezyon Molekülü “Vasculer cell adhesion molecule” 
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Non-alkolik Yağlı Karaciğer Hastalığında Endoplazmik Retikulum Stres İlişkili 

Lipit Birikimi ve Hücre Ölümü 

Öğrencinin Adı: Tuğçe Demirel  

Danışmanı: Prof. Dr. Nesrin Kartal Özer  

Anabilim Dalı: Tıbbi Biyokimya Anabilimdalı 

1. ÖZET 
 

 

Amaç: Yüksek kolesterollü diyet ile oluşturulan NAYKH’ da ER stresin lipit birikimi 

ve hücre ölüm mekanizmaları üzerindeki etkilerini araştırmaktır.  

Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda, 2-4 aylık 24 adet erkek albino tavşan 4 gruba 

ayrıldı: 1) Kontrol grubu; vitamin E den fakir yem ile beslendi. 2) Kolesterol 

grubu; %2 kolesterol içeren vitamin E‘den fakir yem ile beslendi. 3) Kolesterol + 

vitamin E grubu; vitamin E den fakir yem ile beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50 

mg/kg/gün uygulandı. 4) Vitamin E grubu; vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/gün 

uygulandı. Sekiz hafta sonunda, tavşanlardan kan örnekleri ve karaciğer dokuları 

alındı. Karaciğer dokuları makroskopik olarak incelendi ve fosfo-IRE1, fosfo-PERK, 

Grp94, Grp78, Bax, Kaspaz 9 protein düzeyleri immunblotlama tekniği, IRE1, PERK, 

Grp94, Grp78 mRNA ekspresyonları qPCR tekniği ile belirlendi.  

Bulgular: Kolesterol ile beslenen tavşanların karaciğer dokularında lipit birikimi ve 

nodüler yapılar gözlenirken, vitamin E verilen tavşanlarda lipit birikiminin azaldığı 

gözlendi. Karaciğer dokusunda fosfo IRE1, GRP94, GRP78 CHOP, Bax protein 

ekspresyonlarının kolesterol grubunda kontrollere göre arttığı bulundu. Vitamin E 

grubunda kontrol grubuna göre GRP78, IRE1 ve PERK mRNA düzeylerinde artma 

görülürken GRP94 mRNA düzeyinin vitamin E verilmesiyle anlamlı bir şekilde 

azaldığı gözlemlendi  

Sonuçlar: Çalışmamız, kolesterolden zengin diyetin ER stres ve ilişkili apoptotik 

yolak aracılığıyla NAYKH gelişimini tetikleyebileceğini ve vitamin E’ nin bu 

mekanizmalar üzerinden koruma etkisi olabileceğini göstermiştir. 

Anahtar Kelimeler: ER stres, apoptoz, yüksek kolesterol, non-alkolik yağlı 

karaciğer 
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Role of ER Stress on Lipid Accumulation and Cell Death in 

Hypercholesterolemia Induced Nonalcoholic Fatty Liver Disease. 

Student Name: Tuğçe Demirel  

Supervisor: Prof. Dr. Nesrin Kartal Özer  

Department: Medical Biochemistry 

2. SUMMARY 
 
 

Aim: The aim of this study is to clarify the effects of ER stress, that is induced by high 

cholesterol diet, on lipid accumulation and apoptotic cell death mechanism. 

 Methods: Twenty-four male albino rabbits were assigned randomly to four groups: 

1) Control group; vitamin E deficient diet, 2) Cholesterol group; vitamin E deficient 

diet containing 2% cholesterol 3) Cholesterol+Vitamin E group; vitamin E deficient 

diet containing 2% cholesterol with daily intramuscular injections of vitamin E (50 

mg/kg) and 4) Vitamin E group; vitamin E deficient diet with daily intramuscular 

injections of vitamin E (50 mg/kg). After eight weeks, blood samples and liver tissues 

were collected. The consequences of hypercholestrolemic diet and vitamin E effect in 

liver tissues were examined by macroscopically and further determined by 

immunoblotting (phospho-PERK, phospho-IRE1, Grp94, Grp78, Bax, and Caspase 9 

protein levels) and by qPCR methods (PERK, IRE1, Grp94, Grp78 mRNA levels).  

Results: While cholesterol fed rabbits exhibited increased lipid accumulation and 

nodular sctructures compared to control, vitamin E supplementation with high 

cholesterol diet showed its effect by decrease this accumulation in liver. Additionally, 

protein expressions of well known ER stress and apoptosis markers (phospho IRE1, 

Grp94, Bax and CHOP) were found to induce in cholesterol group. Additionally, 

GRP78, IRE1 and PERK mRNA expressions were observed as increased in vitamin E 

group compared to control group.  

Conclusion: Our results demonstrated that cholesterol-rich diet may induce NAFLD 

development, through the activation of ER stress and apoptosis, and vitamin E 

supplementation showed its protective effect.  

Keywords: ER stress, apoptosis, high cholesterol, non-alcoholic fatty liver 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ  
 
 

Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı (NAYKH), karaciğerde lipit birikimiyle 

karakterize edilen, fibrozis ve siroza neden olan son 20 yılda önemi giderek artan 

toplumda sık rastlanan bir hastalıktır. Yapılan çalışmalarda toplumun %25’ nin 

NAYKH’ na yakalandığı, bu hastaların %90’ nının obez bireylerden oluştuğu, (Milic 

ve Stimac, 2012) ve buna bağlı olarakta yüksek yağlı diyetle beslenmenin NAYKH’ 

na neden olabileceği gösterilmiştir. NAYKH’nın iki histolojik tipi mevcuttur: i) 

inflamasyon ve fibrozisin görülmediği, yalnızca lipit birikimini takiben gerçekleşen 

yağlı karaciğer, ii) steatoz ile birlikte nekrotik ve inflamatuar aktivitenin görüldüğü 

Non-alkolik steatohepatittir (NASH) (Nonomuro, 1992). 

Obezite, insülin direnci, diyabet, hiperkolesterolemi NAYKH’ na neden olan 

önemli risk faktörlerindendir. Hiperkolesterolemi ise risk faktörlerinin arasından en 

sık rastlanılanıdır (Pessayre, 2007). NAYKH’ da lipoprotein metabolizmasının 

bozulduğu dolasıyla da kolesterol metabolizmasının etkilendiği gösterilmiştir. Yüksek 

kolesterollü diyet ile oluşturulan hayvan modellerinde yapılan çalışmalarda kolesterol 

sentezini düzenleyen 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMGCoAR) gen 

ekspresyonun ve enzimininin aktivitesinin arttığı gösterilmiştir (Timothy ve ark., 

2016). Bu nedenle hastalık patogenezinde lipit birikimini düzenleyen mekanizmaları 

anlamak son derece önemlidir.  

Serbest yağ asitlerinin, diaçilgliseritlerin, fosfolipitlerin ve serbest kolesterolün 

yüksek konsantrasyonlarda olması karaciğerde toksik etkiye ve endoplazmik 

retikulum (ER) stres gibi çeşitli hücresel stres yolaklarının aktive olmasına sebep 

olmaktadır. Yapılan çalışmalarda katlanmamış protein cevabının (UPR) lipogenez 

düzenlenmesinde etkili olduğu gösterilmiştir (Wang ve ark., 2010).  

ER fonksiyonel bakımından yüksek miktarda kalsiyum iyonuna ihtiyaç 

duymaktadır. Bu ihtiyaç sarco (endo) plasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) 

tarafından kontrol edilmektedir. Serbest kolesterolün birikmesi ER membranında 

bulunan serbest kolesterol/fosfolipit oranını değiştirmektedir. Bu değişikliğe karşılık 
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olarak ER’ deki kalsiyum iyon konsantrasyonunun düşmesi ER stres aktivasyonuyla 

sonuçlanır (Egnatchik ve ark., 2014). 

ER stres yanıtı, hepastositlerde ER’ nin fazla sayıda bulunmasından dolayı 

NAYKH patogenezinde önemli bir role sahiptir. Proteazomal sistem ve UPR’ un 

yetersiz kaldığı aşırı stres durumunda apoptoz veya otofaji gibi hücre ölüm 

mekanizmaları devreye girmektedir (Tran ve ark., 1997). Hepatositler üzerinde 

yapılan çalışmalar   apoptoz ile NASH şiddeti arasında pozitif bir  ilişki olduğunu ve 

bu süreçte Inositol gerektiren enzim-1(IRE1), Protein kinaz RNA- benzeri 

endoplazmik retikulum kinaz (PERK) aracılı CCAT- bağlanma protein homolog 

protein (CHOP) ve Bax/Bak aktivasyonun rol aldığını  göstermiştir (Favaloro ve ark.. 

2012, Xiao ve ark., 2013).  

Vitamin E nin sinyal ileti yolakları ve gen regülasyonu üzerindeki etkisi yapılan  

birçok çalışma ile gösterilmiştir. Özer NK ve beraberindekiler tarafından daha önce 

yapılan çalışmalarda yüksek kolesterollü diyet ile beslenen tavşanlarda aterosklerotik 

lezyon ve CD36 mRNA ekspresyonunda artış bununla birlikte vitamin E uygulanan 

hayvanlarda CD36 ekspresyonunun artışının önlendiği gösterilmiştir (Ozer ve ark., 

2006). Bir diğer yapılan hayvan deneyinde ise yüksek yağlı diyetle beslenen 

domuzların karaciğerinde vitamin E uygulanmasıyla birlikte CD36 ekspresyonun ve 

lipit birikiminin azaldığı gösterilmiştir (Park ve ark., 2009). 

Bütün bu bilgiler ışığında amacımız tavşan karaciğer dokusunda yüksek 

kolesterollü diyet ile indüklenen ER stres yolağının, NAYKH patogenezinde rol olan 

apoptoz ile ilişkili mekanizmalar üzerinde etkisini  ve bu mekanizmalar üzerinde 

Vitamin E’ nin rolünü belirlemektir. 
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4. GENEL BİLGİLER  
 

 
NAYKH, karaciğer ağırlığının %5’den fazlasının lipitlerin oluşturulmasıyla 

karekterize edilen, kronik alkol kullanımı ve viral enfeksiyon, herhangi bir karaciğer 

hastalığının olmadığı durumlarda ortaya çıkan bir hastalıktır. Hepatik steatozis 

hastalığın erken fazıdır ve hepatosit sitoplazmalarındaki lipit dropletler içerisinde 

trigliseritlerin birikmesiyle karakterize edilmektedir. Hepatik trigliseritlerin, diyetle 

alınanlar, de novo lipit sentezi ve adipoz doku olmak üzere üç farklı kaynağı mevcuttur 

(Phung ve ark., 2009).  

Hepatik lipit birikiminin artmasıyla hücresel stres ve inflamasyonun indüklenmesi 

ile NASH, siroz ve fibrozis oluşumu gözlenmektedir. İnsülin direnci, obezite, 

hiperkolesterolemi ve diyabet hastalığın risk faktörleri arasında bulunmaktadır (Alberti 

ve ark., 2009). Günümüzde obezitenin artmasıyla birlikte NAYKH önemli sağlık 

problemi haline gelmeye başlamıştır. 

 

4.1.  Non-Alkolik Karaciğer Yağlanması 

4.1.1.  Karaciğer yapısı ve özellikleri 

Dıştan gilson kapsülü ile sarılmış, dört lobu olan karaciğer vücudun en büyük hem 

endokrin hem de ekzokrin salgı bezi ve organıdır. Karaciğerin vücudumuzda. safra 

üretimi, lipit, karbonhidrat metabolizması ve protein metabolizması, detoksifikasyon 

fonksiyonu, demir metabolizmasında, kan plazma proteinlerinin yapımında, kan 

pıhtılaşması için gerekli faktörlerin sentezi gibi birçok önemli görevi mevcuttur 

(Angulo ve ark., 2002). 

Büyük oranda abdominal boşluğun üst sağ kısmına yerleşmiş şekilde bulunur. 

Karaciğere kan, portal ven ve arteria hepatica olmak üzere iki damardan gelmektedir. 

Bu iki damar da karaciğere portal hepatis’ den girer. Portal ven karaciğerin fonksiyonel 

damarıdır. Sindirim sistemi, dalak, pankreastan toplanan besleyici maddelerle zengin, 

oksijence fakir kanı karaciğere getirir. Arteria hepatica, karaciğerin besleyici 

damarıdır ve oksijence zengin kanı getirir (Angulo ve ark., 2005). 
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Karaciğeri dıştan saran gilsson kapsülü tek katlı mezotelial hücreler ve altında 

kollajen, elastik lifler, bağ doku hücrlerini içeren sıkı bağ dokusu yapısındadır. Şekil 

4.1 görüldüğü gibi gilsson kapsülü lobcuklar arasındaki bağ dokusunu da kapsar. Her 

lobcuğun merkezinde bir vena bulunur. Vena, karaciğer sinuzoidlerine uzanır. 

Sinuzoidler arasını ise hepatositler doldurur. Çok yüzlü olan hepatositler, 20-30 

mikron çapında ve karaciğerde bulunan tüm hücrelerin yaklaşık %80’ni oluşturur. Her 

hepatositin 6 veya daha fazla yüzü vadır. Bu yüzler temas ettiği veya baktığı yöne 

göre; Disse aralığına bakan yüz, safra kanalcıkları oluşumuna katılan yüz, diğer 

hepatosite veya portal alana bakan yüz diye isimlendirilebilir. Hepatosit’in sinuzoidal 

aralığa bakan yüzünde çok sayıda düzensiz şekil ve büyüklükte mikrovilluslar bulunur. 

Böylece hücrelerin kanla temas yüzü yaklaşık altı kat artırılarak absorbsiyon ve 

sekresyon için geniş bir yüzey oluşturulur. 

Hepatositler büyük, yuvarlak ve merkezi nukleuslara sahiptir. Bazen çift 

çekirdekli olabilir. Normalde düşük mitotik aktivitelidir. Yaşla birlikte çift çekirdek 

sayısı artar, bazı hücreler çok çekirdekli olabilir, bazen de poliplodi gözlenir (Assy ve 

ark., 2000). 

Hepatosit sitoplazması hem düz hem de granüllü ER’dan zengindir. Bunların 

hücre içindeki miktarları hücrenin lobul içindeki konumuna ve fizyolojik durumuna 

bağlı olarak değişebilir. Bir lobcukta; merkezi bölgedeki hücrelerde granülsüz ve 

granüllü tip eşittir, orta bölgede granüllü tip fazla granülsüz tip azdır, periferal bölgede 

granüllü tip çok fazla düz tip ise çok azdır (Bieghs ve ark., 2010). 

Vena porta yoluyla karaciğere gelen yağ asitleri (kompleks lipitler olan 

şilomikronlar lenf yoluyla taşınır) sinuzoidlerden Disse aralığına, oradan da 

pinositozla hepatosit içine alındıktan sonra granülsüz ER içinde esterleştirilerek 

trigliseridlere dönüştürülür ve lipoprotein metabolizması ile kan veya lenf yoluyla yağ 

dokularına taşınarak orada depo edilirler. 

Hücre membranının ana elemanı olan ve diğer birçok steroidin prekürsörü olan 

kolesterol biyosenteziyle ilgili enzimler de granülsüz ER da bulunur. Kolesterol 

ayrıca, karaciğerde granüllü ve granülsüz ER – Golgi aygıtı işbirliğiyle sentezlenen 

çok küçük yoğunluklu lipoproteinlerin (VLDL) de bir elemanıdır. Karaciğer 

sinuzoidlerinin duvarında endotel hücreleri ve Kupffer hücreleri olmak üzere iki tür 
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hücre bulunur. Kupffer hücreleri kuvvetli fagositoz yaparlar. Karaciğer hücrelerinin 

%15’ni oluşturan bu hücreler, lizozom ve diğer organeller bakımından daha zengindir. 

Endotel hücreler ise tek katlı yassı sitoplazma ve organelleri az olan hücrelerdir. 

Şekil 4.1: Karaciğer yapısı (http://histology.leeds.ac.uk/digestive/liver_hepatocyte.php, Erişim tarihi: 

11 Mayıs 2017) 

4.1.2.  Non-alkolik karaciğer yağlanmasının epidemiyolojisi 

NAYKH dünya çapında obezite ve tip 2 diyabetin artmasıyla ile birlikte şekil 4.2’ 

deki grafikte gösterildiği gibi hastalığın görülme sıklığı giderek yayılmaktadır. 2010 

yılında yapılan bir çalışmada batı ülkelerinin genel popülasyonunun %20-30’ unda, 

asya ülkelerinin genel populasyonunun ise %15’ inde hastalığın görüldüğü 

saptanmıştır (Bellentani ve ark., 2004). Obez hastalarda prevelansı %30-100, tip 2 

diyabet hastalarında %10-75 dır. Hiperlipidemi hastalarında bu oran %20-92 dir. 

Amerika’ da yapılan bir çalışmada ise erkeklerde görülme olasılığının kadınlara göre 

daha fazla olduğu bulunmuştur (Clark ve ark., 2003). Çocuklarda ise %3-10 iken obez 

çocuklarda bu oran %30-40’ lara çıkmaktadır. Biyoptik ve otoptik çalışmalara göre 

yağlı karaciğerin %3-15 ‘inde NAYKH gelişimi görülürken, %1-7’ sinde NASH 

gelişimi gözlenmektedir (Nonomuro ve ark., 1992)  
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Şekil 4.2: NAYKH prevelansının yıllara göre dağılımı (Vernon ve ark., 2011). 

4.1.3. Non-alkolik karaciğer yağlanmasının patogenezi 

Yüksek yağlı diyetle beslenmenin; VLDL aracılı trigliserit taşınması ve serbest 

yağ asidi b- oksidasyonunun azalması ile birlikte de novo lipogenezin artması 

aracılığıyla yağlı karaciğer oluşumunu tetiklediği bilinmektedir (Tiniakos ve ark., 

2010). NAYKH’ nın patogenezi 1998 yılında Day ve James tarafından oluşturulan iki 

vuruş (two hit) hipotezi üzerine kurulmuştur . Şekil 4.3’ te gösterildiği gibi ilk vuruş 

hepatik trigliserit birikimiyle steatozis oluşumasını içerirken artan karaciğer hasarıyla, 

inflamasyonun, mitokondriyel disfonksiyon ve oksidatif stres aktivasyonu ile ikinci 

vuruş oluşmakta ve bunun sonucunda steatohepatit veya fibrozis görülmektedir. 

Karaciğerde serbest yağ asitlerinin artması karaciğer hasarına neden olduğu bilinmekte 

ve bu iki vuruş hipotezinin modifikasyonuna yol açmaktadır. Obezite ve insülin 

direnciyle birlikte karaciğere serbest yağ asitlerinin akışı artmaktadır. NAYKH’ da 

hepatositlerde biriken yağ asitlerinin %60’ ı adipoz dokudan, %25’ i de novo 

lipogenez’ den, %15’i ise diyet ile gelmektedir (Adinolfi ve ark., 2011). Karaciğerde 

bu serbest yağ asitleri b-oksidasyona uğrar veya gliserol ile esterleşme sonucu 

trigliseritleri oluşturarak hepatik yağ birikimine neden olur (Gartner ve ark., 2006). Bu 

birikim hepatik lipotoksisite, ER stres, oksidatif stres ve inflamasyon aktivasyonuna 
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neden olmaktadır (Cohen ve ark., 2011) ve hepatik fonksiyonun bozulmasıyla 

karaciğer hasarı meydana gelmektedir. Hasar sonucu stellat hücrelerinin, sekrete 

kollajenlerin ve diğer matriks proteinlerinin artmasıyla fibrozis oluşmaktadır 

(Donnelly ve ark., 2005). Kupffer hücrelerinden salgılanan sitokinler ise apoptoz gibi 

hücre ölüm mekanizmalarının aktive olmasını sağlamaktadır (Malhi ve ark., 2006). 

 

Şekil4.3: NAYK hastalığının gelişimi. 

 

4.2. Endoplazmik Retikulum (ER) Stres 

4.2.1.  ER stres ve katlanmamış protein cevabı 

ER, proteinlerin katlanması ve post translasyonel modifikasyonları, kolesterol 

sentezi, membran lipitlerinin biyosentezi ve kalsiyum depolanmasını kontrol eden 

önemli bir organeldir. ER lümeninde yeni sentezlenen proteinler N-glikolizasyon, 

disülfit bağ formasyonu, oligomerizasyon gibi post transyonel modifikasyonlara 

uğramaktadır. Glukoz regüle eden protein 78 (GRP78) ve Glukoz regüle eden protein 

94 (GRP94) protein katlanmasında ve hasarlı proteinlerin yıkımında rol alan en iyi 

karekterize edilmiş ER şaperonlarıdır.  

Aşırı protein sentezi, yanlış katlanmış proteinlerin birikmesi, ER kalsiyum 

konsantrasyonunun düşmesi, redoks potansiyelinin değişmesi ve oksidatif stres 

indüklenmesi gibi patolojik veya fizyolojik bir durum oluştuğunda ER stres meydana 

gelmektedir. Artan ER strese takiben şekil 4.4’ te gösterildiği üzere UPR aktivasyonu 

ve  şaperon yapımını indükleyerek, ER içerisinde protein katlanma kapasitesini 

arttırmaktadır. UPR mekanizması üç ana protein tarafından kontrol edilmektedir. 
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Bunlar; “İnositol gerektiren enzim-1” (IRE-1), “Protein kinaz RNA-benzeri 

endoplazmik retikulum kinaz” (PERK) ve “Aktivasyon transkripsiyon faktör-6” 

(ATF6) dır. Normal koşullar altında bu üç ER transmembran reseptör proteini GRP78 

ile bağlı olarak inaktif durumda bulunurlar. Stres koşullarında yanlış katlanmış/ 

katlanmamış proteinlerin birikmesiyle IRE1, PERK ve ATF6’ dan GRP78 proteini, 

ayrılarak aktif hale geçmektedirler. Bu şekilde stres düzenleyici yolaklar devreye girer. 

Aktivasyon sonucu her bir stres sensörü farklı mekanizmalar üzerinden transkripsiyon 

faktörlerini ve sinyal iletim mekanizmalarını aktifleştirir (Schroder ve Kaufman, 2005 

; Ma ve ark., 2002).  

IRE-1 α and β izoformları olan ER’de bulunan bir stres sensörüdür. IRE-1 α bütün 

hücrelerde eksprese edilirken, β izoformu sadece bağırsak epitel hücresinde eksprese 

edilmektedir (Handford ve ark., 2010). IRE-1 otofosforilasyonun ardından 

endoribonükleaz ve serin triyonin kinaz domaini aktive olmaktadır. Bu aktivasyonun 

regülasyonundan GRP78 sorumludur. Endoribonükleaz domaini sitoplazmadaki X-

box bağlanma proteini (XBP-1) adı verilen bir transkripsiyon faktörünün mRNA’sını 

kesime uğaratarak yaklaşık 26 nükleotitlik bir intron parçası oluşturmaktadır. Bu 

kesim sonucu oluşan XBP-1 ise çekirdeğe geçerek ER stres cevap elementine 

bağlanarak ERAD ve şaperon ilişkili genlerin transkripsiyonunu sağlar. 

Endoribonukleaz domaini ise diğer ER hedef mRNA' ların ve yeni protein yapımından 

sorumlu 28S ribozomal alt ünitenin kesilmesini sağlar. Bunlara ek olarak bu domain 

c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolağını stimüle eden tümör nekroz faktör reseptör 

ilişkili faktör 2 (TRAF2) ile bağlantı kurarak sitokrom c salınmasıyla mitokondri 

ilişkili apoptozu aktive eder (Urano ve ark., 2000).    

PERK, ER lümeninde bulunan ve sitozolik protein kinaz domainine sahip 

tip1transmembran sensör proteinidir. ER de katlanmamış proteinlerin birikmesi 

PERK’in GRP78’ den ayrılmasını neden olur ve aktivasyonu dimerilizasyon ve 

takiben kinaz domainin otofosforilasyonları ile sonuçlanır. Aktive olan PERK, kinaz 

bölgesi ile ökaryotik translasyon başlatıcı faktör 2 (eIF2)’ inin fosforlanmasını 

sağlayarak protein sentezinde bir azalma meydana gelmesini sağlar ve ER’nin iş 

yükünde bir hafifleme oluşturur. Başka bir taraftan, eIF2 fosforlanması sonucu bir 

transkripsiyon faktörü olan ATF4’ün aktivasyonu gerçekleşmektedir. ATF4 
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aktivasyonu, pro-apoptotik bir transkripsiyon faktörü olan “C/EBP homolog proteini” 

(CHOP)’u indükleyerek stres altındaki hücreyi apoptoza yönlendirmektedir. ATF-6 

farklı bir aktivasyon mekanizmasına sahiptir. ATF-6 aktivasyonu sonucu ER’ den 

golgi aygıtına taşınarak, burada kesime uğramaktadır. Daha sonra sitoplazmaya 

salınarak UPR hedef genlerinin anlatımını arttırmaktadır  (Ellgaard ve ark., 2003). 

Şekil 4.4: ER stres moleküler mekanizması (Rutkowski ve ark., 2008). 
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4.2.2.  ER stresin non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı ile ilişkisi 

Son zamanlarda endoplazmik retikulum stres cevabının hem steatozis gelişiminde 

hem de NASH progresyonunda önemli bir rol oynadığı söylenmektedir. Hepatositler 

ER organeli bakımından zengin hücrelerdir (Malhi ve Kaufman, 2011). NAYKH gibi 

kronik hastalıklarda, UPR aracılı tamir mekanizmalarının başarılı olamaması 

sonucunda, apoptoz gibi hücre ölüm mekanizmaları devreye girmektedir. Hepatik 

steatozisde, IRE1-a ve ATF-6’ nın genetik eksikliğinin oluştuğu ER stresin 

indüklendiği bulunmuştur. Bu steatozis modelinde lipoprotein sekresyonun ve okside 

yağ asidi kapasitesinin bozulduğu bulunmuştur. Böylece UPR’nin lipit homeostazının 

sağlanmasında görevi olduğu belirlenmiştir (Rutkowski ve ark., 2008).  

İnsülin aktivasyonu, oksidatif stres, sitokin aracılı inflammatuvar cevap, 

bakteriyel endotoksin ve aşırı yağ asidi gibi birçok faktör NAYKH progresyonuna 

neden olmaktadır. UPR cevabının bu faktörler ile ilişkisi NASH ve ileri karaciğer 

hastalıklarının gelişmesine neden olabilir. Obezite ve insülin direnci hastalığın 

patogenezinde önemli rol oynamaktadır. Yapılan çalışmlarda obezite ile indüklenmiş 

ER stres, IRE1 aracılı JNK aktivasyonuna neden olarak karaciğer hasarı ve hepatosit 

apoptozu ile sonuçlandığı bulunmuştur (Hirosumi ve ark., 2002, Hotamisligil ve ark., 

2003, Urano ve ark., 2000).  

Hayvan ve insan çalışmalarında yüksek kolesterolün etkisiyle NAYKH ve NASH’ 

in oluştuğu ve ER stresin indüklendiği gösterilmiştir (Ron ve Walter, 2007). İnsanlarda 

yapılan bir çalışmada, steatohepatit hastalarının karaciğer örnekleri karşılaştırıldığında 

ER stres belirteci olan eIF2a ekspresyonunun arttığı tespit edilmiştir (Lindholm ve 

ark., 2006). Başka bir çalışmada ise UPR belirtecleri olan GRP78, ATF6, PERK 

proteinleri vücut ağırlık indeksi ile bağdaştırılmıştır (Meusser ve ark., 2005). 

Stres koşullarında yanlış katlanmış proteinlerin birikimi ER stresin aktivasyonunu 

takiben UPR yanıtını tetiklemektedir. UPR yanıtı yukarıda da bahsedildiği üzere 

PERK, IRE1, ATF6 proteinleri tarafından oluşturulmaktadır. Bu proteinler ER stresi 

regüle eden genlerin transkripsiyonunu sağlayarak ER homeostasının düzelmesini 

sağlamaktadır (Ozcan ve ark., 2004). UPR yanıtının yetersiz kaldığı durumlarda ise 

hücre ölüm mekanizmalarından olan apoptoz veya otofaji devreye girmektedir (Sozen 

ve Ozer, 2017).  
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NAYKH gibi birçok hepatik hastalıklarda UPR, hastalığın patogenezinde önemli 

bir basamaktır (Ozcan ve ark., 2004). Yapılan çalışmalarda PERK tarafından 

fosforillenen eIF-2a ekspresyonunun karaciğerde arttığı gösterilmiştir (Ma ve ark., 

2002). Bir başka çalışmada PERK-eiF2α-ATF4 yolağının lipogenez ve hepatik 

steatozisi regüle ettiği bulunmuştur. PERK gen delesyonun yağ asidi sentaz (FAS), 

ATP-sitrat liyaz ve sterol-CoA desatüraz-1(SCD-1) lipojenik enzimleri inhibe ettiği 

gösterilmiştir (Bobrovnikova ve ark., 2008). 

NAYKH karaciğerde lipit birikimi ile karakterize edilmektedir. Yüksek 

konsantrasyonda serbest yağ asidi, diaçilgliserol, fosfolipit ve serbest kolesterol 

bulunması ER stresi aktive etmektedir. ER fonksiyonu bakımından yüksek 

konsantrasyonda Ca+2 iyonuna ihtiyaç duymaktadır. ER içi Ca+2 iyonu SERCA 

tarafından kontrol edilmektedir. SERCA, ER membranında bulunan kolesterol 

içeriğine karşı hassasiyet göstermektedir. NAKYH patogenezi ile ilişkili serbest 

kolesterolün artması SERCA’ nın kontrol mekanizmasını etkileyerek ER içindeki Ca+2 

iyon konsantrasyonunu azaltır ve ER homeostazının bozulmasıyla stres koşullarını 

oluşturur ( Egnatchik ve ark., 2014).  Serbest kolesterolün artması SERCA inhibisyonu 

dışında direkt olarak ta ER stresi indükleyebilmektir. Yapılan çalışmalara göre ER 

stresin lipogenezi aktivasyonu ve VLDL inhibisyonu üzerinden hepatik lipit 

metabolizmasına etki ederek NAYKH’ nın gelişmesi ve ilerlemesinde rol aldığı 

gösterilmiştir (Bozaykut ve ark., 2016). 

 

4.3. Apoptotik Hücre Ölümü 

4.3.1.  Apoptotik hücre ölümünün moleküler mekanizması 

Yunanca’da apo ayrı, ptosiz düşen anlamına gelir ve sonbaharda yaprak 

dökülmesi anlamında kullanılır. Bu terim Kerr ve arkadaşları tarafından 1972 yılında 

canlı dokularda hücre ölümünden sorumlu olan özgün bir hücre ölüm tipi olarak 

tanımlanmıştır (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz hücrenin kendi kendisini programlı bir 

şekilde yok ettiği, enerji gerektiren, regülasyonunda bir çok genin rol aldığı 

homeostazı dengeleyen, inflamasyonun meydana gelmediği bir hücre ölümü çeşididir. 

Apoptoz hem patolojik hemde fizyolojik şartlarda görülmektedir.  
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Apoptoza giden hücrede bir takım morfolojik değişiklikler oluşur. Bu morfolojik 

değişimler, plazma membranının tomurcuklanması, hücre küçülmesi, kromatin 

kondenzasyonu, DNA parçalanmasını içerir. Sonuç olarak apoptotik hücre parçalara 

ayrılır ve fagositik sistem tarafından yok edilir. Böylece apoptotik süreç sırasında 

infamasyon oluşmaz (Tait ve ark., 2008). 

Hücrenin apoptoza gitmesi pro- ve anti- apoptotik proteinlerin ekspresyonu, hücre 

siklusunun aşaması gibi faktörlere bağlıdır.  

Hücre yüzey reseptörlerine ölüm indükleyici ligandların bağlanmasıyla ekstrinsik 

sinyallerden veya sitotoksik T-lenfositlerle apoptoz aktive olmaktadır. T hücreleri 

hasarlı ya da virüsle enfekte hücreleri tanır ve enfeksiyonun yayılmasını önlemek 

amacıyla apoptozu başlatır. Bazı durumlarda ise hücresel strese takiben intrinsik sinyal 

ile apoptoz aktive olmaktadır. Hücresel stres radyasyon, kimyasallar, büyüme 

faktörlerinin yoksunluğu, oksidatif stresin veya ER stresin bir sonucu olarak meydana 

gelebilir. İntrinsik sinyal mitokondri aracılığıyla gerçekleştirilir (Vembar ve ark., 

2009).  

Apoptoz regülasyonu, kaspazların kaskad oluşturarak aktifleşmesini sağlayan 

yukarıda bahsedilen ekstrinsik ve intrinsik olmak üzere iki farklı yolak üzerinden 

kontrol edilmektedir. Mitokondri üzerinden apoptozom oluşumuyla intrinsik yolak 

aktive olurken,  hücre membranı ölüm reseptörleri ailesinin aktifleşmesiyle ekstrinsik 

yolak aktive olmaktadır (Favaloro ve ark., 2012). 

İnsanlarda bilinen 12 kaspazdan kaspaz-2,-3,-6,-7,-8,-9,-10 olmak üzere yedi 

kaspazın apoptotik hücre ölümünde rolü olduğu bulunmuştur (Adams ve ark., 2002). 

Kaspazlar inaktif olarak sentezlenmekte ve apoptoz sırasında aktifleşmektedir. Kaspaz 

kaskadı oluşumunda başlatıcı (kaspaz-8, -9) ve devam ettirici (-3, -6,-7) olmak üzere 

2 farklı kaspaz grubu mevcuttur. Kaspaz 8 ekstriksik yolağın başlatılmasında, kaspaz 

9 ise intrinsik yolağın başlatılmasından sorumludur. 
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 Şekil 4.5: Apoptotik hücre ölümü  moleküler mekanizması (Molecular Cell Biology). 

Şekil 4.5’ te gösterildiği gibi hücrelerde apoptosizin indüklenebilceği birçok yol 

mevcuttur.    

       İntrinsik yolak, mitokondri dış membranının geçirgenliğinin bozulmasıyla 

başlayan apoptotik aktivasyon sürecidir (Allan ve ark., 1995). Bu süreçte mitokondri 

iç membranda bulunan sitokrom c’ nin sitoplazmaya salınmasıyla başlamaktadır. 
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Sitokrom c sitoplazmada apoptotik proteaz aktive faktör-1 (Apaf-1) proteinine 

bağlanır (Reubold ve ark., 2012). Bağlanmanın ardından ATP harcanmasıyla oluşan 

bu komplekste konformasyonel bir değişim olur (Kokoszka ve ark., 2004). Prokaspaz-

9’ unda bu yapıya katılmasıyla bu komplekse apoptozom denir. Apoptozom oluşumu 

ile aktif kaspaz 9 meydana gelerek ve kaspaz 3’ ü aktifleştirir (Shi ve ark., 2002). 

Ekstrinsik yolakta ise, hücrenin dışından gelen bir sinyal ile plazma 

membranındaki Tümor Nekroz Faktör (TNF) ve diğer ölüm reseptörlerinin aktive 

olmasıyla başlamaktadır (Wajant ve ark., 2003). TNF ailesinde 19 farklı ligand 

mevcuttur. TNF reseptör proteinlerinde ölüm domaini (DD) denilen 80 aminoasitlik 

bir sekans vardır (Hsu ve ark., 1995). Ligandın reseptörde bu domaine bağlanmasıyla 

ölüm tetikleyici sinyal kompleksi (DISC) oluşur (Hsu ve ark., 1996) ve başlatıcı 

kaspazlardan 8 ve 10 aktifleşerek kaspaz-3 ve-7’ i aktifleştirir. 

Bcl-2 proteinleri apoptoz da görev alan protein ailesidir. Bu proteinlerin bazıları 

anti-apoptotik (Bcl-2 ve Bcl-xL), bazıları ise pro-apoptotik (Bad ve Bax) tir. 

Hücrelerin apoptotik uyarıya duyarlılığı pro- ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri 

arasındaki dengeye bağlıdır. Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri hücresel hasar yada stres 

algılayıcı olarak görev yaparlar ve sıklıkla sitozol içerisinde yer almaktadırlar  (Zeng 

ve ark., 2009).  

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri apoptozu baskılarken, pro-apoptotik 

proteinler apoptozu aktive etmektedirler. Bu iki farklı etki, proteinlerin yapılarında 

bulunan Bcl-2 homolog bölgeleri (BH) tarafından düzenlenmektedir. Bu proteinlerin 

yapılarında 4 bölge mevcuttur: BH1, BH2, BH3 ve BH4. Bcl-2 ailesi proteinleri BH1, 

BH2 ve BH3 bölgeleri ile diğer Bcl-2 ailesi proteinlerinin BH3 bölgelerine bağlanarak 

iletişim kurmaktadırlar. Pro-apoptotik protein ailesi taşıdıkları BH yapılarına göre 

ikiye ayrılır; BH1, BH2, BH3 bölgelerini taşıyanlar (Bak, Bax) ve sadece BH3 

bölgesini taşıyanlar (Bid, Bad, Bim). Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri ise sadece 

BH4 bölgesi taşırlar (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-XL, Bcl-w) . Bcl-2 ailesindeki pro-apoptotik 

ve anti-apoptotik proteinlerin arasındaki denge hücrenin sağkalımı ve ölümü 

arasındaki dengeyi oluşturmaktadır. Anti-apoptotik proteinlerin seviyeleri fazla 

olduğunda apoptoz baskılanırken, pro-apoptotik proteinlerin seviyelerinin fazla olması 

hücreyi apoptoza götürmektedir (Pfutzner ve ark., 2005). 
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4.3.2.  Apoptotik hücre ölümü ve ER stres ilişkisi 

UPR cevabının yetersiz kaldığı durumlarda çeşitli mekanizmalar hücre ölümüne 

neden olabilir. CHOP, en iyi karakterize edilmiş UPR aracılı regüle olan pro-apoptotik 

proteindir (Young ve ark., 2001) . CHOP ekspresyonu ATF-4 ve ATF-6 ile regüle 

olmaktadır ve CHOP delesyonu olan hücre ve hayvan modelleri ile yapılan 

çalışmalarda ER stres kaynaklı hücre ölümünde azalma görülmüştür (Ma ve ark., 

2002). 

Önemli bir kalsiyum deposu olan ER lümeni ER katlanma kapasitesi ve hücre 

canlılığı için önem taşır. Yukarıda bahsedildiği gibi ER kalsiyum homeostazının 

bozulması, SERCA alım pompasını inhibe eder ve ER’ nin katlanma kapasitesini 

düşürür. ER stres ile birlikte mitokondriyel matriste sürekli kalsiyum birikimi 

mitokondriyel membran geçirgenliğini tetikler ve apoptotik yolağı aktive eder. Birçok 

çalışmada Bcl-2 protein ailesi ile birlikte ER lokalize proteinlerin ER kalsiyum akışını 

regüle ettiği gösterilmiştir (Deniaud ve ark.,2008; Li ve ark.,,2009; Wu ve ark., 1999).  

IRE1-a’nın TRAF2 ile interaksiyonu pro-inflamatuvar ve pro-apoptotik protein 

JNK aktivasyonuna neden olur. Fare ve insan hücre hatlarında yapılan çalışmalarda 

kaspaz ekspresyonlarının susturulması ER stres aracılı apoptoz indüklenmesi 

engellediği bulunmuştur (Nakagawa ve ark., 2000). 

4.3.3.  Apoptozun non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı ile ilişkisi 

ER homeostazının düzeltilmesinde UPR’ nin yetersiz kalması şekil 4.6’ da 

gösterildiği gibi apoptotik hücre ölümü ile sonuçlanabilmektedir. ER stres cevabında 

PERK, CHOP proteinini, IRE ise JNK yolağını aktive etmektedir (Sozen ve ark., 

2014). CHOP, JNK ile birlikte pro-apoptotik protein olan Bax’ ı aktive eder ve 

mitokondri disfonksiyonuna yol açar. Yapılan çalışmalarda NAYKH’ nın ilerleyerek 

NASH fazına geçmesinde hepatosit apoptozunun rolü olduğu gösterilmiştir 

(Wieckowska ve ark., 2006). CHOP delesyonunun alkolik karaciğer hastalıklarında 

hepatosit apoptozunu ve karaciğer fibrozunu azalttığı bulunmuştur (Barreyro ve ark., 

2007; Cazanave ve ark., 2009). Bir başka çalışmada erkek sıçanların yüksek oranda 

doymuş yağ asidi içeren diyetle beslenmeleri sonucu ER stres ile birlikte kaspaz-3 



 

18 

 

aktivasyonu ve karaciğer hasarının arttığı gösterilmiştir (Aggarwal ve ark., 1985). 

Hepatosit apoptozunda fibrogenezin azaldığı bununla birlikte fibrozisin indüklendiği 

bilinmektedir (Canbay ve ark., 2003). Sıçan hepatosit hücre hücre hattına doymuş yağ 

asidi uygulamasıyla CHOP, GRP78 mRNA düzeylerinin arttığı, bununla birlikte 

mitokondri bağımlı apoptotik hücre ölümünün aktive olduğu bulunmuştur. Ek olarak, 

Cazaneva ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada palmitat uygulamasının ER stres aracılı 

CHOP ve aktivatör protein-1 (AP-1) kompleksinin tetiklenmesine ve  p53 upregüle 

apoptoz modülatör proteininin (PUMA) ekspresyonu aracılığıyla Bax aktivasyonuna 

neden olur (Won ve ark., 2007). 

ER’ de bulunan kalsiyum iyonu konsantrasyonu da apoptoz efektörleriyle 

ilişkilidir. Kalsiyum konsantrasyonun azalması mitokondri membran bütünlüğünün 

bozulmasıyla intrinsik yolak aktive olmaktadır. Obez farelerde hepatik SERCA 

aktivitesinin düştüğü, ER membran lipit tabakasının içeriğinde SERCA aktivitesini 

etkilediği gösterilmiştir (Luciani ve ark., 2009). 

NAYKH da yağ asitlerinin, serbest kolesterolün birikmesiyle ortaya çıkan 

lipotoksitite ile birlikte apoptotik hücre ölümünün aktif olduğu bir çok çalışmada 

gösterilmiştir. Bir başka yapılan çalışmda ise Fas ölüm reseptörlerinin ekspresyonunun 

NASH hastalarında kontrol grubuna göre artış olduğu gösterilmiştir. (Bissell ve ark., 

1992). Fas ligandı hepatosit apoptozunun kaspaz 8 bağımlı olarak Bid proteinin 

kesilmesiyle mitokondri disfonksiyonunu indükler. Sonuç olarak yapılan çalışmalarda 

hepatosit apoptozunun hepatik inflamasyon ve fibrozis ile korele olduğu 

görülmektedir. 
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       Şekil 4.6: NAYKH’ da apoptotik yolağın moleküler mekanizması (Traber ve ark., 2007). 
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4.4. Vitamin E 

4.4.1.  Vitamin E’nin yapısı ve fonksiyonu 

Vitamin E, bitkilerde sentezlenen yağda çözünen α-, β-, γ-, δ-tokoferol, ve α-, β-, 

γ-, δ-tokotrienoller olmak üzere doğada 8 farklı formda bulunmaktadır. Bitkisel 

yağlarda, buğday tohumu, soya fasulyesi ve badem gibi besinlerde α-tokoferol olarak 

yüksek miktarda bulunur. Vitamin E’ nin farklı formları farklı biyopotansiyele 

sahiptirler. α-tokoferol en yüksek biyolojik aktivitesi bulunan ve vücut tarafından en 

fazla absorbe edilen formdur (Parola ve ark., 1992). 

Vitamin E yapısında yer değiştirebilen aromatik halka ve uzun izoprenoit yan 

zincirler içermektedir. Yapısında fenolik hidroksil grubu içeren bu aromatik halka 

aktif kısmıdır. Kroman halkasının üzerindeki metil grubunun sayısına ve pozisyonuna 

göre α-, β-, γ-, δ- olarak sınıflandırılır ve trimetil α, dimetil β-veya  γ- , monometil δ- 

olarak isimlendirilir (Traber, 2007). Tokotrienoller zincirin 3’, 7’ ve 11’ 

pozisyonlarında çift bağ bulundurmalarından dolayı doymamış, tokoferoller, doymuş 

bir yağ zinciri içerirler. 

Hidrofobik özelliğinden dolayı vücut sıvıları ve plazmada özel bir taşınma 

mekanizması gerektirir. Vitamin E gastrointestinal kanalda absorbe edilir. Absorbe 

edildikten sonra apolipoproteinler ile birlikte şilomikronların içerisinde taşınırlar. 

Şilomikronların parçalanmasıyla vitamin E’nin bir kısmı dokulara dağılır, şilomikron 

kalıntılarıyla birlikte diğer kısmı karaciğer tarafından alınır. Karaciğerde  α-tokoferol  

transfer protein (α-TTP) tarafından tanınan α-tokoferol VLDL’ ye katılarak diğer 

dokulara taşınır (Pennica ve ark., 1984). 

Vitamin E, Evans ve Bishop tarafından 1922 de sıçanlarda fetal fertiliteyi koruyan 

esansiyel besin maddesi olarak keşif edilmiştir (Evans ve Bishop, 1992). 

Keşfedilmesinin ardından 1980 yılların başında antioksidan olarak tanımlanmış 

olmasına rağmen (), 1990 yılları arasında pek çok çalışmada vitamin E’nin birçok 

sinyal ileti mekanizmasında ve gen regülasyonunda fonksiyonu olduğu bulunmuştur. 

Yapılan çalışmalarda beyin, sinir, kas ve kemik gibi dokuların ve organların 

gelişiminde önemli fonksiyonu olduğu belirlenmiştir (Azzi ve Stocker 2000 ; Wolf, 

2005). Tokoferol birçok hücre ve doku tipinde farklı sinyal moleküllerini etki ettiği 

gösterilmiştir. Pek çok çalışmada, vitamin E takviyesinin nörodejeneratif hastalıkları, 
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ateroskleroz ve çeşitli kanser tiplerinin gelişiminde koruyucu etki gösterdiği 

gösterilmiştir (Özer ve ark., 2006). Vitamin E’nin protein kinaz-B, protein kinaz-C, 

fosfolipaz-A2, siklooksijenaz-2, fosfotidil inositol 3-kinaz, protein tirozin kinaz ve 

protein fosfataz-2A  gibi moleküllerin aktivitesini düzenlediği belirtilmiştir (Ozer ve 

ark., 1993; Ozer ve Azzi, 2000). Bu kinazların aktivitesindeki değişikliklerin hücre 

proliferasyonu, lipit metabolizmasını, inflamasyon ve hücre içi sinyal ileti yolağında 

rol oynayan çeşitli genlerin ekspresyonlarının düzenlenmesinde önemli rol oynadığı 

gösterilmiştir. Yapılan çalışmalarda insan monositlerinde protein kinaz C-alfa, 

makrofajlarında ise CD36 (Venugopol ve ark., 2004), sıçan kalp miyoblastik 

hücrelerinde fosfolipaz A2’i (Tran ve ark., 1997) etkilediği bulunmuştur. 

4.4.2.  Vitamin E’ nin sinyal iletim mekanizmaları ve non-alkolik yağlı karaciğer 

hastalığındaki  rolü 

In vitro ve in vivo hayvan çalışmalarında vitamin E’ nin NAYKH ve steatohepatit 

ile ilişkili metabolik anormalikler ve oluşan inflamasyon üzerinde koruyucu rolü 

olduğu gösterilmiştir (Jiang ve ark., 2003). NASH hastalarıyla yapılan çalışmada 

plazma α-tokoferol lutein, likopen,  b-karoten ve a-karoten seviyelerinin kontrol 

grubuna göre azaldığı bulunmuştur (Erhardt ve ark., 2011).  

NAYKH patogenezinde artan oksidatif stres ve inhibe olan antioksidan aktivite 

uygulanan tedavide hedef olmaktadır. Çeşitli çalışmalarda, NAYKH terapisinde 

vitamin E, vitamin C, betain kullanılmaktadır (Musso ve ark., 2010). Lavine ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada NAYK hastası olan 11 çocukta vitamin E terapisi ile 

birlikte 4. ve 11. aylar arasında serumda bulunan aminotransferaz aktivitesinin düştüğü 

bulunmuştur (Lavine ve ark., 2000). 12 hastanın 1 yıl boyunca günde 300 mg vitamin 

E uygulanmasıyla fibrozis, inflamasyon, steatozis de histolojik analizlerde iyileşme 

görülmüştür (Alexis ve ark., 2009). 

Vitamin E karaciğer dahil olmak üzere birçok doku ve organda pro-oksidan ve 

inflamatuvar ilişkili genleri kontrol etmektedir. Mevcut klinik öncesi çalışmalarda 

lipojenik ve inflamatuvar basamaklarda vitamin E’nin NAYKH patogenezinde olumlu 

etki yarattığı gösterilmiştir ve araştırmalar devam etmektedir. Bu nedenle hastalık 

patogenezinde vitamin E metabolizmsının araştırılması klinik açıdan ve yeni tedavi 

stratejilerinin geliştirilmesinde önemli olacaktır (Galli ve ark., 2017). 
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5. GEREÇ ve YÖNTEM  
 

 

Hayvanlara uygulanan yöntemlerin etik kurallara uygunluğu “Marmara 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Deney Hayvanları Etik Kurulu” tarafından 13.03.2017 

tarihli 21.2017.mar numarası ile onaylanmıştır.  

5.1.  Kullanılan Gereçler 

Kontrol ve deney grupları 2-4 aylık erkek albino tavşanlardan oluşturuldu. Tavşan 

yemi (vitamin E’den fakir olarak hazırlandı) M.Barbaros Denizeri Yem Sanayi’nden 

ve RRR-a-tokoferol (Evigen, i.m.) Aksu Farma Tıbbi Ürünler İlaç Sanayii’nden temin 

edildi. Çalışmada kullanılan tüm kimyasallar uygun kalite ve saflıktaydı. 

5.1.1.  Kullanılan kimyasallar 

• PMSF (Sigma)	

• DTT (Biomatik)	

• % 37 HCl (Merck) 	

• EDTA (Sigma)	

• Tris baz (Sigma)	

• Bradford için protein assay (Biorad)	

• SDS (Sigma) 	

• Akrilamid-bisakrilamid solüsyonu (Biorad)	

• Amonyum persülfat (Sigma)	

• TEMED (Sigma)	

• Glisin (Sigma)	

• 2-β Mercaptoethanol (Merck)	

• Brom fenol mavisi (Merck) 	

• RIPA buffer (Cell Signaling)	

• Metanol (Merck)	

• Ponceau S (Sigma)	

• Sodyum klorür (Merck)	

• Kolesterol (Dolder)	



 

23 

 

• Dietileter (Kimetsan)	

• Etanol (% 99) (Riedel-De Haen)	

• Formaldehit (Merck)	

• Tween 20 (Biomatik)	

• Skim Milk Powder (Fluka)	

• Developer ( Medical İndex)	

• Fixer ( Medical İndex)	

• Protein molekül ağırlığı belirteci (Precision Plus Protein Standards, Biorad)	

• PERK rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)	

• Phospho-IRE1 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)	

• Grp94 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)	

• Grp78 rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling)	

• Bax rabbit monoclonal antibody (Abcam)	

• CHOP rabbit polyclonal antibody (Cell Signaling)	

• Kaspaz 9 rabbit monoclonal antibody (Abcam)	

• Trans-Blot Transfer Medium (Biorad)	

• Kemiluminesans kit 20X LumiGLO ve 20X Peroxide (Cell Signaling)	

5.1.2. Kullanılan cihazlar 

• Elektroforez için güç kaynağı (Biorad) ve Elektroforez sistemi (EC 330 

Midicell)	

• U.V görüntüleme cihazı (Vilbert Lourmat)	

• Otoklav (Hirayama Hiclave)	

• Mikrosantrifüj (Thermo)	

• Hassas Terazi (Sartorius)	

• pH metre (Corning)	

• Vorteks (Cleaver Scientific)	

• Pipet takımı (Thermo)	

• Santrifüj (Sartorius)	

• Spektrofotometre (Biorad)	

• Su banyosu (İlke Lab. Cihazları)	

• Derin dondurucu - 200 C (Bosch)	

• Su saflaştırma cihazı (Milli Q.Uf Millipore)	
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• Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Biorad)	

• Mini-PROTEAN 3 Cell (Biorad)	

• Orbital Shaker (Major Science)	

• Ultra Turrax T25, Homojenizatör (IKA)	

• ChemiDoc (BioRad)	

• PCR	

5.1.3.  Çözeltiler 

0.1 M Disodyumetilendiamintetraasetat (EDTA): 1.861 g 

etilendiamintetraasetat beher içine alındı ve 40 mL ultra saf su eklendikten sonra 

manyetik karıştırıcı yardımıyla çözünmesi sağlandı. pH’sı sodyum hidroksit ile 8.0’ e 

ayarlandı ve ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlandı. Hazırlanan çözelti otoklavlanarak 

sterilize edildi. 

0.1 M Fenilmetansulfonilflorid (PMSF): 34.8 mg PMSF tartılarak ependorf 

içine alındı ve 2 mL metanol eklendikten sonra vorteks yardımıyla çözünmesi 

sağlandı. Hazırlanan çözelti 15 µl’lik hacimlere bölünerek -20oC’da saklandı. 

1 M Ditiotreitol (DTT): 154.2 mg DTT tartılarak eppendorf içine alındı ve 1 

mL ultra saf su eklendikten sonra vorteks yardımıyla çözünmesi sağlandı. Hazırlanan 

çözelti 40 µl’lik hacimlere bölünerek -20oC’da saklandı. 

10 mM Fosfat tampon solüsyonu (PBS-Phospate buffer saline): 10 mM 

disodyum hidrojen fosfat üzerine 10 mM sodyum dihidrojen fosfat pH’sı 7.4’e 

ayarlandı. Çözeltinin her 100 mL’si için 0.9 g NaCl eklendi. Hazırlanan çözelti 

otoklavlanarak sterilize edildi. 

1 M Tris-HCl tamponu: 242.2 mg tris tartılarak beher içine alındı ve 80 mL 

ultra saf su eklendikten sonra manyetik karıştırıcı yardımıyla çözünmesi sağlandı. pH’ı 

5N HCl ile 7.4’ e ayarlandı ve bir balon jojeye alınan çözelti ultra saf su ile 100 mL’ye 

tamamlandı.  

1,5 M Tris-HCl tamponu: 18.2 mg tris tartılarak beher içine alındı ve 60 mL 

ultra saf su eklendikten sonra manyetik karıştırıcı yardımıyla çözünmesi sağlandı. 
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pH’sı 5N HCl ile 8.8’e ayarlandı ve bir balon jojeye alınan çözelti ddH2O ile 80 mL’ye 

tamamlandı.  

Sodyum dodesil sülfat (SDS) (%10): 50 g SDS tartılarak beher içine alındı 

ve üzerine 80 mL ultra saf su eklendikten sonra manyetik karıştırıcı yardımıyla 

çözünmesi sağlanarak oda ısısında saklandı. 

           Amonyumpersülfat (APS) (%10): 0.1 g amonyumpersülfat tartılarak 

ependorf içine alındı ve 0.9 mL ultra saf su eklendikten sonra vorteks yardımıyla 

çözünmesi sağlandı. Deney günü taze hazırlandı. 

Ponceau S boyası: 0.1 g Ponceau S tartılarak beher içine alındı ve 500 µg 

asetik asitle birlikte 30ml ultra saf su eklenerek manyetik karıştırıcı yardımıyla 

çözünmesi sağlandı. Çözündükten sonra bir balon jojeye alınan çözelti ddH2O ile 50 

mL’ye tamamlandı.  

5X Elektroforez (Running) Buffer: 30 g Tris, 143 g Glisin, 5 g SDS tartılarak 

balon joje içine alındı üzerine 1000 mL dH2O eklendikten sonra manyetik karıştırıcı 

yardımıyla çözünmesi sağlandı. Kullanmadan önce 1X olcak şekilde seyreltildi. 

25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20 v/v Metanol PH: 8,3 Transfer Buffer: 

3.03 g Tris, 14.4 g glisin tartılarak balon joje içine alındı ve 800 mL ultra saf su ile 200 

ml metanol eklendikten sonra manyetik karıştırıcı yardımıyla çözünmesi sağlandı. +4 
0C’ye konularak kullanıma hazır hale getirildi. 

10X Tris-Buffered Saline (TBS): 24.2 g Tris, 80 gr. NaCl tartılarak balon joje 

içine alındı ve 300 mL ultra saf su eklenerek konsantre HCl ile pH’sı 7.6’ya ayarlandı. 

Ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlandı.  

1X Tris-Buffered Saline Tween 20 (TBST): Önceden hazırlanan 10X TBS 1 

litre 1X yapılarak üzerine 500 µL Tween 20 eklendi. 

Protein izolasyonu için homojenizasyon tamponu: 2mL 10X RIPA buffer, 

2mL PMSF, 16 mL ultra saf su  içinde 1 tablet proteaz inhibitör çözüldü. 
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5.2. Yöntemler 

5.2.1.  Deney planı 

Çalışmada yaşları 2-4 ay arasında değişen (anne sütünden kesildikten hemen 

sonra) ve ağırlıkları 100-200 gr arasında olan 24 adet erkek albino tavşan kullanıldı. 

Tavşanlar her grupta 6 adet olacak şekilde aşağıdaki protokole uygun şekilde 

gruplandırıldı. Bütün Tavşanlar vitamin E’ den fakir yem ile beslendi. 

1. Grup (Kontrol): Yem ile beslendi. 

2. Grup (Kolesterol): % 2 kolesterol içeren yem ile beslendi. 

3. Grup (Kolesterol+Vitamin E): % 2 kolesterol içeren yem ile beslendi ve 

vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/gün uygulandı. 

4. Grup (Vitamin E): Yem ile beslendi ve vitamin E i.m. olarak 50 mg/kg/gün 

uygulandı. 

Enjeksiyonlar her iki bacağa günaşırı intramusküler olarak uygulandı. Bütün 

tavşanlar günde 100 g yem ile 8 hafta süre ile beslendi ve her bir tavşan ayrı bir kafeste 

barındırıldı. Kolesterol içeren yem, kolesterolün dietileter içinde çözündürülerek yeme 

karıştırılması ve daha sonra eterin tamamen uçurulması şeklinde hazırlandı. 

5.2.2.  Tavşanlar ile ilgili materyallerinin alınması ve saklanması 

Tüm tavşanlardan deney öncesi kulak veninden kan örnekleri alındı, santrifüj 

edilene kadar buz üzerinde bekletildi ve +40C de 4000 rpm’de sanrtrifüj edildi. 

Sekiz hafta sonunda tavşanlara periton içine 50 mg/kg ketamin HCl ve 5 mg/kg 

ksilazin HCl uygulanarak derin anestezi sağlandı. Toraks disseksiyonunu takiben 

aortaları serbestleştirildi. Sağ ventrikülden injektörle 10 mL kan alındıktan sonra 

aortalar arkus hizasından kesildi veyaklaşık 3 mm uzunluğunda bir kesit mikroskobik 

inc celemeler için % 10 tamponlanmış formalin içinde tespit edildi. Daha sonra torasik 

aorta diyafram hizasına kadar çıkarıldı. Adventisya tabakası temizlendi, damar 

uzunlamasına açıldı, endotel tabaka kazındı. Protein izolasyonu yapılacak aorta 

dokuları sıvı nitrojenle hemen dondurularak -80 °C’ye kaldırıldı. 
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Serum lipit profili ve vitamin E analizleri için kan örnekleri kuru tüplere ayrıldı 

ve santrifüjlenerek serumları ayrıldı, vitamin E için kullanılacak serumlar azot 

gazından geçirildi. 

5.2.3.  Kan tetkiklerinin prensipleri 

Kan kolesterol değerlerinin saptanması Hitachi Modüler sistem P800 (Roche), 

kan vitamin E düzeylerinin ölçülmesi ters fazlı yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi (Waters) kullanılarak yapıldı. 

5.2.3.1. Serum total kolesterol düzeylerinin ölçülmesi 

       Bu yöntem, kolesterol esteraz kolesterol esterlerini serbest kolesterol ve yağ 

asitlerine hidrolizi prensibine dayanır. Kolesterol oksidaz kolesterolün oksidasyonunu 

katalizleyerek kolest-4-ene-3-one ve H2O2 oluşturur. Peroksidaz varlığında, oluşan 

H2O2 fenol ve 4-aminofenazon ile oksidatif bir etkileşim sağlayarak kırmızı renkli 

kinonemin bileşiklerini oluşturur. Bu kırmızı renkli kinonemin bileşikleri 

spektrofotometrik olarak absorbansları ölçülerek total kolesterolün miktarları mg/dL 

olarak belirlenmektedir. Reaktif olarak sodyum kolat, fenol, 4-aminofenazon, 

kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz, peroksidaz kullanıldı. 

5.2.3.2.  Serum a-tokoferol düzeylerinin ölçülmesi 

       200 µL tavşan serumu tüpe ayrıldı, 200 µL askorbatlı etanol (1 gr/L) ile muamele 

edilerek deproteinize edildi. 24 µL asetonitril eklenerek 1 dakika vortekslendi. Üzerine 

500 µL HPLC grade heksan eklenerek 2 dakika vortekslendi ardından 1 dakika 3000 

rpm’ de santrifüjlendikten sonra en üstteki heksan fazı toplandı. Bu işlem 3 kez tekrar 

edildi. Bu şekilde serumdaki a-tokoferol yaklaşık 1500 µL heksan içinde elde edildi. 

Bu çözeltinin 1250 µL’si tüpe alındı ve 36 °C su banyosunda sıvı azotla heksan 

tamamen uçuruldu. Tüplerin ağzı sıkıca parafilmlenerek çalışmaya hazır hale getirildi. 

       HPLC uygulaması için tüpteki kalıntının üzerine 20 µL askorbatlı etanol (1 gr/L) 

eklendi ve vortekslendi. Ardından 400 µL mobil faz (metanol : su ; 95:5) eklendi, 1 

dakika vortekslendi ve 1 dakika sonikasyonla degaze edildi. Karışım 45 nm’lik 

filtrelerden süzüldü. 

      Bu süzüntüden alınan 50 µL örnek, akış hızı 1.5 mL/dk olacak şekilde HPLC C-

18 Bondapak kolonuna injekte edildi ve absorbans değerleri Waters UV dedektör ile 
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294 nm’de okundu. a-Tokoferol tepeleri standart tepelerle karşılaştırılarak 

konsantrasyon hesaplandı ve µg/mL olarak ifade edildi (Nierenberg ve Nann, 1992). 

5.2.4.  Karaciğer dokusundan total protein izolasyonu 

Tavşan karaciğer dokusundan yaklaşık 100 mg karaciğer parçası steril bir cam tüp 

içerisine konuldu. Üzerine 0,5 mL RIPA homojenizasyon tamponu eklenerek 2 dakika 

buz içerisinde bekletildi. Ultraturrax homojenizatörü kullanılarak 24.000 rpm’ de 20 

saniye homojenize edildi. Dokular iyice homojenize olmamış ise işlem tekrarlandı. 

Doku homojenatı  + 4 °C’ de 10000 rpm’ de 20 dakika santrifüj edildi ve süpernatant 

protein tayini için ayrıldı. Total protein içeren homojenat -20 °C’ de saklandı. 

5.2.5.  Protein konsantrasyonunun hesaplanması  

Elde edilen örneklerdeki total protein konsantrasyonu, Bradford protein tayini 

(BioRad Protein Assay) yöntemi ile ölçüldü. Öncelikle Bovine Serum Albümin (BSA) 

kullanılarak 0 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.8 mg/mL, 1.0 mg/mL, 

1.2 mg/mL konsantrasyonlarında standartlar hazırlandı. Her bir ependorfa 4 µL 

standart veya bilinmeyen örnek ve 200 µL çalışma ayıracı (protein assay – Biorad) 

eklendi. Daha sonrasında karanlık ortamda 5 dk olmak üzere inkübasyona bırakıldı. 

Oluşan mavi renkli ürün 595 nm’ de absorbsiyon spektrofotometrede (smartSpec plus, 

Biorad) ölçüldü. Oluşturulan standart eğriye göre örneklerdeki protein miktarları 

hesaplandı. 

5.2.6.  SDS-PAGE jel elektroforezi ve immunblotlama  

İlk olarak %5’ lik yükleme jeli (1 M Tris-HCl, %30 (w/v) Akrilamid, %10 (w/v) 

SDS, %0,05 (w/v) APS ve %0,05 (w/v) TEMED, pH:6.8) ve % 12’ lik ayırma jeli (1.5 

M Tris-HCl, %30 (w/v) Akrilamid, %10 (w/v) SDS, %0.05  (w/v) APS, %0.05  (w/v) 

TEMED eklenerek pH 8.8) hazırlandı. Aorta dokuları için 30 µg protein içeren 

homojenatlar 1 mM Tris-HCl, %40 gliserol, %8 SDS, %20 2-ß-merkaptoetanol, %0.03 

bromfenol mavisi içeren jel yükleme tamponu ile 1’e 4 oranında sulandırıldı ve 

95ºC’de 4 dakika ısıtılarak denatüre edildi. Denatüre edilen örnekler polimerize olmuş 

jele yüklendi. 2 L, elektroforez yürütme tamponu içinde 100 volt sabit akımda 1-1.5 

saat sürede proteinler ayrıştırıldı (Biorad, Mini-PROTEAN 3 Cell). Protein molekül 

ağırlığı belirleyicisi olarak “Precision Plus Protein Standards” (Biorad)  kullanıldı. 
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5.2.7.  Karaciğer dokusundan RNA izolasyonu 

      Yaklaşık 100 mg karaciğer doku parçası bistüri ile kesilerek steril bir cam tüp 

içersine konuldu. Üzerine 1mL Trizol Reagent (Life Technologies) eklenerek 2 dakika 

buz içerisinde bekletildi. Ultraturrax homojenizatörü kullanılarak 24.000 rpm’ de 20 

saniye x3 kez homojenize edildi. Dokular iyice homojenize olmamış ise işlem 

tekrarlandı. Elde edilen doku homojenatından RNA izolasyonu Biorad marka hazır kit 

kullanılarak üretici firmanın protokolüne göre yapıldı. Homojenat eppendorf tüplere 

alındı. Alınan miktarla eşit miktarda %70 etanol eklendi ve pipetleme ile iyice 

karıştırıldı. Doku süspansiyonu 2 mL’ lik tüpe takılı olan spin kolona aktarıldı ve 8000 

rpm 1 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve kolana 700 µL Low Strigency Wash 

Solution tamponu eklendi. 8000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atılıp 

kolona 80 µL DnaseI eklenerek oda sıcaklığında 25 dakika inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonrası 700µL High Strigency Wash Solution eklendi ve 8000 rpm 1 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve kolona 700 µL Low Strigency Wash 

Solution tamponu eklendi. 2 kere 13000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. Kolon temiz 

1,5 mL’ lik ependorf tüpe alındı ve üzerine elüsyon için 50 µL Rnaz içermeyen su 

eklendi ve 13000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. RNA konsantrasyonu 260 nm’ de 

spektrofotometrik ölçüm yapıldı. 

5.2.8.  Total RNA’ dan komplementer DNA (cDNA) sentez edilmesi 

Total RNA’ dan cDNA sentezi iScript cDNA Synthesis kit (Biorad) kullanılarak 

yapıldı. Her bir örnekten 100 ng RNA içerecek hacimde alındı. 4 µL Reaction Mix, 

1µL Reverse Transcriptase eklendi ve toplam hacim 20 µL olacak şekilde PCR ultra 

saf  su eklendi. Örnekler 25°C’ de 5 dakika, 42°C’ de 30 dakika, 85°C’ de 5 dakika 

olacak şekilde Thermal Cycler cihazına konuldu. 

5.2.9.  cDNA örneklerinin GRP78, GRP94, IRE1, PERK primerleri için 

kantitatif real time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile ekspresyon 

analizi 

Tayin edilecek genler için, Oryctolagus cuniculus GRP78, GRP94, IRE1, PERK 

Entrez Pubmed Nucleotid programında FASTA formatları (mRNA tüm dizisi) 

saptandı. Sonrasında bu FASTA formatı primer dizaynı için Primer 3 Output 
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programında yerleştirilerek uygun primerler elde edildi. Sentezlenen cDNA 

örneklerinin çoğaltılması SYBR green (Biorad) kiti kullanılarak kantitatif PCR ile 

gerçekleştirildi. Her bir örnek için 12,5 µL Syber green, 0,5µL forward primer, 0,5 µL 

reverse primer, 1 µL cDNA ve 10,5 µL Rnase free ultra saf su eklenerek total hacmi 

25 µL olan karışım hazırlandı. GRP78 primeri için bağlanma sıcaklığı 62°C, GRP94 

ve IRE1 için 63°C, PERK için 60°C olacak şekilde PCR reaksiyonu gerçekleştirildi. 
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6. BULGULAR 
 

 
6.1. Serum Kolesterol Düzeyleri 

  Kontrol, kolesterol, kolesterol + v6itamin E ve vitamin E, gruplarındaki 

tavşanların 0. haftada serum kolesterol düzeyleri sırasıyla; 74,7 ± 20,4 mg/dL, 61,2 ± 

31,1, mg/dL, 62,5±20,9 mg/dL, 111,8 ± 48,3 mg/dL olarak saptandı. Sekizinci haftanın 

bitiminde tavşanların serum kolesterol düzeyleri, kontrol grubunda 68.3 ± 41,0 mg/dL,  

kolesterol grubunda 2426,8 ± 1163,0 mg/dL, kolesterol + vitamin E grubunda 2097,3 

± 776,0 mg/dL, vitamin E grubunda 52,5 ± 28,5 mg/dL olarak bulundu (Tablo 6.1). 

Kolesterol alan bütün grupların 8. hafta sonunda kolesterol düzeylerinin yaklaşık 

olarak 40 kat arttığı ve meydana gelen artışın kontrol grubu ile kıyaslandığında 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu tespit edildi (*p<0.001).  

Tablo 6.1. Tavşanların serum kolesterol düzeyleri. 8. hafta gruplar, kontol grubu ile kıyaslandığında 
*p<0.001, ortalama ± standart sapma, (n=6). 

GRUPLAR 

Serum kolesterol düzeyleri 
(µg/mL) 

0. hafta 8. hafta 

Kontrol 74,7 ± 20,4 68,3 ± 41,0 

Kolesterol 61,2 ± 31,1 2426,8 ± 1163,0* 

Kolesterol+Vitamin E 62,5± 20,9 2097,3 ± 776,0* 

Vitamin E 111,8 ± 48,3 52,5 ± 28,5 

 

 

 

 
 

 
 



 

32 

 

6.2.   Serum Vitamin E Düzeyleri 

  0. hafta kontrol grubundaki tavşanların serum vitamin E düzeyi ortalaması 5,0 ± 

2,3 µg/mL,  kolesterol grubunda 4,3 ± 1,2 µg/mL, kolesterol + vitamin E grubunda 4,9 

± 2,5 µg/mL, vitamin E grubunda 4,8 ± 1,1 µg/mL olarak belirlendi. Sekiz hafta 

sonunda kontrol grubunda serum vitamin E düzeyi ortalaması 2,9 ± 1,4 µg/mL, , 

kolesterol grubunda 24,5 ± 3,4µg/mL, kolesterol + vitamin E alan grupta 29,2 ± 20,1 

µg/mL, vitamin E grubunda 17,4 ± 10,3 olarak ölçüldü (Tablo 6.2). Tavşanlara 8 hafta 

süre ile 50 mg/kg/gün vitamin E verilmesi ile vitamin E düzeyi başlangıç değerine 

göre yaklaşık 8 kat arttığı gözlendi. Sekizinci hafta kontrol grubu ile vitamin E, 

kolesterol grubu ve kolesterol + vitamin E grubu kıyaslandığında kolesterol + vitamin 

E grubundaki serum vitamin E düzeylerinin artışı istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(*p<0.001).   

Tablo 6.2: Tavşanların serum vitamin E düzeyleri. 8. hafta gruplar, kontrol grubu ile kıyaslandığında 
*p<0.001, ortalama ± standart sapma, (n=6). 

GRUPLAR 

Serum vitamin E düzeyleri 

(µg/mL) 

0. hafta 8. hafta 

Kontrol 5,0 ± 2,3 2,9 ± 1,4 

Kolesterol 4,3 ± 1,2 24,5 ± 3,4* 

Kolesterol+Vitamin E 4,9 ± 2,5 29,2 ± 20,1* 

Vitamin E 4,8 ± 1,1 17,4 ± 10,3* 
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6.3.			Karaciğerlerin Makroskopik Görüntüleri 

  Sekiz hafta sonunda oluşturulan tavşan modellerinin karaciğerlerinin 

makroskopik görüntüleri incelendi. Kontrol ve vitamin E grubuna ait tavşanların 

karaciğerlerinin makroskopik görüntüleri normal görünümlü ve kırmızı renkte 

gözlemlendi (Resim 6.1A ve 6.1D). Kolesterol bakımından zengin beslenen grupta 

yağlanmış ve noduler yapılar içerdiği (Resim 6.1B), kolesterol ile birlikte vitamin E 

verilen gruptaki tavşanların karaciğeri ise kolesterol grubundakilere göre biraz daha az 

yağlanma gözlendi (Resim 6.1C). 

 
               Resim 6.1. Her deney grubunu temsil eden bir tavşan karaciğeri makroskopik görüntüleri. Kontrol grubu   

(A), kolesterol grubu (B), kolesterol+vitamin E grubu (C), vitamin E grubu (D). 
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6.4.   Karaciğer Dokusunda GRP78 Protein Ekspresyonu 

            Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine etkisini incelemek amacı ile 

immunoblotlama tekniği kullanılarak şekil 6.1 de gösterilen GRP78 protein 

ekspresyonu tespit edildi ve b-aktin’ e göre normalize edildi. Kontrol grubundaki 

GRP78 protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar değerlendirildiğinde 

şekil 6.1’ deki grafikte gösterildiği gibi kolesterol grubu 147±34,97, 

Kolesterol+Vitamin E grubu 95±37,3, Vitamin E grubu ise 119±5,35 olarak tespit 

edildi. Gruplar arasında GRP78 protein ekspresyonu karşılaştırıldığında kolesterol 

grubunun kontrol grubuna göre yaklaşık 1,5 kat arttığı, vitamin E grubunun ise kontrol 

grubuna göre yaklaşık 1,2 kat arttığı bulunmuştur.  

 

 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.1. Karaciğer dokusunda GRP78 protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden 

bandların görüntüsü. Kolesterol grubu ve vitamin E grubu kontrol grubu ile kıyaslandığında *p<0,001 

(n=3).  
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6.5.   Karaciğer Dokusunda GRP94 Protein Ekspresyonu  

  Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine etkisini incelemek amacı ile 

immunoblotlama tekniği kullanılarak şekil 6.2 de gösterilen GRP94 protein 

ekspresyonu tespit edildi ve b-aktin’ e göre normalize edildi. Kontrol grubu GRP94 

protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar değerlendirildiğinde şekil 6.2 

deki grafikte gösterildiği gibi kolesterol grubu 232±43,1, Kolesterol+Vitamin E grubu 

96±3,78, Vitamin E grubu ise 80±14,36 olarak tespit edildi. Sonuç olarak kolesterol 

grubu, kontrol grubu ile kıyaslandığında GRP94 protein ekspresyonu 2 kat arttığı 

bulundu. Kolesterol ile birlikte vitamin E verilen grupta ise kolesterol grubuna göre 

GRP94 protein ekspresyonun daha düşük seviyelerde olduğu bulundu. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.2. Karaciğer dokusunda GRP94 protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden 
bandların görüntüsü. Kolesterol grubu, kontrol grubu ve kolesterol+vitamin E grubu ile kıyaslandığında 
*#p<0,001, ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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6.6.				Karaciğer Dokusunda fosfo-IRE1 Protein Ekspresyonu 

   Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine etkisini incelemek amacı ile 

immunoblotlama tekniği kullanılarak şekil 6.3 te gösterilen fosfo-IRE1 protein 

ekspresyonu tespit edilerek b-aktin’ e göre normalize edildi. Kontrol grubundaki IRE-

1 protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar değerlendirildiğinde şekil 

6.3 teki grafikte gösterildiği gibi Kolesterol grubu 214±53,18, Kolesterol+Vitamin E 

grubu 142±9,6, Vitamin E grubu ise 151,8±19,02 olarak tespit edildi. Sonuç olarak 8 

hafta sonunda kolesterol grubunda kontrol grubuna göre IRE1 protein ekspresyonun 2 

kat arttığı, kolesterol+vitamin E ve vitamin E gruplarında ise kontrol grubuna göre bu 

ekspresyonun yaklaşık 1,5 kat arttığı bulundu. Kolesterol+vitamin E grubu ise 

kolesterol grubuna göre kıyaslandığında fosfo-IRE1 protein ekspresyonunun daha 

düşük seviyelerde olduğu bulundu. 

 

 

Şekil 6.3. Karaciğer dokusunda fosfo-IRE1a protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden 
bandların görüntüsü. Gruplar, kontrol grubu ile kıyaslandığında *p<0,001, kolesterol+vitamin E grubu 
kolesterol grubu ile  kıyaslandığında #p<0,001 ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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6.7.   Karaciğer Dokusunda fosfo-PERK Protein Ekspresyonu 

   Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine etkisini incelemek amacı ile 

immunoblotlama tekniği kullanılarak şekil 6.4 te gösterilen fosfo-PERK protein 

ekspresyonu tespit edilerek b-aktin’ e göre normalize edildi. Kontrol grubundaki 

fosfo-PERK protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar 

değerlendirildiğinde şekil 6.4 teki grafikte gösterildiği gibi Kolesterol grubu 

142,13±46,02, Kolesterol+Vitamin E grubu 177,30±28,49, Vitamin E grubu ise 

131,59±37,68 olarak tespit edildi. Sonuç olarak gruplar arasında istatiksel olarak 

anlamlı bir fark bulunmadı. 

 

 

Şekil 6.4. Karaciğer dokusunda fosfo-PERK protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden 

bandların görüntüsü. Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamadı (n=3) (p>0,05). 
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6.8.  Karaciğer Dokusunda CHOP Protein Ekspresyonu 

 Kolesterol ve vitamin E’ nin apoptotik hücre ölümü üzerine etkisini incelemek 

amacı ile immunoblotlama tekniği kullanılarak şekil 6.5 de gösterilen CHOP protein 

ekspresyonu tespit edilerek b-aktin’ e göre normalize edildi. Kontrol grubundaki 

CHOP protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar değerlendirildiğinde 

şekil 6.5 teki grafikte gösterildiği gibi Kolesterol grubu 152,86±17,33, 

Kolesterol+Vitamin E grubu 89,13±10,64, Vitamin E grubu ise 86,53±32,26 olarak 

tespit edildi. Sonuç olarak 8 hafta sonunda kolesterol grubunda CHOP protein 

ekspresyonunun kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı yaklaşık 1.5 kat arttığı 

bulundu. Kolesterol+Vitamin E grubunda ise anlamlı olarak kolesterol grubuna göre 

CHOP protein ekspresyonunun daha düşük seviyelerde olduğu bulundu. 

 

 
Şekil 6.5. Karaciğer dokusunda CHOP protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden bandların 
görüntüsü. Kolesterol grubu, kontrol ve kolesterol+vitamin E grubu  ile kıyaslandığında *#p<0,05, 
ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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6.9.   Karaciğer Dokusunda Bax Protein Ekspresyonu 

  Kolesterol ve vitamin E’ nin apoptotik hücre ölümü üzerine etkisini incelemek 

amacı ile immunoblotlama tekniği kullanılarak şekil 6.6 da gösterilen Bax protein 

ekspresyonu tespit edilerek b-aktin’ e göre normalize edildi. Kontrol grubundaki Bax 

protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar diğer gruplar 

değerlendirildiğinde şekil 6.6 daki grafikte gösterildiği gibi Kolesterol grubu 

181,49±41,84, Kolesterol+Vitamin E grubu 84,74±2,8, Vitamin E grubu ise 

127,32±13,9 olarak tespit edildi. Sonuç olarak kolesterol grubunda kontrol grubuna 

göre yaklaşık 2 kat istatiksek olarak anlamlı artış bulundu. Kolesterol+Vitamin E 

grubunda ise kolesterol grubuna göre protein ekspresyonunun istatiksel olarak anlamlı 

yaklaşık olarak yarı yarıya azaldığı  tespit edildi. 

 

  

 

 Şekil 6.6. Karaciğer dokusunda Bax protein ekspresyonu ve her deney grubunu temsil eden bandların 

görüntüsü. Kolesterol grubu, kontrol grubu ve kolesterol+vitamin E grubu  kıyaslandığında *#p<0,05, 

ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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6.10.   Karaciğer Dokusunda Kaspaz 9 Protein Ekspresyonu 

     Kolesterol ve vitamin E’ nin apoptotik hücre ölümü üzerine etkisini incelemek 

amacı ile immunoblotlama tekniği kullanılarak şekil 6.7 de gösterilen kaspaz 9 kesilmiş 

/ kesilmemiş protein ekspresyonu tespit edilerek b-aktin’ e göre normalize edildi. 

Kontrol grubundaki protein ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar şekil 6.7 

deki grafikte gösterildiği gibi Kolesterol grubu 140,46±6,94, Kolesterol+Vitamin E 

grubu 130,86±20,67, Vitamin E grubu ise 99,57±11,9 olarak tespit edildi. Sonuç olarak 

8 hafta sonunda kolesterol grubu kontrol grubu ile karşılaştırıldığında kolesterol 

grubunda yaklaşık 1,4 kat artış bulundu. 

 

 

Şekil 6.7. Karaciğer dokusunda kesilmiş/kesilmemiş kaspaz 9 protein ekspresyonu ve her deney grubunu 
temsil eden bandların görüntüsü. Kolesterol grubu, kontrol grubu ile kıyaslandığında *p<0,001(n=3) . 
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6.11. Karaciğer Dokusunda GRP78 mRNA Ekspresyonu 

Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine gen ekspresyonu düzeyinde 

etkisini inceleyebilmek için qPCR yöntemiyle GRP78 mRNA ekspresyonuna bakıldı. 

Referans gen olarak b-aktin geni kullanıldı. Kontrol grubundaki gen ekspresyonu 

%100 kabul edilerek diğer gruplar analiz edildiğinde şekil 6.8 deki grafikte gösteridiği 

gibi vitamin E verilen grupta kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı yaklaşık 

50 kat bir artış bulundu.  

 

 
     Şekil 6.8. Karaciğer dokusunda GRP78 gen ekspresyonun değerlendirilmesi. Vitamin E grubu, kontrol 

grubu ile kıyaslandığında †p<0,001, ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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6.12.   Karaciğer Dokusunda GRP94 mRNA Ekspresyonu 

    Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine gen ekspresyonu düzeyinde 

etkisini inceleyebilmek için qPCR yöntemiyle GRP94 mRNA ekspresyonuna bakıldı. 

Referans gen olarak b-aktin geni kullanıldı. Kontrol grubundaki gen ekspresyonu 

%100 kabul edilerek diğer gruplar analiz edildiğinde şekil 6.9 daki grafikte gösterildiği 

gibi grupların GRP94 mRNA ekspresyonu kontrol grubuna göre istatiksel olarak 

anlamlı yaklaşık 1/4 oranında azaldığı bulundu.   

 

Şekil 6.9. Karaciğer dokusunda GRP94 gen ekspresyonun değerlendirilmesi. Gruplar, kontrol grubu ile 
kıyaslandığında *p<0,05, ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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6.13.   Karaciğer Dokusunda IRE1 mRNA Ekspresyonu 

    Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine gen ekspresyonu düzeyinde 

etkisini inceleyebilmek için qPCR yöntemiyle IRE1 mRNA ekspresyonuna bakıldı. 

Referans gen olarak b-aktin geni kullanıldı. Kontrol grubundaki gen ekspresyonu 

%100 kabul edilerek diğer gruplar analiz edildiğinde şekil 6.10 daki grafikte 

gösterildiği gibi vitamin E grubundaki IRE1 mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna 

göre istatiksel olarak anlamlı yaklaşık 15 kat arttığı bulundu.  

 

Şekil 6.10. Karaciğer dokusunda IRE1 gen ekspresyonun değerlendirilmesi. Vitamin E grubu, kontrol 

grubu ile kıyaslandığında *p<0,01, ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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6.14.   Karaciğer Dokusunda PERK mRNA Ekspresyonu 

    Kolesterol ve vitamin E’ nin ER stres üzerine gen ekspresyonu düzeyinde 

etkisini inceleyebilmek için kantitatif PCR yöntemiyle PERK mRNA ekspresyonuna 

bakıldı. Referans gen olarak b-aktin geni kullanıldı. Kontrol grubundaki gen 

ekspresyonu %100 kabul edilerek diğer gruplar analiz edildiğinde şekil 6.11 deki 

grafikte gösterildiği gibi vitamin E grubundaki PERK mRNA ekspresyonunun 

kontrol grubuna göre  istatiksel olarak anlamlı yaklaşık 2,5 kat arttığı tespit edildi.  

 

Şekil 6.11. Karaciğer dokusunda PERK gen ekspresyonun değerlendirilmesi. Vitamin E grubu ile 

kontrol grubu kıyaslandığında, *p<0,01, ortalama ± standart sapma, (n=3). 
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Tablo 6.3: Yüksek Kolesterollü diyet ile oluşturulan NAYKH modelinde immunoblotlama ve qPCR 
sonuçlarının özeti (*Kolesterol grubu kolesterol+ vitamin E grubu ile kıyaslandığında).  
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 
Non-alkolik yağlı karaciğer hastalığı karaciğerde görülen metabolik sendromların 

arasında en yaygın olanıdır. NAYKH iki hit hipotezi ile açıklanmaktadır. İlk hit 

hepatositlerde trigliserit birikmesiyle oluşan hepatik steatozisdir. İkinci hit ise 

inflamasyon, oksidatif stres, apoptotik hücre ölümünün görüldüğü evre olarak 

açıklanmaktadır.  

Kolesterol bakımından zengin bir diyet hücresel düzeyde birçok değişikliğe sebep 

olabilir. Serbest yağ asidi, diaçilgliserol, fosfolipit ve serbest kolesterolden oluşan 

toksik lipitlerin birikmesi ER stres ve oksidatif stres gibi hücresel stres yolaklarını 

aktive edebilmektedir. Gecikmiş ve/veya yetersiz ER stres cevabı fizyolojik koşulları 

lipit birikimi, insülin direnci, inflamasyon, apoptoz gibi NAKYH’ nın patogenezinde 

önemli rol oynayan patolojik sonuçlara neden olmaktadır. Bu nedenle NAYKH’ da 

ER stres mekanizmasının aydınlatılması önem taşımaktadır.  

ER, fonksiyonu bakımından SERCA tarafından kontrol edilen yüksek 

konsantrasyonda kalsiyum iyonuna sahiptir. SERCA ve diğer ER enzimleri ER 

membranın kolesterol içeriğinden etkilenmektedir. Aşırı kolesterol birikimi bu 

enzimlerin konformasyonel değişikliğe yol açarak inhibisyonlarına neden olmaktadır 

(Musso ve ark., 2013). ER stres ve oksidatif stresin artması veya engellenememesi 

hastalığın hepatik stetatozis, inflamasyon ve fibrozise ilerlemesinde etkilidir. 

Bu çalışmamızda %2 kolesterol içeren diyet ile oluşturulan NAYKH 

modelinde ER stresin lipit birikimi ve apoptotik hücre ölümü üzerindeki etkileri 

incelendi. ER stres belirteçleri olan fosfo IRE, fosfo PERK, GRP94, GRP78 ve 

apoptotik yolakta görev alan CHOP, Bax, kaspaz 9 ekspresyonları kontrol grubu ile 

karşılaştırılarak değerlendirildi. Vitamin E’ nin bu ekspresyonlar üzerindeki etkisi 

araştırıldı. Çalışmamızda, 8 hafta süre ile tavşanlara normal diyet (kontrol grubu), %2 

kolesterol içeren diyet (kolesterol grubu), kolesterol içeren diyete ek olarak  vitamin E 

(kolesterol+vitamin E grubu) ve sadece diyetle birlikte vitamin E (vitamin E grubu) 

verildi. Deney sonunda kolesterol verilen tavşanların serum kolesterol düzeylerinin 

yaklaşık 40 kat kadar artmış olması ve karaciğerde lipit birikimin görülmesi NAYKH 
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modelinin oluşturulabildiğini göstermektedir . Tavşanlara 8 hafta süre boyunca 

vitamin E verilmesi ile vitamin E düzeylerinin kontrol grubuna göre kolesterol ve 

vitamin E gruplarında anlamlı bir şekilde yaklaşık 10 kat arttığı gözlenmiştir. Yağda 

çözünen bir vitamin olan vitamin E’nin LDL içerisinde taşınmasından dolayı Vitamin 

E’den fakir beslenen kolesterol grubunda artan LDL değerlerine paralel bir şekilde 

vitamin E değerlerinin normalden yüksek çıktığı görülmüştür. 

Daha önce sıçanlar ile yapılan çalışmada 8 hafta boyunca kolesterol içeren diyetle 

beslenmenin lipit birikimine neden olduğu gösterilmiştir (Fan ve ark., 2003). 

Çalışmamızdaki karaciğer makroskopik görüntülerin bulguları kolesterol içeren diyet 

ile beslenmenin lipit birikimine neden olduğunu desteklemektedir. 8 hafta süre ile %2 

kolesterol içeren diyetle beslenen grubun karaciğerlerinde yağlanma ve nodüler 

yapıların olduğu tespit edildi, buna karşılık kolesterol ile birlikte vitamin E verilen 

grupta ise yağlanma seviyesinde azalma olduğu görüntülendi. Kontrol ve sadece 

vitamin E verilen gruplar arasında lipit birikiminin olmadığı benzer görüntüler elde 

edildi. Bu sonuçlar yüksek miktarda kolesterol içeren diyet ile beslenmenin NAYKH 

patogenezindeki ilk basamak olan lipit birikimine neden olduğunu göstermiştir.  

ER, fonksiyonu bakımından membran ve salgı proteinlerinin yapımı, post 

translasyonel modifikasyonu, lipit biyosentezi ve intrasellüler kalsiyum iyonu 

homestazından sorumludur. UPR/ER stres cevabı patolojik koşulların oluşması ve 

korunmasında önemli rol almaktadır. Kronik ER stresin lipotoksisiteye, insülin 

direncine, inflamasyona, apoptotik hücre ölümüne neden alduğu bilinmektedir. ER, 

aynı zamanda protein katlanmasının da kontrol merkezi olarak geçmektedir. Diğer 

salgı hücreleri gibi hepatositlerde ER bakımından zengin hücrelerdir. Yapılan 

çalışmalar da ER stresin hepatik lipit birikimi ve lipogeneze sebeb olduğunu 

gösterilmiştir (Ozcan, 2004; Lee ve ark., 2008). Genetik faktörler veya diyetle birlikte 

indüklenen NASH hastalarında ER stresin rol aldığını gösteren birçok çalışma 

mevcuttur (Ozcan ve ark., 2004). UPR sinyal moleküllerinin hücre kültürü ve hayvan 

modelleri çalışmalarında lipit metabolizmasında fonksiyonu olduğu bulunmuştur 

(Angulo ve ark., 2002).  

NAYKH’ nın gelişiminin ilk basamağı makrovesiküller halinde triaçilgliserollerin 

hepatosit sitoplazmasında birikmesiyle oluşan hepatik steatozisdir. Hepatik steatozis 
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PERK-eIF2a-ATF4 yolağı tarafından regüle edilmektedir. PERK delesyonu lipojenik 

enzimler olan yağ asidi sentaz, ATP sitrat liyazı, sterol CoA desaturazı inhibe ettiği 

gösterilmiştir (Zhang ve ark., 2008). eIF2a fosforilasyonu adipojenik nükleer reseptör 

peroksizom proliferatör aktivasyon gamma (PPARg) ekspresyonunu azaltmaktadır 

(Wang ve ark., 2010). ATF-4 geni susturulmuş farelerin ise hiperglisemi, obezite ve 

hepatik steatozisden korunduğu tespit edilmiştir (Brunt ve ark., 2001). Hepatosit 

spesifik IRE1 delesyonuna sahip farelerde ER stres indükleyici ajanlar uygulanmasıyla 

hepatik steatozis oluşumunun tetiklendiği gözlemlenmiştir (Zhang ve ark., 2011). 

Ayrıca, ER stres indükleyici ajan olan tunikamisin ve thapsigargin farelere 

uygulandığında, hepatik lipit birikimi tespit edilmiştir (Li ve ark., 2009). Bir çok 

çalışmada palimitat ve diğer doymuş yağ asitlerinin karaciğerde UPR aktive ettiği 

gösterilmiştir (Zhang ve ark., 2006). Bu bilgiler ışığında ER stres ile lipit birikimi 

arasında pozitif bir geri bildirim mekanizması mevcuttur. ER stres lipit birikimini 

indüklediği gibi, lipit birikimi de ER stresi indüklemektedir (Ahn ve ark., 2007). Tüm 

bu bilgiler, çalışmamızın sonucu ile ilişkili olmakla beraber, yüksek kolesterollü diyet 

ile beslenmenin hücrelerde stres koşullarına neden olduğu ve bunun bir sonucu olarak 

da ER stres düzeylerinin artmasıyla NAYKH patogenezine yol açtığı gösterilmektedir. 

Çalışmamızda oluşturulan NAYKH modeli sonucu, karaciğer dokusu üzerindeki, ER 

stres ve ilişkili apoptotik aktivite immünoblotlama tekniği ile incelenmiştir. Fosfo-

IRE1 protein ekspresyonu kontrol grubuna göre diğer gruplar kıyaslandığında yaklaşık 

1,5 kat artmaktadır (p<0,001), kolesterol+vitamin E grubu kolesterol grubu ile 

karşılaştırıldığında ise yaklaşık olarak 3/2 oranında azalmaktadır. ER şaperonu olan 

Grp94 protein ekspresyonu kolesterol grubunda kontrol grubuna oranla yaklaşık 

olarak 2,5 kat istatiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır (p<0.001). Grp94 

protein ekspresyonunda görülen bu artışın, kolesterol+vitamin E grubunda kolesterol 

grubuna göre kıyaslandığında, kontrol seviyelerine kadar azaldığı ve bunun 

istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlemlendi. (p<0.001). Diğer ER şaperonu olan 

GRP78 protein ekspresyonu ise kontrol grubu  kolesterol ve vitamin E grupları ile 

kıyaslandığında yaklaşık 1,5 kat arttığı bulundu (p<0,001). Bir diğer ER stres sensörü 

olan pPERK protein ekspresyonu kontrol grubu ile diğer gruplar kıyaslandığında 

istatiksel olarak anlamlı sonuç bulunmadı. Yüksek kolesterollü diyet ile oluşturulan 

NAYKH’ da lipit birikiminin ER strese neden olduğu ve bunun sonucunda ER stres 
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sensörlerini aktive ederek UPR aktivasyonunu tetiktediği diğer yandan da katlanma 

kapasitesinin arttırılması için GRP94 ekspresyonunu arttırdığı gözlenmiştir. Aynı 

zamanda, kolesterolle beraber verilen vitamin E’ nin ER stres yanıt proteinlerini 

kontrol grubu seviyesine düşürdüğü gösterilmiştir.  

ER strese hücrenin verdiği ilk cevap GRP78, GRP94 şaperon ekspresyonlarını 

artırarak katlanma kapasitesini arttırmaktır. Eğer bu cevap yeterli gelmez ise ve 

hücrenin strese maruz kaldığı süre ve stresin şiddeti fazla olduğu zamanlarda hücre 

proteazom, otofaji gibi yıkım  yolaklarını devreye sokmaktadır. Bu yolaklarında 

yeterli gelmemesi durumunda hücrede apoptotik ölüm yolağı aktive olmaktadır. Bizim 

çalışmamızda da GRP78, IRE1, PERK mRNA ekspresyonları bakıldığında kolesterol 

verilen grupta kontrol grubuna göre kıyaslandığında istatiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamıştır ve bu sonuçlara bağlı olarak hücrenin transkripsyonel düzeyde kontrol 

aşamasının geçildiği söylenebilir. Vitamin E grubunda ise kontrol grubuna göre 

kıyaslandığında PERK te 2,5 kat, IRE1 de 15 kat, GRP78 de ise 50 kat arttığı 

bulunduğu (p<0,01) ve vitamin E’nin bu genler üzerinde direkt olarak etkisi olduğu 

görülmektedir. 

 Yetersiz ve/veya uzun süreli strese maruz kalmış UPR cevabında apoptotik hücre 

ölümü devreye girmektedir. ER stres ile aktive olan apoptotik hücre ölümü birçok 

patolojik durumla ilişkilendirilmiştir. Apoptotik hücre ölümü ekstrinsik ve intrinsik 

olmak üzere iki farklı yolak ile aktive olmaktadır. Apoptotik hücre ölümünde 

mitokondri önemli rol oynamaktadır. Artan stres koşullarında oluşan uyarı 

mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c’nin salınmasıyla apoptozom oluşumunu 

tetikleyerek kaspaz 9 üzerinden kaspaz 3’ü aktifleştirir ve apoptotik hücre ölümünün 

gerçekleşmesine sebep olur.  

ER stresin indüklediği apoptotik hücre ölümünün gösterildiği birçok çalışma 

mevcuttur. CHOP geninin susturulması sonucunda alkol ile indüklenmiş karaciğer 

hastalıklarında hepatosit apoptozunun inhibe olduğu gösterilmiştir (Ji ve ark., 2005). 

IRE1 fosforilasyonunun artması ise TRAF2 proteini üzerinden kaskat şeklinde JNK 

yolağını aktive eder ve apoptozu indükler. IRE1 aynı zamanda ER membranı ve 

mitokondri membranıyla ilişkili olan proapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerinden Bak ve Bax 

aktivasyonuna neden olarak hücreyi apoptoza götürmektedir. Yapılan çalışmalarda 
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Bak ve Bax geni eksik olan farelerin ER stres ile ilişkili apoptoza karşı direnç 

gösterdiği belirlenmiştir (Milic ve ark., 2012).  

Çalışmamızın sonuçları bu bilgiler ile uyum sağlayarak NAYKH patogenezinde 

ER stresin apoptozu indüklediğini göstermektedir. Çalışmamızda, apoptoz belirteci 

olan CHOP ve Bax protein ekspresyonlarının kolesterol grubunda kontrole grubuna 

göre yaklaşık 1,5 kat istatiksel olarak anlamlı bir şekilde artmaktadır (p<0.05). CHOP 

ve Bax protein ekspresyonlarında görülen bu artış ise kolesterol+vitamin E grubunda 

kolesterol grubu ile kıyaslandığında anlamlı bir şekilde yaklaşık 1,5 kat azalmaktadır 

(p<0.05). Bu sonuçlar, yüksek kolesterol içeren diyetin ER stresin yol açtığı apoptotik 

aktivitenin arttığını ve vitamin E’ nin ise bu süreçte koruyucu etkisi olduğunu 

göstermiştir. 

Sonuç olarak bu çalışmada, yüksek kolesterol diyeti ile indüklenerek oluşturulan 

NAYKH gelişiminde şekil 7.1 de gösterildiği gibi ER stres ve apoptotik hücre 

belirteçleri olan fosfo-IRE1, Grp94, CHOP ve Bax proteinlerinin etkili olduğu ve 

birbirleri ile ilişkileri gösterilmiştir. Bu süreçte vitamin E’ nin ER stres ile apoptotik 

hücre ölümü belirteçlerini ve gen ekspresyonları etkileyerek rol oynadığı 

düşünülmektedir.  
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Şekil 7.1: Yüksek kolesterollü diyet ile gelişen NAYKH’ nın moleküler    

                                  mekanizmasının modeli. 
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