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OZET

Deneysel Obez Siganlarin Karaciger ve Bobrekistii Bezinde HMGB1

Diizeylerinin Arastiriimasi

Dinya Saglik Orgitl tarafindan en riskli on hastaliktan biri olarak
tanimlanan obezite neredeyse vucuttaki tum sistem ve organlari etkilemektedir.
Bu calismada, yuksek yag icerikli diyet ile erigkin siganlar Gzerinde obezite modeli
geligtiriimesi ve bu obezitenin karaciger ve bobrekustu bezleri Gzerindeki etkilerini
ve bu olasi etkilerin high mobility group box 1 (HMGB1) duzeyleri ile iligkisi olup
olmadidinin histolojik ve morfometrik yontemlerle incelenmesi amacglandi.

Bu amagla Wistar albino cinsi erigskin siganlar (8 adet calisma 8 adet
kontrol) 10 hafta boyunca yuksek yag icerikli diyetle beslenerek obezite modeli
olusturuldu. Deney sonunda, siganlardan elde edilen kan orneklerinde katalaz,
superoksit dismutaz (SOD), total kolesterol ve glukoz dizeyleri biyokimyasal
olarak degerlendirildi. Karaciger ve bobrek Ustl bezlerinde morfometrik, rutin
histolojik ve immunohistokimyasal inceleme yapildi. Isik mikroskobik inceleme
icin, doku orneklerinden hazirlanan parafin kesitlere Hematoksilen-eozin boyasi
ve Anti HMGBL1 antikoru ile immunohistokimyasal boyama uygulandi. Morfometrik
degerlendirme icin Cavalieri metodu ile hacim degerlendirmesi fiziksel disektor ile
hepatosit, Kupffer hiicresi ve HMGB1 pozitif hlicre sayimlari yapildi.

Deney sonrasinda, deneklerin vicut agirliklarinin, obezite olusturulan
grupta istatistiksel olarak anlamli dercede arttig1 gézlendi. Yine obezite grubunda
karaciger hacminde, Kupffer hlcrelerinin ve HMGB1 pozitif hicrelerin sayisinda
anlamli artis goézlenirken birim alanda hepatosit sayisal yogunlugunun azaldigi
tespit edildi. Bobrekustl bezinde ise total hacim artisinin yanisira zona
glomeruloza hacimlerinin azaldigi, zona fasikulata tabakasi ve medulla hacminin
arttig1 goraldi. Obez deneklerin medullasinda HMGBL1 pozitif hiicrelerin sayisi da
artmigti. Isik mikroskobik olarak, obez grubuna ait karacigerlerde ve bobrekustu
bezlerinde inflamatuvar hudcre infiltrasyonlari, nekrotik odaklar, vaskuler

dilatasyon; hepatositlerde sitoplazmik buztisme ve asidofil boyanmada artig, yagl



degisiklik, bazi hepatosit nukleuslarinda heterokromatik boyanma gibi bulgular
saptandi.

Sonug olarak bu calismada, yagh diyet uygulamasinin isik mikroskobik
duzeyde karaciger ve bobrekustl bezlerinde hasar olusturdugu ve ayrica obezite
durumunda karaciger ve bobrekustu bezi medullasinda pozitifligi artan HMGBZ1'in
bu hasar ile iligkisi olabilecedi biyokimyasal, stereolojik, histolojik ve

immunohistokimyasal yontemler ile gosterildi.

Anahtar Kelimeler . Obezite, HMGB1, Karaciger, Bobrekustu Bezi
Destekleyen Kurumlar :  GATA Arastirma Bilimsel Kurul Bagkanligi
Yazar Adi . Dog¢.Hv.Tbp.Bnb. Muhammed ERDAL
Danigsman . Prof.Hv.Tbp.Alb. Emin OZTAS
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ABSTRACT

Investigation of HMGB1 Levels in Liver and Surrenal Glands in
Experimentally Obese Rats

Obesity identified as one of the ten most dangerous diseases by the World
Health Organization, affects almost all systems and organs in the body. In this
study, we aimed to investigate the effects of obesity on liver and suprarenal
glands in high-fat diet induced obese rats and whether there is a relationship
between HMGB1 levels and these their effects by biochemical, morphometric,
histological and immunohistochemical methods.

For this purpose, adult Wistar albino rats were fed on a high fat diet for 10
weeks and obesity model was induced. At the end of the experiment, blood
samples were obtained from all subjects for the biochemical analyses of catalase,
superoxide dismutase (SOD), cholesterol and glucose levels. Also, liver and
suprarenal glands were evaluated by morphological, routine histological and
immunohistochemical methods. For light microscopic examination with
hematoxylin-eosin stain the prepared paraffin sections of tissue samples and anti-
HMGB1 antibody immunohistochemical staining was performed. Volume
assessments were made by Cavalieri method and physical disector was used for
detecting the number of hepatocyte, Kupffer cells and HMGB1 positive cells.

After the experiment, body weight of the animals was, being more
pronounced increases were observed in especially obese group. The average
weights of the groups were statistically different from each other. A significant
increase the volume of the liver, in the number of Kupffer cells and HMGB1-
positive cells were found in the livers of the obese group. But, numerical density
of the hepatocytes was decreased in the obese group. In the adrenal gland, as
well as volume of the zona glomerulosa was decreased; the total volumes of the
suprarenal gland, zona fasciculata layer and the suprarenal medulla were
increased. In the suprarenal medulla of the obese rats, number of the HMGB1
positive cells was increased. In the light microscopic investigation, inflammatory
cell infiltration in the liver and adrenal glands necrotic foci, vascular dilatation;

acidophil staining of cytoplasm, cytoplasmic shrinkage, fatty changes and

vii



heterochromatic staining of some nuclei were detected in livers and suprarenal
glands of the obese group.

As a result of the study, high fat diet induced obesity caused to damage in
the liver and adrenal glands of the rats. Also increased positivity of HMGB1 may
be related to this damage. These results were shown by biochemical,

stereological, histological and immunohistochemical methods.

Keywords : Obesity, HMGBL1, liver, adrenal gland

Supported.by : Department of Scientific Research Committee, GATA
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1. GIRIS

Kronik bir hastalik olarak tanimlanan obezite besin yoluyla alinan enerjinin
harcanandan fazla olmasi ve vicuttaki yag kitlesinin artmasi ile kendini gosterir.
Dunya Saglik Orgliti tarafindan en riskli on hastaliktan biri olarak tanimlanan
obezite neredeyse vicuttaki tim sistem ve organlari etkiler (1).

Diinya Saglik Orgitiine gore kiresel bir epidemi olan obezite gérilme
orani ulkemizde de oldukga fazladir. Turkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve
Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans Calismasi (TURDEP) | ve TURDEP I
calismalarina gore obezite sikligl toplumumuzun 1/3’Gnden fazlasini etkilemekte
ve yayginligi artmaya devam etmektedir (2).

Obezitenin karacigerde non alkolik yagh karaciger hastaligina (NAFLD)
neden oldugu bilinmektedir (3). Yine obez bireylerde artan steroid sentezi de
obezitenin bobreklsti bezi Gzerinde de etkileri olabilecegini gdstermektedir (4).

Bununla birlikte bu etkilerin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir.
Elektroforetik hareket hizlarinin ylksek olmasindan dolay! yuksek hizli grup
(high mobility group (HMG)) olarak adlandirilan non-histon nikleer protein
grubunun en bol bulunan Uyesi olan HMGB1, hicre icinde hlcrenin stres
cevabinin koordinasyonunda, hlicre disinda ise inflamasyon ve immin cevabin
yonetilmesinde rol oynar (5). HMGB1 proteinin obezite patogenezi ile olan iligkisi
de tam olarak belirlenmemisgtir.

Bu calismada obezitenin karaciger ve bobrekustu bezinde yaptigi
degisiklikler ve HMGB1’in bu degigklikler ile olasi iligkisi stereolojik, histolojik,

biyokimyasal ve immunohistokimyasal olarak arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1 OBEZITE
2.1.1 Obezitenin Tanimi

Besin yolu ile alinan enerjinin harcanandan fazla olmasi sonucu vucuttaki
yag kitlesinin artmasi ile ortaya c¢ikan obezite kronik bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (6). Enerji tuketiminin hucresel boyutlari, besin biyoyararlanimi,
besinlerin depo edilmesi ve mobilizasyonu ile besinlerin utilizasyonunun hepsi
feedback kontrol sistemi olarak nitelendirilen mekanizmalarla ydnetiimektedir. Bu
gune kadar tespit edilebilmis, yeme davranisini yoneten sistemlerin gogu eneriji
metabolizmasina iki yonlu etki etmektedir. Vicut yag miktarinin artmasi sonucu,
beyindeki merkezlerce istah azaltilarak alinan besin azaltilir ve vucut yag tuketimi
arttinlir. Yag miktari azaldiginda istah arttirilarak sistem ters yonde islettirilir.
Obezitedeki patolojik temel genel manada, yag dokusu ile beyindeki yeme
davranisini kontrol eden merkezler arasindaki ileti ve bu iletileri etkileyen
faktorlerdeki kusurlardan kaynaklanmaktadir denilebilir. Bunun yaninda beynin
istah merkezine iletilen sinyaller igerisinde yiyeceklerden kaynaklanan direk igtah
acllmasina sebep olan kisa sureli sinyaller de bulunmaktadir. Bu sinyaller
anabolik ve katabolik mekanizmalara etki ederek enerjinin tuketim, alim ve yag
dokusunda depolanma dengesine etki eder. Enerjinin vicutta yad seklinde
depolanabilmesi, ihtiyag duyuldugu zamanlarda kullanilabilmesi agisindan
yasamsal degere sahiptir. Bunun yaninda enerjiyi olusturan besin 6gelerinin orani
da 6nemlidir. Trigliseridler, glikojen ve proteinlerden farkli olarak su ve elektrolit
destegine ihtiyag duymadan saf yag seklinde depolanabilir. Enerjinin yag
dokusunda etkili bir sekilde depolanabilme 06zelligi nedeniyle, normal vicut
agirhgindaki bir birey achida yaklasik olarak iki ay stre dayanabilir (7). Avantajl
bir durum gibi gérunen yagin bu sekilde kolay depolanabilir olmasi, agiri besin
alimi gibi durumlarda vidcutta normalden fazla birikimine ve obeziteye yol
acabilmektedir.

Teknolojinin gelismesiyle besinlerin ucuz, lezzetli, bol yagli ve yuksek kalorili
hale gelmesi sagliksiz beslenmeye bu da gereginden fazla enerji alimina, sonug

olarak obezite prevalansinin artmasina neden olmaktadir (8).



2.1.2 Obezitenin Patogenezi
2.1.2.1 Genetik Faktorler

Kalitim obezite Uzerinde etkilidir ancak genlerin tam olarak ne kadar katkisi
oldugunu belirleyebilmek zordur. Fat mass and obesity associated (FTO),
melanocortin-4 receptor (MC4R), prohormon convertase 1/3 (PCSK1), brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) ve peroxisome-proliferator-activated receptor
(PPAR) genlerini de iceren obezite riski olusturan birgok gen polimorfizmi
belirlenmistir (9).

Obeziteyle iligkili oldugu bilinen Prader-Willi ve Bardet-Biedl gibi
sendromlarin yaninda, otozomal dominant 9, otozomal resesif 10 ve X'e bagli
gecis gosteren 5 olmak Uzere toplam 24 genetik hastalik bilinmektedir(10).

Obezite olusmunda genetik etkilerin varligi gosterilmistir. Hatta birey bagka
bir cevrede buyuse bile ailesinin vucut kitle indeksiyle korelédsyonu izlenmistir.
Ayrica metabolizma hizi, gida biyoyararlanimi ve fiziksel aktivitelerde de vucut

agirhgi gibi kalitsallik gézlemlenmistir (10).

2.1.2.2 insiilin direnci ve obezite

instilin hormonu, iki distilfid kdprist ile baglanmis iki polipeptid zinciri igerir
ve 51 aminoasitten olusur. Reseptoru ise disulfid baglariyla bagh 2alfa ve 2 beta
alt birimi iceren heterotetramerik yapida bir membran glikoproteinidir. insiilin,
hedef dokuya ulasmak icin pankreastan salinarak portal dolasima gecer. Daha
sonra, karacigere gelir ve sistemik dolasima katilir. Hlcre diuzeyindeki etkisini,
hiicre zarindaki reseptérine baglanip igeri alinarak gésterir. Insilinin genel
etkileri: Karaciger (KC) glukoneogenezini ve glikojenolizini inhibe etmek, kas ve
yag dokusuna kandan glukoz girisini arttirmak (Zardaki tasiyici proteinleri arttirir.)
ve glikojen seklinde depolanmasini saglamaktir. insilin direnci durumunda kas,
yag ve KC dokusu Uzerindeki bu anabolizan etkilerine kargi direng gelisir. Bu
durumu dizeltmek igin pankreastan daha fazla insilin salinir ve metabolik durum
kompanse edilmeye caligilir. Boylece kan glukoz degerleri normale indirilirken

insulin degerleri normalin 1,5-2 kati arasinda seyreder (11).



2.1.2.3 insiilin direnci patofizyolojsi;

Insllin reseptorlerinin insilin hormonuna olan duyarliliklarinin azalmasi
sonucu ortaya cikar. insilin direnci, vicudun enerji dengesindeki bozukluk
sonucu meydana gelen, obezitenin yag dokusunda hipertrofi ve hiperplazi
gelisimine ve adipoz hucre disfonksiyonuna yol a¢gmasi nedeniyle olusan bir
antitedir.

Pankreas, KC ve yag dokusu beslenme sonrasi alinan ihtiya¢ fazlasi
glukoz ve yagin depo yerleridir. Trigliseritler adipoz hicrelerde yag damlacigi
olarak depolanir ve sonugta yad hucre hipertrofisi gelisir. Bu maruziyet
dolagsimdaki serbest yag asitlerinin artisi ile hicre disfonksiyonuna yol acan
proinflamatuvar bir durum ortaya cikarir. Bu serbest yag asitleri iskelet kasi, kalp
kasi ve endotelde birikerek hiicrede fonksiyon bozukluguna yol acar. insiilin
direnci; pankreas beta hucrelerinin asiri glukoza maruziyeti sonucu apopitoza
ugramas! ve hepatositlerde ylksek miktarda karbonhidrat ve yad depolanmasi
sonucu hepatosteatoz gelismesi nedeniyle meydana gelir. inflamatuvar
mediatoérlerle birlikte oksidatif stresin de bu duruma katki sagladidi bilinmektedir
(12).

2.1.2.4 Adipoz hipertrofi ve hiperplazi

Adipositlerdeki yag birikiminin artmasi enerji dengesizligi sonucu ortaya
cikmaktadir. Adipositlerdeki bu birikim kendini hipertrofi ve hiperplazi ile
gostermektedir. Yag doku kitlesindeki artisin asil nedeni hipertrofi olsa da
hiperplazinin de katkisinin oldugu bilinmektedir. Hiperplazi ve hipertrofiye yol
acan nedenler arasinda dolasimdaki insulin ve glukokortikoidlerin yag doku
farklilasmasini uyarmasi ve invitro sartlarda timor nekrozis faktor alfa (TNF-alfa)
ve insilin growth faktor (IGF-1)'in hiperplaziyi tetiklemesi sayilabilir. Hipertrofi ve
hiperplazi tim adipoz doku hicrelerinde ayni oranda gérilmeyebilir. Ornegin
yuksek deri altt ya§g dokusunda hipertrofi ve hiperplazi ayni anda gorulirken,
omental yag dokusunda hipertrofi 6n plandadir. Buna dayanarak erken dénem
obezitede subkutan yag depolanmasinin, ge¢ donem obezitede ise viseral yag

depolanmasinin oldugu ileri surtlmektedir. Yine yapilan ¢alismalarda monosit



kemoatraktan protein'in (MCP-1) omental dokuda subkutan dokuya gore fazla

salgilandigi ve MCP-1'in insulin direnci ile iligkili oldugu gosterilmigstir(13).

2.1.2.5 Adiposit disfonksiyonu ve endoplazmik retikulum

Obezite patofizyolojisinin temelinde lipid depolanmasindaki fazlalik
nedeniyle hicre disfonksiyonuna yol agan mitokondrial ve endoplazmik
retikuluma (ER) ait fonksiyon bozukluklari yatmaktadir. ER'nin protein ve lipit
sentezi, karbonhidrat metabolizmasi ve kolesterol yapimi gibi bir gok metabolik
yolakta gorevi vardir. mRNA'da translasyona ugrayan proteinin golgi cisimcigine
verimeden onc ER'de duzenlenmesi gerekmektedir. Proteinlerin bu hucre igi
organel gogline chaperon (refakatci) proteinler kilavuzluk etmektedir. ER'nin lipit
biyosentezindeki gorevleri; fosfolipit sentezi, trigliserit depolanmasi ve yag asit
alimidir. Yag asidi sentez aktivasyonunda ER'den salinan insilin ve sterol-
element baglayici proteinlerin de (SREBPs) roll vardir. Bazi hayvan modellerinde
asiri besin alimi ve adipoz doku hipertrofisine bagl ER stresi olarak adlandirilan
bir durumun gelistigi goraimustur.

Bu durumda protinlerin posttranselasyonel modifikasyonu ve uygun bir
sekilde katlanmasi ile yag damlacigi olusumu ve kolesterol algilamasi inhibe olur.
ER stresinin insulin direnci olusturma mekanizmasi unfolded protein response
(UPR) araciligi iledir. Asiri besin aliminda ve refakatci protein yetersizliginde
hicre icinde anormal katlanmis proteinler birikerek hicresel fonksiyonlari bozar.
Hucre bu durumda protein sentezini inhibe eder ve bu anormal katlanmis
proteinleri hicre digina atmaya calisir. Eger bu atim yeterince olmazsa hucre igi
homeostazis bozularak UPR tarafindan indiklenmis apopitoz gerceklesir. ER
stresi serbest yag asitlerinin ve inflamatuvar mediatorlerin artisiyla mitokondrial
oksidatif stresi indukler.

Sonug olarak serbest yag asitlerinin artigi, inflamatuvar mediyatér salinimi
ER stresini induklemektedir. ER stresi olustugunda da, insulin direnci bu da glikoz

ve lipid miktarinda artisa neden olur. Boylece kisir bir dongi baglar (14).



2.1.2.6 Yag Dokusu Mitokondrileri ve Oksidatif Stres

Obezite endoplazmik retikulumda neden oldugu oksidatif stres ile meydana
gelen reaktif oksidan Uretimi gibi mekanizmalara benzer sekilde mitokondride de
oksidan maddelerin Uretimine neden olmaktadir. Reaktif oksijen turleri (ROT) ile
antioksidan mekanizmalar arasindaki dengesizlik olarak tanimlanan oksidatif
strese; mitokondride artmis olan yag asitlerinin sebep oldugu dustnulmektedir
(15).

Pankreastan insulin salinimini olumsuz etkileyen ROT, hlcre apopitozuna
yol acar. Kronik olarak ROT uretimi, karaciger ve kas hiicrelerinde mitokondriyal
disfonksiyona neden olur. Bu da dokularda lipid birikimi ve insilin direncinin daha
da artmasi sonucunu dogurur (16). Oksidatif stresi arttiran faktdrlerden biri de
inflamatuvar  sitokinlerdir: insan hepatositlerinde TNF-a, ROT (retimini

uyarmaktadir (17).
2.1.2.7 Adipokinler

Adiposit disfonksiyonunu goésteren sistemik mediatorler; adipokinler,
serbest yag asitleri ve inflamatuvar mediatorlerdir. Adipositler tarafindan uretilen
adiponektin, leptin, rezistin ve ghrelin adipokinler arasinda yer almaktadir. Bunlar;
insulin direnci, aterosklerozis, non-alkolik yagli karaciger hastaligi ve tip Il diyabet
gibi obezitenin sebep oldugu patolojilerin gelisiminde enerji Uretimi ve tuketimi
arasindaki dengeyi etkileyerek merkezi bir rol oynarlar. Adipokinler inflamatuvar
mediatdr sentezini de etkilemektedirler. Mesela adiponektin, TNF-a’nin hem
etkisini hem de sentezini inhibe etmektedir. Leptin ve rezistin ise makrofajlari

uyararak TNF-a ve interlokin 6 (IL-6) sentezini arttirir (18).
2.1.2.8 Leptin

Yag dokusunun trigliserid icerigi ve beslenme durumuna bagli olarak yag
dokudan salgilanan bir hormon olan leptin; dolagimda plazma protenlerine bagl
olarak bulunur ve merkezi sinir sistemi’ne (MSS) difizyonla girer. Hipotalamusun

ventromediyal nikleusunda sitokin reseptdr kinaz 2'yi (CK 2) uyararak melanosit



stimule edici hormon ve Kokain-amfetamin regulated transkript (CART)
molekulunun sentezini arttirir ve tokluk hissi olusmasini saglar. Lipogenezi inhibe
eden leptin, lipolizi stimile eder, karaciger, iskelet kasi ve pankreasin f3
hucrelerinde hucre igi lipid duzeylerini dugurerek insulin duyarlihgini arttirir.
Limbik sistemden dopaminin geri alimini arttirir boylece yeme istegini baskilar.
Ayrica sempatik sinir sisteminin aktivasyonunu arttirir boylelikle istirahat halindeki
enerji tiketimi artar (19). Leptin sekresyonunu katekolaminler ve glukokortikoidler
etkilese de ana belirleyici faktor glukoz metabolizmasidir. Leptin konsantrasyonu
besin alimini takiben artar (20). Obezlerde leptin konsantrasyonunun yuksek
olmasi, istah kesme ve kilo kaybettirme gibi olumlu etkilerine kargi direng
gelistigini dustindiirmektedir (19). inflamasyonda, leptin makrofajlarin fagositik
aktivitelerini arttirir. Ayrica T hdcreleri, nétrofil, monosit ve endotelyal hiicrelerde

de proinflamatuar sitokin artmasina neden olur (21).
2.1.2.9 TNF-alfa

Obezite, insulin direnci ve diyabet gelisiminde rol oynayan TNF-qa, sistemik
inflamatuar yanitta ilk tanimlanan sitokindir. Lenfosit, monosit, yag ve kas doku
tarafindan Uretilebilen, TNF-a salinimdaki dizensizlik, obezite iliskili metabolik
sendroma yol acabilir. TNF-a adipositlerden serbest yad asidi salinimini
arttirarak, adiponektin sentezini bloke ederek ve insulin reseptdr substratin
fosforilasyon aktivitesini onleyerek insulin direnci gelisimine katkida bulunur. TNF-
a, nukleer faktor-kB'yi uyararak endotelyal hicre ve vaskller diz kas
hlcrelerinden adezyon molekillerinin salinimini arttirir ve endotelyal disfonksiyon

gelismesine neden olur (22).
2.1.2.10 Adiponektin

Yag hacrelerinin farklilasabilmesi igcin adiponektinin ekspresyonu ve
sekresyonu gerekmektedir. Adiponektinin glikoz ve lipid metabolizmasi, enerji
dengesi, ve antiinflamatuvar mekanizmalar Uzerinde duzenleyici etkileri
bulunmaktadir (23). insiilin direnci ve obezite varliginda diger adipokinlerin aksine
adiponektinin plazma konsantrasyonu artmaz. Adiponektin seviyesi erkeklerde
kadinlardan; obezlerde, Tip 2 Diyabetes Mellitus (DM) hastalarinda ve koroner



arter hastaligi bulunanlarda ise saglikli bireylerden daha dusuktur. Adiponektin,
insulin duyarhligini arttirir, lipid profilini dizenler karaciger ve kastan kana glukoz
salinimi azaltir, glukozun kullanimini ve yag asidi oksidasyonunu uyarir (23).
TNF-a ekspresyonunun inhibisyonu ve endotel hicrelerine monosit adezyonunun
engellenmesi ile endotelde nitrikoksid Uretimini arttirarak gugli anti-inflamatuar ve

anti-aterosklerotik etki gosterir (24).

2.1.2.11 Dolasimdaki yag asitleri

Serbest yag asitleri ve trigliseridlerin obeziteye bagli dolagimda artmasi
(Yag asitleri, gliserolle birleserek triagilgliserol olusturur.) karaciger, iskelet kasi,
kalp kasl ve pankreas [ hlcrelerinde birikmesine neden olur. Bu dokularin lipid
depo kapasitesi yag dokusu kadar olmadigi i¢cin yag asidi ve trigliserid
konsantrasyonunun artmasindan ¢ok daha fazla olumsuz etkilenir. Hicre igi lipid
birikimi, steatohepatit, iskelet kasinin insuline duyarlihginin azalmasi ve hucre
disfonksiyonuna neden olur.

Hayvan deneylerinde kardiyomiyositlerde, lipid birikiminin hlcresel hasara
sebep oldugu ve ventrikuler disfonksiyona yol actigi gosterilmigtir (25). Cizgili
kaslarda, serbest yag asidinin birikimesi (Trigliserit (yag damlacidi) olarak
depolanir.) insulin reseptor substrat miktarinin azalmasina ve insulin rezistansina
neden oldugu bildirilmistir. insiilin direnci insilin miktarini, o da dolasan serbest
yag asitlerinin artmasina ve pankreas B hicre disfonksiyonuna ve apopitozise

neden olur. Bu durum pankreas lipotoksisitesi olarak tanimlanmaktadir (25).

2.1.2.12. inflamasyon ve obezite

Obezitede gorulen insilin direncinin nedeni olarak yag dokusundan salinan
bazi faktorler ileri surGlmustir. Bu Urinler TNF-a, C reaktif protein (CRP),
interldkin 6 (IL-6), interlokin 2 (IL-2), grelin, resiztin, leptin, ve adiponektin'dir (26).
Geng eriskinlerde yapilan galismada (17-39 yas) kilolu veya obez kisilerde dusuk
dereceli sistemik bir inflamasyonun varligini disindirecek sekilde VKi arttikga
CRP’nin arttigi gosterilmistir (27). Proinflamatuvar bir sitokin olan IL-6 karacigerde
CRP yapimini uyaran bir sitokindir.



2.1.2.13 Oksidatif stres ve obezite

Oksidatif stres; oksidanlarin (ROT, serbest radikal ve peroksitler) zarar
verici etkilerine karsi antioksidan sistemin yeterli ve dengeli bir cevap verememesi
nedeniyle ortaya ¢ikar. Obezlerde, adipositokinin yag dokudan dizensiz olarak
uretimi oksidatif strese neden olur (28). Santral obezitesi bulunan Kkisilerde
antioksidan seviyelerinin dusik oldugu; yine obezlerde oksidatif stres belirtegleri
ve CRP’nin; VKIi, LDL ve trigliserit seviyeleri ile korelasyon gosterdigi saptanmistir
(29).

2.1.2.14 Serbest radikal olusumunun obeziteyle iligkisi
2.1.2.14.1 Yag doku:

Obezlerde adipositler tarafindan salinan proinflamatuvar sitokinler, monosit
ve makrofajlarin reaktif oksijen ve nitrojen Uretmesi igin gugll bir uyarici gorevi

gordugu ve artmis oksidatif strese neden oldugu dusunulmustar (30).

2.1.2.14.2 Yag asit oksidasyonu

Yag asitlerinin mitokondri ve peroksizomlarda okside olmasi, karacigerde
serbest radikal Uretimine sebep olmaktadir. Mitokondrideki oksidatif fosforilasyon
mitokondriyal DNA’da degisikliklere bu da ATP’de azalmaya veya yapisinda
anormalliklerle yol agmaktadir (30).
2.1.2.14.3 Asin oksijen tiiketimi

Obezlerde meydana gelen kilo artigl, vicudun mekanik ylakund arttirmakta
bu durum kalbin is yuku ve miyokardiyal metabolizmada artisa bu da oksijen
tlketiminde artmaya neden olmaktadir. Bu artis mitokondriyal solunumda ROT (
stperoksit, (OH ) hidroksil radikali ve (H.O, ) hidrojen peroksit ) artmasina yol
acar (31).

2.1.2.14.4 Hiicre hasari yuiku
Obezitede yagin artmasi ve htcre icinde birikmesi hicre iginde hasara
neden olmaktadir. Hlcre hasari ise bazi sitokinlerin artmasina (TNF-a vb) ve

dokuda ROT uretimi ile yaglarin peroksidasyonunda artmaya neden olur (31).



2.1.2.14.5 Diyetin tipi

Diyetin iceriginin de obezlerde ROT olusumuna etki edebilecegi
disundlmektedir. Yag icerigi yuksek bir diyet ile beslenme oksijen
metabolizmasini etkileyebilir. Eger olusan ROT hicrenin antioksidan kapasitesini

asar ise lipid peroksidasyonuna ve ateroskleroz gelisimine sebep olabilir (31).

2.1.2.14.6 Mitokondrilerin rolu

Hucrede gergeklesen faaliyetler icin enerji ihtiyacini kasilayan mitokondriler
apopitozda hayati rol oynar. Obezite, ROT uretimini ve oksidatif stresi arttirarak
mitokondriyal metabolizmay: etkilemektedir. Ayrica trigliserid seviyesinin artmasi
mitokondriyal solunum zincirini etkilemekte, slperoksid Uretimi artmakta ve
adenin nukleotidlerin translokasyonu inhibe olmaktadir (32).

Oksidatif fosforilasyon mitokondriyal suregte ¢ok etkin olsa da erken
donemde elektronlarin ancak kuguk bir ylUzdesi serbest radikal olusumuna ve
mitokondriyal fonksiyonun bozulmasina sebep olabilir. Proteinlerin yeniden
mitokondri matriksine girmesine aracilik eden uncoupling proteinler (UCP), sahip
olduklari aminoasit dizeleri sayesinde potansiyel mitokondriyal tasiyicilari tespit
edebilirler. Memeli mitokondrisi i¢in U¢ g¢esiti tanimlanmistir: UCP-1, UCP-2 ve
UCP-3. Kilo kontroliinden sorumlu olan protein UCP-1 dir. insanlarda sadece
iskelet kasinda bulunan UCP-3, mitokondriyi lipotoksik etkilerden korur (32).
UCP-2, ATP sentezi ve yag asidi metabolizmasinin duzenlenmesinde rol oynar.
Bu sayede ROT sentezini kontrol eder (33).

Obezitenin kronik bir hal almasi, superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi
enzimlerin aktivitesinde azalmaya bu da antioksidan kaynaklarin yetersizligine yol
acabilir (34).

2.2 HMGB1

2.2.1 HMGBZ’in Yapisi

Bir ¢cok hastallk ve bozuklugun patogenezi incelendiginde temelde;
kromozomal instabilite, yanlis differansiasyon, zamanindan 6énce 6lime neden
olan ve cevresel faktorler olarak bilinen kompleks fizyolojik ve genetik

varyasyonlarin rol oynadigi gorulur. Bu sureglerin molekuler temelinin anlasiimasi
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yeni tanisal biyomarkirlar ve tedavi hedeflerinin kegfedilmesine olanak
saglayacaktir. 1973’te elektroforetik hareket hizlarinin yiksek olmasindan dolayi
high-mobility group (HMG) olarak adlandirilan non-histon nikleer proteinler
kesfedildi. HMG protein ailesi HMGB, HMGN ve HMGA denen Ug¢ Ust gruptan
olusur. High-mobility group box 1 (HMGB1) en bol bulunan ve en ¢ok caligilan
proteindir. Hucrenin stres cevabinin koordinasyonunda; sadece kromozom
koruyucusu, DNA refakatgisi, otofaji surduriclsl ve apopitotik hicre 6lUmunu
Onleyici gibi hicre ici fonksiyonlar degil, hicre disinda da damage associated
molecular pattern (hasar iligkili molekiler model) (DAMP) prototipi olarak kritik rol
oynar. Bu DAMP diger faktorler ile etkilesime geger bdylece sitokin, kemokin ve
blylume faktdrl aktivitesi kazanarak inflamasyon ve immun cevabi yonetir. Bitln
bu karakteristik o6zellikler HMGBL'’i, infeksiyon hastaliklari, iskemi, immun
hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, metabolik hastaliklar ve kanser igin kritik
molekuller hedef haline getirmektedir (5).

Ekstraselluler HMGB1 uyarimig immun hucrelerin  hasarli dokulari
tanimasi ve onarim cevabinin baglamasi igin optimal nekrotik belirtegtir.
Ekstraselliler HMGB1 ayni zamanda hem inflamatuvar hem de enfeksiyon
hastaliklarinda guglu bir proinflamatuvar gibi davranir. Son yillarda artan sayida
calisma deneysel iskemi reperfuzyon hasarinda, akut respiratuvar distres
sendromunda, romatoid artritte, sepsis ve kanserde terapotik basari igin hedef
olarak kullanilabilecegini gostermistir (35). HMGB1, immun ve inflamatuvar yaniti
dizenlemek igin nekrotik hucrelerden pasif sekilde; bazi hicrelerden (makrofaj,
monosit, dendritik hudcre, notrofil ve natural killer dahil uyarilmig immun
hlcrelerden) ise aktif sekilde salgilanir. Her iki durumda da ekstraselliler HMGB1
miktari buyuk oranda artar. Nekrotik hucrelere gore apopitotik hucrelerden
HMGB1 salinimi daha az olsa da makrofajlar tarafindan salinimlari anlaml
derecede fazladir (36).

HMGB1 fazla miktarda eksprese edilen ve hemen hemen tim insan
hicrelerinde bulunan HmG_box ailesinin bir Gyesidir. Baglangigta DNA baglayici
ve bukucu fonksiyonlari ile bir nukleer yapi proteini olarak bilinen HMGB1'in son
yillarda hucresel replikasyonda, transkripsiyonda, rekombinasyonda ve DNA

tamirinde bir gsaperon olarak rol oynadigi ortaya ¢ikti. Bununla birlikte son yillarda
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sadece kendi nukleer ve hucre i¢i fonksiyonlari degil ayni zamanda bagisiklik
sistemi, otoimmun hastalik, inflamasyon, doku homeostazi ve multiple
ekstraselluler etkilegimleri de ilgi odagi haline gelmeye baslamigtir. Ekstraselltler
HMGB1 duzeylerinin ve immun cevap ve hastaliklarin siddeti ile korelasyon
gostermesi tani, hastalik izleme ve tedavinin etkinliginin degerlendirilmesi igin
HMGBZ'in kullanilabilecegini dugundurmustar (37).

HMGB1 A-box ve B- box olarak adlandirilan 2 DNA baglayici alt birimden
olusur ve negatif yukll asidik kuyruk 6zel hiicre ici ve molekiller arasi etkilesimler
icin gereklidir, 6rnegin histon veya nukleozom (38-40). HMGBZ'in iki kutusu non-
sekans bagimli olarak baglanir, fakat ters donmus, bukulmus ve kivriimis DNA’ya
O0zel bir afinitesi vardir ve katlanma ya da sarmali agma gibi yapisal
modulasyonlari indukleyebilir  (39-41). A-box’in  proinflamatuar donglyu
dogurdugundan suphe edilir, sadece B-boxin CpG-A- oligodeoksinukleotidler
(ODNSs) ile immun aktivite kompleksi olugturdugu gosterilmistir (42, 43).

HMGBZ1'in genetik sekansi 13q12 kromozomu Uzerinde yer almaktadir ve
yaklasik 25 kD molekil agirhdi ile sonuglanan, 214-216 amino asit i¢in kodlanan,
yaklagik 10,000 baz ciftinden olusur (44). Bu iki kutunun tersiyer yapisi, iyi
bilinmesine ragmen, HMGBZ1’in yapisinin tam olarak anlasiimasi ¢ok sayida olasi
yapilya yol acan birgok etkilesimler icin gerekli olan esneklik ve degiskenlik
nedeniyle zordur (45). Ekspresyonu hlicre 6liminde ve timoér buylimesinde
onemli rolleri oldugu bilinen p53 ve c-myc gibi ¢ok sayida farkl ekspresyon
faktorleri tarafindan duzenlenir (46, 47). Post-translasyonel asetilasyon,
fosforilasyon veya metilasyonu nukleer aktivasyona ve gesitli hiicre bdlmelerine
dagitimina neden olur (48, 49). Yiksek hicre i¢ci HMGB1 seviyelerinin
g6zlenmesinden dolayl (¢codu hicrede yaklasik 1 milyon kopya) baslangicta bir
referans gen olarak kabul edildi ancak ekspresyonunun hucre tipleri arasinda ve
hicre icerisinde ¢cok degigsken oldugu gozlendi (50, 51). HMGBZ1'in hucre igi
konsantrasyonu farkli dokularda 100 kata kadar degisen oranlarda degiskenlik
gosterir. Dedifferansiye malign dokular igin mikemmel bir belirte¢ olabilecegi
disiinilen HMGBL1 liging bir sekilde diferansiyasyon ile negatif korelasyon
gosterir (52).
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2.2.2 HMGB1’in Gorevleri

HMGBZY’in fonksiyonlari hucre igi ve hiucre disi olmak Uzere ikiye ayrilabilir.
Bir ¢cok fonksiyonunu membran bagiml son drtnlerin ileri glikasyonu reseptérini
(receptor for advanced glycation end products (RAGE) aktive ederek gosterir
(37).

2.2.2.1 intraselliiler Fonksiyonlari

HMGBZ'in intraselliler fonksiyonlari nikleer kompartman icinde DNA
baglayici ve katlayici refakatgisi gibidir. Yani transkripsiyon, rekombinasyon,
replikasyon ve tamir gibi temel nukleer sireclere aracilik eder. Kromatin katlama
gibi intrinsink fonksiyonlari sayesinde HMGB; dlzenleyici sekanslarin
mesafelerini daraltabilir ve transkripsiyon faktorlerinin genin ana promotorlerine
baglanmasini arttirir (53). HMGBZ1'in karakteristik aminoasit sekansi olan C
terminal kuyrugu, transkripsiyonun uyarilmasinda major roli oynuyor gibi
gorunmektedir (40). Kuyruk genel olarak duzenleyici fonksiyonlara sahip olsa da
Stros ve arkadaslarinin yaptiklari ¢galismada kuyruksuz modifiye HMGB1'e goére
normal HMGBL ile etkilesime girdiginde (promote edildiginde) topoisomeraz II
geni daha dusuk aktivite gostermistir (54). HMGB1 bir ¢ok sekans spesifik
proteinin DNA'ya baglanma affinitesini arttirr (53). NuUkleosomlara direkt
baglanarak transkripsiyonu veya TATA-box kompleks proteinlerinin etkilesimini
aktive eder(54, 55). HMGB1'den etkilenen transkripsiyon faktorlerinin arasinda
tumor baskilayici faktorler pS3 veya p73 ve NF-kB bulunmaktadir (56-58).
HMGBL1 in protein-protein etkilesimi ile doz bagimli olarak HOX-proteinlerini
etkiledigi gosterilmistir(59). HMGBZX'in retinoblastoma proteinlerine baglanmasi
hlcre blydmesinin baskilanmasi sonucunu dogurur (60).

Parvoviruslerin replikasyonu icin HMGBL1 rolling-hairpin (bukletli sag tokast)
olarak adlandirilan replikasyon orijini igin guglu bir kofaktdérdir (61). Bununla
beraber HMGB1 nativ proteini asetilasyon, fosforilasyon ya da C terminal ucun
eliminasyonu ile modifiye edilmezse invitro olarak replikasyon Uzerinde inhibitor
etkiye sahiptir (62).
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Katlanmis ya da ters donmus DNA icin HMGB1, kromatin yapi hasarinin
tespit (cift iplik kiriklar1) ve duzeltimesinde (histon deasetilasyonuna direkt etkisi
gibi) 6zellikli bir aktiviteye sahiptir (63, 64).

Nukleozom kaymasi hasarlanmig DNA bodlgelerinin kromatin remodeling
faktorler ve onarim proteinleri i¢in ilerlemesini sagladigindan, DNA onarimi igin
onemli bir olaydir. Kayma, hasarli bolgeyi faktorlere ve onarim proteinlerine dogru
ilerletir. Dahasi, HMGBL1 ters donmus ¢engelli (kancali, baglanmig) DNA’ya daha
yuksek bir affinite ile baglanan ana tamir proteinlerinin DNA hasarini tanimasini
kolaylastirabilir (65). HMGB1lin tamir proteinlerine kompleks bir sekilde
baglanmasi nukleotid eksizyon tamir (nucleotid excision repair (NER))
proteinlerinin koordinasyonu ve induksiyonunu saglayarak nukleotid eksizyon
onarimini arttirdigi gosterilmistir (65-67). HMGB1 genomik stabilitenin devami ya
da kaybinda da 6nemli bir rol oynar. Enzim korelasyonu ile protein aktivasyonunu
saglayarak temel eksizyon onariminda modifikasyon vyoluyla bunu yapar.
intermediate DNA yapilarinin stabilizasyonu ya da CAG kodonlarinin tekrarlari
tumor hicresinin gelisimi ya da ndérodejeneratif slreclerin gelisimine sebep
olurken seckin long-patch base excision repair'in (BER) stimulasyonu genomik
yapinin stabilizasyonunu saglar (65). Pankreas spesifik HMGBL1 eksik fare modeli
ile yapilan calismada intraselliler HMGB1'in nukleer hasari sinirladigi ve
nukleozomu serbestlestirdigi  bununla birlikte akut pankreatitin  klinik
semptomlarini hafiflettigi gésterilmistir (68). HMGBZ1'in total yoklugunun oldugu
fare calismasinda, HMGB1’in nukleer homeostazis ve stres cevabinin
indUklenmesi (otofaji gibi) icin hayati onem tagidigr gosterilmigtir (69).

Apopitoz ya da otofajinin diizenleyici mekanizmalarindan birisi de sitozolik
HMGBZY’in otofajik proteinleri olan becil 1 ve ATG 5 proteinlerini calpain aracilikh
yariklanma ve pargalanmadan koruyarak, proapopitotik fragmanlarin olusumunu
inhibe etmesidir (70). HMGB1 in nukleustan sitozole olan translokasyonu cesitli
sinyallerle indlklenir; alkilasyona ugramis DNA hasari, aktive olmus poli(ADP)-
riboz polimeraz (PARP-1), insan dendritik hucrelerinin dang atesi virusu ile
enfeksiyonu ya da alveoler makrofajin igindeki FIP200, otofaji baslatan bir protein

ya da psddomonas auroginosa enfeksiyonu sonrasi (71-73). Aktive monositlerde
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sitozolik HMGB1 asetilasyona ve fosforilasyona ugrar ve nuklusa geri alinmasinin

inhibe olmasiyla sitoplazmik birikim meydana gelir (74, 75).

2.2.2.2 HMGBZ2’in Huicresel Salinimi

HMGB1 hasarlanmisg veya nekrotik hicrelerden pasif sekilde; immuan
hlcreler veya hipoksi altindaki hicrelerden aktif sekilde salinir (76). Bazi hucre
tiplerinde nekroz belirtisi olmadan apopitotik hicrelerden HMGB1 salgilanabilir
(77, 78). Olmekte olan hiicrelerde otofajinin durduruimasi HMGB1 retansiyonuna
neden olur (79). Apopitoz sirasinda HMGB1 nukleer DNA'yla yakin baglantida
durur boylece nukleozom kompleksleri ile salinir. Bu kompleks TLR-2
reseptorine baglanarak aktive ettiginde immunojenik fonksiyonlar gésterir (77,
80). TNF, interldkinler, endotoksinler veya apopitotik hUlcreler tarafindan
uyarildiktan sonra makrofajlar, aktif olarak HMGB1 salgilar (81, 82). Dendritik
hiacreler ve bazi diger immun dizenleyici hucreler tarafindan HMGB1
salgilanmadan o6nce vezikiller icerisine tasinir (83). Hipoksik hepatositlerde
HMGB1 sekresyonunun TLR-4 ve kalsiyum/kalmodulin bagimli kinazin

inhibisyonunu iceren ROS-bagimli yol tarafindan dizenlendigi gosterilmigtir (84).

2.2.2.3 Ekstraselluler Fonksiyonlari

Oncelikle HMGB1 ekstrasellller boslukta bircok reseptore baglanabilir ve
fonksiyonunu bir DAMP olarak gosterir. HMGB1 ilk tanimlanmis ve en ¢ok bilinen
reseptori olan RAGE’ye baglanarak, RAST-RAF-MAP veya RDb2F gibi hucre
siklusinda ve transkripsiyonunda 6onemli roll olan birgok sinyal yolagini aktive
edebilir (85). Jak/STAT ve Rho GTP az yolak indiksiyon iliskisine dair de birgok
rapor vardir (86, 87). HMGB1 —RAGE sinerjistik etkisinin ayni zamanda immatur
dendritik hucrelerin, TH1 tip hucrelerin gelisiminin duzenlendigi lenf nodlarina
gocunde de o6nemli oldugu gosterilmistir (88). RAGE bagimh TNF-a salinim
aktivasyonu ile HMGB1 e benzeyen DAMP lar ve nlikleozom kompleksleri
makrofaj sagkalimini sinirladigi  gosterilmistir  (89). TLR-9 ile tek iplikli
oligonukleotid RAGE’sinin etkilesimi CpG-ODN ile HMGB1 arasinda kompleks
olusturur, bu da CpG-ODN’nin TLR-9’a karsI artmis prezentasyonuna ve MyD88
bagimli yolla artmis sitokin Gretimine yol agar (43, 90). Dahasit HMGB1'in TLR-2
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ve TLR-4 bagi ile RAGE'nin etkilesime ge¢mesi p53-MDM yolagini aktive eder ve
aktivasyonun ug farkli reseptor bagimli yolagi arasinda manifold etkilesimi vardir
(85). RAGE boylelikle basit bir reseptdrden ziyade bir ¢esit adaptér gbrevi gorur
(91). IL-1 ve CD24 gibi TLR-2, TLR-4 ve TLR-9 da HMGB1 in immunojenik
fonksiyonunda Onemli baglayici partnerlerdir. HMGB1lin nikleozomlarla
kompleksi TLR-2 baglanmasini aktive eder. IL-1 B, IL-6, IL-10 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin artmasina 6nculik eder ve ayni zamanda MHC Class
I, TNF-a, kostimulator CD 86 ve DC maturasyon faktéri CD 83’Unde
ekspresyonunu arttirir. HMGB1 ve nukleozom kompleksinin salinimi apopitozda
ve sekonder nekrozda daha da artar ki bu durumda HMGB1 kromatine sikica
baglidir. Aksine nekrotik hicrelerden elde edilen HMGB1 hizlica kromatinden
ayrilir ve tek basina DAMP olarak davranir (92).

TLR 4 aktivasyonu iki farkli mekanizma ile olur. ilki HMGBL1 in tek basina
aktivasyonu veya dendritik hdcrelerde (DC), HMGB1 ve TLR-4 etkilesiminin
fagozom ve lizozom birlesimlerinde antijen yikiminin inhibisyonu ve sunumunun
aktivasyonunun saglanmasi ile olur (93). Diger taraftan HMGB1
lipopolisakkaritlerin birlesme ve ayrilma kiUmelerinde gosterilmigtir. Buradaki
HMGB1 CD14'lerle lipopolisakkaritlerin kompleks baglanmalarina 6nculik eder.
Bu da HMGBZ'in veya yalnizca lipopolisakkaritlerin tek basina stimtlasyonuna
kiyasla daha ylksek TNF-a seviyelerinin Ol¢llebilmesine yol acar (94). Her ne
kadar intraselliler mekanizmalar ayni gibi goériinse de LPS/CD14 kompleksleri
makrofajlardaki lizozom ve fagozom flizyonunun inhibisyonu ile sonuglanir (95).

HMGB1/RAGE/CpG-ODN  araciligiyla  TLR-9/CpG-ODn  tarafindan
indlUklenmis sitokin Uretiminden anlatilanlarin  disinda HMGB1 IL-1B’ya
baglanarak IL-1 reseptor aktivasyonunu arttirir (96). Hepatosellller kanserde
HMGB1 hipoksik hucrelerden salinan mitokondriyal DNA ya baglanir ve TLR-9
aktivasyonu ile tumoér hucre buylumesini arttinr (97). Genelde HMGB1
proinflamatuvar ko-molekullerle kompleks olarak bagli oldugunda immin cevabi
arttirlyor gorunse de tek bagina iken tam tersine immun cevabi azaltir ve doku
tamir surecini hizlandirir (98). Boyle konak koruyucu fonksiyonlar CD 4 Siglec G
yolaginin HMGB1 bagimh aktivasyonu araciligiyla olan DAMP ve PAMP larin

ilerlemis ayrimlarinda gorulebilir (99). Etkilenen sivilardaki HMGB1 in varligina
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bagli olarak tanimlanmis olan bir mikro-RNA (miR-34c) periferik kan mononukleer
hlcrelerinde degisken seviyelerde ortaya cgikar. Daha ileri bulgular o6zellikle
PAMPIlarin etkisiyle ortaya ¢ikan diger mikro RNA larin aksine miR-34c lerin
DAMPIlara cevap olarak inflamazom aktivasyonunu sagladigini éne surmektedir
(100). Lupus nefritinde sadece ekstra selliler HMGB1 in self- DNA nin
endozomlarda kumelesmesini saglayarak ve TLR -9 u aktive ederek patolojik

immun cevabi (makrofaj aktivasyonunu) tetikledigi gosterilmistir (101).

2.2.3 Malign Hastaliklardaki Rolii

HMGB1 tumor gelisimi ve kanser olusumu Uzerindeki etkileri hem
prokanserojenik hem de anti kanserojenik olarak dustnulebilir. Hanahan ve
Weinberg sinirsiz replikatif potansiyel icin 6 kanser isareti oldugunu
vurgulamaktadir. Bunlar; programli hicre olumidnden (apopitoz) kagma, kendi
bayime sinyallerini olusturma, blyume inhibitorlerine duyarsizlik, anjiyogenez
yetenegdi, doku invazyonu ve metastaz (102, 103). Bunlara ek olarak hucresel
enerjide sinirlar kaldirmak, immidn yikimdan kaginmak, genom instabilitesi ve
mutasyon ve tumor uyarici inflamasyon da kanseri tetikler (104). HMGBZ21’in tim

bu protumadrojenik sureclere dahil olmasi ¢ok ilgi ¢ekici bir olaydir.

2.3.1 Sinirsiz Replikatif Potansiyel

Telomerler her mitozda kisaldigi icin ve maksimum mitoz sayisi hucre
omruna kisitladigi igin okaryot hicrelerde telomer uzunlugu replikatif potansiyel
icin kisitlayici bir faktordur. Malign doku gelisiminde telomer uzama mekanizmasi
ile bu kontrol prosesi devre disi birakilir (105). Yukarda da bahsedildigi gibi
HMGBZY'in katlanmis ve kivriimis DNA Gzerinde ylksek affinitesi vardir. Ayni
zamanda parvovirls telomerinin Uzerindeki ¢engelli igne yapisi ile de etkilesimde

oldugu gosterilmistir (61).

2.2.3.2 Genom instabilitesi ve Mutasyon
DNA’yI module edici bir refakatgi olan HMGB1, bir baska kanser isareti
olan genom instabilitesi ve mutasyonu etkileyebilir. HMGBZ'in fizyolojik

fonksiyonu genomik stabilitenin devami igin tamir mekanizmasini igerirken
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yoklugu genomik instabiliteye yol acgar (65, 106). Dahasi HMGB1 topoizomeraz 2
a’nin etkisini ve onun DNA replikasyonundaki aktivitesini arttirir. Bu etki Uzerinde
retinoblastom geninin (Rb) dizenleyici etkisi vardir (54). Bununla birlikte diger
calismalar Hmgb ‘in belli durumlarda nikleotid eksizyon tamirini inhibe ettigini, tek
zincir kiriklarini arttirdigini, CAG trintkleotid tekrarlarini arttirdigini ve genomik
insrabiliteye neden oldugunu ifade etmektedir (65, 107). HMGBZ1’in rolinun iki

tarafli ve daha fazla g¢alisiimaya muhtag¢ oldugu anlasiimaktadir.

2.2.3.3 Apopitozdan Kacis

Hasarli ve mutant hucrelerin apopitoz ile yikimda hedef oldugu gibi
apopitozdan kagis ta tumor gelisimi icin onemli bir basamaktir. Kontakt
inhibisyonu da iceren apopitotik mekanizmalarin ge¢ yikimi bile timor gelisiminde
onemli bir faktordir. HMGB1in mantar hudcrelerinin apopitozunun BAK spesifik
indUksiyonunu inhibe ettigi ve ultraviyole radyasyon ve hicre 6lum mediyatorleri
olan CD95, TRAIL, Cas-8 ve Bax tarafindan indiklenmis memeli hicre 6limunu
onledigi gosterilmistir (108). HMGB1in indirgenmis formu merkezi rol oynar.
indirgenmis form malign hiicrelerde apopitozun dnlenmesinde gdsteriimigken,
okside form apopitozu arttirarak sistemik kemoterapide iyilesme cevabini
arttirabilir. HMGB1in indirgenmis formu ikiye ayrilabilir. All-thiol HMGB1kemokin
aktivitesinde, distilfid HMGB1lise sitokin aktivitesinin arttirrminda rol alir. Disulfid
HMGB1 nukleer faktér NF-kB yolagini aktive ederken ve fibroblast ve
makrofajlardaki IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokin tretimini arttirirken, all-
thiol HMGB1’de fibroblastlarda kemoatraktan aktivite gosterir (109, 110).
HMGB1ayni zamanda ‘indirgenme sensorii’ olarak ta adlandirilir. indirgenmis hali
onun translokasyonunu, salinimini, aktivitesini ve stres cevabinin da iginde
oldugu ceslitli yolaklar arasindaki komplek etkilesimin yansimasini da tanimlar
(111).

2.2.3.4 Biiyume Sinyallerinin Yeterliligi
Blyume sinyallerindeki yeterlilik sinyal trnsdiksiyon zincirindeki
mutasyonlarla, bunlarin ¢ogunda da eksternal growth faktdr reseptor

aktivasyonunun taklidi ile elde edilen bir malign doku karakteristirk Ozelligidir
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(102). HMGB1 RAGE aktivasyonu ve NF-kB araciligyla sinyal zincirini dizenleyici
hidcre buyumesi ve sagkaliminda onemli olan MAP-kinazlari indukler ve RAGE,
TLR-2 ve TLR-4 araciligiyla da ayni sinyal yolaginin bir parcasidir (103). Dahasi
kolon kanser hucrelerindeki HMGB1 tarafindan aktiflenen PIP-3/Akt yolagi gibi
inflamatuvar cevapla sonlanan ve malign hucrelerdeki buylime sinyallerinin bir
pargasi olan HMGB1 bagimli TLR-4/Myd 88 yolagi da MAP-kinazi ve Akt sinyal

zincirlerini indUkler (112).

2.2.3.5 Biiyiime inhibitérlerine Cevapsizlik

Her ne kadar hulcresel bliyume sinyalleri buyumenin dis inhibitorleri
tarafindan etkisiz hale getiriliyorsa da bu sinyallere karsi duyarsizlik tiGmor
dokulari i¢in bir baska sagkalim avantajidir. Tumor hucereleri surekli buyumede
hizlanma ile sonuglanan G2, S ve mitoz fazlarina girer, normal hicrelerse doku
homeostazisinde veya belli hicre Ozellesmesine eristiginde nonproliferatif GO
fazina girer. invitro sartlarda hiicreler 6strojen tarafindan stimile edildiginde
MCF-7 hucrelerindeki HMGB1lasir etkisi hizlanmis hicre sikus progresyonuna
onculik eder (113). Buna zit olarak LXCXE motif badimli mekanizmasi
aracihgiyla HMGBY'in antiproliferatif mediyator Rb (Retinoblastoma protein) ile
etkilesimi hlcre siklis arrestine ve apopitozuna yol agar (60). Muhtemelen
indirgenmis hali ve/veya baglayici partnerleri farkli fonksiyonlarinin kavsaginda,

karar noktalarinda da 6nemlidir.

2.2.3.6 Hiicresel Enerji Kontroliiniin Kisitlayici Etkisinden Kurtulma

Hizl buyldyen timorler ¢cok fazal oksijen ve besin kaynaagina ihtiya¢ duyar.
ATP Uretimi icin kombine oksidatif ve glikolitik mekanizma yerine anaerobik laktat
uretim mekanizmasinin secilmesi yaygin olarak warburg etkisi olarak bilinir.
Sonradan Yang ve arkadaslari PKM2' nin bu etkiyi duzenledigini ve simultane
olarak HMGB1 salinimini arttirdigini goésterdi (114). Dahasi HMGB1/RAGE
etkilesimi pankreatik tUmor hucrelerinde ATP Uretimini de igeren mitokondriyal
fonksiyonlarda &6nemli rol oynar. Ayni zamanda ekstraselliler HMGBLlin
mitokondriyal etkilesimde RAGE'yi arttirici etkisi arasinda pozitif feed-back

dongusu vardir. Bu da mitokondriyal kompleks 1 aktivitesini arttirir (115). Agresif
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tumorlerde ileri glikasyon UrUnlerinin formasyonunu inhibe eden ve laktattaki
glikozun hizli fermentasyonuna 6nculuk eden transketolaza benzeyen bir enzim
olan transketolaz like 1 kesfedildi ki bu enzim RAGE’nin affinite gosterdigi
ligandlardir (116).

2.2.3.7 Anjiyogenez

Tam timor ici metabolik degisikliklere ragmen timora gevreleyen damarsal
yap! oksijen ve besin kaynaklari agisindan yetersizse, tumor belli bir boyuta
ulasip durur. Diffuzyon hlcre metabolizmasini devam ettiremediginde tiumaorin
merkez blunyesinde nekroz meydana gelir ve bu hipoksik bdlgelerden VEGF'e
benzeyen anjiyogenetik growth faktorler salinir. VEGF araciligiyla makrofajlarin
aktivasyonu HMGB1’e benzeyen anjiyogenetik sitokinlerin daha fazla salinimina
yol acgar. Invitro sartlarda bu durumun endotelyal filizienmeyi arttirdig
gosterilmigtir (117). TLR-4 araciligiyla HMGB1 korneal neovaskularizasyonu
indUkleyebilir (118). HMGB1 salinimi ile HMGB1 tarafindan aktiflenmis cesitli
proinflamatuvar sinyal zincirleri arasinda kronik inflamasyonla ve artmig
anjiyogenezle sonuglanan bir pozitif feedback mekanizmasi bile olabilir (119).
HMGB1 sadeece anjiyogenezi desteklemez. Ayni zamanda lenfatik metastaz ile
de ilskili olabilecek sekilde invitro sartlarda doz bagimh lenfatik damar

filizienmesini indukledigi de gdsterilmistir (120).

2.2.3.8 Metastaz ve Doku invazyonu

HMGB1 ve RAGE’nin metastaz ve doku invazyonu ile ¢ok guglu iliskisi
vardir. Gastrik kanser dokusunun diferansiye hticrelerinde RAGE tercihen daha
az eksprese edilir ve RAGE immun reaktivitesi ayni zamanda lenf nodu metastazi
ve doku invazyonu ile koreledir. RAGE pozitif kanser hucreleri temel olarak tim
lenfatik metastazlarda ve aktif invazyon bdlgelerinde konumlanir (121). TIAM 1 (T
lenfoma invazyon ve metastaz 1) bir guanin ntkleotid degisim faktor aktive edici
RAC’1I ve trophinin gibi diger invazyon arttirici molekuller de artmis HMGBL1
ekspresyonunu indukler (122). HMGBZY'i de igceren etkili bir pozitif feedback
dongusune ornek olarak metastazi arttirici faktor E-selektinin ekstraselliler

aralikta HMGB1 salinimini arttirmasi E-selektin etkinliginin artmasina onculuk
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eder (123). Metastazi arttirmanin bir baska yolu da immun defansi azaltmaktir.
Aslinda primer tumor hucrelerinden salgilanan HMGBL1 lenf nodlarindaki makrofaj
sayisini ve karaciger spesififk antijen sunucu hicreler olan Kuppfer hicrelerini
azaltir (124). Buna zit olarak invitro sartlarda HMGB1/RAGE etkilesiminin tiUmor
hdcrelerinin migrasyonunu azalttigi ve bir akciger kanser modelinde metastazin
azalmasina onculuk ettigi gosterilmistir (125). Bu durum hem RAGE’nin farkli
baglama noktalari ile (bu vakada —COOH terminal motifi aracihgiyla) hem de belki
cok spesifik ve modile edici timoral gevrenin insan vicudunda yoklugu ile

aclklanabilir.

2.2.3.9 Mikroinflamatuvar Cevre

Tamorin  o6zel c¢evresi ile ilgili lokal inflamatuvar reaksiyonlar
‘mikroinflamatuvar gevre’ olarak adlandirildi ve bu, kanserde buyuk bir rol alan
yeni bir inflamatuvar belirte¢ olarak kabul edildi (37). Tumor gelisiminde oldugu
gibi immun cevapta da HMGBZ'in gesitli fonksiyonlari vardir. Genelde HMGB1
immun sistemde cift tarafli rol oynar; inflamatuvar mikrogevre varliginda timoér
gelisimini arttirirken, efektif immudn tanima malign hicrelerde etkili eliminasyon ile
sonuglanir (91).

Kronik inflamasyon tumor gelisimi icin gereklidir. Cesitli gozlemlerle
desteklenmis bir teze gore: timorler genelde kronik inflamasyon zeminlerinden
ortaya c¢ikar, immun hucreler neredeyse tum kanser tiplerinde bulunur,
inflamatuvar mediyatorlerin deneysel blokaji kanser gelisimini engeller ve
antiinflamatuvar ilaglarin kullaniminin belli timér antitelerinde riski dusutrdugu
rapor edilmistir (126).

HMGB1, bu timoér mikrogevresi icin proinflamatuvar sitokinlerin ( NF-kB
araciligiyla) induksiyon ve aktivasyonu ve IL-1B gibi sitokinlerle etkilesimi ile
anjiyogenezin  arttirlmasinin  ve metastazin da i¢cinde oldugu birgok
proinflamatuvar fonksiyonlar gorar (37).

Serbest radikal salinimi ve inflamatuar sitokinler belli bir asamaya
ulastiginda inflamatuar c¢evre pozitif feedback dongusunu devam ettirmeye
egilimlidir. Serbest radikallerin uzun dénemde varligi ve mutajenik faktorler hticre

yikimini ve dediferansiyasyonunu indikler ve bu da malign prosesleri baglatir.
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Tumor dokusu kendi kendine sitokin salinimi ve cesitli feedback dongulerle
inflamasyonu devam ettirinceye kadar tumor buyumesi cesitli inflamatuar
mediatorlerce desteklenir (126). Kronik lenfositer l6semi (KLL) nurse like
cell(NLC)'leri de iceren br mikrogevre destegine ¢ok gucli oranda baglh bir malign
hastaliktir. KLL hucrelerinden salinan ekstraseliler HMGB1'in RAGE ve TLR-9
aracihgiyla belli bir zaman ve konsantrasyon bagmli olarak NLC

diferansiyasyonunu artirdigi gosterilmistir (127).
2.2.3.10 immiin Yikimdan Kagis

immiin sistemin kronik diisiik dereceli lokal aktivasyonu timér bilyiimesini
surdurlp desteklese de yeterli bir immuln cevapla 6lu hicrelerin efektif taranmasi
timor eliminasyonuna énculiik eder. Immin cevabin iki farkl yolu igin anahtar
HMGB1 tarafindan gosterilebilir; disik konsantrasyonlarda malign dokularda
molekldl surekli tespit edilirken, masif salinim sistemik kemoterapi
uygulamalarindan sonra rapor edilmigtir. Gorceli kisa bir zaman periyodu iginde
boyle yuksek HMGB1 seviyeleri istenen immun cevabin efektif aktivasyonuna
onculuk eder ki bu da spesifik T hlcre cevabi i¢in antijen sunumuyla sonuglanan
dendritik hucrlerin gevrelenmis apopitotik tiumor hacrelerini yikmasi anlamina
gelmektedir (91, 127). HMGBL1 dendritik hiicrelerden derive makrofaj apopitozunu
indUkleyerek vicudun kansere kargi immun cevabini zayiflatip burada da yine gift
yonla rol alir (128). Tumor hicrelerinden salinan HMGBL1 regulator T hucrelerini
imminstpresif bir interldkin olan iL-10 tretmeleri yéniinde aktifleyip istenen CD-8

T hlcre antitimdr cevabini dogal olarak baskilayabilir (129).

Neticede HMGBL1'in timor gelisimiyle cesitli yollarla etkilesimde oldugu
acikca gosterilmistir. Farkli pro ve antitimérik fonksiyonlarin belli maddelerin
kombine karisimlari tarafindan baslatildi§i ve kontrol edildigi ve belli miktardaki
tumor hucresinin mevcut ¢evresinde sunuldugu belki de tanimlanmis bir zaman-
mekansal sekansta salindigi goruluyor. Bu HMGB1 ve ATP gibi insan vicudunda
surekli ve hazir bir sekilde bulunan hiucre olum ve immun aktivasyon mediatorleri
icin mantikli bir dusuncedir. Ama sinyal zincirleri sadece gerekli oldugunda

aktiflenir. Bu alanda kompleks etkilesimleri anlamak ve HMGBL'in terapétik

22



amacl kullaniminin fayda saglayip saglamayacaginin tespiti i¢cin hala birgok
arastirmaya ihtiyag bulunmaktadir (37).

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (Non-alcholic fatty liver disease
(NAFLD)) siklikla obezite, tip 2 diyabet, ve hiperlipidemi ile iligkili olan yaygin ve
tehlikeli ibr hastaliktir (3). Hastaligin prognozunda sirasi ile steatoz, hafif
inflamasyon ve degisen derecelerde fibrozis izlenmektedir. Obezite ile yakin
iligkisi bilinen NAFLD siroz ve hatta hepatosellller karsinom gelisimine dahi yol
acabilecek tehlikeli ve ilerleyici bir hastaliktir (130).

Obez bireylerde vicudun kitlesinin buyumesi; adrenal hormonlar ve
adipositler tarafindan uretilen adipokinler arasindaki baglantilar ile agiklanabilir.
Bu nedenle bobrekustu bezi ve yag dokusu arasindaki metabolik iligkilerin obezite
patofizyolojisinde énemli rol oynadidi disunulmektedir (4, 131).

Batln bu sayilan nedenlerden 6turt bu ¢alismada ylksek yag icerikli diyet
ile olusturulan obezitenin karaciger ve bobrekusutl bezi Uzerindeki olasi etkileri
ve bu etkilerde daha 6nce calisiimamis bir mediatér olan HMGB1'in bir ilskisi olup
olmadigi biyokimyasal, morfometrik, histolojik ve immunohistokimyasal yontemler

ile arastirildi.
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GEREC ve YONTEM
3.1. Etik Kurul Onayi
Bu tezin deneysel bolimi igin “Deneysel Obez Siganlarin Karaciger Ve
Bobreklsti Bezinde HMGB1 Duzeylerinin Arastiriimasi” bashgi ile Gulhane

Askeri Tip Akademisi Hayvan Etik Kurulunca 16/37 sayil karar ile onay alinmistir.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada 18 adet 180-200 gr agirhginda 8 haftalik disi sican (Wistar
albino) kullaniimistir. Calisma boyunca tim denekler optimum laboratuvar
kosullarinda (22 + 1 °C sicaklikta, 12 saat aydinlik/karanlik déngusunde) ve ad
libitum (istege bagl) olarak beslenmistir. Calismada iki ayri grup olusturulmustur.
Kontrol grubunda 8 obez grubunda 10 denek kullaniimistir. Gruplara uygulanan
islemler asagidaki gibi 6zetlenmigtir:

I. Grup (Kontrol): Saglikli ve hicbir islem yapilmamig kontrol grubunu
olusturmaktadir. Bu grup ayni laboratuvar sartlarinda 10 hafta boyunca normal
ticari sigcan diyeti ile beslenme sonrasi higbir deneysel islem uygulanmaksizin 18
haftalik iken perfuzyonla fiksasyon sonrasi sakrifiye edildi.

[I. Grup (Obez): Bu gruptaki denekler %40 yag iceren 6zel bir diyetle 10
hafta boyunca beslenmenin ardindan 18 haftalik iken perflizyonla fiksasyon

sonrasi sakrifiye edildi.

3.3. Deney Prosediirii
3.3.1. Yiiksek Yag igerikli Diyetin Hazirlanmasi

Fabrikadan alinan standart yem (zerinde bir dizi islem uygulandi. Oncelikle
belirlenen rasyon programina gore standart yemin karbonhidrat igerigi ile ayni
miktarda karbonhidrat iceren ve yag icerigi % 40 olan bir rasyon hazirlandi. Bu
islem icin hazir olarak toz halinde satin alinan standart kanatl yemine, yem
agirhginin %401 oraninda yag (kasaptan satin alinarak daha iyi karigim
olusturulabilmesi igin eritiimis i¢ yag) ilave edilerek ve karigim yogurularak kati
(pelet) haline getirildi. Daha sonra bu haliyle sogumaya birakildi. Yuksek yadli

diyet yemin taze olmasi icin haftalik olarak hazirlandi ve deney grubuna verildi
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(132). Hayvanlar standart ve yuksek yagh diyet ile beslenirken, su ihtiyaglar
gesme suyundan serbest olarak kargilandi.

Siganlar deneyin baslangicindan sonuna kadar yagh diyete uyum sagladi.
Calismaya baslarken tim siganlar tartildi ve tartim islemi, deney boyunca haftada
bir olacak sekilde tekrarlandi ve excel dosyasina kaydedildi. Calisma, gruplarda
herhangi bir 6lum olmadan 18 hayvan ile 10 hafta boyunca surdu. Deney
boyunca her iki gruptaki deneklerin VKi (viicut kitle indeksi) hesaplamalari
yapilarak obez olup olmadiklari degerlendirildi (132). VKi hesaplamasinda; burun
ucundan kuyruk baslangici arasi mesafe boy olarak kabul edildi. Olgllen agirlk
ve boy parametreleri VKI formilii kullanilarak hesaplandi ve VKIi sonuglari 5

kg/m2'den buyuk olan deneklerin obez oldugu kabul edildi (132). Bu kapsamda

calisma grubunda yeterli kilo alimi olmayan iki denek c¢alisma disi birakildi (Sekil
3.1).

Sekil 3.1. Deneklerin tartimi (solda) ve anestezi uygulamasi (sagda)
gorulmektedir.

Deney sonucunda, tum deneklere intraperitoneal olarak uygulanan % 10’luk
ketamin (Alfamin, Alfasan IBV.) % 2’lik ksilazin (Alfazin, Alfasan IBV.) ile anestezi
uygulandi. Kalbin apeksinden kan ornekleri alindi. S6z konusu kan 6rneklerinde
Katalaz, superoksit dismutaz, glukoz ve kolesterol dizeyi ol¢gimleri yapildi.
Karaciger ve bobrekusti bezleri c¢ikarilarak histolojik, stereolojik ve

immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.
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3.3.2. Katalaz Aktivitesinin Olgiimii

Deneklerin kanlarindaki katalaz enziminin aktivitesi, Aebi, (1994) metodu ile
degerlendirildi. Bu yontem, serumda bulunan CAT enziminin disaridan eklenen
H,O,’yi parcalamasi ile 540 nm’de zamana bagli olarak olusturdugu absorbansin
belli araliklarla dlgllmesi esasina dayanir. Olgiimler CAYMAN (707002; USA)
katalaz seviyeleri 6lgtim kiti prosediiriine gore yapildi. istatistiki hesaplamalar igin
absorbans azalmasinin en fazla oldugu araliktaki degerler kullanildi.

Deneyin Yapilisi:

Deneye baglamadan 6nce Kit prosedurine gore Catalase assay buffer,
Catalase Sample Buffer, Catalase Formaldehyde Standart ve Catalase Control
solUsyonlari hazirlandi. Kitte yer alan protokole gore uygulama kuyucuklari; Kan
serumu, formaldehit ve pozitif kontrol 6érnekleri ile dolduruldu. Reaksiyonu
baslatmak igin kuyucuklara 20 pL H,O, eklenerek 20 dk oda sicakliginda
inklibasyona birakildi. islem sonunda kuyucuklara 30 pL KOH eklenerek
reaksiyon sonlandirildi ve her kutucuga kromojen eklemesi yapilarak oda
sicakhiginda 10 dk inklibe edildi. Daha sonra KIO, (potasyum periyodat)
eklenerek 5 dk daha inkube edildikten sonra 540nm de spektofotometrik dlgimler
yapildi.

3.3.3. Siiperoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz, superoksit radikalini oksijen ve hidrojen peroksit
haline katalize eden enzimdir. Bu nedenle, tum hucrelerde oksijen maruziyetine
kargi 6nemli bir antioksidan olarak savunmada gorev alir. Calismamizda
superoksit dismutaz aktivitesini olgcmek igcin CAYMAN (706002, USA) Kkiti
kullanildi.

Deneyin Yapiligi:

Deneye baslanmadan 6nce kit igerisinde bulunan assay buffer, sample
buffer, radical detector ve SOD standartlari uygun dilisyonlar ile hazirlandi. Kitte
yer alan protokole uygun olarak plate kuyucuklarina serum, SOD standartlari
eklendi. Reaksiyonu baslatan 20 pL Xanthine oksidase ilavesinin ardindan
plateler calkalayici (NUve, Ankara; Turkiye) Uzerinde calkalanarak igerilerindeki
sollisyonlarin birbirleri ile iyice karismalari saglandi. Ornekler 20 dk boyunca oda

sicakliginda bekletildi ve 440-460 nm de spektrofotometrik Slgtimleri yapildi.
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Standartlar kullanilarak cizilen kalibrasyon grafiginden orneklerin SOD aktivitesi
hesaplandi.
3.3.4. Kolesterol

Ticari kit (Cayman Kat. No: 10007640) kullanilarak spektrofotometre
yardimi ile yapildi. Olusan bilesik 540 nm'de okundu ve kolesterol miktari tayin
edildi.
3.3.5. Glukoz

Ticari kit (Cayman kat. No: 10009582) kullanilarak spektrofotometre
yardimi ile yapildi. Olusan pembe renkli bilesik 514 nm'de okunarak glukoz

miktari tayin edildi.

3.4 Isik Mikroskobik islemler
3.4.1. Parafin Kesitlerde Konvansiyonel Isik Mikroskopi
3.5. Doku Takip islemleri:
Alinan doku ornekleri % 4’luk formaldehit iceren siselere konularak
asagida siralanan iglemlere tabi tutuldu.
Akarsuda yikama (24 saat)
Dehidratasyon iglemi:
-%70’lik Alkolde 24 saat,
-%80’lik Alkolde 1 saat,
-%96’lik Alkolde 1 saat,
-%100’lk Alkolde 1 saat bekletildi.
Seffaflagtirma iglemi:
—Ksilende 10 dakika,
—Ksilende 10 dakika bekletildi.
infiltrasyon iglemi:
—Ksilen + paraplast karisiminda 60°C'lik etiivde 1 saat,
—Boncuk parafinde 60 C'lik etiivde 1 saat,
— Paraplast icerisinde 60°C'lik etiivde 2 saat bekletildi.
Dokularin Parafin Bloklara Gomiilme iglemi:
Dokular paraplast bloklara gomulerek kesit alinmasi iglemine hazir hale

getirildi.
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Bloklarin Kesilmesi:
Paraplast bloklardan mikrotom (Leica RM2125RT, Nussloch; Germany) ile
kesilen 5 um’lik kesitler cam lamlar Gzerine alindi.
Kesitlerin Boyanma islemleri:
Bu amagla kesitler asagida siralanan iglemlere tabi tutuldu.
Hemotoksilen—Eozin Boyama
Ksilol'de (20 dak.)
Ksilol'de (10 dak.)
%80’lik Alkol (10 dak.)
%96’hk Alkolde (5 dakx2)
Cesme suyunda ylkama
Hematoksilen boyasinda (1 dak.)
Asit-Alkol karisimina batirilip ¢cikarma
Eozin solusyonunda (1 dak.)
Suda (1 dak.) yikama
%80’lik Alkolde (10 dak.)
%96’hk Alkolde (10 dakx2)
Ksilol'de(20 dakx3)

Entellan ile kapatma iglemi gerceklestirildi
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3.6. immiinohistokimyasal islemler:

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin yukarida belirtilen yontemler ile
hazirlanan parafin bloklardan 5 ym kalinliginda alinan kesitler Avidin-Biotin (ABC)
metodu kullanilarak Anti-HMGB1 (Abcam®, Rabbit polyclonal antibody, 1/50

dilisyon) antikoru ile boyandi. Boyama isemleri asagdida 6zetlendigi gibi yapildi.

1. Ksilen 4x10 dk
2. %2100 Alkol 10 dk
3. %96 Alkol 10 dk
4. %80 Alkol 10 dk
5. Distile Su 2x3 dk
6. % 10 H,0; (in dH20) 20 dk

Endojen Peroksidaz aktivitesini durdurmak i¢in uygulandi
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7. PBS ile Yikama 2x5 dk
8. Super block 7 dk

Nonspesifik immunoreaktiviteyi ortadan kaldirmak igin kullanildi.

11. Antikor Dilusyonu 2 saat
Anti HMGB1 antikoru, antibody diliuent (Zymed) ile 1/50 oraninda
seyreltildi.

12. Primer antikor ile inkiibasyon 60 dk
Prepatlar nemli ortami saglayan bir kap igerisine yerlestirilerek +37 °C’de

bekletildi ve primer antikorun baglanmasi saglandi.

13. PBS ile Yikama 3x5 dk
14. Sekonder Antikor 30 dk

Preparatlar biotinlenmis sekonder antikor ile oda sicakliginda inkube edildi.
15. PBS ile Yikama 3x5 dk

16. Streptavidin Peroxidase 20 dk

Streptavidin-HRP ile preparatlar oda sicakhginda inklibe edildi.
17. PBS ile Yikama 4x1
18. Substrat-Kromojen (DAB) 30 dk
Preparatlar DAB substrat-kromojen solUsyonunda kahverengi renk alincaya kadar
tutuldu.
19. PBS ile Yikama 3x5 dk
20. Zit boyama
Boyama Oncesinde preperatlar distile su icinde 5 dakika tutuldu. Daha sonra
Mayer-Hemotoksilen ile 30 saniye zit boyama vyapildi. (Bu iglem sulresince
dokular mikroskopta incelendi, eger c¢ekirdekler yeteri kadar mavilesmemis ise
tekrar hematoksilene alindi ya da amonyakli suya batirilarak fazla boyanmis
cekirdeklerin boyasi solduruldu).
21. PBS ile yikama 3x5 dk
22. Alkol Serilerinden Gegirilmesi

%70 Alkol 1 X 3 dk

%80 Alkol 1 X 3 dk

% 96 Alkol 2 X 3 dk

%100 Alkol 2 X 3 dk
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23. Havada kurut 15-20 sn

24. Distile su batir 2-3sn

Su bazli kapatma medyumundan 1 damla damlatilarak lamel ile kapama yapilir
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2. immiin boyama prosediiriiniin yapilisi gérilmektedir.

3.7. Kesitlerden Goruntu Elde Edilmesi:
incelemeye hazir hale gelen kesitler Olympus BX 43 (Olympus, Tokyo;
Japan) marka kamera atagcmanh isik mikroskobu altinda incelenerek ilgili tim

gruplara ait fotograflar ¢ekildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. A ve B'de sirasi ile Olympus BX43 kamerali 1sik mikroskobu
yazilimi ile kesitlerin fotograflanmasina iligkin 6rnek karaciger 151k mikroskobik
goruntusu ve bobrekustu bezi seri kesitleri izlienmektedir.

3. 8. Stereolojik islemler

Bu calismada; karaciger ve bobrekustu bezine ait hacim Olgumleri
stereolojik olarak Cavalieri Prensibi ile yapildi. Karaciger igin total hacim,
hepatositlerin kapladigi hacim ve sinuzoidlerin kapladigi hacim degerlendirmeleri
yapilirken bobrekistl bezi icin total hacim, zona glomeruloza, fasikilata ve
retikilaris kisimlarinin ve ayrica medullanin hacimleri ayri ayri hesaplandi. Ek
olarak karacigerde bulunan hepatosit ve Kupffer hicrelerinin sayisi fiziksel
disektor yontemi ile stereolojik olarak hesaplandi. Bu kombinasyona gore sayi

hesaplamalari igin agagida anlatilacagi gibi belirli stratejiler belirlendi.

3.8.1. Stereolojide Hacim Hesabi:

Duzgln bir sekli olan nesnelerin hacimleri (ktp, silindir, prizma v.b.) V=t.a
(V=Hacim, t= vyukseklik, a=taban alani) formllu ile kolayca hesaplanabilir.
Hacimleri rutin aritmetik formdlleri ile hesaplanmayan duizensiz sekilli yapilarin
hacimlerin hesaplanmasinda ise Cavalieri metodu kullaniimaktadir. Cavalieri
metodu ile duzenli bir sekli olmayan U¢ boyutlu biyolojik yapilarin esit kalinlikta ve
birbirine paralel dilimlerinin yuzey alanlari, dilim kalinhigi ile ¢arpilirsa her bir
dilimin hacmi bulunur. Tum dilimlerin hacimleri birbirleriyle toplanarak yapinin
toplam hacmi hesaplanmis olur.

V=tx alp x > P

V= llgilenilen kesitin hacmi
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P= Kesit ylzey alanlarinda sayilan nokta sayisi

T= Ortalama kesit kalinligi(cm)

al/p = Herbir noktanin gergekte temsil ettigi alan

Kesitlerde karaciger (Sekil 3.3) ve bdbrekusti bezine (Sekil 3.4) ait cesitli
parametrelerin hacmini hesaplamak icin farkh boyutlarda noktali alan oOlgim
cetvelleri (NAOC) kullanildi (total karaciger hacmi ve hepatositlerin kapladig
hacim Olgimu ic¢in, d=2,5 mm; sintzoidler ve bdbreklstl bezi igin, d= 1 mm).
NAOC de nokta yerine + kullanilir. Noktalar uzayda iki ¢izginin kesismesi sonucu
elde edilir ve sifir boyutludur. Bu nedenle NAOC’ndeki + larin kollarinin kesistigi
kose ylzey alani 6lgim hesaplamasi amaci ile kullanilan noktadir. Bu noktalarin
her biri dort adet noktanin arasinda kalan bir birim alanina karsilik gelir ve bu alan
alp ile gosterilir. Bu sekilde olusturulan noktali alan 6lgim cetvelinde her bir nokta
arasindaki sabit mesafe bilinmektedir. Karaciger ve bdbrekustlu bezi kesitlerinin
IStk mikroskobik goéruntuleri Uzerine dusen toplam nokta sayilari bu birim alan
degeri ile garpildiginda, ilgili kesitlerin alani elde edilir. Bu sekilde alan hesabi
yapmak basit oldugu gibi istatistiksel olarak da guvenilir sonuglar vermektedir
(Sekil 3.4).

Sekil 3. 4: A ve B' de sirasi ile 10'luk ve 40'lik buyitmelerde karaciger i1sik
mikroskobik goéruntlleri izlenmektedir. C' de s6z konusu i1sik mikroskobik
goruntuler Uzerinde tum karaciger hacmi ve hepatositlerin kapladigi hacim
Olcimleri; D'de ise hepatositlerin kapladigi hacim degerlerinin dlgim iglemleri
sematize edilmigtir.
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Bu calismada tum deneklerden elde edilen karaciger ve bobrekustu bezi
kesitleri arasinda pilot calisma ile karaciger igin 1/20, bobrek Ustl bezi i¢in ise 1/6
oraninda bir Ornekleme araliginin uygun olabilecegine karar verilmesinin
ardindan, ilk kesit rastgelelik prensibi geregi 1.—20. ya da 1-6. numaral kesitler
arasindan rastgele, diger kesitler ise baslangigta secilen kesit Uzerine 19 kesit
atlanip 20. kesitin alinmasiyla yada ilk 5. kesitin atlanip 6. Kesitin alinmasiyla
gerceklestirildi. Yukarida belirtilen esaslar geregi karaciger (Sekil 3.3) ve bobrek
ustu bezi (Sekil 3.4) morfolojisini degerlendiriimek Uzere en az 20 ser kesit elde
edilmis oldu. Elde edilen kesitler Olympus BX43 marka kamera atagmanli isik

mikroskobu yardimi ile degerlendirildi (Sekil 3.4, 5).
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Sekil 3. 5: A' da 10'luk blylutmede bdbrek Usti bezi 1sik mikroskobik
goruntisu izlenmektedir. B' de ise s6z konusu 1s1k mikroskobik goruntt Gzerinde
tim bobreklstl bezi hacmi ve bobrekustu zonlarinin kapladigi hacim olgum
islemleri sematize edilmigtir.

3. 8. 2. Fiziksel Disektér ile Ornekleme ve Hiicre Sayimi

Fiziksel disektor kuralina (Sterio, 1984) gore hepatositlerin ve Kupffer
hiucrelerinin - sayimi  bilgisayar monitorinde Power point programinda
gerceklestirildi. Esdeger sayim alanlari yan yana goruntllendikten sonra,
uzerlerine bu programda hazirlanan tarafsiz sayim gercevesi (Gundersen, 1977)
dusuruldd. Disektdor sayim kuralina goére, once referans alaninda cergeve
icerisinde kabul edilen hiicre g¢ekirdekleri belirlendi. Séyle ki: cercevenin igerisinde
olsa bile, gergevenin sol ve alt kenarlarina (yasak kenar) temas eden gekirdekler
orneklemeye dahil edilmedi. Cergevenin disinda olsa bile, ¢ekirdegi ¢ercevenin

sag ve Ust kenarlarina temas eden hucre c¢ekirdekleri de sayima dahil edildi.
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Sayima dahil edilmenin bir diger kurali da bu g¢ekirdeklerin ¢ergevenin sol ve alt
kenari ile bunlarin uzantilarina temas etmemesidir. Referans kesitinde
orneklenen bu sayilabilir hiicre ¢ekirdeklerinden gézlem kesitinde yer almayanlar
o alan ¢iftine ait hlicre sayisi olarak kaydedildi. Calismanin etkinligini artirmak igin
disektor ciftlerindeki referans ve gdzlem alanlari literattirde onerildigi sekilde (133)
ters cevrilerek de kullanildi. Yani gézlem alani referans olarak alinirken, dnceki
referans alani gbézlem alani konumunda ele alindi. Bu sekilde tamamen farkl
goérintl ve degerler elde edileceginden, calismanin etkinligi ¢ok az bir ek

galismayla artiriimis oldu (Sekil 3.6, 7).

Sekil 3. 6: Disektor sayiminda hepatosit nukleusu var oldugu zaman sayim kurali
kullanilir. Eger hepatosit nukleusu disektor gergevesi icinde yada Ust yada sag
(yesil kenar) sinirda ise sayilir, eger disektor cercevesi icinde degilse yada alt
yada sol (kirmizi kenar) sinirda ise sayllmaz.

”&.%

Sekil 3. 7: Disektér sayiminda Kupffer hicresi nukleusu var oldugu zaman sayim
kurah kullanilir. Eger Kupffer hiicresi nukleusu disektor gergevesi iginde yada Ust
yada sag (yesil kenar) sinirda ise sayilir, eger disektor gercevesi icinde degilse
yada alt yada sol (kirmizi kenar) sinirda ise sayilmaz.
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3.8.3. HMGB1 Pozitif olan Hiicrelerin Sayisinin Hesaplanmasi

Yine yukarida anlatilan sekilde 6rnekleme ile hazirlanan ve HMGB1
antikoru ile boyanan karaciger ve bdbrekustu bezi kesitleri Uzerinde s6z konusu
antikor acisindan pozitif olarak boyanmis hucrelerin yogunlugu tarafsiz sayim
gergevesi ile hesaplandi (Sekil 3.8). bu metoda gére Kont ve Ob gruplarindan
elde edilen HMGB1 antikoru ile boyanmis kesitler Uzerine esit araliklarla (1/2
ornekleme orani ile) tarafsiz sayim cergevesi yerlestiriidi ve HMGB1 pozitif

hlcreler tarafsiz sayim gercevesi kuralina gére sayildi (Sekil 3.8)

Sekil 3. 8: Disektdér sayim kuralina gére HMGB1 pozitif hicrelerin sayimi
gorulmektedir. Eger pozitif hiicreler disektor ¢ercevesi iginde yada Ust yada sag
(yesil kenar) sinirda ise sayilir, eger disektor cercevesi icinde dedilse yada alt
yada sol (kirmizi kenar) sinirda ise sayllmaz.

3. 8. 4. Toplam Hiicre Sayisinin Hesaplanmasi

Fiziksel disektorde, birim hacimdeki hepatosit ve Kupffer hlicrelerinin sayisi
(Nv), sayim yapilan ardisik kesit ¢iftinin birinde olup digerinde olmayan hucrelerin
(Q=disektér tanecigi) sayiimasi ile hesaplanir. iki komsu kesitin yondes ylzeyleri
arasindaki mesafe (t, kesit kalinhgi) ve drneklenen kesitlerin Uzerine yerlestirilen
tarafsiz sayim gergevesinin alani (a), disektorin hacminin (Vgis)) tespit edilmesi
igin kullanilir. Buradan karacigerde bulunan toplam hepatosit ve Kupffer hicresi

sayllari icin asagidaki esitligi yazabiliriz:
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NV=ZQ_/ ZV(Dis)=ZQ / h.Za

Daha sonra, her denegin karacigerinde bulunan toplam hepatosit ve Kupffer
hucrelerinin toplam sayilarini hesaplamak igin, sayisal yogunluk, Nv, ortalama

hacmi V(ref) ile carpilir.
N=Nv.Vref
a = Sayim gergevesinin alani
t = Her kesit ¢ifti arasindaki mesafe
N= Hesaplanan toplam sayi
Nv= Sayisal yogunluk

Vref= Yapinin toplam(referans) hacmi
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3.9. istatistik

Bu calismadan elde edilen tum bulgularin istatistiksel analizleri SPSS
(Version 15.0 for Windows®, IBM corp, NY; USA) programi ile yapildi. Denek
sayisi parametrik testler icin yeterli olmadigindan nonparametrik testler kullanildi.
Iki bagimsiz grubun verileri karsilagtirildigi icin Mann Whitney U testi kullanild.
Istatistiksel anlamlilik agisindan p<0,01 ve p<0,001 degerleri ileri derecede

anlaml, p< 0,05 olan degerler ise anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada saglikli ve obez deneklerden elde edilen kan serumlarinda
antioksidan savunma sistemini degerlendirmek icin katalaz ve SOD duzeyleri
metabolizmayl degerlendirmek i¢in ise glukoz ve Kkolesterol duzeyleri
spektrofotometre yardimi ile kalorimetrik olarak olguldu. Ayrica, karaciger ve
bobrekustu bezi orneklerinin hacim parametreleri, karacigerdeki hepatosit ve
Kupffer hicresi sayilari ve ayrica her iki organdaki HMGB1 pozitif hicrelerin
sayis| stereolojik olarak hesaplandi. Ayrica, karaciger ve bobrekustu bezleri isik
mikroskobik duzeyde histopatolojik acgidan degerlendirildi. Calisma sonucunda
elde edilen bulgular asagida sunulmustur:
4.1. Obezitenin Degerlendirilmesi

Tam gruplardaki deneklerin haftalik kilo alimlari izlendi. Toplam 10 hafta
boyunca siiren bu takip sonucunda her denegin VKIi hesaplamalari yapilarak
obez olup olmadiklari degerlendirildi (132). VKi hesaplamasinda; burun ucundan
kuyruk baslangicina kadar olan mesafe boy olarak kabul edildi. Olgiilen agirlik ve
boy parametreleri asagidaki formule gére hesaplandi:

VKi=Agirlik (kg) /Boy*(m?)

VKIi sonuglari 5 kg/m®den biiyiik olan deneklerin obez oldugu kabul edildi.
Obez olarak degerlendirilen gruplarda kontrol grubuna oranla daha hizli kilo alimi
gozlendi (Sekil 4.1).
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Haftalik artalama agirlik artisi

Kont

Agirhik (gr)
= NN
o
<)

1 23 45 6 7 8 910

Hafta 1

Sekil 4.1. Kont ve Ob gruplarina ait kan orneklerindeki ortalama haftalik agirlik
degerleri gorilmektedir. Ob grubunda ortalama agirlik degerlerinin 6zellikle son
haftalarda kontrol grubuna kiyasla ¢ok anlamli seviyede arttigi gérulmektedir (**;
p<0,01) (Mann Withney U Testi).

Ek olarak tim deneklerin deney basindaki ve sonundaki VKi degerleri
incelendiginde; Kont ve Ob gruplarinin baslangic VKi degerleri arasinda fark
g6zlenmezken her iki grubun son VKIi degerleri arasindaki farkin ¢ok anlamli
oldugu goruldu (p<0.01 Sekil 4.2).
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Ortalama viicut kitle indeksi (VKI)
degerleri
10
—~ 8
“E 6 o e
2
= 4
=
0
1k Son 1k Son
Kont Ob

Sekil 4.2. Kont ve Ob gruplarina ait kan érneklerindeki ortalama haftalik VKI
degerleri gérilmektedir. Ob grubunda ortalama VKI degerlerinin kontrol grubuna

kiyasla ¢ok anlamli seviyede arttigi gérulmektedir (**; p<0,01) (Mann Withney U

Testi).

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Tum gruplara ait kan 6rneklerinin biyokimyasal analizlerinde elde edilen

katalaz, SOD, glukoz ve kolesterol seviyeleri asagidaki sekillerde sunulmustur

(Sekil 4.3-4.6):
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a. Katalaz seviyesi bulgular::
Tam gruplara ait kan érneklerindeki Katalaz seviyesi bulgulari asagdidaki sekilde

sunulmustur (Sekil 4.3):

Ortalama katalaz seviyeleri
200 - .
150 -
£
= 100 -
50 -
U -
Kont Ob

Sekil 4.3. Kont ve Ob gruplarina ait kan orneklerindeki katalaz seviyeleri
gorulmektedir. Ob grubunda ortalama katalaz seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla ¢ok anlamh seviyede azaldigi gérilmektedir (**; p<0,01) (Mann Withney
U Testi).
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b. SOD seviyeleri bulgulari:
Tdm gruplara ait kan érneklerinden elde edilen SOD seviyeleri agagidaki sekilde
sunulmustur (Sekil 4.4):

Ortalama SOD seviyeleri
10 - * %
8 +
— 6 -
£
~
D 4.
2 -
0 -
Kont Ob

Sekil 4.4. Kont ve Ob gruplarina ait kan orneklerindeki ortalama SOD seviyeleri
gorulmektedir. Ob grubunda ortalama SOD seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
cok anlamli seviyede azaldigi gorulmektedir (**; p<0,01) (Mann Withney U Testi).
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c. Glukoz seviyeleri bulgular:
Tum gruplara ait kan 6rneklerinden elde edilen glukoz seviyeleri asagidaki sekilde

sunulmustur (Sekil 4.5):

Ortalama glukoz seviyeleri
14 -
12 -
10 -
—
g ..
£ ®7
4 -
2 -
0 -
Kont Ob

Sekil 4.5. Kont ve Ob gruplarina ait kan érneklerindeki ortalama glukoz seviyeleri
gorulmektedir. Ob grubunda ortalama glukoz seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla

cok anlamli seviyede arttigi gorilmektedir (**; p<0,01) ( Mann Withney U Testi).
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d. Kolesterol seviyeleri bulgular::
Tum gruplara ait kan 6rneklerinden elde edilen kolesterol seviyeleri asagidaki
sekilde sunulmustur (Sekil 4.6):

Ortalama kolesterol seviyeleri
80 -
70 -
60 -

L
n
<)

%k %

= 40 -
30 -
20 -
10 -

mg/d

Kont Ob

Sekil 4.6. Kont ve Ob gruplarina ait kan orneklerindeki ortalama kolesterol
seviyeleri gorulmektedir. Ob grubunda ortalama kolesterol seviyelerinin kontrol
grubuna kiyasla ¢ok anlamli seviyede arttigi goériimektedir (**; p<0,01) (Mann
Withney U Testi).
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4.3. Stereolojik Bulgular

4.3.1. Karacigere Ait Stereolojik Bulgular:

A. Karaciger Hacmi Bulgulari:

Tam gruplardaki deneklerin karacigerlerine ait 151k mikroskobik kesitler Gzerinde
yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen karaciger hacmi bulgulari asagidaki
sekilde sunulmustur (Sekil 4.7):

Ortalama karaciger hacmi
16 -
14 -
12 A
E 10 - *
S
£ 81
S 6 -
I
4 -
2 -
0 -
Kont Ob

Sekil 4.7. Kont ve Ob gruplarindaki ortalama karaciger hacim degerleri
gorulmektedir. *, gruplar arasindaki p< 0,05 dizeyindeki istatistiksel anlamlilik
seviyelerini gdstermektedir (Mann Withney U Testi).

b. Hepatositlerin Kapladigi Hacim Bulgulari

Tam gruplardaki deneklerin karacigerlerine ait 151k mikroskobik kesitler Uzerinde
yapilan hesaplamalarda elde edilen hepatositlerin kapladigi hacim bulgular
asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.8):
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Ortalama hepatositlerin kapladigi
hacim

12 -

10 -
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K
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8 4 -
I
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0

Kont Ob

Sekil 4.8. Kont ve Ob gruplarindaki ortalama hepatositlerin kapladigi hacim
degerleri gorulmektedir. *, gruplar arasindaki p< 0,05 dizeyindeki istatistiksel

anlamlilik seviyelerini gostermektedir (Mann Withney U Testi).

c. Sinlizoidlerin kapladigi hacim bulgular::
Tam gruplardaki deneklerin karacigerlerine ait 151k mikroskobik kesitler Gzerinde
yapilan hesaplamalarda elde edilen sinuzoidlerin kapladigi hacim bulgulari

asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.9):
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Ortalama sintizoidlerin kapladigi hacim
4 -
3,5 -
3 -
'E 25 - * %
)
E 27
81,5 -
1 -
0,5 -
0 -
Kont Ob

Sekil 4.9. Kont ve Ob gruplarindaki ortalama sinlzoidlerin kapladigi hacim

*%*

degerleri gorulmektedir. **, gruplar arasindaki p< 0,01 dizeyindeki istatistiksel

anlamlilik seviyelerini gostermektedir (Mann Withney U Testi).

d. Ortalama Hepatosit Yogunlugu Bulgulari

Bu calismada tum gruplardaki deneklerin karacigerlerine ait 151k mikroskobik
kesitler Uzerinde fiziksel disektor yontemi ile yapilan hesaplamalarda elde edilen
ortalama hepatosit yogunlugu (karacigerde cm? basina diisen ortalama hepatosit
sayisi) bulgulari asagdidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.10):
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Ortalama hepatosit yogunlugu
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Sekil 4.10. Kont ve Ob gruplarindaki cm® basina diisen ortalama hepatosit sayisi
degerleri goérUlmektedir. *, gruplar arasindaki p< 0,05 duzeyindeki istatistiksel

anlamlilik seviyelerini gostermektedir (Mann Withney U Testi).

e. Ortalama Total Hepatosit Sayisi Bulgulari

TUum gruplardaki deneklerin karacigerlerine ait 1Stk mikroskobik kesitler Gzerinde
fiziksel disektor yontemi ile yapilan hesaplamalarda elde edilen diger bir bulgu
olan total hepatosit sayisi (karacierde bulunan toplam hepatosit sayisi)
bulgularinin grup ortalamasi degerleri ile yapilan grafik asagidaki sunulmustur
(Sekil 4.11):
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Ortalama total hepatosit sayisi
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Sekil 4.11. Kont ve Ob gruplarindaki ortalama total hepatosit sayisi degerleri
gorulmektedir. Kont ve Ob gruplari arasinda ortalama total hepatosit sayisi
degderleri acisindan herhangi bir fark (p>0,05) gérulmemektedir (Mann Withney U
Testi).

f. Ortalama Kupffer Hiicresi Sayisi Bulgulari

Tam gruplardaki deneklerin karacigerlerine ait 151k mikroskobik kesitler Gzerinde
fiziksel disektor yontemi ile yapilan hesaplamalarda elde edilen Kupffer hucresi
sayisi (karacigerde bulunan toplam Kupffer hicresi sayisi) bulgularinin grup
ortalamasi degerleri ile yapilan grafik agagidaki sunulmustur (Sekil 4.12):
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Ortalama Kupffer hiicresi sayisi
14 -
12 -
S 10 -
i
=
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0 -
Kont Ob

Sekil 4.12. Kont ve Ob gruplarindaki ortalama total Kupffer hicresi sayisi
degerleri gorulmektedir. Ob grubunda ortalama Kupffer hlcresi sayisi
degerlerinin kontrol grubuna kiyasla ¢ok anlamli seviyede arttigr (**; p<0,01)

gorulmektedir (Mann Withney U Testi).

50



4.2.2. Bobrekiistii Bezine Ait Stereolojik Bulgular

A. Bobrekiistii Bezi Hacmi Bulgular::

TUim gruplardaki deneklerin bobrekustl bezlerine ait 151k mikroskobik kesitler
Uzerinde yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen bdbrekisti bezi hacmi

bulgulari asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.13):

Ortalama bobrekiistii bezi hacimleri
7 -
6 -
™5 - *
=
Ea-
E3 4
(& ]
T2 -
1 -
0 -
Kont Ob

Sekil 4.13. Kont ve Ob gruplarina ait ortalama boébrekustl bezi hacmi dederleri
gorulmektedir. Ob grubunda ortalama bobrekustl bezi hacim degerlerinin kontrol
grubuna kiyasla anlamh seviyede arttigi (*; p<0,05) goértulmektedir (Mann
Withney U Testi).
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b. Zona Glomeruloza Hacmi Bulgulari:
Tuam gruplardaki deneklerin bobrekustl bezlerine ait 151k mikroskobik kesitler
Uzerinde vyapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen zona glomeruloza

tabakasinin kapladigi hacim bulgulari asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.14):

Ortalama z. glomeruloza hacimleri
1 -

* %k

Hacim (mm3)
e Lo 2
D2 o ®
[ 1 [ 1 [ 1

o
N
1

Kont Ob

Sekil 4.14. Kont ve Ob gruplarina ait bébrekistlu bezlerinde zona glomeruloza
tabakasinin kapladigi hacim degerleri gérulmektedir. Ob grubunda ortalama zona
glomeruloza tabakasinin hacim degerlerinin kontrol grubuna kiyasla ¢ok anlamli

seviyede azaldigi (**; p<0,01) gorulmektedir (Mann Withney U Testi).
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b. Zona Fasikiilata Hacmi Bulgulari
Tuam gruplardaki deneklerin bobrekustl bezlerine ait 151k mikroskobik kesitler
Uzerinde vyapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen zona fasikllata

tabakasinin kapladigi hacim bulgulari asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.15):

Ortalama z. fasikiilata hacimleri
3,5 -
3 -

Hacim (mm3)
o L N
%] = v N (%]
[ 1 [ 1 [ 1 [ 1 [ 1

Kont Ob

Sekil 4.15. Kont ve Ob gruplarina ait bdbrekustl bezlerinde zona fasikilata
tabakasinin kapladigi hacim degerleri gérulmektedir. Ob grubunda ortalama zona
fasikulata hacmi degerlerinin kontrol grubuna kiyasla ¢cok anlamli seviyede arttigi
(**; p<0,01) gorulmektedir (Mann Withney U Testi).
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C. Zona Retikilaris Hacmi Bulgulari
Tuam gruplardaki deneklerin bobrekustl bezlerine ait 151k mikroskobik kesitler
Uzerinde yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen zona retikllaris

tabakasinin kapladigi hacim bulgulari asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.16):

Ortalama z. retikiilaris hacimleri
1,4 -
1,2 -
1 -
=
£08 -
E 06 -
&
T 0,4 -
0,2 -
0 -
Kont Ob

Sekil 4.16. Kont ve Ob gruplarina ait bobreklstl bezlerinde zona retikllaris
tabakasinin kapladigi hacim degerleri gérulmektedir. Ob grubunda ortalama zona
retikUlaris hacmi deg@erlerinin kontrol grubuna kiyasla ¢ok anlamli seviyede arttigi
(**; p<0,01) gorulmektedir (Mann Withney U Testi).
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D. Medulla Hacmi Bulgulari
Tuam gruplardaki deneklerin bobrekustl bezlerine ait 151k mikroskobik kesitler
Uzerinde yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen medulla kisminin kapladigi

hacim bulgulari asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil 4.17):

Ortalama medulla hacimleri

N
£ 08 -
(S
= 0,6 -

ac
o
P

Kont Ob

Sekil 4.17. Kont ve Ob gruplarina ait bébreklstli bezlerinde medulla kisminin
kapladigi hacim degerleri gortlmektedir. Ob grubunda ortalama medulla kismi
hacmi degerlerinin kontrol grubuna kiyasla ¢ok anlaml seviyede arttigi (**;
p<0,01) gorilmektedir (Mann Withney U Testi).
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4.4. Konvensiyonel Isik Mikroskobik Bulgular
A. Karacigere Ait Bulgular:

Kontrol grubuna ait karaciger kesitleri 1slk mikroskobu altinda
incelendiginde, genel olarak parankimden zengin ve bag dokusu agisindan fakir
bir organ oldugu gozlendi (Sekil 4.14). Kontrol karaciger dokusu saglkl yapidaki
klasik altigen seklindeki lobullerden meydana geliyordu. Bu lobullerin merkezinde

santral venler; kdselerinde ise portal alanlar yer almaktaydi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Kont grubuna ait karaciger orneklerinin 1sik mikroskobik goruntusu
izlenmektedir. SV, santral ven; PA, portal alan; kesikli gizgiler klasik karaciger
lobUlunun sinirlarini géstermektedir.
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Santral ven dallari snormal goérinimid ile izlendi. Santral venden

baglayarak klasik karaciger lobulinin digina dogru isinsal olarak uzanan

».. _;(‘ ’ "4- (’ ‘, l ‘v'

hepatosit kordonlari ise saglikli gérinimdeydi (Sekil 4.19).
- : ) (7 ,‘_,._*:‘,

Sekil 4.19. Kont grubuna ait karaciger o6rneklerinin 151k mikroskobik goéruntisu
izlenmektedir. SV, santral veni gostermektedir.
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Kont grubuna ait karaciger oOrnekleri 1sik mikroskobu altinda yuksek
blyutmede incelendiginde hepatositlerin 6kromatik c¢ekirdekleri, duzenli hucre
sinirlart ve normal boyanmis sitoplazmalari ile saglkh goérinimde olduklari
izlendi. S6z konusu saglikli hepatositler arasinda bulunan sindzoidlerin de

yerlesimi dizenli ve geniglikleri normal boyutta idi (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Kont grubuna ait karaciger orneklerindeki saglikli hepatosit ve
sintzoidlerin ylksek blyutmede 151k mikroskobik gorintisu izlenmektedir.
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Ob grubuna ait karaciger 6rnekleri 1sik mikroskobu yardimi ile incelendiginde ilk

dikkati gceken bulgu blylik damar dallari ve sintzoidlerdeki dilatasyon idi (Sekil
4.21-22).

Sekil 4.21. Ob grubuna ait karaciger oOrneklerindeki santral ven dallarinda
dilatasyon izlenmektedir.
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izlenmektedir.
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Yine Ob grubuna ait karaciger oOrneklerinde, hepatosit kordonlarinin isinsal

yerlesim duzeninin bozulmus oldugu goézlendi. Ayrica bu duzeni bozulmus

kordonlarin hicreleri arasinda baglanti kayiplari oldugu da izlenmekteydi (Sekil
4.23)

| - il i = : v

Sekil 4.23: Ob grubundan elde edilen karaciger érneklerinde duzeni bozulmus
hepatosit kordonlari ve bu kordonlarda yer alan hicreler arasindaki baglanti
kayiplari gergeve igerisinde gortlmektedir.
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Ob grubundan elde edilen karaciger orneklerindeki hepatositlerin yapisi
degerlendirildiginde; normal boyutlu ve boyanma 06zelligindeki hicreler arasinda

piknotik cekirdekleri ve eozinofil sitoplazmalari ile hasara ugradigi disunulen

hlcreler gorilmekteydi (Sekil 4.24).

Sekil 4.24. Ob grubunda normal boyutlu ve boyanmis hiicreler arasinda piknotik

cekirdekleri ve eozinofil sitoplazmalari ile hasara ugramis hicreler gerceve
icerisinde gorulmektedir.
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Bu piknotik c¢ekirdekleri ve eozinofil sitoplazmalari ile hasara ugramis
hacreler portal ven komgulugunda da yaygin olarak gozlenmekteydi. Bu
hlcrelerden bazilarinin ¢ekirdegini ve duzenli sitoplazma sinirlarini kaybettigi ve

slime gittigi distniildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25: Ob grubunda plknotik cekirdekleri ve eozinofil sitoplazmalari ile
hasara ugramis hicreler gézlenmektedir (Beyaz ok); cergeve igerisinde eozinofil
sitoplazmali hucreler goértulmektedir. Beyaz dolgulu Okbasi, cekirdegini ve
dizenli sitoplazma sinirlarini kaybetmis olume gittigi dustnulen hicre; Siyah
Okbasi, cekirdegi oldukga kugllmis ve sitoplazmasi yogunlagsmis ve azalmis
apoptoza gittigi dusunulen hdcreyi gostermektedir.
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Ob grubundaki hepatositlerin bir kismi ise sitoplazma agisindan fakir,
glikojen igerigi artmis (kabalasmis) ve sinirlari dizensizlesmis olarak izlendi. Bazi

hlcrelerin ¢ekirdekleri ise komsularininkilere gére oldukga irilesmisti (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: 66 grubunda sitopléziha agisindan fair, glikojen icerigi artmig
(kabalasmig) ve sinirsizlari diizensizlesmis hiicreler izlendi (daire iginde). Bazi
hicrelerin gekirdekleri ise komsgularina gore oldukga irilesmisti (0k).
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Ob grubunda yer alan normal goérinimli hepatosit kordonlari arasinda
duzenli sinirlarini kaybetmis hepatositler ve inflamatuvar hucreler igerdiginden;

nekrotik odaklar olduklari digtinulen alanlar bulunmaktaydi (Sekil 4.27).

s - . ) :‘A:*‘,.‘ ‘ :4.‘ * - o : o :

Sekil 4.27: Ob grubunda nekrotik odaklar olduklar dusdndlen alanlar
bulunmaktaydi (Elipsin igerisinde). Okbasi, cekirdegi ve dizenli sitoplazma
sinirlarini kaybetmis 6lime gittigi digtnulen hicreyi gostermektedir.
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Ob grubundaki hepatositlere yuksek buyutmede bakildiginda hicrelerin

icerisinde iri yag damlaciklarina rastlandi (Sekil 4.28).

)
Sekil 4.28: Ob grubundaki hepatositlerde hicre i¢i yag damlaciklarina rastlandi
(beyaz dolgulu okbasi).
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Bu grupta yer alan sintzoidlerin duvarinda bulunan Kupffer hicrelerinin
kontrol grubuna goére daha sik gozlendigi, irilestigi ve lipofuksin pigmentleri

acisindan zengin oldugu tespit edildi (Sekil 4.29).

Sekil 4.29: Kontrol grubuna gore daha sik, iri ve lipofuksin pigmentleri agisindan
zengin Kupffer hicreleri gorilmektedir.
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Ob grubunda gerek buyik damar dallari igerisinde (Sekil 4.30) ve etrafinda
(Sekil 4.31) gerekse sinuzoidler igerisinde (Sekil 4.32) inflamatuvar hicreler

gorilmekteydi.

Sekil 4.31: Ob grubunda portal ven etrafinda inflamatuvar hiicreler gdrilmektedir
(beyaz dolgulu okbast).
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gorulmektedir (Cergevelerin icerisinde).
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Ob grubundaki damar dallari igerisinde bulunan kan hcrelerinin birbirine ve

damar duvarina olduk¢ca yakin olduklari gbzlendi. Ayrica yine damar dallari

icerisinde fibrin olasi birikimlere de rastlandi (Sekil 4.33).

e B
Sekil 4.33: Ob grubunda portal ven dal igerisinde birbirine ve damar duvarina

oldukga yakin konumlu kan htcreleri (kigik resimde, ayni buyidtmede); blyuk
resimde santral ven icerisinde fibrin olasi birikimler gérilmektedir.
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Yine Ob grubunda, damar dallarinin birkisminda, damar duvarinda bulunan
endotel hucrelerinin sitoplazmasini artirarak irilestigi; damar igerisinde bulunan

kan hlcrelerinin ise damar duvari ile iliskide olduklari gézlendi (Sekil 4.34).

Sekil 4.34: Ob grubunda, damar duvarinda bulunan sitoplazmasini artirarak
irlesen endotel hucreleri (beyaz dolgulu okbasi), damar duvarina bagli kan
hdcreleri (siyah okbasi) gorulmektedir.
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B. Bobrekustu Bezine Ait Bulgular:

Kontrol grubundaki deneklerden elde edilen bdbreklisti bezleri 1sik
mikroskobu altinda incelendiginde, korteks ve medulla seklinde iki farkli
bolimden olugtuklari izlendi. Korteks, distan siki bag dokusu goérunimunde olan
kapsul ile cevrili idi. Yapisina bakildiginda; kapsul altinda digtan ige; zona
glomeruloza, zona fasikilata ve zona retikllaristen olustugu gézlendi. Medulla ise
kan damarlari ve kromaffin hilcreler acgisindan zengindi. Nadiren saglikli

gorunumdeki gangliyon hicre ve uzantilari dikkati cekmekte idi (Sekil 4.35).

7

Sekil 4.35: Kont grubunda bdbrek Ustu bezinin 1sik mikroskobik gorintisu
izlenmektedir. K, kapsll, G, zona glomeruloza, F, zona fasikulata; R, zona
retiktlaris; M, medullayi gostermektedir.
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Kontrol grubundan elde edilen bobrek Ustu bezlerinde zona glomeruloza tabakasi
degerlendirildiginde bu tabakanin kapsulin hemen altina yerlesmis oldugu tespit
edildi. S6z konusu bu tabaka ince yapidaydi ve konsantrik veya glomerular
halkalar olusturan parankimal hicrelerden olusmaktaydi. Bu kiguk pirizmatik
hicreler, 1 ve 2 nukleolus igeren kuglk koyu nukleuslari ve asidofil sitoplazmalari

ile saglikh gériniamdelerdi (Sekil 4.36).

7

Sekil 4.36: Kont grubunda bdbrek Ustu bezinde zona glomeruloza tabakasinin
IS1k mikroskobik goruntisu izlenmektedir.
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Kont grubunda, bobreklstu bezinin korteksindeki hiucrelerin ara tabakasi
olan zona fassikulata, korteksin en kalin tabakasi olarak izlenmekteydi. Bu
tabakada birbirine paralel hicre kolonlari arasinda longitudinal olarak
konumlanan sinuzoidal tipte kilcal damarlar icermekteydi. Bu tabakada yer alan
poligonal hicreler soluk asidofilik boyanma 6zelligine sahip olup ve yer yer
vakuolli gérinmektelerdi (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37: Kont grubunda bébrek Ustu bezinde zona fasikilata tabakasinin
IS1k mikroskobik goruntusu izlenmektedir.
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Kont grubundan elde edilen bobrekiustu bezlerinde korteksin en i¢ tabakasinda
bulunan zona retikularis hucreleri koyu asidofil boyanan ve birbirleriyle
anastomozlasan kordonlar seklinde dizenlenmekteydi. Bu hlcreler zona

fasikllataninkilerden daha klgUlk olup ve daha az lipid damlaciklari icermektelerdi

(Sekil 4.38).

Sekil 4.38: Kont grubunda bobrek Ustl bezinde zona retikularis tabakasinin
1IS1k mikroskobik goruntusu izlenmektedir.
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Kont grubundan elde edilen bobrekustu bezlerinin merkezi kismi olan medulla,
bdbrekustl bezi korteksi tarafindan tamamen g¢evrelenmisti. Bu alanda kiimeler
veya kisa kordonlar seklinde dizenlenmis blylUk epiteloid hiicreler olan kromoffin
hlcreler ve bag dokusu icine dagiimis sempatik gangliyon hicreleri saglikli olarak
izlenmekteydi (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39: Kont grubunda bobrek Ustl bezinde medullanin isik mikroskobik
goruntusu izlenmektedir.
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Ob grubundaki deneklerden elde edilen bobrekustu bezleri 1tk mikroskobu
altinda incelendiginde, bobrekustlu bezini saran kapsulin kontrol grubununkine
kiyasla daha kalin oldugu kapsulin etrafindaki yag dokusu hticrelerinin ise kontrol
grubundakinden daha fazla ve irice olduklari géruldi. Korteksin zona glomeruloza
tabakasinin kontrol grubundakine kiyasla daha ince yapida oldugu zona
fasikllata tabakasinin ise kontrol grubundakine kiyasla olduk¢a kalin oldugu
go6zlendi (Sekil 4.40).

)
Sekil 4.40: Ob grubunda bobrek Ustl bezinin 1sik mikroskobik goérintisu

izlenmektedir. K, kapsul, G, zona glomeruloza, F, zona fasikllata; YD, yag
dokusunu gostermektedir.
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Ob grubuna ait bobrekistli bezlerinin birinde kapsulin hemen altinda
aksesuar bobrekustu bez olasi bir yapiya rastlandi (Sekil 4.41).

Sekil 4.41: Ob grubunda kapstilin hemen altinda aksesuar bobrekustl bezi
gorulmektedir (cerceve).
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Kalinlagan kapsulin hemen altindaki zona glomeruloza tabakasinin
hicreleri nadiren segilirken), kapillerlerin genisledigi, zona fasikulata hicrelerinin

irileserek steroid igeriginin arttig1 gézlendi. Yine bu tabakadaki hlcreler arasinda

makrofaj olasi hicrelere rastlandi (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42: Ob grubunda, kalinlasan kapsul (**), genigleyen kapillerler (#),
irileserek steroid icerigi artmis zona fasikulata hucreleri (ok) ve hlcreler arasinda
makrofaj (okbasi) gériimektedir.
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Ob grubundan elde edilen bdbrekisti bezlerinin zona fasikilata
tabakasinda iri ve steroid igerigi artmis hicreler arasinda eozinofil sitoplazmalari
ile bu tabakaya yeni katildiklari digtnulen hucrelere rastlandi (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43: Ob grubunda zona fasikulata tabakasinda iri ve steroid igerigi artmis
hlcreler arasindaki eozinofil sitoplazmalari ile bu tabakaya yeni katildiklari
disunulen hucreler (oklar) gorulmektedir.
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Yine Ob grubuna ait bdbrekisti bezlerinin zona fasikllata tabakasi
4.44).

B

icerisinde yagli dejenerasyon ve nekroz odaklari tespit edildi (Sekil
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Sekil 4.44: Ob grubunda zona fasikilatada yagl dejenerasyon ve nekroz odaklari
(daire icinde) izlenmektedir.
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Ob grubundaki deneklerden elde edilen bobrekustl bezi kortekslerinin
zona retikllaris tabakasi incelendiginde inflamatuvar hucre infiltrasyonu dikkati
cekmekteydi (Sekil 4.45).

(cercevede) gorulmektedir.
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Ob grubundan elde edilen bébrekistl bezlerinin medullasina bakildiginda
ilk dikkati geken bulgu damar dallarinin kontrol grubundakine kiyasla geniglemis
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Yine bu damarlarin bir kisminda ven6z donusun yavasladigr gozlendi.
Hatta, s6zkonusu bu damarlarin bir kisminin igerisinde fibrin olasi birikimlere
rastlandi (Sekil 4.47).

Sekil 4.47: Ob grubunda medulladaki damarlarda bulunan ¢ok sayida kan
hicresi ve fibrin birikimi (yildizlar) gérulmektedir.
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Ek olarak; Ob grubundan elde edilen bébrekusti bezlerinin medullasindaki
gangliyon hucrelerinin  bir kismi saghkli iken diger bir kismi eozinofil
sitoplazmalari ve klgulmuis hicre sinirlari ile hasarlh goérinimdeydi. Ayrica

medullada hicre sinirlari tam olarak segilemeyen bazi alanlar da dikkati
cekmekteydi (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48: Medullada saglikh gangliyon hucrelerinin (ok) yaninda cekirdegi
secilemeyen kugulmus ve eozinofil sitoplazmali gangliyon hicreleri (okbasi) ve
medullada hlcre sinirlari tam olarak segilemeyen alanlar (**) gérulmektedir.
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4..4. immiinohistokimyasal Bulgular

A. Karacigere Ait immiinohistokimyasal Bulgular

Hem kontrol hem de deney grubundan elde edilen karaciger érnekleri Anti-
HMGB1 antikoru ile boyandi (Abcam; Cat.No: 18256). Her iki grupta da pozitif
boyali hucreler stereolojik olarak degerlendirildiginde gruplar arasinda ileri
dizeyde anlaml fark tespit edildi (p<0.01;Sekil 4.49)

Karacigerde ortalama Hmgb1 pozitif
hepatosit sayisi
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Sekil 4.49. Kontrol ve Ob gruplarindaki her tarafsiz alan (2 cm?) basina diisen
ortalama HMGB1 pozitif hepatosit sayisi degerleri gorilmektedir. **, gruplar
arasindaki p< 0,01 duzeyindeki istatistiksel anlamlilik seviyelerini gostermektedir
(Mann Whitney U testi).

Hem kontrol hem de deney grubundan elde edilen karaciger ornekleri Anti-
HMGB1 antikoru ile boyandi (Abcam; Cat.No: 18256). Buna goére kontrol
grubunda ne buylk damar dallarinin etrafinda ne de bunlarin arasindaki zon 2
bdlgesinde kalan hepatositlerde HMGBL1 proteini agisindan herhangi bir pozitiflige

rastlanmadi (Sekil 4.50-52).
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Sekil 4.50: Kontrol grubunda karaciger santral ven etrafinda HMGB1 proteini
acisindan herhangi bir pozitiflik gérilmemektedir.

Sekil 4.51: Kontrol grubunda karaciger portal alan etrafinda HMGB1 proteini
acisindan herhangi bir pozitiflik gérilmemektedir.
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Sekil 4.52: Kontrol grubunda karaciger zon 2 hepatositlerinde HMGB1 proteini
acisindan herhangi bir pozitiflik gérilmemektedir.

Ob grubundan elde edilen karacigerlerin anti-HMGB1 antikoru ile
boyanmasi sonucunda hem blyuk damar dallari etrafinda hem de zon 2
bdlgesinde kalan hepatositlerde gugli pozitif boyanma gdézlendi. Bu boyanma
hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada belirgin olarak izlenmekteydi (Sekil 4.53-55)
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Sekil 4.53: Ob grubunda karaciger santral ven etrafinda HMGB1 proteini
acisindan gugclu pozitif boyanma gorulmektedir.
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Sekil 4.54: Ob grubunda karaciger portal alan etrafinda HMGB1 proteini
acisindan gugclu pozitif boyanma gorilmektedir.
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Sekil 4.55: Ob grubunda karaciger zon 2 bodlgesinde yer alan hepatositlerde
HMGBL1 proteini agisindan guglu pozitif boyanma goérilmektedir.

B. Bobrekiistii Bezine Ait immiinohistokimyasal Bulgular

Hem kontrol hem de deney grubundan elde edilen bobrekustu bezi
ornekleri Anti-HMGB1 antikoru ile boyandi. Her iki grupta da pozitif boyall
hlcreler stereolojik olarak degerlendirildiginde gruplar arasinda ileri dizeyde
anlamli fark tespit edildi (p<0.01;Sekil 4.46).
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Bobrekiisti medullasindaki ortalama Hmgb1
pozitif hiicre sayisi
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Sekil 4.56. Kontrol ve Ob gruplarindaki her tarafsiz alan (2 cm?) basina disen
ortalama HMGB1 pozitif hlcre sayisi degerleri goérllmektedir. **, gruplar
arasindaki p< 0,01 duzeyindeki istatistiksel anlamllik seviyelerini gostermektedir
(Mann Whitney U testi).
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Buna godre kontrol grubunda ne korteks tabakalarinda ne de medullada
HMGB1 proteini agisindan herhangi bir pozitiflige rastlanmadi (Sekil 4.57).

200 i) )

Sekil 4.57: Kont grubunda bobrekisti bezi medullasinda HMGB1 proteini
acisindan herhangi bir pozitif boyanma goérulmemektedir.
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Ob grubundan elde edilen bdbrekiistl bezi érneklerinin medullasinda hem
bag dokusu hucreleri hem de kromaffin hicrelerde HMGB1 proteini agisindan

gucll pozitif boyanma izlendi (Sekil 4.58).

Sekil 4.58: Ob grubunda bobrekustl bezi medullasinda HMGB1 proteini
acisindan gugclu pozitif boyanma gorilmektedir.
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Yine Ob grubunda bobrekistt bezi medullasindaki sinir liflerinde ve

makrofaj olasi hiicrelerde de gugli HMGBL1 pozitifligi tespit edildi (Sekil 4.59).

Sekil 4.59: Ob grubunda bdbrekistl bezi medullasindaki sinir liflerinde (okbagi)
ve makrofajlarda (daire iginde) HMGBL1 proteini agisindan guglu pozitif boyanma
gorulmektedir.
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TARTISMA

Genel olarak yapilan aragtirmalarda kronik olarak yuksek yag icerikli diyet
tUketenlerde obezitenin ortaya ¢cikma olasihgr yluksektir (134). Biz de bu nedenle
calismamizda obezite modeli olusturmak amaci ile kalori icerigi ¢cogunlukla
yagdan gelen %40 yag icerikli 6zel bir diyet kullandik (135). Diyet uygulama
suresi olarak ise literatlr ile uyumlu olarak 10 haftanin yeterli olabilecegini
diistindiik (136). Calismanin basinda gruplar arasinda VKIi acisindan anlami fark
bulunmazken; deneyin 10. haftasi sonunda kontrol ve obez gruplardaki
deneklerin hem agirlik artislari hem de VKI degerleri arasinda istatistiksel olarak
oldukca anlamli bir fark elde edildi. Bu durum, obez grubun yagh diyete uyum
sagladigi yani obezite modelinin bagsariya ulastigi ve boylece obezite ile ilgili
degerlendirilecek diger verilerin saglikli sekilde ele alinabilecegi seklinde
yorumlandi.

Obezite ile insulin direnci arasindaki baglanti iyi bilinmektedir ve obezite
oraninin arttigi bati toplumlarinda diyabet ve diger hastaliklarin sikliginin
yukseldigi gozlenmektedir (137). Obez grupta kan glikoz ve kolesterol
seviyelerinin literatlrle uyumlu sekilde yuksek olmasi ¢alismamizin obezite ile
ilgili metabolik durumlarin monitorizasyonu saglama acisindan basarili oldugunu
gOstermektedir (138)

Genellikle iyi bir seyir gosteren karaciger yaglanmasi, kiicimsenmeyecek
bir oranda histolojik ilerleme gostererek karacigerde fibrozis ve siroza yol
acabilmektedir. Yapilan c¢alismalarda non alkolik karaciger yaglanmasinin
kriptojenik sirozun 6nemli bir nedeni olabilecedi gosterilmigtir (139). Deney
hayvanlari Uzerinde yapilan birgcok calismada da non-alkolik yagli karaciger
hastaliginin yiuksek yag icerikli diyetlerle uyarilabilecegi gosterilmistir (140). Bu
calismada yuksek yag igerikli diyet ile obezite modeli olusturulan deneklerde isik
mikroskobik olarak elde edilen bulgulardan biri vaskiler dilatasyondu. Bu
dilatasyon hem sinlzoidlerde hem de daha biylk damar dallarinda
g6zlenmekteydi. Bu g¢alismada da gdosterildigi gibi farkli ¢alismalarda da yag
icerikli diyetle beslenmenin sintzoidal dilatasyona neden olabilecegdi bildirilmigtir
(141). Buna ek olarak bu galismada elde edilen diger bir bulgu da hepatosit

kordonlari arasinda ve damarlar etrafinda gézlenen inflamatuvar hicre
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infiltrasyonlaridir. Bu infiltrasyonlarin nedeni ise tartigmalidir. Bazi arastirmacilar
bu odaksal ya da diffuz olarak gozlenebilen infiltratif htcrelerin yagli beslenme
sonucu ortaya ¢lkan sitokin salinmasindan kaynaklanabilecegini 6ne
surmuslerdir (142). Bazilari ise bu durumun yagli karaciger hastaliginda ortaya

cikan nekrotik degisikliklere cevap olarak gelistigini bildirmiglerdir (143).

Obezitenin karaciger Uzerindeki etkileri tam olarak bilinmese de; yuksek
yag icerikli diyet ile olusturulan obezitenin karacigerde hepatomegaliye neden
oldugu tespit edilmistir (144). Bizim calismamizda da yuksek oranda (%40) yag
icerikli yemle beslenen deneklere ait karaciger hacimlerinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli seviyede arttigi gézlendi. Bu buyumenin nedeni 11k mikroskobik
dizeyde gozlenen hepatoselliler yaglanma, inflamatuvar hicre infiltrasyonu ve
sinuzoidal dilatasyon olabilir. Yine obez deneklere ait karaciger kesitlerinde
hepatosit kordonlarinin duzeni kontrol grubuna kiyasla bozulmus goéruldu. Bu olay
hepatoselliler proteinlerde ortaya c¢ikmasi olasi oksidatif hasardan ya da
hepatositlerde gorilen nekrotik degisikliklerden kaynaklanabilir  (145). Ayrica
obez grubu karacigerlerinde nekrotik odaklar saptadik. Bu bilgiyi destekler sekilde
calismamizin stereolojik kisminda tespit edilen birim alandaki hepatosit
yogunlugunun azalmasi da nekrotik hdcre olumunun bir sonucu olarak
dusunulebilir. Bununla birlikte toplamda hepatosit miktari agisindan istatistiksel
olarak anlamh bir fark tespit edilememesi de obezitenin karaciger hacmini

arttirmasinin bir sonucu olabilir.

NAFLD hastaliginda gézlenen oksidatif stresin TNF, kemokin ve adhezyon
molekulleri gibi preinflamatuvar sitokinlerin Gretimini artirdidi bilinmektedir (146).
Geligen inflamatuvar aktivite ise Kupffer hicrelerini uyararak bagisikhk yanitini
olusturmaktadir. Obezlerde inflamatuvar mediyatorlerin artmis olmasi (CRP, TNF-
a, IL-6 vb.) dusuk dereceli sistemik bir inflamasyon varligini gosterebilir.
Calismamizda Kupffer hucrelerinin sayisal olarak artmig olmasi s6z konusu
inflamasyona cevap olarak degerlendirilmigtir. Ayrica Kupffer hucrelerinin
yuzeyinde insulin ve glukagona ait Ozel reseptorlerin var oldugu g6z Onune
alinacak olursa obez grupta glikozun yukselmis olmasi beraberinde insulin artisini

doguracagindan bu sonucun olusmasina katki saglamis olabilir. Kupffer hicreleri
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karaciger Ito hlcreleri ile sitokinler vasitasiyla etkilesime girerek bu hicrelerin
fibroblastik hucrelere donismesine neden oldugu bildirilmigtir. Bu durumda
Kupffer hlicre sayisinin artmasi; calismanin daha uzun sureli planlanmasi halinde
fibroblastik hlicre sayillarinin da artmasina neden olabilecedi seklinde

yorumlanabilir.

Primer timor hicrelerinin salgiladigi HMGB1'in kuppfer hicrelerini azalttigi
gosterilmistir (124). Calismamizda ise hem HMGB1 hem de kuppfer hicreleri
artti. Bu durumun timoral hdcrelerden salinan HMGBL1 ile obezitede salgilanan
HMGB1 arasinda yapisal ya da fonksiyonel bir farklliktan veya obezlerde
HMGB1’in kuppfer hlcreleri Uzerindeki etkisini degistirebilecek baska faktorlerden
kaynaklaniyor olabileceg@i dusunuldd.

Adrenal bez mineral kortikoidler, glukokortikoidler ve seks steroidleri Ureten
bir korteks ve noroektodermal orjini ile katekolaminleri Greten medulladan olusur.
Bu hormonlardan herbiri sistemik enerji homeostazi, vucut agirhgi, vaskuler
biyoloji, inflamasyon, glukoz ve lipid metabolizmasinda rol oynayan adipokinlerin
regulasyonunu saglar (147). Yeni bilimsel arastirmalarla adrenal bezin obezite
patofizyolojisindeki rolinun arastiriimasi bu kompleks iligkilerin aydinlatiimasini
saglayacaktir. Calismamizda bu amagla ylksek yag icerikli diyet ile indiklenen
obez sicanlardan elde edilen bdbrek Ustl bezleri morfometrik, histolojik ve ¢ok
yonli  fonksiyonlari olan HMGB1 acgisindan immunohistokimyasal olarak
degerlendirilerek bobrekustlu bezi, obezite ve obezitenin yol actigi inflamatuvar
sure¢ arasindaki iliski degerlendiriimeye calisiimigtir. Bu calismadan elde edilen
stereolojik bulgulara gére obez deneklerin total bobrek Ustl bezi, zona fasikilata
ve zona retikllaris tabakalari ve ayrica medulla hacimleri kontrol grubuna kiyasla
anlamli duzeyde artmisti. Bununla birlikte obez deneklerin zona glomeruloza
tabakasi hacimlerinde anlamli bir azalma go6zlendi. Bu durumda obez
deneklerdeki bu hacim artisinin baslica zona fasikllata, zona retikllaris ve
medulla tabakasindaki degisikliklerden kaynaklandigi sdylenebilir. Bu hacim artigi
adrenal bezin artan yag dokusundan uretilen adipokinler ile siddetli olarak
uyariimasi; Ozellikle korteksin zona fasikllata, zona retikllaris tabakalarinda
hacim artisi ile kendini godsteren hicresel hiperplazi ve hipertrofiden
kaynaklanabilir. Bunun yaninda zona retikularis tabakasinda gozlenen
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inflamatuvar hucre infiltrasyonu ve medullada izlenen damar dilatasyonu da s6z
konusu hacim artigsina katkida bulunmus olabilir. Bu baglamda literaturde, yag
dokudan sentezlenen bir adipokin olan adiponektin dizeylerinin artmasinin
bobreklstu bezi korteks hlicrelerinde proliferasyona ve kortikosteroid sentezinde
artmaya neden oldugu bildirilmistir (148). Ayrica ¢alismamizda da meydana gelen
medulladaki hacim artigini da agciklar sekilde yag dokusundan sentezlenen
adipokinlerin, bdbrekisti bezi medullasini katekolamin sentezlemek Uzere

uyardigi literatirde bildirilmistir (149).

Calismamizda, obez gruptaki deneklerden elde edilen bobrekustu bezleri
IStk mikroskobu altinda incelendiginde, bobrekustu bezini saran kapsulun kontrol
grubununkine kiyasla daha kalin oldugu gorildid. Bu durum fibréz kapsulin ic
kisminda bulunmasi olasi rezerv hucrelerin kortekste gerceklesen hiperplazi ile
iligkili olabilecegini dustundurmektedir. Nitekim obez gruptaki deneklerden elde
edilen bazi bobrekustlu bezi kesitlerinde izlenen aksesuar bobrekustu bez olasi
yapilar ve zona fasiklilata tabakasinda bulunan iri ve steroid igerigi artmis
hdcrelerin arasindaki eozinofil sitoplazmalari ile bu tabakaya yeni katildiklar

dusundlen hucrelerin de gdzlenmesi de bu yorumumuzu desteklemektedir.

Calismamizda bobrekistli bezi korteksinin diger tabakalarinda belirgin
hacim artisi gozlenirken zona glomeruloza tabakasinin kontrol grubundakine
kiyasla daha ince yapida oldugu gézlendi. Bu durum zona glomeruloza
tabakasindan salgilanan aldesteron hormonu ile yag dokusu arasindaki kompleks
iligkiden kaynaklaniyor olabilir. Bu konuda literatirdeki ¢elismalara bakildiginda
bir kisim arastirmalarda yad dokusundan derive faktorlerin direkt zona
glomerulozay! stimule ederek aldesteron Urettirdigi ve zona glomerulozanin
hipertrofisine neden oldugunu gdsterirken (150) diger bir grup ¢alismada ise asiri
oranlarda artan yad dokusunda meydana gelebilecek fonksiyon bozuklugunun
zona glomerulozada yapilmasi gereken aldesteron hormonu sentezini bloke
edebilecedi bildiriimektedir (151).
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Calismamizda olusturulan obezite modelinde de hem karaciger hem de
bobrekustu bezinde gobzlenen inflamatuar hicre infiltrasyonlari obezitenin

inflamatuar bir hastalik oldugu tezi ile uyumludur.

HMGB1 fazla miktarda eksprese edilen ve hemen hemen tum insan
hdcrelerinde bulunan HmG_box ailesinin bir Gyesidir. Baslangicta DNA baglayici
ve bukucu fonksiyonlari ile bir nikleer yapi proteini olarak bilinen HMGBL1’in son
yillarda hulcresel replikasyonda, transkripsiyonda, rekombinasyonda ve DNA
tamirinde bir refakatci olarak rol oynadigi ortaya ¢ikmigtir. Bununla birlikte son
yillarda sadece kendi nukleer ve hucre i¢i fonksiyonlari degil ayni zamanda
bagisiklik sistemi, otoimmun hastalik, inflamasyon, doku homeostazi ve multiple
ekstrasellller etkilesimleri de ilgi odadi haline gelmeye baslamistir. Stres, hiicre
olumu ve inflamasyon durumlarinda bu proteinin ekspresyonu artar ve hicreden
saliverilerek hasari gosteren molekuler bir sinyale donusur (152). Ayrica HMGB1
dizeylerinin oksidatif streste arttigi ve makrofajlari hem proinflamatuar sitokinleri
uretimek icin aktive ettigi tespit edilmistir (153). Literatirde belirtilen tim bu
bilgiler bizim g¢alismamizda elde ettigimiz bulgular ile uyumludur. Karaciger ve
bobrekustu bezinde artan HMGB1 duzeylerinin hem biyokimyasal hem de 1gik
mikroskobik incelemelerimizde etkileri gorulen oksidatif strese bagli meydana
gelen doku hasarina cevap olarak ortaya ¢iktigi dustnulebilir. Yine HMGB1 artisi
her iki sb6zi edilen ortanda da makrofaj aktivitesini artirmig; tim bu
mekanizmalarla iligkili olarak karacigerde Kupffer hicrelerinin sayisi ve aktivitesi
artarken bobrekustu bezinde ¢ok ta sik goézlenmeyen adrenal makrofajlar 11k
mikroskobik olarak dikkati ceker hale gelmistir.

Obezlerde yag dokusu artmistir. Lipositlerden salinan proinflamatuvar
sitokinler monosit ve makrofajlardan reaktif oksijen ve nitrojen salinimini uyarir.
Yag asitlerinin  mitokondriyal ve peroksizomal oksidasyonu neticesinde
mitokondriyal DNA degisikliklerine neden olur. HMGB1 DNA tamirinde bir
refakat¢i (chaperon) olarak goérev alir (33). Calismamizda karacigerde ve
bdbrekustu bezi medullasinda HMGB1 artisinin immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi DNA’daki bu dedisikliklere karsi duzeltici bir cevap olarak

degerlendirilebilir.
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HMGBZ1'in ters donmus, bukulmus kivriimis DNA’ya kargi 6zel bir affinitesi
vardir ve katlanma ya da sarmali agma gibi yapisal modulasyonlari indukleyebilir
(35-37). Kromatin yapi hasarinin tespiti ve duzeltiimesinde 6zellikli bir aktiviteye
sahiptir. Karaciger dokusunda HMGBZ'in artmis olmasi obezitenin hepatositlerde
yaptig1 hasari duzeltmeye yonelik bir onarim faaliyeti olarak dusunadldu.

Apopitoz ya da otofajinin dizenleyici mekanizmalarindan birisi de sitozolik
HMGBZY’in otofajik proteinleri olan becil 1 ve ATG 5 proteinlerini calpain aracilikh
yariklanma ve pargalanmadan koruyarak, proapopitotik fragmanlarin olusumunu
inhibe etmesidir (70). Calismamizda apopitoz belirtileri gosteren (hasarlanmis)
hepatosit sayisinda artma tespit edilmistir. Birim alanda hepatosit yogunlunda
azalma gorulmustur. Bu da hucrelerde hasarlanma oldugunun bir belirtisidir.
HMGBZ1'in artmig olmasi hlcre hasarini (muhtemelen apopitozu) 6nlemeye
yonelik bir caba olabilecegi seklinde degderlendirildi.

Boylece bu calismada sunulan bazi bulgular literatirde ilk kez tespit
edilmistir. Obezite ve HMGBJ1 proteini iligkisini karacigerde tim yapisal elemanlar
ile detayli olarak ele alan bir ¢alisma literatirde bulunmazken; ayni sekilde
obezitede bobrekustu bezi HMGB1 protein duzeyleri arasindaki iligkiyi
degerlendiren herhangi bir calismaya da rastlanmamigtir. Bu nedenle yapilan

calismanin literatire onemli katkilar saglayacagini dusunuyoruz.
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SONUC ve ONERILER
Yag icerikli diyet ile obezite modeli olusturulan deneklerde 11k mikroskobik
olarak elde edilen bulgulardan biri vaskuller dilatasyondu. Bu dilatasyon hem

sinUzoidlerde hem de daha buyuk damar dallarinda gozlenmekteydi.

Hepatosit kordonlari arasinda ve damarlar etrafinda inflamatuvar hicre

infiltrasyonlari gozlendi.

Birim alandaki hepatosit yogunlugu azaldi. Karaciger hacmi artti.

Kupffer hicreleri sayisal olarak artti.

Obez deneklerin total bobrek Ustlu bezi, zona fasikulata ve zona retikularis
tabakalari ve ayrica medulla hacimleri kontrol grubuna kiyasla anlamh dizeyde
artti.

Istk mikroskop goruntusunde obez grupta bobrekusti bezini saran
kapsulin kontrol grubununkine kiyasla daha kalin oldugu, zona glomeruloza

tabakasinin kontrol grubundakine kiyasla daha ince yapida oldugu gozlendi.

Karaciger ve  bobrekustu bezi medullasinda HMGB1 artisi
immunohistokimyasal olarak gosterildi. Bununla birlikte adrenal kortekste HMGB1

artisi olmadi. Bu durumun nedenleri yeni bir calisma konusu olabilir.

HMGB1 artisi obezite ile siklikla beraber goérulen glukoz ve insuline mi
bagl olarak gerceklesti yoksa sadece obezitenin etkisi ile mi oldu sorusunun tam

olarak cevaplanabilmesi icin farkli calismalar planlanabilir.
Primer tumorden salgilanan HMGB1 ile obezitede salgillanan HMGB1

arasinda yapisal veya fonksiyonel farkhliklarin olup olmadiginin arastiriimasi igin

yeni galismalara ihtiyag oldugu degerlendirildi.
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