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1. GIRIiS

Karaciger, viicudun en biiylik orgam1 olup metabolik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde biiyiik rol oynar. Kan glikoz dengesi, plazma protein sentezi,
lipid ve lipoprotein sentezi, safra asit sentezi ve sekresyonu, vitamin depolanmasi
(A, D, E, K ve Bj;), endojen ve eksojen bilesiklerin biyotransformasyonu,
detoksifikasyonu ve ekspresyonu gibi bir¢cok temel fizyolojik olaylarda merkezi
bir rolii vardir(1). Karacigerde meydana gelebilecek herhangi bir fonksiyon
bozuklugu viicuttaki tiim sistemleri etkiler. Bu nedenle parsiyel hepatektomi
(PH)sonras1 karaciger fonksiyonlarmin devami i¢in rejenerasyon siliresince
gerceklesen bir dizi karmasik olaym kontrol altinda tutulmasi gliniimiizde giderek
onem kazanmaktadir(2).

Karaciger iyi bir rejenerasyon yetenegine sahip oldugu icin viicuttaki diger
organlardan daha avantajlidir. Degisik nedenlerle zarar gordiigiinde, fonksiyonel
kiitlesini tamamlama yoniinde proliferasyona ve replikasyona baglayabilir
(3).Karacigerin bir bolimiiniin ¢ikarilmasi, karacigerin iyicil ve Kkotiiciil
hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir yontemdir. Karacigerin parsiyel rezeksiyonu
icin endikasyonlar arasinda primer ve sekonder kotiictil tiimorler, iyicil tiimorler,
travmatik riiptiirler, canlidan karaciger nakli, kistler ve abseler yer alir(4).

Major karaciger rezeksiyonlarindan sonra kalan karaciger dokusunun
fonksiyonel ve rejeneratif kapasitesi ameliyat sonrasi mortalite ve morbiditeyi
onemli Olciide etkiler. Glinlimiizde bilgisayarli tomografi, anjiografi, sintigrafi
gibi yontemlerle yapilan ¢alismalarda, karacigerin rezeksiyon sonrasi erigkinlerde
ii¢ ile alt1 ayda, ¢ocuklarda li¢ aydan daha kisa siirede eski boyutuna ulastigi
gosterilmistir (5, 6).Insan karacigerinin %80-85’e varan rezeksiyonlar1 bile tolere
edebildigi bildirilmektedir(7). Rezeksiyon %10’dan az bile olsa rejenerasyon
gerceklesmektedir(8).

Hepatektomi sonrasinda hepatosit replikasyonu artmaktadir. Normalde
nadiren boliinen hepatositler i¢in bu 6zellik son derece dnemlidir. Karacigerin,
onemli doku kaybi durumlarinda kendisini birka¢ hafta icinde onarabilecek

hiicreler arasi essiz bir etkilesim ve karmasik bir mediator sistemi bulunur (9).



Insan ve hayvanlarda deneysel olarak hepatektomiden sonra rejenerasyonun ve
karacigerin yeniden yapilanmasi i¢in endokrin, parakrin ve otokrin etkilesimler
gereklidir (10).Rejenerasyonda birgok biiylime faktorii ve sitokinler rol
alir.Hepatositlerin icerisinde yer alan organellerden kaynaklanan degisik biiylime
faktorlerinin etkilerinin arastirilmasive rejenerasyonun farkli evrelerinde gen
ekspresyonunun monitdrize edilmesikaraciger rejenerasyonunu anlamamizda
onemli ilerlemelere sebep olmustur (3, 8, 11-15). PH sonras1 geride kalan
karaciger dokusunda rejenerasyonun ilk gilinden itibaren basladigi ve DNA
sentezinin, hepatektomi sonrasinda ilk 24-48 saatte maksimuma ulastigi
gosterilmistir(16). Normalde hepatositlerde mitoz ¢ok nadirdir. Fakat PH’den
sonra 24 saat i¢inde aktif hiicre replikasyonu baglar ve organin normal agirligma
erisinceye kadar devam eder. Ik 10 giin icinde dnemli &lgiide rejenerasyon olusur
ve bu olay 4-5 haftada tamamlanir. Eksize edilen loblar aynen eski sekillerini
almazlar.Rejenerasyon daha ¢ok yeni lobiillerin olusmasi ve rezidii lobiillerin
biiytimesi seklinde olur (17, 18).

Karaciger rejenerasyonunun gosterilmesi ve rejeneratif yanitin ¢aligilmasi
icin in vivomodel olarak PH tercih edilmektedir. PH sonrasi rejenerasyona
yonelikcalismalarda en yaygin olarak kullanilan iki model organizma fare ve
siganlardir. Bunun nedeniboylarinin kiiciik olmasi, ciftlestirilmisgapraz soylarin
elde edilebilmesi, maliyetlerinin vebakimlariin ucuz olmasidir(19).

Deneysel hayvan modellerinde yaklasik %70’lik karaciger dokusunun
rezeke edildigi PH’ler, karaciger yetmezliginin gelismedigi kritik smnir olmasi
nedeniyle ¢alismalarda en sik uygulanan modeldir (7, 8, 20). %70 PH’den sonra
kalan karacigerin orijinal hacmi siganlarda 10-14 giin i¢inde geri kazanilmaktadir
(21-23). Sicanlarda PH’den sonra, gen ekspresyonu baglar ve hepatik
rejenerasyonu diizenleyici, biyolojik olarak aktif maddeler serbest birakilir. Bu
maddelerin birbirleriyle olan iliski ve baglantilar1 son derece hassas ve karmagik
bir denge olusturur. Karacigerin rejenerasyonu siirecinde bu denge kendiliginden
korunur (10).

Bugiline kadar karaciger rejenerasyonu iizerine etkili oldugu diisiiniilen
bircok faktér arastirilmistir (yas, portal dolasim, hormonlar, vitaminler,

enfeksiyon, ilaglar, otokoidler, vb.). Bunlarin diginda karaciger rejenerasyonuna



etki ettigi diisiiniilen diger bir faktér ise otonom sinir sistemidir. Otonom sinir
sistemi (sempatik ve parasempatik sistem) viicudun bir¢ok islevini etkiler.
Bunlara kardiyovaskiiler sistem, bobrekler, karaciger, pankreas, gastrointestinal
sistem ve bezlerin islevleri de dahildir (24).Deneysel hayvan c¢alismalarinda
hepatik sinirlerin cerrahi ya da kimyasal denervasyonu bu sinirlerin islevinin
arastirilmasi i¢in genellikle standart bir yontem olarak kullanilmaktadir (25-
32).Kimyasal denervasyon i¢in en sik kullanilan ajan6-Hidroksidopamin(6-OH-
DA)’dir. 6-OH-DA kemirgen dokularinda norepinefrini 6nemli dl¢lide azaltarak
kimyasal sempatektomi olusturmaktadir (33-35). Daha Onceden yapilmis
caligmalar otonom sinir sisteminin karaciger rejenerasyonunu da diizenledigi
yoniindedir(25-32, 36).

Fakat kimyasal sempatektominin, PH yapilan siganlarda karaciger
rejenerasyonu iizerine etkilerinin ne oldugu acik degildir. Biz calismamizda
parsiyel hepatektomi yapilan sicanlarda kimyasal sempatektominin karaciger

rejenerasyonu iizerine etkilerinin deneysel olarak arastirilmasini amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

Bu ana bagslik altinda karaciger hakkinda genel bilgi verildikten sonra; PH,
karaciger rejenerasyonu ve kimyasal sempatektomi konulari ayrmtili olarak
irdelenecektir.

Karaciger insan viicudunun deriden sonra en biiyiik organi olup,1400-1600
gram kadardir. Yenidoganda total viicut agirligmin yaklasik 1/20°si iken,
yetiskinlerde bu oran 1/50°dir (37). Karacigerin temel fonksiyonlari;
bagirsaklardan donen kanin depolanmasi ve filtrasyonu (vaskiiler fonksiyon),
viicudun metabolik sisteminin biiyiikk kismimin koordinasyonu ve regiilasyonu
(metabolik fonksiyon), safranin yapilip safra kanallartyla gastrointestinal sisteme
ulastirilmast (sekretuvar ve ekskretuvar fonksiyon) olarak
Ozetlenebilir(38).Karaciger hiicrelerinin ¢ogunlugu agirhigmin yaklasik 2/3’iini
olusturanhepatositlerdir. Diger hiicre tipleri retikiiloendotelyal sisteme iiye olan
Kuppfer hiicreleri,stellat hiicreler (Ito veya yag depolayan hiicreler), endotelyal
hiicreler ve kan damarlari,biliyer duktiiler hiicreler ve bag dokusudur. Isik
mikroskobu ile incelendiginde; karacigerinher birinin merkezinde santral venin,

periferinde portal alanlarin oldugu lobiillerden olustugugoriiliir (39)(Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Karacigerin lobiiler yapisi (39).



Karaciger,Glisson ~ kapsiili  adi  verilen  peritoneal  membranla
sartlmistir. Glisson kapsiili ayrica hilus diizeyinde portal triad yapilarmi da
sarmaktadir.Glisson kapsiilii iki yapraga ayrilarak diyafragmaya yapisir.Bu iki
yaprak anterior ve posterior koronar ligamentler adini alir. Bu ligamentler sagda
ve solda triangiiler ligamentleri olusturur ve 6nde birleserek falsiform ligamenti
meydana getirirler. En alt kisminda oblitere sol umbilikal venin olusturdugu

ligamentum teres hepatis yer alir (37) (Sekil 2.2.).

Lig. triangulare Lig. coronarium
dextrum

Diaphragm

Lig. triangulare
sinistrum

Gallbladder
Lig. falciforme

Lig. teres hepatis

Sekil 2.2. Karaciger anatomisi (37).

Karacigeri falsiform ligament, lig. teres hepatis ve koronar ligamentler 6n
karin duvarina ve diyafragmaya baglar. Hepatoduodenal ligament i¢inde koledok,
hepatik arter ve vena porta bulunur. Lig. hepatogastricum da karacigeri yerinde
tutan ligamentlerden biridir(37).Dorsal ylizde safra kesesi yer alir. Glisson
kapsiilii karaciger parankimi igerisine dogru uzanan, igerisinde kan damarlar1 ve
safra duktuslar1 iceren fibroz septalar verir.Karaciger falsiform ligament ile
anatomik olarak sag ve sol lob olarak ikiye ayrilir. Sag lob daha biiyiiktiir.
Kuadrat lob inferior yiizde solda umbilikal fissiir, sagda safra kesesi yatagi ve
arkada portal triad tarafindan gevrelenen dikdortgen boliimdiir. Kaudat lob ise
solda falsiform ligamanin posterior uzantisi ile inferior vena kava’nin karaciger

izerindeki impresyonu arasinda yer alir(40).



Karacigerin cerrahi anatomisi, portal pedikiillerin dagilimi ve bunlarin
hepatik venlerle olan iligkisi, safra yollar1 ve arteryel anatomi géz Oniine almarak
sekiz segmente ayrilmistir(Sekil 2.3.).Segmenter anatomi kalan segmentlerin
biliyer ve vaskiiler devamliligini saglamada, segmenter veya birka¢ segmentin
birlikte ¢ikarildigi rezeksiyonlarda 6nem kazanir.Sag lob 5-8. segmentlerden, sol
lob 1-4. segmentlerden olusur. Lig. falciforme veLig. teres4. segmenti 2. ve 3.

segmentlerden ayirir(41).
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Sekil 2.3. Karacigerin segmenter anatomisi (41).



2.1.Parsiyel Hepatektomi

Karacigerin bir boliimiiniin ¢ikarilmasi, karacigerin 1iyicil ve kotiiciil
hastaliklarinin tedavisinde ve canli vericilerden organ nakli amaciyla siklikla
uygulanan bir yontemdir (42).Karaciger rezeksiyonlar1 anatomik ve non-anatomik
olmak Ttzere ikiye ayrilir. Vaskiiler anatomiyi esas alan rezeksiyon tipleri
anatomik rezeksiyon olarak adlandirilir. Bu tip rezeksiyonlarda anatomik
fissiirlere uyulur, fonksiyonel ve anatomik olarak tanimlanmig karaciger boliimleri
cikarilir. Anatomik rezeksiyonlarm amaci fonksiyonel boliinmelere uyarak daha
kansiz ameliyat yapmak, diger boliimlerinkanlanmasini bozmamaktir.

Anatomik rezeksiyonlar sag ve sol hepatektomiler, sektorektomiler,
segmentektomiler ve subsegmentektomilerdir (43).

Parsiyel hepatektomi endikasyonlar1 sunlardir(9);

L.Kotiiciil (malign) tiimorler:

a. Primer karaciger tiimorleri

b. Metastatik karaciger tiimorleri

c. Hepatobiliyer malignensiler (Safra kesesi tiimorleri, kolanjioselliiler
karsinom vb.)

ILIyicil (benign) hastaliklar:

a. Alveolar veya hidatik kist
b. Adenom
c. Hemanjiom
d. Abse
III. Travma

IV.Organ nakli

Rezeksiyon sonrasi karaciger rejenerasyonunun gosterilmesi ve rejeneratif
yanitin calisilmast i¢in in vivomodel olarak PH tercih edilmektedir. Fare ve
sicanlar, PH modellerinde rejenerasyona yonelik¢alismalarda en yaygin olarak
kullanilan  organizmalardir.  Bunun  nedeniboylarmm  kiicik  olmasi,
ciftlestirilmisgcapraz soylarin elde edilebilmesi ve maliyetlerinin vebakimlariin
ucuz olmasidir (19). Sicanlarda PH’nin daha iyi anlasilabilmesi i¢in dnce sigan

karacigeri anatomisi hakkinda bilgi verilecektir.



Sican karacigeri; sag lateral, sol lateral, median ve kaudat lob olmak {izere
toplam dort ana lobdan olusan, koyu kirmizi renkte, sert parankimatdz bir
organdir (Sekil 2.4.). Median lob, falciform ligamana ait olan median fissiir ile sag
ve sol medial segmentlere ayrilir. Sag medial segmentin hemen arkasmnda
transvers bir fissiirle siiperior ve inferior olmak {izere iki kiiciik segmente ayrilan
sag lateral lob yer alir. Sol lateral lob sol medial segmentin hemen arkasinda yer
alir. En derin planda da anterior ve posterior segmentleri bulunan kaudat lob yer
alir. Sicanlarda safra kesesi bulunmaz. Cesitli segment ve loblardan ¢ikan safra
kanalciklari, hilus civarinda birleserek ana safra kanali olan ductus choledocus’u

olusturur (44-46).
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Sekil 2.4. Sican karaciger anatomisi. ML: Median lob, RM: Right medial lob,
LM: Left medial lob, LLL: Left lateral lob, SRL: Superior right lob, IRL: inferior
right lob, AC: Anterior caudat lob, PC: Posterior caudat lob, RF: Right fissure,
LF: Left fissure, MF: Median fissure, PV: Portal vein, HA: Hepatic artery, CBD:
Common bile duct (45).

PH, deneysel modelllerde karacigerin yaklasik %65-70’inin ¢ikartilmasi
seklinde uygulanmaktadir (47). Sicanlarda karacigerin, kiitlesel olarak 2/3’lik
parcasinin alinmasimin, rejeneratif uyar:r anlaminda optimum bir oran oldugu ve
bu oranmn alt ya da {iist degerlerinde yapilacak bir PH’nin rejenerasyonu

yavaslatabildigi yaymlanmistir (48).



Sican karacigerinde yapilan ¢alismalarda %30 PH icinsadece sol lateral lob
cikartilirken(49),%65-70PH i¢in iseHiggins veAnderson’un tanimlamalarina gore
sol lateral lob ve median lob ¢ikartilmaktadir (46, 48)(Sekil 2.5.).

Karaciger cerrahisindeki 1ilerlemeler hepatektominin tekrarlanmasimni
miimkiinhale getirmistir. Cerrahi islem olmaksizin uygulanan yontemlerde 6nemli
ilerlemekaydedilmesine karsin, hepatektominin tekrarlanmasi, yeniden ortaya
¢ikan ya dametastatik olan tiimérlerin tedavisinde énemli bir rol oynar. Ikinci bir
hepatektomi,tekrarlanan karaciger hiicre karsinomlarinda ve karsinomlarin kolon
ya da rektumkaynakli olup metastazla karacigere ulagsmasi durumlarinda
gereklidir. Tkinci PH’den sonraki mortalite ve sagkalim oranlari, ilk hepatektomi
ilebenzerdir. %70 PH’den iki hafta sonra, sicanlarin rejenerasyon gosteren
karacigerlerine %30 PHseklinde ikinci birPH yapilmasi  sonucunda
karaciger kiitlesini ilk PH’ye gore daha yavas bir biyime ile geri
kazanmaktadir.Sonugta gecici bir karaciger fonksiyon yetmezligi olmasina

ragmen iyilesme gerceklesmektedir(49).

i

Venakava

Portal ven

%67-70 Parsiyel hepatektomi %30 Parsiyel hepatektomi

Sekil 2.5.PH oranma goére sican karaciger anatomisi. Gri: Kalan fonksiyonel

karaciger loblar1. Beyaz: Fonksiyonel olmayan karaciger loblar1 (48).



2.2. Karaciger Rejenerasyonu

Karaciger yiiksek rejenerasyon kapasitesi ve komplike fonksiyonlarinin
varlig1 ile farkh 6zellikleri olan bir organdir. Karacigerin rejenerasyon yetenegi,
rezeksiyon veya zedelenme sonrasi karaciger kitlesini korumaya yonelik essiz bir
reaksiyondur. Rejenerasyon siireci bir takim sitokin ve biiylime faktorlerinin
tetikledigi sinyallerle gergeklesir. Rejenerasyon, doku kaybi ya da harabiyetine
kars1 gelisen tamamlayici hipertrofik ve/veya hiperplazik bir yanittir. Karaciger
dokusunun herhangi bir nedenle kayb1 sonrasinda oncesindeki karaciger kiitle ve
fonksiyonlarmin yeniden kazanilmasi siireci karaciger rejenerasyonu olarak
tanimlanir(3, 8, 29, 50, 51).

Karacigerin rejeneratif kapasitesi ile ilgili ilk bilgilere Hesiodos un
Theogoni’sinde rastlanmaktadir. Bir 7Titan olan Prometheus atesi ¢alarak insana
verdigi ve insani simartti81 i¢in Zeus tarafindan cezalandirilir. Ceza olarak Kafkas
daglarinm en yiiksek tepesine zincirlenir. Karacigerinin bir kismi1 her giin bir
kartal tarafindan yenir. Fakat karaciger her gece eski halini alir. Ancak gergek
anlamda karaciger rejenerasyonu fikrini ilk kez 1833’te Crueilhier ortaya
atmistir(52). 1900’1 yillarda Amerikali Higgins ve Anderson adli bilim adamlar1
siganlarda eter anestezisi altinda subtotal lobektomiyle (%70-80) median ve sol
lobu ¢ikartmiglar ve karaciger rejenerasyonunun degerlendirilebilmesi i¢cin yeni
bir model olusturmuslardir (46, 53-55).

Sicanlardaki deneysel rezeksiyon modelinde rejenerasyon cevabi karacigerin
2/3’1 rezeke edildiginde maksimumdur (46). Daha kiicliik miktarda parankim
cikartildig1 zaman restorasyon daha yavas ilerler. 2/3’1i asan rezeksiyonlarda DNA
sentezi ve mitotik aktivite de bozulma olur, siganlarda subtotal (%90) hepatektomi
rejenerasyon olmaksizin éliime yol agar(56, 57).

Sicanlarda PH ile alinan loblar tekrarolusup gelisemez ancak, kalan loblar
hiicresel hiperplazi ile biliylime gostererekfonksiyonel doku boyutuna gelir (46,
48, 58). Kiitlesel biiytlikliige erismis olan karacigerin seklinin,hepatektomi dncesi
orijinal sekle benzememesi viicut ig¢in gerekli olan karacigerfonksiyonlari

acisindan 6nemli olmamaktadir (22, 48).
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Arastirmalarsonucunda  %70-80 PH’densonra geride kalan karacigerin
orijinal hacmi siganlarda 10-14 giin icinde geri kazanilmaktadir(49). PH sonrasi
geriyekalan karaciger agirhigi, cerrahiden sonraki ilk 48-72 saat i¢inde iki
katmayiikselmektedir (59-61).Deneysel PH c¢alismalarinda karaciger agirlik
Olciimlerinin yapilmasi, rejenerasyon oraninin belirlenmesi agisindan oldukga
onemlidir (49, 62, 63).Rejenerasyon siiresince ¢ikarilan karaciger yiizdesi ile
rejenere olan karaciger dokusunun toplam agirligi arasindaki iligki Sekil 2.6’da

gosterilmistir (46, 53).

AS-d T

\ %7080
\\

OperaS\ onda 16-24 saatler 24-48 saatler 48-72 saatler

4.7 giinler

Sekil 2.6.Rejenerasyon siiresince ¢ikarilan karaciger yiizdesi ile rejenere olan

karaciger dokusunun toplam agirlig1 arasindaki iliski (46, 53).

Karacigerin rejenerasyonu esas olarak kompansatuvar bir hiperplazidir.
Clinkii organinmorfolojisi PH sonrast orijinal sekline donmez. Kismi kayip
vehepatosit nekrozu sonrasi karaciger biiylimesini diizenleyen mekanizmalarin
bazilaridegisebilir. Bu  diizenleme islemi anatomik olmaktan ziyade
fonksiyoneldir.Karaciger rejenerasyonu icin kabul edilen genel goriis, bunun
organizmadan ¢ikan sinyallerin diizenleyici etkisi ile karacigerin optimum boyuta
ulasmasma kadar devam eden ve miikemmel bir sekilde organize edilen bir
olaylar zinciri oldugudur. Buna gore, karacigerin biiylimesi viicudun fonksiyonel
ihtiyacinin iizerine ¢ikarsa, karaciger kiitlesinin viicut kiitlesine oranmna gore

optimal diizeye gerilemesi s6z konusudur (3, 64, 65).
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PH’den sonra karacigerin fonksiyonel kapasitesi kadar kendibiiyiikliigiiniin
de onemli olmasi, rejenerasyonu baglatict ve durdurucu etkenler arasindacok iyi
bir dengenin olusmasina neden olmaktadir. Karacier rejenerasyonu siirecinde
karacigerkiitlesi, viicudun fonksiyonel olarak istediginden daha biiylik miktara
ulasirsa viicutkendi ihtiyacina gore karaciger kiitlesini azaltmaktadir (3, 63, 66).
Karacigerdeki kiitlesel fazlalik apoptozis ileazaltilmaktadir (67).

Apoptozis: Apoptozis, embriyo doneminden 6liime kadar pek cok fizyolojik
veya patolojik olayda saptanan programli bir hiicre 6liimii stirecidir. Her saniye
yaklagik bir milyon hiicremiz apoptozisle viicuttan uzaklastirilmaktadir.
Apoptozis terimi (apoptosis), ilk defa Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre
azalmalarindan sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak
tanimlanmigtir  (68). Hiicre oOliimii siirecinde, hiicre yiizeyinde, yiizey
organellerinde ve niikleusta cesitli degisiklikler izlenir (68). Apoptozis, hiicrenin
yasam ¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini saglar.Karaciger
kendi  biiyiimesini ve  kiitlesini  diizenleyebilir.  Apoptozis,karaciger
rejenerasyonunda yeniden sekil verme (remodeling) siireci ile embriyonik gelisim
ve yara lyilesmesinde asir1 ya da istenmeyen hiicrelerin yok edilmesine hizmet
etmektedir (69). Karaciger rejenerasyonu ve apoptozisi diizenleyen
mekanizmalara dair detayli calismalar kismi hepatektomi ya da kimyasal
harabiyete maruz kalmis olan hayvanlarda yapilmistir (3). Otonom sinir sistemi
hepatik parankimi dogrudan innerve ettigi ve metabolik kontrolde rol oynadigi
icin (70), karaciger rejenerasyonu ve apoptozisin biiyiik olasilikla hem humoral
faktorler hem de otonom sinir sistemi tarafindan ortak olarak diizenlendigi
anlasilmaktadir.

Otonom sinir sistemi viicudun bir¢ok islevini etkiler. Buna kardiyovaskiiler
sistem, bobrekler, karaciger, pankreas, gastrointestinal yol ve bezlerin islevleri de
dahildir (24). Ayrica, otonom sinirsistemininanormallikleri ve ndropatinin yasla
artma egiliminde oldugu iyi bilinmektedir (71). Otonom fonksiyon bozuklugunun
yaygimhgir ve siddeti karaciger hastaliginin siddeti ile ilgili goriinmektedir ve
mortalitede artigla iligkilendirilmektedir (72, 73). Karaciger sirozlu hastalarin

parasempatik hipofonksiyon ve sempatik hiperfonksiyonunun oldugu da
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bildirilmistir(74, 75). Son yillarda, karaciger ve otonom sinir sistemi arasindaki
iligkilere yonelik artan bir ilgi vardir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalar otonom
sinir ~ sisteminin  karaciger rejenerasyonu ve apoptozisi diizenledigini
yoniindedir.Merkezi sinir sistemi isekaraciger rejenerasyonunu ve apoptozisi
otonom sinir sistemi yoluyla ayarlar. Lateral hipotalamus (LH) alan1 ve
ventromedial hipotalamus (VMH) c¢ekirde§i de norohumoral bilginin
entegrasyonu hakkindaki rolleri ile ilgili olarak incelenmistir. LH parasempatik
sistemin bir pargasidir. Ote yandan, VHM ise sempatik sisteme aittir. LH
lezyonlarinin sempatik sinir faaliyetinde artisa neden olurken, VMH’de yer alan
lezyonlarm ise vagus sinir faaliyetinin  kolaylastirilmasint  sagladigi
soylenmektedir. Ayrica, VMH ya da LH lezyonlar1 kismi hepatektomiden sonra
hepatik rejenerasyonu kolaylastirir. Hipotalamus da otonom sinir sistemi
aracilifiyla hepatik apoptozise ortam hazirlar (76).Viral ya da kimyasal hasarin
tetikledigi hepatosit kayb1 veya hepatik loblarin cerrahi rezeksiyonu, hepatosit
replikasyonunu tetiklerken, karacigerin asir1 biiylimesi ise apoptoz tarafindan
diizeltilir. Noradrenalin hepatik proliferasyonun stimiilasyonunu belirgin sekilde
artirr  (77). Ancak, noradrenalinin PB2-adrenerjik reseptor araciligiyla Fas-
indiiklenmis hepatosit apoptozunu Onledigi tespit edilmistir (78). Bu bulgular
otonom sinir sisteminin rejenere karacigerde apoptozu engelleyerek hiicre
biiylimesinde bir stimiilator olarak rol oynayabilecegi seklinde yorum yapmamiza
yol agar. Bu roliin agik¢a tanimlanmasi i¢in daha baska calismalara ihtiyag
olmasina ragmen, otonom sinir sistemi karaciger rejenerasyonunu ve apoptozu
diizenleyen en onemli faktorlerden biridir.Karaciger rejenerasyonu ve apoptozis
ile ilgili molekiiler mekanizma sonraki boliimde anlatilmistir.

Karaciger rejenerasyonunda bir¢ok agsama olmasina karsimn kritik 6nemi olan
ikibasamaktan bahsedilmektedir. Hepatositlerin hiicre  dongiisiine  girisi
vedongiiniin G1 fazinda ilerlemenin yani sira sinirlamanin da baslamasidir. Bu
asamalarintiimor nekrozis faktoralfa(TNF-4) ve interlokin 6 (IL-6) gibi sitokin
ailesi tarafindanbaslatildigi, hepatosit biiylime faktorii (HGF), epidermal biiyiime
faktorii (EGF) vetransforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF-4) gibi biiyiime
faktorlerince de kontrol altindatutuldugu diistiniilmektedir (3, 11, 79, 80, 81).
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PH’den sonra 24 saat i¢inde aktif hiicre replikasyonu baglar ve organin ilk
agirhigina erisinceye kadar devam eder. ik 10 giin i¢inde onemlidlgiide

rejenerasyon olusur ve bu olay 4-5 haftada tamamlanir (46, 53) (Sekil 2.7.).

Operasyon Bir hafta

Al

¥
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ild hafta

Diirt hafta

Sekil 2.7.Normal sigan karacigeri, PH ve PH sonrasi haftalarca devam eden

rejenerasyonu (46, 53).

Eksize edilen loblar aynen eski sekillerini almazlar. Rejenerasyon daha ¢ok
yeni lobiiller olusmasi ve artik lobiillerin genislemesi seklinde olur (53).
Giliniimiizde bilgisayarli tomografi, anjiyografi, sintigrafi gibi yontemlerle yapilan
calismalarda, karacierin rezeksiyon sonrasi erigkinlerde ii¢ ile alt1 ayda,
cocuklarda ti¢ aydan daha kisa siirede eski boyutuna ulastigi gosterilmistir (7, 20).

Karaciger rejenerasyon kriterlerinin tanimlanmasi i¢gin DNA sentezi ve
mitoz sayisi, karaciger voliimii, hiicre proliferasyonu ve mitokondrial aktivite gibi
bircok belirteg kullanilmistir (82-85). Ayrica rejenerasyon
kriterlerinintanimlanmas1 ve tespitinde bazi maddeler de kullanilmistir.
Bunlar:DNA timidin igerigi, 5-bromo 2-deoksi-uridin, Ki-67,Proliferating Cell
Nuclear Antigen (PCNA), plazma fibronektin seviyesi ve stimulator substans gibi
maddelerdir (82-84, 86-89).

Mitotik Indeks:Insan veya hayvanlarda normal sartlar altinda hepatositler

nadiren bdliiniir.insan karacigerinde herhangi bir anda 1.000 hiicreden birinde
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mitoz goriiliir. Siganlarda %70 PH sonras1t mitoz orami1 24-48. saatlerde pik yapar
(90, 91). Histopatolojik olarak sahadaki mitotik hepatositlerin 1.000 hiicreye orani
olarak ifade edilen mitotik indeksrejenerasyon parametresi olarak kullanilmaktadir
(92).

PCNA:DNA polimeraz & i¢in gerekli bir protein olup hiicre
proliferasyonunun baslamasinda son derece Onemli rol oynamaktadir. Bu
proteinin  ekspresyonu, hiicre siklusunda S fazin1 temsil etmekte ve
immiinohistokimyasal olarak bu proteinin saptanmasi dokudaki prolifere olan
hiicre fraksiyonunu gdstermesi nedeniyle dnemli bir proliferasyon belirteci olarak
ortaya ¢ikmaktadir (93).PCNA molekiiliiniin, DNA polimeraz i¢in bir kofaktor
olarak, S faziile DNA sentezinin bir isaret¢isi olmasmin avantaji vardir (94,95,
96). Bu antijen immunohistokimyasal yontemler ile kolaycabelirlenebilir ve
PCNA indeks verilerinin degerlendirilmesiyle karaciger
biliylimesiyorumlanabilir(97).Mitotik  indeksin belirlenmesinde oldugu gibi,
rastgelesecilmis farkli kesit alanlarinda 1000 adet parankimal Kkaraciger
hiicresinde belirlenenPCNA pozitif ¢ekirdekli hiicrelerin sayismin ylizde olarak
ifadesiyle PCNA indeksihesaplanabilir (10, 49, 63, 98).Normal karacigerde
PCNA antikorlar1 ileimmiinohistokimyasal inceleme sonrasi dnemsenmeyecek
kadar az sayida hiicrede boyanma saptanirken, rejenere olankaracigerde 24. ve 48.
saatlerde son derece yiiksek sayida hiicrede pozitif boyanmasaptanmaktadir (92).

Ki-67: 1k kez 1983°de Gerdes ve ark.tarafindan hiicre ¢ekirdeginde Ki-67
antijeni ve buna kars1 olusan monoklonal antikortariflenmistir (99). Ki-67 proteini
tim hiicre sikluslarinda tariflenmistir (100). Hiicresiklusu ilerledik¢e antijen
icerigi artar. G2-M evresinde en {ist seviyeye erisir.Ki-67 antijenine karsi
tanimlanan monoklonal antikor ise hiicre siklusunun GO evresi hari¢ diger tiim
evrelerinde gosterilmistir. Ki-67’nin diger kullanilan yontem ve maddelerden
fark1i sadece Sevresinden ziyade hiicredeki siklusun tiim  biiyiime
evrelerininsiniflandirilabilmesidir. Bu siniflandirma, hiicresel proliferasyon
aktivitesinin birgostergesi olarak kullanilabilir (87,101-103).Agresif tiimorlerde
bu oran yiiksektir (104). Birgcok sistem tiimorlerinde (meme, akciger, 6zofagus,
bobrek ve prostat kanseri, malign melanom, nonhodgkin lenfoma, glial tiimorler)

yiiksek Ki-67 orani, kotii prognostik faktor olarak gosterilmistir (105-109).
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Karaciger kiitlesinin %~80’ini, hiicre sayist olarak %60’m1 olusturan
hepatositler hiicre siklusuna en hizli baslayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki
degisiklikler dakikalar i¢inde meydana gelmektedir(110, 111). Hepatositler diger

hiicre tipleri icin mitojenik ajanlar tiretirler (Sekil 2.8.).

Stellate Cells

Sinusoidal Endothelial Cells

Hepatocytes

49H

&

Biliary Epithelium Hepatic Macrophages (Kupffer cells)

Sekil 2.8. Karaciger rejenerasyonu siirecinde farkli hepatik hiicre tipleri arasindaki

etkilesim (112).

PHmodelindeki rejenerasyon siirecinde teorik olarak hiicrelerin 1,66
proliferasyon yapmasi1 gereklidir. Rejenerasyon esnasinda hepatositlerin biiyiik
cogunlugu bir veya iki sefer prolifere olmaktadir. Karacigerde bulunan tiim
hiicreler ~ boliinerek  rejenerasyon  siirecine  katilmaktadirlar.  Hepatosit
proliferasyonu lobiiliin periportal alanindan perisantral alanina dogru mitoz
dalgas1 seklinde yayilir(113, 114).

Hepatositlerdeki en iist DNA sentezi 24. saatte goriilmektedir. Hepatositleri
sirasiyla duktus epitel hiicreleri, kupffer hiicreleri, stellat hiicreler ve siniizoidal

endotel hiicreleri izlemektedir(113, 114) (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. PH sonrasi1 karacier rejenerasyonu siirecinde farkli hepatik hiicre

tiplerinin DNA sentez hizlar1 (112).

2.2.1.Karaciger Rejenerasyonunda Molekiiler Mekanizma

Normal sartlar altinda hepatositler hiicre dongiistiniin GO fazindadirlar.
Herhangi bir nedenden 6tiirli karaciger dokusunun kaybi1 GO fazindaki hiicrelerin
dongiiye girerek boliinmesine yol acan olaylar1 baglatir. DNA sentezi i¢in gereken
proteinlerin yapim donemi pre-replikatif G1 fazinda tamamlanir.Daha sonra hiicre
DNA replikasyonunu gerceklestirir (S fazi). Bu faz1 BrdU, PCNA ve Ki-67 gibi
artan S fazi1 proteinlerinin  ekspresyonlarmi  gostererek  tanimlamak
miimkiindiir(115, 116). Replikasyon sonrasit hiicre boliinmesi i¢in gereken
molekiillerin sentezi G2 fazinda tamamlanir. Daha sonramitoz (M fazi)
gercekleserek yeni hiicreler ortaya cikar(50).Karaciger orijinal boyuta ulastiktan
sonra hepatositler non-replikatif ancak fonksiyonel duruma donerler (3, 8, 64).

PH sonras1 hiicrelerin GO fazindan G1 fazina ge¢mesine sebep olan olaylar
“Priming=Baslama” daha sonra hiicre dongiisiiniin tamamlanmas1 ise
“Progresyon=Ilerleme” olarak adlandirilmaktadir.“Priming”ve
“Progresyon”fazlarindaki olaylar ve birbirleriyle olan iliskileri, transkripsiyon
faktorleri, gen yanitlari, biiyiime faktorleri, sitokin etkileri, kinaz kaskadlari
arasindaki iliski sadelestirilmis haliyle Sekil 2.10. ve Sekil 2.11°de gdsterilmistir
(117).Niikleer faktor kappa B (NF-«xB), transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3),
aktivator protein-1 (AP-1) ve CCAAT/enhancerbinding proteinler (C/EBP) sinyal
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doniistiiriicii transkripsiyon faktorleridir. Bu transkripsiyon faktorleri inflamasyon,
hiicre adezyonu, proliferasyon ve apoptozisde (rejenerasyon sirasinda meydana
gelen olaylar) rol alan 70’den fazla genin aktivasyonuna yol agmaktadir(50). Bu
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu i¢cin PH sonrasinda artan metabolik ylik
ve heniiz ayrintilar1 tam olarak bilinmeyen yollarla karacigerde dakikalar i¢inde
tespit edilebilen degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir(110, 111). Bu olaylar sonugta
reaktif oksijenlerin iiretimi, proinflamatuar sitokinler, TNF-a ve IL-6’nin artisi,
mitojen, yardime1 mitojen (co-mitogens) ve inhibitorlerin artigina ve birbirleriyle
karmagsik iligkilerinin devamina yol a¢maktadir. Bu siirecteki karmagsik iligki
yumaginin  herhangibir  adimmin  etkilenmesipotansiyel  olarakkaraciger

rejenerasyonsiirecini etkileyebilir.

Parsiyel Hepatektomi
Clesicatif stres Transkripsiyon faktérlerinin (NFKB, STAT3, AP -1, CEBP) A
Mcta!nl_l_k }’Uk modifikasyonu ve DNA’ya baglgnmarin artigina yol agan olaylar
Sitokin tiretimi l
— Primer gen yamllar; (c-fos, cjun, c-nyc) E
o i
Bliylme HGE Priner yanitm ilerlemesi M
faktorleri s ; )
o EGF Sekonder yanitin aktivasyonu i
regiilasyonu TGFa N
L GUG gegisi ¥~
«—
i AP
Gl sireci R
Siklin/Kinaz Siklin E, ‘L By P53 ckspresyonu 0
regiilasyonu Gl/S gegisi ([:
Siklin J! ¢ ) Ras d(sprm_vmu ].nhib lt{jn E
DNA ?entem Tarp | faktorler S
.3 aktivin 4
Hepatosit prciilfcrasyonu 4
Fonksiyonel kapasitenin restorasyonu
\J

Biiyiimenin Durmas1 ——

Sekil 2.10. Karacigerin rejenerasyonu siirecinde priming ve progresyon fazlari
(117).
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Karacigere rejenerasyon uyarisi gelmeden once hepatositlerin hemen hemen
hepsi GO fazinda bulunurlar(48, 59, 64). Hiicre dongiisiiniin, uyarmin
gelmesinden sonra ilerleme fazindan ¢ok, baslama fazinin biliyiime faktorlerine
gereksinimi vardir(66). Transkripsiyon faktorii olan NF-kB,STAT3, AP-1 ve
sitokin diizenleyici olabilecegi diisiiniilen C/EBP karaciger rejenerasyonunun
baslamasinda 6nemli rol oynarlar(22, 48, 66). Bu molekiiller baglangicta TNF-a
tarafindan uyarilirlar(47, 118). Bu nedenle deneysel olarak TNF-a ve bu sitokinin
uyardig1 IL-6 miktarmin biyokimyasal yontemler ile belirlenmesi, PH sonrasinda

rejenerasyon durumu ile ilgili bilgi verir(63, 118).

Parsivel Hepatektomi
'

Atrmig metabolik yiik + 277

TeFa Il-6

‘..-""J Mitajenker/Comatojenler

Hm;nl:nl'imnl hicreler

73

IL-10
TGEFR

Irhbinarler

Merenkirm] hierela

Hepatosit Proliferasyvonu

Sekil 2.11. Transkripsiyon faktorlerinin (NF-xB, STAT3, AP-1, C/EBP)
aktivasyonuna ve DNA sentezinin baglamasina yol agcan olaylar. RTK: Reseptor
tirozin kinaz, TNFR: Tiimor nekrozis faktor reseptorii, ROS: Reaktif oksijenler,
TNF: Tiimor nekrozis faktor, IL-6: Interlokin 6, IL-10: Interlokin 10, TGF:
Tranforming biiylime faktorii, MAPK: Mitojen aktive protein kinaz, SAPK: Stres
aktive protein kinaz, JAK: Janus kinazlari, IKK: Inhibitér niikleer faktér B kinaz

(117).

PH ya da kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger hasarindan sonra
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Kupffer ve endotel hiicreleri tarafindan TNF-a ve IL-6 tiretimi baglatilir. 1L-6
iretimi TNF-a tarafindan uyarilmaktadir. IL-6 ve 6zellikle TNF-a ile birlikte
karacigerden ve cevre organlardan gelen biiyiime faktorlerinin (pankreas>HGF;
duodenum>EGF; adrenal bez>norepinefrin) etkisiyle serbest oksijen
radikalleri(SOR) tretimi saglanir(3). Bir¢ok hiicre tipinde bulundugu gibi
hepatositlerde de bulunan ve p65-p50 protein alt iinitelerinden olusmusNF-«xB
molekiilii normalde inaktiftir. Bu durum molekiilin p65 iinitesine bagh
I\B(Inhibitor Kappa B) inhibitériinden kaynaklanmaktadir. SOR araciligiyla
inhibitor niikleer faktor B kinaz enzim kompleksi tetiklenerek I\B molekiiliinii
katalizlemesi ve NF-kB'den kopmasi saglanir. Boylece, hepatosit sitoplazmasinda
fosforilasyondan sonra aktivite kazanan NF-kB hiicre ¢ekirdegine gog¢ eder.
Molekiiliin cekirdege gecisi engellendiginde karacigerde apoptozis baglar(3).
PH’den sonra Oncelikle transkripsiyon faktdrlerinden NF-xB, AP-1, C/EBP ve
bunlarin hemenarkasindan da STAT3’iin DNA’ya baglanmalarinda artig olur. NF-
kB ameliyattan10-15 dakika sonra Olciilebilir ve 1-2 saat icinde de normal
seviyeye diiser. STAT3 ise ameliyattan sonraki 1-2saat i¢inde belirlenebilir ve
aktivasyonunu 4-6 saat kadar siirdiirebilir(3,66).IL-6 sitokini ve diger biiyiime
faktorleri varliginda sitoplazmada aktivite kazanmis STAT3, NF-xB gibi hiicre
cekirdegine go¢ eder. DNA molekiiliine baglanmasindan sonra hepatosit
proliferasyonunda gerceklesen iki asamali gen ekspresyonunun ilk fazi “The
immediate early genes (IEGs)” olarak bilinenc-myc, jun-B, c-jun, c-fos gibi
protoonkogenlerin ekspresyonudur(3, 119, 120). IEGs 16sin ailesinin iiyelerinden
proteinleri kodlar ve bunlar hiicre onarimuiyla iligkilidir. Bu genlerin aktive oldugu
donem “acil erken faz” olarak adlandirilir(121). Transkripsiyon faktorleri, tirozin
fosfataz ve hiicre zar proteinleri IEGs tarafindan meydana getirilir(3). “Delayed
early genes/gecikmis erken genler” olarak da ifade edilen ve apoptozise engel olan
Bcl-XL geninin 6rnek gosterildigi gen ekspresyonunun ikinci fazidir. Ayrica, Bel-
XL geni hepatosit proliferasyonu sirasinda mitokondrilerde meydana gelmis olan
SOR’ne karsi antioksidan Ozellik gosterir(3, 64). Deney hayvanmnaTNF-a’nin
enjekte edilmesi, AP-1’in baglanmasini artiric1 yonde bir 6zellik kazandirir. AP-
1’in baglanmas1 ise PH’den ¢ok kisa bir siire sonra c-jun ve c-jun niikleer kinazin

aktivitesiyle  paralel degerlendirilmektedir.  Transkripsiyon  faktorlerinin
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aktivasyonu ve primer genlerin ekspresyonu sonucunda hepatositler hiicre
dongiisiiniin G1 fazina dogru itilirler. Bu olay PH’den sonraki 4.saate isabet
eder(3). Hiicre dongiisiinde gorev alan p53, p21, mdm genleri ile siklinler ve
siklin bagimli kinazlar olarak bilinen hiicre i¢i enzimler PH uyarisiyla aktivite
kazanirlar. Siklin D1’in kinaz ile olusturdugu kompleks, hiicre dongiisiindeki bazi
faktorleri fosforilleyerek, rejenerasyonun20. saatinde, dongiiniin G1 fazindan S
fazina gegmesini ve replikasyonun gerceklesmesini saglar(3,59). Bu siirecte siklin
D, E, C ve B’nin ekspresyonlarina da gereksinim duyulur ve sonu¢ olarak DNA

molekiilii replikasyona ugrar(3, 66) (Sekil 2.12.).

IEGs Gecikmis Hiicre dongtisii DNA replikasyonu
(c-fos, c-jun. genler genleri ve mitoz
jun-B. e-myc, (belx) (p53. p2l. (siklin D1. siklin E. C.
vb.) mdm2) B: ras)
¢ ———————————————o ¢ 4
I I I I
0 4. saat 8. saat 20. saat 48. saat
Gy » G, > S

Sekil 2.12. PH sonras1 karaciger rejenerasyonunda gen aktivitesizinciri (3).

Hepatosit hiicre dongiisiinde, siklin D1°den siklin E’ye gecis 6nemli bir sinir
noktadir. In vivo ve in vitro kosullarda, bu iki siklini eksprese edebilen adenovirus
vektorleri, hepatosit DNA replikasyonunu uyarabilir ve bu asamadan itibaren
biiylime faktdrleri olmaksizin replikasyon ilerleyebilir(22). Siklin bagimli kinazlar
ve bunlarin yapilarina katilarak aktivasyonlarmi yonlendiren siklin proteinleri
sadece hepatosit hiicre dongiisiinde degil ayn1 bigimde tiim dkaryotik hiicrelerin
dongiilerinde de diizenleyici rol oynar(67).

DNA molekiiliindeki ve gen ekspresyonlarindaki artisin tespit edilmesi,
rejenerasyon siirecinin yonii ve ilerleyisinin yorumlanmasi agisindan onemlidir.
PH sonrasi karaciger rejenerasyonunda erken donemde (ilk bir saat) gelisen

olaylarin kronolojik siralamas1 Sekil 2.13’de gosterilmistir (113).
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Multiple signaling pathways involving both growth factors, cytokines, paracrine
signals, and neuroendocrine factors occur simultaneously within the first

60 min after PHx. These include:

e Increase in urokinase activity (first 5 min)

Translocation of N(otch) ICD to the nucleus (15 min)

Translocation of beta-catenin to the nucleus (5-10 min to 6 h)

Decrease in HGF biomatrix stores (30 min to 3 h)

Activation of the HGF receptor (within 30—-60 min)

Activation of the EGF receptor (within 30—60 min)

Increase of HGF, Norepinephrine, IL6, TNFa, TGFb| and hyaluronic acid
in the plasma (1-2 h)

Activation of API, NFkB, and STAT3 (30—60 min)

Extensive gene expression reprogramming of hepatocytes within 30 min
after PHx

Sekil 2.13.PH sonrasi karaciger rejenerasyonunda erken donemde (ilk bir saat)

gelisen olaylarin kronolojik siralamasi (112).

2.2.2. Karaciger Rejenerasyonunu Aktive Eden Faktorler

Karaciger rejenerasyonunun bir takim stimiilatér ve inhibitér maddelerin
karsilikli kompleks iligkileri sonucu regiile edildigi kabul edilmektedir (3, 122).
Karacigerrejenerasyonunu hangi faktoriin baslattigi yapilan bircok caligmaya
karsin giinlimiizdehala tam olarak ortaya konulamamistir.Sitokinler ve biiylime
faktorleri hepatik rejenerasyon ile iligkili olan biyolojikmaddeler olup, hepatik
rejenerasyonu uyarip tetikleyenler ve durduranlar olarakgruplandirilirlar (64)

(Sekil 2.14.).

Biiyume Uyaricr Faktorler

Tam Mitojen (birincil, temel) Dolayh Etkili Mitejenler (Komitojenler)
Hepatocyte Growth Factor (HGF) Instilin

Transforming Growth Factor-a (TGF-a) | Glukagon

Epidermal Growth Factor (EGF) Parathormon

Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) Tiroid hormonu

Insulin- like Growth Factor (IGF) Adrenal kortikal hormonlar

Acidic Fibroblast Growth Factor Katekolaminler

Keratinocyte Growth Factor (norepinefrin, vazopresin, anjiotensin)

Biiyiime Durdurucu Faktirler

Transforming Growth Factor-p (TGF- B)
Interlenkin- 1 (IL- 1)

Activanlar, inhibinler

Sekil 2.14. Karaciger rejenerasyonunda etkili faktorler (64).
TNF-a, IL-6, HGF ve TGF-a hepatik rejenerasyonu tetiklerken, IL-1, TGF-f
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ve aktivin ise baslamis olan rejenerasyonu bloke ederler (21, 63, 64,66). Bunlarin
yaninda dolayli olarak insiilin, ndrepinefrin, gastrin, prostoglandin E2, kalsiyum
ve D vitamini gibi yardimci mitojen maddelerin de temel mitojenler varliginda
karaciger rejenerasyonu iizerine 6nemli etkileri vardir(8, 21, 64). Hepatositlerin in
vitro olarak HGF, EGF ve TGF-a biiylime faktorlerine tam cevap verebilmesi i¢in
ortamda ilk olarak TNF-a ve IL-6 sitokinleri ile sitotoksitite engelleyici diger
ajanlara gerek vardir(3).

Hepatosit biiyiime faktorii (HGF): HGF karaciger rejenerasyonunun
kontrol ve diizenlenmesinde yiliksek diizeyde mitojenik etki ile Onemli rol
oynar(123). En cok karaciger Ito ve kupffer hiicrelerinde olmak tizere akciger,
dalak, plasenta, beyin gibi bircok dokuda ve plazmada bulunan protein yapisinda
bir biiylime faktoriidiir (124). HGF sicanlarda, PH’den sonraki ilk 6 saatte
karaciger tarafindan tretilir (66).Ayrica sistemik olarak enjekte edilen HGF’nin
karaciger tarafindan diger organlara gére daha fazla tutuldugu gorilmiistiir (125).
Bu molekiil hem in vitro hem de in vivo sartlarda biiyiime faktorii olma 6zelligini
devam ettirir(126). Rekombinant HGF, primer kiiltlirde sigan ve insan
hepatositleri i¢in potansiyel bir mitojendir. HGF, PH yapilan, kimyasal hasarli ve
akut hepatitli sicanlarda daha fazla hasarin olusmasina engel olmak i¢in karaciger
rejenerasyonunu uyarir (127). %30 PH yapilmis hayvanlarda, karacigere inflizyon
ile ¢ok az miktarlarda HGF ve TGF-a verildiginde DNA sentezinde biiyiik artiglar
olmaktadir. Fakat ayn1 uygulama hi¢ hasara ugratilmamis karacigerde bu sonuca
neden olmaz (22, 66). Hepatektomiyi takiben bes dakika i¢inde lirokinaz aktive
olur ve plazminojenin plazmine doniisiimiinde rol alir. Plazmin matriks yikici
metalloproteinazlar1 uyarir. Matriks yikimi sonucu HGF salgilanir(8). Sicanlarda
hepatektomi sonrasi bir saat iginde plazma HGF konsantrasyonu 20 katina
cikar(128). PH’den sonraki ilk 18-24 saat icinde HGF mRNA seviyesi en {list
diizeye ulasir (64).Insanlarda PH’yi takiben 1. ve 3. giinler arasinda plazma HGF
seviyesi maksimuma ulasir(129). Portal veni baglanmamis sicanlarda hepatektomi
sonras1 verilen HGF hem hepatosit kitlesini hemde DNA sentezini artirmakta,
portal veni baglanmis kontrol grubunda ise hipertrofi olmaksizin DNA sentezi
artmaktadir (130). HGF gibi bazi biiylime faktorlerinin en 6nemli kaynagi

pankreasin ekzokrin kismi oldugu i¢in, HGF parakrin mekanizmayla hepatositler
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izerine etkilidir. Pankreatektomi ile birlikte PH uygulanmis deneklerin
karacigerlerinin rejenerasyonu ve iyilesmesinde gerileme olmaktadir(10).
HGF’nin mitojen etkisi sadece hepatositler ile sinirli olmayip farkli hiicre tipleri
iizerine de benzer etkiler yapar (64).

TNF: Karaciger rejenerasyonu sirasinda Kupffer hiicrelerinin senteziyle
olusturulan proinflamatuar bir sitokindir. TNF-a'nin ekspresyonu sonucunda
hepatositler hiperplazi gostererek, karaciger agirligmin viicut agrhigina gore
ihtiyactan daha fazla artmasina neden olmaktadir (131). PH sonras1 4-6. saatlerde
serumda ve karacigerde TNF-a diizeyi artar (132,133) TNF-a ve TNF-$ olmak
iizere iki formu vardir. TNF-a baslica makrofajlardan salman klasik formdur ve
kasektin olarak bilinir. TNF-f ise lenfosit kaynaklidir. Lenfotoksin-a olarak anilir.
Reseptorleri (TNFRI ve TNFRII) ve etki mekanizmalar1 aynidir. Bircok doku ve
hiicre iizerinde farkli etkilerinin oldugu bilinen bir proteindir. TNF, dogal ve
kazanilmis bagisiklik, hiicre regililasyonu, farklilasma ve apoptoz siireglerinde
onemli rollere sahip, polipeptid yapida bir sitokindir. Basta makrofaj ve lenfositler
olmak iizere ¢esitli immun ve somatik hiicrelerde sentezlenir. TNF’nin ilk tarifi
1975’te Carswell tarafindan yapilmistir. Prohormon seklinde membrana entegre
halde bulunur. Uyaranlara yanit olarak membranéz TNF (m-TNF), TNF
doniistiirticii enzim (TACE) tarafindan yikilir ve matiir ve solubl form (s-TNF)
olusur. Olusan bu molekiillerin ii¢li bir araya gelerek aktif olan homotrimer yapiy1
olusturur. TNF ekspresyonu uyar1 sonucu yarim saat i¢inde baslar, 90-120 dakika
arasinda pik yapar. Daha sonra salinan IL-1 ve IL-6, TNF ekspresyonunu inhibe
eder. 4 saat icinde TNF diizeyi sifira diiser. TNF kosullara bagl olarak NF-xB
tarafindan aktivasyonlar1 diizenlenen hiicreler iizerinde promitojenik etkiye
sahiptir(134). Genetik olarak TNF reseptor defektli sicanlarin PH’ye yanitlarmin
yavas ve eksik oldugu goriilmiistiir (133). TNF ayn1 zamanda indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz’m (iNOS) regiilasyonunda rol oynar. iNOS defekti bulunan sicanlarin
karaciger rejenerasyonlarida defektlidir(135). TNF hepatositler i¢in direkt mitojen
degildir. HGF gibi direkt mitojenlerin mitojenik etkilerini artirir.

IL-6: Kaynagi T ve B hiicreleri, makrofajlar, endotelyal hiicreler,
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fibroblastlar, hepatositlerdir. Akut travma ve stres smrasinda kan diizeyi
yiikseldiginden dolay1 genellikle sistemik inflamatuvar yanit veya postoperatif
morbidite indikatorii olarak kullanilir. Salgilanmasinda major etkiyi IL-1 ve TNF-
a saglar, IL-4, IL-10 ve IL-13 tarafindan baskilanir (136). Travmadan sonra 60
dakika icinde dolagimdaki diizeyi dlgiilebilir, 4-6 saatte pik yapar ve dolasimda
kalma siiresi 10 gline kadar uzayabilir. Ulastig1 kan diizeyi direkt doku hasari ile
baglantilidir. IL-1 ve IL-6, travma sirasindaki hepatik akut faz protein yanitinin
onemli mediatorleridir ve C-reaktif protein (CRP), fibrinojen, haptoglobulin,al-
antitripsin ve kompleman yapimimi da artirrr. Saghkli bireylerde serum IL-6
diizeyleri saptanmazken inflamatuvar olaylarda serum seviyeleri artar. 1L-6
siganlarda PH’den sonra karaciger rejenerasyonunu uyaran énemli bir mitojen ve
anti-apoptotik faktordiir(3, 137). Rejenerasyon uyarisina cevap verirken, TNF-a
aktivasyonuyla etkinlik kazanan IL-6, farkli hedef hiicre tipleri iizerine ¢cok yonlii
biyolojik aktiviteler gdosteren pleotropik bir sitokindir(131). Bu sitokin,
hemapoetik sistem diizenlenmesinde, lenfosit fonksiyonlarinda ve hiicre
farklilasmasinda gorev alan 6nemli bir mediatérdiir. Sicanlarda PH’den sonraki
24-48. saatler arasinda IL-6’nin serum konsantrasyon seviyesi artar(47, 64, 138).
IL-6’nin fizyolojik miktar1 rejenerasyon i¢in gereklidir ancak, fazla IL-6 biliylime
durdurucu onkogenleri uyararak rejenerasyonun bozulmasina neden olabilir (98).
Inflamatuvar sitokinlerin dnemli kaynag1 kupffer hiicreleri(64) ve sinusoidlerdeki
endoteldir (49). Ayrica, TNF-a, IL-6 ve HGF ile heparine bagli EGF’nin temel
kaynagi, karacigerdeki parankimal olmayan hiicreler de olabilmektedir (22). IL-6
sitokininin hepatosit biiylimesi iizerine etkisi otokrin mekanizma ile olabilir.
Ayrica IL-6’nin karacigeri toksik hasarlardan korumada da o6nemli rolii
vardir(119).

Epidermal biiyiime faktorii (EGF):Hepatositlerde DNA sentezini uyardigi
belirlenen ilk faktordiir (13). Hepatosit kiiltiirlerinde mitojen  etkisi
kanitlanmistir(8).  Hepatektomi  sonrast artan  noradrenalin  uyarisiyla
submandibular bezlerden ve Brunner bezlerinden salmimi artmaktadir(15).
Amfiregiilin epidermal growth faktor ailesinin bir iiyesi olup hepatektomi yapilan
sicanlarda karaciger rejenerasyonunun erken fazina etkili bir erken-yanit biiylime

faktorii oldugu goriilmiistiir (139). Hiicre dongiisiinde yer alan ve potansiyel
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transkripsiyon faktorlerinden olan STAT3’lin aktivasyonu IL-6 sitokininin serbest
kalmasmma ve EGF’nin uyarisma baghdir(3, 64, 119, 120). Bu ac¢idan hiicre
dongiisiiniin ilerlemesinde IL-6 varlig1 oldukca onemlidir (49). Siganlarda PH’den
sonraki 30 dakika ve lgclincii saatler arasinda STAT3’ilin seviyesi yiiksektir.
STAT3’iin hiicre biiylimesi, farklilasmas1 ve pek ¢ok sistemde hiicrelerin G1’den
S fazma gecislerinde 6nemlidir. Hepatositlerin G1’den S fazina gecisinde, HGF
ve TGF-a biiyiime faktorlerinin de varliginda STAT3 aktivasyonu gereklidir (64).

Transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF-a): Rejenerasyonun baglangic
safhasindan sonra rol oynadig:1 disiiniilmektedir. EGF ile ayn1 reseptor iizerine
etki eder. Hepatosit kiiltiirlerinde DNA sentezini artrmaktadir(13, 140).

Norepinefrin: ol-adrenerjik reseptorler yoluyla direkt EGF’yi artirarak
indirekt yoldan karaciger rejenerasyonunu artirir. Sempatik denervasyon ve a-1
reseptor blokaji DNA sentezini azaltmaktadir(8).

Insiilin: Porto sistemik sant sonucu gelisen karaciger atrofisi insiilin
verilmesiyle engellenebilmektedir (141). Primer mitojen olmamasina karsin hiicre
kiiltiirlerinde diger biiyiime faktorlerinin etkisini artirmaktadir(8).

Hepatosit uyarict madde (HSS): 53 kilodalton agirliginda bir proteindir.
Invitro ve invivo olarak hepatotrofik etkisi vardir (142).

Seks hormonlari: Hepatektomi sonras1 hepatositlerde Ostrojen reseptorleri
artarken androjen reseptdrleri azalmaktadir. Ostrojenin hepatosit béliinmesini
artirict etkisi vardir. Antidstrojen bir ajan olan tamoksifenin invitro ve invivo
karaciger rejenerasyonunu azalttigi gosterilmistir (13, 143). Buna karsin
antiandrojenlerin belirgin bir etkisi gosterilememistir (144).

GM-CSF: Graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktér’iin, deneysel
calismalarda hepatik rejenerasyonu artirdigi, kupffer hiicrelerinin diferansiyasyon
ve proliferasyonunu artirdig1 gosterilmistir (145).

Digerleri: Fibroblast biiylime faktorii (FGF), vaskiiler endotel biiylime
faktorii (VEGF), triiyodotironin (T3), retinoik asit, bazi ilaglar (barbiitratlar,
diazepam, hipolipidemik ajanlar, anti epileptik ajanlar), biiyiime hormonu, PGE2,
siklosporin, FK506, vazopressin gibi faktorlerin karaciger rejenerasyonuna

olumlu katkilar1 oldugu bildirilmektedir(8, 132, 146-148).
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2.2.3. Karaciger Rejenerasyonunu inhibe Eden Faktorler

TGF-p1: Bilinen en Onemli rejenerasyon inhibitoriidiir. Ito hiicreleri
tarafindan hepatektomi sonrasi erken donemde salgilanir. Rejenerasyon devam
ettigi siirece a2-makroglobuline bagl inaktif formundadir. Zamani geldiginde
aktive olarak rejenerasyonu sonlandirir(8). Bu zamanlamay: etkileyen faktorler
bilinmemektedir.

IL-1: Sentezinin kaynag1 makrofajlar, B ve T hiicreleri, NK hiicreleri,
endotelyal hiicreler, epitelyal hiicreler, fibroblastlar, osteoblastlar ve dendritik
hiicrelerdir. TNF-o biyosentezini ve salmimini indiikler. Bilinen iki
proinflamatuvar tiirii vardir; IL-loo ve IL-1P. IL-la asil olarak hiicre zari ile
ilgilidir ve etkisini hiicresel temas araciligiyla gosterir. Dolagimda bulunan IL-1f3,
IL-1a’ya gore daha fazla miktarlarda sentezlenir ve travmayi takiben olusan
karakteristik degisiklikleri indiikler. IL-1’in etkileri TNF-a’ya yakindir ve benzer
fizyolojik ve metabolik degisikliklere neden olur. TNF-a ve IL-1’in
proinflamatuvar etkileri sinerjistiktir. IL-1’in yar1 omrii alt1 dakika kadardir, bu
nedenle akut travma veya hastalikta kanda tespit edilebilme olasiligi TNF-o’ya
oranla daha disiiktlir. Ayrica IL-6 yapiminda artisa neden olarak akut faz
reaktanlarmin yapimini artirir. IL-1 reseptor antagonistleri (IL-1ra) olarak bilinen
non-agonist IL-1 tiirevleri de travma sirasinda salmir. Bu molekiil, reseptorlere
baglanmak ic¢in IL-1 ile kompetisyona girer, reseptore baglandiginda ise belirgin
bir etki goriilmez. Inflamasyon ve travma sirasinda tespit edilebilen IL-1ra’nin

gorevi IL-1 aktivitesinin reglilasyonudur (149).
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2.3.Kimyasal Sempatektomi

Hayvan c¢aligmalarinda hepatik sempatik sinirlerin cerrahi ya da kimyasal
denervasyonu, bu sinirlerin fonksiyonunun arastirilmasi i¢in genellikle standart
bir yontem olarak kullanilmaktadir.Cesitli arastirmacilarmikrocerrahi (150, 151)
ve hepatik sinir pleksusuna fenol soliisyonu uygulanarak yapilanlokal kimyasal
sempatektomi (152-154) gibi islemler gelistirmiglerdir. Bu islemler biiyiik
hayvanlarda etkilidir fakat fareler gibi kii¢iik hayvanlarda uygulanmasi zordur. Bu
nedenle giiniimiizde deneysel arastirmalar bazinda iki ana kimyasal sempatektomi
ajan1 kullanilmaktadir. Bunlar 6-OH-DA ve guanetidin monosulfat’tir. Bunun
disinda antiNGF antikoru ile de sicanlarda immunosempatektomi yapilmigtir
(155, 156).

6-OH-DA katekolaminerjik noronlar iizerine bir norotoksik ajan olarak etki
etmektedir. Yenidogan sicanlarda 50-150 pg/g dozunda ve 3-7 giin siireyle
uygulanan 6-OH-DA komplet ve siirekli bir sempatektomi olusturarak harabiyet
yaptig1 gosterilmistir. Ayn1 doz ve siirede erigkin siganlarda verildiginde ise yine
sempatik sinir uclarinda 6-8 hafta siireyle gecici bir blokaj yapmaktadir (155,
157).6-OH-DA etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ancak spesifik
etkisinin katekolaminerjik noronlarda bulunan bir transport mekanizmasi yoluyla
selektif uptake ve akiimiilasyonu seklinde oldugu ileri siiriilmiistiir. ilacin
sitotoksisitesinin hiicre i¢inde hidrojen peroksit, siliperoksit radikal, hidroksil
radikal ve muhtemelen de kinolonlar gibi toksik iirlinlerin olusumuna yol agan
otooksidasyonu kolaylastiric1 etkisi ile baglantili olduguna inanmilmaktadir. Bu
nedenle 6-OH-DA kimyasal sempatektomi amaciyla kullanilirken birlikte bir
antioksidan maddenin de soliisyona ilave edilmesi Onerilmektedir (155).

Kimyasal sempatektomi i¢in kullanilan diger bir madde olan guanetidin’in
siganlara 25-60 mg/kg dozunda ve 2-10 hafta siireyle verilmesi yine yasa bagimli
olarak sempatik gangliyonlarda hiicre i¢i adrenerjik cisimciklerin reversibl veya
irreversibl harabiyetine neden olmaktadir. Guanetidin sempatik sinir sisteminde
postsinaptik blokaj yaparken, presinaptik terminaller iizerine etki etmez.
6-OH-DA’nm santral sempatektomi etkisi daha gii¢lii iken guanetidin’in periferik

sempatektomi etkisi daha belirgindir (158).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismanin cerrahi asamalar1 Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Laboratuvarinda gergeklestirilmis olup ilgili konularda Tibbi Patoloji
ve Tibbi Biyokimya Anabilim Dallarinin katkilar1 alinmistir. Tiim deneysel
islemler 12.01.2010 tarihli Deney Hayvanlar1 Etik Kurul kararina uygun olarak
yapilmistir.

3.1.Deneysel Model

CalismadaAkdeniz ~ Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda tiretilmis, agirhigi 170-280 gram arasinda degisen, 10-12 haftalik,
64 adet erkek Wistar-Albino tiirii sigan kullanildi. Deney hayvanlari, deney
stiresince 12 saatlik aydmlik-karanlik sikluslar1 olan, uygun oda sicakligi ve nem
oran1 otomatik olarak saglanan odalarda, dortli gruplar halinde standart
kafeslerde, uygun diyet ve ¢esme suyu verilerek yasatildilar.

Giinliik degisen rejeneratif cevabin etkisine engel olmak i¢in ameliyatlar
giinilin ilk yarisinda yapildi.Sigcanlar intraperitoneal 50 mg/kg ketamin (Ketasol®,
Interhas Tibbi ve Kimyevi Uriinler San. ve Tic. A.S.) ve 10 mg/kg xylazine (Kepro
Xylazine®, Biopharm Ast Ilag San. ve Tic. Ltd. Sti.) ile anestezi saglandiktan
sonra tiim si¢anlar cerrahi iglem siiresince spontan solunum ile ventile oldu.

Kimyasal sempatektomi olusturmak i¢inher bir sigana bes giin
sireyle100  mg/kg/giin  intraperitoneal  6-Hidroksidopamin  hidrobromid
(6-Hydroxydopamine hydrobromide®, Sigma-Aldrich) uyguland1 (34, 155, 157).
6-OH-DA’nin oksidasyonunu engellemek icin bir antioksidan olan Askorbik asit

(Redoxon®, Bayer, 0,1 mg/mL) kullanild1 (34, 155).
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3.1.1.Deney Gruplan

Denekler her biri onalt1 sigandan olusan dort ana gruba ayrildi. Daha sonra
bu gruplar esit sayida sigan icerecek sekilde iki alt gruba ayrildi. Plasebo olarak 1
mL steril serum fizyolojik (%0,9 NaCl) intraperitoneal yoldan bes giin siireyle

uygulandu.

e Grup 1 (Kontrol, n=16):Bes giin siireyle plasebo uygulanip daha sonra
kontrol ameliyat1 yapildi.
o Grup 1A (n=8):Kontrol ameliyatindan iki giin sonra hepatektomi
yapild1.
o Grup 1B (n=8):Kontrol ameliyatindan on giin sonra hepatektomi
yapild1.
e Grup 2 (Sempatektomi, n=16):Bes giin siireyle 6-OH-DA uygulanip daha
sonra kontrol ameliyat1 yapildi.
o Grup 2A (n=8): Kontrol ameliyatindan iki giin sonra hepatektomi
yapild1
o Grup 2B (n=8):Kontrol ameliyatindan on giin sonra hepatektomi
yapild1.
¢ Grup 3 (Kontrol+PH, n=16):Bes giin siireyle plasebo uygulanip daha sonra
PHyap1ld1.
o Grup 3A (n=8):PH’deniki giin sonra hepatektomi yapildi.
o Grup 3B (n=8): PH’den on giin sonra hepatektomi yapildi.
¢ Grup 4 (Sempatektomi+PH, n=16):Bes giin siireyle 6-OH-DA uygulanip
daha sonra PH yapild1.
o Grup 4A (n=8):PH’deniki giin sonra hepatektomi yapildi.
o Grup 4B (n=8): PH’den on giin sonra hepatektomi yapildi.
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3.1.2. Cerrahi islem

Karm derisinin tiiyleri tiras edildikten sonra povidon iyot ile temizlenerek
steril kosullar1 saglandi. Orta hat insizyonla laparotomi yapildi (Sekil 3.1.). Karma
girildikten sonra falsiform ligament kesilerek karaciger serbestlestirildi
(Sekil 3.2.). Kontrol ameliyatina bu asamada son verilirken, PH Higgins ve
Anderson’untanimladiklar1 yonteme uygun olarak yapildi (46). Buna gore median
ve sol lateral loblar pedikiillerinden 4/0 vicryl(Pegelak®, Dogsan cerrahi dikis
malzemeleri) ile baglanarak %70’lik PH gerceklestirildi (Sekil 3.3.).

Ameliyat sonunda kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi
icin karin bosluguna 10mL steril serum fizyolojik (%0,9 NaCl) verildi. Kanama
kontrolii sonras1 fasya ve kaslar 4/0 vicryl, cilt 4/0 ipek(Silk®, Dogsan cerrahi
dikis malzemeleri) siitiir ile stirekli dikislerle kapatildi ve povidone iodine ile yara
pansumani yapildi. Ameliyat sonrasi 6. saatte su ve diyet alimmna izin verildi.
Ameliyat sonrasi analjezi i¢in parasetamol (Parol®, Atabay) 100 mg/kg/4saat oral
yoldan verildi.

Sicanlar deney gruplarinda belirlenen giinlerde cerrahi sirasinda
eksanguinasyon yontemiyle (kani bosaltma),abdominal aortadan ortalama 8mL
kan almarak sakrifiye edildi ve es zamanli hepatektomi yapildi (Sekil 3.4.)
Sakrifikasyon Oncesi sicanlar tartim terazisi(Desis T28®, ETS Elektronik Tartim
Sistemleri) ile tartilarak kaydedildi. Hepatektomi ile ¢ikarilan rejenere karacigerin
nemli agirhig1 hassas analitik terazi(Precisa 1254 SCS®, Biltek Sanayi ve Tic. A.S)
kullanilarak 6l¢iildii ve kaydedildi.

Doku ornekleri patolojik incelemeler i¢in formol i¢inde uygun kaplara
konularakpatoloji laboratuvarina; kan 6rnekleri ise biyokimyasal incelemeler i¢in
kan toplama tiiplerine(BD Vacutainer®, U.K) konularak soguk (-4°C) saklama

kabinda hizla biyokimya laboratuvarina ulastirildi.
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Sekil 3.1. Denek hayvaninin karin bolgesinin hazirlanmasi ve laparotomi

uygulamasi.

Sekil 3.2.Falsiform ligamanin kesilerek karacigerin serbestlestirilmesi.
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Sekil 3.3. Sican karacigerinin median (a) ve sol lateral (b) loblarinin baglanarak

¢ikarilmasi. Cikarilan loblar (c).

Sekil 3.4. Cerrahi sirasinda eksanguinasyon yontemi (a) ve es zamanli

hepatektomi yapilarak alinan rejenere karaciger dokusu (b).
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3.2. Parametreler
3.2.1. Morfolojik Parametreler

Rejenerekaraciger oram (R):Sakrifiye edilen sicanin nemli karaciger
agirhgmin (K), sicanin toplam viicut agirhigina (V) oraninin yiizdesi R degeri
olarak ifade edildi.

R=K/V x 100

Bu formiiliin kullanilmasi ile 6nce tiim sicanlara ait R degerleri bulundu.
Bundan sonra her alt grubu olusturan 8 sicanin R degerlerinin aritmetik

ortalamalar1 alinarak alt gruba ait ortalama R+standart hata degerleri hesaplandi.

3.2.2. Biyokimyasal Parametreler

Kontrol ameliyatt veya PH sonrast 2. ve 10. giinlerde,siganlarin
sakrifikasyonu esnasinda almnan kan Ornekleri Biyokimya Laboratuvarinda
santrifiij makinasinda(Eppendorf Centrifuge®, 5810)4000 rpm’de4 dakika
santrifiij edilerek serumlar1 ayristirildi. Bu serumlarda HGF, TNF-a vellL-6
diizeyleri spesifik ELISA kitleri kullanilarak hesaplandi.

i.Serum HGFAnalizi:Sican HGF kiti (Rat HGF®, Cusabio, Cat. No:CSB-
E07346r)kullanilarak solid-faz sandvi¢ ELISA yontemi ile yapildi.Bu ydntemde
monoklonal anti-rat HGF antikoruyla 6nceden kaplanmis 96 kuyucuk iceren
mikroplaklar kullanildi. Kuyucuklara eklenen serum ve standartlarda bulunan
HGF, iki saatlik bir inkiibasyon ile kuyucuklardaki antikorlara baglandi ve
baglanmayan kisim uzaklastirildi. Ortama Biotinle isaretlenmis ikincil antikor
eklendi ve bir saat inkiibasyon yapildi. Yikama agsamasi ile baglanmayan kisim
uzaklastirildi. Daha sonra Streptavidin-horse radish peroksidaz konjugati ortama
eklenerek 60 dakika inkiibasyon yapildi. Baglanmayan enzim ortamdan yikama
ile uzaklastirilarak kromojenik substrat eklendi. Inkiibasyon sonrasi olusan renk
yogunlugu 450 nm’de 6l¢iildii. Serum 6rneklerindeki HGF miktarlari, standartlar

yardimi ile ¢izilen egriden hesaplandi. Sonuglar pg/mLolarak verildi.
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ii.Serum TNF-0 Analizi:Sican TNF-o kiti (Rat TNF-o®, Invitrogen, Cat.
No:KRC3011)kullamlarak solid-faz sandvic ELISA yontemi ile yapildi. Bu
yontemde monoklonal anti-rat TNF-a antikoruyla 6nceden kaplanmis 96 kuyucuk
iceren mikroplaklar kullanildi. Kuyucuklara eklenen serum ve standartlarda
bulunan TNF-a, iki saatlik bir inkiibasyon ile bu antikorlarla baglandi ve
baglanmayan kisim yikamalar ile uzaklastirildi. Daha sonra ortama Biotinle
isaretlenmis ikinci antikor eklendi ve bir saat inkiibasyon sonrasinda yikama
asamasi tekrarlandi. Daha sonra Streptavidin-horse radish peroksidaz konjugati
ortama eklenerek 30 dakika inkiibasyon yapildi. Baglanmayan enzim ortamdan
yikama ile uzaklastirilarak substrat eklendi, inkiibasyon sonrasi olusan renk
yogunlugu 450 nm’de oOlgiildii. Serum Orneklerindeki TNF-o miktarlari,
standartlar yardimi ile ¢izilen egriden hesaplandi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

iii. Serum IL-6 Analizi: Sican IL-6 kiti (Rat IL-6®, RayBio, Cat. No: ELR-
IL6-001) kullanilarak solid-faz sandvi¢ ELISA yontemi ile yapildi. Bu ydntemde
monoklonal anti-rat IL-6 antikoruyla dnceden kaplanmis 96 kuyucuk iceren
mikroplaklar kullanildi. Kuyucuklara eklenen serum ve standartlarda bulunan IL-
6, iki buguk saatlik bir inkiibasyon ile bu antikorlarla baglandi ve baglanmayan
kisim yikamalar ile uzaklastirildi. Daha sonra ortama Biotinle isaretlenmis ikinci
antikor eklendi ve bir saat inkiibasyon sonrasinda yikama asamasi tekrarlandi.
Daha sonra Streptavidin-horse radish peroksidaz konjugat1 ortama eklenerek 45
dakika inkiibasyon yapildi. Baglanmayan enzim ortamdan yikama ile
uzaklastirilarak substrat eklendi, inkiibasyon sonrasi olusan renk yogunlugu 450
nm’de oOl¢iildii. Serum Orneklerindeki IL-6 miktarlary, standartlar yardimi ile

cizilen egriden hesaplandi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.

3.2.3.Histopatolojik Parametreler

i. Mitotik Indeks:%10’luk formol iginde saklanan karaciger dokusu
Hematoksilen-Eosine (H&E) ile boyanarak parafin bloklarda incelendi. Mitotik

indeks; 10 biiyiik biiylitme sahasinda mitotik hepatositlerin sayis1 hesaplanarak
1000 hiicreye orani seklinde ifade edildi.
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ii.PCNA: PCNA antikoru ile boyanan hepatositler asagida tanimlanan
immunohistokimyasal yontemle belirlendi.

4-5 mikron kalinliginda parafin kesitler alind1 ve 60 derecelik etiivde bir
gece brrakildi. Iki kez 5’er dakika ksilol ve %100, %96, %70’lik alkol
soliisyonlarinda 5’er dakika deparafinize islemi yapildi ve ¢esme suyuna
alindi.Distile suya alinan kesitler Antijen Retreveal soliisyonunda [Etilendiamin
tetraasetikasit (EDTA) veya citrate pH:6] 30dakika 98 derecede basingli ortamda
kaynatilip 20 dakika sogutulup distile suya alindi. %3’liik hidrojen peroksit
soliisyonunda 10 dakika muamele edilip distile su ve Tris ile tamponlanmis salin
(TBS-Tween) 20 ile yikandi. Protein bloklama soliisyonunda 20 dakika inkiibe
edilip, soliisyon fazlas1 dokiildii. Uygun diliisyondaki antikor soliisyondan 100’er
mikrolitre lam {lizerine uygulandi vel saat inkiibe edildi. Distile su ve TBS-Tween
20 ile yikandi. Ikincil antikor ile 15 dakika inkiibe edildi. TBS-Tween 20 ile
yikandi. Strepto-avidin Link soliisyonu ile 15 dakika inkiibe edilip distile su ve
TBS-Tween 20 ile yikandi. Diaminobenzidin(DAB) soliisyonu ile 1-5 dakika
inkiibe edilip distile su ve Tween 20 ile tekrar yikandi. Hematoksilen ile 1 dakika
zit boyama yapilip alkol ve ksilol serilerinden gecirildikten sonra preparatlar
kapatildi.

Preparatlar 151k mikroskobunda 10 biiyiik biiylitme sahasinda PCNA ile
boyanan hepatositlerin sayisi hesaplanarak 1000 hiicreye orani seklinde ifade
edildi.

iii.Ki-67:Ki-67 monoklonal antikoru ile boyanan hepatositleryukarida
tanimlanan immiinohistokimyasal yontemle belirlendi.

Preparatlar 151k mikroskobunda 10 biiyiik biiylitme sahasinda Ki-67 ile
boyanan hepatositlerin sayisi hesaplanarak 1000 hiicreye orani seklinde ifade
edildi.

iv.Apoptotik indeks:Rejenere karaciger dokusundaki apoptotik degisiklikler
immunohistokimyasal olarak TUNEL(Tdt-dUTP nick-end labeling) yontemi ile
hesaplanarak belirlendi.

TUNEL Yontemi::4-5 mikron kalmhiginda parafin kesitler alind.Ug kez
5’er dakika ksilol ve iki kez 5’er dakika %100 alkol ve bir kez 5’er dakika %90,
%380’lik alkol soliisyonlarinda deparafinize islemi yapildi ve 2 dakika c¢esme
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suyunda yikandi.Deparafinize edilen doku kesitleri distile suda yikandiktan sonra
10-20pg/mLProteinaz K ile muamele edilip 15 dakika oda isisinda bekletilerek
inkiibe edildi. Sonra 2 kez fosfat ile tamponlanmig salin (PBS) soliisyonu ile yikandi.
Kesitler oda 1sisinda endojen peroksidaz inaktivasyon soliisyonu (%3 H,0O,) ile 5
dakika muamele edildikten sonra, PBS soliisyonu ile yikandi. Daha sonra TUNEL
soliisyonu (/nsitu Apoptosis Detection Kit®, Takara) ile 37°C’de nemlendirilmis
odada 60-90 dakikasiiresince inkiibe edildi. Kurumasmnin 6nlenmesi i¢in slaytlar
lamel ile kapatildi. Toplam 3 defa olacak sekilde 5’er dakika PBS soliisyonu ile
yikandi. 70 pl Anti-FITC HRP konjugat: ile karistirilarak 30 dakika inkiibe edildi.
Toplam 3 defa olacak sekilde 5’er dakika PBS soliisyonu ile yikandi. Oda
sicakligmda 10-15 dakika DAB soliisyonu ile inkiibe edildikten sonra preparatlar
distile su ile yikandi. Son olarak %3’liik metilen yesili ile boyandi Isik
mikroskobunda incelendi. 10 biiylik biiylitme sahasinda TUNEL yontemi ile
boyanan hepatositlerin sayisi hesaplanarak 1000 hiicreye orani seklinde ifade

edildi.

3.3.istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda degiskenlerin farkliliklarini incelemek icin parametrik test
varsayimlar1 kontrol edilip uygun olmadiklar1 saptandiktansonra parametrik olmayan
hipotez testlerinin kullanilmasina karar verildi. Gruplarin ikili karsilastirilmalarinda
Mann-Whitney U testi kullanild1. Ikiden fazla grubun karsilastirildign durumlar i¢in
ise Kruskal-Wallis varyans analizi ve bunu takiben ikili karsilagtirmalar amaciyla
Mann-Whitney U testleri kullanildi. Degiskenler arasindaki iliski i¢cin ise Spearman
korelasyon testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
Degiskenler,ortalama+tstandart hata olarak ifade edildi. Tim istatistiksel
coziimlemeler i¢in Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for Windows
(18.0 version)paket programi, grafikler i¢in ise GraphPad Prism (version 5.00)
kullanild1.
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4. BULGULAR

Calisma siiresince PH yapilan gruplardan dort sigan ameliyat sonrasi erken
donemde kaybedildi. Kaybedilen sicanlarin yerine yenileri konularak calismaya
devam edildi. Tim gruplarda, sakrifikasyon O©ncesi yapilan karin igi
eksplorasyonlarinda,makroskobikolarak  olagandis1  postoperatif — degisiklikler
gozlenmedi. Calisma gruplarindan elde edilen bulgular asagida belirtilmistir:

4.1. Morfolojik Bulgular

Rejenere karaciger orant (R):Gruplarm R degerleri Cizelge 4.1°de

gorlilmektedir.

Cizelge 4.1.Gruplarin R degerleri(ortalama+standart hata).

1 2 3 4
Grup 1A | 1B | 2A | 2B | 3A | 3B | 4A | 4B
4,01 | 3,77 | 4,35 | 3,69 | 3,57 | 3,51 | 3,88 | 4,17
R degerleri + + + + + + + +
0,13 | 0,09 | 0,06 | 0,12 | 0,08 | 0,10 | 0,13 | 0,16

R degerleri i¢in, her bir gruba ait alt gruplarin kendi aralarinda(Grup 1A/1B;
Grup 2A/2B; Grup 3A/3B; Grup 4A/4B)2A ve 2B gruplar disinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). 2A ve 2B gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,002; Sekil 4.1a.).

A alt gruplarmin kendi aralarinda ve B alt gruplarmmn kendi aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05). Buna gore:Grup 1A ve Grup
2A (p<0,021), Grup 1A ve Grup 3A (p<0,010), Grup 2A ve Grup 3A (p<0,001),
Grup 2A ve Grup 4A (p<0,021), Grup 2B ve Grup 4B (p<0,046), Grup 3B ve
Grup 4B (p<0,007) arasindaistatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu (Sekil
4.1b. veSekil 4.1c.).
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Sekil 4.1a.2A ve 2B gruplarinin R degerlerinde(ortalama+standart hata)anlamli
farklilik oldugunu gdésteren grafik.

Sekil 4.1b. A alt gruplaria ait R degerlerini (ortalama+standart hata) ve gruplar

arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.
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Sekil 4.1¢.B alt gruplarina ait R degerlerini (ortalama+tstandart hata) ve gruplar

arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.

Yapilan korelasyon testinde R degerlerinin; Grup 1A’da HGF diizeyleri ile
pozitif korele oldugu (p<0,041; r= 0,775;Sekil 4.1d.), Grup 2B’de Ki-67
degerleriile pozitif korele oldugu (p<0,006; r= 0,901; Sekil 4.1e.), Grup 3B’de
mitotik indeks ile pozitif korele oldugu (p<0,012; r= 0,865; Sekil 4.1f.)saptand:.
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5,00
4,00
3,00 r=0;775
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HGF (pg/mL)

Sekil 4.1d. Grup 1A’ninR degerlerinin HGF diizeyleri ile olan korelasyon grafigi.
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Sekil 4.1e. Grup 2B’ninR degerlerinin Ki-67 degerleri ile olan korelasyon grafigi.

500
4,00 . 2

3,00 r=0,865
2,00
1,00
0,00

R (%)

0 20 40 60
Mitotik indeks (%)

Sekil 4.1f. Grup 3B’ninR degerlerinin mitotik indeks ile olan korelasyon grafigi.
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1.Serum HGF Bulgulan

GruplarinHGFdiizeyleriCizelge 4.2.1°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2.1.GruplarinHGFdiizeyleri(ortalama+standart hata).

1 2 3 4
Grup 1A | 1B | 2A | 2B | 3A | 3B | 4A | 4B

8,97 | 17,50 | 25,94 | 9,51 | 19,13 | 15,23 | 128,84 | 21,20
HGF (pg/mL) + + + + + + + +
1,67 | 7,39 | 18,93 | 2,37 | 7,65 6,13 | 62,85 | 6,18

HGF diizeyleri i¢in,her bir gruba ait alt gruplarin  kendi
aralarindadegerlendirilmesi(Grup 1A/1B; Grup 2A/2B; Grup 3A/3B; Grup
4A/4B) sonucu 4A ve 4B gruplar1 disinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (p>0,05).4A ve 4B gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p<0,035; Sekil 4.2.1a.).

Sekil 4.2.1a.4A ve 4B gruplarinin HGF diizeylerinde (ortalama+standart hata)

anlaml farklilik oldugunu gosteren grafik.

A alt gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulundu(p<0,05). Buna gore: Grup 1A ve Grup 4A (p<0,002), Grup 2A ve Grup
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4A (p<0,002), Grup 3A ve Grup 4A (p<0,002) arasindaistatistiksel olarak anlamli
bir fark mevcuttu(Sekil 4.2.1b.).A alt gruplar1 iginde 4A grubunun HGF diizeyi en
yiiksekti (Sekil 4.2.1b, "*"). B alt gruplarmin kendi aralarindaistatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05;Sekil 4.2.1c.).

Sekil 4.2.1b.A alt gruplarmin HGF diizeylerini (ortalama+standart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.

Sekil 4.2.1¢.B alt gruplarinin HGF diizeylerini (ortalama+tstandart hata) ve B alt

gruplar1 arasindaanlamli farkliligmm olmadigini gésteren grafik.

Yapilan korelasyon testinde HGF diizeylerinin; Grup 1A’da mitotik indeks
ile negatif korele oldugu (p<0,044; r=-0,767;Sekil 4.2.1d.), yineGrup 1A’da R
degerleri ile pozitif korele oldugu(p<0,041; r= 0,775;Bkz. Sekil 4.1c.), Grup
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2A’da mitotik indeks ile pozitif korele oldugu (p<0,031; r= 0,853; Sekil 4.2.1e.),
Grup 4A’daPCNAdegerleri ile pozitif korele oldugu (p<0,005; r= 0,943; Sekil
4.2.1f)),Grup 1B’de TNF-a diizeyleri ile negatif korele oldugu (p<0,009; r=-
0,882; Sekil 4.2.1g.), Grup 3B’de apoptotik indeks ile negatif korele oldugu
(p<0,020; r=-0,883; Sekil 4.2.1h.) saptandi.
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Sekil 4.2.1d. Grup 1A’ninHGF diizeylerinin mitotik indeks ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.2.1e. Grup 2A’ninHGF diizeylerinin mitotik indeks ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.2.1f. Grup 4A’ninHGF diizeylerinin PCNA degerleri ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.2.1g. Grup 1B’ninHGF diizeylerinin TNF-a diizeyleri ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.2.1h. Grup 3B’ninHGF diizeylerinin apoptotik indeks ile olan korelasyon

grafigi.
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4.2.2.Serum TNF-a Bulgulan

GruplarinTNF-adiizeyleriCizelge 4.2.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.2.2.GruplarinTNF-adiizeyleri(ortalama+standart hata).

Grup 1A | 1B | 24 | 2B | 3A | 3B | 4A 4B

5,70 | 7,50 | 4,22 | 4,43 | 8,02 | 8,28 | 3,86 | 14,41
TNF-a (pg/mL) + + + + + + + +
2,06 | 1,23 10,78 1 0,93 | 1,73 | 1,38 | 0,57 | 2,37

TNF-a diizeyleri icin,her bir gruba ait alt gruplarm  kendi
aralarindadegerlendirilmesi (Grup 1A/1B; Grup 2A/2B; Grup 3A/3B; Grup
4A/4B)sonucu 4A ve 4B gruplar1 disinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (p>0,05).4A ve 4B gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p<0,002; Sekil 4.2.2a.). TNF-a diizeyi 4B grubunda 4A grubuna goére
anlamli olarak yiiksekti (p<0,002).

Sekil 4.2.2a.4A ve 4B gruplarinin TNF-a diizeylerinde (ortalama+standart hata)

anlamli farklilik oldugunu gosteren grafik.

46



A alt gruplarinin kendi aralarindaistatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05; Sekil 4.2.2b.).B alt gruplarinin kendi aralarindaistatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu(p<0,05). Buna gore: Grup 1B ve Grup 4B
(p<0,010), Grup 2B ve Grup 3B (p<0,048), Grup 2B ve Grup 4B (p<0,003), Grup
3B ve Grup 4B (p<0,025) arasindaistatistiksel olarak anlamli bir fark

mevcuttu(Sekil 4.2.2c.). B alt gruplar1 icinde 4B grubununTNF-a diizeyi en
yiiksekti (Sekil 4.2.2¢, "*").

Sekil 4.2.2b.A alt gruplarinin TNF-a diizeylerini (ortalama+tstandart hata) ve A alt

gruplariarasinda anlamli farkliligim olmadigini gosteren grafik.

Sekil 4.2.2¢.B alt gruplarinin TNF-a diizeylerini (ortalama+standart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.
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Yapilan korelasyon testinde TNF-o diizeylerinin; Grup 1A’da Ki-67
diizeyleri ile negatif korele oldugu (p<0,008; r=-0,928;Sekil 4.2.2d.),Grup 4A’da
IL-6diizeyleri ile negatif korele oldugu (p<0,050; r=-0,812; Sekil 4.2.2e.), Grup
1B’de mitotik indeksi ile pozitif korele oldugu(p<0,045; r= 0,821; Sekil 4.2.21.),
yine Grup 1B’deHGF diizeyleri ile negatif korele oldugu (p<0,009; r= -0,882;
Bkz. Sekil 4.2.1g.),Grup 2B’de IL-6 diizeyleri ile pozitif korele oldugu (p<0,005;
r=0,943; Sekil 4.2.2g.), Grup 3B’de Ki-67 degerleri ile pozitif korele oldugu (r=
1,000; Sekil 4.2.2h.),Grup 4B’de PCNA degerleri ile pozitif korele oldugu
(p<0,005; r= 0,940; Sekil 4.2.21.) saptandu.
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Sekil 4.2.2d. Grup 1A’ninTNF-a diizeylerinin Ki-67 degerleri ile olan korelasyon

grafigi.
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ekil 4.2.2e. Grup 4A’ninTNF-a diizeylerinin IL-6 diizeyleri ile olan korelasyon
p
grafigi.
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Sekil 4.2.2f. Grup 1B’ninTNF-a diizeylerinin mitotik indeks ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.2.2g. Grup 2B’ninTNF-a diizeylerinin IL-6 diizeyleri ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.2.2h. Grup 3B’ninTNF-a diizeylerinin Ki-67 degerleri ile olan korelasyon
grafigi.
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Sekil 4.2.2i. Grup 4B ninTNF-a diizeylerinin PCNA degerleri ile olan korelasyon

grafigi.
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4.2.3.Serum IL-6 Bulgulan

GruplarinlL-6diizeyleriCizelge 4.2.3’de goriilmektedir.

Cizelge 4.2.3. GruplarinlL-6diizeyleri(ortalamatstandart hata).

Grup 1A | 1B | 2A | 2B | 3A | 3B | 4A | 4B

IL-6 107,14 | 130,67 | 163,20 | 116,18 | 188,06 | 128,84 | 175,52 | 116,18
(pg/mL) + + + + + + + +
4,25 8,23 18,31 10,97 16,61 17,36 20,36 14,57

IL-6dlizeyleri  ig¢in,her  bir  gruba ait alt gruplarin  kendi
aralarindadegerlendirilmesi (Grup 1A/1B; Grup 2A/2B; Grup 3A/3B; Grup
4A/4B)sonucu Grup 3A ve Grup 3B (p<0,025), Grup 4A ve Grup 4B (p<0,015)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (Sekil 4.2.3a. ve Sekil
4.2.3b.).Grup 1A ve Grup 1B, Grup 2A ve Grup 2B arasindaistatistiksel olarak
anlamhibir fark bulunmadi (p>0,05).

Sekil 4.2.3a.3A ve 3B gruplarmin IL-6 diizeylerini (ortalama+standart hata) ve

aralaridaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.
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Sekil 4.2.3b.4A ve 4B gruplarmin IL-6 diizeylerini (ortalama+standart hata) ve

aralarmdaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.

A alt gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu(p<0,05). Buna gore: Grup 1A ve Grup 2A (p<0,005), Grup 1A ve Grup
3A (p<0,003), Grup 1A ve Grup 4A (p<0,003)arasindaistatistiksel olarak anlamli
bir fark mevcuttu (Sekil 4.2.3c.). B alt gruplarinin kendi aralarindaistatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05; Sekil 4.2.3d.).

Sekil4.2.3c.A alt gruplarminlL-6 diizeylerini (ortalama+standart hata) ve gruplar

arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.
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Sekil 4.2.3d.B alt gruplarmin IL-6 diizeylerini (ortalama+standart hata) ve B alt

gruplar1 arasinda anlamli farkliligin olmadigini gosteren grafik.

Yapilan korelasyon testinde IL-6 diizeylerinin; Grup 4A’da TNF-a diizeyleri
ile negatif korele oldugu (p<0,050; r= -0,812; Bkz.Sekil 4.2.2¢.), Grup 2B’de
TNF-o diizeyleri ile pozitif korele oldugu (p<0,050; r= 0,943; Bkz. Sekil
4.2.2g.),Grup 3B’deapoptotik indeks ile pozitif korele oldugu(p<0,001; r= 0,985;
Sekil 4.2.3e.) saptandi.
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Sekil 4.2.3e.Grup 3B’ ninlL-6 diizeylerinin apoptotik indeks ile olan korelasyon
grafigi.
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4.3. Histopatolojik Bulgular

4.3.1. Mitotik indeks Bulgulan

Gruplarinmitotik indeksleri Cizelge 4.3.1°de goriilmektedir.

Cizelge 4.3.1. Gruplarinmitotik indeksleri (ortalama+standart hata).

1 2 3 4
Grup ™A T 1B | 2A | 2B | 3A | 3B | 4A | 4B

Mitotik | ¢ 71 | 7,00 | 8,71 | 15,42 | 16,14 | 31,71 | 9,85 | 19,14
Indeks | + + + + + + +

(%) 105210,7510,60| 1,75 | 1,89 | 3,49 | 0,50 | 1,31

Mitotik indeksler icin,her bir gruba ait alt gruplarin  kendi
aralarindadegerlendirilmesi (Grup 1A/1B; Grup 2A/2B; Grup 3A/3B; Grup
4A/4B) sonucu Grup 2A ve Grup 2B (p<0,003), Grup 3A ve Grup 3B (p<0,007),
Grup 4A ve Grup 4B (p<0,002) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (Sekil 4.3.1a, Sekil 4.3.1b. ve Sekil 4.3.1c.). 1A ve 1B gruplar1

arasindaistatistiksel olarak anlamlibir fark bulunmadi (p>0,05).

Sekil 4.3.1a.2A ve 2B gruplarinin mitotik indekslerini (ortalamatstandart hata) ve

aralarmdaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.
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Sekil 4.3.1b.3A ve 3B gruplarinin mitotik indekslerini (ortalamatstandart hata) ve

aralarinda anlamli farklilik oldugunu gosteren grafik.

Sekil 4.3.1¢c.4A ve 4B gruplarinin mitotik indekslerini (ortalamasstandart hata) ve

aralarinda anlamli farklilik oldugunu gosteren grafik.

A alt gruplarmin kendi aralarnda ve B alt gruplarmmn kendi
aralarindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu(p<0,05).Buna goére: Grup
1A ve Grup 2A (p<0,037), Grup 1A ve Grup 3A (p<0,002), Grup 1A ve Grup 4A
(p<0,004),Grup 2A ve Grup 3A (p<0,004), Grup 3A ve Grup 4A (p<0,010), Grup
1B ve Grup 2B (p<0,002), Grup 1B ve Grup 3B (p<0,002), Grup 1B ve Grup 4B
(p<0,002), Grup 2B ve Grup 3B (p<0,004), Grup 3B ve Grup 4B (p<0,005)
arasindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (Sekil 4.3.1d. ve Sekil 4.3.1¢.)
Mitotik indeksi en yliksek grup: A alt gruplar1 iginde 3A grubu, B alt gruplari
icinde 3B grubu idi (Sekil 4.3.1d, "*" ve Sekil 4.3.1e, "*").
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Sekil 4.3.1d.A alt gruplarinin mitotik indekslerini (ortalamasstandart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.

Sekil 4.3.1e. B alt gruplarmin mitotik indekslerini (ortalamazstandart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.

Yapilan korelasyon testinde mitotik indeksin; Grup 1A’da HGF diizeyleri ile
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negatif korele oldugu (p<0,044; r= -0,767; Bkz.Sekil 4.2.1d.),Grup 2A’da Ki-67
degerleri ile pozitif korele oldugu (p<0,036; r= 0,841;Sekil 4.3.1f)), Grup
2A’daHGF diizeyleri ile pozitif korele oldugu (p<0,031;r= 0,853; Bkz. Sekil
4.2.1e.),Grup 1B’deTNF-a diizeyleri ile pozitif korele oldugu (p<0,045; r= 0,821;
Bkz. Sekil 4.2.2f)), yine Grup 1B’de PCNA degerleri ile negatif korele oldugu
(p<0,045; r= -0,821; Sekil 4.3.1g.), Grup 3B’de R degerleri ile pozitif korele
oldugu (p<0,012; r= 0,865; Bkz. Sekil 4.1e.)saptandu.
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Sekil 4.3.1f. Grup 2A’ ’ninmitotik indekslerinin Ki-67 degerleri ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.3.1g. Grup 1B’ninmitotik indekslerinin PCNA degerleriile olan

korelasyon grafigi.
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Farkli gruplardaki siganlarin karaciger kesitlerindeki mitotik aktivite

gosteren hepatositlere ait fotograflar Sekil 4.3.1h’de gosterilmistir.

Sekil 4.3.1h.Mitotik aktivite gdsteren hepatositlere ait 151k mikroskobu
fotograflari(x100).
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4.3.2. PCNA Bulgulan

Gruplarin PCNA degerleri Cizelge 4.3.2°de goriilmektedir.

Cizelge 4.3.2.Gruplarin PCNA degerleri (ortalama+tstandart hata).

1 2 3 4
Grup 1A | 1B | 2A | 2B | 3A | 3B | 4A | 4B

12,85 | 12,71 | 21,00 | 32,71 | 29,57 | 27,14 | 64,28 | 76,42

PCNA (%) + + + + + + + +
0,88 0,89 2,48 1,56 5,38 3,29 7,91 4,72

PCNA degerleri icinher bir gruba ait alt gruplarm kendi
aralarindadegerlendirilmesi (Grup 1A/1B; Grup 2A/2B; Grup 3A/3B; Grup
4A/4B) sonucu 2A ve 2B gruplar1 diginda istatistiksel olarak anlamlibir fark
bulunmadi (p>0,05). 2A ve 2B gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulundu (p<0,004; Sekil 4.3.2a.). 2B grubunun PCNA degerleri2A grubuna

gore anlamli olarak yiiksekti(p<0,004).

Sekil 4.3.2a. 2A ve 2B gruplarinim PCNA degerlerini (ortalamaztstandart) ve

aralarmdaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.
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A alt gruplarmin kendi aralarinda ve B alt gruplarinin kendi aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu(p<0,05). Buna gore:Grup 1A ve Grup
2A (p<0,021), Grup 1A ve Grup 3A (p<0,009), Grup 1A ve Grup 4A (p<0,002),
Grup 2A ve Grup 4A (p<0,002), Grup 3A ve Grup 4A (p<0,009),Grup 1B ve
Grup 2B (p<0,002), Grup 1B ve Grup 3B (p<0,002), Grup 1B ve Grup 4B
(p<0,002), Grup 2B ve Grup 4B (p<0,002), Grup 3B ve Grup 4B (p<0,002)
arasindaistatistiksel olarak anlamli bir fark mevcuttu (Sekil 4.3.2b. ve Sekil
4.3.2c.). PCNA degeri en yiikksek grup: A alt gruplar1 igcinde 4A grubu, B alt
gruplar1 i¢cinde 4B grubu idi (Sekil 4.3.2b, "*" ve Sekil 4.3.2¢, "*").

Sekil 4.3.2b.A alt gruplarmin PCNA degerlerini (ortalama+standart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.

Sekil 4.3.2¢.B alt gruplarinin PCNA degerlerini (ortalamatstandart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.
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Yapilan korelasyon testinde PCNA degerlerinin; Grup 4A’da HGF diizeyleri
ile pozitif korele oldugu (p<0,005; r= 0,943; Bkz.Sekil 4.2.1f.), yine Grup 4A’da
apoptotik indeks ile pozitif korele oldugu (p<0,024; r= 0,870; Sekil 4.3.2d.), Grup
1B’demitotik indeksi ile negatif korele oldugu (p<0,045; r= -0,821; Bkz. Sekil
4.3.1g.), Grup 4B’de TNF-a diizeyleri ile pozitif korele oldugu (p<0,005; r=
0,940; Bkz. Sekil 4.2.21.), yine Grup 4B’de Ki-67degerleri ile negatif korele
oldugu (p<0,005; r=-0,940; Sekil 4.3.2¢.) saptandi.
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Sekil 4.3.2d. Grup 4A’ninPCNA degerlerinin apoptotik indeks ile olan korelasyon

grafigi.
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Sekil 4.3.2e. Grup 4B’ninPCNA degerlerinin Ki-67 degerleriile olan korelasyon
grafigi.
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Farkli gruplardaki sicanlarin karaciger kesitlerindeki PCNA antikoru ile

boyanan hepatositlere ait fotograflar Sekil 4.3.2f’de gosterilmistir.

Sekil 4.3.2f.PCNA antikoru ile boyanan hepatositlere ait 151k mikroskobi
fotograflari (x100).

62



4.3.3. Ki-67 Bulgulan

Gruplarin Ki-67 degerleriCizelge 4.3.3’de goriilmektedir.

Cizelge 4.3.3.Gruplarin Ki-67 degerleri (ortalama=tstandart hata).

1 2 3 4
1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B

Grup

8,88 | 7,42 | 15,00 | 13,60 | 13,60 | 14,74 | 14,68 | 17,77
Ki-67 (%) + + + + + + + +
0,58 | 0,36 | 0,46 0,82 0,83 1,14 0,89 0,91

Ki-67 degerleri icin,her bir gruba ait alt gruplarmn  kendi
aralarindadegerlendirilmesi (Grup 1A/1B; Grup 2A/2B; Grup 3A/3B; Grup
4A/4B) sonucu Grup 1A ve Grup 1B gruplar1 disinda istatistiksel olarak

anlamlibir fark bulunmadi (p>0,05).1A ve 1B gruplar: arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulundu (p<0,046; Sekil 4.3.3a.).

Sekil 4.3.3a. 1A ve 1B gruplarinin Ki-67 degerlerini (ortalamaxstandart hata) ve

aralarindaki anlamli farklilig1 gosteren grafik.
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A alt gruplarmin kendi aralarinda veB alt gruplarmin kendi
aralarindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu(p<0,05).Buna gore:Grup 1A
ve Grup 2A (p<0,002), Grup 1A ve Grup 3A (p<0,004), Grup 1A ve Grup 4A
(p<0,003),Grup 1B ve Grup 2B (p<0,002), Grup 1B ve Grup 3B (p<0,002), Grup
1B ve Grup 4B (p<0,002), Grup 2B ve Grup 4B (p<0,015) arasindaistatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu(Sekil 4.3.3b. veSekil 4.3.3c.).

Sekil 4.3.3b. A alt gruplarmin Ki-67 degerlerini (ortalama+tstandart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.

Sekil 4.3.3c.B alt gruplarmin Ki-67 degerlerini (ortalamatstandart hata) ve

gruplar arasindaki anlamli farkliliklar1 gosteren grafik.
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Yapilan korelasyon testinde Ki-67 degerlerinin; Grup 1A’da TNF-a
diizeyleri ile negatif korele oldugu (p<0,008; r=-0,928; Bkz.Sekil 4.2.2d.), Grup
2A’da mitotik indeksi ile pozitif korele oldugu (p<0,036; r= 0,841; Bkz. Sekil
4.3.1f)), Grup 4A’daapoptotikindeks ile pozitif korele oldugu (p<0,036; r= 0,841;
Sekil 4.3.3d.), Grup 2B’de R degerleri ile pozitif korele oldugu (p<0,006; r=
0,901; Bkz. Sekil 4.1d.), Grup 3B’de TNF-a diizeyleri ile pozitif korele oldugu
(r= 1,000; Bkz. Sekil 4.2.2h.), Grup 4B’de PCNAdegerleri ile negatif korele
oldugu (p<0,005; r=-0,940; Bkz. Sekil 4.3.2¢.)saptand1.
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Sekil 4.3.3d.Grup 4A’ninKi-67 degerlerinin apoptotik indeks ile olan korelasyon
grafigi.
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Farkli gruplardaki siganlarin karaciger kesitlerindeki Ki-67 antikoru ile

boyanan hepatositlere ait fotograflar Sekil 4.3.3e’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3.3e.Ki-67 antikoru ile boyanan hepatositlere ait 151k mikroskobi
fotograflari (x100).
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4.3.4.Apoptotik indeks Bulgular

Gruplarin apoptotikindeksleri Cizelge 4.3.4a’da goriilmektedir.

Cizelge 4.3.4a.Gruplarin apoptotik indeksleri (ortalama+standart hata).

1 2 3 4
Grup 1A | 1B | 2A | 2B | 3A | 3B | 4A | 4B
Apoptotik 9,00 | 9,85 | 12,57 | 9,14 | 17,85 | 9,78 | 11,35 | 23,42
indeks + + + + + + + +
(%) 0,81 ] 0,88 1,21 | 0,93 | 2,42 0,43 2,07 1,83

Apoptotikindeks  i¢in,her  bir gruba ait alt gruplarm  kendi
aralarindadegerlendirilmesi (1A/1B; 2A/2B; 3A/3B; 4A/4B) sonucu Grup 2A ve
Grup 2B (p<0,044), Grup 3A ve Grup 3B (p<0,007), Grup 4A ve Grup 4B
(p<0,010)arasindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (Sekil 4.3.4a, Sekil

4.3.4b, Sekil 4.3.4c.). 1A ve 1B gruplar1 arasindaistatistiksel olarak anlamlibir
fark bulunmadi (p>0,05).

Sekil 4.3.4a.2A ve 2B gruplarmin apoptotik indekslerini (ortalama+standart hata)

ve aralarindaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.

67



Sekil 4.3.4b.3A ve 3B gruplarinin apoptotik indekslerini (ortalama+standart hata)

ve aralarindaki anlamli farklilig1 gosteren grafik.

Sekil 4.3.4c.4A ve 4B gruplariin apoptotik indekslerini (ortalama+standart hata)

ve aralaridaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.

A alt gruplarmin kendi aralarinda veB alt gruplarinin  kendi
aralarindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu(p<0,05). Buna gore: Grup
1A ve Grup 2A (p<0,034), Grup 1A ve Grup 3A (p<0,006), Grup 3A ve Grup 4A
(p<0,040), Grup 1B ve Grup 4B (p<0,002), Grup 2B ve Grup 4B (p<0,002), Grup
3B ve Grup 4B (p<0,002) arasindaistatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(Sekil 4.3.4d. ve Sekil 4.3.4e.).
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Sekil 4.3.4d.A alt gruplarmin apoptotik indekslerini (ortalama+standart hata) ve

aralarmdaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.

Sekil 4.3.4e.B alt gruplarmin apoptotik indekslerini (ortalama+standart hata) ve

aralaridaki anlaml farklilig1 gosteren grafik.

Yapilan korelasyon testinde gruplarin apoptotikindekslerinin; Grup 4A’da
PCNAdegerleriile pozitif korele oldugu (p<0,024; r= 0,870; Bkz.Sekil 4.3.2d.),
yine Grup 4A’da Ki-67 degerleri ile pozitif korele oldugu (p<0,036; r= 0,841;
Bkz. Sekil 4.3.3d.), Grup 3B’de HGF diizeyleri ile negatif korele oldugu
(p<0,020; r=-0,883; Bkz. Sekil 4.2.1h.), yineGrup 3B’de IL-6 diizeyleri ile pozitif
korele oldugu (p<0,001; r= 0,985; Bkz. Sekil 4.2.3¢.)saptand1.
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Farkli gruplardaki siganlarin karaciger kesitlerindeki apoptotik hepatositlere

ait fotograflar Sekil 4.3.4f’de gosterilmistir.

Grup4A-2 . Grup4B-1.

Sekil 4.3.4f. Apoptotik hepatositlere ait 151k mikroskobi fotograflar1 (x100).
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4.4. Korelasyon Testi Bulgulan

Her bir gruba ait alt gruplarda morfolojik, biyokimyasal ve histopatolojik
parametrelerinkorelasyon testi sonucu elde edilen, istatistiksel olarak anlamli

(p<0,05) bulgular Cizelge 4.4’de goriilmektedir.

Gruplar Parametreler Pozitif Negatif
korelasyon korelasyon
Grup 1A | HGF / Mitotik indeks ats
TNF-a / Ki-67 +
R /HGF +
Grup 2A | Mitotik indeks / Ki-67 ats
HGF / Mitotik indeks +
Grup 4A | Apoptotik indeks / PCNA ats
HGF / PCNA +
Apoptotik indeks / Ki-67 ats
IL-6 / TNF-a +
Grup 1B | Mitotik indeks / PCNA ats
TNF-a / Mitotik indeks +
TNF-0./ HGF +
Grup 2B | R/ Ki-67 +
IL-6 / TNF-a +
Grup 3B | R/ Mitotik indeks ats
HGF / Apoptotik indeks ats
TNF-a / Ki-67 +
IL-6 /Apoptotik indeks ats
Grup 4B | Ki-67 / PCNA +
TNF-a / PCNA +

Cizelge 4.4.Her bir gruba ait alt gruplarda arastirilan parametreler arasinda

istatistiksel olarak anlamli olan korelasyonlar1 (pozitif/negatif) gosteren ¢izelge.
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5. TARTISMA

Karaciger, sahip oldugu rejenerasyon kapasitesi ile diger organlardan ayri
bir o6zellik sergiler. Rejenerasyon; proinflamatuar sitokinlerin, hormonlarin,
transkripsiyon faktorlerinin ve oksidatif stres iirlinlerinin rol oynadigi komplike
bir siirectir (4). Karaciger rejenerasyonundaki diizenleyici mekanizmalar,
meydana gelen mikro ve makro ¢evre degisiklikleri ve bunlarin birbirleriyle
iligkileri tam olarak bilinmemektedir. Buna karsin karacigerin rejenerasyona ne
zaman baglayacagi ve ne zaman durduracagi konusundaki bilgilerimiz daha
aciktir (3). Karaciger dokusunun kaybi rejenerasyonu baglatmaktadir (8).
Biiyiimenin durmasini saglayan hassas nokta ise viicut kiitlesi ile karaciger kiitlesi
arasindaki iliskidir. Karaciger, viicudun fonksiyonel ihtiyaclarim1 karsilayacak,
metabolizmay1 gerceklestirecek biiyiikliige erisince biiylime durmaktadir (29, 50,
51). Ilging olarak organ nakli sonrasi aliciya gore biiyiik bir karaciger dokusu
nakli yapildiginda optimal karaciger/viicut kiitle oram1 saglanana dek karaciger
kiitlesi azalmaktadwr. Karacigerin onemli doku kayiplarinda hiicreler arasi
etkilesim ve karmasik bir medyator ag1 sayesinde kendisini onarabilme yetenegine
sahip oldugu yapilan caligmalar ile ortaya konmustur (46, 63).

Karaciger rejenerasyonu ile ilgili ¢calismalarin cogunda deney hayvanlarinda
onceden var olan hasarl karaciger iizerinde calisilmis ya da kimyasal maddeler
kullanilarak veya PH yapilarak karacigerde hasar olusturulmustur. Karaciger
rejenerasyonu i¢in en ideal modelin PH oldugu, ¢ilinkii diger yontemlerdeki doku
hasarmin inflamasyonu her zaman yeterince baslatamayabilecegi belirtilmistir (8).
Sicanlarda yapilan PH arastirmalarina en uygun modelin karacigerin %65-70’lik
kismmin rezeke edildi§i model oldugu belirtilmistir (59). Karaciger
rejenerasyonunu irdeledigimiz bu calismada, sicanlarda basarili bir PH modeli
olusturulmustur. Calismamizda PH modelinin mortalitesi %6,25 olarak
bulunmustur. Literatiire bakildiginda, bu oranin diger ¢caligmalarla uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Sonugta kaybedilen sicanlarin yerine yenileri ilave edilmis ve deney

basaril1 bir sekilde tamamlanabilmistir.
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PH ile ilgili deneysel ¢alismalarda karaciger agirlik dlctimlerinin yapilmasi,
rejenerasyon oraninin belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (49, 62, 63). PH
ile olusturulan hasarlarda alman karaciger kiitlesi ile hepatektomiden belirli zaman
sonra alinan tiim karacigerin kiitleleri degerlendirilerek karaciger rejenerasyon
oranlar1 hesaplanabilmektedir (10, 159, 160). Li ve ark. siganlarda PH’den 48 saat
sonra kalan karaciger agirhigmin iki katma ¢iktigimi ve 7-10 giin icinde de tam
agirhiga ulastigini bildirmislerdir (60). Tang ve ark. da arastirmalarinda PH’den
24, 48, 72 saat ve 8 glin sonra rejenerasyon oranlarini tespit ederek bu oranin
zamana goOre yukseldigi sonucuna ulasmislardir (10). Calismamizda, kimyasal
sempatektominin PH yapilan sicanlarda 2. gilindeki rejenere olan karaciger
agirhigini kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede olmamakla birlikte artirdigi ve
daha sonra bu artigin 10. glinde anlamli duruma geldigi gorilmistir. PH
yapilmayan sicanlarda ise kimyasal sempatektominin karaciger rejenerasyon orant
iizerine etkisi 2. giinde daha belirgin iken bu etki 10. glinde azalma egilimi
gostermistir. Burada R degeri ile anlamli korelasyon gosteren herhangi bir
parametre saptanmamustir.Ayrica, PH de kimyasal sempatektomiden bagimsiz
olarak karaciger rejenerasyon oranmni anlamli derecede artirmaktadir. Bu sonuglar
deneysel modelimizde bir yandan karaciger rejenerasyonun gercgeklestigini
desteklerken diger yandan da kimyasal sempatektominin bu rejenerasyon
stirecinin morfolojik bilesenine olumlu yonde katki sagladigini géstermistir.

Karaciger rejenerasyonunda 6nemli rol oynayan HGF, TNF-a, IL-6, TGF-a,
IL-1 ve TGF-B gibi sitokinlerin serum seviyelerinin belirlenmesi, karacigerde
rejenerasyonun durumu hakkinda bilgi verebilmektedir (21, 63, 64, 66).
Pediaditakis ve ark. calismalarinda PH sonrasi ilk 3 saatte intrahepatik depo
edilen aktif HGF’ nin tiiketildigi ve sonrasindaki 3 ile 48 saat i¢inde yeni HGF
sentezinin gerceklestigini tespit etmislerdir (161). Lindross ve ark. yaptiklari
calismada PH sonrasi bir saat i¢inde plasma HGF diizeyinin 20 kat artigini, 24
saat icinde yavasga azaldigini, fakat 72 saat kadar yiiksek kalarak daha sonra
normale dondigiinii  tespit etmislerdir (128). Calismamizda, kimyasal
sempatektominin PH yapilan sicanlarda 2. giindeki HGF diizeylerini diger tiim
gruplara kiyasla anlamli olarak yiikselttigi saptanmistir. Ancak bu artigin 10.

glinde yapilan Olclimlerde kontrol grubu diizeyine yaklasarak anlamliligini
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kaybettigi gozlenmistir. Bu bulgular HGF ile PCNA arasinda saptanan pozitif
korelasyonlar  ile  uyumluluk  gostermektedir.  Dolayisiyla,  kimyasal
sempatektominin karacigerin rejenerasyon silirecinde ¢ok yonlii olarak beklenen
etki mekanizmalar1 arasinda HGF {izerinden isleyen bir yolak olabilecegi de
disiiniilmelidir.

TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin karaciger rejenerasyonunda Onemli rol
oynadig1 bir¢ok arastirmada bildirilmistir (120, 162). Ayrica karaciger
rejenerasyonunun baslatilmasinda IL-6’nin {iretimini uyararak diizenlenmesini
saglayan sitokinin TNF-a oldugu da gosterilmistir (3, 47, 138). Bu nedenle IL-6
serum seviyesinin TNF-a seviyesi ile yakindan ilgili oldugunu ve karaciger
rejenerasyonu  acisindan  TNF-a  ve  IL-6  sitokinlerinin  birlikte
degerlendirilebilecegini diisiinmek miimkiind{ir. Iwai ve ark.
calismalarindasicanlarda PH’den 24 saat sonra TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin
seviyelerinde yiikselme oldugunu ve 48 saat sonra en yiiksek seviyeye ulastigini,
72. saatte ise kontrol grubu hayvanlarinda belirlenmis olan normal seviyeye
distiigiinii  belirtmiglerdir (162). Calismamizda, kimyasal sempatektomi ve
PH’nin 2. giindeki TNF-a ile ilgili verilerde anlamli bir degisiklige yol
acmadigl, buna karsin 10. gilindeki veriler incelendiginde; kimyasal
sempatektominin, PH yapilan sicanlarda TNF-a diizeyini diger tiim gruplara
kiyasla anlamli olarak artirdigi gosterilmistir. Bu bulgular, literatiirdeki benzer
calismalardan farkli olarak kimyasal sempatektominin TNF-a {izerinden etkide
bulundugu rejenerasyon siirecinin goreceli olarak daha ge¢ bir donemde islemeye
basladigini desteklemektedir. Bu ¢alisma ile TNF-a diizeylerinin 10. giinden
sonraki seyrinin nasil oldugu/olacagi konusunda objektif bir yorum yapmak olas1
degilse de en azindan TNF-a ile iligkili rejenerasyon mekanizmasinin daha geg
devreye girmesi yaninda daha uzun vadeli bir siireci igerecegi de sdylenebilir.

Scotte ve ark. ¢aligmalarinda, karaciger rejenerasyonunun devam ettigi
siiregte normal olarak IL-6 {liretiminin olmadigmi sadece baslangicta tiretildigini
belirtmislerdir (163). Scotte ve ark. yaptiklar1 baska bir ¢calismada ise, IL-6’nin
serum seviyesini PH’den sonraki ilk 24. saatte en yiliksek, sonraki saatlerde
diiserek normal seviyeye geldigini saptamislardir (131). Goriildigi gibi ayni
yazarm degisik ¢alismalarinda bile farkli bulgular ortaya ¢ikabilmektedir. Bagka

74



bir calismada ise, Kaya ve ark. PH’den sonraki 24-48 saatler arasinda IL-6 serum
seviyesinin en ylksek degere ulastigini belirtmiglerdir (98). Bizim bulgularimiza
gore kimyasal sempatektomi ve PH’nin her ikisi de 2. giindeki IL-6 diizeylerini
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiikseltmektedir. Diger yandan, 10. giinde
ise IL-6 diizeyleri kimyasal sempatektomi ve PH’den bagimsiz olarak bazal
degerlere geri donmektedir. Burada, farkli bir bulgu olarak; kimyasal
sempatektominin PH yapilmayan siganlarda 2. giindeki IL-6 diizeylerini anlaml1
olarak yiikseltmis olmasi, diger yandan bu etkinin PH yapilmasi ile birlikte
ortadan kalkmasi ya da maskelenmis olmasi dikkati ¢cekmektedir. Her iki durum
da gbz Oniine alindiginda, kimyasal sempatektominin karaciger rejenerasyon
siirecinde en azindan ilk 10 giin i¢erisinde IL-6 ile iliskili bir yolak iizerinden
anlamli bir rol oynamadigu ileri siiriilebilir. Ancak, kimyasal sempatektominin, IL-
6 ve TNF-a arasindaki korelasyonun 2.giinlinde negatif, 10.glinlinde pozitif
olmasina etki ederek rejenerasyon siirecinin bu boliimiinde de dolayli bir rol
oynamasi s6z konusu olabilir.

Karaciger rejenerasyonunun degerlendirilmesinde histopatolojik olarak bazi
proliferasyon indeksi parametreleri kullanilmaktadir. PCNA ve mitotik indeks
bunlardan en yaygin kullanilan iki tanesidir. Bunlarm disinda Ki-67, AG-NOR ve
p53 de bu amagla kullanilmaktadir (70, 164, 165). Mitotik indeks, karaciger
kesitlerinde ek herhangi bir materyal gerektirmemesi ve kolay degerlendirilmesi
nedeniyle giinimiizde en yaygin kullanilan proliferasyon indeksidir. Kotiiciil
nedenlerle yapilan rezeksiyonlarda sagkalim hakkinda en dogru bilgiyi veren
parametre mitotik indeksdir (166). Kiiratif rezeksiyon yapilan hepatoselliiler
karsinomlu hastalarda sagkalim iizerine etkili faktorlerle ilgili yapilan ¢aligmada
mitotik indeksin, AgNOR ve PCNA’ya gore prognostik degerinin daha fazla
oldugu belirtilmistir (167). Hasars1z karacigerde normal sartlarda mitotik aktivite
goriilmezken, karacigerin kitle kayb1 olan veya toksik nedenlerle gelisen doku
hasarlarinda mitotik aktivite artar (168, 169). Bu artis siganlarda ilk 24-48 saatte
daha belirgindir ve 72. saatten sonra azalir. Laconi ve ark. %70 hepatik
rezeksiyon yaptiklari siganlarda mitotik hiicre sayisinin hepatektomi sonrasi 24 ve
48. saatlerde 72 ve 144. saatlere oranla daha yiiksek oldugunu saptamiglardir

(170). Calismamizda, 2. giindeki mitotik indeksin PH yapilan siganlarda daha
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belirgin olmak iizere kimyasal sempatektomi yapilan si¢canlarda da anlamli olarak
yiikseldigi gosterilmistir. Literatiirdeki diger calismalardan farkli olarak kontrol
grubu disindaki tiim gruplardaki bu anlamli artis 10. giinde daha da
belirginlesmektedir. Burada, kimyasal sempatektominin mitotik indeksi PH’ye
kiyasla anlaml fakat daha 1liml1 bir sekilde artirmasimin nihai karaciger islevini ne
sekilde etkileyecegini 6ngormek olast degildir. Bu durum, karaciger rejenerasyon
siirecini geciktirerek olumsuz etki yapabilece§i gibi daha yavas ancak daha
saglikll bir rejenerasyon siireci ile de sonuglanabilir. Bu konunun, uzun dénemde
karacigerin islevsel testlerini igeren yeni ¢alismalarla irdelenmesi yararl olacaktir.

PCNA, 36 kD agirliginda asidik niikleer proteindir. Hiicre dongiisiiniin geg
Gl ve S fazinda, hiicre ¢ogalmast ve DNA onarimi esnasinda salinir (171).
PCNA’nin immiimhistokimyasal olarak saptanmasi dokuda prolifere olan hiicre
fraksiyonunu gostermektedir (164). PCNA incelemesi i¢in herhangi bir antijenin
in vivo uygulanmasi gerekmemektedir (21, 172, 173). Mitotik aktivite gibt PCNA
ile boyanan hiicreler normal karaciger dokusunda olduk¢a az sayida iken, rejenere
olan karaciger dokusunda artar. Bu artis mitotik aktivite gibi rejenere olan
karacigerde 24. ve 48. saatlerde en iist diizeydedir (93). Kogure ve ark. PH sonrasi
rejenerasyonu degerlendirirken PCNA ile isaretlemenin 24. saatten baslayip
artarak 48. saatte en yiikksek diizeye geldigini ve 72. saatte diistiiglini
belirtmislerdir (174). PH sonrasi rejenerasyonun degerlendirildigi bir ¢alismada
da PCNA isaretlenme oraninin PH sonrasi1 24. saatte yiikselmeye bagladigi
bildirilmistir (94). Calismamizda, 2. giindeki PCNA degerlerinin kimyasal
sempatektomi yapilan sicanlarda daha belirgin olmak lizere PH yapilanlarda da
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artigisaptanmistir. Bu anlamli artis,
10. giinde yapilan 6l¢iimlerde PH uygulanan siganlarda mevcut literatiirle uyumlu
olarak azalma egilimindeyken, kimyasal sempatektomi yapilanlarda halen
artmaya devam etmektedir. Bu durum, PH’nin mitotik indeks tlizerine etkisini
taklit edecek sekilde, burada kimyasal sempatektominin PCNA iizerine etkisi
seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Bu kompleks etkilesimler PCNA’nin apoptotik
indeks, HGF, mitotik indeks, Ki-67 ve TNF-a ile olan korelasyon analizlerine de

yansimuigtir.
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Sagakuchi ve ark. siganlarda yaptiklar1 calismada PH sonrast Ki-67
degerlerinin 48. saatte pik yaptigi, 7. ginde ise %10’un altna indigini
gostermislerdir (175). Gerlach ve ark. caligmalarinda, PH sonrast Ki-67
degerlerinin DNA sentezinin artigia parelel olarak 13. saatte artmaya basladigini,
36. saatte en list degere ulastigini, daha sonra azalmaya basladigini fakat 9. giin
Ki-67 degerlerinin beklenenden farkli olarak normalden yiiksek seyrettigini
gozlemlemislerdir (176). Calismamizda, hem kimyasal sempatektominin hem de
PH’nin 2. giindeki Ki-67 degerlerini kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
yiikselttigi saptanmistir. Bu anlamli etki kimyasal sempatektomi ve PH
kombinasyonuyla siddetlenme gostermemektedir. Diger yandan bu anlaml etkiler
10. glinde de devam etmekte olup, bu kez PH yapilmis siganlarda kimyasal
sempatektominin etkisinin anlamli olmamakla birlikte bir miktar siddetlenmis
oldugu izlenmektedir. Bu veriler erken donemde Ki-67 nin rol aldigi karaciger
rejenerasyon siirecinin kimyasal sempatektomiden bagimsiz oldugunu, ancak gec
donemde kimyasal sempatektominin etkisinin ortaya ¢iktigini diisiindiirmektedir.

PH sonras1 karacigerin fonksiyonel kapasitesi kadar kendi biiytlikligliniin de
onemli olmasi, rejenerasyonu baslatici ve durdurucu etkenler arasinda ¢ok 1iyi bir
dengenin olugsmasina neden olmaktadir. Rejenerasyon siirecinde karaciger kiitlesi,
viicudun fonksiyonel olarak istediginden daha biiylik miktara ulasirsa viicut kendi
ihtiyacma gore karaciger kiitlesini azaltmaktadir (3, 63, 66). Karacigerdeki
kiitlesel fazlalik “programlanmuis hiicre 6liimii” olarak tamimlanan apoptozis ile
azaltilmaktadir (67). Literatiirde apoptozis ile ilgili cok sayida ¢alisma olmasina
ragmen, sicanlarda PH sonrast karaciger rejenerasyonunda apoptozisin
degerlendirildigi ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur.Shimizu ve ark. siganlarda PH
sonrast  sinlizoidal rejenerasyon ve remodelizasyonu degerlendirdikleri
calismalarinda, PH sonras1 72. saatte siniizoidal apoptotik hiicreler gérmeye
basladiklarmi, 120 ile 144. saatler arasinda dahi apoptotik siniizoidal hiicreler
gormeye devam ettiklerini bildirmislerdir (61). Calismamizda, 2. giindeki
apoptotik indeks, PH yapilan sicanlarda daha belirgin olmak {izere kimyasal
sempatektomi yapilanlarda da kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
yiikselmistir. Kimyasal sempatektomi sonras1i PH yapilmasi ise apoptotik indekste

anlamli olmayan bir artisa neden olmustur. 10. giindeki incelemelerde ise yalnizca
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kimyasal sempatektomi sonrast PH uygulanan si¢anlardaki apoptotik indeksin
anlamli olarak ytikseldigi, diger iki grupta (yalnizca kimyasal sempatektomi veya
yalnizca PH yapilan gruplar) ise apoptotik indeksin kontrol degerlerine geriledigi
gozlenmistir. Bu bulgular, apoptotik siirecin kimyasal sempatektomiyle iligkili
bolimiiniin 2. giinden sonra artarak 10. giinde de devam ettigini
gostermektedir.Ancak, mekanizmay1 belirlemeye yonelik yapmuis oldugumuz
korelasyon analizleri de bu bulguyu agiklamakta yetersiz kalmistir.

Yukarida daha Once tartigilan tiim veriler bir arada degerlendirildiginde;
kimyasal sempatektominin PH sonras1 2. giinde belirginlesen ve hem HGF hem de
IL-6 ile iligkili hiicre proliferasyonun 6n planda oldugu bir rejenerasyon siirecinde
etkili oldugu, 10. giinde ise bu hiperplazik siireci dengelemek tlizere TNF-a ile
iliskili apoptotik mekanizmalarin devreye girerek organizmanin gereksinim
duydugundan daha fazla bir hiperplaziyi engelledigi ileri siiriilebilir.Rejenerasyon
siirecinin bu dinamik yapisinda; biyokimyasal parametreler (HGF, TNF-a ve IL-
6) ile histopatolojik parametreler (mitotik indeks, PCNA, Ki-67, apoptotik indeks)
arasinda saptanan korelasyonlar ©on plandadir. Ancak, hem biyokimyasal
parametrelerin kendi aralarindaki hem de histopatolojik parametrelerin kendi
aralarindaki anlamli korelasyonlar da dikkati cekmektedir.

PH deneysel modelinin kullanildigi, kimyasal sempatektomi araciligiyla
otonom sinir sisteminin siganlarda karaciger rejenerasyonu lizerine etkilerinin
belirlenmesini amagladigimiz bu ¢alismanin yukaridaki paragraflarda belirtilen ve
yorumlanan sonuglarinin gelecek arastrmalar icin kaynak olabilecegi
goriisiindeyiz. Kimyasal sempatektominin ya da onun bu ¢aligmada arastirilan
parametreler {izerine etkilerini g6z Oniinde bulundurarak dogrudan bu
parametreler {izerine etkili ajanlarin PH sonrasi karaciger rejenerasyonu ig¢in
kullanilabilirliginin  gelecekte yapilacak baska deneysel ¢aligmalar ile
desteklenmesi gerekmektedir. Bu baglamda, yaptigimiz calismaya ek olarak
benzer deneysel modellerde otonom sinir sisteminin karaciger rejenerasyon
siirecine etkisinin molekiiler diizeyde belirlenmesinin de yeni arastirma konular1

olabilecegi diisiincesindeyiz.
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6. SONUCLAR

Bu calismada elde edilen bulgular literatiirdeki bilgiler ile birlikte

degerlendirildiginde asagidaki sonuglara ulagilmistir.

Kimyasal sempatektomi, PH yapilan sicanlarda, 2. giindekaraciger
rejenerasyon oranini kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede olmamakla
birlikte artirmakta ve daha sonra bu artig 10. giinde anlamli duruma
gelmektedir. PH yapilmayan sicanlarda ise kimyasal sempatektominin
karaciger rejenerasyon orani ilizerine etkisi 2. giinde daha belirgin iken bu etki
10. gilinde azalma egilimi gostermistir. Ayrica, PH de kimyasal
sempatektomiden bagimsiz olarak karacier rejenerasyon oranmi anlamli
derecede artirmaktadir. Bu sonuclar, deneysel modelimizde bir yandan HGF
ve R degeri arasinda pozitif korelasyonun oldugu karaciger rejenerasyonun
gerceklestigini desteklerken diger yandan da kimyasal sempatektominin bu
rejenerasyon silirecinin morfolojik bilesenine olumlu yonde katki sagladigini
gostermistir.

Kimyasal sempatektomi, PH yapilan siganlarda, mitotik indeks ve PCNA ile
pozitif korelasyon gosterecek sekilde 2. giindeki HGF diizeylerini diger tiim
gruplara kiyasla anlamli olarak ytikseltmektedir. Ancak bu artisin 10. giinde
yapilan 6l¢iimlerde kontrol grubu diizeyine yaklasarak anlamliligini kaybettigi
gozlenmistir. Bu veriler, kimyasal sempatektominin karacigerin rejenerasyon
siirecinde ¢ok yonlii olarak beklenen etki mekanizmalar1 arasinda HGF
izerinden erken donemde isleyen bir yolak olabilecegini de
diistindiirmektedir.

Kimyasal sempatektomi ve PH’nin 2. giindeki TNF-a ile ilgili verilerde
anlamli bir degisiklige yol a¢madigi, buna karsin 10. giindeki veriler
incelendiginde; kimyasal sempatektominin, PH yapilan sicanlarda TNF-a
diizeyini diger tiim gruplara kiyasla anlamli olarak artirdigi gosterilmistir. Bu
bulgular, literatiirdeki benzer c¢alismalardan farkli olarak kimyasal
sempatektominin TNF-a lizerinden etkide bulundugu rejenerasyon siirecinin

goreceli olarak daha gec bir donemde islemeye basladigini1 desteklemektedir.
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TNF-a ile histopatolojik parametreler arasindaki korelasyon analizleri de buna
paraleldir. Bu caligma ile TNF-a diizeylerinin 10. giinden sonraki seyrinin
nasil oldugu/olacagi konusunda objektif bir yorum yapmak olas1 degilse de en
azmdan TNF-a ile iligkili rejenerasyon mekanizmasinin daha ge¢ devreye
girmesi yaninda daha uzun vadeli bir siireci igerecegi de sOylenebilir.
Kimyasal sempatektomi ve PH’nin her ikisi de 2. gilindeki IL-6 diizeylerini
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiikseltmektedir. Diger yandan,  10.
giinde ise IL-6 diizeyleri kimyasal sempatektomi ve PH’den bagimsiz olarak
bazal degerlere geri donmektedir. Burada, farkli bir bulgu olarak; kimyasal
sempatektominin PH yapilmayan siganlarda 2. giindeki IL-6 diizeylerini
anlamli olarak yilikseltmis olmasi, diger yandan bu etkinin PH yapilmas: ile
birlikte ortadan kalkmas1 ya da maskelenmis olmas1 dikkati ¢ekmektedir. Her
iki durum da g6z Oniine alindiginda, kimyasal sempatektominin karaciger
rejenerasyon siirecinde en azindan ilk 10 giin igerisinde PH nin etkilerini taklit
eden bir IL-6 yolag: lizerinden rol oynadigiileri siiriilebilir.

Ikinci giindeki mitotik indeksin PH yapilan siganlarda daha belirgin olmak
iizere kimyasal sempatektomi yapilanlarda da anlamli olarak yiikseldigi
gosterilmistir. Literatiirdeki diger ¢alismalardan farkl olarak kontrol grubu
disindaki tiim gruplardaki bu anlamli artis 10. ginde daha da
belirginlesmektedir. Burada, kimyasal sempatektominin mitotik indeksi PH’ye
kiyasla anlamli fakat daha i1limli bir sekilde artirmasmin nihai karaciger
islevini ne sekilde etkileyecegini ongormek olasi degildir. Bu durum,
karaciger rejenerasyon siirecini geciktirerek olumsuz etki yapabilecegi gibi
daha yavas ancak daha saglikli bir rejenerasyon stireci ile de sonucglanabilir.
Bu konunun, uzun doénemde karacigerin islevsel testlerini igeren yeni
calismalarla irdelenmesi yararl olacaktir.

Ikinci giindeki PCNA degerlerinin kimyasal sempatektomi yapilan sicanlarda
daha belirgin olmak tizere PH yapilanlarda da kontrol grubuna kiyasla anlaml1
olarak artig1 saptanmistir. Bu anlamli artis, 10. giinde yapilan 6lgtimlerde PH
uygulanan  sicanlarda mevcut literatiirle uyumlu olarak azalma
egilimindeyken, kimyasal sempatektomi yapilanlarda halen artmaya devam

etmektedir. Bu durum, PH’nin mitotik indeks itizerine etkisini taklit edecek
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sekilde, burada kimyasal sempatektominin PCNA {izerine etkisi seklinde
karsimiza ¢ikmaktadir. Yapilan korelasyon analizleri bu etkinin biyokimyasal
olarak TNF-a ile pozitif etkilesim i¢inde oldugunu gdstermistir.

Hem kimyasal sempatektominin hem de PH’nin 2. giindeki Ki-67 degerlerini
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiikselttigi saptanmistir. Bu anlaml
etki kimyasal sempatektomi ve PH kombinasyonuyla siddetlenme
gostermemektedir. Diger yandan bu anlamli etkiler 10. giinde de devam
etmekte olup, bu kez PH yapilmis sicanlarda kimyasal sempatektominin
etkisinin anlamli olmamakla birlikte bir miktar siddetlenmis oldugu
izlenmektedir. Bu veriler erken donemde Ki-67’nin rol aldigi karaciger
rejenerasyon siirecinin kimyasal sempatektomiden bagimsiz oldugunu, ancak
gec donemde kimyasal sempatektominin etkisinin ortaya ¢iktigini
diistindiirmektedir.

Ikinci giindeki apoptotik indeks, PH yapilan siganlarda daha belirgin olmak
iizere kimyasal sempatektomi yapilanlarda da kontrol grubuna kiyasla anlamli
olarak yiikselmistir. Kimyasal sempatektomi sonrasi PH yapilmasi ise
apoptotik indekste anlamli olmayan bir artisa neden olmustur. 10. giindeki
incelemelerde ise yalnizca kimyasal sempatektomi sonrast PH uygulanan
siganlardaki apoptotik indeksin anlamli olarak yiikseldigi, diger iki grupta
(yalmizca kimyasal sempatektomi veya yalnizca PH yapilan gruplar) ise
apoptotik indeksin kontrol degerlerine geriledigi gozlenmistir. Bu bulgular,
apoptotik siirecin kimyasal sempatektomiyle iliskili boliimiiniin 2. glinden

sonra artarak 10. giinde de devam ettigini gostermektedir.

Tim bu veriler bir arada degerlendirildiginde; kimyasal sempatektominin

PH sonras1 2. giinde belirginlesen ve hem HGF hem de IL-6 ile iligkili hiicre

proliferasyonun 6n planda oldugu bir rejenerasyon siirecinde etkili oldugu, 10.

glinde ise bu hiperplazik siireci dengelemek ilizere TNF-a ile iligkili apoptotik

mekanizmalarin devreye girerek organizmanin gereksinim duydugundan daha

fazla bir hiperplaziyi engelledigi ileri stiriilebilir. Bu kompleks etkilesimlerin ve

ve otonom sinir sisteminin karaciger rejenerasyon siirecindeki roliinlin tam

belirlenebilmesi i¢in baska ¢alismalara da gereksinim vardir.
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7. OZET

PARSIYELHEPATEKTOMIi YAPILAN SICANLARDA
KiMYASALSEMPATEKTOMININ KARACIGER REJENERASYONU
UZERINEETKILERI

Bu c¢alismada parsiyel hepatektomi (PH) yapilan siganlarda kimyasal
sempatektominin karaciger rejenerasyonu lizerine etkilerinin deneysel olarak
arastirilmasi amaglandi.

Calismamizda her biri onalt1 sigandan olusan dort ana grup olusturuldu
(Grup 1: kontrol, Grup 2: sempatektomi, Grup 3: kontrol+parsiyel hepatektomi,
Grup 4: sempatektomitparsiyel hepatektomi).Daha sonra, bu gruplar her biri
sekiz si¢an igerecek sekilde A ve B alt gruplarina ayrildi.A alt gruplarma kontrol
ameliyat1 ya da parsiyel hepatektomiden 2 giin sonra hepatektomi yapilirken, B alt
gruplarma 1se 10 giin sonra hepatektomi yapildi.Kimyasal sempatektomi
olusturmak icinher bir sicana bes giin siireyle6-Hidroksidopamin hidrobromid
(100 mg/kg/giin, intraperitoneal) uygulanirken, plasebo olarak ise serum
fizyolojik (1 mL, intraperitoneal)yine bes gilin siireyle uygulandi. Deney
sonlandirilmadan Once; agirlik oOlgiimleri yapildi, kan ve karaciger ornekleri
almarak biyokimya ve patoloji laboratuvarlarina gonderildi. Morfolojik parametre
olarak karaciger rejenerasyon orami kullanildi. Biyokimyasal parametre olarak
alman kan orneklerinde HGF, TNF-a, 1L-6 6l¢iimleri yapildi. Doku 6rnekleri ise
mitotik indeks, PCNA, Ki-67 ve apoptotik indeksi belirlemek tizere histopatolojik
olarak incelendi.

Calismamizda, kimyasal sempatektominin PH yapilan sicanlarda 2. giindeki
karaciger rejenerasyon oranini kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
olmamakla birlikte artirdig1 ve daha sonra bu artisin 10. giinde anlamli duruma
geldigi goriilmistiir. PH yapilmayan sicanlarda ise kimyasal sempatektominin
karaciger rejenerasyon orani lizerine etkisi 2. giinde daha belirgin iken bu etki 10.
glinde azalma egilimi gostermistir. Ayrica, PH de kimyasal sempatektomiden

bagimsiz olarak karaciger rejenereasyon oranini anlamli derecede artirmaktadir.
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HGF diizey1 ile ilgili bulgularimiz degerlendirildiginde; kimyasal
sempatektominin PH yapilan sicanlarda 2. giindeki HGF diizeylerini diger tiim
gruplara kiyasla anlamli olarak yiikselttigi saptanmistir. Ancak bu artism 10.
glinde yapilan Olclimlerde kontrol grubu diizeyine yaklasarak anlamliligini
kaybettigi gbzlenmistir.

Calismamizda, kimyasal sempatektomi ve PH’nin 2. giindeki TNF-a ile
ilgili verilerde anlamli bir degisiklige yol agcmadigi, buna karsm 10. giindeki
veriler incelendiginde; kimyasal sempatektominin, PH yapilan siganlarda TNF-a
diizeyini diger tiim gruplara kiyasla anlamli olarak artirdig1 gosterilmistir.

IL-6 ile ilgili bulgularimiza gore; kimyasal sempatektomi ve PH’nin her
ikisi de 2. giindeki IL-6 diizeylerini kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
yiikseltmektedir. Diger yandan, 10. giinde ise IL-6 diizeyleri kimyasal
sempatektomi ve PH’den bagimsiz olarak bazal degerlere geri donmektedir.
Burada, farkli bir bulgu olarak; kimyasal sempatektominin PH yapilmayan
siganlarda 2. glindeki 1L-6 diizeylerini anlamli olarak yiikseltmis olmasi, diger
yandan bu etkinin PH yapilmasi ile birlikte ortadan kalkmasi ya da maskelenmis
olmas1 dikkati ¢cekmektedir.

Calismamizda, 2. giindeki mitotik indeksin PH yapilan sicanlarda daha
belirgin olmak iizere kimyasal sempatektomi yapilan siganlarda da anlamli olarak
yiikseldigi gosterilmistir. Yine farkli bir bulgu olarak, kontrol grubu digindaki tiim
gruplardaki bu anlamlr artig 10. giinde daha da belirginlesmektedir.

PCNA ile ilgili bulgularimiza gore; 2. giindeki PCNA degerlerikimyasal
sempatektomi yapilan sicanlarda daha belirgin olmak lizere PH yapilanlarda da
kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmistir. Bu anlamli artig, 10. giinde
yapilan Ol¢iimlerde PH uygulanan sicanlarda azalma egilimindeyken, kimyasal
sempatektomi yapilanlarda halen artmaya devam etmektedir.

Calismamizda, hem kimyasal sempatektominin hem de PH’nin 2. gilindeki
Ki-67 degerlerini kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yiikselttigi saptanmaistir.
Bu anlamli etki kimyasal sempatektomi ve PH kombinasyonuyla siddetlenme
gostermemektedir. Diger yandan bu anlaml etkiler 10. giinde de devam etmekte
olup, bu kez PH yapilmis siganlarda kimyasal sempatektominin etkisinin anlamli

olmamakla birlikte bir miktar siddetlenmis oldugu izlenmektedir.
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Apoptotik indekse iliskin bulgularimiza gore; 2. giindeki apoptotik indeks,
PH vyapilan sicanlarda daha belirgin olmak {iizere kimyasal sempatektomi
yapilanlarda da kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yilikselmistir. Kimyasal
sempatektomi sonras1 PH yapilmasi ise apoptotik indekste anlamli olmayan bir
artisga neden olmustur. 10. giindeki incelemelerde ise yalnizca kimyasal
sempatektomi sonrast PH uygulanan si¢anlardaki apoptotik indeksin anlamli
olarak ytikseldigi, diger iki grupta (yalnizca kimyasal sempatektomi veya yalnizca
PH yapilan gruplar) ise apoptotik indeksin kontrol degerlerine geriledigi
gozlenmistir.

Tim bu veriler bir arada degerlendirildiginde; kimyasal sempatektominin
PH sonras1 2. giinde belirginlesen ve hem HGF hem de IL-6 ile iligkili hiicre
proliferasyonun 6n planda oldugu bir rejenerasyon siirecinde etkili oldugu, 10.
glinde ise bu hiperplazik siireci dengelemek iizere TNF-a ile iligkili apoptotik
mekanizmalarin devreye girerek organizmanin gereksinim duydugundan daha
fazla bir hiperplaziyi engelledigi ileri stiriilebilir. Bu kompleks etkilesimlerin ve
ve otonom sinir sisteminin karaciger rejenerasyon siirecindeki roliinlin tam

belirlenebilmesi i¢in baska ¢alismalara da gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler:Parsiyel hepatektomi, kimyasal sempatektomi,

karaciger rejenerasyonu, HGF, PCNA.
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8.ABSTRACT

THE EFFECTS OF CHEMICAL SYMPATHECTOMY ON LIVER
REGENERATION IN RATS UNDERGOING PARTIAL HEPATECTOMY

The study aims to analyze experimentally the effects of chemical
sympathectomy on liver regeneration in rats undergoing partial hepatectomy (PH).

In our study, there were four main groups with sixteen rats in each group
(Group 1: control, Group 2: sympathectomy, Group 3: -control+partial
hepatectomy, Group 4: sympathectomy+partial hepatectomy).The groups were
then distributed into two sub-groups as Group A and Group B with eight rats in
each group. Hepatectomy was performed on Group A two days after the control
operation or partial hepatectomy; whereas in Group B it was performed ten days
after the operation. To form chemical sympathectomy, each rat was administered
6-Hydroxydopamine hydrobromide (100 mg/kg/day, intraperitoneal) for 5 days
and normal saline (1 mL, intraperitoneal) was also administered to control groups
as placebo for 5 days. Before the end of the experiment; weighing measurements
were made, blood and liver samples were obtained, and they were sent to the
biochemistry and pathology laboratories. Regenerated liver ratio was used as the
morphological parameter. HGF, TNF-a, IL-6 measurements were performed on
blood samples obtained as biochemical parameters. Tissue samples were analyzed
histopathologically to determine mitotic index, PCNA, Ki-67 and apoptotic index.

In our study, chemical sympathectomy was found to increase not
significantly theregenerated liver ratio in the rats with PH on the 2™ day
compared to the control group. The increase was later found to be significant on
the 10™ day. While the effect of chemical sympathectomy on liver regeneration
rate was much more significant in the rats without PH on the 2™ day, it tended to
decline on the 10® day. Moreover, PHsignificantly increased the liver
regeneration rate independently from chemical sympathectomy.

When our findings on the HGF level were assessed; chemical

sympathectomy was found to increase the HGF level significantly in the rats with
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PH on the 2™ day, compared to all other groups. However, the increase was
observed to lose its significance and it approached the level of the control group in
the measurements made on the 10™ day.

In our study, chemical sympathectomy and PH did not cause any significant
change in the data related to TNF-a on the 2™ day. On the other hand, when the
data obtained on the 10™ day were analyzed, chemical sympathectomy was found
to increase the TNF-a level significantly in the rats with PH, compared to all other
groups. According to our findings related to IL-6; both chemical sympathectomy
and PH increased the IL-6 levels on the 2™ day significantly compared to control
groups. Furthermore, the IL-6 levels returned to the basic values on the 10" day,
independently from chemical sympathectomy and PH. Here, a remarkable finding
was that chemical sympathectomy increased the IL-6 levels significantly in the
rats without PH on the 2™ day and the effect was removed or concealed when PH
was performed.

In our study, mitotic index was more significantly increased in the rats with
PH on the second day and also it was found to increase significantly in the rats
with chemical sympathectomy. Another remarkable finding was that the
significant increase in all groups except the control group became much more
notable on the 10™ day.

Our findings regarding PCNA were found out that PCNA levels
significantly increased both in the rats with chemical sympathectomy
(moreremarkable than the others) and in the rats with PH significantly on the
2“dday compared to the control group. While the significant increase tended to
decline in the rats with PH based on the measurements made on the 10™ day, it
continued to increase in the rats with chemical sympathectomy.

In our study, it was observed that both chemical sympathectomy and PH
increased Ki-67 levels significantly on the 2nd day, compared to the levels in
control groups. The significant effect was not aggravated by the combination of
chemical sympathectomy and PH. On the other hand, the significant effects
continued on the 10™ day, but that time the effect of chemical sympathectomy was

a little aggravated in the rats with PH but it was not significant.
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Our findings as to apoptosis demonstrated that the apoptotic index was more
significantly increased in the rats with PH on the 2™ day. It also increased in the
rats with chemical sympathectomy significantly compared to the control group.
Performing the PH after the chemical sympathectomy led to an insignificant
increase in the apoptotic index. In the analysis conducted on the 10™ day, it was
found that the apoptotic index increased significantly only in the rats with PH
performed after chemical sympathectomy. However, the apoptotic index was
observed to regress to the control values in the other two groups (groups with
chemical sympathectomy only or PH only)

When these all data are considered; it is suggested that chemical
sympathectomy is effective in a regeneration process that becomes prominent on
the 2™after the PH through cell proliferation related to both HGF and IL-6.
Moreover, it may also be suggested that apoptotic mechanisms related to TNF-a
activate and hinder hyperplasia being much higher than the organism needs in
order to balance the hyperplasia on the 10™ day. Accordingly, further studies are
needed to determine the effects of these complex interactions and the role of

autonomic nervous system on the liver regeneration process.

Key Words: Partial hepatectomy, chemical sympathectomy, liver

regeneration, HGF, PCNA.
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