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OZET

GIRIS VE AMAC: Karaciger tiim sistemleri ilgilendiren 6nemli metabolik
fonksiyonlar1 olan bir organdir. Parsiyel hepatektomi(PH), karacigerin primer ve sekonder
timorlerinin tedavisinde ayrica canli vericili karaciger transplantasyonunda yaygin olarak
uygulanmaktadir. Rezeksiyon sonrasi karaciger yetmezligi insidansi %0-32 arasinda
degismektedir. Prosediire bagli mortalitede ana nedenlerden biri, postoperatif karaciger
yetmezligidir(%18-75). PH sonrast karaciger rejenerasyonu, inflamatuar sinyal
molekiillerinin aktivasyonu ve oksidatif stresin indiiklenmesi ile iligkilidir. Rejenerasyona
destek mekanizmalarindan biri de antioksidan savunma sistemleridir. Daha 6nce antioksidan
ozellikleri olan ajanlarla yapilan calismalarda hepatik rezeksiyon sonrasi karaciger
rejenerasyonuna olumlu katkilarinin oldugu bildirilmistir. Anjioprotektif ve antioksidan
etkili kalsiyum dobesilatin(KD), karaciger rejenerasyonuna olumlu etkileri olabilecegi
diistintildii. Bildigimiz kadariyla KD’nin hepatektomi sonrasi rejeneratif kapasite {izerine
etkileri hakkinda yapilmis bir ¢alisma yoktur. Calismamizda, PH sonras1 KD nin karaciger

rejenerasyon kapasitesi ve antioksidan yol iizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM: Calismada agirliklar1 250-350 gram arasinda degisen, 36
adet Spraque Dawley erkek si¢an kullanildi. Siganlar randomize olarak her biri 9 sigandan

olusan 4 gruba ayrildu.

Grup 1: Kontrol grubu: PH + Salin(2 giin)

Grup 2: Kontrol grubu: PH + Salin(7 giin)

Grup 3: Calisma grubu: PH + KD(100mg/kg/giin) (2giin)
Grup 4: Calisma grubu: PH + KD(100mg/kg/giin) (7giin)

Parsiyel hepatektomi sonrasi ¢ikarillan karaciger agirliklar tartilarak kaydedildi.
Belirtilen giinlerin sonunda relaparotomi uygulandi, abdominal aortadan biyokimyasal

inceleme icin kan alindiktan sonra siganlar sakrifiye edildi. Remnant karaciger dokular
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tartilip agirliklar: kaydedildi. Oksidatif hasar ve karaciger rejenerasyonunu degerlendirmek

icin biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal yontemler kullanildi.

BULGULAR: Serum siiperoksit dismutaz(SOD) diizeyi kontrol gruplari(2. ve
7.glin) arasinda istatistiksel anlamli farklilik yoktu(Sirasiyla 3,69 + 0,48 vs 4,75 £ 2,75;
p:0,13). Tedavi ve calisma gruplart karsilastirildiginda hem 2 hem de 7 giin KD verilen
gruplarda serum SOD diizeyi diisiik 6l¢iilmesine ragmen aradaki fark istatistiksel anlamli
degildi(p:0,50). Karaciger doku SOD diizeyi olgiimiinde kontrol gruplari(2. ve 7.giin)
arasinda istatistiksel anlamli farklilik vardi.(Sirasiyla 2,20 + 0,59 vs 1,20 + 0,30; p:0,001).
Tedavi verilen(2. ve 7.giin KD) gruplarda kontrol gruplarina gore istatistiksel anlamli
farklilik olacak sekilde doku SOD diizeyi daha yiiksekti(p:0,03). Serum glutatyon(GSH)
diizeyi acisindan kontrol, tedavi gruplart ve bu gruplarin birbirleriyle karsilastirilmasinda
istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi(sirasiyla p:0,14 vs 0,66). Karaciger doku GSH
degeri kontrol gruplarinda ve bu gruplarin ¢alisma gruplariyla karsilastirilmasinda tim
gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi. Lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan malondialdehit(MDA) diizeyinin serumdaki 6l¢timlerinde kontrol gruplari
arasinda istatistiksel farklilik yoktu(p:0,73). KD verilen gruplarda kontrol gruplarina gore
giinden bagimsiz olarak serum MDA diizeyi daha diisiik saptandi. Ancak aradaki fark
istatistiksel anlamli degildi(p:0,22). Doku MDA diizeyinin kontrol gruplarinda 2.glinden
7.gline azaldig1 gosterildi(p:0,001). Hem 2.giin hem de 7.glinde ¢alisma gruplarinda kontrol
gruplarina gore MDA diizeyi istatistiksel anlamli olmak iizere yiiksekti(p:0,001)

Kontrol gruplart arasinda 7.giinde rejenerasyon orani(RO) daha yiiksek olmasina
ragmen fark istatistiksel anlamli degildi(p:0,66). 2.giinde KD verilen grupta kontrol grubuna
gore RO yiiksek ve istatistiksel olarak da bu farklilik anlamli saptandi(p<0,001). 7.giindeki
calisma ve kontrol gruplan karsilastirildiginda yine KD tedavisi verilen grupta kontrol
grubuna gore yiiksek saptanmasina ragmen istatistiksel anlamli fark saptanmadi(p:0,667).
RO, KD wverilen 2.glin grubunda 7.glin grubuna gore istatistiksel anlamli yliksek
bulundu(p<0,001).

Histopatolojik degisiklikler Suzuki Skorlama Sistemi’ne gore derecelendirildiginde;
siniizoidal konjesyon ¢alisma gruplarinda yok(%56,5) veya hafif(%44,4), kontrol
gruplarinda ise orta(%50) veya siddetli(%50) diizeyde gozlendi(p<0,001). KD verilen
gruplarda vakuolizasyon ve nekroz hi¢ gézlenmedi(Sirasiyla <0,001 vs 0,034).
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Apopitotik indeks(Al), kontrol gruplarinda ¢alisma gruplarina gére anlaml diizeyde
yiiksekti(p<0,001). Kontrol gruplar1 arasinda Al igin 2. ve 7.giinde anlaml farklilik
saptanmazken(p:0,667), ¢alisma gruplar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde 7.giinde Al
istatistiksel anlamli olmak iizere daha diisiik bulundu(p:0,006).

Proliferasyonu degerlendirmek i¢in kullanilan Ki67 ekspresyonu hem 2.giinde hem
de 7.giinde KD tedavisi verilen gruplarda verilmeyen gruplara goére; tedavi alan gruplarda

ise 7.giinde 2.gline gore istatistiksel anlaml1 yiiksekti(p:0,006).

SONUC: PH’de KD verilmesi ile artan doku SOD diizeyi, bu tedavinin kismen
antioksidan sisteme destek verdigini gostermektedir. Ancak calismamizda oksidatif hasari
degerlendirmede kullanilan diger parametrelerin(GSH,MDA) doku ve serum diizeyinin,
antioksidan maddelerle elde edilen bilinen sonuglara gore kismen zit oldugu goriilmiistiir.
Bu farkli bulgularin nedeni ¢calismamizda ortaya konulamamaistir. Gruplar aras1 RO farkinin
KD’dan kaynaklandigi ve KD’nin karaciger rejenerasyonuna katkist oldugunu
diistindiirmektedir. Isik mikroskobisi altinda histopatolojik incelemede siniizoidal
konjesyonun ve vakuolizasyonun KD tedavisi ile azaldigi, KD tedavisinin PH sonrasi
karacigerin daha normal histolojiyle rejenerasyonunda faydali olabilecegini ve karaciger
dokusu iizerinde koruyucu etkisi olabilecegini desteklemektedir. KD’nin, PH sonrasi
meydana gelen apopitoz egilimini baskilamada etkin oldugu ve bdylece rejenerasyona
belirgin katkis1 oldugu goriilmiistiir. KD tedavisi ile Ki67 ekpresyonu artmaktadir. Bu
nedenle KD; doku onarmmini, hiicre proliferasyonunu arttirmakta ve rejenerasyonu

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Kalsiyum dobesilat, karaciger rejenerasyonu, oksidatif hasar,

parsiyel hepatektomi, deneysel.
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ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVE: The liver is an organ with important
metabolic functions that involve all systems. Partial hepatectomy (PH) is widely used for the
treatment of primary and secondary tumors of the liver, as well as living-donor liver
transplantations. The incidence of liver failure after resection ranges between 0-32%. One
of the main causes of procedural mortality is postoperative liver failure (18-75%). Liver
regeneration after PH is associated with activation of inflammatory signaling molecules and
induction of oxidative stress. One of the support mechanisms for regeneration is antioxidant
defense systems. Studies on agents that previously had antioxidant properties have reported
that they positively contribute to liver regeneration after hepatic resection. Angioprotective
and antioxidant calcium dobesilate (Cd) have been thought to have positive effects on liver
regeneration. To the best of our knowledge, there is no study on the effects of Cd on
regenerative capacity after hepatectomy. In our study, we aimed to evaluate the effects of

Cd on liver regeneration capacity and antioxidant pathway after PH.

MATERIALS AND METHODS: The study employed 36 Sprague Dawley male
rats weighing between 250-350 grams. The rats were randomly divided into 4 groups of 9

rats each.

Group 1: Control group: PH + Saline (2 days)

Group 2: Control group: PH + Saline (7 days)

Group 3: Study group: PH + Cd (100mg/kg/day) (2 days)

Group 4: Study group: PH + Cd (100mg/kg/day) (7 days)

The liver weights removed after partial hepatectomy were weighed and recorded.
Relaparotomy was performed at the end of the specified days and the rats were sacrificed
after blood was collected from the abdominal aorta for biochemical analysis. The remnant
liver tissues were weighed and recorded. Biochemical, histopathological and
immunohistochemical methods were used to evaluate oxidative damage and liver

regeneration.



RESULTS: There was no statistically significant difference between the serum
superoxide dismutase (SOD) levels of the control groups (2nd and 7th days) (3.69 + 0.48 vs
4.75 £2.75, p = 0.13, respectively). When the treatment and study groups were compared,
the difference was not statistically significant although the serum SOD level was low in the
Cd groups on both 2 and 7 days (p = 0.50). There was a statistically significant difference
between the control groups (2nd and 7th days) in the measurement of liver tissue SOD levels.
(2.20 £ 0.59 vs 1.20 £ 0.30 respectively; p = 0.001). The tissue SOD level was statistically
significantly higher in the treatment groups (2nd and 7th day Cd) compared to the control
groups (p = 0.03). In terms of serum glutathione (GSH) level, there was no statistically
significant difference between the control groups and the treatment groups, and in the
comparison of these groups with each other (p = 0.14 vs. 0.66, respectively). There was no
statistically significant difference in liver tissue GSH value between the control groups and
in the comparison of these groups with the study groups. There was no statistical difference
between the control groups in the measurements of malondialdehyde (MDA) level, which is
an indicator of lipid peroxidation (p = 0.73). The serum MDA levels were lower in the Cd
groups than in the control groups, regardless of the day. However, the difference was not
statistically significant (p = 0.22). The tissue MDA level was shown to decrease in the
control groups from the 2nd day to the 7th day (p = 0.001). On both the 2nd and 7th days,
the MDA level was statistically significantly higher in the study groups compared to the
control groups (p = 0.001).

Although the regeneration rate (RR) was higher on the 7th day among the control
groups, the difference was not statistically significant (p = 0.66). On the 2nd day, the RR
was higher in the Cd group compared to the control group, and the difference was statistically
significant (p < 0.001). When the study and control groups were compared on the 7th day,
the RR was higher in the Cd group than in the control group, although the difference was
not statistically significant (p = 0.667). The RR was statistically significantly higher in the
2nd day Cd group than in the 7th day group (p < 0.001).

When histopathological changes were graded by the Suzuki Scoring System, the
study groups (56.5%) had no sinusoidal congestion or had mild sinusoidal congestion
(44.4%), while the control groups had moderate (50%) or severe (50%) sinusoidal
congestion (p < 0.001). Vacuolization and necrosis were not observed in the Cd groups

(<0.001 vs. 0.034, respectively).
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The apoptotic index (Al), was significantly higher in the control groups compared to
the study groups (p < 0.001). Although there was no significant difference between the
control groups for Al on the 2nd and 7th days (p = 0.667), when the study groups were
evaluated among themselves, the Al was statistically significantly lower on the 7th day (p =
0.006).

The Ki-67 expression, which is used to evaluate proliferation, was statistically
significantly higher in both the 2nd and 7th day groups compared to the non-Cd groups, and
was also higher on the 7th day compared to the 2nd day in the Cd groups (p = 0.006).

CONCLUSION: The increased tissue SOD level with the administration of Cd in
PH indicates that this treatment partially supports the antioxidant system. However, in our
study, it was observed that the tissue and serum levels of other parameters (GSH, MDA)
used for evaluating oxidative stress were partially contrary to the known results obtained
with antioxidant substances. The reason for these different results could not be revealed in
our study. This suggests that the RR difference between the groups is due to Cd and that Cd
contributes to liver regeneration. Decreased sinusoidal congestion and vacuolization with
Cd treatment on the histopathological examination under light microscopy supports that Cd
treatment may be beneficial for the regeneration of the liver to normal histology after PH
and may have a protective effect on liver tissue. It was found that Cd was effective in
suppressing the tendency to apoptosis after PH, thus significantly contributing to
regeneration. The expression of Ki-67 increases with Cd treatment. Therefore, Cd increases

tissue repair, cell proliferation and promotes regeneration.

Keywords: Calcium dobesilate, liver regeneration, oxidative damage, partial

hepatectomy, experimental.
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1. GIRIS

Karaciger, biliylime ve yenilenme kapasitesine sahip benzersiz bir organdir.
Karaciger rezeksiyonu karacigerdeki iyi huylu kitlelerin (kist hidatik, adenom v.b.), koti
huylu tiimdrlerin (Hepatoselliiler karsinom, metastatik tiimorler v.b.) tedavisinde, travmaya
bagli cerrahi girisim gerekliliginde ve karaciger transplantasyonunda uygulanir. Karaciger
rezeksiyonu karaciger anatomisinin ve fizyolojisinin daha iyi anlagilmasi, preoperatif tani
yontemlerinin gelismesi, cerrahi tekniklerde gelisme ve iyilesme, postoperatif bakimin

gelisimi ile daha giivenli yapilabilir hale gelmis ve mortalite %5 ‘in altina diigmustiir (1).

Karaciger rejenerasyonu, hepatositlerin, matriks yapilarin ve endotelyumun kombine
hipertrofi ve hiperplazileriyle gerceklesen, genlerin, biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin
kontrolii altinda olan bir yapilanmadir (2; 3). Genel olarak karacigerde rejenerasyonun
baglamasi, ilerlemesi ve kontrolii tiim karaciger hiicreleri tarafindan saglanir. Boliinmekte
olan hepatositler, Kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri, ito hiicreleri ve hiicre dis1 maddeler
arasindaki iliski de rejenerasyonun diizenlenmesinde Onemli rol oynar (4). Karaciger
rejenerasyonunun kontrol edilebilir yaygin bir islem haline gelmesi modern cerrahideki en
Oonemli asamalardan birisidir. Ancak karaciger rezeksiyonu sonrasi gelisen karaciger
yetmezligi ise cerrahlar i¢in korkutucu bir komplikasyondur. Cerrahi rezeksiyon sonucu
olusan hasar biiylime faktorlerini ve sitokin kaskadmi tetikleyerek karaciger kiitlesinin
orijinal boyutuna geri donmesini diizenler. Karaciger rejenerasyonunun efektif olmamasi ya
da tamamen yoklugu durumunda karaciger yetmezligi meydana gelir. Karaciger hasarinin,
inflamatuvar sitokinlerin ve oksidatif {iriinlerin asir1 liretimi gibi bircok faktor tarafindan
daha da siddetlendirilmis oldugu diisiiniiliir. Serbest oksijen radikalleri(SOR) karaciger
rejenerasyonunu etkileyebilen ¢esitli sinyal yolaklarini degistirir. SOR, hiicre bilylimesini
durdurmaya ve hiicre siklusunu inhibe eden proteinleri aktive etmeye aracilik eder; geride
kalan karacigerde rejenerasyonu negatif yonde etkiler. Bu yiizden rejenerasyon asamasinda

karacigerdeki hiicresel redoks dengesinin ve inflamatuvar yanitin siki regiilasyonu 6énemlidir

(5).

Parsiyel hepatektomi (PH), karaciger tiimorlerinin tedavisinde ve organ

transplantasyonu i¢in dondrlerde siklikla kullanilir (6). PH modelindeki ¢alismalarda



rejeneratif cevabin olusmasinda pek ¢ok faktoriin etkili oldugu gosterilmistir (7). PH sonrasi
karaciger rejenerasyonu, inflamatuar sinyal molekiillerinin aktivasyonu ve oksidatif stresin
indiiklenmesi ile iliskilidir (5). Geride kalan karaciger dokusunda rejenerasyonun ilk giinden
itibaren basladig1 ve deoksiriboniikleikasit(DNA) sentezinin, hepatektomi sonrasinda ilk 24-
48 saatte maksimuma ulastig1 gosterilmistir. Normalde hepatositlerde mitoz ¢ok nadirdir.
Fakat PH’den sonra 24 saat iginde aktif hiicre replikasyonu baslar. ilk 10 giin icinde énemli
ol¢iide rejenerasyon olusur ve bu olay 4-5 haftada tamamlanir. Standart PH terimi %70
hepatektomiyi tanimlar. Karaciger rejenerasyon kapasitesini en net gosteren model olan PH,
karaciger rejenerasyonunun en giiglii uyaricisi olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda PH kolay
uygulanmasit ve en Onemlisi de remnant karaciger dokusunun dogrudan manipiile
edilmemesi nedeniyle es zamanli karaciger nekrozu veya inflamasyonun etkisine maruz
kalmadan karaciger dokusunun yenilenebilmesine olanak saglamasi bu modelin avantajidir.
PH, DNA replikasyonunu uyarir ve hemen ardindan da mitoz hizlanir. insandan farkls olarak

sican karacigerinin rejenere olarak normal hale donmesi 7-10 giindiir (8).

Kalsiyum dobesilat (2,5 dihidroksi-benzensiilfonat)(Doxium® Abdi Ibrahim,
Istanbul, Turkey)(KD) anjiyoprotektif, antiinflamatuvar ve antioksidan ozellikleri olan
farmakolojik bir ajandir. KD, anjiyoprotektif ve antioksidan &zelliklerinden dolay1 kronik
vendz staz, diyabetik retinopati ve hemoroidal hastaliklarin tedavisinde kullanilir. KD’nin
antioksidan ve antiinflamatuvar 0&zellikleri, SOR’un neden oldugu azalmis lipid
peroksidasyonu(LPO) ve trombosit aktive edici faktor(PAF) gibi inflamatuvar sitokin
saliniminda azalma ile iligkilidir. Ayrica KD’ mikrovaskiiler disfonksiyonlar1 diizelttigi,
SOR’u azalttigi, endotelyal nitrik oksit(eNO) sentezini arttirdig1 ve endotel hiicrelerinde
deskuamasyonu onledigi gosterilmistir (9). Daha 6nce antioksidan 6zellikleri olan ajanlarla
yapilan c¢aligmalarda hepatik rezeksiyon sonrasi karaciger rejenerasyonuna olumlu
katkilarinin oldugu bildirilmistir (10; 11). Anjioprotektif, antioksidan etkili ve endotelyal
NO’yu artirdig1 bilinen KD’1n karaciger rejenerasyonuna olumlu etkileri olabilir. Bildigimiz
kadariyla KD nin hepatektomi sonrasi rejeneratif kapasite iizerine etkileri hakkinda yapilmis
bir ¢aligma yoktur. Calismamizda, PH sonrasi KD’1n karaciger rejenerasyon kapasitesi ve

antioksidan yol iizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. TARIHCE

Karacigerin rejeneratif kapasitesi ile ilgili ilk bilgilere Hesiodos’un Theogoni’sinde
rastlanilir. Buna gore Prometheus, atesi calarak insana verdigi icin, Zeus tarafindan
cezalandirilip Kafkas daglariin en yiiksek noktasina zincirlenir. Karacigerinin bir kismi1 her

giin bir kartal tarafindan yenir ve her gece eski halini alir (12; 13) (Sekil 1).

Sekil 1. Prometheus (Peter Paul Rubens-1610/1611) (12)

Karacigerin yiizey anatomisi M.O 2000’lerde Babiller tarafindan tanimlanmistir.
Frach Glisson ise 1654°te karaciger kan damarlarinin anatomisini dogru bi¢imde tanimlayan
ilk hekim olmustur. Bir bigak yarasindan disar1 ¢ikmig karaciger porsiyonunu ampute etmis
olan Bertha kayitl ilk parsiyel hepatektomiyi 1716’da yapmis kabul edilir (12). 1800’lerin
sonlarinda Avrupa’da karaciger cerrahisi imkansiz olarak degil fakat tehlikeli olarak
degerlendirilmistir. 1883°de yine Almanya’dan Themisocles Gluck ve sonra Emil Ponfick
hayvanlarda major rezeksiyon sonrasi karaciger rejenerasyonunu gostermislerdir. 1888’de
Alman arastirmaci Carl Langenbuch ilk kolesistektomiyi uygulamuis, ilk elektif ve basarili
karaciger rezeksiyonunu bildirmistir. J.W. Elliot 1897’de travma sonras1 karaciger cerrahisi
ile iliskili makalesinde soyle yazmistir: “Karaciger ¢ok frajil, bir siirii damar igeren ve siitiire
edilmesi belirgin bir sekilde olanaksiz bir dokudur ve yapisinin biiyiik kismin1 igeren yaralari
basarili bir sekilde tedavi etmek hemen her zaman imkansizdir” (14). 1908'de Pringle,
Annals of Surgery'de simdi adini1 tagiyan bir manevra olan porta hepatis'in sikistirilmasiyla

“travmaya bagli hepatik kanamanin kontroliinii” tanimladi. 1950 yilinda Japon aragtirmaci



Ichio Hongo ilk anatomik karaciger rezeksiyonunu gerceklestirmistir. Jean Louis Lortat
Jacob 1952 yilinda metastatik kolon kanseri tedavisi olarak ilk sag hepatektomiyi
gerceklestirmigtir.  Buna ragmen planli major hepatektomiler 1980’lere kadar
yayginlasmamistir. Ayni1 zamanda George T. Pack major hepatektomi sonrasi insan

karacigerinin rejenerasyon kabiliyetini belgelemistir (1).

2.2. KARACIGER

2.2.1. Topografik Anatomisi

Karaciger viicuttaki en biiyiik solid organdir ve yetiskinde yaklasik 1400-1700 gram
agirhgindadir. Viicut agirhiginin yaklasik %2’sini olusturur. Karin boslugunda sag iist

kadranda yer almaktadir.

Karacigerin diafragmatik ve visseral olmak tizere iki yiizii vardir. Diafragmatik yiizii,
tistte diafragma aracilii ile sagdan sola sag plevra ve sag akciger, perikard ve kalp, sol
plevra ve sol akciger ile komsudur. Onde diyafragma, sternumun ksifoidi ve 6n karin
duvarina komsuluk gosterir. Arka boliimii diyafragma, alt kostalar ile komsu olup inferior
vena kava sulkusu ve ¢iplak alan (area nuda) bu bolgededir (15). Visseral yiiz, sagdan
kolonun hepatik fleksurasi, transvers kolonun sag yarisi, safra kesesi, duodenum, solda mide
ve Ozofagusla komsuluk gosterir. Sagda periton aracilifi ile sag bobrek ve sag siirrenal
glanda komgudur. Siirrenal gland ile karaciger, peritonsuz kisimda dogrudan temas
halindedir. Karacigeri falsiform, yuvarlak (ligamentum teres hepatis) ve koroner ligamanlar
on karin duvarina ve diafragmaya bagl tutar. Karacigeri orten periton (Glisson kapsiilii) iki
yapraga ayrilarak diafragmaya yapisir. Bu iki periton yapragi anterior ve posterior koroner
ligamanlar adin1 alir. Bu ligamanlar sagda ve solda triangiiler ligamanlar1 olusturur, 6nde
birleserek falsiform ligamani meydana getirir. Falsiform ligaman karacigeri karin 6n
duvarina asar. Falsiform ligaman i¢inde, umblikustan sol portal ven dalina giden sol
umblikal ven kalintisinin olusturdugu ligamentum teres hepatis vardir. Falsiform ligaman ve
ligamentum ters hepatis karacigeri ylizeyel olarak sag ve sol iki loba ayirir. Gastrohepatik
ligaman ve hepatoduodenal ligaman karacigeri yerinde tutan diger anatomik olusumlardir

(15) (Sekil 2).
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Sekil 2. Karacigerin Topografik Anatomisi A. Ustten goriiniim B.  Alttan
gorlinlim C. Arkadan goriiniim (16)

2.2.2. Vaskiiler Anatomi

Karaciger hem portal sistemden hem de santral sistemden beslenen bir organdir.

Dolasiminin %75°1 vena porta ile %25°1 ise hepatik arterle saglamaktadir.

Hepatik arter: Colyak trunkus; a. lienalis, a. gastrica sinistra ve a. hepatica
communis’den olusmaktadir. A. Hepatica communis’in dali olan hepatik arter, omentum
miniis igerisinde seyrederek karaciger hilusunda pedinkiillere ayrilip karacigere girmektedir
(17) (Sekil 3). Hepatik arter oncelikle karaciger pedikiilii i¢inde sag ve sol, sonrasinda da
karacigerin segmentlerine gore dallara ayrilarak interlobiiler arterleri olusurur. Interlobiiler
arterlerden bazilar1 portal yapilara akarken, bazilar1 da portal alanlardan farkli uzakliklarda
siniizoidler i¢inde direkt olarak sonlanan arteriyolleri olusturur. Bu sayede siniizoidler i¢inde
arteryel ve portal vendz kan karigir.
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Sekil 3. Colyak Aks ve Hepatik Arteriyal Sistem (18)



Hepatik venler: Karacigerin ven6z drenaji li¢ ana hepatik venle saglanir. Sol hepatik
ven, ikinci ve liglincli segmentlerin kanini alir. Sag lobun kani ise sag hepatik ven ile inferior
vena kava(IVK)’ya bosalir. Insanlarin %50’sinde {igiincii ve dérdiincii segmentten kan alip
sol hepatik vene getiren ve "umblikal fissiir veni" adi1 verilen bir ven daha vardir. Orta
hepatik ven genellikle sol hepatik venle birlesip tek trunkus halinde IVK’ya agilir. Ayrica

%25 oraninda sag karacigerden dogrudan VK ya ulasan hepatik venler vardir.

Portal Ven: Splenik ven(SV) ve superior mezenterik ven(SMV) pankreas boynu
hizasinda birlesirler. Inferior mezenterik ven(IMV) bu venlere katilir ve portal veni(PV)
olusur. Icerisinde valv sisteminin olmadig1 PV; mide, ince ve kalin barsaklar, pankreas ve
dalaktan gelen vendz kani karacigere tasir. Hepatoduodenal ligamentin i¢inde, duodenum
birinci kismimin arkasindan geger, porta hepatise ulasir ve orada sag ve sol olmak iizere iki
dala ayrilir. PV, karaciger hilusuna gelmeden sol gastrik veni(koronar ven) ve bazi kiiciik
dallari alir. PV dallar1 karaciger iginde segmentlere gére dagilim gdsterir (15). PV dallanarak
portal triadlara portal veniiller verir. Portal veniiller lobiiliin periferinde seyreden dagitict
venleri olustururlar. Dagitict venlerden ¢ikan kiiglik giris veniilleri siniizoidlere agilir.
Siniizoidler lobiiliin merkezinde sentral veni olusturmak {izere birlesirler. Sentral ven, lobiil
boyunca ilerledik¢e daha fazla siniizoid alir ve ¢ap1 giderek artar. Sonunda lobiilii terkeder
ve daha biiytik olan sublobiiler ven ile birlesir. Boylece iki ya da daha fazla sayidaki biiyiik
hepatik venler olusur ve IVK’ye acilir (19) (Sekil 4).
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Sekil 4. Portal Ven Anatomisi (18)



2.2.3. Sicanin Karaciger Anatomisi

Sican karacigeri toplam viicut agirh@inin yaklasik %5’ini olustururken yetiskin bir
insanda bu oran %2’dir. Sicanin karaciger agirligi ortalama 13,6 gramdir (20). Sican
karacigeri dort ana lobdan olusur: Sag lateral lob (%22), median lob (%38), sol lateral
lob(%30) ve kaudat lob(%10). Insan karacigerinde oldugu gibi portal dallardan
beslenmesine gore isimlendirilir. Sag lateral lob, transvers fissiir ile superior ve inferior
segmentlere ayrilir. Median lob, hepatik ligamana ait olan derin bir longitudinal fissiir ile
sag ve sol santral segmentlere ayrilir. Sol lateral lob ise tek segmenttir. En derin planda
0zofagus cevresinde yer alan kaudat lob kaudat proses, anterior ve posterior kaudat lob

seklinde iice ayrilir (20; 21) (Sekil 5).

Sekil 5. Sicanin Karaciger Anatomisi A. Lob agirlik yiizdesi B. Hepatik ven
dagilimi C. Portal ven dallanmasi D. Biliyer sistem

CP: kaudat lob, AC: anterior kaudat lob, PC: posterior kaudat lob, SRL: siiperior sag
lateral lob, IRL: inferior sag lateral lob, ML: median lob, RML: sag medial lob, LML:
sol medial lob, LLL: sol lateral lob, MF: median fissiir, LF: sol fissiir, RF: sag fissiir, FL:
falsiform ligaman (21).

2.3. KARACIGER EMBRIiYOLOJiSi VE HiSTOLOJiSi

Karaciger, safra kesesi ve safra kanallar1 dordiincii haftanin basinda, preenteron’un
kaudal parcasinin 6ne dogru bir c¢ikintisi olarak belirir. Divertikulum hepatikum,
mesenterium ventrale’nin iki yapragi arasinda hizla biiyiiyerek ikiye ayrilir; daha biiyiik olan
kraniyal pargasi primordium hepatikum adin1 alir. Cogalan endodermal hiicreler hepatik
hiicre kordonlarin1 ve intrahepatik safra kanallarin1 déseyen epiteli olusturur. Bu hepatik

hiicre kordonlari, endotel doseli bosluklarin ¢evresinde ag olusturarak karaciger



siniizoidlerinin taslaklarin1i meydana getirir. Karaciger fibroz dokusu, hematopoetik dokusu
ve Kupffer hiicreleri septum transversum’daki mezenkimden gelisir. Altinc1 haftada
baglayan hematopoesis, karacigere parlak kirmizi bir renk verir; karacigerin yedinci ve
dokuzuncu haftalar arasindaki biiytikliigiinden de bu hematopoetik aktivite sorumludur (22).

Karacigerin islevsel birimi karaciger lobiiliidiir (23; 24). Klasik lobiil yapisinda
ortada bir hepatik ven dali(sentral ven), bu hepatik ven dalindan perifere dogru 1sinsal
bicimde siniizoidler ve parankim hiicreleri uzanir. Klasik lobiil altigen seklindedir. Altigenin
koselerinde, i¢inde PV, hepatik arter ve safra kanalinin u¢ dallarinin bulundugu portal

triadlar yerlesmistir. Her lobiilde 3-6 portal triad bulunur (Sekil 6).
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Sekil 6. A. Hepatik lobiil yapisi, B. Hepatosit ve siniizoid yapisi C. Portal
triad(hemotoksilen eozin boyama) (25).

Siniizoidler, endotelyal hiicre tabakasiyla c¢evrili, diizensiz olarak genislemis
damarlardir. PV ve hepatik arterin u¢ dallar siniizoidlerle temas halindedir. Kan terminal
portal triaddan siniizoidler araciligiyla terminal hepatik veniile dogru akar. Terminal hepatik
veniiller sonunda birleserek hepatik venleri olusturur. Safra hepatositlerin i¢inde olusur ve
hiicreler arast mesafede yan duvarlarin olusturdugu terminal kanalikiillere dokiiliir, bu
kanalikiiller birleserek safra kanalciklarini olusturur ve portal triada dogru akarlar.
Siniizoidlerin endotel tabakasi ile hepatositler arasindaki “Disse araligi” denilen kisimda
karaciger lenfi olusur. Endotel tabakas1 hiicreleri arasinda Kupffer hiicreleri ve stellat(ito)
hiicreleri bulunur. Karacigerin diger hiicreleri(%20); Kupffer hiicreleri, stellat hiicreleri,
endotelyal hiicreler ve lenfosit gibi parankimal olmayan hiicrelerden olusur. Kupffer
hiicreleri yabanci partikiillerin, enfekte organizmalarin fagositozunda ve sitokinlerin
iretiminde Onemlidir. Stellat hiicreleri vitamin A’nin depolanmasini, ekstraseliiler

matriksin(ESM) {iretimini ve hepatik fibrozis faktorlerinin ¢ogunun sentezini saglar.



Endotelyal hiicreler siniizoidlerde bulunur ve besin emilimi i¢in genis bir alan saglar.
Hepatik bir hasarlanmaya cevap olarak bu hiicre tiplerinin hepsi aktive olur ve karaciger

rejenerasyonunda rol alirlar (26).

2.4. KARACIGER REZEKSIYONU

2.4.1. Rezeksiyon Endikasyonlar:

Karaciger rezeksiyonu endikasyonlar1 malign tiimorler, benign hastaliklar, travma ve

canlidan yapilan karaciger nakillerinde donor hepatektomilerdir (27).

2.4.2. Cerrahi Anatomi ve Rezeksiyon Sinirlar:

Karacigerin segmental anatomisinin anlagilmasi, karaciger rezeksiyonlarinin
anlasilmasi i¢in de 6nemlidir. 1998 yilinda Uluslararas1 HepatoPankreatoBiliyer Dernegi
(IHPBA) tarafindan, hepatik anatomi ve karaciger rezeksiyonlarini tanimlamak igin
kullanilan terminolojiyi standartlagtirmak i¢in Terminoloji Komitesi kuruldu. Ortaya ¢ikan
fikir birligi, Avustralya'nin Brisbane kentindeki [HPBA toplantisinda 2000 y1linda onaylandi
ve Brisbane 2000 terminolojisi olarak adlandirildi (28; 29). Bu terminoloji hem anatominin
hem de rezeksiyonlarin tanimlanmasinda yararlidir.

PV ve safra yollarinin anatomisini takiben, karaciger 8 segmente(sg) ayrilir. Bu

segmentlerin tanimlari, Couinaud, Healey ve ark. (30) calismasinin sonucudur (Sekil 7) (31).

Sekil 7. Couinaud'un isimlendirmesine gore karaciger segmentleri A.
Hastada goriildiigii gibi B. Ex vivo pozisyonda (32)



Karaciger anatomisi primer, sekonder ve tersiyer bdliimlerle tanimlanmaktadir. IVK
ile safra kesesi fossasi arasindaki diizlemle sol ve sag hemiliver veya sol ve sag karacigere
boliiniir. Cerrahi rezeksiyon terminolojisi ise sag / sol hepatektomi veya hemihepatektomidir
(Sekil 8).

Anatomik Refere Couinoud Ceirahi Rezeksiyon icin Sema
Terminoloji Segmenti Terminoloji (ilgili Alan Taralidir)

Sag Hepatektomi
= B=
Sag Hemiliver Sg5-8 (+/-Sg1) Sag Hemihepatektomi

Veya (+/- segment 1 sartiyla)

Sol Hepatekiomi
Sal Ce'““"e‘ Sap Hen‘\;i‘ézmektom ﬂ %
Sol Kg'aaa@er Sg2-4 (+/-Sg1) (+-segment 1 sartiyla) Qv
Sekil 8. Primer boliim anatomisi ve rezeksiyonlar i¢in isimlendirme (33).

Sekonder boliimde, safra yolu ve hepatik arter anatomisine dayanarak karaciger 4
boliime ayirir. Sag karaciger; sag 6n bolim(Sg 5,8) ve sag arka boliime(Sg 6,7) ayrilmistir.
Sol karaciger; sol medial boliime(Sg 4) ve sol lateral boliime(Sg 2,3) ayrilir. Rezeksiyon i¢in

terminoloji anatomik terime -ektomi eklenerek elde edilir(Sekil 9).

ikinci dereceden bolunme
(Ikinci dereceden bolinme safra kanallan ve hepatik artere dayanmaktadir.)

Anatomik Couinaud Cerrahi rezeksiyon Sema ( iigili alan taralidir)
terminoloji segmentien terminolojisi

- Sg 5.8 Anatomik terimienn herhangi birinin
Sag 6n bolum et sonuna -ektomi eki eklenir.

AR
\°)
qﬁ
v

Sag arka bolum Sg 6.7 Sag anterior seksiyonektomi 4% 4 5
Sol medial seksiyonektomi
Segment 4 rezeksiyonu ’
veya
Sol medial bolum Sg 4

<

Segment 4 segmentektomi

Sol lateral seksiyonektomi

R
V

Sollateral bolam S segment 2.3\{3?;'§gmemektoml Qv
Sekil 9. Sekonder boliim anatomisi ve rezeksiyonlar igin isimlendirme (33)

Brisbane 2000 sistemi, safra ve arteriyel anatomiden ziyade PV anatomisine dayanan
ve sektor teriminin kullanildig alternatif bir sekonder boliinme tanimlamigtir. Sg 5 ve 8, sag
On sektor veya sag paramedian sektdr; sg 6 ve 7, sag arka sektor veya sag lateral sektor olarak
adlandirilir. Sg 3 ve 4, sol medial sektor veya sol paramedian sektor ve sg 2, sol lateral sektor

veya sol posterior sektor olarak adlandirilir.

Tersiyer bdliinme, karacigerin segmentlerini ifade eder. Geleneksel Couinaud

siiflandirmasi sadece 8 segment icerir ve kaudat lobu sg 1 olarak adlandirir. Kaudat lob
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yeni adlandirmada sg 1'e (Spiegel lob) ve sg 9'a (kaudat islemi ve parakaval kisim) ayrilir
(30). Tek bir segmentin rezeksiyonu segmentektomi ve herhangi bitisik 2 segmentin

rezeksiyonu ise bisegmentektomi olarak adlandirilir (Sekil 9).

Ugiined: dereceden bakinme
ferminoli Counaud segmen ci'rm (i sjz‘:amlldm)
Segmenttg  Sedmentlfden Segmentekdomi
Devamiiiki segr Dx i
iki segment
Sekil 10. Tersiyer Bolim Anatomisi ve rezeksiyonlar i¢in isimlendirme (33).

Sg 4 ila 8'e(+/- Sgl) rezeksiyon, sag triseksiyonektomi/genisletilmis sag
hepatektomi/genisletilmis sag hemihepatektomi; Sg 2 ila 5 ve 8'e(+/- Sgl) rezeksiyon, sol
triseksiyonektomi/genisletilmis sol hepatektomi/genisletilmis sol hemihepatektomi olarak

adlandirilir(Sekil 11).

Diger kesitsel karaciger rezeksiyonu

Sad triseksiyonektomi ( tercih edilen temminoloji)

Sg4-8 Ry domi

(+/-Sg1) Genigleth i
Genigletiimis saj hemihepatektomi
(stipulate +/-sg 1) (+-sg 1 sartiyia)

Sal triseksiyonektomi( tercih edilen terminoloj)
veya
5023458 s it
(+/-Sg1) Genigletiimig sol hemihepatektomi

(stpulate +/-sg 1) (+-sg 1 sartyia)

d

Sekil 11. Diger karaciger rezeksiyonlari (33).

2.4.3. Rezeksiyon Komplikasyonlari
Postoperatif komplikasyonlar en sik safra drenaji ile ilgili olan komplikasyonlar
olmakla birlikte ates, pnomoni, yara enfeksiyonu, trombofilebit, sepsis, batin i¢i ve

subdiafragmatik apse gibi komplikasyonlar gelismektedir. Ozellikle siroz ve koagiilopatisi

olan hastalarda kanama 6nemli komplikasyonlar arasindadir.
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2.5. KARACIGER REJENERASYONU

Insan karacigeri toksik hasar, kronik inflamasyon ve cerrahi rezeksiyondan sonra
rejenerasyon yetenegine sahiptir (34).Rejenerasyon, ¢ok sayida hiicre tipi, ekstrahepatik
sinyaller, karmagik molekiiler yollar ve hiicresel etkilesimleri iceren karmasik bir siirectir.
Bu siirecin siirdiiriilememesi, karaciger fonksiyon bozukluguna ve sonucta karaciger

yetmezligine yol acar.

2.5.1. Karaciger Rejenerasyonunun Klinik ile iliskisi

Gilintimiizde, karaciger cerrahisi(hepatektomi,transplantasyon) rutin ve giivenli bir
sekilde malign ve benign hastaliklarin tedavisinde uygulanmaktadir. Canli vericili karaciger
nakli ve major hepatektomi de prosediiriin basarisi hepatik rejenerasyon kapasitesine
baglidir. Bagarili nakil i¢in veya donorde giivenli iyilesme i¢in gerekli minimum fonksiyonel
karaciger miktar1 dikkatle degerlendirilmesi gereken bir durumdur. Dondr greft biiyiikliigii,
portal hipertansiyon, I/R hasar1 ve alicinin hastalik siddeti, nakil sonrasi rejenerasyon

kapasitesini etkileyen 6nemli faktorlerdir.

2.5.2. Karaciger Rejenerasyonunun Temel Ozellikleri

2.5.2.1. Karaciger Rejenerasyon Modelleri

Karaciger rejenerasyonu 1931'de Higgins ve Anderson (35) tarafindan oOnciilikk
edilen sicanlardaki deneysel modelde gosterilmektedir. Bu modelde, geride kalan loblara
zarar vermeden basit licte iki kismi hepatektomi yapilir. Deneysel hayvan rezeksiyon
modelinde rejenerasyon cevabi karacigerin 2/3’i rezeke edildiginde maksimumdur. Daha
kiiclik miktarda parankim ¢ikarildig1 zaman restorasyon daha yavas ilerler. 2/3’ii asan
rezeksiyonlarda DNA sentezi ve mitotik aktivitede bozulma olur.

Bilinen diger karaciger rejenerasyon modelleri; genis doku hasar1 ve inflamasyon ile
iliskilidir ve etanol, karbon tetrakloriir(CCl4), galaktozamin gibi hepatik toksinlerin
kullanimin1 ayrica safra kanali ligasyonu veya PV ligasyonu ve /R hasar1 gibi prosediirleri

icerir (Sekil 12).
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| Hayvan Modelleri |

Cerrahi asarh Karaciger]
| Modeller |e er Modelleri

Farmakolojik
Modeller

Parsiyel
Hepatektomi

Direkt
Kompansatsr
Hiperplazi

Portal Dal
Baglanmas:

Kolestatik
Model

Sekil 12. Karaciger Rejenerasyonu Hayvan Modelleri (31).

Her modelde, farkli toksik ajanlar spesifik karaciger hiicresi alt grubuna zarar verir.
Bu nedenle rejeneratif yanit1 incelemek i¢in PH tercih edilen in vivo modeldir. Siganlarda

karaciger rezeksiyon modelleriyse sunlardir:

%70 hepatektomi: Median lob ve sol lateral lob ¢ikartilir (Sekil 13). Kolay
uygulanabilmesi ve kalan karaciger dokusunun hasarsiz olmast bu modelin 6nemli

avantajlarindandir.
%90 hepatektomi(subtotal): Median lob, sol lateral lob ve sag lateral lob ¢ikartilir.

%95 hepatektomi: Median lob, sol lateral lob ve sag lateral lob ve anterior kaudat

lob ¢ikartilir (21).

%97 hepatektomi (total): Median lob, sol lateral lob, sag lateral lob, anterior kaudat
lob ve posterior kaudat lob ¢ikartilir. Sadece kaudat proses kalir (Sekil 13).

Natve 5%

hhbbee
MRAALE

Sekil 13. Sicanlarda Hepatik Rezeksiyon Modelleri (21).
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Sicanlarda baglica karaciger rezeksiyon teknikleri sunlardir (21) :

Klasik teknik (lobun tabanimm en blok baglama): En cok kullanilan teknik olmasina
ragmen diger pedikiilleri baglama olasilig1 ve 6zellikle vena kava stenozu ve karaciger

konjesyonu olusturma ag¢isindan risklidir.
Hemostatik klip teknigi: Klasik teknigin titanyum kliplerle yapilan bir modifikasyonudur.

Damara yoénelik parankim koruyucu teknik: Vaskiiler anatomiye gore klemplenen

damarin proksimaline devamli siitiir koyulur.

Damara yonelik mikrocerrahi teknik: Klinik hepatektomilere benzer sekilde lob
rezeksiyonu Oncesi portal ven, hepatik arter dallar1 baglanirken, parankim rezeksiyonu
sirasinda da hepatik venler baglanir. Bu teknik kanama ve vena kavanin daralma riskini
azaltarak avantaj saglar. Ayrica segmental hepatektomiler agisindan daha uygun bir
tekniktir. Dezavantajlar1 ise mikrocerrahi yapabilecek yetenek ve ekipman gerekliligi,

diseksiyon sirasinda portal ven yaralama riski ve islemin uzun siirmesidir.

2.5.2.2. Karaciger Rejenerasyonunun Genel Ozellikler

Karaciger rejenerasyonu, mevcut olgun hiicrelerin ¢ogalmasiyla gerceklestirilir.
Bunlar arasinda hepatositler, biliyer ve fenestre edilmis endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri

ve Ito hiicreleri bulunur (Sekil 14).

S

Sekil 14. Hepatektomi ile Baslatilan Karaciger Rejenerasyon Yollari (36).

Karaciger rejenerasyonunu incelemek icin in vitro hepatosit hiicre kiiltiirleri veya in

vivo modeller kullamlmustir. In vitro hepatosit kiiltiirlerinde DNA sentezini tek baslaria
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uyarabilen faktorlere mitojenler denilmektedir. Komitojenler ise ancak bir mitojen
varliginda DNA sentezini kolaylastirirken tek baglarina etkileri yoktur. Hiicre
proliferasyonunun kinetigi ve hepatositlerin ¢ogalmasiyla iiretilen biiylime faktorleri,
hepatositlerin, diger hiicrelerin proliferasyonuna yol agan mitojenik uyaranlar1 sagladigini
gosterir. Hepatosit proliferasyon derecesi, hasar derecesi ile dogru orantilidir. Kaybolan

karaciger kiitlesini yerine koymak i¢in li¢ mekanizma tanimlanmastir:

1) Mevcut farklilagmis hiicrelerin cogalmasi
2) Kok hiicrelerin farklilagsmasi ve ¢ogalmasi
3) Periportal hepatositlerin ¢ogalmasi

Hiicre kaybini hepatosit cogalmasi telafi edemedigi takdirde farklilagmakta olan kok
hiicrelerden yeni hepatositler Ttretilecektir. Bu mekanizma da yetersiz olursa veya
engellenirse periportal hepatositlerin hipertrofisi sz konusu olacaktir. Mitojenik uyari
sonrast rejenerasyon, Oncelikle karaciger lobiillerinin periportal bdlgelerindeki
hepatositlerde baslar. Sonra sirastyla safra duktus hiicreleri, Kupffer hiicreleri, ito hiicreleri
ve siniizoidal endotel hiicrelerinde mitoz goriiliir. Sonugta mevcut lobiillerin genislemesi ve

yeni lobiillerin eklenmesiyle karaciger eski biiytikliigline ulasir (37; 38).

Rejenerasyon hiicre diizeyinde baslar. Karaciger rejenerasyonunda 3 temel faz
mevcuttur: GO, GI(gap 1-ara 1), S(sentez), G2(gap2- ara 2), M(mitoz)’dur. Hepatositlerin
replikasyon gostermedigi(DNA/RNA sentezinin olmadigi) sessiz donem GO fazi olarak
adlandirilir. PH sonrasi tiim hepatik hiicreler es zamanli hizlica G1 fazina gegerler. DNA
sentezi, G1 evresiyle baslar. PH sonrasinda hepatosit replikasyonunda tiirler arasindaki
baslangi¢ ve pik zamanlarindaki farkliliklar(sicanlarda 24 saat, farelerde 42 saat) G1 fazi
stiresindeki degisiklikleri yansitir (39). Hepatositler yaklagik 12-15 saat i¢inde S fazina
(DNA sentez fazi) girerler. DNA sentezini 6-8 saat sonra G2 faz1 ve M fazi takip eder.
Hepatosit disindaki hiicrelerin replikasyonu G1 fazlarinin uzamasi sonucunda 24 saat sonra
gerceklesir. Rejenerasyonun bu ilk asamasinda hepatositlerin ¢ogu en az bir kez replike
olurlar. Karaciger orijinal kiitle-hacim oranina eristigi zaman hepatositler GO fazina geri
doner. PH sonrasi 48 saat i¢inde si¢an karacigeri neredeyse 2 katina ¢ikar. Orijinal karaciger
kiitlesi eski haline dondiikten sonra, karaciger rejenerasyonu aniden durur. Saglikli

karacigerdeki diisiik turnover toksik karaciger hasari veya cerrahi rezeksiyon durumunda %3
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veya daha yiiksektir (34). DNA sentezinin uyarilmasi daha sonra parankimal olmayan
hiicrelerde(Kupffer ve safra epitel hiicreleri i¢in yaklasik 48 saatte ve endotelyal hiicreler
icin yaklasik 96 saatte) meydana gelir. DNA sentezinin ilk zirvesi kemirgenlerde
rezeksiyondan 40 saat sonra ortaya c¢ikar. Deneysel caligmalar gdstermistir ki, rat
hepatositleri fare karacigerine transplante edildiginde ayni1 doku ortaminda olmasina ragmen
her bir tiirlin hepatositleri kendi tiirliniin replikasyon saatlerine uygun olarak hiicre siklusunu
stirdiirmektedir. Yani replikasyon zamanlar1 hiicre otonomisinin kontroliindedir (39;
40). Kiigiik hayvanlarda, rejeneratif cevapla karaciger 7-10 giin i¢inde rezeksiyon oncesi
kiitlesine geri dondiiriiliir. Canli donor transplantasyonundan elde edilen klinik ¢alismalar,
rezeksiyondan sonraki 2 hafta icinde insanda onemli miktarda rejenerasyon meydana

geldigini ve rezeksiyonu izleyen 3 ayda neredeyse tamamlandigin1 gostermektedir.

Hepatosit proliferasyonu lobiillerin periportal bdlgelerinde baglar ve daha sonra 36
ila 48 saatte perisentral alanlara ilerler. Rejenerasyon cevabi tipik olarak kalan karaciger
dokusunun asiner yapisinin proliferasyonuna baglidir. PH sonrasi 3-4. giinlerde karaciger
histolojisi, gergek hepatik siniizoidlere doniisen kilcal damarlar1 ¢cevreleyen kiigiik hepatosit

kiimeleri ile karakterizedir (36).

PH sonrast hiicrelerin GO fazindan G1 fazina gegmesine sebep olan olaylar "priming"
daha sonra hiicre dongiisiiniin tamamlanmasi ise "progresyon" olarak adlandiriimaktadir.
"Priming" ve "progresyon" fazlarindaki olaylar ve birbirleriyle olan iligkileri, transkripsiyon
faktorleri, gen yanitlari, bliylime faktorleri, sitokin etkileri, kinaz kaskadlar1 sadelestirilmis

haliyle Sekil 15°de gosterilmistir (41).
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Parsiyel Hepatektomi

ORSIdanf Stes Transkripsiyon faktorlarinin (NFKB, STAT 3, AP_1,CEBP) modifikasyonu ve DNAyaS AN P
Metabolik yak baglanmanin artisina yol acan olaylar R
Sitokin Gretimi
1
\I Primer gen yanitlar (c-fos, c-jun, c-myc) | ™M
- R 5 1
Biyime HGF - . . N
Eaktarleri EGE Primer yanitin ilerlemesi, Sekonder yanitin
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DNASentez] I aktivin Faktérler E
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| Hepatosit profilerasyonu I ;
Ll N
I Fonksiyonel kapasitenin restorasyonu I
SZ A 4
| Bliyiimenin Durmasi I_
Sekil 15. Karacigerin Rejenerasyon Siirecinde Priming ve Progresyon Fazlar1 (41)
9 v . .
2.5.23. Karaciger Kok Hiicreleri

PH sonras1 karaciger rejenerasyonunda biiyiimeden sorumlu iki dizi hiicre grubu olup

bunlar hepatositler ve oval hiicreler olarak bilinen progenitor(kok) hiicrelerdir (Sekil 16).

Oval hiicreler rezerv kompartmani olarak gorev yaparken karacigerde yaralanma veya

rezeksiyon durumunda ilk olarak hepatositler devreye girer. Bununla birlikte, galaktozamin

gibi ajanlarin neden oldugu karaciger hasarina yanit olarak, hepatositler ¢cogalamaz. Bu

durumda, oval hiicreler hepatik parankim yerine gecer (42). Normal sartlarda uykuda olan

hepatositler rejeneratif bir uyari almasi durumunda ise ¢ok yiiksek bir proliferatif kapasiteye

sahiptir. Insanda, hepatik progenitdr hiicreler(HPH) akut masif nekrozdan sonra karacigerin

yapisina katilir ve ayrica kronik karaciger hastaliginda da tanimlanmgtir. Insan HPH'si

Hering kanallarindan kaynaklanmaktadir (36).
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Sekil 16 . Hepatik Progenitor/Prekiirsor Hiicreler ve Rejenerasyon (42)

Hepatosit proliferasyonunun inhibe oldugu durumlarda rezerv kompartmandaki oval
hiicreler aktive olurlar. Akut karaciger yetmezIligi sonrasinda alinan seri biyopsilerde bu
progenitor hiicrelerin hepatositlerin rejenerasyonundan biiylik olglide sorumlu olduklart
gosterilmistir. a-Fetoprotein(AFP), karacigerde kok hiicreler tarafindan iiretildiginden,
karaciger yaralanmasinda ortaya ¢ikan AFP miktar1 karacigerdeki progenitor hiicre

proliferasyonunun diizeyini gosterir (43) .

2.5.2.4. Proliferasyonun Indiiksiyonu
Acil/Gecikmis Erken Genler ve Hiicre Dongiisii Genleri:

PH'den sonraki birkag dakika i¢cinde, kalan hepatositlerde spesifik erken genler aktive
edilir. Bu genler arasinda JUN, FOS, MYC ve KRAS gibi normal hiicre dongiisii
ilerlemesinde 6nemli rol oynayan protoonkogenler ve niikleer faktorii Kappa-B(NF-xB),
sinyal transdiiseri ve transkripsiyon aktivatorii 3(STAT3), aktivator protein-1(AP-1) ve
CCAAT arttirici-baglayici  protein(C/EBP) transkripsiyonel faktorleri yer alir. Bu
transkripsiyon faktorleri rejenerasyonda rol alan birgok genin aktivasyonuna yol agmaktadir.
Sonugta SOR’un iiretimi, proinflamatuvar sitokinler, tiimor nekroz faktér alfa(TNF-a) ve
interlokin 6(IL-6)’nin artis1, mitojen, komitojen ve inhibitorlerin artisina ve birbirleriyle

karmagik iliskilerinin devamina yol agmaktadir. Bu siirecteki karmagik iliski yumaginin
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herhangi bir adiminin etkilenmesi potansiyel olarak karaciger rejenerasyon siirecini
etkileyebilir.

PH sonrasi gen iiretiminin ilk fazi acil erken faz olarak adlandirilmakta ve operasyon
sonrast hemen baslayip yaklasik 4.saatte sonlanmaktadir. Bu grupta c-fos, c-jun ve c-myc
protoonkogenleri ilk tanimlananlardir. Gecikmis erken genler, parsiyel hepatektomi sonrasi
birkac saat igerisinde tetiklenir ve G0’dan G1 fazina gegis siirecinde(progresyon fazi)
eksprese olurlar. Bunlar, hepatosit rejenerasyonunun kritik diizenleyicileri olup Bel-2, p53,
H-ras ve K-ras genlerini igerir. Bu genlerden en iyi bilineni Bcl-XL’dir. Hiicre dongiisti
genleri p53, p21, siklinler ve siklin bagiml kinazlardan olusmakta ve PH sonrasi aktive
olmaktadir. Bunlardan siklin D1’in hiicre siklusunda hepatosit progresyonu i¢in en giivenli
belirleyici oldugu hem in vivo hem de in vitro ¢aligsmalarla gosterilmistir. Bir diger hiicre
siklus geni olan p21 ise siklin D1 tarafindan stimiile edilmektedir. Siklin D1’in asir1 iiretimi
primer hepatositlerde DNA replikasyonunu biiyiime faktorlerinin yoklugunda bile
saglayabilmektedir. Hiicre siklusu i¢in inhibitor olan bu p21 geninin diizeyinde baslangigta
paradoks olarak bir artis goriilmektedir. Bu durum parsiyel hepatektomi sonrasi karaciger
rejenerasyonunun karakteristik bir 6zelligi olup rezeksiyon sonrasi sadece aktivatorler degil
supresorler de aktive olmaktadir. PH sonrasi aktive olan hiicre siklus supresorlerine TGF-f3,
aktivin, p 21 ve p 53 6rnek verilebilir. Belki de bu stimiilan ve supresdrlerin ikili aktivasyonu
karaciger rejenerasyonunun ve biiylimenin Onceden belirlenen bir noktada durmasimni

saglamaktadir (34; 44). (Sekil 17)

IEGs
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Sekil 17. Parsiyel Hepatektomi Sonrasi Rejenerasyonun Gen Aktivasyon Zinciri (34).

Transkripsiyon faktorleri genler lizerinde spesifik baglanma noktalar1 olan ve onlarin
aktivasyonuna neden olan proteinlerdir. Bu faktorlerin aktivasyonu protein sentezi i¢in
gerekli degildir ancak hepatosit replikasyonu i¢in sitokin sinyalinde NFkB ve STAT 3

ozellikle 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 18).
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Sekil 18. Transkripsiyon Faktor Aktivasyonuna ve DNA Sentezine Yol Agan Olaylar
(41)

STATS3; “‘Signal Transduction and Activators of Transcription’® olarak bilinen
transkripsiyon ailesinin bir iiyesidir. Bir dizi olay sonucunda fosforile ve transloke olan
STAT3 inflamasyon, akut faz yanit1 ve proliferasyona katilan ¢ok sayida genin tiretimini
regiile etmektedir. NFxB, karaciger rejenerasyonunda Oncii bir transkripsiyon faktoriidiir.
NFkB aktivasyonu proteinlerin DNA’nin okunmasi sonrasi aktivasyonunu saglar. NFkB
aktivasyonu endotoksinler, TNF-a, interlokin-1(IL-1), interlokin-2(IL-2), ultraviyole 15181
ve oksidanlar gibi bir¢cok uyar tarafindan saglanir. Acil erken genlerin ¢ogu promotor
bolgelerinde NFkB’ye cevap veren bolgeler igerirler. Parsiyel hepatektomi sonrast NFxB

hizla aktive olmaktadir. Bu aktivasyon rejeneratif cevabin dnemli bir pargasidir (45; 44; 46)

Karaciger rejenerasyon uyarisi gelmeden 6nce hepatositlerin hemen hemen hepsi G(
fazinda bulunurlar. Hiicre dongiisiiniin, uyarimin gelmesinden sonra baglama fazinda
biiytime faktorlerine gereksinimi vardir. Transkripsiyon faktorii olan NF-xB, STAT3, AP-1
ve sitokin diizenleyici olabilecegi diisiiniilen C/EBP karaciger rejenerasyonunun
baslamasinda 6nemli rol oynar. Bu molekiiller baslangi¢cta TNF-a tarafindan uyarilirlar. PH

ya da kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger hasarindan sonra kupffer ve endotel
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hiicreleri tarafindan TNF-a ve IL- 6 iiretimi baglatilir. IL- 6 iiretimi TNF-o tarafindan
uyarilmaktadir. IL-6 ve 6zellikle TNF-a ile birlikte karacigerden HGF(hepatosit biiylime
faktorli) ve g¢evre organlardan gelen biiylime faktorlerinin (pankreas-HGF; duedonum-
EGF(Epidermal biiytime faktorii); adrenal bez-norepinefrin) etkisiyle SOR {iretimi saglanir.
Birgok hiicre tipinde bulundugu gibi hepatositlerde de bulunan NF-kB molekiilii normalde
inaktiftir. SOR aracilifiyla hepatosit sitoplazmasinda fosforilasyondan sonra aktivasyon
kazanan NF-«xB hiicre ¢ekirdegine go¢ eder. Molekiiliin ¢ekirdege gecisi engellendiginde
karacigerde apoptozis baslar. Parsiyel hepatektomiden sonra Oncelikle transkripsiyon

faktorlerinden NF-xB, AP-1, C/EBP ve bunlarin hemen arkasindan da STAT3>iin DNA’ya

baglanmalarinda artis olur. NF-xB operasyondan 10-15 dakika sonra 6lgiilebilir ve 1-2 saat

icinde de normal seviyeye doner. STAT3 ise operasyondan sonraki 1-2 saat iginde

belirlenebilir ve aktivasyonunu 4-6 saat kadar siirdiirebilir (34; 47; 48).

Gecikmis erken genler, parsiyel hepatektomi sonrasi birkag saat igerisinde tetiklenir
ve Gy’dan G, fazina gegis siirecinde(progresyon fazi) eksprese olurlar fakat protein sentezine
bagimlidirlar. Bu genler, rejenere olan karacigerde G, faz1 sirasinda ge¢ erken gen yapimini
diizenlerler. En iyi bilineni Bcl-xL’dir. Bel-xL’nin karaciger rejenerasyonunda, erken
donemde hepatositleri apopitozdan korudugu gosterilmistir. Bcl-xL’nin bir diger olasi
gorevi ise mitokondri tarafindan iiretilen SOR’dan kaynaklanan hasara karsi hiicreleri

korumaktir.
2.5.2.5. Hepatik Rejenerasyonu Baslatici ve Aktivatorleri

Karaciger regenerasyonunun bir takim stimiilator ve inhibitdor maddelerin karsilikli
kompleks iligkileri sonucu regiile edildigi kabul edilmektedir. Sitokinler ve biiylime
faktorleri hepatik rejenerasyon ile iligkili olan biyolojik maddeler olup, hepatik
rejenerasyonu uyarip tetikleyenler ve durduranlar olarak gruplandirilirlar. Sitokinler
karaciger rejenerasyonunun erken fazinda rol alarak istirahat halindeki hepatositlerin hiicre
siklusuna girmesini saglarlar. Bundan sonra déngiiniin devam etmesinde, ge¢ G fazinin bir
noktasinda devreye giren biiyiime faktorleri etkilidir. G] fazindan S fazina geg¢is ribozom

fosforilasyonu ile gerceklesir (34) (Sekil 19).
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Sekil 19. Karaciger Rejenerasyonu Hucre Siklusu (34).
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Biiyiime yanitinin baglamasi hepatositler ve non-parankimal hiicreler, ekstraselliiler
matriks(ESM), endokrin, otokrin, parakrin ve nororegiilatuvar faktorler, SOR, metabolitler
ve besinler arasindaki karmasik etkilesimler sonucu olmaktadir. Baslatict sinyaller EGF,
TNF, IL-6, insiilin ve matriks degisiklikleri; ilerletici sinyaller ise HGF, TGF, EGF, insiilin
olarak goriilmektedir. Karaciger kitlesinin yeniden olusumunu ve biiylimeyi sonlandiran
mekanizmalar son yillarda apopitozise dogru yonlenmektedir (49).

Karaciger Rejenerasyonunu Aktive Eden Faktorler:

HGF: Karaciger rejenerasyonunun kontrol ve diizenlenmesinde yiiksek diizeyde
mitojenik etki ile 6nemli rol oynar. Mezenkimal hiicreler tarafindan iiretilir ve hepatositler
lizerine endokrin ve parakrin etki gosterir. En ¢ok karaciger ito ve kupffer hiicrelerinde
olmak iizere akciger, dalak, plasenta, beyin gibi bir¢cok dokuda ve plazmada bulunan protein
yapisinda bir biiytime faktoriidiir. Hepatektomiyi takiben bes dakika iginde lirokinaz aktive
olur ve plazminojenin plazmine doniisiimiinde rol alir. Plazmin, matriks yikici
metalloproteinazlar1 uyarir. Matriks yikimi sonucu HGF salgilanir. Ratlarda hepatektomi
sonras! bir saat icinde plazma HGF konsantrasyonu 20 katina ¢ikar. Insanlarda karaciger
rezeksiyonunu takiben 1-3.gilinler arasinda plazma HGF seviyesi maksimuma ulasir (50).
HGF’nin mitojen etkisi sadece hepatositler ile sinirlt olmayip farkli hiicre tipleri iizerine de

benzer etkiler yapar (8)

TNF: TNF-a ve TNF- B olmak {izere iki formu vardir. TNF-o baslica
makrofajlardan salinan klasik formdur ve kasektin olarak bilinir. TNF B ise lenfosit
kaynaklidir. Lenfotoksin-o olarak amilir. Reseptorleri(TNFR | ve TNFR 1) ve etki

mekanizmalar1 aynidir. TNF, dogal ve kazanilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilagma
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ve apopitozis slireclerinde dnemli rollere sahip, polipeptid yapida bir sitokindir. IL-1 ve IL-
6, TNF ekspresyonunu inhibe eder. TNF, kosullara bagli olarak NF-xB tarafindan
aktivasyonlar1 diizenlenen hiicreler {izerinde promitojenik etkiye sahiptir. Hepatositler i¢in
direkt mitojen degildir. HGF gibi direkt mitojenlerin etkilerini arttirir. Hepatektomi sonrasi

TNF plazma diizeyleri artar (51).

IL-6 : Kaynag1 T ve B hiicreleri, makrofajlar, endoteliyal hiicreler, fibroblastlar,
hepatositlerdir. Akut travma ve stres sirasinda kan diizeyi yiikseldigi i¢in 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. IL-6
sicanlarda parsiyel hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonunu uyaran onemli bir
mitojen ve antiapopitotik faktordiir (52; 34). Rejenerasyon uyarisina cevap verirken, TNF-a
aktivasyonuyla etkinlik kazanan IL-6, farkli hedef hiicre tipleri iizerine ¢ok yonlii biyolojik
aktiviteler gdsteren pleiotropik bir sitokindir. Siganlarda parsiyel hepatektomiden sonraki
24-48.saatler arasinda IL-6’nin serum konsantrasyonu artar (42; 53). IL-6’nin fizyolojik
miktar1 rejenerasyon ic¢in gereklidir ancak, fazla IL-6 biiylime durdurucu onkogenleri
uyararak rejenerasyonun bozulmasina neden olabilir (54). Inflamatuvar sitokinlerin dnemli
kaynag1 kupffer hiicreleri ve siniizoidlerdeki endoteldir.

IL-6 ve TNF-a rejenerasyon sirasinda g¢esitli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu tetikleyen en erken faktorler olarak tanimlanmigtir. IL-6-eksik veya TNF-a
reseptorii eksik farelerde, hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonu ertelenir (55) ancak
tamamen durmaz (56). Bu nedenle, HGF gibi diger mitojenler, karaciger rejenerasyonu

sirasinda varsayilan hepatik biiylime faktorleri olarak tanimlanmistir (36).

EGF : Hepatositlerde DNA sentezini uyardig1 belirlenen ilk faktordiir. Hepatektomi
sonras1 artan noradrenalin uyarisiyla submandibular bezlerden ve Brunner bezlerinden

salinim1 artmaktadir (8; 57).

Transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF ( ) : Karaciger rejenerasyonunun

baslangi¢ sathasindan sonra rol oynadigi diisiiniilmektedir. EGF ile ayni reseptor iizerine

etki eder. Hepatosit kiiltiirlerinde DNA sentezini arttirmaktadir.
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Norepinefrin: oj-adrenerjik reseptorler yoluyla direkt EGF’yi1 arttirarak indirekt

yoldan karaciger rejenerasyonunu artirir.

Insiilin : Primer mitojen olmamasina karsin hiicre kiiltiirlerinde diger biiyiime

faktOrlerinin etkisini arttirmaktadir .

Hepatosit uyarict madde(HSS): in vitro ve in vivo olarak hepatotrofik etkisi vardir

(36).

Seks hormonlari: Hepatektomi sonras1 hepatositlerde dstrojen reseptorleri artarken
androjen reseptorleri azalmaktadir. Ostrojenin hiicre kiiltiirlerinde hepatosit boliinmesini

artirict etkisi vardir (58).

Graniilosit Makrofaj Koloni Stimiilan Faktor(GM-CSF): Deneysel ¢alismalarda
hepatik rejenerasyonu arttirdigi, kupffer hiicrelerinin diferansiasyon ve proliferasyonunu

arttirdig1 gosterilmistir (36).

Digerleri : Vaskiiler endotel biiyiime faktorii( VEGF), triiyodotironin(T3), fibroblast

bliytime faktor(FGF), retinoik asit, bazi ilaglar(barbitiiratlar, diazepam, hipolipidemik

ajanlar, antiepileptik ajanlar), biiyiime hormonu, PGE», siklosporin, FK506, vazopressin

gibi faktdrlerin karaciger rejenerasyonuna olumlu katkilar1 oldugu bildirilmektedir (59).

Karaciger Rejenerasyonunu inhibe Eden Faktorler

TGF-B1: Bilinen en 6nemli rejenerasyon inhibitoriidiir. Ito hiicreleri tarafindan
hepatektomi sonrasi erken donemde salgilanir. Rejenerasyon devam ettigi siirece o)
makroglobuline bagli inaktif formdadir, zaman1 geldiginde rejenerasyonu sonlandirir (36).

IL-1: Sentezinin kaynagi makrofajlar, B ve T hiicreleri, NK hiicreleri, endotelyal
hiicreler, epitelyal hiicreler, fibroblastlar, osteoblastlar ve dendritik hiicrelerdir. TNFa
biyosentezini ve salmmimini indiikler. IL-1’in etkileri TNF-o’ya benzer fizyolojik ve
metabolik degisikliklere neden olur.

2.5.2.6. Karaciger Rejenerasyonunda Hiicre I¢i Yollar

Biiyiime faktorii iliskili yolak: Hiicre siklusunun Gj ve S fazlar1 boyunca

ilerlemesini saglar.
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Sitokin yolu: Bu yol sessiz hepatositlerin hiicre siklusuna(G( fazindan G1 fazina)

girisinden sorumludur. TNF-a ve IL-6 gibi sitokinler kendi hiicresel reseptorlerine
baglanarak hiicre ici sinyallerini iletir. Bu sayede transkripsiyon faktorleri aktiflenir.
Biiytime faktorlerinden farklari ise selektif hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive etme
yetenekleridir. Ayrica bazi hormonlarin da transkripsiyon faktorlerini etkileyerek
rejenerasyonu arttirdigi bilinmektedir. Bunlar: norepinefrin,insiilin,seks steroidleridir (Sekil

20).

Metabolik sinyal yolu: Ribozom sentezi ve DNA sentezi ger¢eklesir.

Sekil 20. Bagisiklik Sisteminin Bilesenleri ile Uyarilan Kupffer Hiicreleri (36).

Tiim bu yolaklar birbiriyle siki bir etkilesim i¢indedir. IL-6, gp130/IL-6R kompleksi
aracilifiyla JAK/STAT3 ve MAPK sinyal yollarini aktive eder. STAT3, hiicrelerin G1'den
S fazina ilerlemesi ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesi i¢in gerekli olan myc genini aktive etmek
icin dnemlidir. Hiicre dongiisii boyunca ilerleme siklinler ve sikline bagl kinazlar tarafindan
diizenlenir. Bu isleme feedback sinyalleri, IL-6 tarafindan da diizenlenen sitokin sinyalleme

3(SOCS 3) ve TGF-B' nin baskilanmast ile saglanir (36) (Sekil 21).
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Sekil 21. Karaciger Rejenerasyonunda Hiicre I¢i Yolaklar (36)

Yukarida gosterildigi gibi karaciger rejenerasyonunun baglatilmasi giiclii inflamatuar
hiicre sinyalleri ile iliskilidir. Bu inflamasyonun rejeneratif yolaklarin ilerlemesine izin
vermek i¢in kontrol edilmesi gerekir. NF-kB inhibitérii ve ubikuitin diizenleyici A20
proteini(TNFAIP3), karacigerin yaralanmaya, 6zellikle de antiinflamatuvar silahlanmaya
kars1 koruyucu tepkisinde kilit bir rol oynar. A20 proteini, PH sonrasinda karacigerde 6nemli
ol¢tide upregiile edilir; NF-kB'yi inhibe ederek hepatositleri apopitozdan ve devam eden
inflamasyondan korur (36). A20 temelli tedaviler, karaciger rezeksiyonu sonrasi karaciger
yetmezliginin dnlenmesi ve tedavisinde faydali olabilir.

Sitokin kaynakli NOS formunun(iNOS), IL-6 ve TNF-a aracilt kontrolsiiz bir
inflamatuvar reaksiyonun neden oldugu SOR’un atilmasinda ve apopitozdan korunmada da

onemli bir rol oynadigi goriilmektedir (51).

2.5.2.7. Karacigerin Yeniden Sekillendirilmesi

Rejenere karaciger dokusunun yeniden modellenmesi, endotelyal hiicreler, stellat
hiicreler ve safra epitelyal hiicreleri gibi parankimal olmayan hiicrelerin yeniden toplanmasi
ve olgunlagmasi ile baglar. Yeni olusan hepatositler, cogalan endotel hiicrelerinin yeni
sinlizoidler olusturmak igin istila ettigi kiimeler olusturur. Y1ldiz hiicreleri, endotel hiicreleri
ve hepatositler arasinda bulunan normal mimariyi, karaciger ESM tiretimini diizenleyebilen
ESM proteinlerini ve TGF-B1' i sentezler. VEGF, anjiyopoietinler 1 ve 2, TGF-a, FGF-1,2

ve HGF'nin timi anjiyojenik siirece dahil olabilir. ESM'nin yeniden modellenmesi
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tirokinaz/plazminojen yolunun ve membrana bagli MMP yolunun aktivasyonu ile
iliskilidir. MMP-9, karaciger yeniden modellenmesi ve rejenerasyonu sirasinda en aktif
proteinlerden biridir. HGF, EGF ve TGF-21 ile kombinasyon halinde MMP' ler, kollajen,
fibronektin, laminin ve entaktin gibi birkag¢ ESM proteininin seviyelerini degistirerek
ESM'yi yeniden modelleme gorevi goriir. ESM'nin olgunlasmasi ve kalinlagsmasi,
hepatositlerin cogalmasi tizerinde potansiyel olarak hizli rejenerasyonun sona erdigine isaret

eden inhibe edici bir etkiye sahip gibi géziikmektedir.

ESM stromal hiicreleri ¢evreleyen kompleks makromolekiiler yapida bir ag orgiisii
olup ¢ogunlugu endotelyal ve epitelyal hiicrelerin altinda bulunur. Sadece fiziksel bir
platform olmayip hiicre baglantilari, migrasyon, diferansiasyon ve onarim modiilatoriidiir.
Hepatik lobiil i¢inde bulunan {ii¢ hiicre tipi ESM komponentlerini sentez ve sekresyon
yetenegine sahiptir. Bunlar hepatositler, endotel hiicreleri ve ito hiicreleridir. Hepatositler
kollagen sentezi i¢in gerekli olan mRNA'y1 igermektedir. Siniizoidal endotel hiicrelerinin
kollagen tip I, I, IV ve laminin antijenlerini igerdigi gdsterilmistir. ito hiicrelerinin ise ESM
komponentlerini sentez ve sekrete etme yetenegine sahip oldugu bircok calismada

gosterilmistir (36).

ESM, karaciger rejenerasyonunda hiicre/ESM etkilesimleri nedeniyle yasamsal
oneme sahiptir. Buna karsin parsiyel hepatektomi sonrasi ilk 24 saatte ESM’de kayda deger
bir degisiklik saptanmamustir (36). Mitotik aktivite; lamininin depolandig1 posthepatektomi
dordiincii glinde azalmaya baslamaktadir. ESM, hepatektomi sonrasit 10.glinde matiir
karaciger karakteristiklerine ulagmakta, normal dagilimi ve yeni siniizoid olusumlari

tamamlanmaktadir (36) .

2.5.2.8. Rejenerasyon Sirasinda Karaciger Fonksiyonunun

Korunmasi

Hacim kaybindan sonra, hepatositler hizla adapte olmalidir. Kayip karaciger kiitlesinin geri
kazanilmasi, doku hasarin1 onarma ve inflamasyonu ¢6zme basarisi, karacigerin normal
metabolik fonksiyonunu destekleme yetenegini belirler ve karacigerin rejenerasyon
yetenegini etkiler. Bagil sesisizlik zamaninda, karacigerde metabolik fonksiyon ve

gerektiginde yeniden yapilanma arasinda bir denge vardir. Stres/yaralanma/rezeksiyon
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sonras1 metabolik fonksiyon, rejenerasyon ve iyilesmeye artan bir ihtiya¢ vardir. Hastadaki
kosullarin bir sonucu olarak metabolik ihtiya¢ biiyiikse, karacigerde yeterince yenilenmesi
icin yeterli enerji dengesi olmayabilir ve karaciger iyilesmeyebilir. Rejenerasyon ve onarim
gereksinimleri coksa, metabolik fonksiyon azalabilir ve bu da hastanin sonucunu

etkiler(Sekil 22)

Metabolizna: Yaralanmadan
Sentez Kurtulma:
Ii)erpol:una Yenilenme
ndirgeme Apopitozis
Hemostaz Inflamasyon
Detoksifikasyon

b Kara&éerl-'onkﬁ&onu b

A i

Artan Artan Iyilesme ve
Metabolik Rejenerasyon
Stres Thtiyaa
l Rejenerasyonun  Metabolik
iyilestiilmesi  Fonlsiyon

Hastaya Bagh Faktorler

Kk bastab Karaciger Tle iliskili Faktorler
Komorbidite -Yay
-“Enfeksiyon -Steatoz
“Kompeks Cenrahu -Renmant karaciger dokusu
B Enfksiyon Tskemi
Sekil 22. Rejenerasyon ve Karaciger Fonksiyonunun Siirdiiriilmesi Arasindaki

Metabolik Denge A. Bagil Sessizlik Zamanlarinda B. Stres/Yaralanma/Rezeksiyon Sonrasi
(36).

Eksprese edilen erken genlerin bir¢ogu, kayip glikojen icerigini telafi etmek ve tiim
organizma i¢in yeterli glikozu iretmek icin PH'dan sonra 6nemli bir siire¢ olan
glukoneogenezin diizenlenmesinde rol oynayan enzimleri ve proteinleri kodlar.
Glukoneogeneze karst ¢ikan genlerin ekspresyonunda azalma hepatektomi sonrasi hizla
ortaya ¢ikar. Insiilin, insiilin reseptoriiniin aracilik ettigi giiclii bir bilyiime faktorii olabilir.
Karacigere 6zgii transkripsiyon faktorleri, hepatosit niikleer faktorleri; glikoz liretimi, yag
asidi metabolizmas1 ve karacigere spesifik salgilanan proteinlerin seviyesini belirlemede
onemli bir role sahiptir.

Erken rejenerasyon sirasinda karacigerde yag birikimi gozlenir. Gegici steatozdan
sorumlu mekanizmalar ve bunun fonksiyonel énemi belirlenmemistir. Hepatoseliiler yag
birikiminin baskilanmasi, PH sonrasi bozulmus hepatoseliiler proliferasyon ile iliskilidir.
Hepatoselliiler yag birikiminin normal karaciger rejenerasyonu sirasinda spesifik olarak
diizenlendigini ve gerekli olabilecegini gosterir. PH sonrasi vitamin tedavisi ile lipit

peroksidasyon seviyelerinin azaltilmasinin hiicresel apopitozda bir zayiflama ve
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proliferasyon siirecinde belirgin bir artisa yol agtigini gostermektedir, bu da lipit
peroksidasyonunun(LPO) modiilasyonunun karaciger rejenerasyon siirecinde rol oynadigini
distindiirmektedir (9).

PH sonras1 boliinen ve ¢ogalan periportal bdlgelerdeki hepatositlerde mitokondriyal
yag asidi beta-oksidasyonu gozlenir. PPAR-a, karaciger hasar1 ve rejenerasyonunun onarimi
icin gerekli ve enerji akigini kontrol eden 6nemli bir modiilator olabilir.

SIRT]I, diislik enerji mevcudiyeti durumlarinda etkinlestirilir ve beslenme durumunu
metabolik homeostazi saglar. Adenozin monofosfatla(AMP) aktive edilmis protein kinazi
(AMPK) diizenler. SIRT1'in aksine, rapamisinin memeli hedefi(mTOR) yiiksek enerji
kosullarinda aktive edilir; hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu kontrol eder. mTOR
protein sentezini arttirir ve PH sonrasi karaciger rejenerasyonu sirasinda hiicre dongiisiinii

diizenlemek i¢in gereklidir.

2.5.2.9. Rejenerasyonun Sona Ermesi

Karacigerde en iyi bilinen rejenerasyonu onleyici faktorler TGF-B ve aktivin gibi
ilgili aile tiyeleridir. TGF-f3 esas olarak hepatik stellat hiicreler tarafindan iiretilir, ancak
erken safhada, SKI proto-onkogen(SKI) ve SKI benzeri protoonkogen(SnoN) ile inhibe
edici kompleksler olusturur ve hepatositleri baslangicta TGF- direngli hale getirir.
Smad2/3/4 kompleksi ¢ekirdege yerlesir ve hiicre dongiisiinii negatif olarak diizenleyen
hedef genleri aktive eder. SOR, I/R sonrasi azalmis rejenerasyona neden olabilecek TGF-
B'min sentezini ve aktivasyonunu arttirir. Benzer sekilde aktivin A, hepatosit mitogenezini
bloke eder. Aktivin reseptor mRNA ekspresyon seviyesinin, PV ligasyonu ve PH'te
rejenerasyon bilyiikliiglinde 6nemli bir belirleyici oldugu gosterilmistir.

SOCS'ler, STAT proteinlerinin tirozin fosforilasyonunu Onleyen sitokin
sinyallemesinin Onemli negatif diizenleyicileridir. Ayrica, karacier proliferasyonunun
onemli bir diizenleyicisi olan C/EBP'nin rejenerasyonun sona ermesindeki rolii
gosterilmistir. C/EBP ve kromatin yeniden modelleme proteinlerinin uygun is birligi,
ameliyattan sonra karaciger rejenerasyonunun sona ermesi ve karaciger fonksiyonlarinin

stirdiiriilmesi i¢in gerekli goriilmektedir (36).
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2.6. Kalsiyum Dobesilat

Kalsiyum Dobesilat(KD); sentetik bir siilfobenzen derivesi olup 2,5-dihidroksi
benzen siilfonik asidin kalsiyum tuzudur. Diyabetik retinopati, kronik vendz yetmezlik ve
coklu mikroanjiyopatik hastaliklar1 tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Anjiyoprotektif bir ajan olarak kabul edilir. Prostaglandinlerin ve tromboksanlarin sentezini
inhibe ederek trombosit ve eritrosit agregasyonunun yani sira kan viskozitesini azaltir.
Adenilat siklazin aktivasyonu yoluyla trombosit cAMP seviyelerini arttirir ve bu yolla
trombosit agregasyonunu onler. Antioksidan 6zelliklere sahiptir (60). KD'nin oksijensiz bir
radikal temizleyici oldugu ve hem in vitro hem de in vivo hayvan modellerinde serbest
radikal tiretimini engelledigi kanitlanmistir. Bu nedenle kilcal hiicrelerdeki ve inflamatuar
kaskadlardaki oksidatif hasar1 dnledigine inanilmaktadir. Sadece bir antioksidan gorevi
gormekle kalmaz, ayn1 zamanda endotel nitrik oksit iiretimini de uyarir (61). Serotonin,
bradikinin ve histaminin neden oldugu kilcal gegirgenligi inhibe eder (62). KD'nin ayrica
enflamatuar hiicrelerin yiizeylere yapismasini azalttigi ve NF-KB ve p38 MAPK aracili
16kosit adezyonunu retinal damarlarda inhibe ettigi gosterilmistir. Apopitoz ve inflamatuar

faktorlerin inhibe edilmesinde de rol oynar (63).

Oral yolla alimin1 takiben 6 saatte pik seviyesine ulagir. KD nin yarilanma dmrii 5

saattir. Metabolize olmadan idrar yolu ile atilir (64; 65).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma Sakarya Universitesi Deneysel Tip Uygulamalari ve Arastirma
Merkezi’'nde yapildi. Caligmaya Sakarya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul’undan 02/10/2019 tarih 36 sayili karari ile uygunluk alindiktan sonra baslandi.
Calisma siiresince Helsinki deklarasyonunda yer alan laboratuvar hayvanlarinin bakim ve

kullanimu ile ilgili prensipler uygulandi.
3.1. Deney Hayvanlan

Calismada agirliklar1 250-350 gram arasinda degisen, 36 adet Spraque Dawley erkek
sican kullanildi. Siganlar optimum laboratuvar kosullar1 (12 saat aydinlik/karanlik dongiisii
ile 21 °C’lik sabit bir sicaklikta) altinda normal standart yem ile ad libitum olarak beslendi.
Higbir sicana deney siiresince parenteral veya enteral antibiyotik uygulanmadi. Deneyden
onceki gece su serbest olmak lizere siganlar 12 saat a¢ birakildi. Anesteziden 2 saat dnce

suya erisimleri durduruldu.

3.1.1. Cahsma Gruplar
Sicanlar randomize olarak her biri 9 sicandan olusan 4 gruba ayrildi.
Kontrol gruplar:

Grup 1 : Grup 3’lin kontrol grubu olarak planlandi. Operasyondan 2 saat dnce ilk

doz olacak sekilde 2 ml/giin salin oral gavaj yoluyla verildi.

Grup 2 : Grup 4’iin kontrol grubu olarak planlandi. Operasyondan 2 saat dnce ilk

doz olacak sekilde 2 ml/giin salin oral gavaj yoluyla verildi.

Calisma Gruplar:

Grup 3: 2 giinliik ¢calisma grubu olarak planlandi. Operasyondan 2 saat 6nce 100
mg/kg/giin dozunda KD oral gavaj yoluyla verildi.

Grup 4: 7 giinliik ¢calisma grubu olarak planlandi. Operasyondan 2 saat 6nce 100
mg/kg/giin dozunda KD oral gavaj yoluyla verildi.
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3.2. Anestezi ve Cerrahi Prosediir

2 saatin sonunda tiim si¢anlara intraperitoneal 50 mg/kg ketamin(Ketalar®, Parke
Davis and Co. Inc.) ve 10 mg/kg Xylazine(Rompun®, Bayer Ag, Leverkusen, Germany) ile
anestezi saglanip, deney siiresince spontan solunuma birakildi. Anestezi ve cerrahi miidahale
ayni ekip tarafindan steril kosullar altinda gergeklestirildi. Anestezi sonrasi siganlar tartilarak
agirliklan1 kaydedildi. Karin tiiyleri cilde hasar vermemeye 6zen gosterilerek tras edildi.
Sicanlar supin pozisyonda yatirildi. Karin bdlgesine povidon iyot ile cerrahi alan temizligi
yapildiktan sonra steril delikli cerrahi Ortii serilerek isleme baslandi. 15 numara bisturi
kullanilarak ortalama 2 cm uzunlugunda iist orta hat insizyonu ile laparatomi yapildi(Sekil
23). Karacigerin sol lateral ve median lob pedikiilleri bulundu(Sekil 24). Karaciger dokusu
hasarlanmadan batin disina alindi ve 3/0 poliglaktin(Vicryl®) siitiirle baglanarak Higgins ve
Anderson tarafindan tanimlandigi sekilde %70 PH gergeklestirildi (35) (Sekil 25). Cikarilan
karaciger dokusu tartilarak agirligi kaydedildi. Kanama kontroliiniin ardindan batin 3/0
poliglaktin(Vicryl®) siitiir ile devamli tek kat iizerinden kapatild. Islem sonrasi 24. saatten

itibaren oral su ve diyet alimina izin verildi.

Sekil 24. Karacigerde eksize edilecek sol lateral ve medial lob
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Sekil 25. Parsiyel hepatektomi
Postoperatif 2 giin devam edecek sekilde Grup 1’e 2 ml/giin salin, Grup 3’e
100mg/kg/giin KD oral gavaj yoluyla verildi. Postoperatif 7 giin devam edecek sekilde Grup
2’ye 2 ml/giin salin, Grup 4’e 100 mg/kg/gilin dozunda KD oral gavaj yoluyla verildi.

Grup 1-3’e, 2.giinlin sonunda, Grup 2-4’e, 7.giiniin sonunda intraperitoneal anestezi
sonrasi relaparatomi uygulandi. Once abdominal aorta bulundu. Kelebek setli intraket
yerlestirildi. Biyokimyasal parametreler i¢in ortalama 1.5 ml standart biyokimya tiipiine kan
alindi. Alinan kan 6rnekleri 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve ¢aligma giiniine kadar
-80°C'de saklandi. Sonrasinda karaciger perfiizyonu icin intraket yardimiyla aortaya yiiksek
voliimli %0.09 NacCl verildi. Karaciger perfiizyonu saglandiktan sonra abdominal aortadan
yiiksek voliimde kan alinip hipovolemi yoluyla sakrifikasyon saglandi. Kalan karaciger
dokusu biitlinliigii bozulmadan ¢ikarildi. Daras1 alinmis hassas terazide tartilarak agirligi not
edildi. Karaciger doku ornekleri alinarak SOD(siiperoksit dismutaz), GSH(Glutatyon) ve
MDA (Malondialdehit) ol¢iimleri i¢cin analiz giliniine kadar —80°C’de saklandi. Kalan
karaciger doku ornekleri histopatolojik inceleme i¢in %10’luk tamponlanmis formalinde

tespit edildi.

3.3. Arastirma Parametreleri

3.3.1. Biyokimyasal Parametreler

Biyokimyasal degerlendirme Sakarya Universitesi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvari’nda yapildi. Tiim siganlardan sakrifikasyon dncesi standart biyokimya tiipiine
alinan kan 6rnekleri 2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve ¢alisma giiniine kadar -80°C'

de saklandi. Sakrifikasyon sonrasi alinan karaciger doku drneklerinde ve serumda GSH,
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SOD, MDA diizeyleri dlgiilerek oksidatif hasar degerlendirildi. Hem doku hem de serumda
degerlendirilecek parametreler i¢cin Rat Siiperoxidase Dismutase FElisa Kit, Rat
Malondialchehyche Elisa Kit, Glutathione Elisa Kit(Y Lbiont®) kullanildi.Olgiilen sonuglar
serumda SOD ve GSH i¢in ng/ml, MDA i¢in nmol/ml; dokuda SOD ve GSH i¢in
ng/mgdoku, MDA i¢inse nmol/mgdoku olarak ifade edildi.

3.3.2. Rejenerasyon Orani

Hepatektomi sirasinda rezeke edilen %70’lik karaciger dokusu tartildi ve tiim
karaciger agirlig1 su sekilde hesaplands; “Rezeke edilen doku (gram) = 0.70 x baslangigtaki
tim karaciger agirligi(gram)”. Bu formiil ile tiim sicanlarin karacigerlerinin rezeke
edilmeden onceki agirliklar: tahmini olarak hesaplandi. PH’den 2 ve 7 gilin(gruplara gore)
sonra remnant karaciger dokusu sakrifikasyon sonrasi ¢ikarilarak tartildi.

“Karaciger rejenerasyon oram (%) = Remnant karaciger agirligi / Tiim karaciger
agirhgr x 1007 formiiliiyle hesap edildi. Bu formiil, Kwon Formiilii (66) olarak

adlandirilmaktadir.

3.3.3. Histopatolojik Parametreler

Alman karaciger dokularimin 151k mikroskopik ve immiinohistokimyasal incelemeleri
Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda

gerceklestirildi.

Degerlendirilen parametreler; karaciger dokusunda Hemotoksilen Eozin(HE) ve
Masson Trikrom(MTT) boyama ile karacigerdeki histopatolojik degisiklikler, TUNEL
boyama ile apopitotik indeks(Al) ve immunohistokimyasal boyama ile Ki67 ekspresyonu

olarak belirlendi.

3.3.3.1.  Isik Mikroskopik Inceleme

Deneklerden karaciger doku ornekleri alind1 ve karaciger dokular1 48 saat %10’luk
formalin soliisyonunda fikse edildikten sonra, hazirlanan 6rnekler %60, %70, %80, %96 ve

%100’k alkol serilerinden gegirilerek dehidrasyon iglemi uygulandi. Daha sonra dokulari
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seffaflagtirmak icin ksilol serilerinden gegirildi. Ksilol takibinden sonra parafin kabinda
tutulan dokular parafin gdmme islemine alindi. Mikrotom kullanilarak 4 mikronluk kesitler
alindi. Karacigerdeki histolojik yap1 degisikliklerini ortaya koyabilmek amaciyla alinan
kesitler HE ve MTT ile boyandi. Isik mikroskobunda(Olympus CX31-Japan) incelenerek,
bulgularin fotograflar1 ¢ekildi.

Calismada histopatolojik incelemeleri yaparken, Suzuki Skorlama Sistemi (67)
kullanildi. Bu skorlama sisteminde; siniizoidal konjesyon, karaciger hiicre vakuolizasyonu

ve hepatosit nekroz derecesi 0’dan 4’e kadar skorlanmaktadir.

Tablo 1. Suzuki Skorlama Sistemi (67)
Skor Degeri Siniizoidal Nekroz Vakuolizasyon
konjesyon
0 Yok Yok Yok
1 Hafif Tek Hiicre Hafif
Nekrozu
2 Orta %30 Orta
3 Siddetli %060 Siddetli
4 Asiri >%060 Asirt

3.3.3.2. TUNEL Boyama ile Apoptotik indeks:

Parafin bloklardan lam iizerine alinan 5 um’lik kesitler bir saat 37°C’lik etiivde
tutulduktan sonra toluolde 3 kez 5 dakika bekletilerek parafinden iyice arindirilarak azalan
alkol serilerinden(%100, %95, %70) ticer dakika gecirilip distile suya aktarildi. Bes dakika
distile suda tutulan kesitlere daha sonra antijen uygulamasi 6ncesi 15 dakika oda 1sisinda
proteinaz K(20 pg/ml, Chemicon, 21627) uygulandi. Distile su ile yikanan kesitler endojen
peroksidazi bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %3’liikk hidrojen peroksit(H>O2)’de 5
dakika bekletildi. Distile su ve fosfat buffer soliisyonu(PBS) ile ¢alkalandiktan sonra lam
tizerinde kesitlerin etrafi hidrofobik kalem(Zymed,00-8899) ile ¢izilerek havuz olusturuldu
ve kesitlere 5 dakika oda 1sisinda dengeleme tamponu uygulandi. Daha sonra kesitler
37°C’de terminal deoksiniikleotidil transferaz enziminde 1 saat bekletildikten sonra
durdurma/yikama tamponuyla 15 saniye ¢alkaland: ve oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Ug
kez PBS’de yikanan kesitlere antidigoksigenin konjugati uyguland1 ve oda 1s1sinda 30 dakika

tutuldu. Kesitlere ti¢ kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dakika diaminobenzidin kromojen
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soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC) uygulamasi1 yapildi. Kesitler distile su ile yikandiktan
sonra 10 dakika metil green uygulanarak zit boyama yapildi. Distile sudan hizla gegirilen
kesitler %100 N-Butanol’den de hizla geg¢irildi. Dehidrate edildikten sonra 3 kez ikiser
dakika toluolde tutuldu. En son kapatma soliisyonu konularak lamel ile kapatild1 ve 151k

mikroskobunda degerlendirmeye alindi.

Apoptotik indeks(Al) igin 30 biiyiik biiyiitme sahasindaki TUNEL ile boyanmig
hiicre sayis1 ve total hepatosit sayist hesaplandi. Daha sonra her 100 hiicreye orani seklinde

tanimlandi.
Apoptotik indeks(Al) = (apoptotik hiicre sayist) / (toplam hiicre say1s1) x 100

3.3.3.3. Immiinohistokimyasal inceleme

Immiinohistokimyasal inceleme i¢in karaciger dokusundan 4 pm kalinliginda kesitler
alind1 ve deparafinizasyon islemini takiben, sitrat buffer antijen retrival i¢inde mikrodalga
firinda 20 dakika kaynatildi. Oda 1s1sinda 20 dakika sogumaya birakildiktan sonra kesitler
PBS ile yikandi. Bu asamadan sonra endojen hidrojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi
icin %3’lik H>O; ile 20 dakika muamele edildi. Distile su iginde ¢alkalanarak kesitler PBS
(ph:7,6) ile yikandi. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarimi bloklamak {izere kesitlere %1
preimmiin rabbit serum(Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi. Daha sonra
kesitler nemli ortamda 1/300 oraninda sulandirilmig primer antikor ile bir saat siire ile inkiibe
edildi. Kullanilan antikor, mouse monoclonal Ki-67 antikoru (MS-106-B, Thermo
LabVision, USA) idi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dakika sekonder antikor
sollisyonunda(Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN) tutuldu. 3 kez
PBS’de yikanan kesitlere 20 dakika streptavidin peroksidaz soliisyonu(Streptavidin
Peroxidase, LabVision, TS-015-HR) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda
10 dakika kromojen soliisyonu(LabVision, TA-002-HAC) uygulamasi yapildi. Kesitler
distile su ile yikandiktan sonra 30 saniye Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama
yapildi. Akarsuda 5 dakika yikanan kesitler kapatma soliisyonu(Mounting Medium,
LabVision, TA-060-UG) uygulayarak lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda
degerlendirmeye alindi. Immiinhistokimyasal(IHK) olarak Ki-67 ekspresyonuna bakildi.
IHK boyama yéntemi olarak streptoavidin-biotin boyama teknigi kullanildi. Ki-67
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degerlendirilmesi i¢in 200X biiyiitmede 500 hiicre sayildi. Tim preparatlarda Ki-67
boyanmasi gosteren hiicrelerin sayisinin toplam hiicre sayisina orani ylizde(%) olarak

hesaplandi.

3.4. Ilstatistik

Verilerin tanimlayici istatistikleri; ortalama, standart sapma, frekans ve yiizde
degerleri olarak verildi. Nicel degiskenlerin normallik varsayimi1 Shapiro-Wilk testi ile
kontrol edildi. Farkli tedavi siirelerine sahip ilag ve plasebo verilen sigcanlar arasinda ilgili
degiskenler bakimindan fark olup olmadig1 iki-y&nlii ANOVA yéntemi ile analiz edildi. Iki-
yonlii ANOVA sonucunda etkilesim anlamli bulunan degiskenler i¢in ¢alisma gruplar tek-
yonlii ANOVA yontemi kullanilarak karsilastirildi. Tek-yonlit ANOVA sonucu anlamli ise
gruplarin ikili karsilastirma sonuclari Bonferroni diizeltmeli olarak verildi. Kategorik
degiskenler arasi iligkiler Pearson ki-kare testi ile incelendi.

Istatistiksel analizler, IBM SPSS Statistics 25.0 (IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) paket programi kullanilarak yapildi. Tim
analizlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak belirlendi(etkilesim igin p<<0,10 alind1).
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4. BULGULAR

4.1. BIYOKIMYASAL PARAMETRELER

4.1.1. Serum SOD

Antioksidan mekanizmanin degerlendirilmesinde kullanilan serum SOD diizeyi
kontrol gruplari(2. ve 7.giin) arasinda istatistiksel anlamli farklilik yoktu.(Sirasiyla 3,69 +
0,48 vs 4,75 £2,75; p:0,13). Tedavi ve ¢calisma gruplar karsilagtirildiginda hem 2 hem de 7
giin KD verilen gruplarda serum SOD diizeyi diisiik dl¢iilmesine ragmen aradaki fark
istatistiksel anlamli degildi (p=0,50) (Tablo 2) (Sekil 26).

Tablo 2. Serum SOD Diizeyi i¢in Cift Yonlii Varyans Analizi ile Etkilesimin

Degerlendirilmesi
Gruplar Ortalama SS P
Grup 1 3,69 0,48
Kontrol
Gruplan Grup 2 4,75 2,75
Grup 3 3,23 0,60
Calisma
Gruplan Grup 4 4,28 2,21
Tedavi 0,50
Giin 0,13
Tedavi*Giin 0,98%*

*Serum SOD degeri i¢in tedavi*giin etkilesimi yoktur (p:0,98).

Sekil 26 . Serum SOD Diizeyinin Gruplarda Giinlere Gore Degisimi

Serum SOD ortalama degerleri( ngiml)
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4.1.1. Doku SOD

Karaciger doku SOD diizeyi Ol¢limiinde kontrol gruplari(2. ve 7.giin)

arasinda istatistiksel anlamli farklilik vardi.(Sirasiyla 2,20 + 0,59 vs 1,20 + 0,30; p:0,001).

Iki giin ve 7 giin KD verilen gruplarda kontrol gruplarina gére istatistiksel anlamli farklilik
olacak sekilde daha yiiksekti (p=0,03).

Tiim gruplardan sakrifikasyon sonrasi alinan doku oOrneklerinde c¢alisilan SOD

diizeyleri ortalama, standart sapma degerleri ile tedavi*giin etkilesimi Tablo 3 ve Sekil 27°de

gosterilmistir.

Tablo 3. Karaciger Doku SOD Diizeyi i¢in Cift Yonlii Varyans Analizi ile
Etkilesimin Degerlendirilmesi

Gruplar Ortalama SS P

Kontrol Gruplar Grup 1 2,20 0,59

Grup 2 1,20 0,30
Calisma Gruplan Grup 3 3,11 1,09

Grup 4 2,03 0,79
Tedavi 0,003
Giin 0,001
Tedavi*Giin 0,881"

*Doku SOD degeri i¢in tedavi*giin ile etkilesimi yoktur.(p:0.881)
Sekil 27. Karaciger Doku SOD Diizeyinin Gruplarda Giinlere Gore Degisimi

=== Kontrol Gruplan
== (aligma Gruplan

3,000

2,000 \J

000

Karaciger Doku SOD ortalama Degeri(ng/midoku)

2qun 7aun
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4.1.2. Serum GSH

Oksidatif strese karsit savunma mekanizmasinin 6nemli gostergelerinden olan
GSH’1in  serum degeri Ol¢limiinde kontrol gruplart arasinda anlamh farklilik
saptanmadi(p:0,14). Tedavi ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda ise 2.giinde KD tedavisi
almayan grupta ve 7.giindeyse KD tedavisi alan grupta yiiksek Ol¢lilmesine ragmen

istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi (p:0,66) (Tablo 4) (Sekil 28).

Tablo 4. Serum GSH Diizeyi i¢in Cift Yonlii Varyans Analizi ile Etkilesimin

Degerlendirilmesi
Gruplar Ortalama SS P
Kontrol Grup 1 667,42 156,01
gruplan Grup 2 520,22 165,04
Cahisma Grup 3 592,85 98,68
Gruplan Grup 4 535,00 278,93
Tedavi 0,66
Giin 0,14
Tedavi*Giin 0,51*

*Serum GSH diizeyi i¢in tedavi*giin etkilesimi yoktur (p:0,51)
Sekil 28. Serum GSH Diizeyinin Gruplarda Giinlere Gore Degisimi

——kontrol grubu
= calisma grubu
00,000

400,000

200,000

serum GSH ortalama degerleri (hgiml)

00

2gun 7gun

4.1.3. Doku GSH

Karaciger doku GSH degeri kontrol gruplari ve bu gruplarin ¢alisma gruplartyla
karsilagtirildiginda tiim gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi. Gruplara

ait veriler Tablo 5 ve Sekil 29°da gosterilmistir.
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Tablo 5. Karaciger Doku GSH Diizeyi i¢in Cift Yonlii Varyans Analizi ile
Etkilesimin Degerlendirilmesi

Gruplar Ortalama SS P
Kontrol Grup 1 3,69 0,48
Gruplan Grup 2 4,75 2,75
Calisma Grup 3 3,23 0,60
Gruplan Grup 4 428 2,21
Tedavi 0,50
Giin 0,13
Tedavi*Giin 0,98"

*Doku GSH diizeyi i¢in tedavi*giin etkilesimi yoktur (p:0,98).
Sekil 29. Karaciger Doku GSH Diizeyinin Gruplarda Giinlere gore Degisimi

5,000

2,000

= Kontrol Gruplan
== Caligma Gruplan

w
=]
g
=

1,000

Karaciger Doku GSH degeri Ortalama Degeri
(ng/mgdoku)

000

2gun 7gun

4.1.4. Serum MDA

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyinin serumdaki dl¢limlerinde
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel farklilik yoktu (p=0,73). KD verilen gruplarda kontrol
gruplarina gore glinden bagimsiz olarak serum MDA diizeyi daha diisiik saptandi. Ancak

aradaki fark istatistiksel anlamli degildi (p=0,22) (Tablo 6) (Sekil 30)

Tablo 6. Serum MDA Diizeyi i¢in Cift Yonlii Varyans Analizi ile Etkilesimin

Degerlendirilmesi
Gruplar Ortalama SS P
Kontrol Grup 1 0,40 0,22
Gruplari Grup 2 0,44 0,20
Calisma Grup 3 0,33 0,22
Gruplari Grup 4 0,34 0,08
Tedavi 0,22
Giin 0,73
Tedavi*Giin 0,80%*

*Serum MDA diizeyleri i¢in tedavi*giin etkilesimi yoktur (p:0,80).
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Sekil 30. Serum MDA Diizeyinin Gruplardaki Ortalama Degerleri

5000
= Kaontrol Gruplan

/ " Galtgma Gruplan

4000

3000

2000

Seum MDA Ortalama Degeri nmoliml

1000

0000

2.gun 7gun

4.1.5. Doku MDA

Karaciger doku MDA diizeyinin kontrol gruplarinda 2.glinden 7.giine azaldig:

gosterilmistir (p:0,001). Hem 2.giin hem de 7.giinde ¢alisma gruplarinda kontrol gruplarina
gore MDA diizeyi istatistiksel anlamli olmak {izere yiiksekti (p:0,001) (Tablo 7) (Sekil 31).

Tablo 7. Karaciger Doku MDA Diizeyi icin Cift Yonlii Varyans Analizi ile

Etkilesimin Degerlendirilmesi

Gruplar Ortalama SS P
Kontrol Grup 1 0,73 0,13
gruplan Grup 2 0,36 0,16
Calisma Grup 3 1,16 0,48
Gruplan Grup 4 0,75 0,27
Tedavi 0,001
Giin 0,001
Tedavi*Giin 0,87"

*Karaciger doku MDA diizeyi icin tedavi*giin etkilesimi yoktur (p:0,87).
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Sekil 31. Karaciger Doku MDA Diizeyinin Gruplardaki Ortalama Degerleri

—— Kontrol Gruplan
= Galisma Gruplan
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nnnnn
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4.2. Rejenerasyon Orani :

Kwon formiiliine (66) gore hesaplanan RO’da; Cift yonlii varyans analizi ile RO i¢in
tedavi*giin etkilesimi vardir (p:0,001) (Tablo 8). Gruplar aras1 tek yonlii varyans analizinde
de istatistiksel anlamli fark saptandi (p<0,001) (Tablo 9). Kontrol gruplarinda 7.giin
rejenerasyon orani 2.gline gore yiiksek bulundu (0,50 + 0,005 vs 0,53 + 0,003) Ancak fark
anlamli degildi (p:0,66). 2.giinde KD verilen grupta kontrol grubuna gére RO yiiksek ve
istatistiksel olarak da bu farklilik anlamli saptandi (p<<0,001) 7.glindeki ¢alisma ve kontrol
gruplar1 karsilagtirildiginda yine KD tedavisi verilen grupta kontrol grubuna gore yiiksek
saptanmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,667) KD verilen
2.glin grubunda 7.gilin grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksek bulundu (p<0,001) (Tablo
10) (Sekil 32)

Tablo 8. Rejenerasyon Orani i¢in Cift Yonlii Varyans Analizi ile Etkilesimin

Degerlendirilmesi
Ortalama SS P
Grup 1 0,50 0,05
Grup 2 0,53 0,03
Grup 3 0,70 0,13
Grup 4 0,54 0,04
Tedavi*Giin 0,001

43



Sekil 32.

rejenerasyon orani(%)

RO’nun Gruplarda Giinlere Gore Degisimi

—— Kentrol Grubu
— Galisma Grubu

2gun 7gun

Tablo 9. Tek Yonlii Varyans Analizi ile Gruplar Aras1 Karsilastirma

Ortalama SS P’
Grup 1 0,50 0,05
Grup 2 0,53 0,03
Grup 3 0,70 0,13
Grup 4 0,54 0,04
Gruplar arasi P <0.001

Tablo 10 . Gruplarm ikili Degerlendirilmesi

Gruplar P pP*
Grup 1 Grup 2 1,000 0,667
Grup 1 Grup 3 0,001 <0,001
Grup 2 Grup 4 1,000 0,667
Grup 3 Grup 4 0,001 <0,001

*. Bonferroni diizeltmesi
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4.3. HISTOPATOLOJIK PARAMETRELER

4.3.1. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik  degisiklikler ~ Suzuki ~ Skorlama  Sistemi’ne (67)  gore
derecelendirildiginde siniizoidal konjesyon c¢alisma gruplarinda yok(%56,5) veya
hafif(%44,4), kontrol gruplarinda ise orta(%50) veya siddetli(%50) diizeyde goézlendi
(p<0,001). KD verilen gruplarda nekroz ve vakuolizasyon hi¢ gozlenmedi. Yukarida
belirtilen veriler Tablo 11°de verilmistir. Karaciger dokusunda Suzuki Skorlama Sistemi’ne

(67) gore gozlenen histopatolojik degisiklikler Sekil 33’de gosterilmistir.

Tablo 11. Kontrol ve Caligma Gruplarinin Pearson Ki-Kare Testi ile Degerlendirilmesi
Kontrol Grubu Calisma Grubu P
(“o,m) (“o,n)

Siniizoidal

konjesyon P < 0,001
0 - %56,6(10)
1 - %44.,4(8)
2 %50(9) -
3 %350(9) -

Nekroz
0 %29,4(5) %100(18) P < 0,001
1 %70,6(12) -
Vakuolizasyon

0 %77,8(14) %100(18) 0,034
1 %22,2(2) -
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Sekil 33. Karaciger Dokusu Histopatolojik Degerlendirme(H.E ile boyanmig 200x
biiylitme) A. Grup 1; Sentral vende siniizoidlerde yogun konjesyon(siyah ok) B.
Grup 2; Sentral vende siniizoidlerde yogun konjesyon(siyah ok) C ve D. Sirasiyla
Grup 3 ve 4’te normal sentral ven ve siniizoid alanlar1 goriilmektedir.

4.3.2. Apopitotik indeks

TUNEL boyama ile degerlendirilen Al icin ¢ift yonlii varyans analizi ile tedavi*giin
etkilesimi vardir (p:0,07) (Tablo 12) (Sekil 34). Tek yonlii varyans analizi ile gruplar arasi
anlamli farklilik saptand1 (p<0,001) (Tablo 13) Al, kontrol gruplarinda ¢alisma gruplarina
gore anlaml diizeyde yiiksekti(p<0,001). Kontrol gruplar1 arasinda Al i¢in 2. ve 7.giinde
anlamli  farklibk  saptanmazken(p:0,667), c¢alisma  gruplar1 kendi aralarinda
degerlendirildiginde 7.glinde 2.gilindeki gruptan istatistiksel anlamli diisiik saptandi(p:0,006)
(Tablo 14) TUNEL pozitif boyanan hiicreler Sekil 35’de gosterilmistir.
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Tablo 12. Apopitotik indeks i¢in Cift Y&nlii Varyans Analizi ile Etkilesimin

Degerlendirilmesi
Gruplar Ortalama SS P
Kontrol Grup 1 35,88 4,53
Gruplan Grup 2 34,55 4,74
Calisma Grup 3 15,77 2,38
Gruplan Grup 4 10,00 1,50
Tedavi*Giin 0,07

Sekil 34. Apopitotik indeks Ortalamalarinin Giinlere Gore Degisimi
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Tablo 13. Tek Yonlii Varyans Analizi ile Gruplar Arasi Karsilagtirma

Ortalama SS P’

Grup 1 35,88 4,53

Grup 2 34,55 4,74

Grup 3 15,77 2,38

Grup 4 10,00 1,50
Gruplar arasi P <0.001

Tablo 14. Gruplarin Ikili Karsilastirilmasi
P P’

Grup 1 Grup 2 1,00 0,667
Grup 1 Grup 3 0,001 0,001
Grup 2 Grup 4 0,001 0,001
Grup 3 Grup 4 0,01 0,006

*: Bonferroni diizeltmesi yapilmistir
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Sekil 35. TUNEL hiicre boyanmasi. TUNEL pozitif hiicreler siyah ok ile
isaretlidir. A ve B. Kontrol gruplarinda(sirasiyla Grupl ve 2), TUNEL pozitif hiicreler daha
fazla goriilmektedir. C ve D. KD verilen gruplarda(sirasiyla Grup 3 ve 4) daha az TUNEL
pozitif hiicre gozlendi.

4.3.3. Ki67

Hiicresel proliferasyon aktivitesinin bir gostergesi olan Ki67 i¢in ¢ift yonlii varyans
analizi ile tedavi*giin etkilesimi vardir (p:0,004) (Tablo 15) (Sekil 36) . Tek yonlii varyans
analizi ile gruplar aras1 anlamli farklilik saptandi (p<<0,001) (Tablo 16) Hem 2.giinde hem de
7.glinde KD tedavisi verilen gruplarda verilmeyen gruplara gore, tedavi alan gruplarda ise
7.glinde 2.giine gore Ki67 ekspresyonu istatistiksel anlamli ytiksekti (p:0,006) (Tablo 17).
Ki 67 i¢in IHK boyama ile boyanan hiicreler Sekil 37°de gdsterilmistir.

Tablo 15. Ki 67 Diizeyi i¢in Cift Varyans Analizi ile Etkilesimin Degerlendirilmesi

Gruplar Ortalama SS P
Kontrol Grup 1 11,77 1,56
Gruplan Grup 2 12,66 1,58
Calisma Grup 3 27,00 1,11
Gruplan Grup 4 32,55 3,81
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Tedavi*Giin 0,004

Sekil 36. Ki67 Ortalamalarinin Giinlere Gére Degisimi
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Tablo 16. Tek Yonlii Varyans Analizi ile Gruplar Aras1 Karsilastirma
Ortalama SS P’

Grup 1 11,77 1,56

Grup 2 12,66 1,58

Grup 3 27,00 1,11

Grup 4 32,55 3,81
Gruplar arasi P <0.001

Tablo 17. Gruplarin Ikili Karsilastirilmasi

P p*
Grup 1 Grup 2 1,00 0,667
Grup 1 Grup 3 0,001 0,006
Grup 2 Grup 4 0,001 0,006
Grup 3 Grup 4 0,001 0,006

*. Bonferroni diizeltmesi
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Sekil 37 . Ki-67 immunohistokimyasal boyama(200X biiyiitme). Bolinme aktivitesi
gosteren hiicreler kahverengi renkte gozlenir(KI-67 pozitif) A ve B. Sirasiyla Grupl ve 2,
C ve D . Sirasiyla Grup 3 ve 4’e aittir.
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5. TARTISMA

Karaciger tiim sistemleri ilgilendiren 6nemli metabolik fonksiyonlari olan bir
organdir. Karaciger rezeksiyonlari, karaciger malign tlimorleri, karaciger metastazlari, canli
vericili karaciger transplantasyonlarinda uygulanmaktadir. Ancak kii¢iik remnant
karaciger(small-for-size graft) en Onemli sorunlardan biri olmaya devam etmektedir.
Rezeksiyon sonrasi karaciger yetmezIligi insidanst %0-32 arasinda degistigi bildirilmektedir.
Son 10 yilda kismi hepatik rezeksiyon sonrasi mortalite %0-5 arasinda ve kismi hepatik
rezeksiyondan sonra Oliim nedeni multifaktoriyel olmasma ragmen karaciger
yetmezligi(%18-75) ana neden olarak goriilmektedir (68; 69). Karaciger rejenerasyonunun
efektif olmamas1 ya da tamamen yoklugu durumunda, hayati tehdit eden bir durum olan
karaciger yetmezligi meydana gelir. Bu nedenle karaciger rejenerasyonunun Onemi
gozoniine alindiginda calismamizin amaci tanimlanan karaciger rejenerasyon yolaklar
1s181nda yeni terapdtik stratejiler gelistirmektir.

Karaciger rejenerasyon kapasitesini en net gosteren model olan PH, karaciger
rejenerasyonunun en giiclii uyaricist olarak kabul edilir. Ayn1 zamanda PH; kolay
uygulanmasi ve en Onemlisi de remnant karaciger dokusunun islem sirasinda dogrudan
manipiile edilmemesi nedeniyle es zamanli karaciger nekrozu veya inflamasyonun etkisine
maruz kalmadan karaciger dokusunun yenilenebilmesine olanak saglamasi agisindan
avantajlidir (47). Biz de ¢alismamizda iyi tanimlanmis bir yontem olmasi ve literatiirde bu
modelde rejenerasyonu degerlendiren ¢ok sayida calisma olmasi sebebiyle sicanlarda PH
modelini tercih ettik.

Cerrahi rezeksiyonun verdigi hasar karaciger kiitlesini orijinal boyutuna dondiirmek
icin rejenerasyonu baglatir. Bu siire¢ biiylime faktorlerinin endokrin, parakrin etkilerini ve
spesifik protoonkogenler ile transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu igerir. Karacigerin
rezeksiyon sonrasi rejenerasyona destek mekanizmalarindan biri de antioksidan savunma
sistemleridir ki etkilerini serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya yaptiklari zararl
etkileri onleyerek gostermektedir. Siiregelen calismalarda ¢ok ¢esitli tedaviler karaciger
rejenerasyonundaki fonksiyonlar1 ve faydalar1 yoniinden arastirilmis olup PH’den kisa bir
stire once verilen antioksidan 6zellikli tedavilerin SOR’u toplayarak karacigerde LPO’yu
engelledigi ve karaciger rejenerasyonunu arttirdigi bildirilmistir (51). SOR’un hiicre

biiytimesinin durdurulmasina aracilik ettigi ve hiicre dongiisiinii 6nleyen proteinleri aktive
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ettigi bilinmektedir. Remnant karacigerde SOR iiretimi rejenerasyonun negatif kontroliinde
etkilidir. Ayrica parsiyel hepatektomiden sonra LPO diizeylerinde bir artis oldugu, NO
seviyelerinin ve lipid peroksidasyonunun karaciger rejenerasyonunda énemli rol oynadigi
gosterilmistir (51). Bu nedenlerle hiicresel redoks dengesinin ve karacigerdeki inflamatuvar
stirecin sik1 bir sekilde diizenlenmesi karaciger rejenerasyonu ic¢in onemlidir. Biz de
calismamizda; antioksidan ve antiinflamatuvar 06zelligi olan KD’nin, karaciger

rejenerasyonu lizerine etkisini parsiyel hepatektomi modelinde arastirmay1 amagladik.

Oksidatif hasar1 onlemek i¢cin memeli hiicreleri siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz/rediiktaz gibi enzimatik aktiviteleri iceren ayrintili bir antioksidan
savunma sistemi gelistirmistir. KD nin radikal siipiiriicii olarak islev goriip SOR’u azalttig1,
eNOS’1 arttirdig1, LPO’yu azalttig1 ¢esitli dokularda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (61;
70). Ancak literatiirde KD tedavisinin PH modelinde karaciger rejenerasyonu iizerine
etkisini degerlendiren ¢aligma yoktur. KD’nin karaciger dokusundaki etkisinin
degerlendirilebilecegi tek calisma Unal ve ark. (71) tarafindan hepatik I/R hasar modelinde
oksidatif hasara etkileri {izerinedir. Ayrica literatiirdeki ¢aligmalarin ¢ogunda dokuda
antioksidan enzim aktiviteleri oksidatif stresi degerlendirmek icin arastirilmis olup bizim
calismamizda oldugu gibi serumda ve karaciger dokusunda SOD, GSH ve MDA

degerlerinin es zamanl degerlendirildigi caligmaya rastlamadik.

Karaman ve ark. (10), antioksidan, immiinosiipresif ve antiinflamatuvar etkili bir
ajan olan Leflunomid(L)’in PH modelinde karaciger rejenerasyonu iizerine etkisini
incelemisler; 2.glinde karaciger doku SOD degeri PH+L grubunda sadece PH uygulanan
gruptan yiiksek Olcililmiistiir. Mevcut bulgular 2.giin ¢alisma ve kontrol gruplarindaki
bulgularimizla uyumludur.

Kanter ve ark. (72) calismalarinda bir¢ok diyet kaynaginda bulunan bir flavonoid
olan Quercetin(Q) tedavisi degerlendirilmis; bu tedavinin I/R hasarinda, siiperoksiti
uzaklastirdigi, UV 15181, spontan hipertansiyon, sekonder biliyer siroz ve bakteriyel
lipopolisakkarit ile indiiklenen oksidatif strese karsi koruma sagladigi bilinmektedir.
Quercetin’in PH modelinde karaciger rejenerasyonuna etkisine bakildiginda PH+Quercetin
ile PH grubu karsilastirildiginda 7.giin doku SOD degeri PH+Quercetin alan grupta yalniz
PH grubundan daha yiiksek saptanmistir. Mevcut bulgular ¢aligmamizdaki 7.giin doku SOD
degerleri ile benzer seyirdedir. Doku SOD degeri 7 glin KD tedavisi alan grupta almayan
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gruptan daha yiiksek ¢ikmasi, ayni etkinin 2 giin tedavi alan grupta da kontrol grubundan
yiiksek olmas1 KD’1n enzimatik antioksidan savunma sistemi lizerinde etkili olabilecegini
ve rejenerasyona fayda saglayabilecegini gostermektedir.

Ozden ve ark. (73), hiperbarik oksijen(HBO) tedavisinin karaciger rejenerasyonu
lizerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda 2, 4 ve 7.giin doku SOD deger
karsilagtirilmis; 2.giinden 7.giine sadece PH uygulanan grubun doku SOD degerinin daha
diistik oldugu ve HBO tedavisi ile bu degerlerin 2.glinden 7.giine yiikseldigi gosterilmistir.
Bizim ¢alismamizda da doku SOD degerleri agisindan benzer sonuglar bulundu. 2.glinden
7.gline artan siiperoksit anyonlar1 nedeniyle antioksidan enzim seviyelerinin kontrol
gruplarinda azaldigi ve KD ile tedavi sonrasi artan SOD seviyelerinin mevcut tedavinin

antioksidan sisteme destek sagladigini diislindiirmektedir.

Caligmamizda serum SOD degeri kontrol gruplarinda 2.giinden 7.giine artmakta, KD
tedavisi ile de ¢caligma gruplarinda artmamaktadir. Enzim sonuglar1 hem kontrol gruplarinda
hem de ¢alisma gruplarinda doku ve serumda ters seyir gostermektedir. Saitoh ve ark. (74)
yaptig1 bir ¢aligmada yanik rat modelinde SOD’un doku ve plazma seviyelerindeki degisimi
arastirllmis ve farkli saatlerde farkli dokulardaki(akciger ve bobrek) SOD degerleri ayni
zaman diliminde plazma degerleriyle karsilastirilmis; her doku i¢in farkli zaman diliminde
yiikselen farkli plazma ve SOD degerleri kaydedilmistir. Calismamizdaki farklilik, bu

calismanin sonuglari ile benzerdir.

GSH, cesitli hiicre i¢i antioksidan enzimler i¢in bir koenzimdir. Artmis seviyeleri
hiicreleri oksidatif strese karst savunmak rol oynar. Kirimlioglu ve ark. (11) tarafindan
Resveratrol(R)  tedavisinin PH modelinde karaci§er rejenerasyonuna etkisini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda; 7.giinde PH+R grubunda doku GSH diizeyinin PH
grubundan yiiksek oldugu, sham grubunda ise PH grubundan daha yiiksek GSH diizeyleri
olciilmiistiir. Ozden ve ark. (73) hiperbarik oksijen(HBO) tedavisinin karaciger
rejenerasyonu lizerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda 2, 4 ve 7. giin doku GSH
degerleri karsilagtirilmig; 2.giinden 7.giine sadece PH uygulanan grubun doku GSH
degerlerinin azaldig1 ve HBO tedavisi ile bu degerlerin 2.giinden 7.giine arttig1 géstermisler.
Bizim ¢alismamizda kontrol gruplarindaki doku GSH diizeyi 2.giinden 7.giine artarken, 2.
ve 7.glinde doku GSH degerleri KD alan grupta daha diisiik saptanmis olup bulgularimiz

literatiirle uyumsuzdu. Antioksidan o6zelligi olan bir tedavinin doku GSH degerini
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arttirmasint beklerdik ancak bu bize KD’in antioksidan etkisinin GSH {izerinden etkili
olmadigini diisiindiirdii.

SOR, membran lipitlerindeki ¢oklu doymamis yag asitlerine saldirir ve lipit
peroksidasyonuna yol acar. Doku ve plazmada yiikselmis MDA konsantrasyonlart lipit
peroksidasyon seviyesini yansitan oldukga iyi bilinen bir hepatosit hasar belirtecidir. LPO,
hiicre zarina zarar verme etkisi i¢in temel bir toksisite mekanizmasi olabilse de, ayni
zamanda fizyolojik bir siirectir. Karaciger rejenerasyonunda LPO’nun ¢ok erken bir asamada
ortaya c¢ikmaya bagladigi bilinmektedir.Bulgular 1s18inda antioksidan 6zelligi olan bir
tedavinin karaciger dokusunda lipit peroksidasyonunu onledigi etkisi de biliniyorken doku
MDA diizeylerinin ¢galigmamizda tedavi alan gruplarda daha diisiik olmasi beklenirdi. Ancak
tedavi alan gruplarda doku MDA diizeyleri kontrol gruplarindan daha yiiksek 6lciildii. Unal
ve ark. (71) tarafindan hepatik I/R hasar modelinde peroperatif ve preoperatif KD
kullaniminin rejenerasyon iizerine etkileri degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada oksidatif stres
parametresi olarak total siilfidril(SH) diizeyi, MDA ve floresan oksidasyon iiriinlerinin(FOP)
Ol¢timii yapilmis; kontrol grubunda en yiiksek MDA diizeyleri saptanirken, preoperatif ve
peroperatif KD tedavisinin karaciger dokusu MDA diizeyini anlamli derecede diisiirdiigii
sonucuna vardilar. Model olarak I/R hasar1 kullanilmis olsa da KD’1n doku MDA diizeylerini
diisiirmiis olmas1 bizim ¢aligmamizda ters bir seyir gostermektedir. Ancak caligmamizdaki
serum MDA diizeyleri tedavi alan gruplarda giinden bagimsiz olarak sadece PH yapilan

gruplardan diisiik diizeyde saptanmustir.

Sarimsak(S) bitkisinin PH modelinde 7.glinde oksidatif hasar ve karaciger
rejenerasyonu iizerine olan etkilerinin degerlendirildigi tipta uzmanlik tezinde (75), 7.giinde
plazma MDA diizeyleri PH uygulanan grupta PH+S grubundan yiiksekken, doku MDA
diizeyleri PH+S grubunda PH grubundan yiiksek oOl¢lilmiistiir. Bulgular ¢caligmamizdaki
serum MDA ve doku MDA degerinin 7.giin sonuglariyla uyumludur. KD ile tedavi edilen
sicanlarda serum MDA seviyesinin daha diisik olmasi, KD tedavisinin karaciger
rezeksiyonuna bagli olusan SOR’un olusumunu ve buna bagli olarak da doku hasarini
anlamli olarak azalttigin1 diislindiirtmektedir. Es zamanli olarak 6l¢iilen doku MDA seviyesi
calisma gruplarinda, kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli yiiksek ol¢iildii.
Bu bulgularin daha 6nce bildirilen ¢alisma sonuglarina (71) gore farkli ve zit oldugu

goriilmiistiir. Ancak ¢alismamiz igerisinde bu farkliligin nedeni ortaya konulamamustir.
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Aguilar- Delfin ve ark. (76) tarafindan iki deneysel karaciger rejenerasyon modelinde
LPO’yu degerlendirdikleri calismalarinda PH wuygulanan gruplarda karaciger doku
homojenatinda ve 5 subselliiler fraksiyonda doku MDA diizeyleri dl¢iilmiis olup karaciger
homojenatinda; hepatektomi sonras1t MDA, 24.saatten sonra pik degerine ulagmakta ve
48.saatten sonra ise bazal seviyeye donmektedir ki bu yapilan diger calismalardaki
sonuglardan ters bir seyirdi. Bizim g¢alismamizda da doku MDA diizeyi 2.giin kontrol
grubunda 7.giin kontrol grubundan yiiksek 6l¢iildii.

Giinay ve ark. (77), SOR’u temizleme kabiliyeti nedeniyle antioksidan 6zelligi olan
Ginkgo Biloba(EGb761) ve hepatosit proliferasyonunu uyaran bir immunsiipresan olan
FK506’in ayr1 ayr1 ve kombine PH modelinde rejenerasyon ve oksidatif stres iizerine
etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda karaciger doku SOD degeri 48.saatte
PH+EGb761 grubunda sadece PH grubundan; doku MDA diizeyi de ayni seyirde
PH+EGb761 grubunda PH grubundan yiiksek saptanmistir. SOD igin degerler istatistiksel
olarak anlamli olmasa da MDA i¢in calisma sonuclari istatistiksel olarak da anlamli
bulunmustur. Hem SOD hem de MDA bulgular1 ¢alismamizla paraleldir.

Caligmamizda, oksidatif hasar1 degerlendirirken elde ettigimiz sonucglarin bazi
noktalarda antioksidan o0zelligi bilinen ve PH modeli uygulanan c¢alismalarin
sonuglari(........ ) ile z1t oldugu goriildii. KD’1n antioksidan, anjioprotektif, antiinflamatuvar
etkileri bobrek,retina ve kardiyovaskiiler dokularda c¢aligilmis olsa da karaciger dokusunda
benzer calisilmis olsa karaciger dokusunda benzer etkileri destekleyen yeterli ¢aligma
yoktur. Bu baglamda KD’ 1n karacigerde antioksidan 6zelliginin degerlendirilmesinde farkli

caligmalara ihtiya¢ vardir.

Nevzorava ve ark. (78) yaptig1 calismada gercek karaciger kitle restorasyonunun
izlenmesi i¢in farelerin PH’den sonra degerlendirilebilecegi giinler 2, 3, 4 ve 7. glinler olarak
belirtilmistir. Bu nedenle biz de calismamizda rejenerasyonu degerlendirmek igin 2 ve

7.giinleri sakrifikasyon zamani olarak belirledik.

Andersen ve ark. (79) tarafindan yapilan bir calismada sicanlarda karaciger
rejenerasyonunun dogal seyrinin sistematik olarak incelenmesi amaciyla saglikli sicanlara
PH uygulanmis ve PH’nin 1 ve 4. giinler arasinda maksimum oranda hizli bir rejeneratif
yanit1 indiikledigini, karaciger rejenerasyonunun(karaciger agirligi, karaciger rejenerasyon

hiz1 ve hepatosit proliferasyonu) 8.giinde tamamlandigin1 bildirmislerdir. Yine ayni
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calismada karaciger RO’nun, PH sonrasi 7.gline kadar stabil artan bir seyir gosterdigi,
7.giinde daha diislik ivmeyle olsa da son pikini yaptig1 goriilmiistiir. Kontrol gruplarindaki
sonuglarimiz bu ag¢idan literatiirle uyumludur. Rejenerasyon orani 2.giinden 7.giine artmustir.
Tedavi alan gruplarin RO’1 daha yiiksektir. 2 ve 7.giin kontrol ve ¢alisma gruplarinin RO’lar1
arasindaki farkin KD’dan kaynaklandigi ve KD’nin karaciger rejenerasyonuna katkisi

oldugunu diisiindiirmektedir.

Caligmamizda histopatolojik derecelendirmede Suzuki Skorlama Sistemi (67)
kullanildi. Unal ve ark. (71) KD’ hepatik I/R hasari iizerine etkilerini degerlendirdikleri
caligmalarinda da ayni skorlama sistemi kullanilmis ve KD’nin siniizoidal konjesyon
skorlarin1 anlamli derecede azalttig1, vakuolizasyon skorlarinda anlamli fark olmadig: ve
nekrozun da hicbir grupta goriilmedigi bildirilmistir. Oguz ve ark. (80) PH modelinde Urtica
dioica(UD) nin rejenerasyon lizerine etkisini arastirdiklari c¢alismalarinda 7.glinde PH
grubunda vakuolizasyon(hepatosit sitoplazmasinda vakuoller) yayginken; sintizoidler ise
PH+UD grubuna goére daha biiylik saptanmistir. Bizim ¢alismamizda, ¢alisma gruplarinda
siniizoidal konjesyon yok veya hafif derece gozlenirken; vakuolizasyon ve nekroz
gozlenmedi ve tiim degiskenler i¢in bulgularin hepsi istatistiksel olarak anlamliydi. Bu da
bize KD’ nin rejenerasyon siirecinde karaciger dokusu tlizerinde koruyucu etkisi oldugunu ve
tedavi ile normal karaciger dokusuna daha ¢ok benzeyen histolojik yapilanmanin olugsmasina

fayda sagladigimn digiindlirmektedir.

Hepatektomi sonrasi apopitozisin karacigerdeki rolii tartigmalidir. Rejenerasyonun
zirvesinde apopitozis baslar. Li ve ark. (81), karaciger rejenerasyonundan sonraki apopitozis
diizeyinin rejenerasyon seviyesi ile dogru orantili oldugunu gostermislerdir. Bagka bir
calismada Kirimlioglu ve ark. (11), sicanlarda PH sonrasinda artan apopitozisin oldugunu
gostermislerdir. Literatiirde KD’in hepatik rejenerasyon ve apopitozis {izerine etkisini
degerlendiren bir calismaya rastlamadik. Sowa ve ark. (82), %70 PH’de 2. ve 7.giin
apopitozisi degerlendirdikleri caligmalarinda; apopitozisin daha erken ve rejenerasyon ile
paralel meydana geldigini gostermislerdir. Bu calisma zaman se¢imi olarak ¢alismamiza
paraleldir. Bulgularimiz kontrol gruplarinda literatiirle uyumludur. Kanter ve ark. (72),
yaptigi caliymada PH+Quercetin ile PH grubu karsilastirilmis; 7.giin Al degeri
PH+Quercetin alan grupta yalniz PH yapilan gruptan daha diisiik saptanmistir (72). Bizim

calismamizda da KD verilen grupta 7.giin ile beraber 2.giin Al degerleri kontrol gruplarindan
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daha diisiik saptandi. Bu sonu¢,KD’nin PH sonrasi hiicre hasarini azaltabilecegini

diistindiirmektedir.

Ki-67 karaciger hasar1 sonrasi kendini yenileyen karacigerin, mitoz boliinme ile
yenilenme kapasitesini gosterir. Rejenerasyon kriterlerinin tanimlanmasi ve tespitinde Ki-
67, PCNA(Proliferatif hiicre niikleer antijeni), DNA polimeraz alfa, NOR(Niikleolar
organize edici ajan) proteinleri giincel calismalarda kullanilan en giivenilir IHK tekniklerdir.
Hiicre ¢ekirdeginde bulunan Ki-67 antijeni ve buna kars1 olusan monoklonal antikor seviyesi
hiicre siklusu ilerledikge artar. Ki-67 nin siklusun tiim evrelerinde siniflandirilabilecegi ve
proliferasyonun bir gostergesi olarak kullanilabilecegi Gerdes ve ark. (83) tarafindan
tariflenmistir. Hiicre siklusu ilerledik¢e antijen igerigi artar. G,-M evresinde maksimal
seviyeye erisir. Ki-67 antijenine karsi tanimlanan monoklonal antikor ise hiicre siklusunun
Gy evresi hari¢ diger tiim evrelerinde gosterilebilir. Ki-67’nin diger kullanilan yontemlerden
farki sadece S evresinde degil hiicre siklusunun tiim evrelerinde saptanabilir olmasidir. Bu
sayede hiicresel proliferasyon aktivitesinin bir goOstergesi olarak kullanilabilir.

Calismamizda da proliferasyonun degerlendirilmesi i¢in Ki67 antijeni kullanildu.

Karaman ve ark. (10), antioksidan, immiinosiipresif ve antiinflamatuvar bir ajan olan
Leflunomid(L) ile yaptiklart caligmada, PH sonrasi 2.giinde karaciger rejenerasyonu
acisindan Ki-67 proliferasyon indeksi degerlendirilmis; PH+L grubunda Ki-67 prolifersyon
indeks degerleri PH grubuna gore anlamli derecede yliksek saptanmistir. PH sonrasi
Leflunomid kullaniminin muhtemelen antioksidan etki {izerinden karaciger rejenerasyonunu
arttirdig1 sonucuna varmislardir. Mevcut bulgular, tedavi i¢in kullanilan ajanlar farkli olsa
da sonuglarimiza paraleldir. KD’da doku onariminda hiicre proliferasyonunu arttirmakta ve

rejenerasyonu desteklemektedir.

Siniizoidal endotel hiicre olusumu, karaciger rejenerasyonunu korumak igin
gereklidir. Karaciger kiitlesindeki artis sinlizoidal endotel hiicre proliferasyonuna ve
fonksiyonel kan akisina baghdir. Nitrik oksit(NO), VEGF kaynakli vaskiiler endotel
hiicrelerinin proliferasyonunda anahtar rol oynar. Bu nedenle NO karaciger rejenerasyon
kaskadinin en giiclii tetikleyicilerinden biridir. Yoshida ve ark. (84), parsiyel hepatektomi
sonrast revaskiilarizasyon ve rejenerasyon sirasinda VEGF ve eNOS’un etkilerini

degerlendirdikleri caligmalarinda; eNOS protein ekspresyonunun ve NO {iretiminin
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72.saatte onemli Olclide arttigini ve 168.saate kadar da artmaya devam ettigini gosterildi.
Ayrica sintizoidal endotel hiicrelerinde eNOS ekspresyonunun PH'den 72 ila 168 saat sonra
arttigini bildirildi. Bu nedenle eNOS'tan tiiretilen NO’in, siniizoidal endotel hiicrelerinin
proliferasyonunda ve rejenere karacigerde sintizoidlerin olusumunda énemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir.Caligmamizda tedavi segenegi olarak belirledigimiz KD, eNOS’u arttirdig:
gosterilmistir (61). Dolayisiyla karaciger rejenerasyonuna katkis1 eNOS artirarak NO yolagi
tizerinden olabilir. Calismamizda bu yolag1 degerlendirebilecek parametrelerin olmamasi

calismamizin eksik yoniidiir.

58



6. SONUC VE ONERILER

PH yapilan sicanlarda KD’nin biyokimyasal ve histolojik yontemlerle oksidatif hasar ve

karaciger rejenerasyonu lzerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yaptigimiz

calismamizda;

1.

KD ile tedavi sonrasi artan doku SOD seviyelerinin mevcut tedavinin antioksidan
sisteme destek sagladigini diigiindlirmektedir.

Antioksidan 6zelligi olan bir tedavinin doku GSH degerini arttirmasimi beklerdik
ancak bu bize KD’in antioksidan etkisinin GSH iizerinde etkili olmadigim

diistindiirdii.

. KD ile tedavi edilen si¢anlarda serum MDA seviyesinin daha diisiik olmasi, KD

tedavisinin karaciger rezeksiyonuna bagli olusan serbest oksijen radikallerinin
olusumunu ve buna bagl olarak da doku hasarini anlamli olarak azalttigin
diisiindiirtmektedir. Fakat bizim ¢alismamizda es zamanli olarak dl¢iilen doku MDA
seviyesi ¢alisma gruplarinda, kontrol gruplarina oranla daha yiiksek dl¢tilmesi KD
tedavisinin yeterli redoks dengesini bu yolakta saglayamadigin diisiindlirmektedir.
KD’nin antioksidan, anjioprotektif, antienflamatuvar etkileri bobrek, retina ve
kardiyovaskiiler dokularda calisilmistir. Calismamizda, antioksidan 06zellik
yoniinden bazi1 noktalarda zit sonuglar elde edildi. KD’nin karaciger dokusunda
oksidatif hasar tlizerine etkilerinin farkli caligmalarla degerlendirilmesine gereksinim

vardir.

2 ve 7 gilin kontrol ve ¢aligma gruplarinin RO’lar1 arasindaki farkin KD’dan
kaynaklandigt ve KD’nin karaciger rejenerasyonuna katkis1  oldugunu
diistindiirmektedir.

Isik mikroskobisi altinda histopatolojik incelemede siniizoidal konjesyonu ve
vakuolizasyonun KD tedavisi ile azaldigi, KD tedavisinin PH sonras1 karacigerin
daha normal histolojiyle rejenerasyonunda faydali olabilecegini ve karaciger dokusu
tizerinde koruyucu etkisi olabilecegini desteklemektedir.

KD’nin, PH sonras1 meydana gelen apopitoz egilimini baskilamada etkin oldugu ve

boylece rejenerasyona belirgin katkist oldugu goriilmiistiir.
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8. KD tedavisiile Ki67 ekpresyonu artmaktadir. Bu nedenle KD; doku onarimini, hiicre

proliferasyonunu arttirmakta ve rejenerasyonu desteklemektedir.

KD’in, eNOS’u artiran bir molekiil oldugu bilindiginden rejenerasyona katkisi
siniizoidal hiicre proliferasyonunu destekleyecek NO yolagi {iizerinden olabilir.
Calismamizda bu yolagi degerlendirebilecek parametrelerin olmamasi calismamizin

eksik yoniidiir.

Literatiirde KD’in PH modelinde karaciger rejenerasyonuna etkisini degerlendiren
calisma yoktur. Ancak mevcut bulgularla bile KD’m; Doku SOD diizeyini arttirdigi,
Ki67 ekspresyonunu arttirdigi, apopitozisi azalttigi, karaciger dokusunun histolojik
ozelliklerinin korunmasina yardimci oldugu calisma sonuglarinda goriilmiis olmasi

tedavi segenegi olarak kullaniminda umut vaad etmektedir.
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