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TiYOASETAMID iLE INDUKLENMIS$ AKUT KARACIGER HASARINDA
HEPATOSELLULER HUCRE OLUMU UZERINE MELATONININ
ETKISININ ARASTIRILMASI
OZET
Karacigerde alkol, ilaglar, viriisler, genetik bozukluklar ve toksisite yoluyla akut ya da
kronik hasar olusabilmektedir. Hasar sonucu karacigerde doku biitiinliigii bozularak
hiicre 6liilm mekanizmalar1 gerceklesebilmektedir. Bu calismada Tioasetamid (TAA) ile
karacigerde hasar olusturularak hepatoselliiler hiicre 6liim mekanizmalar1 {izerine

melatonin(Mel)’in koruyucu ve tedavi edici etkisinin arastirilmasi planlanmustir.
Calismada 35 adet Wistar albino tiiri yetigkin erkek sican kullanildi. Grup I: Kontrol
grubu (7 adet), Grup II: TAA (7 adet) 24 saat arayla 300 mg/kg 2 doz verildi, Grup III:
Mel+TAA grubu (7 adet) TAA uygulamasindan 24 saat 6nce 10 mg/kg i.p olarak tek
doz Mel uygulandi, Grup IV: TAA+Mel grubu (7 adet) TAA 300 mg/kg ip olarak 24
saat arayla 2 doz uygulamasindan sonra 10 mg/kg tek doz Mel uygulandi, Grup V: Mel
grubu (7 adet) tek doz 10 mg/kg deneyin ilk giinii uygulamasi yapildi. Deney sonunda
karaciger doku Ornekleri H-E, PAS ve MT boyamalar1 yapildi. Dokudaki apopitoz
kaspaz-3 ile, nekroz reseptor-etkilesimli protein kinaz-3(RIP3) ile, otofaji mikrotiibiil-
iligkili protein hafif zincir-3 (LC3) proteinlerinin immunohistokimya boyamasi ile
belirlendi. Ayrica kan serum Orneklerinde AST, ALT ve ALP, karaciger doku hasarini
belirlemek amaciyla TGF-f ve TNF-o miktarlarida Eliza yontemiyle belirlendi.

Deney sonunda kontrol ve Mel grubu karaciger doku érneklerinde anormal bir durum
izlenmezken, TAA’in bulundugu diger gruplarda klasik lobiil yapisinda bozulma ve
periferinde genis bag dokusu artis1 gdzlendi. Mel’ nin ise dokudaki tedavi edici etkisinin
koruyucu etkisinden daha fazla oldugu gozlendi. Kaspaz-3, RIP3 ve LC3 seviyelerinin
kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda daha fazla hiicrede eksprese oldugu belirlendi.
Ayrica, AST, ALT ve ALP diizeylerinde ise onemli oranda degisiklik gdzlenirken, ayni
sonuclar TGF-f ve TNF-a seviyelerin de de izlendi.

Sonug¢ olarak, TAA dokuda O6nemli derecede hasar olusturmakta ve hiicre 6liim
mekanizmalarinda artisa neden olurken, Mel’nin ise dokudaki tedavi edici etkisi
koruyucu etkisinden daha fazla oldugu kanaatine varilmstir.

Anahtar kelimeler: Tioasetamid, melatonin, karaciger, kaspaz-3, RIP3, LC3
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INVESTIGATION THE EFFECT OF MELATONIN AGAINST
HEPATOCELLULAR CELL DEATH THIOACETAMIDE-INDUCED IN
ACUTE LIVER DAMAGE
ABSTRACT
Acute or chronic damage to the liver through alcohol, drugs, viruses, genetic disorders
and toxicity may occur. As a result of the damage, the tissue integrity of the liver can be
impaired and cell death mechanisms can occur. In this study, it was planned to
investigate the protective and therapeutic effects of melatonin (Mel) on hepatocellular

cell death mechanisms by causing damage to the liver by thioacetamide (TAA).

In this study, 35 Wistar albino adult male rats were used. Group I: Control group (7
pieces), Group II: TAA (7 pcs) 300 mg / kg 2 doses 24 hours interval, Group III: Mel +
TAA group (7 pcs) 10 mg / kg ip single dose Mel was applied before 24 hours from
TAA application, Group IV: TAA + Mel grubu (7 pcs) single dose of 10 mg / kg Mel
was administered after TAA (300 mg / kg) 2 doses at 24 hour intervals, Group V:Mel
group (7 pcs) single dose the first day of the experiment was 10 mg / kg. Livert issue
samples H-E, PAS and MT were stained. Apopitosis, autophagy and necrosis in tissue
was determined by immunohistochemistry staining with caspase-3 microtubule-
associated protein light chain-3 (LC3) with, with receptor-interacting protein kinase-3
protein(RIP3), respectively. Inaddition, AST, ALT and ALP in blood serum samples,
TGF-B and TNF-a were determined by Eliza method to determine liver tissue damage.
At the end of the experiment, an abnormal condition wasn’t observed in the control and
Mel group liver tissue samples, but in other groups where TAA wa spresent,
deterioration in classical lobule structure and large connective tissue in the periphery
were observed. It was observed that the therapeutic effect of Mel was higher than the
protective effect on tissue. Caspase-3, RIP3 and LC3 levels were expressed in more
cells in other groups than in the control group. In addition, significant changes were
observed in AST, ALT and ALP levels, while TGF- and TNF-a levels were also
observed.

As a result, TAA caused significant damage to tissue and increased cell death
mechanisms, whereas Mel was found to have more therapeutic effect than protective
effect on tissue.

Keywords:Thioacetamide, melatonin, liver, caspase-3, RIP3, LC3
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1.GIRIS VE AMAC

Son yillarda iilkemiz saglik giindeminin en 6nde gelen sorunlarindan biri karaciger ve
buna bagl hastaliklardir. Karaciger hastaliklarinda tedavi, erken donemde hastaligi
durdurabilecegi gibi geri de dondiirebilmektedir. Karaciger hastaliginda sebep ne olursa
olsun karaciger hiicre kaybina bagl olarak hastalar cesitli sikayetlerle ya da rastlantisal
tespit edilmis karaciger kan testleri bozuklugu ile hekime basvurmaktadir. Rahatsizligin
altinda yatan temel etken karaciger dokusunun fonksiyonel yapismmin bozulmasiyla
iliskilendirilmektedir. Karaciger viicudun en biiyiik organlarindan biridir. Lokasyonu
geregi portal ve genel dolasim arasinda dolayisiyla da gastrointestinal sistem organlari
ve kalp arasinda ara istasyon vazifesi gostermektedir (Ramadori ve ark., 2008).
Karacigerin biyosentez, metabolizma, temizleme ve konak¢i savunmasi gibi kompleks
fonksiyonlar1 vardir (Vollmar ve ark., 2009). Ayrica albiimin, makroglobulin,
pthtilasma faktorleri, transferin, fibrinojen gibi bir¢ok proteinin sentezlendigi yerdir.
Safra sentezi ve salgilanmasmdan da sorumludur. Sindirim yoluyla absorbe edilen besin
maddelerinin almip depolandigi, toksik maddelerin, steroidlerin ve hormonlarinda
elimine edilmesini de saglamaktadir (Ergiin ve ark., 2009).

Fibrozis organ ya da dokuda fibril erekstraselliiler matriksin artmasi sonucu olusan
temel bir bag dokusu lezyonudur. Bu siklikla patolojik sartlarda (vaskiiler, metabolik,
timOr patolojisi) meydana gelen kronik inflamatuar bir siirectir (Robert ve ark., 2016).
Ekstraselliiler matriksin yapimi (fibrogenezis) ile yikimi (fibrolizis) arasindaki dengenin
bozulmus olmasi sonucunda fibrozis olugmaktadir (Sonsuz ve ark., 2002). Karaciger
fibrozisi kronik karaciger hasarinmn en yaygmidir ve ozelikle de siroza doniistiikten
sonra geri doniistiiriilemez bir siirectir (Ramadori ve ark., 2008). Karaciger fibrozisine
alkol, ilaglar, viriisler ve genetik bozukluklar1 iceren cesitli hastaliklar sebep olabilir ve
ozellikle kronik karaciger hasar1 sonucu olusmaktadir (Roth ark., 2015; Ozbilim ark.,

1998).  Karacigerde  toksisite  yoluyla  dogrudan  hepatoselliller =~ hasar



olusturulabilmektedir. Tioasetamid karacigeri etkileyen zayif bir kanserojen madde
olup, fibrozis ve siroz i¢in indiikleyici olarak kabul edilmistir (Rekha ark., 2008; Al-
Attar ark., 2011). Kronik karaciger hasar1 sonucunda meydana gelen ekstraselliiler
matriksin artmasi ve kollajen birikimi sonucu portal dolasim bozulmakta, hasar kaynakli
olusan artmis oksidatif stres, serbest radikaller ve metabolitler fibrozis olusumunu
tetiklemektedir. Organizmada meydana gelen stres tiirleri ¢esitli  hiicresel
mekanizmalarin kontrolii altinda tutulmaktadir. Bu mekanizmalar reaktif oksijen
radikalleri, hipoksik sartlar, pH degisikligi, agir metaller, radyasyon, bakteriyel ve viral
enfeksiyonlarin sebep oldugu hepatoselliiler hasar1 belirlemede 6nemli bir belirtectir.
Bozulmus hiicresel mekanizmalarin onarimi ve bakiminda ise ¢esitli madde ve ilaglar
kullanilarak hastaliklara kars1 dokuyu koruma ve tedavi edici yontemler gelistirilmeye
calisilmaktadir. Melatonin de gii¢lii bir antioksidan madde olarak son yillarda sikca
kullanilmaktadir. Melatonin etkisini antioksidan enzim sentezinin uyarilmasini
saglayarak gerceklestirirken (Reiter ve ark., 2005), cesitli karaciger hasar1 modellerinde

terapotik etkilerinin olabilecegi sonucuna varilmaktadir.

Karacigerin viicuttaki pozisyonu ve islevi goz oniinde bulunduruldugunda hayati bir
organ niteligi tasimakta, bundan dolay: karaciger hastaliklarinin tiim diinyada neden bu
kadar yogun goriilmesinin ve onemli bir yer tutmasinin nedeni anlasilmaktadir. Bu
nedenle cesitli deneysel ve klinik arastirma projelerinin odak noktasi olmakta ve
tedaviye yoOnelik arastirmalar gerceklestirilmektedir. Bu caliygmada da tiyoasetamid
uygulanarak karaciger hiicre hasar1 olusturulmasi hedeflenmekte, hiicrelerin 6lim
mekanizmalariin hangisinin daha etkin olacaginin ortaya cikarilmasi ve bu 6liim

mekanizmalar1 izerine melatoninin etkisinin arastirilmasi amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BiLGIiLER

Kronik hastaliklar viicudun herhangi bir yerinde meydana gelen, tam olarak iyilesmeyen
uzun siire devam edip bazen yasam boyu siiren, hatta is gérmezlik sinifina dahil edecek
derecede kalic1 sakatlik olarak nitelendirilebilen ve bulasicilik gdstermeyen
hastaliklardir. Diinya saglik orgiiti (WHO) 2005 yilinda, tahmin edilen yaklasik 58
milyon 0liimiin %60’ 1nm kronik hastalik kaynakli oldugunu bildirmistir (WHO, 2003).
Kronik karaciger hastaliklar1 kronik hastaliklar grubunda yer alan bir rahatsizliktir.
Viicudun deriden sonraki en biiyiik organi olan karaciger ayn1 zamanda salgisini safra
kanallar1 yolu ile duedonuma bosaltmasindan dolayr ekzokrin, sentezledigi bazi
maddeleri de direkt kana vermesi sebebi ile endokrin bir bezdir. Yetiskin karacigeri
yaklasik olarak 1500 gr agirhgindadir. Viicutta arteriyel ve vendz kanin birbirine
karistig1 tek organ olup yogun bir sinir ve damar agmna sahip 2 lobdan olusur
(Mercanligil ve ark., 2008). Karaciger; besinlerin islenmesi, kanin depo edilmesi, lipid
metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi, protein metabolizmasi, safranin sentezlenip
salgilanmasi, hormonlarin, ilaclarin ve diger zararli toksik ajanlarm detoksifiye edilerek

atilmasi gibi 6nemli gorevlerde rol alan hayati bir organdir (Mercanligil ve ark., 2008).

Oksidatif stres, maruz kalinan toksinler asir1 alkol tiiketimi, safrayolu tikanikliligi, viral
enfeksiyonlar gibi bircok durum akut ve kronik karaciger hasari olusumunda sebep
olarak gosterilmektedir (Stehbens ve ark., 2003). Karaciger hasar1 sonucu meydana
gelen hastaliklardan biri olan hepatik fibrozis geri dondiiriilebilir bir durum olup kronik
karaciger hasarma yanit olarak olusur. Viicudun onarim ve savunma mekanizmalarinin
yetersiz geldigi durumda karaciger fonksiyonunda bozukluk olusur. Oksidatif stresin
indiiklenmesi mitokondriyal disfonksiyon ve antioksidan statiisiiniin tiikenmesinden

kaynaklanir (Kitada ve ark., 2001). Karaciger sirozu ise karaciger yetmezligine yol acan



kronik karaciger hastaliklarinin kritik bir asamasidir. Hepatikfibroz geri doniisii
olmayan siroza yol acabilir ve hepatik fonksiyonun azalmasinda dogrudan sorumlu olan
kollajen ve ekstraseliilermatriks birikimi ile sonuglanan c¢oklu hiicresel ve molekiiler
olaylar1 icerir (Friedman ark., 1993; Pinzani ark., 2004). Sirozda goriilen hiicre dis1
matriks birikimi stellat hiicreler gibi hiicre Onciillerinin aktivasyonu ile iiretilen
fibroblastlarin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir (Guyot ve ark., 2006). Karaciger
hastaliklarinin bu kadar 6nemli bir yer tutmasi arastirma projelerinin de odak noktasi
olmasina sebep olarak gosterilebilir. Karaciger yetmezligi modelleri gelistirmek icin
cesitli arastirmalar yapilmakta, cogunlukla da kimyasal ajanlar kullanilmaktadir. Cerrahi
modeller hepatikiskemi ve subtotal veya total hepatektominin kullanimini icerirken
(Makino ve ark., 2005), kimyasal modeller asetaminofen (Rahman ve ark., 2002),
karbontetrakloriir (Taniguchi ve ark., 2004), galaktozamin (Cuesta ve ark., 2006) ve
tioasetamid gibi ila¢ ve toksinlerin kullanimu ile gerceklestirilir (Pallottini ve ark.,

2006).

Tioasetamid (TAA) baslangicta fungisit olarak kullanilmistir (Vadi ve ark., 1981).
TAA, esas olarak karaciger ve bobrekleri etkileyen zayif bir kanserojendir (Rekha ve
ark., 2008) ve karaciger fibrozu ve sirozun bir indiikleyicisi olarak kabul edilmistir (Al-
Attar ve ark., 2011). TAA tarafindan indiiklenen karaciger sirozu, asir1 peroksidasyonu
(Muller ve ark., 1991) ve antioksidan durumun tiikenmesi ile iliskilidir (Abul ve ark.,
2002). TAA hepatoseliiler nekroza sebep olur ve reaktif oksijen tiirlerinin roliinii
arastirmak icin kullanilir. Oksidatif stresin azalmasi ¢esitli hastaliklarda ve deneysel
karaciger hasar1 modellerinde hiicre hasarini, sirozu ve fibrozisi azaltmak icin yararl
olabilir (Lieber ark., 2003; Shapiro ark., 2006). Antioksidanlar karaciger hasarina sebep
olan oksidatif stresi en aza indirebilirler (Pavanato ve ark., 2007). Melatonin (N-acaytil-
S-metyoxytryptamine) giicli bir endojen antioksidandir. Sirkadiyen ritimlerin
diizenlenmesinde, uykuda bagisiklik sistemi aktivitesinde ve serbast oksijen
radikallerinin eliminasyonunda ¢ok O©nemli rol oynar (Allegra ve ark., 2003).
Antioksidan etkisini antioksidan enzim sentezinin indiiklenmesine yol acan G protein
bagimli reseptorleri araciligi ile uygular (Abdel-Vahab ve ark., 2001). Ayrica
melatoninin peroksil radikalleri, tekli oksijen tiirleri ve hidrojen peroksit gibi bir¢ok
toksik serbest radikal ile etkilestigi gosterilmistir (Reiter ark., 2008; Peyrot ark., 2006).
Melatonin siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi

antioksidan ve antioksidan enzimlerin aktivitesinin diizenlenmesini tetikleyebilir (Reiter



ve ark., 2005). Melatonin glutamil sistein sentetaz aktivitesini indiikler, bdylece bir
baska hiicre ici antioksidan glutatyon tiretimini uyarwr (Winiarska ve ark., 2006). Son
zamanlardaki c¢alismalarda melatoninin ¢esitli deneysel akut karaciger hasari
modellerinde sitoprotektif etki gosterdigi ve fibroblast proliferasyonunu ve kollajen
sentezini azalttigr gosterilmistir (Tahan ve ark., 2004) bu da melatoninin antioksidan
etkisi ile akut ve kronik karaciger hasar1 iizerinde terapdtik etkileri olabilecegini

gostermektedir (Tan ve ark., 2000).

Apoptoz, hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli,
RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan bir hiicre 6liimii seklidir. Kalsiyum,
seramid, Bcl-2 ailesi, p53, kaspazlar, sitokrom-c ve mitokondrionlar apoptozun
diizenlenmesinde rol oynar (Coskun ve Ozgiir, 2014). Nekroz, plazma membran
biitlinliigiiniin geri doniisiimsiiz kayb1 olarak tanimlanabilir (Alvarez ve ark., 2010). En
yaygin nedeni hipoksi iken, arsenik, siyanid gibi toksik maddeler ve agir metaller de
nekroza neden olmaktadir (Coskun ve Ozgiir, 2014). Fas, TNF reseptorlerinin
aktivasyonu veya hiicresel stres sonucu RIP1 ve RIP3 (receptor interacting protein)
serin/treoninkinaz reseptorii ile etkileserek nekroz indiiklenmektedir (Alvarez ve ark.,
2010). Otofaji hiicredeki enerji kaynaklarinin dengelenmesi ve besinsel strese cevabin
olusturulmasinda, yanlis katlanmis proteinlerin uzaklastirilmasi, mitokondri gibi hasarl

organellerin temizlenmesinde rol oynar (Glick ve ark., 2010).

Karacigerde toksisite yoluyla dogrudan hepatoselliiler hasar olusturulabildiginden
dolay1 hiicrelerin ©liime giderken hangi mekanizmayr kullandigmin anlagilmasi
karaciger hasarmi diizeltmeye yonelik c¢alismalarda Onemlidir. Bu nedenle
hepatoselliiler hasarin olusumunda oksidatif stresin neden oldugu hasar ile apopitoz,
nekroz ya da otofajinin roliiniin belirlenmesi ve melatoninin bu mekanizmalar iizerine

etkisi bu ¢calismanin ana konusunu olusturmaktadir.
2.1. KARACIGER EMBRIYOLOJiSi

Karaciger primordiumu, Onbarsagin distal ucunda bir endodermal epitel c¢ikintisi

seklinde 3. hafta ortasinda belirir (Sekil 1 ve 2).



tendindz parcasint olusturacaktir. Gelecekteki diyaframla temas eden karacigerin bu
yiizeyi peritonla hicbir zaman ortiilmez ve karacigerin ¢iplak bolgesi olarak bilinir

(Sadler, 2005).

Intraunterin yasamin 10. haftasinda karacigerin agirhg: toplam viicut agirlginin %10 'u
kadardir. Organin agirhigindaki bu fazlalik, kismen siniizoid sayisiin yiiksekligine
atfedilirse de, bir baska 6nemli etken de, gordiigii hematopoietik fonksiyondur. Hepatik
hiicrelerle damar duvarlar1 arasinda, beyaz ve kirmizi Kkiirelerin iiretildigi,
proliferasyonla karakterize genis bir hiicre ag1 vardir. Hematopoietik aktivite, gebeligin
son iki ayinda yavas yavas azalir ve dogumda geride ancak birka¢ hematopoietik hiicre
adas1 kalir. Artik karacigerin agirhigi toplam viicut agirhginin %5'1t kadardir (Sadler,

2005).

Karaciger hizlica biiyiir ve 5. haftadan 10. haftaya kadar abdominal kavitenin biiyiik
boliimiinii doldurur. Baslangicta, sag ve sol loblar ayn1 hacimdedir fakat kisa siire sonra
sag lob daha fazla biiyiir. Karacigerde kan yapimi 6. haftada baslar ve karacigerin
kirmizims1 goriilmesine neden olur. Gelisimin 7-9. haftalarinda karacigerin nispeten
hacminin artmasindan esas sorumlu olan bu kan yapimi aktivitesidir (Ozdamar ve
Sorkun, 2002). Karaciger hizlica biiyiir ve 5. haftadan 10. haftaya kadar abdominal
kavitenin biiyiikk boliimiinii doldurur. Baslangicta, sag ve sol loblar ayni hacimdedir
fakat kisa siire sonra sag lob daha fazla biiyiir. Karacigerde kan yapimi 6. haftada baslar
ve karacigerin kirmizimsi goriilmesine neden olur. Gelisimin 7-9. haftalarinda
karacigerin nispeten hacminin artmasindan esas sorumlu olan bu kan yapimi

aktivitesidir (Ozdamar ve Sorkun, 2002).

Karacigerin bir bagka onemli islevi de 12. haftadan itibaren hepatik hiicrelerin safra
tiretmeye baslamasidir. Bu sirada safra kesesi ve sistik kanal da olusmus; sistik kanal
hepatik kanalla birleserek koledok kanalini meydana getirmis oldugundan, tiretilen safra
barsaga akabilme imkéanini bulur (Sekil 2). Sonug olarak, sindirim kanalmin igeriginin
rengi koyu yesil bir hal alir. Duodenumun pozisyonunda meydana gelen degisiklikler
sonucu, koledokun duodenuma giris yeri baslangictaki anterior pozisyonundan
posteriora dogru yer degistirir ve sonucgta koledok duodenumun arkasindan gecer

duruma gelir (Sadler, 2005).
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gosterir ve sag bobrek, sag bobrek iistil bezi, safra kesesi, mide, 6zofagusun bir kismi,
duedonum ve sag kolik fleksura ile temas halindedir (Snell, 2012) bu yiizeye ise facies
visceralis denir (Unur ve ark., 2009). Diyaframa bakan yiiziin az bir kism1 peritonsuz
olup diyaframa gevsek bag dokusu ile baglanir; bu alan areanuda olarak adlandirilir.
Facies visceraliste ‘H’ harfi seklinde oluk benzeri yapilar bulunur. Sag kisimdaki oluk
nispeten genis olup sulcussagittalisdexter olarak isimlendirilir. Sol kisimdaki oluk ise
yarik seklinde olup fissura sagittalis sinister olarak isimlendirilir. Sulcus sagittalis
dexterin &n yiizeyinde safra kesesi, arka yiizeyinde ise vena cava inferior (VCI) bulunur.
Iki oluk birlesiminde yer alan enine yariga porta hepatis denir (Ozbilim ve ark., 1998).
Karacigerde iki kenar bulunup facies diafragmatika ve facia viseralis arasinda arka
kisimda olusan kenara; margo posterior, on kisimda olusan kenara ise margo inferior

denir (Unur ve ark., 2009).

Karacigere fasia diaframatika yiizeyi tarafindan bakildiginda ligamentum falsiform
denilen yapi ile birbirinden ayrilmis iki lobu bulunur. Fasya viseralis yilizeyinde bulunan
‘H’ harfi seklindeki oluklar ise karacigeri 4 loba ayirir. Sulcus saggitalis dexterin
saginda kalan kisma; lobus hepatis dexter, fissura sagittalis sinisterin sol kisminda kalan
boliime ise lobus hepatis sinister denir. Bahsedilen bu iki lobun arasinda ve porta
hepatisin Oniinde kalan boliime lobus quadratus, arada kalan boliime ise lobus caudatus

denir (sekil 4) (Unur ve ark., 2009).

Lobus hepatis dexter karacigerde en genis ve kalin olan lobdur. Onden arkaya dogru
sirast ile impressio colica, impressio renalis ve biraz sola dogru impressio suprarenalis
yer alir. Lobus hepatis sinisterin orta kisminda impressio gastrica, en arka kisimda ise
impressio esophagea yer alir. Sagdaki loba gore daha dar ve incedir. Lobus kaudatusun
on kisminda porta hepatis, sag kistmda VCI, sol kisimda ise ligamentum venozum

fissiirll ile ¢cevrelenmistir (Kuran, 1983).
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serbest anastomozlasma gosterirler. Bu plaklarin arasinda siniizoid kapillerler yer alir ve
burada kan akis1 periferden merkeze dogru gerceklesir, safra akisi ise tam tersi yondedir

(Kierszenbaum ve ark., 2006).

Portal lobiil tipinde safra salgilamis1 dikkate alinir. Portal kanal merkezde, ilicgen
seklinde olan 16biiliin kése kistmlarinda birer santral ven bulunur (Basimoglu, 1996).
Portal lobiil denilen bu lobiilde kan akimi merkezden perifere dogru iken safra akimi

tam tersi yonde olup periferden merkeze dogrudur (Kierszenbaum ve ark., 2006).

Karaciger asiniisii ise metabolik aktivite, yenilenme kosullar1 ve siroz olusumunu
tanimlamak i¢in daha uygun goriiliir. Bu bolge iki adet portal triad ve interlobiiler
damarlarin ekseninde bulunan iki adet merkezi venarasinra bulunan oval sekilli
bolgedir. Burada kan akimu asiniisiin merkezinden vena centralise dogrudur (Terzi,
2008). Burada sinirlar hepatik arterin en son dali ile belirlenebilir. Arterden akisi
gerceklesen kan vendz siniizoidler boyunca akist sonucu oksijenlenmesi ve
beslenmesine gore zonl (periferikzon), zonll ve santral zon (zonlll) olarak

isimlendirilen bir derecelendirme meydana getirir (Kierszenbaum ve ark., 2006).

Besin ve oksijen yoniinden en zengin olan bolge periferikzon olarak da isimlendirilen
zon I denilen bolgedir. Buradaki hiicreler damarlara en yakin olan hiicrelerdir. Burada
kan akis1 lobiil merkezinden perifere dogru gerceklesir bu yiizden besin ve oksijenden
zengin kan ile karsilasan zon I hiicreleri siirekli aktiftir. ilk kez bu bolge kanla
karsilastig1 icin kanda bulunan olast bir toksik maddenin etkileyecegi ilk bdlge yine

burasidir (Fawcett, 1994; Arslan 2008).
Zon II hem besin hem de oksijen bakimidan orta durumdadir.

Zon III oksijen yoniinden en fakir olan boliim olup sentral vene en yakin boliimdiir ve
olas1 bir hipoksi durumunda etkilenecek ilk bolgedir (Kierszenbaum ve ark., 2006).
Yine karacigerde olusabilecek yaglanmanin da goriildiigii ilk bolge bu bolgedir (Arslan,
2008).

Santral venden baslayip perifere anastomozlasarak uzanan hepatosit kordonlarinin
arasinda sinozoid kapiller denilen kapillerler bulunur (Roose ark., 1995; Esrefoglu,
2009). Bu kapillerler diizensiz gelismis ve pencereli endotel tabakasindan olusmustur.
Endotel hiicrelerin iizerinde bulundugu bazal lamina kesintili bir yapida olup

sinozoidler ince tabakali bir retikiiler lifagi ile desteklenir (Junqueira ve ark., 1998).
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Sinozoidler endotel hiicrelerinin yanm sira kupffer hiicrelerini (yildiz hiicreler) ve yag
depolayan ito hiicrelerini bulundururlar (Basimoglu, 1996). Endotel hiicreleri
heterokromatik c¢ekirdekli, ince stoplazmali olup sinozoid duvarinda bulunur (Arslan,
2008). Sitoplazmasinda ¢ok sayida porlar bulundugu icin pencereli goriiniimdedir

(Basimoglu, 1996).

Endotel hiicreler altinda yer alan hepatositlersinozoid duvardan Disse araligi denilen bir
boslukla (subendotelyal bosluk) ayrilmistir. Disse aralifinda hepatositlerin
mikrovilluslar1 yer alir. Bu sekilde sinozoid liimeni ile karacigerin hiicreleri arasindaki
madde alisverisi kolaylasmis olur. Bu ahisveris ¢ok sayidaki makromolekiiliin
(fibrinojen, lipoproteinler, albuminv.b.) hepatositler araciligi ile kana verilmesinden
ziyade bu molekiillerin hepatositler tarafindan katabolize edilmesi ile fizyolojik olarak
da 6nemlidir (Junqueira ve ark., 1998). Hepatositler karaciger hiicrelerinin %65’ini ve
karaciger hacminin de %80’ini olusturur. Cogunlugu tek niikleuslu olsa da yaklasik
%25’1 cift nukleus tasirlar (Junqueira ve ark., 1998). Karacigerin yerine getirdigi
fonksiyonlarin biiyiikk bir cogunlugu hepatositler ile yerine getirilir. Bu yiizden
hiicrelerin genis kapsamli bir fonksiyonel cesitlilikleri mevcuttur ve bu durumu
hiicrenin sitolojikyapisyla gosterirler. Enine almman kesitlerde hepatositlerin altigen
sekilli ve alt1 ylizeye sahip olduklar1 goriiliir. Bu yiizlerden iki tanesi disse araligina
bakar ve bol mikrovillusludur. Diger iki tanesi komsu olan hepatositler arasinda tiibiiler
aralik birakan ve safra kanalikiillerinin olugmasini saglayan yiizlerdir ve mikrovilluslar1
liimen i¢ine uzanir. Diger iki yiiz ise zonula okludenslerle siki bir sekilde kapanmis olup

komsu karaciger hiicreleri ile temas eden yiizeyler olustururlar (Sekil 8).
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Ito hiicreleri parankimal hiicreler arasinda bulunan oyuklara yerlesmis olan yildizsi
hiicrelerdir “stellat hiicreler”, “perisiniizoidal hiicreler” veya “yag depolayict hiicreler”
olarak da isimlendirilir. Bu hiicreler stoplazmalarinda bol miktarda lipit damlaciklar:
bulundururlar (Junqueira ve ark., 1998). Baz1 yonleri ile sitolojik olarak fibroblastlara
benzerler, lobiiliin periferinde ve orta kisminda yogun bulunurlar (Ozdamar, 2002). Bu
depolama kapasitesine sahiptir (Junqueira ve ark., 1998). Endotelyal hiicreleri
cevrelerler, uzun ve ince bir sitoplazmik yapiya sahiptir (Wake, 1995). Bu hiicreleri

cevreleyen bir taban membran bulunmaz. Ito hiicreleri mikrovaskiiler tonusun

diizenlenmesine ve ekstraselliiler matriksin sentezine katilir (Sage ve ark., 1990).

Disse araligi, sinozoid endotelleri ile hepatositler arasinda kalan dar bolgedir (Ozdamar,
2002). Lenf yapiminda rol alir. Damarlarin periferinde ve portal aralikta bulunan safra
duktusunda yer alir (Ross ve ark., 2003). Burada kanin sekilli elemanlar1 bulunmayip
kan plazmasi bu alana serbest olarak girip cikabilir. Bu serbsest giris ¢ikis karaciger
hiicreleri ve kan arasinda metabolitlerin aktif degisimini kolaylastirir. Fetal
karacigerdeki bu bolge kan yapan hiicre adaciklarini igerir. Erigkin bir bireyde ise
kronik anemi soz konusu olunca kan yapici hiicreler bu bolgede tekrar goriilebilir
(Ozdamar, 2002). Disse aralig1 icerisinde hem kupffer hiicrelerinden hem de endotelden

tiireyen peri siniizoidal hiicreler bulunur (Kerr ve ark., 1994).

Karacigerin ekzokrin tip salgisi olan safranin hiicreler arasi iletimini saglayan; safra
kanalikiilleri denilen kanalciklar1 vardir (Junqueira ve ark., 1998) ve bu kanalikiiller
lobiiller icerisinde ii¢ boyutlu agsi bir yapt olusturur (Sekil 7). Safra kanalciklar:
giderek genisleyen bir yapiya sahip olup salgilanan safra bu sistemle karacigerden ince
bagirsaga iletilir. Bu kanalciklarin ¢apt 0,5-1,5 pm araligindadir (Junqueira ve ark.,
1998). Bu cap salg1 esnasinda genisler. Bu alani saran hiicre membranlar1 limenin i¢ine
uzanan kisa mikrovilluslar tasirlar (Ozdamar, 2002). Rutin inceleme esnasinda bu
kanlikiilleri secmek zordur, fakat giimiisleme ile veya alkalenfosfataz reaksiyonu ile
goriintiilenebilir. Karaciger hiicreleri de bu kanalciklarin duvarlarinda bulunur
(Tekelioglu, 1998; Junqueira ark., 1998). Safra kanalikiillerinin safra duktusu ile olan
baglantis1 kolay gériintiillenemez (Ozdamar, 2002). Safra kanalikiiliin duvarini olusturan
karaciger hiicreleri lobiiliin periferinde bulunur ve bu hiicreler sitoplazmalar1 soluk

goriinimlii boyanan, nukleusu koyu organel bakimindan fakir olan kiibik hiicrelere
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azalan hiicre 6liimiiniin karsinogenezisde rol aldigi diisiiniilmektedir (Kerr ve ark.,

1994).

Hiicre oliimii homeostazi ve immiin sistemin diizenli isleyisi icin 6nemli bir siirectir.
Hiicre Oliimiiniin tipik morfolojik o©zellikleri baz alindiginda iic ana hiicre olimii
mekanizmasi tanimlanmistir: apoptotik, nekrotik ve otofajik hiicre oliimii (Merker ve

Schweichel, 1973 ).
2.4.1. Apoptoz

Apoptoz siireci, belirgin morfolojik ©zellikler ve enerjiye bagli biyokimyasal
mekanizmalarla karakterizedir. Normal hiicre sirkiilasyonu, hormon-bagimli atrofi,
bagisiklik sisteminin diizgiin isleyisi ve gelisimi ve embriyonik gelisim i¢in hayati 6nem
tasir. Apoptotik sinyalin ve uygunsuz (olmasi1 gerekenden az veya fazla) diizensizligi
norodejeneretif hastaliklar, otoimmiin bozukluklar ve bircok kanser tiirii dahil olmak
tizere bir cok hastalikta Onemli bir faktordiir. Bir hiicrenin yasamimi veya Olimiinii
modiile etme kabiliyeti, kusursuz terapotik potansiyeli ile tanimlanir.Bu yiizden
arastirmalar hiicre dongiisi mekanizmalarinin  agiklanmasina, hiicre dongiisiinii
durduran ve kontrol eden sinyal yolaklarmin arastirilmasma odaklanmistir (Sharma ve
ark., 2016). Apoptoz genetik kod aktivasyonu ile veya cevreden gelen sinyaller ile
aktive olur (Erdogan, 2003).

Apoptoz embriyonik donemde, postnatal hayatta ve patolojik durumlarda gerceklesir.
Embriyonik donemde memelilerin iiye olusumu esnasinda el ve ayak parmag:
taslaklarmin arasindaki dokularin ortadan kaldirilmasi, merkezi sinir sisteminin
sekillenme siirecinde, cinsel gelisim esnasinda duktus sistemindeki gerileme de
apopitoz araciligi ile gerceklesir. Kurbagalar metamorfoz esnasinda kuyruklarmi
apoptoz ile kaybederler. Buna ek olarak gézde bulunuan lens hiicreleri de gelisimin
ilerleyen sathalarinda apoptoz ile 6liir ve igleri ‘kristalin’ ad1 verilen seffaf protein ile
dolar (Vaux, 1999; Franz ve Kidson 1997). Postnatal donemde kan iiretiminin dengede
tutulmast i¢in kan hiicrelerinin Omiirleri doldugunda uzaklastirilmasi, menstrual
dongiide korpus luteum involusyonu apoptoz ile meydana gelir. insan deri hiicreleri de
derinin bazal tabakasindan en iist tabakaya dogru cesitli farklilasma Ozellikleri
gostererek goc eder ve keratin tabakayi olusturmak {iizere oOliirler. Timusda olgunlasan
T-lenfositlerden aktif olmayanlar ya da canlinin kendi dokusuna cevap verme

potansiyelinde olanlar dolasima gecmeden apoptoz ile Oliirler. Disi memeliler siitten
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kesildiklerinde meme bezlerinde ve kastrasyon yapilan erkek bireylerin prostatlarinda
apoptoz goriiliir (Marti ark., 2001; Ford, 2001). Alzheimer, Parkinson, diyabet, timor
olusumu, folikiileratrezi, viral enfeksiyonlar, miyokard infraktiisii, aterosklerozis, organ
nakli, alkolizm, radyasyon gibi durumlar apoptoza neden olur (Blanch ark., 1999;
Hughes ve Gorospe, 1991; Kannan ve Jain, 2000).

Apoptoz hiicrenin kendini yok etmesi icin programli metabolik ve fizyolojik
faaliyetlerin devreye girmesi ile baslar. Apoptoz uyarisii alan hiicre bulundugu kendi
ortamindan uzaklasip ¢evresindeki diger hiicrelerle baglantisin1 kopararak biiziismeye
baslar. Kromatini yogunlasarak piknotik goriiniir. DNA niikleozomlardan kesilir. Ancak
hiicre organellerininyapisal biitiinliigii korunur ve hiicre zar1 yapisindaki fosfotidil serin
i¢ yiizeyden zarin dis ylizeyine transloke olur. Cekirdek kiigiilerek ‘apoptotik cisimler’
olarak adlandirilan kiiciik parcalara ayrilir ve bu parcalar zarli tomurcuklar seklinde
koparak ayrilirlar. Apoptotik cisimler makrofajlar tarafindan taninarak fagosite edilir

fakat enlamatuar bir durum gézlenmez ( Bellamy ve ark., 1995).

Apoptozun diizenlenmesi genel olarak mitokondriyonlar, seramid, Bcl-2 ailesi gibi
molekiiller, p53, sitokrom-c, kaspazlar gibi proteinler rol alir. Apoptik siirecte hiicre
icerisine siirekli bir kalsiyum girisi gerceklesir. Kalsiyum iyonlar1 transglutaminaz,
proteaz ve endoniikleaz aktivasyonunda, hiicre iskeleti organizasyonunda, gen

regiilasyonunda ve trans glutaminaz aktivasyonunda rol alir (Coskun ve Ozgiir, 2014).

Kaspazlar aspartik asitten sonra peptit bagini kiran sistein proteazlardir. Hiicrede inaktif
olup birbirlerini proteolitik olarak aktiflestirirler. Yaklasik olarak 100 farkli hedef

proteini kesip apoptoza sebep olurlar ve 3 tip olarak siniflandirilirlar:
I. Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz 2, 8, 9, 10),

II. Efektor kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7),

II. inflamatuar kaspazlar (1, 4, 5, 11, 12, 13, 14)

DNA replikasyonu ve DNA onarimi i¢in gerekli enzimleri aktiflestirirler. Hiicre iskelet
proteinlerini kesip hiicre zarinda tomurcuklanmayi saglarlar (Adams ark., 2001; Adrain
ark., 2001; Spierings ark., 2004). Apoptoz tetiklendikten yaklasik 1 saat ya da daha da
uzun bir siire sonrasinda DNA’nin tek ipliginde bir ¢entik ile baslayip karakterize ve
geri dOniigiimsiiz bir parcalanma baglar (Curtin ve Cotter, 2003). Apoptozun

mekanizmasi ele alinacak olursa iki yolla gerceklestiginden bahsedilebilir. Bunlar;
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Instrinsik (mitokondriyal) yol ve ekstrinsik yol’dur. Apoptoz hiicre ici ve hiicre disi
sinyallerle tetiklenir. Hiicre i¢i sinyaller; kalsiyum iyonlarmnin artisi, pH azalisi, DNA
hasari, hiicre siklusu veya metabolik bozukluklar ve hipoksidir. Hiicre dis1 sinyaller ise;
tireme ve biiylime faktorlerinin yetersizlikleri, 6liim reseptorlerinin aktive olmasi,
sitotoksik T lenfosit ve disaridan gelen faktorler (kemoterapotik ilaglar, toksinler,
iskemi, UV, radyasyon vb.) her iki sinyal yolunda da kaspazlar gorev yaparlar. Hiicre
dis1 faktorler ekstrinsik yol ile hiicre i¢i faktorler instrinsik yol ile apoptozu baglatirlar
(Danial, 2004; Kromer ark., 2007; Smaili ark., 2000).

2.4.2. NEKROZ

Uzun siiredir, nekrozun, altta yatan sinyal olaylarindan yoksun, tesadiifi ve kontrolsiiz
bir hiicre Olimii bi¢cimi oldugu diisiiniilmiistir. Calismalarin  sonug¢lanmasi,
kaspazlardan bagimsiz diizenlenip kontrol edilen hiicre Oliim yolunun varligi
desteklenmektedir (Levine ve Klionsky, 2004). Bu diizenlenmis nekroz sekli hem
fizyolojik hem de patolojik durumlarda dikkat c¢ekici goriinmektedir (Chautan ve ark.,
1999). Nekroz, yumurtlama gibi fizyolojik olarak ilgili sinyalizasyon islemlerinde
(Murdoch ve ark., 1999), kemiklerin boyuna biiylimesi ile iligkili kondrositlerin
Olimiinde (Roach ve Clarke, 2000) ve ince ve kalin bagirsaklarda hiicresel doniisiimde
rol oynar (Barkla ve Gibson, 1999; Mayhew ark., 1999). Nekroz eksitotoksisite, iskemi-
reperfizyon hasari, norodejeneratif hastaliklar ve enfeksiyonel durumlarda da ortaya
c¢ikar (Chautan ve ark., 1999). Ornegin Iskemi-reperfiizyon (IR) hasari, reperfiizyonun
ardindan bir dokuya kan akisinin saglanamamasindan kaynaklanir. Endotel hiicrelerinin
ve ¢cevredeki dokularin ¢ogalmayan hiicrelerinin (6rnegin ndronlar, kardiyo miyositler,
bobrek hiicreleri) nekrotik hiicre 6liimii, kalp, beyin, karaciger, bobrek ve bagirsak dahil

organlarm hasarlanmasina neden olabilir.

Son yillarda yapilan arastirmalar nekrozun ¢esitli sinyal olaylar1 ve genis bir araliga
sahip mediatortler arasindaki kapsamli bir etkilesimden kaynaklandigini gostermektedir
(Vercammen ve ark., 1997). Disaridan hiicreye gelen kimyasal ve fiziksel uyarilar
hiicrenin iyonik dengesini bozarak DNA tamir mekanizmasindan sorumlu niikleer
enzim olan PARP (Poli ADP-ribozpolimeraz) NAD’1 ikiye boler ve NAD kaybina
sebebiyet verir. Bu durumdaki ATP eksikligi iyon pompas: eksikligine yol acar. Hiicre

sivi almaya baglar ve organellerle birlikte siser, plazma-membran biitiinliigli bozularak
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hiicre patlar. Hiicre 6liimiiniin ardindan hiicre iceriginin hiicreler arasi bosluga salinmasi
ile enflamasyon (yangi, iltihaplanma) olusur. Bu durum neticesinde makrofajlarm ve
notrofillerin nekrotik dokuya go¢ ederek nekrotik dokuyu fagosite etmesi nekrozun
karasteristik bir 0zelligi olup enflamasyon da nekrozun 6nemli bir isaretidir (Golstein
ark., 2007; Nicotera ark., 2004). Kaspaz-8 aktivasyonu, ¢cogu hiicre tipinde apoptotik
hiicre Oliimiine yol acan bir sinyal kaskadi baglatir. Bu yoldaki kaspaz aktivasyonu
engellenirse, bunun yerine nekrotik hiicre oliimii meydana gelebilir (Devin ve ark.,

2000).

Serin / treonin kinaz reseptorii etkilesimli protein 1 (RIP1), nekrotik hiicre dliimiiniin
merkezi bir baglaticisidir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve kalsiyum, nekrozun 6énemli
aracilaridir, ancak hepsi organellerin ve plazmanin bozulmasina katkida bulunan
fosfolipazlar, kalpainler, katepsinler, seramid ve metilglisokal gibi baska bircok
aracidan da bahsedilmistir (Devin ve ark., 2000). Immiin sistemde hiicre Slimiinii
kontrol eden reseptorlerin (Fas, TNF) aktivasyonu veya selliiler stres sonucunda RIP1
ve RIP3 /Receptor interacting proteins) aktiflesir. RIP1 ve RIP3 mitokondriyonu ya
direkt olarak ya da NADPH oksidazin olusturmus oldugu ROS ile indirekt olarak
etkileyerek nekrozu tetikler. Nekrotik uyar1 ayrica PARP’1 aktive ederek kalpain
aktivasyonunu, bu durum da RIP kinazlarin aktivasyonu yolu ile nekroza neden olur
(Hengartner ve ark., 1992). RIP kinazlar ROS iiretimini elektron transport zinciri ile
saglar. Biriken asir1 Ca iyonlart ve ROS miktarmin artist mitokondriyal porlarin uzun
stireli olarak agik kalmasina sebep olur. Bu durumda hiicre oksidatif fosforilasyon ile

ATP iiretemez ve nekroz gerceklesmis olur (Baines,2010; Zong ark., 2006).

2.4.3. OTOFAJi

Otofaji hiicrenin aclikla kars1 karsiya kaldigi durumlarda besin eldesi icin hiicre
icerisindeki yapilarin nasil parcalandigmi ifade etmek icin kullanilan bir terimdir.
Otofaji ile ilgili ilk yapilan caligmalarda besin yoklugu durumunda hiicre i¢indeki
molekiillerin geri doniisiimleri saglanarak hiicrenin stresli ortama uyum saglamasina
yardimel olarak homeostazinin korunmasma katki sagladigi gosterilmistir (Ohsumi,
2001; Shintani ark., 2004). Son yillarda yapilan ¢alismalar ise otofajinin; morfogenez,

yaslanma, metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, immiin sistemin bir
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parcasi olarak patojenlere miidahale edilmesinde ve hiicre 6liimiinde etkili bir role sahip

oldugu ortaya konmustur (Shintani ark., 2004; Mizushima ark., 2008).
Otofaji li¢ farkli mekanizma ile gerceklesir;

I. Makrootofaji,

II. Mikrootofaji,

III. Saperon aracilikli otofaji.

Makrootofaji bir¢ok hiicrede bazal diizeyde gerceklesmekte olup protein parcaciklari ve
hasarli organellerin parcalanmasinda ©nemli bir rol oynamaktadir. Mikrootofaji
mekanizmasinda lizozomun membram igeri ¢okerek sitoplazmanin lizozom ile
dogrudan sindirilip iceriginin lizozom icine hazmedilmesi ile gergeklesir. Saperon
aracili otofajide; KFERQ motifli proteinler lizozom zarma segici bir bi¢imde tasmir
(Xie ve Klionsky, 2007). Bu calismada makrootofaji yolaginda gorev alan LC-3

proteini arastirma konusu oldugu i¢in bahsedilecek otofaji makrootofajidir.

Otofaji mekanizmasinda gorev alan proteinlerin geneli “otofaji ile baglantili proteinler”
(Autophagy-related proteins) kisaca Atg proteinleri, maya ile yapilan calismalar
neticesinde bulunmustur (Xie ve Klionsky, 2007). Bu proteinlerin bir kismi1 ve baska
protein kompleksleri “otofajik kesecik” ya da “izolasyon membrani” olusumunda rol
alirlar. Hiicre icerisinde otofagozomlar “otofaji olusum merkezi” (Preautophagosomal
structure, PAS) denilen ve memelilerde golgi cisimcigi ile endoplazmik retikulum
yapilar1 arasina serpistirilmis gibi yer alan yapilarda ortaya c¢ikar. Otofajik kesecigin
kaynagi tam olarak belli olmamis olsa da cogunlukla yeni sentezlendigi ya da
endoplazmik  retikulum, mitokondri ve plazma membrami yapilarindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir (Kroemer ve ark., 2010). Kesecik olusumunda rol
alan proteinler ve protein gruplari PAS’a yoOnlendirilerek c¢ekirdegi olusmus olan
otofagozom membraninin uzamasit ve kesecik halini almasi gerceklesir. Bu calismada
bir otofaji belirteci olarak kullandigimiz LC3 proteini ayn1 zamanda Atg8 olarak da
isimlendirilmektedir. LC3 (Atg8) bir fosfotidil etanolamin (FE) yag molekiiliine
baglanir. Atgl2-Atg5-Atgl6 kompleksi de LC3’iin FE’ye baglanmasi i¢in gereklidir.
LC3’lin FE’ye baglanmasi, PAS’a zar taginmasi ve zar uzamasi i¢in gerekli bir olaydir.

Atg4 proteini kesecik olustuktan sonra gorevini tamamlayan LC3 proteinlerini yagdan
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kopartip yeniden kullanilmalarini saglamaktadir (Ohsumi, 2001; Shintani ark., 2004;
Xie ve Klionsky, 2007).

2.5. KARACIGER HASARI

Kronik hastaliklar viicudun herhangi bir yerinde meydana gelen, tam olarak iyilesmeyen
uzun siire devam edip bazen yasam boyu siiren, hatta is gérmezlik sinifina dahil edecek
derecede kalic1 sakatlik olarak nitelendirilebilen ve bulasicilik gdstermeyen
hastaliklardir. Diinya saglik orgiiti (WHO) 2005 yilinda, tahmin edilen yaklasik 58
milyon 0liimiin %60’ 1nm kronik hastalik kaynakli oldugunu bildirmistir (WHO, 2003).
Kronik karaciger hastaliklar1 kronik hastaliklar grubunda yer alan bir rahatsizliktir.
Viicudun deriden sonraki en biiyiik organi olan karaciger ayn1 zamanda salgisini safra
kanallar1 yolu ile duedonuma bosaltmasindan dolayr ekzokrin, sentezledigi bazi
maddeleri de direkt kana vermesi sebebi ile endokrin bir bezdir. Yetiskin karacigeri
yaklasik olarak 1500 gr agirhigindadir. Viicutta arteriyel ve vendz kanin birbirine
karistig1 tek organ olup yogun bir sinir ve dama agina sahip 2 lobdan olusur
(Mercanligil ve ark., 2008). Karaciger; besinlerin islenmesi, kanin depo edilmesi, lipid
metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi, protein metabolizmasi, safranin sentezlenip
salgilanmasi, hormonlarin, ilaclarin ve diger zararli toksik ajanlarm detoksifiye edilerek

atilmasi gibi 6nemli gorevlerde rol alan hayati bir organdir (Mizushima ve ark., 2008).

Oksidatif stres, maruz kalinan toksinler asir1 alkol tiiketimi, safra yolu tikanikliligi, viral
enfeksiyonlar gibi bircok durum akut ve kronik karaciger hasari olusumunda sebep
olarak gosterilmektedir (Stehbens ve ark., 2003). Hepatikfibrozis geri dondiiriilebilir bir
durum olup kronik karaciger hasarina yanit olarak olusur. Viicudun onarim ve savunma
mekanizmalariin yetersiz geldigi durumda karaciger fonksiyonunda bozukluk olusur.
Oksidatif stresin indiiklenmesi mitokondriyaldisfonksiyon ve antoksidan statiisiiniin
tikenmesinden kaynaklanir (Kitada ve ark., 2001). Karaciger sirozu karaciger
yetmezligine yol agan kronik karaciger hastaliklarimin kritik bir asamasidir. Hepatik
fibroz geri doniisii olmayan siroza yol acabilir ve hepatik fonksiyonun azalmasinda
dogrudan sorumlu olan kollajen ve ekstraseliiler matriks birikimi ile sonuclanan ¢oklu
hiicresel ve molekiiler olaylar1 igerir (Friedman ark., 1993; Pinzani ark., 2004). Sirozda
goriilen hiicre dis1 matriks birikimi stellat hiicreler gibi hiicre onciillerinin aktivasyonu

ile iiretilen fibroblastlarin aktivasyonundan kaynaklanmaktadir (Guyot ve ark., 2006).
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Karaciger yetmezligi modelleri gelistirmek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Cerrahi
modeller hepatikiskemi ve subtotal veya total hepatektominin kullanimini icerirken
(Makino ve ark., 2005), kimyasal modeller asetaminofen (Rahman ve ark., 2002),
karbontetrakloriir (Taniguchi ve ark., 2004), galaktozamin (Cuesta ve ark., 2006) ve
tioasetamid gibi ila¢ ve toksinlerin kullanimu ile gerceklestirilir (Pallottini ve ark.,

2006).

2.6. Tioasetamid (TAA)

Tioasetamid (TAA) baslangicta fungisit olarak kullanilmistir (Vadi ve ark., 1981).
TAA, esas olarak karaciger ve bobrekleri etkileyen zayif bir kanserojendir (Rekha ve
ark., 2008). TAA, karaciger fibrozu ve sirozun bir indiikleyicisi olarak kabul edilmistir
(Al-Attar ve ark., 2011). Tioasetamid tarafindan indiiklenen karaciger sirozu, asiri
peroksidasyonu ile (Muller ve ark., 1991) ve antioksidan durumun tiikkenmesi ile
iliskilidir (Abul ve ark., 2002). TAA hepatoseliiler nekroza sebep olur ve reaktif oksijen
tirlerinin  roliinii arastrmak i¢in kullanilir. Oksidatif stresin azalmasi cesitli
hastaliklarda ve deneysel karaciger hasar1 modellerinde hiicre hasarini, sirozu ve
fibrozisi azaltmak igin yararli olabilir (Lieber ark., 2003; Shapiro ark., 2006).
Antioksidanlar karaciger hasarmna sebep olan oksidatif stresi en aza indirebilirler

(Pavanato ve ark., 2007).

2.7. MELATONIN

Melatonin  (N-acaytil-5-metyoxytryptamine) giicli bir endojen antioksidandir.
Sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinde, uykuda bagisiklik sistemi aktivitesinde ve
serbest oksijen radikallerinin eliminasyonunda ¢ok onemli rol oynar (Allegra ve ark.,
2003). Antioksidan etkisini antioksidan enzim sentezinin indiiklenmesine yol acan G
protein bagimli reseptorleri araciligi ile uygular (Abdel-Vahab ve ark., 2001). Ayrica
melatoninin peroksil radikalleri, tekli oksijen tiirleri ve hidrojen peroksit gibi bir¢ok
toksik serbest radikal ile etkilestigi gosterilmistir (Reiter ark., 2008; Peyrot ark., 2006).
Melatonin siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi
antioksidan ve antioksidan enzimlerin aktivitesinin diizenlenmesini tetikleyebilir (Reiter

ve ark., 2005). Melatonin glutamil sistein sentetaz aktivitesini indiikler, bdylece bir
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bagka hiicre ici antioksidan glutatyon tiretimini uyarwr (Winiarska ve ark., 2006). Son
zamanlardaki c¢alismalarda melatoninin ¢esitli deneysel akut karaciger hasari
modellerinde sitoprotektif etki gosterdigi ve fibroblast proliferasyonunu ve kollajen
sentezini azalttigr gosterilmistir (Tahan ve ark., 2004) bu da melatoninin antioksidan
etkisi ile akut ve kronik karaciger hasar1 iizerinde terapdtik etkileri olabilecegini

gostermektedir(Tan ve ark., 2000).

Karacigerde toksisite yoluyla dogrudan hepatoselliiler hasar olusturulabildiginden
dolay1 hiicrelerin ©liime giderken hangi mekanizmayr kullandiginin anlasilmasi
karaciger hasarmi diizeltmeye yonelik c¢alismalarda Onemlidir. Bu nedenle
hepatoselliiler hasarin olusumunda oksidatif stresin neden oldugu hasar ile apopitoz,
nekroz ya da otofajinin roliiniin belirlenmesi ve melatoninin bu mekanizmalar iizerine

etkisi bu ¢calismanin ana konusunu olusturmaktadir.



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Dokularm Eldesi

Bu calismada Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde
(DEKAM) yetistirilen 35 adet 150-250 gr agirhigindaki 6-8 aylik Wistar albino tiirii
erkek sicanlar kullanilmigtir. Kafesler i¢inde tutulan sicanlara giiniin normal diizeninde
21 °C ve 12 saatlik aydinlik/karanlik ortaminda su ve besin ihtiyaclar1 saglanmistir. Bu
projeetik kuruldan 15.08.2018 tarihli etik kurul onay belgesi ile bilimsel arastirma
projeleri tarafindan TYL-2018-8511kodlu proje ile desteklenmistir. Tiim prosediirler
etik kurallara uygun bir sekilde gerceklestirilmistir. Denekler tartilip, agirliklar:

birbirine yakin olanlar bir araya getirilerek deney gruplari olusturuldu.
Grup I: Kontrol grubu (7 adet),

Grup II: Melatonin grubu (Mel grubu) (7 adet)

Grup III: Tiyoasetamid (TAA grubu) (7 adet)

Grup IV: Melatonin + Tiyoasetamid grubu (Mel+TAAgrubu ) (7 adet)
Grup V: Tiyoasetamid + Melatonin grubu (TAA+ Mel grubu) (7 adet)
Deney prosediirii

Grup I: Kontrol grubuna ait deneklere ip olarak serum fizyolojik verildi.
Grup II: Melatonin tek doz 10 mg/kg deneyin ilk giinii uygulandi.

Grup III: Deney grubuna ait deneklere karacigerde akut hasar olusturmak amaciyla 24

saat arayla 300 mg/kg 2 doz tiyoasetamid verildi.

Grup IV: Melatonin, tiyoasetamid uygulamasindan 24 saat once 10 mg/kg i.p olarak tek
doz uygulandi. TAA melatonin uygulamasindan sonra 24 saat arayla 300 mg/kg 2 doz

verildi.

Grup V: Tiyoasetamid 300 mg/kg ip olarak 24 saat arayla 2 doz uygulamasindan sonra
10 mg/kg tek doz melatonin uygulandi.
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Deney sonunda denekler tartilip agirliklar1 kaydedildi, ketamin+ksilazin anestezisi
altinda kanlar1 alinip, hayatlarma son verilen erkek sicanlardan alinan karaciger dokular1
%4’ liik formaldehit solusyonunda tespit edildi. Tespit soliisyonlarinda 72 saat bekleyen
testis dokular1 asagidaki tabloda ayrintili olarak verilmis olan doku hazirlama metodu

ile bloklanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Isik mikroskobu doku hazirlama teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Musluk suyu 1 gece 9 %50 Ksilen- Alkol | 10 dakika
2 %50 Alkol 1 saat 10 | %70 Ksilen-Alkol | 10 dakika
3 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
4 % 80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
5 %96 Alkol 1 saat 13 Ksilen 20 dakika
6 Absolii Alkol 1 saat 14 Eriyik parafin 1 gece
7 Absolii Alkol 1 saat 15 Bloklama
8 Absolii Alkol 1 saat

Artan alkol serilerinden gecirilerek sudan kurtarilan dokular ksilen ile
seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi. Alman 5 pm’luk kesitler
polilizin kapli lamlara yayildi. Hazirlanan lamlar standart histolojik yOntemler
kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastiriddi ve % 100’den baslayarak inen alkol
serilerinden gegirilip sulandirildi. Genel histolojik yapiy1r gormek amaciyla kesitler
Hematoksilen-Eozin (H+E) (Tablo3.2), Periyodik Asit Shiff (PAS) (Tablo3.3) ile

boyanarak Once artan alkol serilerinden daha sonra ksilenden gegirilerek incelendi



Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin boyama teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 1 saat 13 Akarsu 5 dakika
) Ksilen I 20 dakika 14 Eozin 3-5 dakika
3 Kisilen 1T 20 dakika 15 Akarsu 5 dakika
4 Ksilen III 20 dakika 16 %50 Alkol 10 dakika
5 Absolu Alkol 1 20 dakika 17 %70 Alkol 10 dakika
p Absolu Alkol IT 20 dakika 18 %80 Alkol 10 dakika
. %96 Alkol 20 dakika 1 %96 Alkol 10 dakika
g %80 Alkol 20 dakika 20 Absolu Alkol 1 10 dakika
. %70 Alkol 20 dakika )1 Absolu Alkol IT 10 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika . Ksilen I 20 dakika
Akarsu 5 dakika Ksilen 11 20 dakika
11 23
Hematoksilen 5-8 dakika Kapatma
12 24
Tablo 3.3. Periyodik asit shiff boyama teknigi
Sira Yapilan islem Siire
1 Deparafinizasyon ve rehidratasyon
2 Periodik Asit 5 dakika
3 Distile suda yikama (3kez) 2 dakika
4 Shiff soliisyonu 15 dakika
5 Suda yikama 5-10 dakika
6 Harris Hematoksilen 5 dakika
7 Asit alkol 1-2 saniye
8 Suda yikama 5 dakika
9 Absolii alkol 10-15 saniye
10 Ksilen 30 dakika
Entellan ile kapatma

29
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3.2. Immunohistokimyasal Uygulama

Deneydeki karacigere ait dokularda kaspaz-3 (Anti-Caspase-3 antibody, Abcam)
reseptor-etkilesimli protein kinaz-3 (RIPK3) (Anti-RIP3 antibody, Abcam) ve
mikrotiibiil-iligkili protein hafif zincir-3 (LC3) (LC3B antibody, Novus) molekiiliinii
belirlemek i¢in avidin-biotin-peroksidaz yontemi ile immunohistokimya uygulandi. Bir
gece 60°C’de tutulan once ksilen sonra dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidrate
edilen kesitler daha sonra fosfat tampon (PBS) ile 3 defa 5’er dakika yikandi. Daha
sonra antijen geri kazanimi i¢in %5°’lik sitrat tamponu ile mikrodalga firmda 600W’de
3XS5 defa kaynatilan kesitler 20 dakika oda 1sisinda ayni tampon soliisyon i¢inde
bekletildi. PBS ile tekrar yikanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesini engellemek
icin 5 dakika %3 hidrojen peroksit (H>O») ile muamele edildi. Bundan sonraki agamalar
icin (LabVision, Ultra Vision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP
TP-125-HL) boyama kiti kullanildi. Tekrar tamponla yikanan kesitlere antijenik
alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasmi saglamak icin oda sicakliginda 20
dakika Blok serum uygulandi. Hemen ardindan kesitler primer antikor ile 1 gece
+4°C’de bekledikten sonra 20 dakika inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak, birincil
antikor yerine PBS kullanildi. Yikama isleminden sonra kesitler fare dokularmna
baglanabilen biotin-sekonder antikor ile 30 dakika inkiibe edildi ve ardindan yikama
islemi tekrarlandi. Daha sonra AB enzim ayraci ile 30 dakika muamele edilen kesitler
yikanarak immun reaktiviteleri goriiniir hale getirmek icin diamino benzidin (DAB)
(DAB Plus SubstrateSystem, TA-125-HDX, thermoscientific) ile 1-10 dakika muamele
edildikten sonra 5 dakika deiyoinze H2O ile yikandi. Gill hematoksilen ile karsit
boyanan kesitler birkac kez deiyoinze H20 ile yikandi. Son olarak artan alkol serileri ile
suyu uzaklastirilarak ksilenden gecirilen kesitler kapatma ortami (Entellan®, Merck) ile
kapatilarak 151k mikroskobunda incelendi. Primer antikorlarin diliisyonlar1 (Labvision,
antibodydiluent OP QUANTO (ThermoScientific, TA-125-ADQ)) soliiyonu ile antikor
tretici firmanin direktifleri dogrultusunda hazirlanmistir. Boyama metodu asagidaki

tabloda ayrintili olarak verilmistir (Tablo 3.4).

3.3. ELISA

Deneklerden almman karaciger dokularinda tissue growth factor-beta (TGF-fB1)

(Transforming Growth Factor Betal ELISA Kit E-EL-R0084) ve tumor necrosis factor-
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alpha (TNF-a) (Tumor Necrosis Factor Alpha ELISA Kit, E-EL-R0019) ELISA
yontemiyle analiz edildi. Deneklerden alinan karaciger dokular1 -80 [1C’de saklandi.
Analizi yapilmak iizere alman dokularmm homojenatlar1 c¢ikarildiktan sonra sitrat
icermeyen tiiplere alindi ve 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
serumlardan ELISA Kkitleri ile serum TGF-B ve TNF-a seviyeleri belirlendi. Sigcan elisa
kit protokoliine gore testler yapildi. Kitten ¢ikan biitiin iirtinler kullanmadan 6nce 30
dakika oda 1sisinda tutuldu. Kitten ¢ikan 15 ml yikama soliisyonu distile su ile 300
ml’ye tamamlanarak yikama soliisyonu hazirlandi. Her bir kuyucuga 50 pl standart veya
orneklerin serumlar: eklendi. Kor kuyucuk hari¢ digerlerine 50 pul HRP konjugati ve 50
ul antikor eklenerek 37 °C’de bir saat inkiibe edildi. Daha sonra plate alinarak otomatik
washing cihazinda yikama soliisyonu ile ii¢ kez yikandi. Kuyucuklara 50 plsubstrat A
ve B eklendi. Karistirilip 37 °C 15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 50 pl sonlandirma

soliisyonu eklendi ve 450 nmmikroplate’de okutuldu.

Tablo 3.4.Immiinohistokimya boyama teknigi

1 Etiiv (60 °C) 1 saat

2 Ksilen I 5 dakika

3 Kisilen IT 5 dakika

4 Kisilen ITT 5 dakika

5 Absolii Alkol 10 dakika

6 %96 Alkol 10 dakika

7 %80 Alkol 10 dakika

8 %70 Alkol 10 dakika

9 Distile Su 3 kez yika

10 %S5 SitratBuffer 10-20 dakika

11 PBS 2x5 dakika

12 %3 H202 5 dakika

13 PBS 3x5 dakika

14 Normal Serum 20 dakika (sicak uygulama)

15 Primer Antikor Bir gece +4 derecede sonra
20 dakika sicak uygulama

16 PBS 3x5 dakika

17 Sekonder Antikor 30 dakika (sicak uygulama)

18 PBS 3x5 dakika

19 StrepavidinHorseRadishPeroksidaz 10 dakika (sicak uygulama)

20 PBS 3x5 dakika
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21 Kromojen DAB (3-5 dakika)
(sicak uygulama)

22 Distile su Yika

23 Hematoksilen 3-4 dakika

24 Musluk suyu 5 dakika

25 Distile su Yika

26 %70 Alkol 5 dakika

27 %80 Alkol 5 dakika

28 %96 Alkol 5 dakika

29 Absolii Alkol 5 dakika

30 Ksilen I 5 dakika

31 Kisilen IT 5 dakika

32 Kisilen ITT 5 dakika

33 Kapatma

3.4. BIYOKIMYASAL ANALIZ

Biyokimyasal analizler denekler anestezik maddeler ile uyutulduktan sonra sirt iistii
yatirildi ve karin 6n duvarindan V harfi seklinde kesi yapilarak karmn bosluguna girildi.
Hayvanlarin i¢ organlar1 sola dogru alinarak abdominal vena cava inferior’dan enjektor
yardimiyla kan alindi ve kan serumunda Alanin Amino transferaz (ALT), Aspartat
amino transferaz (AST) ve Alkalen fosfataz (ALP) degerleri Erciyes Universitesi

Merkez Biyokimya Laboratuarinda hizmet alimi yapilarak analiz edildi.
3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tiim istatistiksel analizler SPSS.22 Analitik programinda yapildi. Veriler ortalama +
standart hata olarak belirlendi. Sonuclar ANOV A yontemiyle degerlendirildi. Post hoc
analiz i¢in Tukey Testi kullanilds. Istatistiksel analiz p< 0.05 olarak degerlendirildi.



4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger dokusu boyamalarinin hepsinde vena sentralisten 1ginsal
bir sekilde organize olmus diizenli hepatosit hiicre kordonlar1 gozlendi. Siniizoidler ise
hiicre kordonlarinin arasinda diizenli bir sekilde gozlenirken, portal alanlar diizenli bir
yerlesime sahipti. Hepatosit hiicre ¢ekirdeklerinin nukleoluslar: belirgin olacak sekilde
gozlendi (Sekil 4.1.A). PAS boyama sonrasi hepatositlerin kuvvetli PAS+ reaksiyon
verdigi gozlendi (Sekil 4.2.A).

Mel grubuna ait karaciger dokularmnin genelinde normal karaciger dokusuna benzer
yapilanmalar gozlendi (Sekil 4.1.B). Hepatositlerdeki PAS+ reaksiyonu kontrol
grubuyla kiyaslandiginda ayni oranlarda oldugu belirlendi (Sekil 4.2.B).

TAA grubuna ait karaciger dokularmin genelinde klasik lobiil yapilanmasinda kiigiilme
izlendi. Merkezde bulunan vena sentralisten 1smsal uzanan hiicre kordonlarinda
bozulma, siniizoidlerde daralma gozlendi. Bazi vena sentralislerin ¢evresinde bag
dokusu artis1 gdzlenirken, ¢ogunlukla portal alanlarin bulundugu bolgelerde yogun bir
bag dokusu artig1 vardi. Tim deneklere ait karaciger dokularinin genelinde obekler
halinde bag dokusu yapilar1 bulunmaktaydi. Bag dokusu yogunlugu bulunan bdlgelerde
yogun l6kosit infiltrasyonu gozlendi. Ustelik bu bag dokusu alanlarinda birbirinden
ayrilmig daha asidofil boyanan hepatositlerde dikkat c¢ekiciydi. Klasik lobiil
yapilanmasini olusturan hiicrelerin bazilarinda yogun asidofili gdzlendi. Ayrica vena
sentralis yakinlarinda bulunan bazi hepatositlerde mikrovezikiiler yaglanma da gézlendi
(Sekil 4.1.C). Ayrica kontrol grubuna ait preparatlarla kiyaslandiginda hepatositlerdeki
PAS+ boyanma yogunlugu neredeyse hi¢ gozlenmezken, bag dokusu artist bulunan

bolgelerde daha kuvvetli bir PAS+ reaksiyonu s6z konusuydu (Sekil 4.2.C).
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Mel+TAA grubuna ait karaciger dokular1 incelendiginde TAA grubuna ait karaciger
dokularma benzerlik gosterdigi belirlendi. Portal alanlarda olusan artmis bag dokusu
artist bu grupta da devam ederken bazi alanlar kiyaslandiginda bag dokusunda bir
miktar azalma oldugu gozlendi. Fakat bu azalma 6nemli bir farklilik derecesine sahip
degildi (Sekil 4.1.D). Fakat PAS boyanmis preparatlar incelendiginde kontrol grubuna
gore PAS+ reaksiyon veren hepatosit sayisi 6nemli miktarda azalirken, TAA grubu ile

kiyaslandiginda bir miktar artig oldugu belirlendi (Sekil 4.2.D).

TAA+Mel grubuna ait karaciger dokular1 incelendiginde, TAA ve Mel+TAA grubuna
kiyasla portal alanlardaki bag dokusunda 6nemli miktarda azalma belirlendi. Bunun
yan1 sira hepatosit dizilimi ve siniizoidlerde de daha uyumlu bir goriiniim izlendi (Sekil
4.1.E). Ayrica PAS+ reaksiyon veren hepatosit hiicre sayisinda da artis gdzlendi. Bu
artiy, TAA ve Mel+TAA grubuna kiyasla daha belirgindi (Sekil 4.2.E). Histolojik
degerlendirmelere ait bulgular asagidaki tabloda da ayrintili sekilde verilmektedir
(Tablo 3.5.). Degerlendirme negatif (-), hafif (+), orta (++) ve yogun (+++) derecede
olacak sekilde yapilmustir.

Tablo.4.1. Gruplar arasindaki karaciger skorlamasi.

Kontrol TAA Mel Mel+TAA | TAA+Mel
Hepatosit
hiicre - ++ - + +
dejenerasyonu
Steatozis - - - - -
Lobiiler - ++ ; ++ +
infiltrasyon
Portal - +++ - +++ ++
infiltrasyon
Glikojen 4+ - +H+ + +
depolanmasi
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4.2. Immunohistokimyasal Bulgular

TAA’in karaciger dokusunda olusturdugu hasar ve Mel’nin tedavi ve koruyucu etkisi
151k mikroskobik olarak incelendi. Karaciger dokusu hiicrelerinde meydana gelen hasar
sonucu olusan hiicre Oliimlerinden apopitoz, nekroz ve otofajiden hangisinin dokuda

daha fazla bulundugunun belirlenmesi amaciyla, apopitotik hiicre 0lim

mekanizmasindan efektor bir kaspaz olan kaspaz-3, nekroz hiicre 0lim

mekanizmasindan RIP3, otofajik hiicre 6liim mekanizmasmdan da LC3’iin dokudaki
miktarlar1 belirlendi. Elde edilen veriler asagidaki tabloda ayrmntili olarak verilmistir

(Tablo 4.1.).

Tablo.4.2. Kaspaz-3, RIPK3 ve LC3 ait immunuhistokimya sonuglari.

Grup Kontrol Mel TAA Mel+TAA | TAA+Mel |p

Kaspaz-3 | 34.44+13.04 | 41.60+7.31° | 43.765.95" | 44.68+15.07° | 44.17+5.42° | 0.001
RIP3 42.56+7.82° | 43.06+13.57" | 50.26+5.82" | 51.05+8.03" | 48.02+8.37° | 0.001
LC3 38.13+5.31* | 44.82+45.31° | 46.83+6.55" | 46.08+6.55" | 44.23+4.98" | 0.001

Veriler +standart sapma olarak gosterilmistir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir. Ayn1 harfi iceren (a ve b)
gruplararasinda anlamli fark bulunmamaktadir.

Kaspaz-3; Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda kaspaz-3 pozitif hiicre sayisi
yiizdelik olarak hesaplandiginda istatistiksel olarak anlamli olarak bir artis oldugu
gozlendi. Bu artis Mel grubunda en yiiksek seviyede oldugu belirlenmis olup, diger
TAA, Mel+TAA ve TAA+Mel gruplarinda azalma olmasina ragmen istatistiksel
yonden anlamli bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.3). Kaspaz-3 pozitif hiicreler
cogunlukla vena sentralis ¢cevresinde bulunan ve yakin komusulugunda olan hepatosit
kordonlarinda bulunurken, daha az miktarda da klasik lobiil periferinde yer aldiklar:
gozlendi. Kaspaz-3 boyamasina ait negatif kontrol preparatinda herhangi bir boyanma

gozlenmedi (Sekil 4.3.F).

RIP3; Kontrol ve Mel grubunda pozitif hiicre yiizdesi arasinda anlamli bir farklilik
bulunmazken, diger gruplar ile aralarinda istatistiksel yonden anlaml bir artis oldugu
belirlendi. TAA, Mel+TAA ve TAA+Mel gruplar1 arasinda RIP3 pozitif hiicre
yiizdesinde istatistiksel olarak herhangi bir farklilik gézlenmedi (Sekil 4.4). RIP3 pozitif
hiicreler TAA, Mel+TAA ve TAA+Mel gruplarinda klasik lobiilii olusturan hepatosit
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dizilimin her yerinde daginik olarak yerlestigi belirlendi. RIP3 boyamasma ait negatif
kontrol preparatinda herhangi bir boyanma gézlenmedi (Sekil 4.4.F).

LC3; Kontrol grubuna ait pozitif hiicre yiizdesi diger gruplarla karsilastirildiginda LC3
pozitif hiicre yiizdesinin tiim gruplarda anlamli derecede artmis oldugu belirlendi. Mel,
TAA, Mel+TAA ve TAA+Mel gruplarma ait dokularda gozlenen LC3 pozitif alan
yiizdesinde anlamli bir farklilik gézlenmedi (Sekil 4.5). LC3 pozitif hiicreler TAA,
Mel+TAA ve TAA+Mel gruplarinda klasik lobiilii olusturan hepatosit dizilimin her
yerinde dagmik olarak yerlestigi belirlendi. LC3 boyamasina ait negatif kontrol

preparatinda herhangi bir boyanma gézlenmedi (Sekil 4.5.F).



4.2. ELISA Bulgulan
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Deney sonunda deneklerden alinan karaciger dokularinda TNF-o ve TGF-f diizeyleri

belirlendi. TNF-a diizeyi kontrol grubu diger gruplarla karsilastirildiginda sadece
TAA+Mel grubunda anlaml bir artis oldugu belirlendi. Ayrica TAA+Mel grubu TGF-f3

diizeyi, kontrol grubuna gore TAA grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlendi. TAA grubu ile diger gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gozlenmedi (Tablo 4. 2).

Tablo.4.3.Tiim deney gruplarma ait karaciger doku orneklerinde TNF-o ve TGF-B

diizeyleri verilmektedir. Degerlerortalama + standart hata olarak verilmistir.

Grup Kontrol Mel TAA Mel+TAA TAA+Mel )4
TNF-a 46.25+10.84%° | 50.47+13.80°° | 50.96+22.78% | 32.67+10.07* | 70.62+20.63° | 0.004
TGF-p 45.9649.90° | 39.56+10.27™ | 24.0249.45° | 28.62+15.15® | 29.22+19.72® | 0.040

Veriler tstandart sapma olarak gosterilmistir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir. Ayn1 harfi iceren (a ve b)
gruplararasinda anlamli fark bulunmamaktadir.




4.3. Biyokimyasal Bulgular
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Deney sonucu alman kan serum Orneklerinde AST, ALT ve ALP seviyeleri

degerlendirildi.

Kontrol grubu AST

seviyesi

Mel ve TAA+Mel grubu

ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik oldugu belirlendi. ALT seviyesi

kontrol grubu Mel ve TAA+Mel grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir artis oldugu

belirlendi. ALP seviyesinde ise kontrol grubuna kiyasla Mel+TAA grubunda azalma

oldugu belirlenirken, Mel grubu ile arasinda anlamli bir artis oldugu belirlendi (Tablo 4.

3).

Tablo.4.4. Tiim deney gruplarina ait serum AST, ALT ve ALP seviyeleri verilmektedir.

Degerlerortalama + standart hata olarak verilmistir.

Grup | Kontrol Mel TAA Mel+TAA | TAA+Mel d

AST | 150.14£61.65° | 4853.42+3692.94° 33138401535' 83.42£17.32 | 5645 5024436.86" | OO0
ALT | 73,14£13.50° | 3117.00+1187.11° 2?3'601’176'3 51424637 | 4480.66+2180.70° | 0001
ALP | 2607125408% | 342.71271.630 | 200046725 295-141’47-8 209 16:72. 06" | 0-005

Veriler tstandart sapma olarak gosterilmistir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir. Ayn1 harfi igeren (a ve b)

gruplararasinda anlamli fark bulunmamaktadir.




5. TARTISMA VE SONUC

Karaciger; viicudun savunmasi, besinlerin islenmesi, lipid ve protein metabolizmasi,
bilirubinin uzaklastirilmasi, safra yapimi, glikojenin depo edilmesi, ilire sentezi, kan
yapimi, kanin filtrasyonu, zehirli maddelerin ve ilaglarin detoksifiye edilmesi gibi pek
cok Oonemli gorevleri olan hayati bir organdir. Bu durumda karacigerin cevre kirliligi
etkenlerine, toksik maddelere, kemoterapotik ajanlara maruz kalmasi kagcinilmazdir. Bu
durumda da karaciger rejenerasyon yetenegi sayesinde bu ajanlarin verdigi hasarlari
onarmaya calisir (Wang ve ark., 2005). Karacigerin kendini yenileme mekanizmasi
yikici ajanlarin etkilerini yeterli sekilde ortadan kaldiramazsa karacigerin normal yapisi
bozulmaya baglar. Ekstraselliller matriks proteinleri ve kollajen “Disse araligi’nda
birikmeye baslayarak bag dokusu artisina sebebiyet verebilir (Wang ve ark., 2005).
Viicuda giren toksik ajanlarin metabolize edilememesi sonucu hiicrelerde olusan serbest
radikaller karaciger hasarmna sebebiyet verir (Naziroglu ve ark., 1999). Karacigerde
olusan hasar erken donemde kendi kendini onarabilir fakat ilk evrelerde belirlenip
tedavi baslatilmazsa fibrozis, hatta takiben siroza kadar uzanan geridoniisiimsiiz hasar
s0z konusu olabilmektedir. Bu sebepledir ki karaciger iizerine koruyucu ve tedavi edici
etkileri olan maddeler halen arastirilip iizerinde caliymalar yapilmaktadir. Bu
sebeplerden biri de karacigerin tedavisi i¢in kullanilan ilaclarin yetersizligi ve ilaclarin
yan etkileridir (Ozbek ve ark., 2004). Bu bilgiler géz 6niinde bulundurularak, bu
caligmada da bir toksik ajan olan TAA ile oksidatif hasar olusturulmasi, melatoninin de

bu hasar karsisinda koruyucu ve tedavi edici etkisinin arastirmasi amag¢lanmistir.

TAA fungisit olarak, kaucuk maddesinin vulkanizasyon isleminin hizlandirilmasinda,
organik coziiciilerde, kagit, deri, tekstil sanayisinde ve motor yagi stabilizasyonunda da
kullanilir. TAA’in hipotoksisitesi ilk olarak 1948 yilinda Fitzhug ve Nelson tarafindan
bildirilmis olup TAA’in tek doz ile hayvanlarda sentralobiiler bicimde nekroz
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olusturdugu ve yanit olarak da hiicresel bir yenilenmenin gerceklestigi gosterilmistir
(Mangipudy ark., 1995; Okuyama ark., 2003). TAA’in diizenli bir sekilde kullanimi ise
karacigerde siroza ve kanser olusumuna sebebiyet vermektedir (Low ark., 2004;
Moreira ark., 1995; Natarajan ark., 2006). TAA ile indiiklenmis karaciger hasarinda
oksidatif stresin onemli bir rolii oldugu belirtilmis fakat TAA indiiklii hasarda oksidatif
stres mekanizmasi hala agiklanamamistir. Ancak taurin, Butea monosperma oziitii,
melatonin gibi antioksidanlarin TAA ile indiiklenmis hasarlara karsi koruyucu etkileri
rapor edilmistir (Bruck ark., 1999; Abbasoglu ark., 2001; Sanz ark., 2002; Cruz ark.,
2005; Sehravat ark., 2006; Tunez ark., 2005). Daha 6nce tanimlanan akut karaciger
hasarli sigan modellerinde TAA, fulminan karaciger yetmezligini indiiklemek i¢in intra
peritonal olarak uygulanmis ve yiiksek bir 6liim oranina neden olmustur (Shapiro ark.,
2006; Belanger ark., 2005). Bu ¢calismada da TAA, Mel+TAA ve TAA+Mel gruplarinda
TAA enjeksiyonu deneklerden bir kaginin Oliimiine neden olmustur. Bu nedenle
yeniden hayvan alimi gergeklestirilerek grup sayisi tamamlanmistir. Bir caligmada, tek
doz TAA ile birlikte karnosin uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edilen sicanlarin
TAA grubunda hepatosit dejenerasyonu, hepatositlerin sentralobiiler nekrozu,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu oldugu, AST ve ALT degerlerinde anlamli bir artis
oldugu gozlenmistir. Bu degisikliklerin karnosin ve TAA ile tedavi edilen sicanlarin
karaciger dokularinda neredeyse yok oldugu gozlenmistir (Mehmetgik ve ark., 2008).
Saleh ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada tiyoasetamid ile indiiklenen karaciger
hasar1 lizerindeki bir fitoOstrojen olan genisteinin (GEN) sicanlarda olasi koruyucu
etkilerini incelediklerinde, TAA kaynakli karaciger hasarinin, karaciger biyobelirtecleri,
oksidatif stres belirtecleri ve karaciger enflamatuar sitokinlerinin serum seviyelerinde
biiylik degisiklikler ortaya cikardigi gozlenmistir. Sicanlarda TAA kaynakli karaciger
hasarmin tedavisinde AST, ALT, total ve direkt bilirubinin serum seviyelerini
diisiirdiigli, albiimin serum seviyesini arttirdigi, karaciger hasarini azalttigi ve bu
hepatoprotektif roliin, anti-enflamatuar ve antioksidan 6zelliklerine atfedildigi sonucuna
varilabilecegini bildirilmislerdir. Calismamizda kontrol ve Mel grubuna ait karaciger
doku Orneklerinde herhangi bir anormallige rastlanmamis olup, doku ve hiicre
biitiinliigii yapisinin devam ettigi gézlemlendi. TAA uygulanan gruba ait karaciger doku
orneklerinde hepatosit dejenerasyonu, klasik lobiil yapilanmasinin periferinde ve
cogunlukla portal alan bolgelerinde artmis bag dokusu ve hiicre infiltrasyonu oldugu

gozlenmistir. Bag dokusu artis1 klasik lobiil yapilarinin periferinde kalan hepatositlerde



46

degisiklige neden oldugu, bu bag dokusu artisinda kalan hepatositlerin daha asidofilik
boyandig1 gozlendi. Yukarida bahsedildigi iizere yapilan caligmalarda oldugu gibi
calismamizda da AST, ALT ve ALP degerlerinde 6nemli derecede artig s6z konusuydu.
Sadece histolojik bulgularla kiyaslandiginda Mel’nin tedavi edici etkisinin histolojik
olarak koruyucu etkisinden dokuda daha fazla diizelme oldugunu gozlemlerken,
biyokimyasal analizlerde AST, ALT degerlerinin Mel+TAA grubunda kontrole daha
yakm bir sonug elde ettik. TAA+Mel grubunda ise histolojik diizelmeye paralel bir
AST, ALT sonucuna rastlanmadi. Bu c¢alismada hem koruyucu hem de tedavi edici

etkisinin arastirilmasi iizerine melatonin tercih edilmistir.

Melatonin in vitro ve in vivo caligmalar ile hiicre koruyucu ve antioksidan etkiye sahip
bir hormon olup Melatoninin kanser ve yaslanma karsiti olabilecegi de O©ne
stiriilmektedir (Shulman ve ark., 2000). Melatonin sentezlendikten sonra pineal bezden
direkt dolasima verilir. Lipofilik 6zellikte oldugu icin hiicrelerin biitiin boliimlerine
ulagabilen melatonin i¢in sitozolik bolgeler ve niikleer baglanma bdolgeleri
tanimlanmugtir (Lemieux ve ark., 2000). Bu sekilde melatonin; ¢ekirdegi, organelleri ve
hiicre zarin1 etkili bir sekilde serbest radikallerin hasarlarina kars1 koruyabilmektedir.
Melatonin hiicre membranina temas edince, fosfolipid tabakanin dis yiizeyine tutunarak
serbest radikaller ile membrandan Once temasa gecer ve onlar1 detoksifiye ederek
membrant korur. Melatoninin c¢ekirdege kadar ulasabilmesi ve DNA’nin oksidatif
hasara karst korunmasmi saglamasi melatonine ayri1 bir istiinliik saglamaktadir
(Lemieux ve ark., 2000; Kozirog ve ark., 2011). Yapilan cesitli c¢aliymalarda
melatoninin oksidatif karaciger hasarina karsi da etkili olduguna isaret edilmistir.
Melatoninin karbon tetrakloriir uygulanan farelerde karaciger lipid peroksidasyonunu
azalttig1 gosterilmistir. Alkol kaynakli karaciger hasarmda oksidatif stresi, inflamatuar

yanit1 ve apoptozisi de azalttig1 yoniinde bulgular bildirilmektedir (Tran ve ark., 2009).

Ohta ve arkadaslar1 (2000) Melatoninin tedavi edici etkisini arastrmak icin
karbontetrakloriir kullanarak olusturduklar1 karaciger hasarinda ciddi bir sekilde
iyilesme oldugu sonucuna varmuslardir. Baska bir calismada formaldehit indiiklii
karaciger hasar1 lizerine yaptiklar1 caliymada toksik grupta portal alanda bulunan
hepatositler PAS- iken melatonin uygulanan grupta tiim alanda PAS+ boyanma
goriilmiistiir (Le ve Tappy, 2006). Bizim calismamizda ise kontrol ve Mel grubunda
PAS boyama sonrasi hepatositlerin kuvvetli PAS+ reaksiyon verdigi gozlendi. TAA
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grubu kontrol grubuna ait preparatlarla kiyaslandiginda hepatositlerdeki PAS+ boyanma
yogunlugu neredeyse hi¢ gozlenmezken, bag dokusu artis1 bulunan bolgelerde daha
kuvvetli bir PAS+ reaksiyonu s6z konusuydu. Mel+TAA grubunda PAS+ reaksiyon
veren hiicre sayisit azalmisti, fakat TAA grubuna kiyasla sayilabilecek olciide PAS+
reaksiyon veren hiicreler gozlendi. TAA+Mel grubunda ise PAS+ reaksiyon veren
hepatosit hiicre sayisinda da artis gdzlendi. Bu artis TAA ve Mel+TAA grubuna kiyasla
daha belirgindi. PAS boyama sonucglarina gére TAA’in Onemli 6lgiide karaciger
glikojen depolamasim etkiledigi Mel’nin ise bu durumu az miktarda da olsa diizelttigi
sonucuna varilmistir. Bir caligmada sicanlara 12 hafta boyunca TAA, baska bir gruba
ise giinliikk 4 hafta boyunca melatonin uyguladiktan sonra takip eden 12 hafta boyunca
TAA uygulamislardir. Serum analizlerinin sonuglari, TAA uygulanan grupta AST, ALT
ve ALP'nin etkinligi, melatonin+tioasetamid alan grupla karsilastirildiginda daha
yiiksek oldugunu gostermistir. Melatoninin proinflamatuar sitokinlerin konsantrasyonu
tizerindeki etkisine iliskin immiinoenzimatik bulgular bu verileri dogrulamistir.
Karaciger homojenatlarindaki biyokimyasal incelemelerde melatonin alan TAA indiiklii
karaciger hasar1 bulunan hayvanlarda istatistiksel olarak anlamli iyilesme oldugu

goriilmiistiir (Czechowska ve ark., 2015).

Bizim calismamizda Mel hem TAA Oncesi hem de TAA sonrast uygulanarak hasara
kars1 koruyucu ve tedavi edici etkisinin hepatoselliiler 6liim mekanizmalarmin da
incelenmesiyle ortaya c¢ikarilmasi1 amacglanmistir. Sonuglarimiza goére Mel TAA
uygulamasi 6ncesinde dokuda histolojik olarak az miktarda iyilesme sagladigi sonucuna
varilirken, TAA uygulamasi sonrasi dokuda olusan hasar1 onemli Olgiide azalttigi
sonucuna varimistir. Doku klasik lobiil yapilanmasi, TAA tarafindan 6nemli dlciide
hasar gormiis, dokuda ciddi bag dokusu olusumu godzlenmistir. Hepatosit hiicre
yapisinda ve hiicre kordonlarinda dagilmalar, siniizoid yapilanmasinda bozulmalar
izlenmistir. TAA Oncesi verilen Mel’nin dokuda bu yapilanmanin bozulmasina simirli
oranda engel oldugu sonucuna varilmistir. Fakat TAA sonrasi uygulanan Mel’nin ise
dokuda olusmus bag dokusunda azalma sagladigi, hiicre yapisinda ve kordon
olusumunda ise diizelmelere neden oldugu gozlenmistir. Bu sekilde bu calismada
Mel’nin koruyucu etkisinden ziyade tedavi edici etkisinin daha etkili oldugu sonucuna
vartlmigtir. Caligmamizda dokudaki hasar, koruma ve tedavi etme siirecinin yani sira
hem TAA’in hem de Mel’nin hepatoselliiler 6liim mekanizmalarini nasil etkiledigi de

degerlendirilmeye alinmistir. Yapilan immiinohistokimya boyama sonucunda apoptoz
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hiicre 6liim mekanizmasinda bir belirte¢ olan kaspaz-3, nekroz belirteci olarak RIP3 ve
otofaji belirteci olarak da LC3 proteinleri tercih edilerek dokudaki pozitif hiicre oranlar1
hesaplanmigtir. Calismamizda kaspaz-3 boyama sonucu dokuda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda diger gruplarin tamaminda kaspaz-3 pozitif hiicre yiizdesinde artis
oldugu tespit edilmistir. Diger gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda istatistiksel
yonden herhangi bir farklilik olmadig1 sonucuna varilmistir. Yapilan bir cahismada TAA
ile indiiklenmis hepatoselliiler karsinoma iizerine D vitamini etkisi arastirilmis ve
TAA’in dokuda TGF-B seviyesinde azalma, uygulanan tedavinin ise kaspaz-3
seviyesinde artisa neden oldugu goézlenmistir (Ebrahim ve ark., 2018). Baska bir
caligmada da TAA ile indiiklenen karaciger hasarinda silostazolun etkisi arastirilmistir.
Calismanm sonuglarina gére TAA uygulanan grupta TNF-a ve kaspaz-3 seviyesinde bir
artiy oldugu, silostazoliinde bunu 6nemli derecede azalttig1 sonucuna varilmistir (EI
Awdan ve ark., 2018). Bizim ¢alismamizda da bu sonuglara benzer yonde TAA kaspaz-
3 oraninda artigsa neden olurken, TGF- seviyesinde azalmaya neden oldugu belirlendi.
Ayrica TNF-a seviyesinde Mel+TAA grubunda azalma, TAA+Mel grubunda ise de bir
artis oldugu belirlendi. Caligmada kullanilan tek doz Mel (10 mg/kg)’nin hem TNF-a
hem de TGF-f seviyelerinin diizenlenmesinde kismi derecede diizelme sagladigi
kanisma varildi. TAA ile indiiklenmis karaciger hasar1 olusturulan bagka bir caligmada
ise sonug¢larimiza benzer sonuglar elde edilmistir. Bu ¢calismanin sonuglarina gére AST,
ALT, TNF-o ve TGF-B ve kaspaz-3 seviyelerinde artis oldugu gozlenmistir. Fakat bu
calismada koruyucu olarak kullanilan mesalazin dokuda ve yukarda bahsi gecen

parametrelerde diizelmeye sebep olmustur (Ramadan ve ark., 2018).

Nekroz belirteci olarak kullandigimiz RIP3 belirtecinin ifadesi dikkate alindiginda
kontrol ve Mel grubunda pozitif hiicre yiizdesi arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadig1 gozlenmistir. Fakat TAA, Mel+TAA ve TAA+Mel gruplar1 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda bir artis oldugu ve bu artisin istatistiksel yonden anlamli oldugu
tespit edildi. TAA+Mel grubunda bir miktar RIP3 pozitif hiicre yiizdesinde azalma
gozlendi fakat bu azalma istatistiksel yonden anlamli bulunmadi. Cruz ve arkadaslari
(2005) ratlar iizerinde TAA 1ile indiikledikleri karaciger hasar1 ¢calismalarinda hayvanlari
gruplara aywrarak bir gruba 1 ay boyunca TAA, baska bir gruba 3 ay boyunca TAA,
baska bir gruba da 1 ay melatonin ve TAA’ birlikte, diger gruba ise TAA ve melatonin
hayvanlara 3 ay boyunca uygulamislaridir. H&E boyamalarda TAA uygulanan ratlarda

gozle goriilir derecede hasar olusumu bildirmislerdir. TAA uygulanan hayvanlarda
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melatonin uyugulanan hayvanlara kiyasla anlamli derecede apoptozis ve nekrozis artisi
oldugu ve melatonin uygulamasmin bu artis1 anlamli derecede azalttigi, melatoninin
koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. Bir caligmada, CCl4 indiiklii karaciger hasari
tizerinde Dioscorea nipponica bitkisinin etkilerini arastirmak i¢in kullandig:
parametrelerden olan apoptozisin CCl4 verilen gruplarda diger gruplara kiyasla anlaml
bir derecede arttigi gozlenmistir (Yu ve ark., 2014). Zhao ve arkadaslar1 (2012)
asetoaminofenin karacigerdeki hasarin1 degerlendirmek i¢in apoptozis seviyesine
baktiklarinda asetoaminofeninin verildigi gruplarda kontrol grubuna kiyasla apoptotik
indeks oraninin anlamli sekilde arttigini bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda da bu
caligmaya paralel olarak hem kaspaz-3 hem de RIP3 belirteci tasiyan hiicre yiizdesinde
istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir. Yapilan bir calismada TAA ile
karaciger hasar1 olusturularak demirin koruyucu etkinligine bakilmistir. Ayrica hiicre
0lim mekanizma belirtecleri western blot yontemiyle belirlenmis, kaspaz-3 ve RIP3
ekspresyonlar1 incelenmesi sonucu TAA grubunda kaspaz-3 ve RIP3 proteinlerinde
azalma oldugu demir uygulamasmin kaspaz-3 seviyesini bir miktar diisiirdiigii RIP3

seviyesini ise bir miktar artirdig1 gozlenmistir (Atarashi ve ark., 2018).

Melatoninin bir takim akut karaciger hasarlarinda (Chen ve ark., 2003) safra kanali
ligasyonu (Montilla ark., 2001; Padillo ark., 2004) ve toksisiteye (Jahovic ark., 2003;
Bruck ark., 2004; Sener ark., 2003) kars1 karuyucu etkileri bildirilmistir. Bunlara ek
olarak melatoninin deneysel akut pankreatitiste (Jaworek ve ark., 2003) ve
nefrotoksisitede de (Jahovic ark., 2003) koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. Gu ve
arkadaslarinin (Gu ve ark., 2006) calismasinda hepatikstellat hiicre kiiltiirii ile
melatoninin hidrojen peroksit (H,0O,) ile olusrurulan hasar tizerine tedavi edici etkisini

incelemis ve kayda deger sekilde iyilesme oldugunu bildirmislerdir.

Fuentes-Broto ve arkadaglar1 (2010), melatoninin hepatoprotektif roliini TLC
(Taurolithocholicacid) ile indiiklenen lipid ve protein oksidasyonu iizerinden, sican
karaciger homojenatlarinda ve hepatik membranlarda arastirmiglardir. Lipid
peroksidasyon {iriinleri, malondialdehit ve 4-hidroksialkenal (MDAS4-HDA), ve
karbonil seviyeleri sirasiyla hepatik lipid ve proteinlerin oksidatif hasar indeksleri
olarak Ol¢iilmiistiir. Bu calismada, TLC'nin indiikledigi MDA4-HDA diizeylerindeki
artis, hem karaciger homojenatlarinda hem de hepatik membranlarda melatonin

tarafindan inhibe edilmistir. Melatonin ayrica, membranlarda TLC'nin indiikledigi
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proteinlerin yapisal hasarina karsi koruyucu etkilere sahip oldugunu ve bu sonuglarin
indoleamin melatoninin, safra asidi toksisitesini iceren hastaliklarin tedavisinde
potansiyel olarak koruyucu bir madde olabilecegini bildirmislerdir. Bizim bulgularimiza
gore Mel’i koruyucu olarak verdigimiz gruptaki hasar oraninda tedavi edici gruba
kiyasla histolojik olarak kismi bir oranda etkili oldugu sonucuna varilmistir. Aksine,
biyokimyasal analizlerde Mel’nin koruyucu olarak verildigi gruplarda daha pozitif
yonde sonuglar elde edilmistir. Sonuglarin bu sekilde olmasinin nedenini deney
stiresinin kisaligindan dolay1 biyokimyasal iyilesmedeki diizelmenin heniiz morfolojiye

yansimamasindan kaynaklanabileceginin sonucu ¢ikarilabilmektedir.

Kuramochi ve arkadaslar1 (2017) calismalarinda TAA ile indiiklenmis sican karacigeri
hasarinda TLR’lerin (Toll-likereceptors) ve MHC smif II'nin (major histocompatibility
complex), DILI (Drug-inducedliverinjury-ila¢ indiiklii karaciger hasar1) ve DAMPs
(damage-associatedmoleculerpatterns-hasar iliskili molekiiler desenler) ile iligkisini
incelemislerdir. Ilk asamada tek doz TAA verilen sicanlarda sentralobiiler nekroz,
mononiikleer hiicre infitrasyonu gozlenip paralel olarak AST, ALT ve ALP
seviyelerinde de artis goriilmiistiir. Iki giin sonra iki ve ii¢c katma ¢ikarilarak TAA
enjekte edilen sicanlarda bu parametrelerin diistiigii gdzlenmis bu diisiisiin otofajiden
olabileceginden siiphelenilirken otofaji ve T hiicrelerinin regiilasyonun da kayda deger
bir artis gozlenmemistir. Kashima ve arkadaslar1 (2014) calismalarinda steatotik
karaciger lizerinden otofajiden sorumlu p62 geni ve otofajimarkeri olarak tanimlanan bir
otofagozom  belirteci olarak  belirtilen LC3  immiinohistokimyasal olarak
kargilagtirilmistir.  Normal karacigerde p62, LC3'iin aksine zayif bir boyanma
gostermistir. Hafif steatotik karacigerde, LC3 ve p62, kismen agregat benzeri bir
goriiniime sahip, benzer boyama sergilerken, ciddi derecede steatotik karacigerde, p62
dikkat ¢ekici derecede boyanmis iken, aksine LC3 boyanmasmin ¢ok daha az ve soluk
oldugunu bildirmislerdir. Farkli steatoz siddeti olan karacigerlerin LC3
immiinohistokimyasi, artan steatoz siddeti ile LC3-pozitifliginin azaldigim gostererek,
bu sonucu artan steatozdan dolayr otofajinin azalmasit olarak yorumlamiglardir.
Calismamizda otofajiye giden hiicreleri belirlemek amaciyla LC3 proteini boyanmustir.
Bunun sonucunda kontrol ile kiyaslandiginda diger gruplarm tamaminda LC3 pozitif
hiicre yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu tespit edilmistir.
Otofajiye baglh morfolojik degisikliklerin izlenmesi icin LC3’{in ifadesi hayvanlarda ve

hiicre  kiiltiirlerinde  kullanilmasina  ragmen  insan  dokusunda  LC3’iin
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immiinohistokimyasal analizinde basarili olunamadig1 ¢iinkii LC3’iin  asir1
ekspresyonunun imkansiz oldugu bildirilmistir (Martinet ve ark., 2006). Bu ¢aligmada
ise kontrol grubu LC3 pozitif hiicre yiizdesi diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artisin oldugu sonucuna varildi. TAA verilen gruplarda artan LC3
pozitif hiicre ylizdesi TAA+Mel grubunda bir miktar azalmis olsa da bu azalma

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmedi.

Sonug olarak, caligmada kullandigimiz TAA karaciger dokusunda onemli dlciide hasar
olusturdu. Histolojik olarak incelendiginde ©nemli Olciide bag dokusu olusumu
karaciger dokusunun normal yapisinin bozuldugunu goésterdi ve biyokimyasal olarak
AST, ALT ve ALP, ayrica TGF-p ve TNF-a seviyelerindeki degisikliklere bu
bozulmanm yansidig1 gozlendi. Mel ise dokuda koruyucu etkisinden ziyade tedavi edici
ajan olarak daha etkili oldugu kanisina varildi. Mel’nin koruyucu etkisinde ortaya ¢ikan
biyokimyasal diizelmelerin histolojik goriintiilere yansimamasini, deney siiresinin
kisaligindan dolayr morfolojiye bu etkinin yansimadigi sonucu ¢ikarilabilmektedir.
Karaciger dokusu hiicre dliimleri incelendiginde TAA kaspaz-3, RIP3 ve LC3 pozitif
hiicre yiizdesinde artisa neden olarak hiicrelerde apopitozun, nekrozun ve otofajinin her
liciiniin de kullanildigin1 gostermektedir. Mel’'nin deney siiresinin kisaligina ragmen
ortaya cikardigi iyilestirici etkisi goz oniinde bulundurularak, karaciger bozukluklarina
sebebiyet veren ajanlara karst Mel'nin terapotik etkisinin olabilecegi kanisina

varilmastir.
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