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OZET

Karaciger kendini onarabilme yetenegi ile viicuttaki diger tiim organlardan daha
fazla avantaja sahiptir. Cesitli nedenlerle zarar gérmesi durumunda, fonksiyonel kiitlesini
tamamlama yoOniinde replikasyon ve proliferasyona baslayabilir. Karaciger loblarinin bir
kisminin cerrahi olarak ¢ikarilmasi parsiyal hepatektomi-(PHX) ve hepatositlerin viriis ya
da kimyasallardan zarar gormesi gibi durumlarda hepatosit replikasyonunun arttigi

bilinmektedir.

Replikasyon ve proliferasyon yanit1 bir takim sinyal yolaklart ile
gerceklesmektedir. PI3K/Akt/mTOR yolaginin; hiicre biiyiimesi, proliferasyon, hayatta
kalim, farklilagma ve hiicre iskeleti degisiminin diizenlenmesi gibi bir¢ok fonksiyonu
vardir. %70’ lik parsiyel hepatektomi sonrasi PI3K/Akt/mTOR aktive olur ve
hepatositlerin artigini saglar. Son yillarda; kanser veya metabolik bozukluklar gibi pek ¢ok
hastalik PI3K/Akt/mTOR yolaginin anormal aktivitesi ile iliskilendirilmistir. Diyet
takviyelerinin gelistirilmesi, belirli populasyon gruplarinda beslenme yoluyla hastaliklarin
onlenmesi ya da baslangicinin geciktirilmesine yardimci olabilir. Insan saglagim etkileyen
fitokimyasallarin etkisinin PI3K/Akt/mTOR yolag1 {izerinden belirlenmesi; bu yolak
tizerinde molekiiler etki mekanizmasimin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir. Safran
(Crocus sativus L.)’1in antioksidan, anti-enflamatuar, anti-aterosklerotik, néro-koruyucu ve

yiiksek yagl diyet-kaynakli insiilin direncini 6nlemesi vb. etkileri bilinmektedir.

Caligmamizda; 15 giin boyunca siganlara gavaj yontemiyle 100 mg/kg safran diyeti
uygulanmigtir. Diyet sonunda % 70’lik parsiyel hepatektomi islemi ile hepatositlerin
proliferasyonu uyarilmistir. Bu iglemler ile safran’ in 0-6-12 ve 24. saatlerde hepatosit

proliferasyonuna etkisi; PI3K/Akt/mTOR yolagi iizerinden belirlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore safran’in karacigeri korudugu, proliferasyonu arttirici
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Safran’in PI3K/Akt/mTOR yolag: iizerindeki etkisinin
belirlenmesi; karaciger hastaliklarinda (6rn; obezite, tip 2 diabet, kanser gibi) safran
tedavisi ¢alismalarina temel olusturacaktir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Rejenerasyonu, PI3K/Akt/mTOR Yolagi, Safran



vii

SUMMARY

Liver repair itself by its ability to have more advantages than any other organ in the body.
In case of damage to the liver due to various reasons, replication and proliferation towards
completing the functional mass start. Surgical removal of a portion of the liver lobe, known
as partial hepatektomi- (PHx) and hepatocyte damage from viruses or chemicals, cause an

increase in hepatocyte replication.

Replication and proliferation response is realized by a number of signaling pathways.
PI3K/Akt/mTOR pathway has many functions; such as cell growth, proliferation, survival,
differentiation, and the regulation of cytoskeletal changes. After 70% partial hepatectomy
PISK/AKt/mTOR is activated and allows the growth of hepatocytes. In recent years; many
diseases such as cancer or metabolic disorders PI3K/Akt/mTOR pathway has been
associated with abnormal activity. The development of dietary supplements that can help
prevent or delay the onset of nutrition-related diseases in specific population groups.
Identification ofeffects of PHxytochemicals over the identifying PI3K/Akt/mTOR pathway
that affect human health; will provide a better understanding of the molecular mechanism
of action. Saffron (Crocus sativus L); antioxidant, anti-inflammatory, anti-atherosclerotic,
neuroprotective and preventing high-fat diet-induced insulin resistance (and so on.) effects

are known.

In our study; by gavage method to rats for 15 days of 100 mg/kg diet saffron have been
applied. At the end of the diet, have been stimulate hepatocyte proliferation by 70% partial
hepatectomy process. These procedures with saffron 0-6-12 and 24 hours effect on
hepatocyte proliferation; PISK/Akt/mTOR pathway have been determined through the
pathway.

According to our results; we determine that saffron has protective and proliferative effect
on liver. Determination of saffron effects on PISK/Akt/mTOR pathway liver disease (e.g.

obesity, type 2 diabetes, cancer) will form the basis of the saffron treatment studies.

Key Words: Liver regeneration, PI3K/Akt/mTOR pathway, saffron
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger viicudun en biiyiik organlarindan olup metabolizma fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli gorev alir. Plazma proteinleri, safra sentezi ve sekresyonu, kan
glikozunun dengelenmesi, lipid ve lipoprotein sentezi, vitamin depolanmasi, endojen ve
eksojen bilesiklerin biyotransformasyonu gibi birgok temel fizyolojik olaylarda merkezi bir
rolii bulunmaktadir (Fausto vd., 2006).

Karaciger kendisini onarabilme yetenegi ile viicuttaki diger tiim organlardan daha
fazla avantaja sahiptir. Karaciger cesitli nedenlerle zarar gormesi karsisinda, fonksiyonel
kiitlesini tamamlama yoniinde replikasyon ve proliferasyona baglayabilir. Karaciger
loblarinin bir kisminin cerrahi olarak ¢ikarilmasit (PHX) ve hepatositlerin viriis ya da
kimyasallardan zarar gérmesi gibi durumlarda hepatosit replikasyonunun arttigr goriiliir

(Sekil 1.1) (Fausto vd. 2006; Miyajima ve Miyaoka, 2011).

1 = 2 4 s O ¥ 14
ODays after JFO%

Rejenerasyon &

Hucre Bolunmesi

s -EE-

Sekil 1.1 Karaciger Rejenerasyonu (Miyajima A ve Miyaoka Y., 2011).

Karaciger rejenerasyonu yogun sekilde calisilmis olmasina ragmen, bir¢ok onemli
temel mekanizmalar, hiicresel hipertrofi, hiicre bdoliinmesi, niikleer bdliinme, ploidli
degisiklikleri ve organ bilylikligii kontrol mekanizmalar1 tanimsiz kalir. Parsiyel
hepatektomi; karaciger rejenerasyonu gibi temel biyolojik soruyu ¢6zmek igin miikkemmel

bir deneysel sistemdir. Hepatektomi islemi; karaciger tiimorleri i¢in pratik bir tedavidir.
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Karaciger rejenerasyonunun mekanizmasint anlamak umut verici tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine onciiliikk edecektir (Miyajima ve Miyaoka., 2011).

Karaciger rejenerasyonunun bir takim stimulator ve inhibitér uyaranlarin karsilikl
karmagik iliskileri sonucu diizenlendigi kabul edilmektedir. Biiyiime yanitinin baslamasi
hepatositler ve non-parankimal hiicreler, ekstra selliiler matriks, metabolitler ve besinler
arasindaki kompleks etkilesimler sonucu olmaktadir. Baslatici sinyaller, EGF (Epidermal
Growth Factor), TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), IL-6 (Interldkin-6), insiilin ve matriks
degisikliklerini igerirken; ilerletici sinyaller ise HGF (Hepatocyte Growth Factor), TGF
(Transforming Growth Factor-a), EGF, insiilindir. Rejenerasyon yaniti bir takim sinyal
yolaklari ile ger¢eklesmektedir (Taub., 2004).

Karaciger hastaliklari, insan Oliimlerine ve artan saglik harcamalarina neden
olmaktadir. Karaciger dnemli yaralanmalari telafi etmesine ragmen, organ yetmezligine
yol acan fonksiyonunda o©nemli bir azalma olabilir. Deregiilasyon bazi karaciger
hastaliklar1 ve karaciger baglantili-sendromlarin gelisiminde 6nemli bir faktordiir ve
PIBK/Akt/mTOR agmin diizgiin isleyisi organ fonksiyonlarini koruyabilir (Dufour ve
Clavien., 2010).

Kanser veya metabolik bozukluklar gibi pek ¢ok hastalik PI3K/PTEN/Akt yolunun
anormal aktivitesi ile iliskilidir. Birgok tiimérde, PI3K veya PTEN’in asar1 ekspresyona ya
da mutasyona ugramasit sonucu PI3K/PTEN/Akt sinyal yolagi aktiftir. Asagi sinyal
yolaginda Akt/ mTORC1’1 aktifler. PI3K/Akt/mTOR yolaginin hepatik insiilin direnci, tip
2 diyabet gelisiminde rol oynadagi kanitlanmistir (Khamzina vd., 2005).

Obezite ve tip 2 diyabet ile iligkili metabolik kokenli karaciger hastaligr artik bati
toplumlarinda en yaygin karaciger hastalig1 olarak kabul edilmektedir. Besin ve hormon
girig-¢ikisinda mTORC1’in merkezi bir rolii olmasi, mTORC1’in asir1 aktivitesi ile
metabolik bozukluklara yol agmasma neden olur (Gulati ve Thomas 2007). Nitekim,
yiiksek besin konsantrasyonlar1 nedeniyle aktif mTORCI1 bir geri besleme dongiisiinti
indiikleyebilir ve boylece c¢evre dokularinda insiilin duyarliligini azaltarak karaciger
fizyolojisini etkiler. Insiilin direnci genellikle obezite ile goriilmektedir. Yiiksek yag

icerikli diyet obez farelerin karacigerlerinde mTOR ve S6K1 aktivasyonunun artmasi
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potansiyel olarak bu organda insiilin direncine aracilik ettigi belirlenmistir (Um vd., 2006;

Marchesini vd., 2008; El-Serag vd., 2006; Khamzina vd., 2005).

Beslenme; Obezite, Tip 2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ya da kanser i¢in en
onemli genetik olmayan nedendir. Nitekim cesitli gida bilesenleri; promotdr ya da bu
hastaliklarin inhibitorleri olarak tespit edilmistir. Bu anlamda, fitokimyasal maddeler
yararli etkilere sahip ana grubu olusturur. Diyet takviyelerinin gelistirilmesi, belirli
populasyon gruplarinda beslenme yoluyla hastaliklarin onlenmesi ya da baslangicinin
geciktirilmesine yardimci olabilir. Molekiiler temelli ¢alismalar insan saglagini etkileyen

fitokimyasallarin daha iyi bir sekilde anlasilmasini saglayacaktir (Margarita vd., 2013).

Safran’in gesitli dozlariyla ilgili yapilmis farkli ¢alismalar (25/50/100 mg/kg) 100
mg/kg dozun 15 giin boyunca gavaj yontemiyle verilmesinin yeterli olacagini géstermistir
(He vd. 2007; Sheng vd. 2008; Asai vd. 2005; Dhar vd. 2009). 0-6-12 ve 24. Saatler
parsiyel hepatektomi sonrasi rejenerasyon siirecinde dnemli gecis saatleridir. 6. saat sinyal
uyarimimin pik yaptigi, 24. saat Gl den S fazina gegisin tamamlandig1 saatlerdir.
PIBK/Akt/mTOR yolagi bilindigi iizere G1’ den S fazina geciste aktif bir sinyal yolagidir
(Huang ve Rudnick., 2014; Chen vd., 2009).

Calismamizda 200-250 gr agirh@inda erkek Wistar albino irki siganlar kullanilmig
olup, n=5 olmak iizere rastgele se¢imle 3 ana grup ve 4 alt grup olusturulmustur. Deney
grubu; 15 giin boyunca safran maddesi 100 mg/kg gavaj yontemi ile verilmistir. Diyet
sonrast % 70’lik parsiyel hepatektomi uygulamasi yapilip, 0-6-12-24. saatlerde alinan
karaciger oOrneklerinden PI3K/Akt/mTOR yolagmma ait 12 genin ekspresyon diizeyleri

incelenmistir. Ayrica; 2 genin western blot analizi ile protein seviyesi belirlenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Karacigerin Yapisi

Karaciger, karin boslugunun sag {ist kisminda; epigastrik bolge yerlesimli 1200-1500
gr agirhig ile viicuttaki en biiylik organdir. Olduk¢a yumusak ve esnek bir yapiya sahip
olan karaciger diyafram altinda karin boslugunun sag {ist boliimiinii tama yakin olacak

sekilde doldurur (Dilek, 2003).

Karaciger siki bag dokusundan olusmus, bol kollejen lif ve az oranda elastik lif
iceren fibroz zar olan glisson kapsiilii ile kaplidir. Ayrica bu kapsiil karacigerin sag ve sol
loblarini olusturur. Sag lobun arka ylizeyinde kaudat lob, alt yiizeyinde kuadrat lob yer alir.
Sicanlarda bunlara ek olarak kuyruk lobu da bulunmaktadir. Bu kapsiil ayn1 zamanda
lobiilleri de olusturur. Karacigerin fizyolojik birimleri; silindirik yapida, cap1 0,8-2mm ve
boyu birkag mm olan bu lobiilleridir. Her lobiiliin merkezinde yer alan santral ven, hepatik
venlere acilir. Lobiiller arasinda yerlesim gosteren portal tiglii ise safra kanali, portal ven
ve hepatik arter dallarii igerir. Bu bolgelerde karacigere ulasan arter ve ven kani
hepatositler arasindaki siniizoidler araciligi ile sentral vene dokiiliir. Sentral venden,
hepatik venler araciligr ile bu kan inferior vena cava (IVC)’ ya bosaltilir. Karaciger kan
akimi % 30 oraninda hepatik arterden % 70 oraninda portal ven aracilifi ile saglanir.
Hepatik arter oksijenlenmis kani tasirken portal ven ise gastrointestinal sistemden emilen
sindirim iriinlerinden zengin vendz kani karacigere tasir. Kan akimi periferden merkeze

dogru gergeklesir (Dilek, 2003).

Tek tabakali, parankimal epitel hiicreleri sentral venden cikip yayilirlar. Karaciger
hiicre tabakalarinin her iki tarafina da kan tasiyan vaskiiler kanallar ise sinusoidlerdir.
Sinusoidler sentral ven etrafinda zengin, lobiiller aras1 ve vaskiiler bir ag olustururlar.
Sinusoidleri endotelyal veya Kupffer hiicreleri kaplar. Kemik iligi kokenli bu hiicreler
hepatik makrofajlar olarak da bilinir. Kuppfer hiicrelerinin baglica gorevi dolasimdaki
zararli ajanlar1 ve Omriinlii tamamlayan yaglh eritrositleri ortadan kaldirmaktir. Daha
Onceleri pit hiicreleri olarak bilinen ve giiniimiizde NK (Natural Killer) hiicreleri olduklari

gosterilen bir grup hiicre de bu bolgede yer alir. Kisa psddopodlari ve sitoplazmik
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graniilleri olan bu hiicrelerin gesitli viral etkenlere kars1 karacigeri korudugu bilinmektedir
(Dilek, 2003).

Embriyonik gelisme sirasinda hepatoblast; epitelyum kokenli olan hepatosit ve
cholangiositlerin olusumunu saglar. Cholangiositler ve Hepatositler hasar durumunda
farklilasabilirler ve boliinebilirler (Fausto, 2004). Hepatositler ortalama 20-25 um capli,
altt veya daha fazla yiizeyi olan biiyiik, poligonal hiicrelerdir. Karaciger hiicre
populasyonunun ortalama %60’1n1 meydana getirirler. Parankimal hiicre grubundan olup
karacigerin metabolik fonksiyonlarindan ve temel biyokimyasal islemlerinden

sorumludurlar (Dilek, 2003).

Karacigerde parankimal olmayan hiicreler; siniizoidal endotel hiicreleri, kuppfer
hiicreleri ve hepatik yildizs1 hiicrelerdir. Siniizoidal endotel hiicreler; hepatositlere
lipoprotein ve makromolekiillerin giris-¢ikisini kontrol eder. Hepatik yildizs1 hiicreler ise;
hasar durumunda aktive olarak myofibroblast hiicreleri gibi davranabilir ve ekstraseliiler

matriksin yapisina katilirlar (Dilek, 2003).

Hepatositler aralarinda sintizoidler yer alacak sekilde santral venden perifere dogru
1s1nsal simetriye gore dizilmis olup hiicreler periferden merkeze dogru aldiklar1 kan ve

madde icerigine gore ii¢ farkli zona ayrilir (Dilek, 2003).

Bunlar:

1. Perfierik zon (Zon I): Buradaki hiicrelerde graniillii endoplazmik retikulum ve
bol kristalt mitokondriler bulunur. Bu hiicreler dolasimda herhangi bir sorun
oldugunda en ge¢ dlen ve rejeneratif 6zelligi en yiiksek olan hiicre grubudur.

2. Ara zon (Zon II): Smurlart tam olarak belli olmayan bu hiicre grubunun
metabolik aktivitesi orta diizeydedir.

3. Santral zon (Zon III): Sentral veni c¢evreleyen hiicre grubudur. Hiicreler

periferik zona gore daha az aktiftir. Buradaki hiicreler diiz endoplazmik

retikulum bakimindan zengin, diger organeller agisindan ise fakirdir. Perfiizyon



azaldiginda nekrozun, fizyolojik ve patolojik yag birikiminin ilk olarak

gozlendigi alandir.

Safra hepatositlerce sentezlenir ve iki hepatosit arasinda bulunan safra kanilkiilleri
araciligi ile salinir. 1-2 pm boyutunda bosluklardir. Hepatositler arasinda yer alan bu
kiigiik kanilikiiller hiicrelerin arasindan kanla temas etmeksizin (igerdigi zonula
okludensler sayesinde) bir labirent ag olustururlar. Safranin akis1 kan akisinin tersine

merkezden perifere dogrudur.

Endotelyal hiicreler ile hepatositler arasinda sinusoidler ile ¢evrelenen doku araligina
Disse araligi denir. Disse aralifinin icerdigi interstisyel sivi, kan ile hepatosit arasinda
madde alis verisini saglar. Yag depolayan ito hiicreleri ise; karaciger hasari sirasinda
fibrozise neden olan kollajeni sentezleyen fibroblastlara doniisiir. Disse araliginda bulunan

ito hiicreleri ayrica kan akisini da diizenler.
2.1.1. Karacigerin fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari

Karaciger yasam icin elzem olan yiizlerce fonksiyonu gerceklestiren
multifonksiyonel bir organdir. Bu fonksiyonlar1 dort ana baglik altinda inceleyebiliriz.
Bunlar;

1. Atilim Fonksiyonu: Safra yolu ile bilirubin atilimi ve bilirubin metabolizmasi,

ksenobiyotik metabolizmasi ve atilimi,

2. Sentez Fonksiyonu: Albumin, globulin, immunglobulinler, seruloplazmin,
transferin, koagulasyon proteinleri, fibronektin, lipoprotein sentezi, karaciger enzimleri,

ire sentezi, kreatin gibi proteinlerin sentezi,

3. Metabolik Fonkisyon: Amonyak metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi, yag

metabolizmasi, protein metabolizmasi,

4. Depolama Fonksiyonu: vitaminlerin depolanmasi, demir depolanmasi, glikojen

depolanmasi,



Karaciger bu fonksiyonlari ii¢ ana sistem vasita ile gergeklestirir:

1. Hepatositler: Temel biyokimyasal islemleri gerceklestirir. Viicuttaki proteinlerin
%90’ nin1, spesifik proteinlerin ise (alblimin ve bir¢ok koagiilasyon faktorii gibi) %100 iinii
sentezler. Ayrica sitrik asit (krebs) siklusu, glikoliz, glikoneogenezis, hekzos monofosfat
sant1, yag asidi sentezi, lipoprotein metabolizmasi, aminoasit ve niikleik asit metabolizmasi

da karacigerin hepatositlerinde gerceklesir.

2. Safra Yolu: Biluribin atilmi ile ilgilidir. Biluribin  metabolizmasi
retikiiloendotelyal sistemde gerceklesir. Hemoglobinin bozulmasi ile olusan bilurubin safra
yoluyla atilir.

3. Retikiiloendotelyal sistem (RES): Hemoglobin ve bilirubin metabolizmasini
kapsar. Portal akim icerisinde bulunan bagirsak bakterileri gibi toksik materyaller
karacigerde sistemik dolasima katilmadan retikiiloendotelyal sistem tarafindan

uzaklagtirilirlar.

Karaciger kendini rejenere etme yetenegi olan tek organdir. Karaciger dokusunun

fonksiyonunu yerine getirememesi i¢in %80’den fazlasinin harap olmasi gerekir.

2.2.  Sican Karacigeri

Karaciger agirlig1 sicanlarda, viicut agirliginin yaklagik %4’iinii teskil etmektedir
(Palmes ve Spiegel, 2004). Sican karacigeri sag ve sol medyan, sag ve sol lateral ve kaudat
loblardan olusan multilobuler bir yapiya sahiptir. Ust {iste yigimlar halinde bulunan sigan
karacigerinde sadece kaudat lob mide sayesinde bu yigindan ayrilir. Medyan lob, en biiyiik
lobdur ve sol lateral lob ile iliskilidir (Gershbein ve Elias, 1954; Martins ve Neuhaus,
2007). Kaudat lob, portal ven ve inferior vena cavanin sol tarafinda ve sol lateral lobun
arkasinda konumlanmis olup (Martins ve Neuhaus, 2007), iki boélimden olusmustur
(Gershbein ve Elias, 1954; Martins ve Neuhaus, 2007) (Sekil 2.1).



Medyan Lob

Sag Lateral Lob Sol Lateral

Lob
Kaudat Lob

Hepatik Portal Ven Safra Kanah

Sekil 2.1 Sigan karacigeri (Waynforth ve Flecknell, 1994)

2.3. Karaciger Rejenerasyonunun Asamalari

Parsiyal Hepatektomi sonrasi karaciger yenilenmesinin neden etkili ve hizli
gerceklestigi uzun yillardir yapilan arastirmalara ragmen heniiz cevaplanamamis bir

sorudur. Oldukga karmasik olan bu sistem tahmini olarak 3 boliime ayrilabilir:

1- Baslangi¢c Fazi: Hepatositlerin biiyiik bir ¢ogunlugu GO (quiescent state) fazinda
beklemektedir. Hiicre dongiisiine giris G1 faz1 ve GI1/S kontrol noktast ile
gerceklesir. Ekstraselliiler matrix (ECM)’in ¢oziinmesi ile baslar. Ratlarda bu siireg
12-18 saat arasi siirer. 3 fazin en kisa siireni olmasina ragmen, karaciger
rejenerasyonunu tetikleyen baslangi¢ olaylarin agiklanabilmesi icin en ¢ok analiz

edilmeye calisilan fazdir.

2- Cogalma Fazi: Hepatositler DNA sentezini gerceklestirir, hiicre dongiisli tamamlar
ve yeniden GO fazina gegerler. Hepatositlerin ¢cok az bir kismi ikinci kez mitoza
girer. ECM yeniden olusur. Diger hepatik hiicre tipleri drnegin cholangiositler ve
Siniisodial endotel hiicreleri (SEC) béliiniir. Bu faz parsiyal hepatektomi sonrasi

kemirgenlerde 12-18 saatten yaklasik 4 giine kadar siirer.
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3- Sonlanma Fazi: Regenerasyon siirecinin geri kalan kismi1 (4 ile 7 giin arasi) . Bu
stireg; biiylime Oncesi sinyallerin azalmasi, rejenerasyonu baskilayict sinyallerin
baslamasi, karaciger kiitlesinin eski haline donmesi ve hepatik homeostasisin

yeniden olugmasi olarak agiklanabilir.

2.3.1. Faz I: baslangig¢

Parsiyal Hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunun baslangic fazi sirasinda,
ilk 6nemli olay karaciger dokusunun kesilip ¢ikartilmasiyla portal sirkiilasyonda ani stres
olusmasi ile portal damardaki basincin (PVP) artmasidir (Schoen vd., 2001). Karaciger 2
ana kan damar ile beslenir. (1) Portal damar (karacigerde bulunan kanin %75’ini tasir)
Metabolik siire¢ icin gastrointestinal sistemden absorbe edilen besin, toksin, bile asit ve
diger bilesenleri karacigere tasir. (2) Hepatik atardamar; diisiik kan hacmine ragmen
oksijen, hormon, sitokin ve immiin ajanlar (lemfosit, monosit, vd.)’1 karacigere tasir. PVP
artig1 ile karacigerde endothel hiicreler tarafindan Nitrik Oksit (NO) salinir. N-nitro-L-
arginine-methyl ester (L-NAME) tarafindan NO sentezinin bloke edilmesi PHx sonras1 15.
Dakikada tetiklenen c-fos mRNA ekpresyonunun baskilanmasi ile saglanir ve ameliyat

sonrast 48 saatlik siliregte karacigerin biiyiimesi onlenir (Wang ve Lautt, 1998).

PHX sonrasi ilk 5 dakika icerisinde artan PVP basinci ile birlikte siniisodial endotel
hiicrelerinin kanal ¢aplar1 ve gdzenekleri genisler. Ayni zamanda hepatositlerin plazma
membrant depolarize olur. Ancak; depolarizasyonun 6nlenmesi cerrahi miidahele sonrasi
1-1.5 saatte genellikle goriilen gen ekspresyonu sinyalini azaltmaz. Bu da
depolarizasyonun rejenerasyonun baglangi¢ fazinda kiigiik bir etkisinin oldugunu gosterir
(Minuk vd., 1997). Beta- katenin, normalde hepatosit plazma membraninda E-kadherine
baglanan transkripsiyon diizenleyicisi, hepatosit ¢ekirdegine go¢ ederek hedef genleri
cerrahi sonrasi ilk 5 dakika igerisinde aktif eder. Bu olay E-kadherinin downregiilasyonu
aracilig ile gergeklesir (Monga vd., 2001). Normal hepatik biiyiime Notch/Jagged Sinyal
sistemi tarafindan diizenlenir. Jagged-1 ya da Notch-2 genlerinden birinde olusan
mutasyon insanlarda intrahepatik bile kanallarinin yetersizligine sebep olur (Alagille
Sendromu). Jagged hiicre yiizey ligandi Notch’a baglanir ve aktive eder. Komsu hiicreler

aras1 bilgi tagiyan transmembran reseptoriidiir. Notch enzimatik pargalanma gegirir ve
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intraselliiler domain (NICD)’in niikleusa hareket ederek gen transkripsiyonunu diizenler.

PHx’den 15 dk sonra, NICD hepatositlerin niikleusunda goriiliir.

PHX sonrasi1 1. dakikada iirokinaz plazminojen aktivatoriiniin (uPA) etkilesimi ve
hepatositler tarafindan uPA’nin hiicre yiizey reseptoriiniin eksprese edilmesi (uPAR) uPA
aktivitesinin artisina sebep olur (Mars vd., 1995). uPA’nin aktivasyonu 6nemli bir olaydir.
Bircok proteinin aktivasyonu ve parg¢alanmasindan sorumlu bir serin proteazdir. Ornegin;
uPA plazminojeni plazmine doniistiiriir. Plazmin de fibrinojenin fibrine doniismesini
saglar. PHX sonrasi karacigerde plazmin varligi ilk 15 dakikada kiiciik bir artis, yaklasik 3-
6. Saatler arasinda da 6nemli bir artis gosterir (Kim vd., 1997). uPA ayrica hepatosit
biiyiime faktorii (HGF) nin biyolojik fonksiyonel formuna doéniisebilmesinden sorumlu
onemli bir enzimdir (Mars vd., 1993). Ilging bir sekilde; uPA’nin yoksunlugunda
(UPAR’dan bagimsiz) hepatositlerde PHX sonrasi rejenerasyon gecikmistir (Roselli vd.,
1998). Bu durum da uPA’nin reseptor yardimi olmaksizin cerrahi miidahaleye yanit

verdigini géstermektedir.

HGF ve protein epidermal biiylime faktorii (EGF)’niin hepatosit hiicre kiiltiiriinde
onemli bir mitojenik uyarici olduklari ispatlanmistir (Michalopoulos ve DeFrances, 1997).
Ayrica; EGF aile tiyeleri, 6rnegin; transforme edici biiytime faktorii alfa (TNF-a)(Luetteke
vd., 1988) ve heparine-baglanan biiylime faktérii (HB-EGF) (Ito vd., 1994)’niin DNA
sentezini baglatic1 etkileri oldugu kanitlanmistir. HGF’nin fonksiyonu transmembran
protein olan Met’e baglanarak tirozin kinaz reseptoriiniin uyartlmasini saglamaktir (Cerrahi
miidahaleden sonra 1.dk ile 60. dk’lar arasinda aktiftir). Cerrahiyi takiben kan dolasiminda

salinmaya devam eder ve 60.-120. dakikalar arasinda salinim miktar1 pik yapar (Lindroos

vd., 1991).

Cerrahi sonrast 30-60. Dakikalarda, karacigerin retikiiloendotel kismi, genellikle
nonparankimal hiicreler (6rnegin kolonjiyositler), sitokinlerin iiretilmesi i¢in uyarilirlar.
TNF-a ve 1nterleukin-6 (IL-6) da ayni yolla uyarilirlar. Bu sitokinler Kuppfer hiicrelerinde
otokrin, komsu hiicrelerde parakrin (6rnegin: hepatositler) etki gosterirler. PHX sonrasi
sitokinler 1. Saatte plazmada pik yapmasindan dolay1 endokrin salgi etkisiyle boyle bir etki
gosterdigi diistiniilmektedir. TNF-a ve 1L-6 hepatik cerrahiye yanit olarak transkripsiyon

faktorlerinin aktivasyonudan sorumludurlar (Diehl ve Rai, 1996). Bu transkripsiyon
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faktorlerinden AP-1 (15-60 dk igerisinde DNA’ ya baglanir ve c-jun,c-fos ve diger diger
AP-1 partnerlerini igerir) (Diehl vd., 1994), c-myc (PHX sonrast 15. Dakikada mRNA
ekspresyonu artar)(Thompson vd., 1986), NF-KabbaB (PHX sonrasi 30. Dakikada DNA’
ya baglandig1 goriliir, 60. Dakikada kaybolur) (Cressman vd., 1994), STAT3 (Cerrahi
sonrasi ilk 1 saatte goriilmeye baslar ve 3-4. Saatlerde pik yapar)(Yamada vd., 1997) ve
C/EBPDbeta(PHX sonrasi 3. Saatten sonra ekspresyonu 2-3 kat artar ve 24. Saate kadar
etkisi siirer) (Diehl ve Yang, 1994).

Bircok sinyal transdiiksiyon yolagi PHX sonrast ilk fazda upregiile olmaktadir. Bu
yolaklar biiyiime hormonlarinin baglandig: reseptorler (6rnegin: Met) ve sitokin sinyaliyle
birlikte uyarilirlar. Ornegin ilk 15 dakika sonrast TNF-a, Jun Kinaz’1 aktiflestirir (MAPKS
olarak da bilinir). Aktif Jun Kinaz, transkripsiyonel faktor olan c-jun’u fosforiller (Diehl
vd., 1994). Wortmannin (PI3K inhibit6rii)’nin injeksiyonu ile bloklanan PI3K, PHx sonrasi
48 ve 72. Saatler arasinda kontrol gruplari ile karsilastirilan farelerin karaciger hacim ve
kiitlesinde azalma oldugu goriilmiistiir. Karaciger normal boyutuna 7 giin sonra ulagsmistir
(Jackson vd., 2008). PDK1 yoksun spesifik karacigerde, bir serin treonin kinaz PI3K’nin
alt birimi olan transmembran protein PIP3’e baglanarak AKT’in fosforilasyonunu saglar.
Bunun sonucunda %70’ lik PHX sonrasi fare oOliir. Fakat; %30’ luk PHX sonrast PDK1
yoksun ve normal kontrol grubunda kayip olmamakla birlikte mitotik olarak onemli bir
fark da gozlenmemistir (Haga vd., 2009). p42/44 MAPK sinyali parsiyal hepatektomi
sonras bifazik upregiilasyon gosterir. Ilk 1 saatte pik yapan MAPK sinyali daha sonra
kaybolur. 5-16. Saatler arasinda sinyal tekrar aktif olarak pik yapar (Chen vd., 1998).

Mekanik bozukluk, sitokinler ve biiyiime faktorleri tarafindan hepatositlerin
uyarilmasi ile olusturulan ag etkisi 70’den fazla genin uyarilmasini saglar. Aktivasyonlari
PHx’den sonra ilk 1-2 saatte baslayan bu genler; early growth response-1 (egr-1), growth
factor modulators like insiilin growth factor binding protein 1 (IGFBP1) ve diger gerekli
proteinlerin sentezini kodlayarak hepatositlerin GO fazindan ¢ikmasini, DNA sentezini ve

sonraki asamada da hiicrenin replikasyona ugramasini saglarlar (Haber vd., 1993).
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2.3.2. FazII: cogalma

Karaciger rejenerasyonunun ara fazi olan proliferasyon (¢ogalma) déneminde
karacigerde bulunan tiim hiicre tipleri replikasyona girer. Kemirgenlerde bahsedilen bu
hiicre tipleri arasinda hepatositler 24-44 saat arasinda DNA sentez aktivitesiyle ilk pik
yapan hiicrelerdir. SEC’lerin Faz I’de olusan gbézenek genislemesi bu fazda 72 saatten
kiigilme gosterir (Wack vd., 2001). Kolonjiyositler PHx’den yaklasik 2-3 giin sonra
maksimum replikasyon seviyelerine ulasirlar. Bile kanallar1 tekrar eski hacmine 10 giinde
doner (Lesage vd., 1996). Bu siire¢ sirasinda hepatik hiicre tipleri arasinda énemli parakrin
bir iletisim olusur.

Hepatositlerin eksprese olmasi, 24-72. Saatler arasinda vascular endotel biiylime
faktorii (VEGF) saliniminin pik yapmasi gibi uyaranlar PHX sonrasi 3-4. giinlerde endotel
hiicrelerinin replikasyona girmelerini tetiklerler (Shimuzu vd., 2001). SEC’ler ve yildizsi
hiicreler; HGF salinimi yaparlar (Ping vd., 2006; Takeishi vd. 1999). PHx’den 4 giin sonra

yildizst hiicrelerin sentezi artar ve ekstraselliiler matriks proteinleri birikmeye baslar.

2.3.3. Faz Ill: sonlanma

SEC’ler gii¢lii hiicre boliinmeleri sonucunda avaskiiler kiimeler halinde birikir daha
sonra hepatositler arasinda go¢ ederek sinuzoidleri yeniden olustururlar (Martinez-
Hernandez ve Amenta, 1995). Engellenen Hepatosit-Ekstraselliilar matriks (ECM)
etkilesimi sonlanma fazinda ani bir sekilde degisebilir. Ornegin; integrin linked kinase
(ILK) (integrinlerle alakali intraselliiler bir doniistiiriicii) Ozellikle rejenerasyonun
sonlanma fazinda goriiliir. ILK’dan yoksun farelerde hepatositlerin kontrol grubuna gore
1.5 kat daha biiyiik olduklar1 gozlenmistir. Buna ek olarak; hepatositlerdeki DNA sentez
aktivasyonu ¢ok daha giiglii ve uzun olmustur (Apte vd., 2009). Bu durum karacigerde
integrinlerin ekspresyon ifadelerinin degisiminden kaynaklanabilir ve Met sinyalinin daha

da arttig1 goriilmiistiir (Gkretsi vd., 2007; Apte vd., 2009).

Hepatoseliiler karsinomada (HCC) asir1 eksprese oldugu bilinen ve insanlarda asir1
biiyiimeye sebep olan genetik bir sendromun ana nedeni Glypican-3’iin; PHx’den sonra 4
ve 6. gilinler arasinda ekspresyonu artar. Glypican-3 asir1 eksprese edilen farelerde
hepatositlerin replikasyon siirecinde gecikme ve DNA sentez aktivasyonunda azalma

goriilmiistiir. 6 giiniin sonunda karaciger eski boyutuna ulasamamaistir. Yapilan ¢aligmalar
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Glypican-3 ekspresyonunun karaciger rejenerasyonda sonlanma fazi igin gerekli oldugunu

gostermistir (Liu vd., 2009).

Transkripsiyon faktorlerinin miktarindaki nisbi degisiklikler ve mitoinhibitorlerin
salinimi da rejenerasyonun sonlanmasina yardimet olur. DNA’ ya baglanma aktivitesi olan
C/EBPalfa transkripsiyon faktorii, PHX baslangicinda artar ardindan hizli bir sekilde
diisiise geger. Ancak; rejeneratif yanitin sonlanma fazina dogru yeniden aktive olur. Bu
onemli olay C/EBP’ nin hepatositlere karsi antiproliferatif oldugunu gosterir (Wang vd.,
2001). Hippo kinaz sinyalinin {iyesi olan Yes-associated protein (YAP), PHX sonrasi
karacigerde downregiile olur. YAP bir transkripsiyon koaktivatoriidiir ve karacigerin
boyutunu diizenler. Ayrica; karaciger kanserine de sebep oldugu kanitlanmigtir (Apte vd.,
2009). Non-parankimal hiicrelerde salinim faktorleri interleukin 1 alfa ve beta (IL-1a ve
IL-1b) (mitotik inhibitor, hepatik DNA sentezi engelleyici) rejenerasyonun proliferasyon
fazindan sonra salinima baglarlar. TGF-B ve reseptorii PHX sonrasi rejenerasyon
baslangicinda downregiiledirler. Fakat DNA sentezinin pik yapmasindan sonra miktarlar
artar. TGFBRII (TGF-beta reseptor II)’ den yoksun farelerde PHx’yi takiben belirgin bir
sekilde erken safhada hepatositlerin S fazina girdikleri goriilmiistir (Oe vd., 2004;
Romero-Gallo vd., 2005). Bu reseptoriin yoksunlugunda 1 haftada en biiyiik karaciger
kiitle-hacim oran1 goriilmistiir (Romero-Gallo vd., 2005). Bir mitoinhibitér Activin-A,
TGF-B ile iligkilidir. Activin-A inhibit6rii olan follistatin infiizyonu sonucu karaciger
kiitlesinde ve DNA sentez aktivasyonunda da 5 gilinden fazla siire artig goriilmiistiir. Bu
durum Activin-A’ nin sonlanma fazinda etkin rol oynadigini géstermektedir (Kogure vd.,
1995).

Ozetleme yapmak gerekirse; Bilyiime faktorii (HGF-EGF vb.) ve biiyiime
inhibitorleri (TGF-B, ILK, IL-1 ve C/EBPa)’nin siirekli antigonist ¢alisarak uyarilmis olan
karaciger hiicrelerinin karmasik rejenerasyon siirecini yonetirler. Biiyiime faktorleri
baslangi¢c fazinda dominantken, biiyiime inhibitorleri sonlanma fazinda dominant etki

gosterir (Michalopoulos ve DeFrances, 2005).
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2.4. mTOR Sinyal Yolag

Karacigerin biliylimesinde insulin’in hepatotrofik bir faktér olmasi ve hepatosit
cogalmasini uyararak etki ettigi bilinmektedir. Hiicresel seviyede, insulin etkisi; protein
kinazlar ve fosfatazlarin uyarilmasi, hiicresel biiylime ve farklilagmada artis, gen
transkripsiyonun aktivasyonu ya da baskilanmasi gibi karakterize edilebilir (Sekil 2.2).
PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) sinyal yolagi insulin’in hiicresel etkisinde baslica ana

sinyal yolagi olarak goriilmektedir (Desdouets vd., 2010).
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AAAIIINGA NI TN I NN, . REE o e
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Sekil 2.2 Insulin sinyali

PI3K/Akt/mTOR; karaciger rejenerasyonunda hipertrofi (asir1 biiylime) i¢in dnemli
bir sinyal yolagidir. PI3K/Akt/mTOR serin-treonin protein kinazin; hiicre biiyiimesi,
proliferasyon, hayatta kalim, farklilasma ve hiicre iskeleti degisiminin diizenlenmesi gibi
birgok fonksiyonu vardir. %70’ lik parsiyel hepatektomi sonrast PI3K/Akt/mTOR aktive

olur ve hepatositlerin cogalmasinda etkin rol oynar (Miyajima ve Miyaoka 2013).
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PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi;

PI3K ailesi I, II, III siniflarm igerir. Smif I PI3K’lar farkli diizenleyici (p50-
55/p85) ve Kkatalitik (pl10a (PIK3CA), pll10B(PIK3CB), pll108(PIK3CD), pll0y
(PIK3CG) alt birimleriyle heterodimerdir (Jaber vd. 2012; Janku vd. 2011). Biiylime
faktorleri-insulin gibi uyaranlar IRS reseptor iizerinde bulunan tyrosine bolgelerine
baglanarak siif I PI3K aktive olur. Alt birimlerin aktive olabilmeleri i¢in PIP2’nin PIP3’1
fosforile etmesi gerekir (Wymann ve Marone 2005) (Sekil 2.3). Sinif II ve simif I1I yapisal
ve fonksiyonel olarak sinif I’den farklilik gosterir (Engelman vd. 2006). PI3K, hiicre
biiylimesi, ¢ogalma, farklilasma, motilite, sagkalim ve hiicre i¢i haberlesmesi gibi hiicresel
stiregleri, genis bir diizenlenmesinde yer alir; bircok PI3K etkisine PKB (bring protein
kinaz B) asagi sinyali aracilik eder. Sinif I PI3K’nin yapisal fonksiyonunda mutasyon
olmasi (6rnegin; p110a alt linitesi) ya da negatif diizenleyici olan PTEN (Phosphatase and
tensin homologue deleted from chromosome 10) tarafindan baskilanmasi bir¢cok insan

kanserinin garpici 6zelligidir (Sung vd. 2012; Samuels vd. 2005).
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Sekil 2.3 PI3K sinyalinin biiyiime faktorleri ya da insulin tarafindan uyarilmasi (Jaber vd.
2012)

PI3K, SH2 (Src homology 2) domaini igeren ve tirozin ile fosforillenmis IRS ile
etkilesime gecer ve boylece Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3)’1 aktive eder
(Gao vd. 2005). Artan PIP3 konsantrasyonu (PKB)/Akt, PH (pleckstrin homology)
domainin igeren kinazi ve Phosphoinositide dependent kinase 1 olarak isimlendirilen
(PDK1)’ i aktive eder (Yang vd. 2002). Bununla birlikte Akt; Thr 308 ve Ser 473
bolgelerinden fosforillenerek aktive olur (Oshiro vd. 2007). Glycogen synthase kinase 33
(GSK3p) proteini serin/treonin protein kinaz olarak ifade edilen temel bir Akt substratidir.
Akt; Ras diizenlenmesinde rol oynarak, PI3K ve MAPK sinyal iletim olay zincirleri
arasindaki olas1 ¢apraz-haberlesmeyi saglar (Jaber vd. 2012). Akt’in bilenen diger hedefleri
Bcl2-antigonist of cell death (BAD), forkhead box protein 01A (FoxO1), forkhead box
protein 03A (Fox03), forkhead box protein 04 (FoxO4), endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) ve mammalian target of rapamycin (mTOR)’dir (Sekil 2.4) (Janku ve Polivka
2013).
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Sekil 2.4 PI3K-Akt-mTOR sinyali

PKB/Akt’ in yapisal aktivasyonu kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini tetiklemesi ve
apoptozu baskilamasi nedeniyle anormal hiicre dongiisiiniin diizenlenmesine biiylik katkida
bulunur. Bu hayatta kalma baslangici ve antiapoptotik aktivasyon hedef proteinlerin
aktivasyonu ile asag1 yolak iizerinde diger proteinlerin uyarilmasina ya da baskilanmasina
neden olur. Baskin mekanizma PKB/Akt’1in diizenledigi hiicre biiyiimesi mTOR complex 1
(mTORcl)’in uyarilmasiyla devam eder (Sekil 2.4). mTOR iki farkli multiprotein
kompleksinden olugsmaktadir: mTORC1 ve mTORC2. mTOR besin, hormon ve biiylime
faktorlerine yanit olarak aktive olur. Ornegin aminosit gibi besinler ve glukoz girisi smif 3
PI3K (hVps34)’lar tarafindan mTORC1’i aktive eder. mTORC1 / mTORC?2 sinyal yolu
(insulin reseptdr) IR aktivasyonu ile IGF ya da insiilin ile aktive edilir. Ligand insulin
receptoriine baglanir ve (insulin reseptdr substrati 1) IRS1’in tirosin fosforilasyonunda
artisa neden olur. PDK1 ve PKB/Akt uyarilmasi sinif 1 PI3K’y1 uyararak PIP3 {iretimini
arttirir.  PKB/Akt’in  etkinlestirilmesi rapamisin duyarsiz mTORC2 ve PDKI’in
aktivasyonu ile ilgilidir. Aktif PKB/AKkt inaktif (tumor suppressor complex 2) TSC2’yi
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fosforiller. TSC2’nin uyarilmasiyla TSC1/2 kompleksi uyarilmis olur. TCS2’nin
fosforilasyonu Rheb-GTP’yi aktive eder. Aktive Rheb (Ras homologue enriched in brain),
mTORc1’e baglanarak mTORc1’1 aktifler. Bunun sonucunda translasyon baslangicin1 ve
ribozom biogenezini uyaran ribosomal protein S6 kinaz 1 (S6K1) ve Phosphorylation of
the 4E- binding proteins (4E-BP1) uyarilmis olur (Janku ve Polivka., 2013; Wang vd.,
2008; Sancak vd., 2007).

Fosforillenmis mTORCI1, asag1 sinyal iletim effektorleri; 4EBP1 ve P70S6 kinaz
araciligiyla hiicre biiylimesini, hiicre siklusu progresyonunu ve hiicre metabolizmasi igin
gerekli proteinlerin mRNA ribozomal translasyonunu saglar. Hiicre ¢ogalmasinin durdugu
fazda fosforillenmis 4EBP1, okaryotik transkripsiyon faktor 4E (elFAE)’ye sikica baglidir
ve protein translasyonunun baglamasini inhibe etmis olur. Biiylime faktorleri gibi uyaricilar
MTOR yolu iizerinden 4EBP1’ i fosforiller. Bu da 4EBP1’i eIF4E’nin ayrilmasina neden
olur (Hara vd. 1997). elF4E, c-myc, cyclin D1 ve ornitin dekarboksilaz gibi uyaranlar;
proteinlerin translasyonu ile G1’den S faza hiicre siklusunun ilerlemesini saglar. Boylelikle
hiicre siklusunun ilerlemesinde yer alan proteinlerin (cyclin D1, c-myc gibi) mRNA
translasyonlarini diizenler. Ayrica 4EBP1’in fosforilasyonu HIF-1a sentezinde artmaya
neden olur. 4EBP1’in disinda S6K1’in fosforilasyonu da mRNA translasyonunu arttirir.
Ayrica S6K1, IRS-1 inhibasyonu yoluyla PI3K/Akt/mTOR’u negatif geri bildirim ile
inhibe etmektedir (Janku ve Polivka 2013; Wang vd. 2008; Sancak vd. 2007).
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2.5. SAFRAN

Safran (Crocus sativus L.)’in; stigmalarindan elde edilen kimyasal karigim son 20
yildir bir¢ok aragtirma konusu olmustur. Yapilan ¢aligmalar sonucunda; safran ¢igeginin
stigmasinda 3 ana bilesigin bulundugu gosterilmistir. Bunlardan crocin; safran’i
renklendiren bilesiktir, picocrocin; safran’a tadini veren, safranal ise aromasini olusturan
bilesiktir. Crocin, Picocrocin ve Safranal disinda safran bir¢ok aminoasit, protein, mineral,

flovanoidler gibi kimyasal bilesigi yapisinda tasir (Azrina A, 2013) (Sekil 2.5).

Safran; antioksidan (Ghadrdoost vd., 2011; Yoshino vd., 2011), anti-enflamatuar
(Nam vd., 2010), anti-aterosklerotik (Zheng vd., 2006), néro-koruyucu (Ochiai vd., 2007);
(Nam vd., 2010) ve yiiksek yagl diyet-kaynakli insiilin direncini 6nlemesi (Sheng vd.,
2008) ile 6nemli farmokolojik 6zelliklere sahiptir. Safran’in bu yararlh etkilerinin 6zellikle
giiclii bir serbest radikal stiptiriicii aktivitesi ile ilgili oldugu diistiniilmektedir (Higashino

vd., 2014 ; Azam B. vd., 2014 ; lla D. vd., 2010).
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Sekil 2.5 Safran ekstrakt1 (C. Sativus)' nin icerdigi kimyasal bilesikler (Maryam M. vd.,
2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel ¢alismamiz; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Bolimii; Molekiiler Biyoloji ve Histoloji Arastirma Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi Yerel

Etik Kurulu’nun 415/2014 sayili izni ile yapilmustir.

3.1.  Deney Hayvanlari

Tiim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanligi Refik Saydam Hifzissthha Merkez
Bagkanligi, Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvari’ndan temin edilerek deney siiresince
12:12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (2242°C) ve nemi (%45-50) otomatik
olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deneye baslanmadan 6nce hayvanlarin bir hafta
ortam kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Bu siire icerisinde tiim siganlar polikarbonat

seffaf kafeslerde standart sican yemi ile beslenmis ve siganlara ¢gesme suyu verilmistir.

3.2.  Deney Gruplar

Deneyimizde 200 gr agirhiginda erkek Wistar albino 1rki sigcanlar kullanilmustir.

Calismamizda n=5 olmak tizere rastgele secimle 3 ana grup ve 4 alt grup olusturulmustur.

Sham Kontrol Gruplari: Sham kontrol grubu olup hi¢ bir cerrahi islem ve madde

uygulamasi yapilmamistir. Gen ekspresyon analizinde kontrol grubu olarak kullanilmistir.

SF Kontrol Gruplan (1=0.saat; 11=6.saat; 111=12.saat; 1V=24.saat): SF kontrol grubu
olup % 70'lik parsiyel hepatektomi 6ncesi oral olarak gavaj yontemi ile 15 giin boyunca
100 mg/kg SF (Serum Fizyolojik) verilip 0-6-12-24. saatlerde karaciger ornekleri

alinmistir.
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Safran Deney Gruplan (V=0.saat; VI=6.saat; VII=12.saat; VIII=24.saat): Deney
grubu olup 15 giin boyunca safran maddesi 100 mg/kg oral gavaj yontemi ile verilmistir.
Diyet sonras1t % 70'lik parsiyel hepatektomi uygulamasi yapilarak 0-6-12-24. saatlerde

karaciger 6rnekleri alinmaistir.

3.3.  Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar:

Tim deneysel c¢aligmalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Diurnal hormonal degisimlerin siganlar iizerine olasi etkileri dikkate
alinarak tiim cerrahi iglemler 09.00 ile 12.00 saatleri arasinda yapilmistir. Deney gruplarina
ait hayvanlara intramuskular olarak 10 mg.kg? ksilazin ve 70 mg.kg? ketamin anestezisi

uygulanmigtir.

Parsiyal hepatektomi yapilacak deney hayvani, sirt {istii pozisyonda, sicakligr 1lik
ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip rektal 1s1 kontrolii yapilmigtir. Cerrahi
uygulama bdlgesinin %70’lik etilalkol ve batikom ile temizligi yapilip Higgins ve
Anderson’un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi gerceklestirilmistir. Buna gore, deney
hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’lik bir orta hat kesisi ile laparotomi
yapilmustir. Karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak karacigerin yaklasik %
68-70 oraninda kiitlesini teskil eden Ondeki sag orta ve sol yan loplart ayrilmistir. Bu
loplara ait hepatik arter, ven ve safra kanallarmin etrafindan ipek iplik gecirilerek
baglanmistir. Bagin hemen iistiinden kesim gerceklestirilmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil
3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6).

Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel
olunmasi i¢in karin bosluguna steril serum fizyolojik verilmistir. Sonra, kas ve deri kesileri
ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0 ipek siitur ile dikilerek kapatilmis ve poviiodeks
antiseptik solusyon ile laparotomi bolgesi temizlenmistir. Cerrahi islem gormiis her bir
deney hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve
seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak diyet degisikligi yapilmaksizin (0-6-12-24)

saat boyunca yasatilmistir.



Sekil 3.1 PHx dncesi batin bolgesinin %70'lik alkol ve batikom ile temizlenmesi

Sekil 3.2 Karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’lik bir orta hat kesisi

22
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Sekil 3.3 Karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak karacigerin sag orta ve sol
yan loplarin ayrilmasi-1

Sekil 3.4 Karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak sag orta ve sol yan loplarin
ayrilmasi-2
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Sekil 3.5 Karaciger loplarina ait hepatik arter, ven ve safra kanallarinin etrafindan ipek
iplik gecirilerek baglanmasi

Sekil 3.6 Bagin lop tarafindan ve hemen iistiinden kesim gerceklestirilmesi
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3.3.1. Doku orneklerinin ahnmasi ve degerlendirilmesi

Karaciger rejenerasyon oranlarinin belirlenmesinde kullanilmak {izere tiim
hayvanlarin, ilk laparotominin yapildigi 0. saatte ve ikinci laparotominin yapilip
hayvanlarin oldiirildiikleri (6-12-24). saatte viicut agirliklar1 tespit edilmistir. Deney
gruplarina ait hayvanlar hafif eter anestezisi altinda, intrakardiyak olarak kalpten biitiin
kanin alinmasi yoluyla oOldiiriilmiislerdir. Daha sonra da kanmn alinmasini takiben

laparotomi ile tiim karaciger hizli bir sekilde ¢ikarilip serum fizyolojik ile yikanmuistir.

3.3.1.1. Histolojik PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antijen) analizi

%10’luk ndtral formaldehit sivisina alinan ve kimyasal fiksasyonu tamamlanan tiim
karaciger doku oOrneklerine histolojik takip islemleri uygulanmis, parafin bloklar1
hazirlanmistir. Bu bloklardan mikrotom (Leica RM 2025) kullanilarak 4-5 pm kalinliginda

kesitler alinmistir.

Kesitlerde hepatositlerin ¢ogalan hiicrelerinin belirlenmesi igin ticari PCNA
antikorlar1 kullanilarak immunohistokimya uygulanmistir. PCNA boyama, abcam ab18197
anti-PCNA antikoru kullanilarak asagida belirtilen malzeme ve yontem kullanilarak
yaptlmistir. Her bir hayvana ait immiinohistokimya yapilmis karaciger kesitlerinde
hepatosit proliferasyonu incelenmistir. Mikroskobik olarak PCNA isaretli karaciger
hiicrelerinin ¢ekirdekleri kahverengi-kizil, mitotik aktivite gdstermeyen hiicreler ise mavi-
lacivert renkte gorilintiilenmistir. Rastgele secilmis farkli kesit alanlarinda 1000 adet
parankimal karaciger hiicresinde belirlenen PCNA pozitif ¢ekirdekli hiicrelerin sayisinin %

olarak ifadesiyle PCNA indeksi ¢ikarilmistir.
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. 1L Sodyum Sitrat Tamponu PH 6.0

Tri-sodyum sitrat (di-hidrat) 2,99

Distile su 1000mL’de ¢6ziilmiistiir.
1M HCl ile PH 6.0’a ayarlanmistur.

0,5mL Tween 20 eklenmistir.

(Istenirse 4°C’de 3 aydan fazla saklanabilir.)

. Tris-buffer saline (TBS) PH 7.6

Sodyum Klorid 89

1M Tris HCI PH 7.6 20mL

Distile su ile 1000mL’ye tamamlandi.

. Diluent ve yikama soliisyonu TBS Tween (TBS-T)
1 L TBS’de %0,1 oraninda (ImL) Tween 20 ¢oziilmiistiir.

. Membran Bloklama Ajani

5g yagsiz siittozu 100mL TBST’de ¢oziilmiistiir.

Uygulama basamaklari:
1. Mikrotomda 4-5um kalinliginda kesitler lam {izerine alinmis ve etiivde 60°C’de
45 dk inkiibe edilmistir.

2. Lamlar 3 defa 5’er dk ksilen ile yikanmigtir.

3. Lamlar %100°liik alkolde 3 defa 3’er dk yikanmustir.
4. Lamlar %95’lik alkolde 2 defa 3’er dk yikanmustir.
5. Lamlar %80’lik alkolde 2 defa 3’er dk yikanmustir.
6. Lamlar distile suda 5dk yikanmustir.

7. Lamlar, 10mM sodyum sitrat tamponunda (PH 6.0) 95-100°C’de inkiibe

edilmistir.
8. Lamlar ayn1 tampon igerisinde 20dk oda sicakliginda sogutulmustur.

9. TBST’de 1dk yikama yikanmistir.
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Her bir lama 100uL bloklama soliisyonu eklenip 20-30dk oda sicakliginda

inkiibe edilmistir.

Bloklama soliisyonu dokiildi. Her bir lama 100uL 1:500 oraninda sulandirilmis

primer antibody eklenip 45dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Lamlar TBST ile 4 defa 5’er dk yikanmustir.

Lam fizerine renk gii¢lendirici (6rn: enzim) 30dk uygulanmustir.
Lamlar TBST ile 4 defa 5’er dk yikanmustur.

Distile su ile 1dk yikanmustir.

Lamlar %80’lik alkolde 2 defa 1’er dk yikanmustir.

Lamlar %95°1ik alkolde 2 defa 1’er dk yikanmustir.

Lamlar %100’liik alkolde 3 defa 1’er dk yikanmustir.

Lamlar 3 defa 1’er dk ksilen ile yikanmustir.

Lamlar entellan ile kapatilmistir.

Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus CX31 marka ve model 151k mikroskobunda

incelenerek Olympus Camedia marka, C-5060 model compact dijital kamera ile

fotograflandirilmustir.

3.3.1.2.

Karaciger dokusundan RNA izolasyonu

Deney sonunda elde edilen karaciger doku 6rnekleri Aurum™ RNA Tissue Kit

(Ambion,

Cat. No: 732-6830) kullanilarak TRIzol (Ambion, Cat. No: 15596-026)

yardimiyla izole edilmistir. RNA eldesi asagida belirtilen sekilde gerceklestirilmistir.

1.

50-100mg karaciger doku 6rnegi ImL TRIzol ve Next Advance ZrOB05-RNA
0,5mm RNase-free bilyeler kullanilarak Next Advance Bullet Blender Storm 24
homojenizatdr yardimiyla homojenize edilmistir.

TRIzol iceren lizatlar oda 1sisinda niikleoprotein komplekslerinin tamamen

ayrismasini saglamak amaciyla 5 dk inkiibasyona birakilmistir.
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Ardindan 0,2mL kloroform lizatlar {izerine eklenmistir ve 15 sn boyunca elde
tiipler titrestirilerek calkalanmistir.

2-3dk boyunca lizatlar oda 1sisinda inkiibasyona birakilmustir.

Ornekler 12000xg’de 15 dk +4°C’da santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrast karisim zayif faz, kirmizi fenol klorofom fazi, ara faz ve
renksiz RNA igeren iist faza ayrilmustir. (Ust fazin hacmi ~600pL’dir.)

RNA igeren renksiz iist fazdan RNAaz-free tliplere ~400uL aktarilmistir.

Daha sonra tiiplere esit hacimde %70 etanol ilave edilmistir.

Karigim iyice vortekslenmistir.

Etanol ilave edildikten sonra olusabilecek ¢okeltileri dagitmak igin tiipler ters
yiiz edilmistir.

Orneklerden <700pL koleksiyon tiipleri iceren Spin kartuslara aktarilmistir.
12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir.

Koleksiyon tiipiinde biriken sivi atildi ve ayni koleksiyon tiipii Spin kartusa
takilmastir.

Biitiin 6rnek islemden geginceye kadar 12 ve 13. basamaklar tekrar edilmistir.
Spin kartuglarin {izerine 700uL Wash Buffer | ilave edilmistir. Kartuslar
12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiiplinde
biriken s1v1 ve aymi koleksiyon tiipii atilmistir. Spin kartusa yeni koleksiyon
tiipl takilmugtir.

Kartusa etanollii Wash Buffer II’den 500pL ilave edilmistir.

12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde
biriken s1v1 atilmis ve ayni koleksiyon tiipli Spin kartusa takilmastir.

16 ve 17. basamaklar tek seferligine tekrarlanmistir.

12000xg’de oda sicakliginda 1dk membran kuruyuncaya kadar santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii atilmistir ve Spin kartus geri kazanim tiipiine yerlestirilmistir.
30-100uL RNaz-free su Spin kartuslarin merkezine ilave edilmistir.

Ornekler oda sicakliginda 1dk inkiibe edilmistir.

Geri kazanim tiipiine yerlestirilen Spin Kartuslar oda sicakliginda >12000xg’de
2 dk santrifiij edilmistir.

Aridirilmis RNA’lar hemen kullanim i¢in birkag saat buz iizerinde ya da uzun

stireli saklama i¢in -80°C’da saklanmustir.
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Elde edilen RNA’lar, NanoDrop ND_1000 SpectroPHxotometer cihazi ile 2pL

ornek kullanilarak dl¢iilmiistiir.

3.3.1.3. RNA orneklerinden ¢cDNA elde edilmesi

RT-PCR isleminde gerekli olan cDNA i¢in RNA 6rnekleri iScript cDNA Synthesis
Kit (BIO-RAD, Cat. No: 170-8890) kullanilarak belirtilen protokol ¢ergevesinde
gerceklestirilmistir.

1. c¢cDNA i¢in RNA ornekleri konsantrasyonlar1 2000ng’a esitlenmistir. 20uL
reaksiyon basina total RNA’nin 2 pg kadar1 kullanabilir.
2. Kit pargalariin buz iizerinde ¢6ziilmiistiir.

3. Asagidaki tabloya gore, gerekli sayida reaksiyonlar1 hazirlamak igin gerekli

bilesenlerin hacmi hesaplanmustir.

e 2X RT Buffer 10uL

e 20X Enzim Karigimm 1uL

e RNA Ornegi 9uL’ye kadar

e Niikleaz Free Su 20pL’ye tamamlanmigtir.
e Reaksiyon Basina Toplam 20 pL

4. RT reaksiyon karisimi plate i¢ine boliinmiistiir.
5. Plate’in iizeri optik adheziv film ile kaplanmistir.

6. Herhangi bir hava kabarcigini ortadan kaldirmak ve igerigin asagi inmesini

saglamak i¢in plate kisaca santrifiij edilmistir.

7. Reverse transkripsiyon reaksiyonunu baglatmak i¢in hazir olana kadar plate buz

tizerinde tutulmustur.

8. 37°C’de 1 saat reaksiyon ig¢in inkiibe edildi. 5dk 95°C’ye kadar 1sitilarak
reaksiyon durduruldu ve 4°C’de tutulmustur (Inkiibasyonun kolaylig1 igin

reaksiyon, bir thermal cycler i¢inde gerceklestirilebilir).
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9. Elde edilen cDNA, RT-PCR uygulamasi igin kullanilmistir (Elde edilen cDNA,

-15°C ile -25°C arasinda uzun siireli olarak saklanabilir).

3.3.2. RT-PCR islemi

Bu islem TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Cat. No:
1108124) kullanilarak iiretici firma tarafindan verilen prosediir c¢ercevesinde
gergeklestirilmistir. Her bir kuyucuga,

1. cDNA ornekleri 100ng olacak sekilde niikleaz free su kullanilarak ayarlandi ve

9uL eklenmistir.

2. iTag™ Universal SYBR Green Supermix’ ten 10pL eklenmistir.

3. Forward ve Revers Primer’den 1pL eklenmistir. Plate’in {izeri optik adheziv

film ile kaplanmustir.

e Kullanilan Primerler:
IGF-1 (BIO_RAD)
IRS-1 (BIO_RAD)
PIK3CA (BIO_RAD)
PDK1 (BIO_RAD)
PTEN (BIO_RAD)
AKT1 (BIO_RAD)
TSC1 (BIO_RAD)
RHEB (BIO_RAD)
MTORC1 (BIO_RAD)
P70S6K1 (BIO_RAD)
4EBP1 (BIO_RAD)
ERK (BIO_RAD)
B-AKTIN (BIO RAD)

4. RT-PCR islemi 50°C’de 2dk, 95°C’de 10dk, 95°C’de 15sn, 60°C’de 1ldk
gerceklestirilmistir.
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RT-PCR islemi ABI-StepOne Plus cihazinda gergeklestirilmistir. Kontrol gen
olarak B-aktin kullanilmistir. Gen bdolgelerinin mRNA diizeyindeki artis1 B-aktin’e gore

hesaplanmustir.

3.3.3. Western Blott analizi :

Membrana transfer edilen proteinlerin uygun antikorlarla inkiibe edilerek

immunolojik yoldan belirlenmesine Western blotting ya da kisaca immunoblotting denir.

PI3K/Akt/mTOR yolaginda arastirilacak olan protein antibodileri: Phospho-Akt
(Thr308), Phospho-mTOR (Ser2481).

3.3.3.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu, RIPA Buffer (sc-24948) kit kullanilarak asagida belirtilen

prosediire gore yapilmistir.

1. Doku tartilip temiz bir tras bicagt kullanilarak ¢ok kiiclik parcalara
boliinmiistiir. Dondurulmus doku ¢ok ince bir sekilde dilimlenip proteaz
inhibitorleri ve/veya fosfataz inhibitorlerini iceren RIPA Buffer icinde
eritilmistir. Dokunun her bir grami i¢in 3mL soguk RIPA Buffer kullanilmistir.

2. Dokunun daha fazla par¢alanmasi ve homojenize edilmesi i¢in yontem boyunca
4°C sicakligit muhafaza eden bir homojenizator kullanilmigtir. 30 dk boyunca
buz lizerinde inkiibasyona birakilmistir.

3. Homojenat mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. 4°C’de 10 dk 10.000xg’de
santrifiij yapilmistir. Siipernatant atilip tekrar santrifiij edilmistir (Daha uzun bir

santrifiij yapilmasi, daha agik/temiz bir lizat elde etmek i¢in gerekli olabilir).

Elde edilen homojenattan The Qubit 2.0 Fluorometer Quantitates cihazi ile total

protein miktar1 6l¢iilmiistiir. Protein miktarlar1 60 pg/pL’ye esitlenmistir.
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SDS PAGE ve Blotlama Tamponlari

e 2X Elektroforez tamponu
12 g Tris Base, 57,6 g Glisin, 4 g SDS tartilmistir ve 2L distile suda ¢6zdirilmiistiir.
Elektroforez sirasinda 1:1 oraninda sulandirilmistir.
e 1M Tris-HCI PH 8.8
12,114 g Tris-HCI tartilmistir ve 60mL distile suda c¢oziindiikten sonra PH 8.8’e
ayarlanmigtir. Son hacim 100mL’ye distile su ile tamamlanmugtir.
e 1M Tris-HCI PH 6,8
12,114 g Tris-HCI tartilmistir ve 60 mL distile suda ¢O6ziindiikten sonra PH 6.8’¢
ayarlanmistir. Son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanmuistir.
e 6X Sample Buffer
%60 Gliserol, 300 mM Tris-HCI PH 6.8, 12mM EDTA, %12 SDS, 864 mM j-
Merkaptoetanol ve %0,05 bromfenol blue igermektedir.
e 10 mL i¢in; 6 mL Gliserol
3mL 1M Tris-HCI PH 6,8
0,035 9 EDTA
1,2 g SDS
600 uL B-Merkaptoetanol
0,005 g Bromfenol blue kullanilmistir.
%40’ ik Akrilamid/Bisakrilamid (19,489 akrilamid, 0,529 bisakrilamid
50mL suda ¢oziilmiistiir).
%10’luk AP (0,1g AP tartilarak 1mL distile suda ¢oziilmiistiir (Taze
hazirlanip kullanilmistir)).
%10’luk SDS (4g SDS tartilarak 40mL distile suda ¢6ziilmiistiir).
Transfer Soliisyonu (PH 8.3) 25 mM Tris-Base, 192 mM Glisin, %7 Metanol ve %0,07
SDS igerir. 28,826 g Glisin, 6,057 g Tris-Base, 1,4 g SDS tartildi. 140mL Metanol
kullanilmis ve son hacim 2L ye distile su ile tamamlanmustir.
o 1M Tris-HCIPH 7.6
12,114 g Tris-HCI tartilmistir ve 60mL distile suda ¢6ziindiikten sonra PH 7.6’ya

ayarlanmistir. Son hacim 100 mL’ye distile su ile tamamlanmuistir.
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o Tris-buffer saline (TBS) PH 7.6
Sodyum Klorid 8¢
1M Tris HCI PH 7.6 20mL
Distile su ile 1000mL’ye tamamlanmustir.
o Diluent ve yikama tamponu TBS Tween (TBS-T)
1L TBS’de %0,1 oraninda (1 mL) Tween 20 ¢oziilmiistiir.
o Membran Bloklama Ajani
5g yagsiz stttozu 100 mL TBST’de ¢oziilmiistiir.
SDS PAGE

Ornekler 90°C’nin iizerinde olan bir sicaklikta 5dk denatiire edilmistir. Denatiirasyon

sonrasi Ornekler 10sn 12.000 rpm’de santriflij edilmistir. Daha sonra ornekler -20°C’de

saklanmistir.

Aynistirma Jeli (%12’lik Jel)

Distile su 3,15mL
1M Tris-HCI PHx 8,8 3,75mL
%40 Akrilamid/Bisakrilamid 3mL
%10’luk AP 100uL
%10’luk SDS 100uL
TEMED oulL

Yukaridaki malzemeler kullanilarak ayristirma jeli hazirlandiktan sonra cam plaklar

arasina dokiilmiistiir. Uzerine 1mL propanol ilave edilmistir. Jel donduktan sonra propanol

dokiilmiistiir.

Yigma Jeli

Distile su 2,329mL
1M Tris-HCI PHx 8,8 375uL
%40 Akrilamid/Bisakrilamid 281uL
%10’luk AP 30uL
%10’luk SDS 30uL

TEMED 5uL
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Yi1gma jeli de donduktan sonra 6rnekler kuyucuklara yiiklenmistir. Proteinleri agirlik
marker1 olarak Sigma M4038 marker kullanilmistir. Jel, 100V’°da yaklasik 2 saat 10dk
yiiriitme yapilmistir. Boyanin jelden ¢ikmamasina dikkat edilmistir.

Membrana Aktarma

e Yiiriitme isleminden sonra jel, blotlama icin 15dk transfer soliisyonunda
tutulmustur.
e 1 adet membran 8x9cm, 2 adet filtre kagidi 11x9cm ebatlarinda kesilmistir.
e Membran 2dk distile su ile aktive edilmistir.
e Membran ve filtre kagitlar1 transfer soliisyonuna alinip western kaseti
hazirlanmastir.
e Transfer icin membran 70V da 3 saat yiiriitilmiistiir.
e Bilotlama islemi, Novex® Chemiluminescent Substrates (WP20005) Kkiti
kullanilarak asagida belirtilen prosediire gore gergeklestirilmistir:
1. Transfer sonrasi, herhangi bir jel parcasini kaldirmak ve soliisyon igeriklerini
gidermek icin iki kez 5dk su ile membran yikanmaistir.
2. 10-60dk oda sicakliginda bloklama soliisyonu icerisinde ¢alkalanarak (1 dontis/sn)
ya da arzuya gore, calkalama yapmadan 4°C’de bir gece bekletilmistir. Bloklama
soliisyonu dikkatlice bosaltilmistir.
3. Sulandirilmis primer antikor soliisyonu eklenmistir. 30-60dk ¢alkalanarak
inkiibasyona birakilmistir. Soliisyon dikkatlice bosaltilmistir. Primer antikorlar 1:500
oraninda sulandirilarak kullanilmistir.
Kullanilan primer antikorlar:
e PHxosPHxo-Akt (Thr308)- Cell Signaling
e PHxosPHxo-mTOR (Ser2481) - Cell Signaling
4. Yikama soliisyonu membrani asacak hacimde eklenip 1dk calkalanarak yikanmistir.
Soliisyon dikkatlice bosaltilmistir.
5. Yikama soliisyonu eklenip calkalanarak 5dk yikanmistir. Soliisyon dikkatlice
dokiilmistir. Bu adim 3 kez tekrarlanmustir.
6. Sulandirilmis sekonder antikor soliisyonu eklenmistir. 30dk inkiibe edilmistir.
Soliisyon dikkatlice bosaltilmistir. Sekonder antikor (Cell Signaling) 1:10000 oraninda
sulandirilarak kullanilmstir.

Kullanilan sekonder antikor asagida verilmistir:
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e Goat anti-rabbit IgG-HRP
7. Yikama soliisyonu membrani asacak hacimde eklenip 1dk calkalanarak yikanmistir.
Soliisyon dikkatlice bosaltilmistir.
8. Yikama soliisyonu eklenip ¢alkalanarak 5dk yikanmistir. Tampon dikkatlice
dokiilmiistiir. Bu adim 3 kez tekrarlanmastir.
9. 2dk boyunca suyla membran kisaca durulanmistir. Daha sonra soliisyon dikkatlice
dokilmustiir.
10. PVDF veya NC membranlarda, HRP chemiluminescent substrat reaktifi A ve HRP
chemiluminescent substrat reaktifi B esit hacimde karistirilir (0,06mL/cm? membran yiizey
alan1 kullanilmistir).
11. Membran temiz plastik bir sayfaya (0rn; seffaf temiz kopya materyali) alinip
antijen ile muamele edilmistir. Membranin kurumasina izin verilmemistir.
12. Membran {izerine chemiluminescent substrat calisma soliisyonu pipetlenmistir.
Sonrasinda membran kaplanmaistir.
13. 1 dk boyunca HRP chemiluminescent substrati ile muamele edilmistir.
14.  Filtre kagidi vb. ile fazla HRP chemiluminescent substrati nazik bir sekilde
emdirilmistir. Fakat membranin kurumasina izin verilmemistir.
15.  Goriintiileme sirasinda kurumay1 onlemek i¢in membran {izerine temiz bir plastik
parca Ortiilmiistiir. Plastik parca ortiiliitken membran {izerinde kabarcik olusumu
engellenmistir.
16.  Kaset ya da goriintilleme sistemindeki kaplanmig film yerlestirilmis ve 1 sn’lik
yakalama siiresi ile birka¢ dk sinyal olusumu ve goriintii gelinceye kadar c¢ekim

yapilmistir.
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3.4. Istatistik

Karaciger dokularindan izole edilen mRNA’ larin IGF-1, IRS-1, PIK3CA, PDK1,
PTEN, AKT1, TSC1, RHEB, MTORC1, P70S6K1, 4EBP1, ERK transkripsiyon
seviyelerinin gruplar arasindaki farklilik durumlari, karaciger doku kesitlerinin
incelenmesinden elde edilen PCNA indeks sonuglari, IBM SPSS Statistics 20.0 paket
programindaki tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi
karsilastirmalarda ise Tukey ve LSD Testi kullanilmistir.

Tiim istatistik uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikan sayisal deger P<0.05 oldugunda

deney gruplar1 arasindaki farklar anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Karaciger dokularindan izole edilen PI3K/Akt/mTOR yolagina ait gen ve protein
seviyelerinin ~ gruplar  arasindaki  farklililk  durumlari  karsilagtirmali  olarak

degerlendirilmistir.

PHx’ den sonra IGF-1; ilk 12 saatte aktivasyona ugrayan 70’den fazla genden
biridir. Hepatositlerin GO fazindan ¢ikmasinda, asagi sinyal yolagini aktif ederek DNA

sentezinin baglamasinda etkin bir rol oynar (Haber vd., 1993).

Calismamizda; IGF-1 gen ifadesi Grup I, I, IIT ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve
Grup V, VI, VII ve VIII’den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlaml
derecede farkliliklar gdstermistir. SF Gruplarinda gen ifadesi LII ve III nolu gruplarda artig
gosterirken IV. Grupta diislis goriilmistiir. Safran verilen gruplarda V, VI ve VIII nolu
gruplarda 6nemli olgiide artis tespit edilmistir. Grup II” nin Grup VI’dan (p<0.01), Grup
I’ Gin Grup IV’den (p<0.01) ve Grup III’tin Grup VII’den (p<0.01) anlamli derecede
farklilik gosterdigi goriilmistir. Grup I’ in Grup VI’dan (p<0.001), Grup IV’iin Grup
VI’dan (p<0.001), Grup VI’'nin Grup VII (p<0.001) ve Grup VHI (p<0.001)’den ileri
derecede farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Gruplara ait IGF-1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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Insulin reseptdr substrati (IRS), IRS-1 ve IRS-2 ailelerini icerir. Insiilin ve IGF’nin
reseptOr sinyalini koordine ederek biiyiime ve metabolizmay1 diizenler. Hepatositlerde IRS;
PISK-AKT kaskadinda 6nemli bir diizenleyicidir. Hiicre temelli ¢calismalar hepatositlerde
IRS’ nin insiilin araciligr ile hem biliyiimeyi hem de metabolizmay1 diizenledigi

goriilmiistiir.

IRS-1 gen ifadesi Grup I, II, III ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VIl ve VIII’den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. SF Gruplari olan 1. ve II. Gruplarda zamana bagh artig goriiliirken
I1l. ve IV. Gruplarda zamana bagl azalma tespit edilmistir. Safran Gruplarinda ise VI
Grup onemli derecede artis gosterirken VII. ve VIII. Gruplarda zamana bagl olarak diisiis
goriilmistir. Grup VI’ nin Grup LIILIV,V,VLVII ve VIII (p<0.001) ile ileri derecede
farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica; Grup II’nin, Grup IV ve Grup VIII (p<0.01) ile

aralarinda anlamli derecede fark tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Gruplara ait IRS-1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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PI3K biiyliime faktorleri ve sitokinler tarafindan uyarilan, sinyali asagi sinyal
yolaklarina ileten, rejenerasyon i¢in dnemli bir proteindir. Bu nedenle rejenerasyonun ilk
baslangi¢ fazinda aktive olurlar. PI3K (Wortmanin)’in injeksiyonu ile bloke edilen PI3K,
PHX sonrasi 48 ve 72. Saatler arasinda kontrol gruplan ile karsilastirildiginda fare
karacigerlerinde hacim ve kiitlesel olarak azalma goriilmiistiir. Karaciger normal boyutuna

7 giin sonra ulasmistir (Jackson vd., 2008).

PIBKCA gen ifadesi Grup I, I, III ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VIII’den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. SF Grubu olan III. ve IV. Gruplarda zamana bagli olarak diislis
goriilmiistiir. Safran Grubu olan VI. Grupta 6nemli 6l¢iide ifadenin arttig1 tespit edilmistir.
Grup VI, Grup I, III, V, VII, VIII’ den (p<0.05) ve Grup IV’ den (p<0.01) anlaml
derecede farklilik gostermistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Gruplara ait PIK3CA gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlaml1 fark vardir.
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PDK1; PI3K sinyal iletiminin AKT’a iletilmesinde rol alir. PDK1 yoksun
karacigerde, bir serin treonin kinaz PI3K’nin alt birimi olan transmembran protein PIP3’e
baglanarak AKT’in hayatta kalim ve oOliim fonksiyonlarindan, 6lim fonksiyonunun
aktivitesine neden olarak hiicrelerin apoptoza gitmesine sebep olmustur. Bu deney
sonucunda fareler 6lmistiir. Fakat; %30’luk PHX sonras1t PDK1 yoksun ve normal kontrol
grubundan kayip olmamakla birlikte mitotik olarak da onemli bir fark gézlenmemistir

(Haga ver ark., 2009).

PDKZ1 gen ifadesi Grup I, Il, 11l ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VII’ den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. SF ve Safran Gruplarina bakildiginda (II-VI, IV-VIII) gen
ifadesinin 6. ve 24. saatlerde arttig tespit edilmistir. Grup VI'nin Grup I, III, V ve VII’den

(p<0.001) ileri derecede anlamlh farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Grup III” iin Grup
IV’den (p<0.01) ayrica; Grup VII’nin Grup I, IV ve VIl (p<0.05) ve Grup VIII’in Grup I,
Il ve V p(<0.05)’den anlamli derece farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.4).

_ PDK1
I Bl Kontrol Grubu
3 25- *
Safran Grubu
2.0 T
1.5 T
1.0
1

N T T
0.0~ T T

O.saat 6.saat 12.saat 24 .saat

Gen ekspresyon kat degisimi (2

Sekil 4.4 Gruplara ait PDK1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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IGF-1 sinyalinin PI3K/AKT sinyal kaskad iizerinde 6nemli bir deger etken PTEN
aktivasyonudur. PTEN; 1997 yilinda birbirinden bagimsiz 3 laboratuvar tarafindan timor
stipressoOr olarak adlandirilmistir. PTEN’ in PI3K/AKT yolagini negatif yonde diizenledigi
tespit edilmistir (Maehama ve Dixon, 1998). PTEN inhibe edilmis yiiksek-yagh diyet ile
obez yapilan farelerde; hiicre biiylimesinin ve kas yenilenmesinin arttigi gozlenmistir (Hu
vd., 2010). Birgok kanser tiirlinde PTEN mutasyonu nedeni ile olusan asir1 PI3K/AKT
aktivasyonunun olustugu goézlenmistir (Liaw vd., 1997; Nelen vd., 1997).

PTEN gen ifadesi Grup I, I, III ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VII’ den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. PTEN ifadesinin SF Grubu olan I1. Grupta, Safran Grubu olan VI
ve VIL. Gruplarda artis gosterdigi tespit edilmistir. Grup VI’nin Grup I, II ve III ile
(p<0.05) ve IV, V, VII (p<0.01) ile anlamli derecede farklilik gésterdigi tespit edilmistir.
Ayrica; Grup II ve Grup IV (p<0.05), Grup IV ve Grup VIII (p<0.05), Grup VIII ve Grup
11, V, VII (p<0.05) ile anlaml1 derece farklilik tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Gruplara ait PTEN gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)

*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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Haga vd. (2009)’lerinin PDK1 gen ifadesi susturulmus fareler {izerinde yapilan
karaciger rejenerasyonu caligmasinda hepatositlerin prolifere olmadiklari gozlenmistir.
PDK1’in asag1 sinyal yolaginda AKT aktivasyonunda onemli bir etken oldugu tespit
edilmistir. PDK1’in aktive olmamasi AKT aktivasyonu ve asagi sinyal yolaginda bulunan
AKT’m uyarimu ile aktivasyonu saglanan mTOR ve P70S6K1 aktivasyonlarinda da 6nemli
Olciide disiis tespit edilmistir. Yapilan bu calisma ile PDK1-AKT-mTOR ve P70S6K1
arasindaki asag1 sinyal yolagi baglantisi belirlenmistir. AKT 1n aktivasyonu proliferasyon

i¢in 6nemli bir merkezi noktadir.

AKT1 gen ifadesi Grup I, II, III ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VIII’den olusan Safran gruplarinda zamana bagh olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. Grup VIII’in Grup I, II, 11, IV, V (p<0.001)’den ileri derecede
anlamh fark gosterdigi ve Grup VI, VII (p<0.01)’den de anlamli derecede farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica; Grup IV’iin Grup VI ve Grup VII (p<0.001)’den, Grup
V’in Grup VI ve Grup VII (p<0.001)’den ileri derecede anlamli farkli oldugu tespit
edilmistir. Gen ifadesi protein sonuglari ile de desteklenmis olup VII ve VIII nolu

gruplarda aktif AKT proteininin artmis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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Sekil 4.6 Gruplara ait AKT1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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Sekil 4.7 Gruplara ait fosfo-Akt protein aktivasyonu.

TSC1 gen ifadesi Grup I, II, Il ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VII’den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. TSC1 gen ifadesinin VI. Grupta 6nemli derecede arttig1 tespit
edilmistir. Grup VI, Grup I, III, IV, V, VI, VII (p<0.001)’den ileri derece anlamli farklilik

gostermistir. Ayrica Grup VI, Grup II ve VIII (p<0.01)’den anlamli derecede farklilik
gostermistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Gruplara ait TSC1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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RHEB gen ifadesi Grup I, I, III ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VIII’den olusan Safran gruplarinda zamana baghi olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. SF Grubundaki gen ifadesi incelendiginde II. Grupta bir artis olup
daha sonra gen ifadesinin azaldig1 goriilmiistiir. Safran grubunda ise SF grubuna gére VI.
grubta ve VIII. grubta 6nemli 6lgiide artis tespit edilmistir. Grup I; Grup II, VIII (p<0.05)
ve Grup VI (p<0.01) ile, Grup II; Grup 1V, V ve VI (p<0.05) ile, Grup IllI; Grup VI
(p<0.05) ile, Grup IV; Grup VI (p<0.01) ve Grup VI (p<0.05) ile, Grup V; Grup VI
(p<0.01) ve Grup VI (p<0.05) ile; Grup VI; Grup VII (p<0.05) ile anlamli derecede
farklilik gostermistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Gruplara ait RHEB gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.

Suami MG Fouraschen vd. (2013)’nin rapamisin ile mMTOR inhibasyonu yaptiklari
karaciger rejenerasyonu c¢alismasinda; mTOR inhibasyonu sonucu karaciger
rejenerasyonunun azaldigi ve parsiyal hepatektomiden sonra otofajinin arttig1 tespit
edilmistir. Otofajinin artmasinda IL-6 ve HGF sinyal yolaginin etkisinin oldugu
goriilmiistiir. Bu ¢calisma mTOR aktivasyonunun hepatik hiicre proliferasyonunda énemli

bir etken oldugunu gostermistir.
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MTORC1 gen ifadesi Grup I, II, III ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V,
VI, VII ve VIII’ den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. MTORCI1 gen ifadesi SF Gruplarinda I. ve II. Gruplarda artis
gosterirken III. ve IV. Gruplarda zamana bagli olarak 6nemli Olc¢lide azalma tespit
edilmistir. Safran Gruplarinda ise; VI. grupta zamana bagli olarak 6nemli 6l¢iide artis
goriilmiistiir. Grup I; Grup II, IV (p<0.05) ve VI (p<0.01) ile, Grup II; Grup IlI, VI, VIII
(p<0.01) ve Grup 1V, V (p<0.001) ile, Grup I, Grup VI (p<0.001) ile, Grup IV; Grup VI
(p<0.001) ile, Grup V; Grup VI (p<0.001) ile, Grup VI; Grup VII ve VIII ile anlaml ve
ileri derecede anlamli farkliliklar géstermistir. Ayrica western blott ¢calismasi ile MTORC1
gen ifadesindeki artig aktif MTORCI proteininin sonuglar1 ile de desteklenmektedir.
Protein analizine gore Safran Gruplari olan V. ve VI. gruplarda protein ifadesinde 6nemli

olglide artis gozlenmektedir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.10 Gruplara ait MTORC1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.

I I i v \% Vi Vil VI

p-MTOR(289kDA)
Sekil 4.11 Gruplara baglh olarak fosfo-mTOR protein aktivasyonu.
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Espeilac C. vd. (2011)’ larmin yaptiklart bir ¢calismada P70S6K1/K2 gen bdlgesi
susturulmus transgenik farelerde parsiyal hepatektomi sonrasi 72. saatte proliferasyonda
onemli Slgiide diisiis gozlenmistir. Calisma P70 aktivasyonunun rejenerasyon siirecinde

onemli bir etken oldugunu gostermistir.

P70S6K1 gen ifadesi Grup I, II, IIT ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V,
VI, VII ve VIII’ den olusan Safran gruplarinda zamana bagl olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. P70S6K1 gen ifadesi SF Grubu olan II. Grupta 6nemli 6l¢iide artig
gosterirken III ve IV gruplarda ifadesi 6nemli dl¢lide azalmistir. Safran Grubu olan V1. ve
VIII. gruplarda 6nemli 6lgiide artis tespit edilmistir. Grup I, Grup II, IV (p<0.05) ve VI
(p<0.01) ile, Grup II; Grup I, 111, IV, V, VII (p<0.05) ile, Grup HlI; Grup VIII (p<0.05) ve
Grup VI (p<0.01) ile, Grup IV; Grup VIII (p<0.05) ve Grup VI (p<0.001) ile, Grup V;,
Grup VIII (p<0.05) ve Grup VI (p<0.001) ile, Grup VI; Grup VII (p<0.01) ile anlaml ve
ileri derecede anlaml farkliliklar gostermistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 Gruplara ait P70S6K1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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4EBP1 gen ifadesi Grup I, II, IIT ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VII’ den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. 4EBP1 gen ifadesi SF gruplarinda II. ve III. Gruplarda 6nemli
Olclide artis gosterirken zamana bagli olarak IV. Grupta ifadede azalma goriilmiustiir.
Safran grubunda ise; Grup V, VI ve VII de anlaml1 derecede artig gozlenmektedir. Zamana
bagl olarak VIII. grupta gen ifadesi azalmistir. Grup I; Grup II, III (p<0.05) ve VI
(p<0.001) ile, Grup II; Grup 1V, VI ve VIII (p<0.05) ile, Grup 1V; Grup V (p<0.05) ve VI
(p<0.001) ile, Grup V; Grup VI ve VIII (p<0.05) ile, Grup VI; Grup VII (p<0.01) ve Grup
VI (p<0.001) ile anlaml1 ve ileri derecede anlamli farkliliklar gostermistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Gruplara ait 4EBP1 gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlamli fark vardir.
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ERKI1 (p44 MAPK) ve ERK 2 (p42 MAPK), hiicre dongiisii proteinlerinin (p21,
siklin D1, Cdkl) uyarilmasim1 saglayan Elk-1, Ets-1, c-Fos, c-Jun, c-Myc, p53 gibi
transkripsiyon faktorlerini i¢eren bir¢ok molekiilii fosforlar. G1 den S fazina gecis ve G2

den M fazina gegiste dnemli role sahiplerdir. (Zhang ve Liu, 2002; Guégan vd., 2012).

ERK1 gen ifadesi Grup I, II, III ve IV’den olusan SF Gruplarinda ve Grup V, VI,
VII ve VIII’den olusan Safran gruplarinda zamana bagli olarak anlamli derecede
farkliliklar gostermistir. ERK1 gen ifadesinin Safran Grubu olan VIII. grupta 6nemli
Olgiide artis gosterdigi tespit edilmistir. Grup I; Grup III, VI (p<0.05) ve Grup VIII
(p<0.01) ile, Grup II; Grup 11, V, VII (p<0.05) ve Grup VIII (p<0.001) ile, Grup III; IV ve
VI (p<0.05) ile, Grup IV; Grup VII (p<0.05) ve Grup VIII (p<0.01) ile, Grup V; Grup VI
(p<0.05) ile, Grup VI; Grup VII (p<0.05) ve Grup VII (p<0.01) ile anlamli ve ileri
derecede anlamh fark gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Gruplara ait ERK gen ekspresyon seviyeleri. (Ortalama + Standart sapma)
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001 SF’e gore anlaml1 fark vardir.
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(d)

Sekil 4.15 SF gruplarina ait karaciger kesitlerinde PCNA pozitif ( &) ve PCNA negatif ( 2§
hepatosit goriiniimleri. (&) SF 0. saat , (b) SF 6. saat, (c) SF 12. saat , (d) SF 24. saat. (X20)
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Sekil 4.16 Safran gruplarina ait karaciger kesitlerinde PCNA pozitif (ﬂ ve PCNA negatif

(’) hepatosit goriiniimleri. (a) Safran 0. saat, (b) Safran 6. saat, (c) Safran 12. saat, (d)
Safran 24. saat. (X20)
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Sekil 4.17 Gruplara ait PCNA indeksi. (Ortalama + Standart sapma).
*: P<0.05, **: P<0.01 ve ***: P<0.001

Yaygin antioksidan diyeti temelli ¢alismalar, toksik kimyasallarin oksidasyon
mekanizmasini  etkilenmesinden kaynaklanan karaciger hasarlarina karsi koruma
saglayabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda Picrorrhiza kurroa, Andrographis paniculata,
Eclipta alba, Silibum marianum, Phyllanthus maderaspatensis ve Trichopus zeylanicus
gibi bitkilerin belirli hepatik toksinlere kars1 karacigeri korudugu tespit edilmistir. Birgok
karaciger hasarinda, ¢ogu karaciger hiicresi Oliir ya da fibrotik siirece geger. Karaciger
hiicre proliferasyonunu tetikleyici tedavi ajanlari karacigerin toksik hasarlara kars:

korunmasi acisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (Kumar vd. 2011).

Kaihan Lou vd. (2016)’nin Rosmarik asit ile karaciger rejenerasyonu iizerinde
yagtiklar1 bir ¢aligmada, rosmarik asitin karaciger rejenerasyonunu tetikleyici bir etki
gosterdigi mTOR sinyal yolag: iizerinden belirtilmistir. Rosmarik asit PHx sonrasi intra
peritonel olarak verilip, rejenerasyon silireci gozlenmistir. Calisma sonucunda rosmarik
asitin - mMTOR sinyal yolagmin aktivasyonunun artmast ile birlikte karaciger

rejenerasyonunu arttirdigi western blot ve PCNA sonuglari ile belirtilmistir.
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Karaciger iizerinde yapilan c¢alismalarda safran’in hepatoprotektif etkisinin
bulundugu gosterilmistir. Omidi vd. (2014)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, acetaminophen ile
karaciger hasar1 olusturulan hayvanlara safran bitki ekstrakti uygulanmis, calisma
sonucunda safran’ 1n hepatoprotektif etkisi ALT, AST ve histopatoloji sonuglar1 ile
kanitlanmistir. Iranshi vd. (2011); CCl4 ile karaciger hasari olusturarak suda ve alkolde
¢ozlinen safran ekstraktinin etkisini incelemistir. CCl4 ile plasmada artan ALT ve AST
degerleri, hem su hem alkol safran ekstrakti ile tedavi sonucu ciddi oranda diismiistiir.

Ayrica sonuglar histopatolojik olarak da kanitlanmistir.

Safran ekstraktinin gavaj olarak uygulanmasi ile birlikte parsiyal hepatektomi
sonrasi; IGF-1 geni 0. Saatte (P<.05) ve 6. Saatte (P<.01); IRS-1 geni 6. Saatte (P<.01);
PI3K geni 6. Saatte (P<.05); PDK1 geni 6. Saatte (P<.05); PTEN geni 6. ve 24. Saatlerde
(P<.05); AKT geni 12. ve 24. Saatlerde (P<.01); TSC1 geni 6. Saatte (P<.01) ve 24. Saatte
(P<.05); RHEB geni 6. Saatte (P<.05) ve 24. Saatte (P<.01); MTORC1 geninin 6. Saatte
(P<.05) ekspresyon diizeylerinde SF grubuna gore anlamli fark gosterdigi calismamizda
tespit edilmistir. Yapilan calismalarda P70S6K1 ve 4EBP1’in antigonist calistiginin
ispatlandigi belirtilmistir (Avruch J et al.; 2005 ; Sabatini DM et al.; 2004). Calismamizda
AEBP1 aktivasyonu ilk 0.6.12. saatlerde anlamli fark gosterirken (P<.05) 24. Saatte
ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Buna karsilik P70S6K1 gen ekspresyonu 24. Saatte
(P<.05) anlamh fark olusturarak artis gostermistir. Calismamizda ayrica G1 den S fazi
geciste onemli olan ERK1 aktivasyonu ayrica incelenmistir. ERK1 gen ekspresyonunun

24. Saatte (P<.01) anlamli derecede artig gosterdigi tespit edilmistir.

Safran ekstrakti uygulanan hayvanlarda hepatosit proliferasyonunun arttig
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag: iizerinden tespit edilmistir (Cizelge 1, Cizelge 2, Cizelge
3). Safran’ mn karaciger lizerinde koruyucu bir etkisinin oldugu histolojik olarak PCNA
caligmasi ile de gosterilmistir (Sekil 4.15, Sekil 4.16). Yapilan PCNA ¢alismasinda Grup
VIII’ de anlamli derecede (P<.001) farklilik g6zlenmistir (Sekil 4.17).



Cizelge 1. Calismada bulunan PI3K/Akt/mTOR yolagina ait genlerin fold degisikliklerine gore (2"24CT) olusturulan gen ekspresyon analizi.
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Cizelge 2. PI3K/Akt/mTOR yolagia ait genlerin Ortalama + Standart sapma degerleri.

SF GRUPLARI SAFRAN GRUPLARI
I 11 I\ V VI Vil VIl

IGF-1 052 +0,07 066 =+0,06 09 +0,07 034 +0,06 0,81 0,06 1,22 +0,11 043 0,1 0,53 0,07
IRS-1 1,29 0,12 354 =046 09 0,16 043 0,1 1,21 +0,11 6,59 =+1,28 0,6 0,18 0,51 0,09
PIK3CA 15 0,15 18 +0,09 1,1 +0,12 0,35 0,05 1,36 +0,18 3,18 +£1,33 0,96 0,1 144 +0,15
PDK1 05 +0,13 1,37 0,17 04 +0,13 145 +0,22 043 0,12 196 +0,14 0,46 +0,13 142 +0,27
PTEN 0,92 +0,07 162 =+0,22 05 =0,1 0,16 0,04 0,44 0,1 3,09 1,2 0,41 0,13 1,81 0,13
AKT1 043 +0,11 092 0,1 05 +0,06 0,23 +0,05 0,25 0,05 125 +0,08 1,23  +0,04 2,17  +0,32
TSC1 0,61 +0,06 1,92 =+0,31 1,2 =+0,11 0,33 =+0,06 05 =+0,15 5,36 =+1,36 0,64 0,17 1,86 +0,56
RHEB 0,33 +£0,07 1,47 0,15 1 +0,12 0,23 =+0,15 0,26 0,06 2,52 +0,78 0,86 0,15 184 +0,56
MTORC1 158 +0,11 3,43 +033 0,7 =+0,14 0,14 =0,05 0,42 0,06 4,83 +l1,14 0,59 0,23 0,8 0,1

P70S6K1 1,17 +0,08 5,07 <«£1,13 08 +0,15 0,44 +0,14 0,5 +0,08 587 +£1,06 1,38 +0,12 3,68 1,55
4EBP1 0,38 +0,01 1,84 +0,62 1,7 0,86 0,31 +0,01 13 +0,18 2,71 +0,38 0,78 0,39 0,41 0,09
ERK 0,38 +0,07 035 +0,05 08 +0,54 0,39 0,01 0,66 +0,03 046 +0,01 0,81 0,43 1,06 =+0,61

54
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Cizelge 3. PI3K/Akt/mTOR Yolagina ait gen ekspresyon analizinin heat-map haritasinda

gosterimi
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda PI3K/Akt/mTOR yolag1 sinyal kaskadi {izerinde bulanan genlere
gore yapilan arastirmada 6zellikle 6. ve 24. saatlerde 6nemli dlgiide gen ekspresyon artisi

tespit edilmistir.

Safran’ 1n karaciger rejenerasyonunda PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagini 6zellikle
6. saatte onemli Ol¢ilide uyardigi calismamizda tespit edilmistir. 24. saatte olusan artigin ise
koruyucu etki sonrasi rejenerasyon siirecinin hizlanmasina bagli olarak hepatositlerin
ikinci kez replikasyona gittigi diisiiniilebilir. Hepatositlerin birden fazla replikasyona
gidebilecegi belirtilmistir. Bu sonuglara gore safran’in karacigerde glikojen/yag ve protein
metabolizmasina olumlu derecede etki ettigi goriilmistiir. Gen ifade diizeylerindeki artis

safranin karaciger iizerinde koruyucu etkisi oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak ¢alismamizda 15 giin boyunca 100 mg/kg oral gavaj olarak verilen
safranin %70’ 1lik PHX sonrast karaciger rejenerasyonuna olan/olabilecek etkisi
PI3BK/AKT/mTOR yolag: iizerinden incelenmistir. Elde edilen bulgulara gére safran’in
karacigeri korudugu, proliferasyonu arttiric1 etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ileriki
caligmalarda western blot ¢alismasi genisletilerek karaciger rejenerasyonu stirecinde B-
aktin ve total AKT, mTOR proteinlerinin incelenmesi 6ngoriilmektedir. Safran lizerinden
daha detayli inceleme yapilarak sinyal yolaklar1 lizerindeki etki mekanizmasinin farkli

zaman ve dozlarda genis ¢apli arastirilmasi gerekmektedir.
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