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OZET

Dogrul AB. Sicanlarda %70 hepatektomi sonrasi antianjiojenik cevap ve bunun
rejenerasyon ve anjiogenez ile iliskisi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi Tezi Ankara 2008

Karaciger rejenerasyonu ile anjiyogenez arasinda siki bir iliski vardir.
Parsiyel hepatektomi sonrasinda, sigan karacigerinde once hepatosit rejenerasyonu,
daha sonrasinda anjiyogenez olusmakta ve post-operatif 7-10. giinde karaciger,
optimal fonksiyonal hacime ve kitleye ulagmaktadir. Ancak normal karacigerde
parsiyel hepatektomi sonrasi antianjiojenik yanitin olup olmadigi, ne zaman ortaya
ciktig1 ve nasil seyrettigi bilinmememektedir. Hepatositlerde sentezlendigi bilinen
tek kolajen tiirii kolajen 18’dir. Anjiogenezin arttigi durumlarda kolajen18’den
proteolitik olarak iiretilen molekiillerin anjiogenezin diizenlenmesinde rol aldigi
disliniilmiistiir. Bu ¢alismanin amaci siganlarda %70 hepatektomi sonrasi
antianjiojenik yanit degerlendirmekti. Bu amagla %70 hepatektomi sonrasi geride
kalan karacigerde rejenerasyon, anjiogenez ve antianjiogenez 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 ve
14. giinlerde degerlendirildi. Rejenerasyonun 1. giinde, anjiogenezin periportal
alanda 3. giinde; perisiniizoidal alanda 7. gilinde zirve degere ulastigini ve
antianjiojenik yanitin 5. giinde baslayip 10. giinde zirve degere ulastigin1 gordiik.
Sonu¢ olarak normal karaciger dokusunda rejenerasyon siirecinde antianjiojenik
yanitin da oldugu ve bu yanitin anjiogenezin baslangigini takiben ortaya ¢iktigini ve
karacigerin ideal kitleye ulagmasi ile birlikte sonlandigi sonucuna ulastik. Ayrica
%70 hepatektomi sonrasi rejenerasyonunu tamamlayan karaciger dokusunda bu
slirecin sona ermesini saglayan uyarinin endotel hiicre kaynakli olmayip hepatosit
kaynakli olabilecegi ve hepatositler tarafindan sentezlenen kolajen 18’in bu olaya

anjiogenezi engelleyerek onciiliik edebilecegi diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Kolajen 18, endostatin, karaciger, antianjiogenezis,

rejenerasyon

Destekleyen Kurulus: HUTF Bilimsel Arastirmalar Birimi 06 D02 101 004



ABSTRACT

Dogrul AB. Antiangiogenic response in rats after %70 hepatectomy and its
relationship with hepatic regeneration and angiogenesis. Hacettepe University
Faculty of Medicine, Thesis in General Surgery, Ankara 2008

There is a close interaction between liver regeneration and angiogenesis. After partial
hepatectomy, first hepatocyte regeneration and than angiogenesis occur and liver
reaches its optimal functional volume and mass between the postoperative 7th-10th
day in rats. Whether antiangiogenic response occurs, when it occurs and how it
progresses after partial hepatectomy in normal liver is not known. The only collagen
type known to be synthesized by hepatocytes is collagen 18. It is thought that
molecules that are produced by proteolitic pathways from collagen 18 play role in the
regulation of angiogenesis in conditions where angiogenesis is upregulated. The aim
of this study was to evaluate the antiangiogenic response after 70% hepatectomy in
rats. For this purpose we determined the regeneration, angiogenic and antiangiogenic
activity of the remnant liver on days 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10 and 14 after %70 hepatectomy
in rats. Our study showed that regeneration and angiogenesis around periportal and
perisinusoidal areas have reached the peak values on day 1, 3 and 7 respectively and
antiangiogenic response first occured on the 5th day and reached its peak value on
the 10th day. As a result, we demonstrated that in normal liver, antiangiogenic
response is also present during regenerative process and this response cessates when
liver reaches its optimal functional volume and mass. Also, we think that the
stimulus that causes the cessation of regeneration process comes from hepatocytes
instead of endotelial cells and collagen 18 produced by hepatocytes may be the

pioneer of this event by means of inhibiting the angiogenesis.

Key Words: Collagen 18, endostatin, liver, antiangiogenesis, regeneration
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1. GIRIS ve AMAC

Sicanlarda karaciger rejenerasyonu ile anjiyogenez arasinda yakin bir iliski
vardir. Parsiyel hepatektomi sonrasinda Once hepatosit rejenerasyonu, sonrasinda
anjiyogenez olusmaktadir ve rezeksiyon sonrast 7-10. giinde rejenerasyon, 12-14.
giinde anjiyogenik cevap tamamen kaybolmaktadir (1). Parsiyel hepatektomi sonrasi

7-10. giinde ise karaciger, optimal fonksiyonal hacime ve kitleye ulasir (2).

Ilgingtir ki karaciger rejenerasyonu patolojik anjiogeneze neden
olmamaktadir (3). Rejenere olan karaciger kaybolan karaciger kitlesini yerine
koymaya calisirken kontrolden cikip biiylimeye devam etmemektedir. Uygun kitle
ve fonksiyonel hacime ulasildiginda rejenerasyon sona ermektedir. Rejenerasyonu
durduran faktoriin endotel hiicresi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Cilinkii rejenere olan
karaciger rezeksiyon Oncesi hacime ulastiginda endotel hiicre ¢ogalmas1 azalmakta

ve endotel hiicre apoptozisinde artig sz konusu olmaktadir (3).

Anjiogenez bir ¢ok fizyolojik olayda gerekli olmasinin yaninda patolojik baz
olaylara da eslik etmektedir. Tiimér gelisiminin ve metastaz yapabilme yeteneginin
anjiogenez bagimli bir olay anlasilmasini takiben antianjiojenik tedavi fikri ortaya

atilmistir (4-6).

Primer tiimoriin uzaklastirilmasini takiben sessiz metastazlarin aktive olmasi
tiimor tarafindan bazi antianjogenetik molekiillerin tiretiliyor oldugunu diisiincesini
dogurmustur. Fakat sonrasinda tiimér olmadan da bu molekiillerin endojen olarak

mevcut oldugu anlasilmstir (7, 8).

C18’in karboksi ucundan proteolitik olarak iiretilen endostatin, antianjiojenik
aktiviteye sahip oldugu gosterilmis molekiillerden birisidir. C18 karaciger

hepatositlerinde iiretilen tek kollajen tiirtidiir (9).



Endostatin ve bazi diger ajanlarin tiimoriin gelisiminde ve metastaz
yapmasinda antianjiojenik aktviteleri sayesinde olumsuz etkileri oldugu birgok
caligmada gosterilmistir (10). Fakat normal karaciger dokusunda rejenerasyon
stirecinde antianjiojenik aktivitenin olup olmadigi, ne zaman ortaya ¢iktig1 ve bunun

rejenerasyon ve anjiogenez ile iliskisi gosterilmemistir.

Bu c¢alisma, sican karacigerinde %70 hepatektomi sonrasi antianjiojenik
aktiviteyi ve bunun rejenerasyon ve anjiogenez ile iliskisini ortaya koymak amaciyla

tasarlanmistir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1 Karaciger Rejenerasyonu

Fiziksel ve kimyasal hasarlanmaya karsi rejenerasyon yetenegi oldugu en iyi
bilinen organ karacigerdir (3, 11, 12). Hasara ugramis diger doku ve organlar
kendilerini onarabilirler, fakat karaciger kaybolan fonksiyonel hacmi de yerine
koyabilir. Normal karacigerde mitoz, hepatositlerin 1/20000’inde goriilmektedir (5,
11). Bu c¢ogalma hiz1; karaciger Kkitlesini, apoptosizi de dengeleyerek sabit

tutmaktadir.

Aslinda karaciger rejenerasyonu dogru bir tanimlama degildir (13).
Karaciger, kitlesini yerine koymak i¢in hiperplazi veya hipertrofiye ugramaktadir
(5). Kaybolan karaciger kitlesini yerine koymak i¢in iic mekanizma tanimlanmistir:
i) Mevcut farklilagsmis hiicrelerin ¢ogalmasi (proliferasyon), ii) Kok hiicrelerin
farklilagmas1 ve ¢ogalmasi, iii) Periportal hepatositlerin ¢ogalmasi. Hiicre kaybini
hepatosit ¢ogalmas telafi edemedigi takdirde farklilagmakta olan kok hiicrelerinden
yeni hepatositler {iretilecektir (13). Bu mekanizma da yetersiz olursa veya

engellenirse periportal hepatositlerin hipertrofisi sz konusu olacaktir (5).

2.1.1 Olgun Hepatositlerin Cogalmasi

Olgun hepatositlerin ¢ogalma katsaylar1 oldukca diisiiktiir. Hepatositlerin
%95°1 rejenerasyona katilmakta fakat hepatik lobiil boyunca ¢ogalma ayni hizda
olmamaktadir (1, 13). Periportal hepatositler daha hizli cogalirken hepatik veniillerin
cevresinde daha yavas ¢ogalma s6z konusudur (13). Bu fark portal ven ¢evresindeki
hepatositlerin yas farkindan veya portal ven kaynakli hepatotrofik faktdrlerin

konsantrasyonundaki farklilikdan kaynaklaniyor olabilir (5, 11, 14).



2.1.2 Hasarlanma Sonrasi1 Cogalma

Olgun hepatositlerin cogalmasi, fonksiyonel karaciger kitlesinin, hepatektomi

ve toksinlere veya viral nedenlere bagli olan kayb1 ile uyarilmaktadir (5, 11, 13).

Karaciger kitlesinin yerine konmasi sigan modellerinde 7-10 giin siirmektedir
(1, 5, 11). Insan karacigerinde bu olay daha uzun siirede olmaktadir. Seri halde
yapilan bilgisayarli tomografi (BT) calismalarinda, rezeksiyon sonrasi karacigerin
biiyiime hizinin (cm?®/giin) rezeksiyon miktar1 ile dogru orantili oldugu gosterilmistir.
Ayrica normal karaciger dokusunun, hastalikli karaciger dokusuna oranla aym
rezeksiyon yiizdelerinde iki kat daha hizli ¢ogaldig1 gosterilmistir. Normal
karacigerin zirve karaciger hacmine ulasmasi 1-2 ay siirerken, hastalikl

karacigerinki 3-4 ay stirmektedir (11).

Karacigerin biitiin hiicreleri hiicre kaybini takiben prolifere olsalar da ilk
sirayl hepatositler almaktadir (13). Karacigerin %70 rezeksiyonunu takiben
hepatositler dakikalar igerisinde hiicre siklusuna girmektedir (1, 5, 13). Hepatositler
12-24. saatte hiicre siklusunun S fazina girmektedir ve maksimum DNA sentezi 24-
48. saatte olmaktadir (1, 11-13, 15). Geng¢ sicanlarda hepatositlerin %35’1, yash
sicanlarda ise %25’ rejenerasyona katilmamaktadir. Karaciger rejenerasyonu

siirecinde hepatositler 1 veya 2 kez boliinmektedirler (13).

Immiinohistokimyasal ydntemle yapilan Proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) calismalarinda 36-48 saatler arasi rejenerasyonun pik yaptigi ve 72. saate
kadar bazal diizeyinden yiiksek oldugu belirtilmistir (16).

Hepatosit diizeyinde bir¢ok faktor c¢ogalmayi1 diizenlerken, fonksiyonel
karaciger kitlesini belirleyen bir diger parametre karaciger/viicut kitlesi oranidir (1,
13). Ornegin, kiiciik karaciger transplantasyonu veya karaciger rezeksiyonu

yapilmasit durumunda oOnceden belirlenen karaciger/viicut kitlesi orami elde



edilinceye kadar rejenerasyon devam etmekte iken biiyiik karaciger transplantasyonu

yapilmas1 durumunda apoptosiz gerceklesmektedir (11, 13, 17).

Siirli  karaciger rezeksiyonlarinda, rejenerasyonda anlamli bir artis
goriilmez. Genelde rejenerasyon cevabi %15°den biiyiik hepatektomilerde ortaya
ctkmaktadir (18). Yapilan karaciger rezeksiyon genisligi arttikca, rejenerasyonun
oran1 artmaktadir. Benzer sekilde rejenerasyon siliresinde de degisiklik
gozlenmektedir (19). Ornegin, %80-90 hepatektomi yapilan hayvanlarda,
rejenerasyon 24. saatte artmaya baslar, 36-96. saatlerde maksimuma ulasir ve 7.
giinde bazale doner. Yiizde 70 hepatektomilerde, 12. saatte artmaya baglar, 24-48.

saatlerde maksimum seviyesine ulasir ve 5. giinde normal seviyesine doner (19).

Hepatositlerin disinda biliyer epitel hiicreleri, siniizoidal endotel hiicreleri,
kiippfer hiicreleri ve satelit hiicreleri de ¢ogalmaktadir. Bu hiicrelerin ¢ogalmasi

hepatositlerin ¢cogalmasindan 24 saat sonra gergeklesmektedir (1).

Hepatosit ¢ogalmasini bir¢ok faktoriin karmasik etkilesimi belirlemektedir.
EGF, TGF-a ve HGF; hepatositlerdeki DNA sentezini uyaran en 6nemli faktorlerdir
(1, 13). TGF-B1 ve aktivin ise ¢ogalmanin en dnemli inhibitorleridir (5, 15). Bu
faktorlerin disinda IL-6, IL-1 ve TNF-a da diger 6nemli faktorlerdir (5, 11, 15).

2.1.3 Hepatosit Bilyiime Faktorii

Hepatosit biiylime faktorii, hepatosit DNA sentezini invitro ve invivo
sartlarda uyaran giliglii bir mitojendir. Epitelyal biiylime faktorii ve TGF-o ile
birlikte hiicre kiiltiirtinde diger faktorlere ihtiyag duymadan hepatosit ¢ogalmasini
uyarir (1). Rezeksiyon sonrasi 1. saatte serum diizeyi yiikselir ve 72. saate kadar
yliksek kalir (1). Hepatosit biiyiime faktorii reseptoriiniin fosforilasyonu, c-met,
DNA sentezi baslamadan birkac saat dncesinde gergeklesir. Maksimum mitojenik

etki gostermesi icin IL-6 ve TNF-o araciligiyla hepatosit priming olaymin



gerceklesmesi gerekir (3, 8, 11, 20). Hepatosit biiylime faktorii ayn1 zamanda giiglii
bir anjiojenik faktordiir. Endotel hiicre ¢ogalmasini, hareketini ve farklilasmasini

artirdig1 in vitro ¢alismalarda gosterilmistir (20).

2.1.4 Diger Biiyiime Faktorleri

Karaciger rejenerasyonunda DNA sentezini diizenleyen diger faktorler EGF,
TGF-a ve insiilindir. Rezeksiyon sonras1t TGF 3.saatte yiikselmeye baglar, 12-24.
saate pik yapar ve 48 saat yiiksek kalir (11).

Epitelyal biiytime faktort, tiikriik bezleri tarafindan iiretilen endokrin bir
faktordiir (1). Insiilin diger faktérler icin ko-mitojen olarak gdrev yapar fakat tek

basina hepatosit cogalmasini uyaramaz (1, 11).

Tiimdér Nekrozis Faktdor -o nin fonksiyonu kiippfer hiicrelerinin IL-6
salgilamasina baghidir. Rezeksiyon sonrasi lretimi 48. saatte pik yapar ve
mitokondriden oksijen radikallerinin saliimini1 saglayarak hepatosit kiiltiiriinde

sitotoksik etki gosterir (1, 11).

Interldkin-6, TNF-o uyarist altinda kiippfer ve satelit hiicrelerden salmr (1).
Rezeksiyon sonrasi 24. saatte iiretimi pik yapar (1, 11). IL-6, IL-1 ve TNF-a
karaciger rejenerasyonunun erken doneminde iki farkli transkripsiyon faktoriiniin
tiretimini uyarir. Bunlar post hepatectomy factor /nucleer factor kappa B’
(PHF/NF«B) ve signal transducer and activator of transcription-3 (STAT-3) diir (5,
12). Bu transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu c-fos, c-jun, c-myc gibi erken
genlerin trankripsiyonuna yol acar. Bu genlerin delesyonu durumunda hepatosit
cogalmasinda azalma veya artmis hiicre 6liimii s6z konusudur (1). Bu durum G1-
hiicre siklusu diizenleyicisi olan siklin E ve D1 bagimli kinazlarin aktivasyonundaki

azalma veya gecikmeyle agiklanabilir (5, 11).



2.2 Karaciger Rejenerasyonu ve Anjiogenez

Anjiogenez, organ gelisimi, yara iyilesmesi ve oviilasyon gibi birgok
fizyolojik olay i¢in gerekli bir siirectir (4, 5, 21). Anjiogenezi uyaran (6rn. VEGF,
FGF) ve engelleyen (6rn. thrombospondin-1, anjiostatin ve endostatin) bir¢ok faktor
arasindaki dengeye baglidir (22). Diizenlenemeyen anjiogenez neoplastik olmayan
endometriyosiz, romatoid artrit, psoOriazis, hemanjiom gibi hastaliklarda soz
konusudur (3, 4, 21, 23). Ayrica tlimor gelisimi ve metastazi da anjiogenez bagiml

olaylardir (4, 5).

2.2.1 Anjiogenezin diizenlenmesi

2.2.1.1 Bazal membran yikimi: proteolitik enzimler

Yeni kapillerlerin olugsmasi i¢in mevcut damarlarin endotel hiicrelerinin bazal
membranim1  yikarak anjiogenezin gergeklesecegi dokuya dogru ilerlemesi
gerekmektedir (4, 24, 25). Bu olay plazmin aktivatoriinin (PA) ve matriks
metaloproteinazlarinin (MMP) igbirligini gerektirir (4, 25).

Plazmin aktivator’leri plazminojeni plazmine ¢eviren proteazlardir.
Dokulardaki fibrinolitik aktivite uPA tarafindan diizenlenir. Plazmin ekstraselliiler
matriksde (ESM) bulunan fibrin, fibronectin, laminin ve proteoglikanlar gibi bircok

molekiilii pargalar. Ayrica bircok MMP leri de aktive eder (4).

Matriks Metallo Proteinazlar: ailesinin en az 16 iiyesi vardir. Yapilarma ve
tiriin duyarliliklarina gore siniflandirilir. Kolon, meme, over ve mide gibi bir¢ok

kanser tiirinde MMP aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (4, 26).



2.2.1.2 Endotel Hiicre Gocii ve Proliferasyonu

Ekstraselliiller matriks’in proteolitik yikimini takiben endotel hiicreleri bu
bolgeden goc etmeye baglarlar. Bunu endotel hiicre ¢ogalmasi takip eder. Bu olay

ESM’den salinan birgok biiylime faktorii tarafindan uyarilir.

Anjiojenik faktorler 3 ana gruba ayrilir. 1) Vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF) ve anjiopoietinler, (etkileri endotele spesifiktir). 2) Baz1 sitokinler
ve anjiojenik enzimler (6rn. FGF-2), 3) TNF-a ve TGF-a gibi makrofajlardan,
endotel hiicrelerinden ve tiimor hiicrelerinden diger faktorlerin salinimini saglayarak

dolayli etki gosterenler (15).

Bu faktorlerden en 6nemlisi VEGF dir (4, 12, 14, 15, 20).

2.2.1.3 VEGF

Endotel hiicre ¢ogalmasini ve goclinii saglayan olduke¢a giiclii bir biiyiime
faktoriidiir. Vaskiiler gegirgenlik (permeabilite) faktor olarak da bilinir (27-30).
Doku faktorii kollajenazlarinin iiretimini uyarir ve makrofaj goctinii artirir (15).

Hepatositlerle endotel hiicreleri arasindaki iletigimi saglar (28).

Yiizde 70 hepatektomi sonrasi siganlarda VEGF iiretiminin 24. saatte ortaya ¢iktigi
ve 48-72 saat sonunda tepe yaptigi gosterilmistir (12, 15). Vaskiiler endotelyal
bliylime faktdr pozitif hiicrelerin ¢ogunlugu periportal alanda yerlesmis
hepatositlerdir. Fakat siniizoidal endotel hiicrelerinin VEGF reseptor antikoru ile
boyanmasi 72-120. saatler arasinda olmustur. Bu da ¢cogalmakta olan hepatositlerden
rejenerasyon sirasinda salinan VEGF’in endotel ¢ogalmasini sagladigini gostermistir

(12, 15).



Ishikawa ve ark. VEGF mRNA’sinin %70 hepatektomi sonrasi 3-7. giinler
aras1 artig gosterdigini, immiinohistokimyasal olarak da VEGF’in hepatositlerde yine
ayni giinlerde ekspresyonunun arttigin1 gostermislerdir (31). Prolifere olan
hepatositlerden salinan VEGF’in siniizoidal endotel hiicre proliferasyonunu

sagladig ileri siirtilmiistiir (31).

2.2.1.4 VEGHF tipleri ve reseptorleri

Bir ¢ok tipi tanimlanmistir. Bunlarin baslicalar1 plasenta biiytime faktori
(PIGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E’dir (32). Ug¢ farkli
reseptoril vardir; VEGF-1 (flt-1), VEGFR-2 (kdr/flk-1) ve VEGR-3 (flt-4) (5, 7, 26,
28, 32). Bunlar tirozin kinaz reseptorleridir (5, 7, 14, 26-29, 33).

Karaciger rejenerasyonu esnasinda ilk eksprese edilen VEGF reseptoriiniin
flt-1 oldugu, bunun da endotel hiicre gogalmasinin basgladigi zamanla es zamanl
oldugu; flk-1 ekspresyonunun ise endotel hiicre ¢cogalmasinin tepe yaptig1 zamanla
es zamanli oldugu ve 5 giin yiiksek kaldig1 gosterilmistir. Fakat flt-1 ve flk-1’in
karaciger rejenerasyonunda veya endotel hiicre ¢ogalmasinda farkli fonksiyonlar

olup olmadigi gosterilememistir (23).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktor-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2’ye baglanarak aktive
edebilir (32, 34). VEGFR-1 daha c¢ok hepatositlerden HGF ve IL-6 salmimim
uyarirken, VEGFR-2 endotel hiicre ¢ogalmasinda rol alir (32). Tip 1 reseptor
spesifik olarak uyarildiginda endotel hiicre ¢ogalmasi olmadan sadece hepatosit
cogalmasi oldugu goriilmistiir (5, 28). VEGF-A ve VEGF-B normal ve patolojik
anjiogenezde rol alirken VEGF-C ve VEGF-D lenfanjiogenezde gorev alir (26, 32).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktdr’in gosterilmis ilk fonksiyonu vaskiiler
gecirgenligi artirmasidir (32). Plazma proteinlerinin damar disina ¢ikmasi endotel
hiicreleri i¢in fibrinden olusan bir zemin saglamaktadir. Arter, ven ve lenfatik

damarlar tizerine olduk¢a mitojenik etkiye sahiptir (21, 31, 32). Matriks Metallo
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Proteinazlar1 ve PA’lerinin {iretimini de artirdigi gosterilmistir. Ayrica vaskiiler
adhezyon molekiillerinin ve intraseliiler adhezyon molekiillerinin endotel hiicreleri
tizerinde ekspresyonunu sagladigi gosterilmistir. Dentritik hiicrelerin matiirasyonu
tizerinde olumsuz etki yaparak immiin sistemi {lizerine olumsuz etki yaptigi
disiinilmektedir (5, 34). Monosit kemotaksisini artirdigr ve karbon tetra kloriir
(CCLy4)’e bagh gelisen karaciger hasarini azalttigr gosterilmistir (34). Patolojik
anjiogenezden de sorumlu oldugu bircok c¢alismada gdsterilmistir (diabetik

retinopati, romatoid artrit vb.) (29).

Iyotla isaretli rekombinan VEGF kullanilarak yapilan ¢alisma da VEGF’in
bircok dokudaki mikrovaskiiler yapilara baglanabilecegi gdosterilmistir. Bu
bolgelerdeki kapiller yapilarin gegirgenlik 6zelliklerinin az veya ¢ok olmasindan

etkilenmedigi goriilmiistiir (21).

Anti-VEGF antikoru olan Bevacizumab’in metastatik kolon kanserinde,
meme ve akciger kanserinde kemoterapiyle birlikte kullanildiginda yasam siiresine
olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (30, 32, 35, 36). Tiimoriin radyoterapiye olan
duyarliligin1 da arttirdig1 gosterilmistir (37). Endostatin ile kombine edildiginde ise
HCC modellerinde daha giiclii etki gosterdigi anlagilmistir (38).

2.3 Tiimoral anjiogenez

2.3.1 Tiimor gelisiminde anjiogenezin rolii

Anjiogenez, normal ve tiimdral doku gelisimi i¢in gereklidir (32). Birgok
eriskin kisinin viicutlarinda birden ¢ok organda anjiojenik olmayan in situ kanser
odagi bulundugu fakat bunlarin sadece 1/600’liniin anjiojenik fenotipe gecerek
tiimor olusturdugu bilinmektedir. Endojen antianjiojenik molekiilerin bu degisimi

engelledigi ve fizyolojik anjiogenezi de sinirlandirdigi diisiiniilmektedir (39).
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Anjiogenez, solid tiimorlerin gelisimi ve metastaz yapabilmesi igin c¢ok
onemlidir (7, 22, 24, 32, 40). Tiimoriin avaskiiler fazdan vaskiiler faza ge¢mesiyle
birlikte timor biiylime hizinin 20 kat arttigi gosterilmistir (6). Avaskiiler fazda
2mm?*’den daha kii¢lik bir halde kaldig1 goriilmiistiir. Vaskiilarizasyonu engellenen
tiimorlerin biiyiimeden sessiz kaldig1 goriilmiistiir. Timor dokularindaki mikrodamar

yogunlugunun da prognozla direk iligkili oldugu gosterilmistir (6).

Prolifere olan endotel hiicreleri, timor hiicrelerinin biiylimesi, invazyon
yapabilmesi ve yasamalari i¢in bircok biiylime faktorii iiretirler. Yani, anjiogenez

biiyiiyen tlimor hiicreleri i¢in hem perfiizyon hem de parakrin etki saglar (25, 30).

Tiimdral anjiogenez farkli organlarda degisiklik gostermektedir. Ornegin,
insan renal karsinom hiicreleri renal kapsiile implante edildiginde subkiitan
implantasyondan 10-20 kat daha fazla FGF iiretmektedir. Benzer sekilde insan kolon
kanseri  hiicreleri karacigere implante edildiklerinde subkiitan implante

edildiklerinden daha az VEGF eksprese etmektedirler (41).

Bu bilgiler 1s18inda 1970°’li yillarda antianjiojenik tedavi fikri ortaya

atilmastir.

2.3.2 Antianjiojenik ajanlar

Timor gelisiminin anjiogenez bagimli bir olay olmasinin anlasiimasiyla
birlikte tiimor vazkiilarizasyonunu hedef alan ajanlar gelistirilmeye ¢alisilmistir (6,

40).

Viicutta dogal olarak antianjiojenik aktivitesi oldugu bilinen molekiillerin
varligi uzun siiredir bilinmektedir. Antianjiojenik faktorlerin etki mekanizmalar
farklilik gostermektedir. Anjiogenezi ve neovaskiilarizasyonu engelleyebilecek
molekiillerin bulunmasinda iki yaklagim s6zkonusudur. 1) Vaskiilarizasyonu ve hali

hazirda devam eden anjiogenezi azaltan ajanlar 2) Anjiogenez olayinda rol aldig:
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bilinen mekanizmalar1 engelleyen ajanlar (6rn.anti-VEGF antikorlari) (7, 32). Bir
baska yaklasim ise endotel hiicre gogalmasimi ve gogilinii engelleyecek ajanlarin
bulunmasidir (TNP 470, B-siklodekstrin, D-penisilamin vs.) (25).

Timor anjiogenezini inhibe ettigi gosterilmis en Onemli anjiostatik ajanlar
anjiostatin ve endostatindir. Tiimoral proteolitik aktivite ile endojen olarak
plazminojenden ve C18’den firetildigi anlasilan bu molekiillerin deneysel tiimor
modellerinde tiimoral anjiogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (7). Ayrica bu
molekiillerin sadece giiclii birer antianjiojenik ajan olmalar1 yaninda primer tiimoriin
ve metastazlarinin biliylimesinde de anjiogenezi artiran ve azaltan molekiiler

arasindaki dengede de rol alarak etkili oldugu diisiiniilmektedir (7).

Primer timoriin  ¢ikartilmasim1  takiben metastatik tiimorlerin - hizla
bliylidiigiiniin goriilmesi iizerine endostatinin baslangigta tiimor tarafindan tiretildigi
diistiniilmiistiir (42, 43). Bu da anjiojenik bir tiimérde neden antianjiojenik
molekiiliin tretilecegi sorusunu giindeme getirmistir. Bunun anjiogenezin ortaya
¢ikmasiyla iiretimi engellenmis olan molekiilin daha sonra iiretimi {izerindeki
engellenmenin ortadan kalkmasi veya daha Oncesinde antianjiojenik olmayan 6ncii
bir molekiilden tiimdr biiylimesine eslik eden proteolitik aktiviteyle birlikte bu

molekiilden antianjiojenik bir molekiiliin tiretiliyor olabilecegi diistintilmiistiir (10).
2.4 Endostatin
2.4.1 Tarihce
[lk olarak 1997 yilinda O’Reilly ve arkadaslar1 endostatini murin
hemanjioendotelioma hiicrelerinden izole etmeyi basarmiglardir. Sistemik endostatin

tedavisi sonrasinda tiimdral anjiogenezi neredeyse tama yakin baskiladig:

gosterilmistir (10, 42).
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Bu molekiiliin mikrosekans analizi yapildiginda C18’in karboksi ucuna

benzerlik gosterdigi anlagilmistir (10, 39, 44, 45).

Endotel hiicre ¢ogalmasini inhibe eden molekiil saflagtirildiktan sonra 18
aminoaside sahip N-terminal kisminin aslinda C18’in nonkolajenéz (NC1) alaninin
karboksi ucu ile ayn1 molekiil oldugu anlagilmistir ve bu molekiile endostatin adin

vermislerdir (10, 42, 45-47).

C18’den endostatinin nasil bir islem sonucu meydana geldigi tam olarak
bilinmememektedir. C18’in kollajenaz olmayan bolgesindeki alanin-histidin baginin
iki basamakli bir islemle yikimi sonucu olustugu bilinmektedir. Ilk basamagmn
MMP, ikinci basamagin ise elastaz ailesi tarafindan gergeklestirildigi diisiiniilmiistiir
(45, 48). Felbor ve ark. ise tlimor hiicreleri tarafindan salinan katepsin- L’nin
endostatin iiretiminden sorumlu oldugunu MMP’lerin ise ayni proteolitik yolla

tiretilen farkli molekiiller tirettigini ileri siirmiislerdir (45, 49).

2.4.2 Kolajen 18 ve Endostatin

Oh ve arkadaglar1 1994 yilinda diger kollajenlerden farkli yapiya sahip
ekstraselliiler matriks proteinlerinin bir alt grubu oldugu diisiiniilen kollajen 18’1

(C18) tanmimlamuslardir (44).

Kollajen a-1(XVII)’in niikleotid analizi 10 tane 3’1 helikal yap1 igerdigini
ve bu helikal yapilarin 3°1i olmayan helikal yapilarla kusatildigini gostermistir (44).
Insan ve fare C18’lerinin amino uglarindaki farkliliga bagli 3 varyasyonunun
olabilecegi fakat karboksi uclarinin ve 3’lii helikal yapilarinin ayni oldugu

anlasilmistir (44, 50).

Hepatositlerde sentezlendigi bilinen tek kolajen tiirii C18’dir (22). Normal

insan karaciger dokusunda C18’in iki formu sentezlenmektedir (9, 40). Kisa formu
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bazal membranlarda bulunurken, uzun formu ise ¢ok biiylik oranda karacigerde
bulunmaktadir (40). Kisa ve uzun formunun 2 farkli promoter bolgesi ve amino
uclarinda sirastyla 303 ve 493 aminoasitlik (aa) kolajen yapida olmayan kisimlari
mevcuttur. Fakat benzer yapida olan 301 aa’lik NC1 kism1 ve kolajen yapida olan ve
olmayan karboksi u¢ kisimlar1 vardir (9, 40, 51, 52).

Uzun formu normal ve tiimoral hepatosit hiicrelerinde eksprese edilirken, kisa
formu primer ve sekonder karaciger tlimorlerinin ekstraselliiler matriksinde
bulundugu ve miyofibroblast ve satelit hiicreleri tarafindan sentezlendigi insan
karaciger biyopsi Orneklerinde yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Ayni ¢alismada

uzun formunun ¢dziilebilen bir pazma proteini oldugu da gosterilmistir (51).

Farkli insan dokularinda yapilan ¢alismada kisa formunun bir¢ok dokuda
bulunabildigi, fakat uzun formunun ise en fazla karaciger siniizoidlerinde oldugu
gosterilmistir (40). C18’in daha cok perikapiller yerlesimli olmasinin anjiogenezin
arttigi durumlarda C18’den proteolitik olarak iiretilen molekiillerin anjiogenezin

diizenlenmesinde rol aldig1 diisiiniilmiistiir (52).

C18‘in vaskiilarizasyonu ¢ok olan karaciger, akciger ve bobrek gibi bircok

organda bulundugu ve %90’ min karacigerde oldugu gosterilmistir (44, 53, 54).

C18 ve kolajen 15 (C15)‘in karboksi uglarinin ti¢lii helikal kisimlarinin
benzer oldugu ve helikal olmayan kisimlarinin da aminoasit dizilimi agisindan %60
benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bu iki kollajen tiirlintin ekstraselliiler matriksin bir
tiyesi oldugu ve diger kollajen tiirlerinden farkli oldugu diistiniilerek multipleksinler

(multiple helix domains and interruptions) olarak adlandirilmiglardir. (4, 44).

C18’in 38 kDa’lik NCI kisminin endostatinle, heparine ve fibulin-1 ve

fibulin-2 gibi mikrofibrillere baglanma kapasitesinin ayni oldugu anlasilmistir (53) .

NCTI’in ~50 aa’lik N-terminal, proteazlara hassas ~70 aa’lik mentese bolgesi

ve endostatin olarak nitelendirilen ~180 aa’lik C-terminalinden ibaret oldugu
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gosterilmistir. Mentese kismi endojen proteolitiklere hassas kismidir. Endostatinin
proteolitik yikiminin farkli yollardan olabilecegi ve bununda parakrin ve endokrin
etki gosterecek farkli endostatinlerin tliretimine yol agabilecegi belirtilmistir (4, 46,

53, 55).

Doku ve serumda endostatin benzeri ebatlar1 olan endostatin (22kDa) ile NCI
monomeri (38kDa) arasinda degisen farkli proteinlerin oldugu ortaya c¢ikmistir.
Insan ve fare NC1’inin mentese kisminda 11 farkli proteolitiklere hassas nokta
bulunmustur. Bu da farkli proteolitik yollarin oldugunu diisiindiirmiistiir (53).
Immiinohistokimyasal ¢aligmalarda dokulardaki molekiillerin NC1’e, aort ve
dolagimdaki molekiillerin ise endostatine daha ¢ok benzer oldugu goriilmistiir (4,

46).

C18’in NCI1 kisminin iiglii-helikal olmayan kisminin farelerde 315 aa,
insanlarda 312 aa dizininden olustugu ve endostatine denk gelen kisimlarinin ise
farelerde 130-315. aa ler, insanlarda 129-312. aa ler aras1 oldugu gdsterilmistir (53).
Molekiiler agirligi ~22 kDa oldugu belirtilmistir (10, 53).

Normal karacigerde C18’in agirlikli olarak perisiniizoidal aralikta ve bazal
membran alanlarinda bulundugu gosterilmistir (52). C18’in ana kaynaginin
hepatositler oldugu daha az oranda endotel hiicrelerinde ve bilier epitel hiicrelerinde
de tretildigi saptanmustir (22, 50, 54). Sirotik karacigerde ise aktif fibrozis
durumunda miyofibrolast C18 iiretimini 13 kat artirdigi, aktif olmayan fibrozis de
ise 2 kat artirdig1 hepatositlerin ise her iki durumda da C18 {iretimini 2 kat artirdigi
goriilmiistlir. Yani normal karacigerde C18 kaynaginin hepatositler oldugu, sirotik
karacigerde ise satellite hiicrelerin oldugu ve C18’in bazal membranin yeniden

yapilanmasinda rol oynadig1 sonucuna varilmistir (22, 54).

Bir bagka calismada ise akut fibrozisde C18 iiretiminin sabit kaldigi, kronik

fibrozisde ise artig gosterdigi saptanmustir (50). Ayrica HCC hiicrelerinde iiretiminin
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arttigi bunun da timor endotel hiicreleri i¢in c¢ogalmayr artirabilecek bir rol

oynayabilecegi diistiniilmistiir (50, 51).

Guenther ve ark., kolorektal kanserli hastalarda yaptig1 ¢calismasinda, C18’in
endotel hiicrelerinde, miyofibroblast ve fibroblastlarda iiretildigini fakat kanser
hiicresi tarafindan iiretilmedigini gostermislerdir. Ayni calismada over kanserli
hastalarda C18’in hem timdr hem de stromal hiicreler tarafidan {retildigini

gostermislerdir (56).

Insan ve fare C18¢lerinin %79 oraninda benzer yapida oldugu ve en fazla
benzerligin son 184 aa’lik kisimlarinda oldugu ve bu kisminda C18’den proteolitik

olarak salinan 20 kDa agirligindaki endostatin oldugu anlasilmistir (9, 52).

Tiimoral dokuda sirotik dokuya, sirotik dokuda da normal karaciger dokusuna
kiyasla daha fazla C18 iiretildigi gosterilmistir (57). Endostatin diizeyinin normal ve
sirotik karacigerde artan rezeksiyon ylizdeleriyle birlikte arttig1 gosterilmistir (58).
Bu da normal karacigerde hepatektomi sonrasi rejenerasyon kapasitesi ile serum
endostatin diizeyi arasinda anlamli bir ilisgki oldugunu ortaya koymustur. Sirotik
karacigerde ise endostatin diizeyinin karaciger rejenerasyonu ile iliskisiz oldugu

gosterilmistir (58).

2.4.3 Endostatinin Antianjiyogenik Etkisi ve Klinik Ozellikleri

Endostatin 65 farkli timdr tipinde etkili oldugu ve insan genomunda patolojik
anjiogenezden sorumlu olanlarin %12’sini modifiye ettigi gosterilmistir. Kanser
tedavisinde FDA tarafindan onaylanan ilk antianjiojenik molekiildiir. Ayrica
ekstraselliiler matriksten koken aldigr anlasilan ilk antianjiojenik ajandir.

Rekombinan endostatin ilk olarak E.Coli’de tiretilmistir (39, 47).

Endojen antianjiojenik ajanlardan en genis spektruma sahip olan1 ve en az

toksik olan1 endostatindir. Hastalara 3.5 y1l hergiin uygulandiginda bile hicbir toksik
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etki ve direng gelismedigi goriilmiistiir. Yara iyilesmesine olumsuz etki yapmadigi

gosterilmistir (4, 47).

Endotel hiicre ¢ogalmasini, gociinii ve tiip formasyonunu engelledigi, endotel
hiicrelerinde apoptosizi artirdigi ayrica VEGF aracil1 vaskiiler gegirgenlikteki artist
azaltig1 bilinmektedir (45, 59). Endotel hiicre gbg¢iinii baz1 tiimor tiplerinde prolifere
olan endotel hiicrelerinde eksprese olan osf; integrine baglanarak yerel kinazlarin

fosforilasyonunu engelleyerek azalttig1 gésterilmistir (4, 39, 59-63).

Endostatinin antianjiojenik etkinliginin E-selektine baglanmasina bagh
olabilecegi ve ayrica metalloproteinaz 2, 9 ve 13’iinde aktivitesini engellemekte
oldugu diistiniilmiistiir (64). Endotel hiicrelerinde endostatin aracligiyla olusan
intraseliiler sinyalin, endotel hiicrelerin ¢ogalmasiyla iliskili genleri engelledigi
anlasilmistir. Insan genomunun %90’1n1 igeren bir ¢aligmada endostatine maruz
kalinmast durumunda bu genlerin %12’sinin insan mikrovaskiiler endotel

hiicrelerinde liretiminin arttig1 gosterilmistir (47, 60, 61, 65).

Endostatin NH, ucunda 3 histidin ve aspardik asit araciligiyla bir ¢inko (Zn)
atomu baglar. Heparine baglanma o6zelligi ise 3 boyutlu yapisindaki arjininle
iliskilidir. Endostatinin heparin baglama 06zelligi hiicre yiizeyi ile iliskisini
saglamaktadir. NC1 kismi ise bazal membrandaki laminin ile iliskilidir. Bu da
endostatinin farkli bolgelerinin farkli biyolojik etkileri olabilecegi diislincesini
dogurmustur. Yapilan ¢alismalarda endostatinin Zn baglayan 27 aa’lik kisminin
antianjiojenik aktiviteden sorumlu oldugu anlasilmistir. Zn baglamasiin antitimor

ve antimigrasyon aktivitesi i¢in gerekli odugu gosterilmistir (60).

Endostatinin kristal yapist olmasi heparin baglayan kisminin olabilecegini
ortaya ¢ikarmis ve fibronektin ve C18 kaynakli endostatinin FGF’in heparan sulfat

reseptorlerine baglanmasini engelleyebilecegi 6ne siiriilmiistiir (4).
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Endostatinin, sitotoksik kemoterapotiklerin aksine, yavas bilylime hizina
sahip tiimérlerde daha ¢ok etkili oldugu anlasilmustir. Intratiméral mikrovaskiiler

yogunlugu azalttig1 gosterilmistir (47).

Fare serum ve idrarinda endostatin diizeyinin 1204+12 ng/ml ve 22+13 ng/ml
oldugu saptanmistir. Farenin beyin, iskelet kasi, kalp, bobrek, testis ve karacigerinde
ise 0.3-2 pg/ml oraninda artan miktarda oldugu gosterilmistir (53). Endotel hiicre
cogalmasim engelleyici konsantrasyonunun farelerde 3x10® M veya daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (55). Doku ve serumdaki endostatin konsantrasyonu arasinda
fark olmasi1 muhtemelen ESM proteinleri ile iligkili endostatin havuzu oldugu ve

proteolitik yikimi sonucu serum formunun elde edildigi diistiniilmiistiir (4).

Fare ve insan endostatininin protein yapilarinin %86 6zdeslik gosterdigi ve
%90°dan fazla benzerlik gosterdigi anlagilmistir. Insan serumunda endostatin oldugu
anlasilmas1  lizerine, ekstraselliller matriksdeki vaskiiler yapilarin  bazal
membranlarinda bulunan endostatinin parakrin etkisi yaninda, endokrin etkisininde

olabilecegi ileri stirlilmiistiir (55) .

Endostatin, 10-100 mg/kg/giin doz araliginda kullanildiginda tiimorlerin %47
ile % 91 arasinda yanit verdigi goriilmiistiir (47). Endostatin tedavisine yanitin
bifazik U seklinde doz-yanit egrisi ¢izdigi goriilmiistiir. Optimum yanitin ¢ok diisiik
ve ¢ok yliksek dozlarda oldugu bildirilmistir (39).

Down sendromlu hastalarda C18’in 3 kopyasi oldugu i¢in, bu kisilerde serum
endostatin diizeyi diger insanlara kiyasla 1.6 ile 2 kat daha fazla olmaktadir. Bu
sendromun goriildiigli kisilerde testikiiler kanserler ve megakaryositik losemiler
hari¢, diger biitiin tiimorlerin beklenenin 1/10’undan daha diisiik oldugu
gorilmiistiir. Ayrica Diabetes Mellitus insidansi bu kisilerde diger populasyonla ayni

olmasina ragmen diyabetik retinopatinin hi¢ goriilmedigi bildirilmistir (39).
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Endostatin tedavisinin aterosklerotik plak gelisimini %85 oraninda

engelledigi deneysel ¢aligmalarda gosterilmistir (39).

Deneysel caligmalarla endostatinin farkli dokularda (subkiitan doku,

karaciger ve akciger) kolon ve renal karsiomun gelisimini engelledigi gosterilmistir

(41)

Hepatoselliiler karsinomlu (HCC) hastalarda ameliyat Oncesi serum
endostatin diizeyine bakildiginda yiiksek degere sahip hastalarin daha uzun yasam
stiresine sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica VEGF ve FGF gibi anjiojenik faktor
diizeyi ile de dogru iliskili oldugu anlagilmistir (66, 67).

Hepatoselliiler karsinomlu’li hastalarda diisiik C18 diizeyine sahip hastalarda
timor capiin daha biiylik oldugu goézlenmistir. Ayrica yiiksek mikrovaskiiler
yogunluga sahip olduklar1 da gosterilmistir. Daha az C18 eksprese eden tiimorlerin 2

yillik rekiirrens orani yiiksek olanlarinkinden 2.2 kat daha fazla olmustur (40).

Bagka bir calismada ise yliksek endostatin/C18 diizeyi ve VEGF diizeyinin
oldugu HCC’li hastalarda yasam siiresinin daha kisa oldugu ve rekiirrensle de dogru

iliskili oldugu gosterilmistir (68).
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3. ARACLAR VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar: ve Protokolii

Bu calismani finansal destegi Hactepe Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel

Aragtirmalar Birimi tarafindan saglanmistir (proje no:06 D02 101 004).

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezinde
gerceklestirilen bu ¢alismada, T.C Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanligi
Serum Ciftliginden elde edilen, agirliklar1 250-350 gr arasinda degisen, standart
laboratuvar yemi ile beslenen, 64 adet Wistar Albino cinsi disi sicanlar
kullamlmistir. Calisma igin Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlarn Etik

Kurulunun 05.01.2006 tarih, 2005 kayit ve 2005/72-5 karar numarali izni alinmistir.

Deney protokoliinde siganlar her grupta 8’er sigcan olacak sekilde 8 alt gruba

ayrildi. Gruplar 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14. giin gruplar1 olarak belirlendi.

e Grup 1: Laparotomi sonrasi, karacigerde C18, rejenerasyon ve VEGF diizeyi
degerlendirildi.

e Grup 2: %70 hepatektomi sonrasi, 24. saatte kalan karacigerde CI18,
rejenerasyon ve VEGF diizeyi degerlendirildi.

e Grup 3: %70 hepatektomi sonrasi, 48. saatte kalan karacigerde C18,
rejenerasyon ve VEGF diizeyi degerlendirildi.

e Grup 4: %70 hepatektomi sonrasi, 72. saatte kalan karacigerde C18,
rejenerasyon ve VEGF diizeyi degerlendirildi.

e Grup 5: %70 hepatektomi sonrasi, 120. saatte kalan karacigerde CI18,
rejenerasyon ve VEGF diizeyi degerlendirildi.

e Grup 6: %70 hepatektomi sonrasi, 7.giinde kalan karacigerde C 18,

rejenerasyon ve VEGF diizeyi degerlendirildi.
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e Grup 7: %70 hepatektomi sonrasi, 10.giinde kalan karacigerde CI18,
rejenerasyon ve VEGF diizeyi degerlendirildi.

e Grup 8: %70 hepatektomi sonrasi, 14. gilinde kalan karacigerde Cl18,
rejenerasyon ve VEGF diizeyi degerlendirildi.
Deney hayvanlar1 oda sicakliginda, 12 saatlik giindiiz/gece dongiistinde

tutulmuslardir. Normal musluk suyu ve standart sican yemi ile beslenmislerdir.

3.2. Anestezi

Tiim cerrahi gruplar icin genel anestezi, 5 mg/kg xylasine (Rompun Bayer,
Tiirkiye) ve 30 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar Panker Davis, Tiirkiye) karisimi

intraperitoneal verilerek saglandi.

3.3. Cerrahi Teknik

Aseptik sartlarda 2 cm’lik orta hat laparatominin ardindan, Higgins ve
Anderson’un tanimlamis oldugu karaciger sol anterior ve median loblarinin
pedikiilleri, koroner, sol lateral ve gastrohepatik ligamentler serbestlestirildikten
sonra 2/0 ipek ile baglandi ve rezeksiyon yapild1 (Sekil 3.1) (69). Hepatektomi
sonrasi geride kalan karaciger dokusu kanama ve konjesyon agisindan kontrol edildi.
Karn igine 10 mm’lik %0.9’luk serum fizyolojik soliisyonu verilerek karin orta hatti
3/0 ipek (Merksilk, Ethicon, Jhonson& Jhonson Medical Limited, ingiltere) ile 2 sira
seklinde kapatildi. Islem sonrasi siganlar etiiv aletinde anestezi etkisi ortadan

kalkincaya kadar standart sicaklikta tutulmuslardir.
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Sekil 3.1 Sigan karacigerinin sol anterior ve median lobunun serbestlestirilmis hali

3.4 Karaciger Rejenerasyonunun Belirlenmesi

Yiizde 70 hepatektomi sonrast sican karacigerindeki rejenerasyon diizeyi

immiinohistokimyasal yontemle PCNA aktivite indeksine bakilarak belirlenmistir.

Proliferating cell nuclear antigen 36kDa molekiiler agirliginda bir proteindir.
Siklin olarak da bilinir. Hiicre siklusunun G1 ve S fazlarinda sentezlenir.
Deoksiriboniikleikasit (DNA) polimeraz i¢in kofaktor gorevi goriir. Bu proteinin iki
formu vardir. Replikasyonda yer almayan ¢oziiniir formu ve ¢ozilinlir olmayan DNA
sentezi ile iligkili formu ki bu formu hiicre niikleusunda bulunmaktadir.
Deoksiriboniikleikasit sentezinin arttigi durumlarda niikleusdaki ekspresyonunun

artis1 immiinohistokimyasal olarak gdsterilebilmektedir (16, 70,71).
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Sican karacigerleri hepatektomi sonrasi 1 giin %10 luk formaldehit soliisyonu
icinde bekletildi. Daha sonra en genis yiizeyleri goriilecek sekilde parga alindi. Rutin

doku takibi yapilarak parafin bloklar elde edildi.

Parafin bloklardan 4 pm kalinliginda boyasiz kesitler hazirlanarak PCNA

immiinohistokimyasal yontemle asagida belirtildigi gibi boyanmustir.

1. Kesitler 80 °C de bir saat deparafinize edildi.

2. Ksilen’de 10-15 dakika ve alkolde 5-10 dakika bekletildi.

3. Distile su ile yikandi.

4. Antijenlerin ortaya konulmasi (retrieval).
a) %10’luk fosfat tampon soliisyonu (FTS) hazirlandi.
b) Mikrodalga firina dayanikli plastik sale i¢ine yerestirildi.
¢) Uzerine %10’luk antigen retrieval soliisyonu konuldu.

d) Mikrodalgaya dayanikli genis bir kap i¢ine su doldurularak
mikrodalga i¢ine yerlestirildi.

e) Mikrodalga maksimum giigte ¢alistirildi.

f) Sale icindeki soliisyon kaynamaya basladiginda mikrodalga firin
kapatildi.

g) Daha sonra firin %50 gii¢ azaltilarak 30 saniye ¢aligtirilip 5 saniye
beklendi ve ayni isleme 15 dakika devam edildi.

h) 15 dakika sonunda sale mikrodalga i¢inden c¢ikartilarak oda

sicakligina gelmesi beklendi.
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1) Daha sonra birkag defa distile su ile ¢alkalandiktan sonra FTS i¢ine
alind1.

5. Distile su ile tekrar yikandi.

6. Yiizde 3’liikk H,O, ile 10 dakika Peroksidaz blokaj1 ( Polyvalent UltraTek
Lab Pack Kit, ScyTek Laboratuvari, Logan, Utah, ABD) yapildu.

7. Distile su ile yikandi.
8. FTS’de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.

9. Takara PCNA Ab-1 antikoru damlatildi (NeoMarkers' (Cat. #MS-106-P),
Labvision Corporation, Fremont, California, ABD ) ve 30 dakika kadar bekletildi.

10. FTS’de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.

11. DAKO Universal LSAB 300 Immiinohistokimya kitinde (IHK) (DAKO
Cytomation, Glostrup, Danimarka) 10 dakika bekletildi.

12. FTS’de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.

13. DAKO Universal IHK kitinde 10 dakika bekletildi.

14. FTS’ de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.

15. DAKO Universal IHK Kitindeki kromojende 10 dakika bekletildi.
16. Musluk suyu ile yikandi.

17. Hematoksilen ile kars1 boyama yapildi.

18. Alkolden gegirildi, kurutuldu ve ksilene alinip kapatildi.
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Degerlendirme, PCNA immiin reaktivitesinde niikleer boyanma anlaml
olarak kabul edilmis ve nekroz alanlarindan uzakta seg¢ilmis 1000 hepatosit
sayllmigtir. PCNA indeksi 1000 hiicre sayimmi sonrasi niikleer immiinreaksiyon

gosteren hiicrelerin ylizdesi belirlenerek yapilmistir.

3.5 Anjiogenezin Belirlenmesi

Yiizde 70 hepatektomi sonrasi sicanlarda anjiogenez periportal ve
perisiniizoidal alandaki hepatositlerde immiinohisokimyasal yolla VEGF aktivitesine

bakilarak degerlendirilmistir.

Parafin bloklardan 4 pum kalinliginda boyasiz kesitler hazirlanarak VEGF

immiinohistokimyasal yontemle asagida belirtildigi gibi boyanmustur.

1. Kesitler 80 °C de bir saat deparafinize edildi.

2. Ksilen’de 10-15 dakika ve alkolde 5-10 dakika bekletildi.

3. Distile su ile yikandi.

4. Antijenlerin ortaya konulmasi (retrieval).
a) %10’luk fosfat tampon soliisyonu (FTS) hazirlandi
b) Mikrodalga firina dayanikli plastik sale i¢ine yerestirildi.
¢) Uzerine %10’luk antigen retrieval soliisyonu konuldu.

d) Mikrodalgaya dayanikli genis bir kap icine su doldurularak
mikrodalga i¢ine yerlestirildi.

e) Mikrodalga maksimum giicte ¢alistirildi.
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f) Sale icindeki soliisyon kaynamaya basladiginda mikrodalga firin
kapatildi.

g) Daha sonra firin %50 gii¢ azaltilarak 30 saniye ¢aligtirilip 5 saniye
beklendi ve ayni isleme 15 dakika devam edildi.

h) 15 dakika sonunda sale mikrodalga i¢inden c¢ikartilarak oda

sicakligina gelmesi beklendi.

1) Daha sonra birka¢ defa su distile su ile c¢alkalandiktan sonra STS

i¢ine alindi.
5. Distile su ile tekrar yikandi.

6. Yiizde 3’liik H,O, ile 10 dakika Peroksidaz blokaj1 ( Polyvalent UltraTek
Lab Pack Kit, ScyTek Laboratuvari, Logan, Utah, ABD) yapildu.

7. Distile su ile yikand.
8. FTS’de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.

9. Takara VEGF antikoru damlatildi (NeoMarkers' VEGF Ab-1 (Cat. #RB-
222-R7), Labvision Corporation, Fremont, California, ABD ) ve 30 dakika
kadar bekletildi.

10. FTS de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.

11. DAKO Universal LSAB 300 immiinohistokimya kitinde (IHK) (DAKO
Cytomation, Glostrup, Danimarka) 10 dakika bekletildi.

12. FTS’de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.
13. DAKO Universal IHK kitinde 10 dakika bekletildi.

14. FTS’de herbiri 5 dakika olacak sekilde 3 kez bekletildi.
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15. DAKO Universal IHK Kitindeki kromojende 10 dakika bekletildi.
16. Musluk suyu ile yikandi.

17. Hematoksilen ile kars1 boyama yapildi.

18. Alkolden gegirildi, kurutuldu ve ksilene alinip kapatildi.

Degerlendirme; VEGF immiinohistokimyasal boyanmasi periportal ve
perisiniizoidal olarak iki farkli alanda degerlendirildi. Periportal alanda portal alanm
cevreleyen VEGF pozitif hiicreler tek sira olusturdugunda +1, 2 sira olusturdugunda
+2 ve daha fazla siralanma gosterdiginde +3 olarak degerlendirildi. Perisiniizoidal

hiicrelerin pozitifligi ise benzer sekilde +1, +2, +3 olarak degerlendirildi.

3.6 Antianjiogenezin belirlenmesi

Yiizde 70 hepatektomi sonrasi sigan karacigerindeki antianjiojenik aktivite

RT-PCR yontemi ile C18 diizeyine bakilarak belirlenmistir.

3.6.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu icin RNA izolasyon kiti (RNAaz, QIAGEN, Valensia,
ABD) kullanilarak gergeklestirildi.

3.6.1.1 Yontem

Homojenizasyon: 215-220 mg doku Ornegi alinarak sivi nitrojen iginde
havanda homojenize edildi.

I- Homojenize edilmis Ornekler, kullanilmadan &nce igine %1 [-
Merkaptoetanol ilave edilmis 350 ul RLT tamponu ile pipetle ¢ekip birakmak
suretiyle pargalandi.

2-Uzerine esit miktarda steril DEPC su ile sulandirilmis %70 etanol ilave
edildi ve 2 ml’lik toplama tiipii iizerine yerlestirilmis olan kolon iizerine pipetlendi.

3-Tiipler 13000 rpm’de 30 sn santriifuj edildi.
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4-Toplama tiipiindeki s1v1 bosaltildi ve tlizerine 700 ul RWL yikama tamponu
ilave edildi.

5-Tiipler 13000 rpm de 30 sn santrifuj edildi.

6-Kolon yeni bir toplama tiipii lizerine yerlestirildi ve kolona 500 pul RPE
sollisyonu ilave edildi ve 13000 rpm’de 30 sn santrifuj edildi.

7- Toplama tiiptindeki s1vi bosaltildi ve iizerine yine 500 pl RPE soliisyonu
ilave edildi.

8-Tipler 13000 rpm de 2 dakika santrifiij edildi.

9- Toplama tiiptindeki siv1 bosaltild1 ve {izerine hi¢ birsey ilave edilmeden
yine 13000 rpm’de 1dakika santrifiij edildi.

7-Kolon steril 1.5 ml ependorf tiip ilizerine alindi ve tizerine 50 pul RNaz
icermeyen su ilave edilerek 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen RNA o6rnekleri kullanilincaya kadar -80°C de saklandi.

3.6.2 Komplementer DNA Eldesi

500-1000 ng RNA oOrnegi Speed Vac yardimi ile kurutulduktan sonra
ImProm-II Reverse Transcription System (Promega Corporation, Madison, ABD)

kullanilarak komplementer DNA (cDNA)’ya dontistiiriildii.

Kurutulan RNA 6rneklerinin iizerine 1 pul mRNA’larin poly A kuyruguna
eslenik olan oligo dT ve 4pul niikleaz icermeyen su ilave edildi. Tiipler 70°C’de 5
dakika inkiibe edilerek katlanmis olan RNA zincirlerinin agilmasi ve oligo dT nin
zincirdeki eslenigi olan bolgeye ulasmasi saglandi. Inkiibasyon sonunda ornekler
once 5 dakika buzlu suda daha sonrada buzda bekletilerek primerin (oligo dT) kaliba
yapigmasi saglandi. Sonra asagida belirtildigi sekilde bir karisim hazirlandiktan
sonra tiipler dnce 25°C’de 5 dakika ve daha sonra 42°C’de 1 saat inkiibe edilerek
komplementer DNA’larin olusumu saglandi. Reaksiyon sonunda Reverse
Transkriptaz enziminin denature edilebilmesi i¢in tiipler 70°C’de 10 dakika inkiibe

edildi.
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Sul Primer ve RNA karisimi

4ul 5X Reaksiyon tamponu

Tul dNTP karisimi

1.5pul MgCI2

0.5ul  RNAaz inhibitdrii

Tul Reverse Transkriptaz enzimi
Tul Niikleaz igermeyen su

20ul  Toplam reaksiyon karigimi

3.6.3 POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro
olarak ¢ogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca

kopyasini kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir.
PCR’1n prensibi; tekrarlanan 3 basamaga dayanur.

1. Denatiirasyon: Bu basamakta PCR reaksiyonu i¢inde yer alan ¢ift zincirli

kalip DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglanir.
2. Primerlerin yapismasi (annealing) : Bu basamakta birbirinden ayrilmis
DNA zincirlerine primerlerin 55-60 C’da baglanmasi ger¢eklestirilir.

3. Zincir uzamasi-polimerizasyon (extention) : Zincir uzamast Taq

polimerazin aktivitesinin en yiiksek oldugu 70-75 °C arasinda gergeklestirilir.

3.6.4 Revers Transkriptaz-PCR

RNA’y1 kalip olarak kullanan bir DNA polimeraz kullanilarak daha sonra
PCR reaksiyonunda islev gorecek olan cDNA’lar sentezlenir. Hiicre veya dokularda

ifade edilen 6zgiil dizilerin belirlenmesinde olduk¢a hassas bir yontemdir.
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Elde edilen cDNAlar kullanilarak oncelikle hiicredeki ekspresyon miktari
degismeyen siirekli olarak ifade edilen house-keeeping genlerden ikisi B-actin ve
gliseraldehid 3-fosfo dehidrogenaz (GAPDH) kullanilarak ornekler arasinda cDNA
miktarlar1 esitlenerek daha sonra belirlenen miktarlarda cDNAlar kullanilarak C18
geni amplifiye edildi. Birbuguk mM MgCl,, 10 pmol direkt ve ters yondeki
primerler, 250uM dNTP karigimi ve 1,5 U Taq polimeraz (Promega Corporation,
Madison, ABD) i¢ceren PCR karisimi kullanilarak cDNAlar ¢ogaltildi. Olusan PCR
tirtinleri etidyum bromiir iceren %2’lik agaroz jelde yliriitiildii ve ultraviyole 15181inda
goriintiilendi. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizileri {irlinlerin

biiyiikliigii ve annealing dereceleri Tablo 3.1 de belirtilmistir.

Tablo 3.1 PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizileri tiriinlerin biiytikligi
ve annealing dereceleri.

PCR Uriinii Annealing

Primer Dizisi biiyiikliigii  derecesi

Rat B-actin F 5’-TTGTAACCAACTGGGACGATATGG-3’ 764bp 58°C
Rat B-actin R 5’-GATCTTGATCTTCATGGTGCTAGG-3’

Rat GAPDH F 5’-AATGCATCCTGCACCACCAA-3’ 500bp 56°C
Rat GAPDH R 5’-GTAGCCATATTCATTGTCATA-3’

Rat Coll8 F 5’-GGCGAGCAGATGACATCTT-3’ 413bp 58°C
Rat Coll8 R 5’-CGCCGGAGAACAGGGTGT-3’

3.6.5 PCR Sonuglarimin Sayisal Degere Cevrilmesi

Elde edilen ultraviyole goriintiiler BIO-PROFIL V99 Analyser programi
kullanilarak sayisal degerler elde edildi. Zemin aktivitesi ihmal edilerek band hacmi
olgtildii, karsilik gelen B-actin ve GAPDH hacimlerine orani sayisal deger olarak

belirlendi.
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3.7 Deney Sonuc¢larinin Sunulmasi

Proliferating cell nuclear antigen, VEGF ve C18 degerlerinin normal

dagilima uygunlugu incelenmis ve normal dagilim gostermedikleri bulunmustur.

Sakrifikasyon giinleri arasinda oOlgiilen parametreler arasindaki farklar
istatistiksel olarak Kruskal-Wallis (KW) testi kullanilarak hesaplanmistir. Anlaml
fark bulunan parametreler i¢in baslangica gore ikiserli Mann-Whitney U testleri
(MWU) yapilmstir. Baslangica gore degisimler temel hipotez olarak belirlenmis ve
ilk degisimin oldugu giin istatistiksel anlamliligin 0.05 degerinin altina indigi giin
olarak, bazal degere geri doniilen glin olarak ise istatistiksel anlamliligin 0.10
tizerine ¢iktigr ilk giin olarak belirlenmistir. En fazla fark goriilen giin baslangica
gore fark oldugu belirlenen giinler iginde tip-1 hatanin minimum oldugu giin olarak

belirlenmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in diizeltme uygulanmamustir.
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4.BULGULAR

4.1 PCNA degerleri

Yiizde 70 hepatektomi sonrasi sigan karacigerindeki rejenerasyon degerleri

PCNA immiino reaktivitesi olarak (%) belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Sicanlarin sakrifiye edildikleri giinlere gére PCNA degerleri % olarak
verilmistir.

GUNLER
g 0 1 2 3 5 7 10 14
1 5 70 20 40 5 5 5 5
2 5 50 40 40 20 5 5 5
3 5 50 10 50 30 10 5 10
4 5 40 30 40 30 10 5 30
5 5 60 30 50 40 30 10 5
6 5 30 90 30 20 20 10 20
7 5 70 30 20 60 10 5 10
8 5 30 60 40 30 5 5 5

Herbir grubun PCNA degerlerinin ortalama degerleri, ortanca degerleri, %25-
75 deger aralign (IQR: interquartery ratio) Tablo 4.2’de gosterilmistir. Gruplarin
PCNA degerlerindeki degisikliklerin anlamli olup olmadigr 0. giin degerleriyle
karsilagtirilmigtir. P degerinin 0.05’den kiiclik oldugu ilk giin ilk anlaml yiikselme,
0.1’den biiyliik oldugu ilk giin ise ilk anlamli diisiis olarak kabul edilmistir.
Rejenerasyondaki ilk anlamli degisiklik 1. giinde gergeklesmistir (p: 0.003).
Rejenerasyonun 10. giin ile 0. giin degerleri arasinda anlamli fark bulunamamistir

(p:0,143). En yiiksek ortalama degere ise 1. glinde ulasilmistir (Tablo 4.2).
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Rejenerasyon 1. giinde zirve degerine ulasmus, 2., 3., 5. ve 7. giinlerde
giderek azalmis ve 10. glinde bazal degerine donmiistiir. Fakat 2. ve 7. giinler
arasindaki degerleri de 0. giine kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Sekil

4.1,42 ve 4.3).

Tablo 4.2 PCNA degerlerinin giinlere gore ortalama, ortanca degerleri ve

%25-75 deger aralig1 ve p degerleri.

GUNLER
0 1 2 3 5 7 10 14
Ortalama 50 50,0 38,8 38,8 29.4 11,9 6,3 11,3
Ortanca 50 50,0 30,0 40,0 30,0 10,0 5,0 7,5
%25 50 35,0 25,0 35,0 20,0 5,0 5,0 5,0
% 75 50 65,0 50,0 45,0 35,0 15,0 7,5 15,0

p_
degerleri 0,001 0,001 0,001 0,001 0,010 0,143 0,027
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Sekil 4.1 Yiizde 70 hepatektomi sonrast PCNA aktivite indeksinin giinlere

gore dagilimi.

Sekil 4.2 : PCNA ile %90’dan fazla boyanmis hepatosit ¢ekirdekleri.
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Sekil 4.3: PCNA ile %5’den az boyanmis hepatosit ¢ekirdekleri.

4.2 Anjiogenez Degerleri

4.2.1 Periportal Hepatositlerdeki Anjiogenez Degerleri

VEGF  immiinreaktivitesi  periportal ve  perisiniizoidal alanlarda
degerlendirilmistir. Periportal alandaki hepatositlerdeki VEGF
immiinreaktivitesindeki artis 1. giin degerleri ile karsilagtirillarak anlamlilik
hesaplanmistir. P degerinin 0.05’den diisiik oldugu ilk giin ilk anlaml artig, 0.1’den
biiyiik oldugu ilk giin ise ilk anlamli diisiis olarak kabul edilmistir. Periportal
alandaki anjiogenez ilk olarak 3. giinde anlamli olarak artmig (p:0.01), 5. giinde ise
anlamli azalma gostermistir (p:0.328). En yiiksek degerine ise 3. giinde ulasmustir.
Periportal hepatositlerin giinlere gére VEGF immiinreaktivite degerleri Tablo 4.3’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.3 Periportal alandaki VEGF immiinreaktivitesinin giinlere gore degerleri.

GUNLER
% 0 1 2 3 5 7 10 14
1 0 1 0 1 0 2 0 0
2 1 1 0 3 0 1 1 0
3 1 0 0 2 1 0 1 0
4 1 1 0 1 1 0 1 0
5 2 0 0 3 1 0 1 0
6 1 0 0 2 2 2 2 0
7 2 0 0 2 1 2 0 0
8 1 0 2 0 0 2 0 0

Rejenerasyon siirecinde periportal hepatositlerdeki anjiogenezin 1. giinle
karsilastirildiginda 3. giin zirve degerine ulastig1 ve 5. giin bazal degerinde dondiigi

sonucuna ulasiimistir ( Tablo 4.4, Sekil 4.4 ve 4.5).

Sifiriner giin degerlerinin yiiksek olmasi bu giinde deney materyali olarak
diger giinlere ait siganlara hepatektomi yapildiginda elde edilen %70 hepatektomi
materyallerinin kullanilmasi ve bu materyallerde meydana gelen cerrahi travmanin
VEGF immiinreaktivitesine yol actigi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle degerlerdeki
degisikliklerin karsilastirilmasi 1. giin baz alinarak yapilmistir. Fakat sifirinct giin
degerleriyle karsilastirma yapildiginda ise 1. ve 2. giindeki diisiis anlamli 3. glindeki

yiikselme ise anlamsiz bulunmustur.
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Tablo 4.4 Periportal VEGF immiinreaktivitesinin gilinlere gore ortalama, ortanca

degerleri ve %25-75 deger aralig1 ve p degerleri.

GUNLER
0 1 2 3 5 7 10 14
Ortalama 1,1 0,4 0,3 1,8 0,8 1,1 0,8 0,0
Ortanca 1,0 0,0 0,0 2,0 1,0 1,5 1,0 0,0
%25 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% 75 1,5 1,0 0,0 2,5 1,0 2,0 1,0 0,0
P
degerleri * 0.01 0.328
P degerleri** 0,027 0,013 0,162 0,265 0,910 0,265 0,001
*1.giin ile karsilastirildiginda
*0.giin ile karsilagtirildiginda
-
2,57
8
27 * — —
VEGF
1,57 L
-
0, 57
1
0 o = — =
T T T T T T T T
0 1 2 3 5 7 10 14
GUNLER

Sekil 4.4 Yiizde70 hepatektomi sonrasi periportal hepatositlerdeki VEGF

degerlerinin giinlere gore dagilima.
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Sekil 4.5: Periportal hepatositlerin VEGF ile zayif boyanmasi.

4.2.2. Perisiniizoidal Hepatositlerdeki Anjiogenez Degerleri

Perisiniizoidal hepatositlerdeki VEGF immiinreaktivitesindeki artis 0. giin
degerleri ile karsilagtirilarak anlamlilik hesaplanmistir. P degerinin 0.05 den diisiik
oldugu ilk giin ilk anlamli artis, 0.1’den biiyiik oldugu ilk giin ise ilk anlaml1 diisiis
olarak kabul edilmistir. Perisiniizodal alandaki anjiogenez ilk olarak 7. giinde
anlamli olarak artmis (p: 0,039), 10. giinde ise anlamli azalma gostermistir (p:

0,196). En yiiksek degerine ise 7. giinde ulagmustir.
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Tablo 4.5 Perisinlizoidal alandaki VEGF immiinreaktivitesinin glinlere gore

degerleri.

GUNLER
gz 0 1 2 3 5 7 10 14
1 0 0 0 1 0 1 0 0
2 0 1 0 2 0 2 0 0
3 1 1 0 1 0 1 0 0
4 1 0 0 0 1 1 0 0
5 0 0 0 1 1 0 0 0
6 0 0 1 2 1 1 2 0
7 1 0 0 1 3 2 0 1
8 1 0 1 0 0 2 0 0

Perisiniizoidal alandaki anjiogenez degeri 3. giinde yiikselmeye baslamig 7.
giinde zirve degerine ulasmis ve 10. giinde bazal degerine donmiistiir. Ugiincii ve 5.

giindeki yiikselme anlamli bulunmamistir ( Tablo 4.6).

Perisiniizoidal hepatositlerin VEGF degerlerinin ortalama, ortanca, %25-%75

oran deger aralig1 ve p degerleri Tablo 4.6’da gosterilmistir.
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Tablo 4.6 Perisinilizoidal alandaki VEGF immiinreaktivite degerlerinin gilinlere gore

ortalama, ortanca degerleri ve %25-75 deger aralig1 ve p degerleri.

GUNLER
0 1 2 3 5 7 10 14
Ortalama 0,5 0,3 0,3 1,0 0,8 1,3 0,3 0,1
Ortanca 0,5 0,0 0,0 1,0 0,5 1,0 0,0 0,0
%25 0,0 0,0 0,0 0,5 0,0 1,0 0,0 0,0
% 75 1,0 0,5 0,5 1,5 1,0 2,0 0,0 0,0

P
degerleri 0,317 0,317 0,164 0,813 0,039 0,196 0,117
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Sekil 4.6 Yiizde 70 hepatektomi sonrasi perisiniizoidal hepatositlerdeki

anjiogenez degerlerinin giinlere gore dagilimi.

Sekil 4.7: Perisiniizoidal ve perisantral VEGF ile kuvvetli boyanmis

hepatositler.
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4.3 Antianjiojenik Aktivite Degerleri
Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle elde edilen C18
sonuglarinin kuantifiye edilmis sonuglarinin giinlere gore dagilimi Tablo 4.7°de

gosterilmistir.

Kolajen18 degerinin housekeeping gen olarak kulanilan GAPDH veya j-

Actin’e oranlar1 antianjogenetik aktivite olarak ifade edilmistir.

Tablo4.7 Antianjiojenik aktivite degerlerinin giinlere gore dagilimi

GUNLER

% 0 1 2 3 5 7 10 14

1 0,49 0,43 0,58 0,39 0,62 0,69 2,76 0,59
2 0,67 2,49 2,87 3,56 4,89 3,15 6.37 2,78
3 0,26 0,37 1,01 0,29 0,78 0,80 1.38 0,62
4 0,55 0,59 0,67 0,88 0,96 1,11 0,97 1,43
5 0,71 0,97 0,64 1,00 0,84 0,91 1,33 0,93
6 0,44 0,64 0,48 0,39 0,45 0,61 1,21 0,27
7 0,35 0,52 0,57 0,69 0,72 0,56 1,01 0,40
8 0,70 0,58 0,63 0,80 0,95 0,57 1,45 0,55

Gruplarin antianjiojenik aktivite degerlerindeki degisikliklerin anlamli olup
olmadig1 0. giin degerleriyle karsilastirilmistir. P degerinin 0.05’den kiigiik oldugu
ilk gilin ilk anlamli yiikselme, 0.1°den biiyiik oldugu ilk giin ise ilk anlamli diisiis
olarak kabul edilmistir. Antianjiojenik aktivitedeki ilk anlamli artig 5. giinde

gergeklesmistir (p: 0,011). En yiiksek degere ise 10. giinde ulasilmistir (p: 0,001).
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14.giindeki diisiis ise anlamli bulunmustur (p: 0,344). Antianjiojenik aktivite

degerlerinin giinlere gore ortalama, ortanca, %25-%75 deger araligi ve p degerleri

Tablo 4.8°de gosterilmistir.

Tablo 4.8 Antianjiojenik aktivite degerlerinin giinlere gore ortalama, ortanca

degerleri ve %25-75 deger aralig1 ve p degerleri.

GUNLER
0 1 2 3 5 7 10 14
Ortalama 0,525 0,829 0,935 1,006 1283 1,055 2,066 0,950
Ortanca 0,526 0,594 0,636 0,749 0,818 0,751 1357 0,610
%25 0,398 0,479 0,581 0396 0,675 0,593 1,117 0,476
% 75 0,689 0,808 0,845 0946 0962 1,014 2111 1,185
P degerleri 0,462 0207 0248 0011 0027 0,001 0,344
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Sekil 4.8: Yiizde 70 hepatektomi sonrasi antianjiojenik aktivite degerlerinin

giinlere gore dagilimi
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0.gun 1.gln 2.gun 3.gun  5.gun 7.gin  10.gin 14.gln

Kolajen 18

B-Aktin

Sekil 4.9: Kollajen 18’in RT-PCR yontemiyle elde edilen ultraviyole
goriintiileri (soldan saga 0-14.giin, iist sira C18, alt sira B-Actin veya GAPDH)
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S5.TARTISMA

Parsiyel hepatektomi sonrasi siganlarda, post-operatif 7-10. giinde karaciger,
optimal fonksiyona ve kitleye ulasir. Kalan karacigerde rejenerasyon Once
hepatositlerden baglar ve 24-48 saat iginde maksimum diizeye ulasir (1, 70).
Hepatosit rejenerasyonu 72. saatte oldukc¢a yavaglamistir ve hepatositler 10-12’serlik
kiimeler halinde avaskiiler durumda bulunurlar. Bu parankimal hepatositler,
parankim dis1 endotelyal hiicrelerle siki bir iliski halindedirler. Bu iligski 6zellikle

karaciger rejenerasyonu sirasinda dnem kazanir (2).

Bizim g¢alismamizda PCNA immiinreaktivitesi olarak belirlenen karaciger
rejenerasyonu normal sigan karacigerinde %70 hepatektomi sonrasi 1.giinde eniist
degerine ulagsmaktadir. Yine bu c¢alismada 2. ve 7. giinler arasindaki
rejenerasyondaki artis da anlamli bulunmustur. Rejenerasyon 10. giiniinde bazal
degerine inmistir. Ondordiinci glinde ise 0. giine kiyasla anlamh fark

bulunamamustir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1: Yiizde 70 hepatektomi sonrasi rejenerasyonunu tamamlamis

karacigerin goriiniimii.
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Bizim ¢aligmamizda sican karacigerinde anjiogenezi saglayan VEGF
periportal hepatositlerde 3. glinde eksprese edilmeye baglandigi ve 5.glinde bazal
degerine indigi gosterilmistir. Bu olay rejenerasyonun baslangicindan 48 saat sonra

olmaktadir.

Perisiniizoidal hepatositlerde ise VEGF ekspresyonu 3. giinde ortaya
cikmakta 5.glinde zirve degerine ulagsmakta ve 10. giinde ise sona ermektedir. Yani
periportal hepatositler c¢evresindeki anjiogenezin azalmaya bagladigi anda
perisiniizoidal anjiogenez ortaya ¢ikmakta ve rejenerasyonun sona erdigi 10. giinde
bu da sona ermektedir. Bu bulgularla karaciger rejenerasyonu siirecine eslik eden
anjiogenez siirecinin rejenerasyonun ilk giinlerinde periportal bolgede oldugu daha
gec donemlerinde ise perisiniizoidal bdlgede oldugu ve rejenerasyonun
baglangicindan sonraki 48. saatten itibaren anjiogenezin oldugunu fakat farkli

giinlerde anjiogenezin farkli bolgelerde ortaya ¢iktigini soyleyebiliriz.

Taniguchi ve ark. VEGF ekspresyonunun hem periportal hem de periveniiler
alanda 48-72. saatte maksimum diizeylerine ulastigin1 gostermislerdir (14). Ayrica
endojen ve eksojen VEGF araciligiyla hepatik siniizoidlerin yeniden yapilandigini,
bunun da parsiyel hepatektomi sonrasi hepatosit c¢ogalmasina eslik ettigi

distintilmiistiir (14, 15).

Shimizu ve ark. ise VEGF mRNA ekspresyonunun 48-72. saatte anlamli
olarak arttigini, immiinohistokimyasal olarak da 24. saatte hepatositlerin boyanmaya
basladigini ve 72. saatte pik yaptigini gostermislerdir (15). Benzer sonuglara Sato ve

arkadaslar1 da ulagmistir (23).

Biz bu calismada VEGF eksprese eden hepatositlerin periportal ve
perisiniizoidal alanda 72. saatte ortaya ¢iktigini1 fakat periportal alanda anjiogenezin
daha erken sona erdigini gosterdik. 11k 48 saatte VEGF ekspresyonunun olmamast,
parsiyel hepatektomi sonrasi ilk 48 saatte hepatosit proliferasyonunun anjiogeneze

bagimli olmadan gergeklestigi, sonrasinda anjogenez bagimli hale geldigi ve bunun
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da baslangigta periportal hepatositler sonrasinda perisiniizoidal hepatositler
tarafindan VEGF’in salinmasiyla saglandigi diisiiniilebilir. Ayrica anjiogenezin

portosantral yol izledigi de sOylenebilir.

Hepatosit proliferasyonu ile endotel hiicre proliferasyonunun baslamasi
arasinda yaklasik 24-48 saatlik zaman dilimi oldugu diger %70 hepatektomi ile

yapilan rejenerasyon modellerinde de gosterilmistir (15, 23).

Primer tiimorlerin kendi biiylimelerini ve metastazlarinin biiytimelerini
anjiojenik ve antianjiojenik faktorler arasindaki dengeyi saglayarak diizenledigi 6ne
stiriilmiistiir (7). Primer tiimdr biiylimesi {izerine anjiojenik faktorlerin etkisi
belirginken metastazlar {izerine anjiojenik faktorlerin etkisi sinirlidir. Bunun nedeni
olarak tliimor hiicreleri tarafindan salgilanan anjiojenik faktorlerin tiimor ¢evresinde
oldukca yiiksek konsantrasyonda bulunmasi, fakat yar1 Omiirlerinin ¢ok kisa
olmasindan dolay1 uzak metastatik odaklarda konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik olmasi
diistiniilmiistiir (7). Fakat antianjiojenik faktorlerin daha uzun yar1 omiire sahip
olmalarindan dolayr metastatik odaklarin anjiogenezini engelledigi (tumor
dormancy) ve primer tiimoriin ¢ikartilmasi halinde bu metastatik odaklar tizerindeki
antianjiojenik aktivitenin azalmasina bagli olarak metastazlarin biiyiliyebildigi one
stiriilmiistiir. Sonug olarak tiimér gelisimini diizenleyen primer olayin anjiogenez

oldugu iddia edilmektedir (7).

Doku ve serumda endostatin benzeri ebatlar1 olan endostatin (22kDa) ile
NC1 monomeri (38kDa) arasinda degisen farkli proteinlerin oldugu ortaya ¢ikmustir.
Insan ve fare NC1’inin mentese kisminda 11 farkli proteolitiklere hassas nokta
bulunmustur. Bu da endostatin iiretiminde farkli proteolitik yollarin oldugunu
diisiindiirmiistiir (53). Immiinohistokimyasal ¢alismalarda dokulardaki molekiillerin
NC1’e, aort ve mikrovaskiiler endotel hiicrelerindeki molekiillerin ise endostatine
daha ¢ok benzer oldugu goriilmiistiir (4, 46). Anjiogenezin homeostatik kontrolii i¢in
dolasimdaki formunun gerekli odugu disiiniilmiistir. NC1’in bircok dokuda

C18’den proteolitik yolla iiretildigi, ikinci proteolitik bir yolla da endostatinin
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olustugu ve bunun parakrin ve endokrin olarak etki gosterebilecegi sonucuna

varilmistir (53).

Standker ve ark. kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin ultrafiltratlarinda
herhangi bir tiimér odagi olmadan da endostatinin dolasimda bulundugunu
gostermisglerdir (55). Bu bulgularla da bazal membran alanlarinda bulunan C18’den
salinan endostatinin, neovaskiilarizasyon alanlarinda parakrin etki gostermesinin

yaninda endokrin yolla da etki gosterebilecegi diisiiniilmiistiir (52, 53, 55).

Yara iyilesmesi ve embryo gelisimi gibi bir¢ok fizyolojik olay1 anjiogenezin
diizenledigi bilinse de karaciger gibi rejenere olma kapasitesine sahip organlarin
rejenerasyon siirecinde optimum Kkitlesini hangi faktoriin kontrol ettigi tam olarak

bilinmemektedir (1, 3).

Bu konuda iizerinde durulan molekiillerden birisi TGF-f1 dir. Yiizde 70
hepatektomi sonrast TGF-B1’in HGF ile es zamanl yiikseldigi bilinmektedir (1). Iki
ve 3. giinler aras1 pik yaptig1 gosterilmistir (1). Parsiyel hepatektomi sonras1 12-48.
saatler arasi izole edilen hepatositlerin TGF-B1’¢e direngli oldugu, 96. saatten itibaren
ise tekrar duyarli olmaya bagladig1r gosterilmistir. Yani hepatositlerin prolifere
olduklar1 donemde TGF-B1’e duyarli olmamalari, ideal kitleye ulasan karacigerde
rejenerasyonu durduran molekiilin TGF-f1 oldugu iddasindan uzaklasilmasina

neden olmustur (1).

Greene ve ark. yaptig1 calismada karaciger rejenerasyonunun anjiogenez
bagimli olay oldugu gosterilmistir (3). Bu calismanin sonuglarindan yola ¢ikarak,
rejenerasyon siirecinde bu olay1 sonlandiran hiicrenin endotel hiicresi oldugu 6ne
stiriilmuistiir. Clinkli karacigerin ideal kitleye ulastigi giinde endotel hiicre
proliferasyonunun sonlandigi ve endotel hiicre apoptozisinin artis gosterdigi
belirtilmistir (3).

Karaciger rejenerasyon modellerinde anjiogenezi Onleyecek ajanlar

verildiginde (TNP-470), karaciger rejenerasyonunu %46 ile % 74 oraninda azalttig1



50

gosterilmistir (3). Anjiojenik faktorler verildiginde ise (FGF) rejenerasyonun %16
ile % 42 oraninda arttig1 goézlenmistir (3). Bu bulgular karaciger rejenerasyonunun
anjiogenez bagimli bir olay oldugunu desteklemektedir (3). Anjiojenik molekiiller
rejenerasyonun erken donemlerinde rejenerasyonu arttirirken (3), antianjiojenik
molekiiller rejenerasyonun ge¢ donemlerinde etkili olmaktadir (3, 20). Fakat normal
sican karacigerinde %70 hepatektomi sonrasi antianjiojenik yanitin ne zaman ortaya

ciktigini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Biz bu calismamizda normal sigan karacigerinde %70 hepatektomi sonrasi
antianjiojenik yanitin 5. giinde ortaya ¢iktigini 7. giinde anlamli ylikselme
gosterdigini, 10. gilinde ise en yiiksek degere ulastigin1 gosterdik. Antianjiojenik
yanit 14. giinde ise bazal degerine donmektedir. Antianjiojenik yanitin baslamasi 5.
giinde perisiniizoidal bolgede pik yapan VEGF ekspresyonuyla es zamanli oldugu,
anjiojenik yanitin bazal degerine indigi 10. giinde ise antianjiojenik yanitin en
yiiksek degere ulastigi goriildii. Ayrica %70 hepatektomi sonrasi ideal kitle ve
hacime ulagma zamani ile ayn1 glinde antianjiojenik yanitinda zirve degere ulastigi

bulunmustur.

Antianjiojenik molekiillerin rejenerasyonun 7-10. giinlerinde rejenerasyonu
engelleyici etki gostermeleri (20), bu ¢aligmadan elde ettigimiz antianjiojenik yanitin

5-10. giinler arasi ortaya ¢ikmasi sonucu ile aciklanabilir.

Anabilim dalimizda daha once yapilan bir calismada, %70 hepatektomi
sonrasinda 1.glinle karsilagtirildiginda 14.glin endostatin diizeyi anlamli olarak

yiiksek bulunmustur (58).

Bu c¢alismanin sonuglarindan yola c¢ikarak %70 hepatektomi sonrasi
rejenerasyonun tamamlayan karaciger dokusunda bu siirecin sona ermesini saglayan
uyarmin endotel hiicre kaynakli olmayip, hepatosit kaynakli oldugu ve hepatositler
tarafindan sentezlenen C18’in bu olaya anjiogenezi engelleyerek Onciiliik ettigi

sOylenebilir.
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Endostatinin %70 hepatektomi sonrasi 14.giinde de yiiksek oldugunu
gostermis olan calismanin aksine (58), biz bu ¢alismada C18 diizeyinin 14.giinde
bazal degerine ulastigin1 gordiik. Bu da C18’ in karaciger rejenerasyonundaki
antianjiojenik aktivitesini parakrin etkiyle gosterebilecegi fakat dolasima katilan
C18’in Onciisii oldugu endostatinin ise endokrin fonksiyonu ig¢in dolasimda
bulunmaya devam edecegi One siiriilebilir. Karaciger rejenerasyonu siirecinde
karacigerdeki C18 ve plazmadaki endostatin diizeylerini gosteren ileri ¢alismalara

ihtiya¢ oldugu diistiniilmiistir.

Sonu¢ olarak normal sigan karacigerinde %70 hepatektomi sonrasi
rejenerasyon 1. giinde baslamakta ve 10. giinde sona ermektedir. Anjiogenez ise 3.
giinde ortaya ¢ikmakta ve 10. glinde sona ermektedir. Rejenerasyonun devam ettigi
1-10.glinler aras1 anjiogenez periportal hepatositler c¢evresinde baslayip
perisiniizoidal alandaki hepatositler ¢evresinde devam etmektedir. Bu verilerden
karaciger rejenerasyonunun anjiogenez bagimli olay oldugu sonucu c¢ikarilabilir.
Antianjiojenik aktivite ise 5. giinde ortaya c¢ikmakta, 10.glinde ise pik degerine
ulagmaktadir. Ondordiincii glinde ise bazal degerine inmektedir. Bu verilerle
rejenerasyonun ilk 48. saate anjiogenezden bagimsiz oldugu, 72. saatte baslayan
anjiogenezin baglangigta periportal hepatositler sonrasinda perisiniizoidal
hepatositler tarafindan eksprese edilen VEGF araciligiyla gerceklestigi ve
antianjiojenik yanitin anjiogenezin 5. giinde yaptig1 2. pik degeri ile birlikte ortaya
¢iktig1 ve rejenerasyonun ve anjiogenezin bazal degerine ulastigr 10. giinde ise pik
yaptig1 sonucuna varilabilir. Bu da karacigerin ideal kitleye ulastig1 giinle benzerlik
gostermektedir. Antianjiojenik yanitin rejenerasyonun erken donemlerinde ortaya
cikmamasi, rejenerasyonun baslangicta anjiogeneze bagimli olmamasi ile

aciklanabilir.
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6.SONUC

Yiizde 70 hepatektomi sonrasi si¢an karacigerinde antianjiojenik aktiviteyi ve bunun
rejenerasyon ve anjiogenez ile iligskisini ortaya koymak amaciyla planlanan bu

calismada:

o Rejenerasyon 1.giinde zirve degerine ulasmakta (p<0.05) ve 10. giinde bazal

degerine donmektedir (p>0.1).

o Anjiogenez periportal alanda 3.giinde (p<0.05), perisiniizoidal alan da ise 5.
giinde zirve degerine ulagsmakta (p<0.05) ve periportal alanda 5. giin
(p>0.1), perisiniizoidal alanda ise 10. giinde (p>0.1) bazal degerine

donmektedir.

o Normal sigan karacigerinde %70 hepatektomi sonrasi antianjiojenik
aktivitenin 5. giinde ortaya ¢ikmakta (p<0.05), 10. giinde zirve degerine
ulagsmakta (p<0.05) ve 14. giinde (p>0.1) bazal degerine donmektedir.

Rejenerasyonun devam ettigi 1-10. gilinler arasi anjiogenez periportal
hepatositler ¢evresinde baslayip perisiniizoidal alandaki hepatositler g¢evresinde
devam etmektedir. Bu verilerden karaciger rejenerasyonunun anjiogenez bagimli
olay oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Antianjiojenik aktivite ise 5. gilinde ortaya
cikmakta, 10. giinde ise pik degerine ulagsmaktadir. Ondordiincii giinde ise bazal
degerine inmektedir. Bu verilerle rejenerasyonun ilk 48 saatte anjiogenezden
bagimsiz oldugu, 72. saatte baslayan anjiogenezin baslangigta periportal hepatositler
sonrasinda perisiniizoidal hepatositler tarafindan eksprese edilen VEGF araciligiyla
gerceklestigi ve antianjiojenik yanitin anjiogenezin 5. glinde yaptig1 2. pik degeri ile
birlikte ortaya ¢iktig1 ve rejenerasyonun ve anjiogenezin bazal degerine ulastigi 10.
giinde ise pik yaptig1 sonucuna varilabilir. Bu da karacigerin ideal kitleye ulastigi

giinle benzerlik gostermektedir.
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