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OZET

Parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunda kilit bir role sahip olan
NF-xB, rejenerasyon, apoptozis ve genlerin regililasyonunda gorev alan dimerik bir
transkripsiyon faktoriidiir. Dogada bulunan ¢ok sayida bitkisel materyal tamamlayici
tip tarafindan gesitli hastaliklarin tedavisinde ilag olarak kullanilmaktadir. Bunlardan
biriside geranioldiir ve karaciger rejenerasyonu iizerine in vivo etkisi ile ilgili
arastirmalar bulunmamaktadir. Bu sebeple ¢alismamizda, geranioliin Wistar albino tiirii
erkek siganlarda %70 parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonu {izerine
etkilerini in vivo olarak ortaya koymayi amaglandik ve n=6 olacak sekilde 8 grup
olusturuldu. Grup I ve grup Il sham kontrol grubu iken, diger 6 grup hayvana parsiyel
hepatektomi isleminden hemen sonra tek doz serum fizyolojik, silymarin ve geranioliin
intraperitonal enjeksiyonu tek tek yapildi. Cerrahi islemlerden 24 ve 48 saat sonra
karaciger kiitle endeksi hesaplandi. RT-PCR ve Western Blot analizlerinde NF-«B,
TNF-a ve IL-6 gen ekspresyon diizeylerine ve protein miktarlarina bakildi. Ayrica 1s1
sok proteinlerinden HSP27 ve HSP60’mm Western blot yodntemiyle gruplardaki

ekspresyon diizeylerine bakildi.

Elde ettigimiz verilere gore intraperitoneal olarak verilen geranioliin karaciger
rejenerasyon oranini artirma siirecinde anlamli bir role sahip oldugunu ve karacigeri

korudugu histolojik bilgilerle ve HSP protein miktar analizleriyle ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Geraniol, NF-xB, HSP, Hepatektomi
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SUMMARY

NF-xB is a dimeric transcription factor, involved in the regulation of
regeneration and apoptosis genes, and has a key role liver regeneration after partial
hepatectomy. Complementary medicine is used as a medicine to treat various diseases
obtained from a large number of plants, which were found in nature. One of them is
geraniol, and there are as yet no studies about its in vivo effects on liver regeneration.
For this reason, we aimed to determine in our study, the effects of geraniol on liver
regeneration in Wistar albino male rats after 70% partial hepatectomy in vivo and 8
groups with n = 6 were formed. Group | and Group Il are the sham control groups
while a single dose of saline, silymarin or geraniol was injected intraperitonally to the
other 6 groups immediately after partial hepatectomy. Liver mass index was calculated
at 24 and 48 hours after surgical procedures. RT-PCR and Western blot analysis of NF-
kB, TNF-a and IL-6 gene expression levels and the amounts of protein were measured.
Moreover, the expression levels of the heat shock proteins HSP27 and HSP60 protein

amounts by Western blot analysis groups were examined.

According to the data obtained, it was found that geraniol has a significant role
in increasing the process of liver regeneration when given intraperitoneally and it was
also revealed to protect the liver by analysis of histological information and of HSP

protein amount.

Keywords: Geraniol, NF-kB, HSP, Hepatectomy
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simge Aciklama

i Mikrometre

cm Santimetre

dL Desilitre = 107 litre
kg™ 1/ kilogram

L Litre

mg Miligram

mL Mililitre

n Denek sayis1

°Cc Santigrat derece
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U Unit
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi (devam)

Simge Aciklama
DNA Deoksiribontikleikasit
GS Glutamin sentetaz
H&E Hematoksilin ve Eosin
HSS Hepatosit Uyaric1t Madde
IEGs Acil erken faz genleri
IKK Inhibitdr kappa B kinaz
IL-1 Interleukin-1
IxB Inhibitor Kappa B
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Simge Aciklama
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1. GIRIS ve AMAC

Karaciger viicudun en biiyiikk organidir ve metabolizma fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli gorev alir. Plazma proteinleri, safra sentezi ve sekresyonu,
kan glikozunun dengelenmesi, lipid ve lipoprotein sentezi, vitamin depolanmasi,
endojen ve ekzojen bilesiklerin biyotransformasyonu gibi birgok temel fizyolojik
olaylarda merkezi bir rolii bulunmaktadir (Andreoli et al., 2001). Karacigerde meydana
gelebilecek herhangi bir yapisal ya da fonksiyonel bozukluk viicuttaki tiim sistemleri de

etkiler.

Karaciger kendisini onarabilme yetenegi ile viicuttaki diger tiim organlardan
daha fazla avantaja sahiptir. Karaciger c¢esitli nedenlerle zarar gérmesi karsisinda,
fonksiyonel kiitlesini tamamlama yoniinde proliferasyon ve replikasyona baslayabilir
(Fausto, 2000). Karaciger loblarinin bir kisminin cerrahi olarak ¢ikarilmasi (parsiyal
hepatektomi - PH) ve hepatositlerin viriis ya da kimyasallardan zarar gormesi gibi
durumlarda hepatosit replikasyonunun arttif1 goriiliir. Normalde nadiren bdliinen
hepatositler i¢in bu oOzellik son derece Onemlidir. Karaciger, énemli doku kaybi
durumlarinda kendisini birka¢ hafta icerisinde onarabilecek hiicreler arasi essiz bir
etkilesim ve karmasik bir mediator sistemine sahiptir (Bismuth et al., 1982). Insanlarda
ve ratlarda parsiyel hepatektomiden sonra, rejenerasyon ve karacigerin yeniden
yapilanabilmesi i¢in endokrin, parakrin ve otokrin etkilesimler gereklidir (Tang et al.,
1997).

Deneysel olarak parsiyal hepatektomi, karacigerin yaklasik %67-70" inin
cikartilmas1  seklinde tanmimlanmaktadir (Borowiak et al.,, 2004). Parsiyel
hepatektomiden sonra kalan karaciger dokusunda gen ekspresyonu ve rejenerasyon
baglar. Giiniimiizde bilgisayarl1 tomografi, anjiografi ve sintigrafi gibi yontemlerle

yapilan caligmalarda, karaciger rezeksiyonu sonrasi erigkinlerde ii¢ ile alt1 ayda,



cocuklarda ii¢ aydan daha kisa bir siirede karacigerin eski boyutuna ulastig
gozlenmistir (Hamanoue et al., 1992; Perek ve Kapan, 2000). Nagasue ve arkadaslari
tarafindan insan karacigerinin %80-85’¢ varan rezeksiyonlar1 bile tolere edilebildigi
bildirilmistir (Nagasue et al., 1987). Rezeksiyon %10’dan az bile olsa rejenerasyon
gerceklesmektedir (Michalopoulos and DeFrances, 1997). Hepatosit biiyiime
faktorlerinin etkilerinin arastirilmast ve rejenerasyonun farkli evrelerinde gen
ekspresyonunun  gosterilmesi  karaciger rejenerasyonunu anlamamizda Onemli
ilerlemelere sebep olmustur. Parsiyel hepatoktemi sonrasi geride kalan karaciger
dokusunda rejenerasyonun ilk gilinden itibaren basladigt ve DNA sentezinin,
hepatektomiden sonra 24-48 saat igerisinde maksimuma ulastig1 yapilan ¢alismalarla

ortaya konmustur (LaBrecque and Steele, 1987).

Tibbi olarak, hasar gérmiis karacigerin daha hizli iyilestirilmesi i¢in ¢esitli
ilaglarin kullanimina bagvurulmaktadir. Fakat bir¢ok kimyasal ila¢ tedavisinde oldugu
gibi, yan etkiler kaginilmazdir. Bu nedenle, son giinlerde dogal maddelerin kullanimi
giderek yayginlasmistir. Bu maddelerin biiyiik cogunlugu dogadaki bitkilerden elde
edilmektedir ve bunlar normal olarak halk tarafindan kullanilmaktadir. Karaciger
saglig1 icin kullanilan ve bilimsel olarak yararlar1 kanitlanmis bir madde olan silymarin
bunlardan bir tanesidir. Silymarin’in parsiyal hepatektomiden sonraki karaciger
rejenerasyonu sirasinda DNA ve protein sentezini arttirdigi ve rejenerasyon oranini
yiikselttigi yapilan galismalarla ortaya konmustur (Magliulo et al., 1973; Luper, 1998).
Jacops ve ark tarafindan yapilan bir calismada siganlara oral olarak verilen sivi haldeki
silymarin ¢ozeltisinin %70 parsiyal hepatektomiden sonraki karacigerde mitotik indeksi
artirdigi ve hepatosit rejenerasyonunu hizlandirdigi bildirilmistir (Farghali, et al., 2000;
Oliveira et al., 2001; Jacobs et al., 2002; Ramadan et al., 2002; Rolo et.al., 2003; Soto
et al., 2003). Karvakrolde, silymarin gibi antioksidan o6zellik gosteren bir flavonoidtir
(Kulisic et al., 2004; Sokmen et al., 2004). Uyanoglu ve ark. yaptiklar bir ¢alismada,
siganlara intraperitonal olarak verilen karvakroliin karaciger rejenerasyonunu

hizlandirdigin1 ve mitotik indeksi arttirdigini bildirilmislerdir (Uyanoglu et al., 2008).



Calismamiza konu olan geraniol monoterpenoid bir alkoldiir. Geraniolle yapilan
in vivo ¢aligmalarda iyi bir antioksidan oldugu ve ROS hasarina karst mitokondri
memranint korudugu ayrica serbest radikal baglayici 6zelliginin bulundugu ortaya
konmustur (Choi ve ark.,, 2000). Yapilan c¢alismalar gostermistir ki geranioliin
antibakteriyel ve karaciger koruyucu etkileri de bulunmaktadir (Banthorpe 1972;
Lapczynski et al., 2008, Chen ve Viljoen, 2010; Cardozo v et al., 2011). Ancak
geranioliin  karaciger rejenerasyonu lizerine etkisini  gosteren  arastirmalar
bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamizda, geranioliin siganlarda %70 parsiyal
hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonu iizerine etkilerini in vivo olarak, NF-kB
yolagi iizerinden arastirdik. Ayrica bu ¢aligmamizdan elde edilen veriler rejeneratif

etkisi iyi bilinen silymarin ile karsilagtirilarak yorumlandi.



2. GENEL BILGILER
2.1 Karaciger

2.1.1 Karacigerin yapisi

Karaciger karin boslugunun saginda bulunan bir organdir. Sigan karacigeri sag
lob, sol lob, quadrat lob ve kuyruk lobu olmak iizere 4 lobtan olusur (Sekil 2.1).
Karaciger distan periton ile ortiiliidiir. Peritonun altinda organi tiimiiyle distan kusatan
elastik liflerden zengin bir bag doku olan karaciger kapsiilii (Glisson kapsiilii) bulunur.
Glisson kapsiilii organ i¢ine girerek karacigeri lobiillere ayirir. Lobiillerin birlestigi

yerlerde bag dokusu artar.

Normal karacigerin histolojisine bakildiginda hekzagonal ve poligonal lobiiller
goriiliir. Bu lobiillerin ortasinda santral ven bulunur. Lobiil igerisinde hepatositler
santrale dogru yonelim gosteren tek sirali dizilim halindedirler. Yan yana gelen
hepatositler safra kanalikiillerini meydana getirirler. Kan akimi, portal veniil ve hepatik
arteriol ile baglantili olan ve de hepatosit dizilimleri arasinda bulunan siniizoidal
bosluklardan olur. Sinuzoidler 6zellesmis endotel hiicreleri ile doselidir ve karacigerin
doku makrofajlart olan Kupffer hiicreleri sinuzoidler igerisinde bulunurlar. Endotel
hiicreleri ile hepatositler arasinda ise Disse araliklari uzanir ve kan ile hepatosit
arasindaki madde aligverisi bu bosluklarda gerceklesir. Disse araligi i¢cinde hem
Kupffer hem de endotel hiicrelerinden tiireyebilen ito hiicreleri bulunmaktadir. Bu
hiicreler farkli uzunlukta sitoplazmik ¢ikintilara sahip yildizsi hiicrelerdir. Portal kan
akisini diizenlerler (Burtis and Ashwood, 2005). Ito hiicrelerinin iki farkli fonksiyonu
vardir. Bunlar dinlenme durumunda karacigerde yag depolamaktir, aktif hale
geldiklerinde doku rejenerasyonu igin gerekli kollajen gibi proteinleri tiretmektir.
Karaciger hasari sirasinda ito hiicrelerinin asir1 aktivasyonu, fibrozisin bir 6zelligi olan
skar dokusunun olusumuna neden olur (Neuman, 2003). Kan portal veniil ve hepatik
arteriolden, sentraldeki hepatik arteriole dogru akar. Hepatositler tarafindan iiretilen ve

kanalikiiller i¢ine salinan safra ise portal bdlgedeki interlobiiler safra kanalina dogru



akar. Periportal bolgelerde safra kanalikiilii ile safra kanali arasindaki gegis bolgeleri
Hering kanallar1 olarak adlandirtlir ve bunlar hiicresel rejenerasyonun gerceklestigi

bolgelerdir (Sekil 2.2, Sekil 2.3).

Karaciger lobiilii parenkim sinirlar1 keskin olmayan 3 bolgeye ayrilir (Sekil 2.2):
Periportal bolge: Bolge 1 (Zon 1)
Periveniiler bolge (santral bolge): Bolge 3 (Zon 3)

Iki bolge arasindaki ara bolge: Bélge 2 (Zon 2)

@
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Sekil 2.1 Parsiyal hepatektomi orammna gore sican Kkaraciger anatomisi. Gri renkle
gosterilen; fonksiyonel Kkaraciger loblari, beyaz renkle gosterilen; fonksiyonel
olmayan karaciger loblar1 (Palmes and Spiegel, 2004).
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Sekil 2.3 Karacigerde histolojik olarak altigen yapida goriilen lobiiller ve lobiil yapis1 (Fausto
and Campbell, 2003).



2.1.2 Karacigerin Fonksiyonlari

Karaciger hiicresi viicudun ¢ok yonlii bir hiicresidir. Bu hiicreler hem endokrin
hem de ekzokrin fonksiyonludur (Nagasue et al., 1987). Karacigerin fonksiyonlari

genel olarak dort ana baslik altinda incelenebilir. Bunlar;

1. Atilim fonksiyonu
2. Sentez fonksiyonu
3. Depolama fonksiyonu

4. Metabolik fonksiyon

Atilm Fonksiyonu: Organik bilesiklerin biyotransformasyonu karacigerde gerceklesir

ve sinizoidal kandan safra ve idrar yoluyla atilir.

Sentez Fonksiyonu: Karbonhidrat, lipid ve proteinlerin sentez ve metabolizmasinin

regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar.

Depolama Fonksiyonu: Glikojen ve biitiin yagda eriyen vitaminler ve Bj, vitamini

gibi suda eriyen vitaminlerin depolandig1 yer karacigerdir.

Metabolik Fonksiyon: Karacigerde iki dnemli metabolizma olay1 gergeklesmektedir.
Bunlar, amonyak ve karbonhidrat metabolizmasidir. Amonyak viicuttaki aminoasit ve
niikleik asit metabolizmasinin son iiriinii olarak karacigerde tiretilir. Glikoz karacigerde

glikojene cevrilir ve biiylik kismi1 karacigerde depolanir.



2.2 Karaciger Rejenerasyonu

Karaciger giiclii rejenerasyon kapasitesi ve karmasik fonksiyonlar1 ile farkll
Ozellikleri olan bir organdir. Yaralanma veya rezeksiyondan sonra karacigerin kendini

onarabilme kabiliyeti uzun suredir bilim adamlarinin ilgisini gekmektedir (Taub, 2004).

Gergek anlamda karaciger rejenerasyonu fikrini ilk kez ortaya atan bilim adami
1833’te Crueilhier olmustur (Nuzzo et al., 1996). Ilk deneysel calismalarda 1900°lii
yillarda Amerikali bilim adam1 Higgins ve Anderson tarafindan sicanlarda eter anestezi
altinda subtotal lobektomiyle (%75-80) orta ve sol lobu ¢ikartmistir. Sonug olarak
%75’lik karaciger kiitlesinin kaybinin bir ayda giderildigini rapor etmislerdir (Higgins
and Anderson, 1931; Bartel et al., 1972).

Karaciger rejenerasyonu esas olarak kompansatuar bir hiperplazidir (Sekil 2.4,
Sekil 2.5). Organin morfolojisi parsiyel hepatektomi sonrasi orijinal sekline donmez.
Rezeksiyondan sonra karaciger rejenerasyonunu diizenleyen mekanizmalarin bazilari
degisebilir bu islem anatomik olmaktan ziyade fonksiyoneldir (Fausto, 2000; Fausto et
al., 2006).



Normal Operasyon Bir Hafta

ki Hafta

Dért hafta

Sekil 2.4 Parsiyel Hepatektomi sonrasi haftalar siirecinde gerceklesen rejenerasyon (Higgins and
Anderson, 1931)
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Sekil 2.5 Rejenerasyon siiresince ¢ikarilan karaciger yiizdesi ile rejenere olan karaciger
dokusunun toplam agirhg arasindaki iliski (Higgins and Anderson, 1931)

Karacigerin 2/3’ii rezekte edilen siganlarda rejenerasyon cevabir maksimumdur
(Higgins and Anderson, 1931). Daha kii¢iikk oranlarda parankim c¢ikarildiginda ise
onarim daha yavas ilerler. 2/3’ti asan rezeksiyonlarda DNA sentezi ve mitotik
aktivitede bozulma gerceklesir. Siganlarda %90 oraninda hepatektomi rejenerasyon
olmaksizin oliime yol agabilir (Tuczek and Rabes, 1971; Eguchi et al., 1996).
Rejenerasyon, kalan karaciger dokusunun asiner yapisinin proliferasyonuna baghidir.
Parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 24 saat icerisinde aktif hiicre replikasyonu baslar ve
organin ilk agirligina erisinceye kadar devam eder. Ilk on giin iginde biiyiik 6lciide
rejenerasyon olusur ve bu olay dort haftada tamamlanir (Sekil 2.5, Sekil 2.6).
Rejenerasyon daha cok yeni lobiiller olugsmasi ve artik lobiillerin genislemesi seklinde
olur (Sekil 2.4) (Bucher, 1995). Kalan hepatositlerde DNA sentezi siganlarda ilk 24
saat igerisinde pik yapar ve dokudaki mitotik aktiviteyi arttirir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Karaciger rejenerasyon siireci (Micholopoulos and De Frances, 1997).

Rejenerasyon esnasinda hepatositlerin biiyiik cogunlugu 1 veya 2 sefer prolifere
olmaktadirlar (Akc¢a ve Dinger, 2004; Taub, 2004). Parsiyal hepatektomiden sonra
karacigerin yapisini olusturan hiicreler icerisinde, hepatositler hiicre siklusuna en hizl
baslayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki degisiklikler dakikalar icerisinde meydana
gelmektedir (Mars et al., 1995; Laurent et al., 2001). Hepatositlerdeki en iist DNA
sentezi 24. saatte goriilmektedir. Hepatositleri sirastyla epitelyum hiicreleri, kupffer
hiicreleri, ve endotel hiicreleri izlemektedir. Hepatosit proliferasyonu lobiiliin periportal
alanindan perisentral alanina dogru mitoz dalgast seklinde yayilir (Widmann and
Fahimi, 1975; Tanaka et al., 1990). Sentral ven g¢evresindeki glutemin sentetaz enzimi

iceren hepatositler hiicre replikasyonuna en son katilan hiicrelerdir.



12

Normal kosullar altinda hepatositler hiicre dongiisiiniin Gy fazindadirlar. Doku
hasar1 veya kaybi sonrasinda hepatositler hiicre siklusundaki sakin fazdan (Go) pre-
replikatif faza (G;) girerek hiicre boliinmesine yol agar. Bunu takiben DNA sentezi (S)
ve mitoz (M) ile hiicre boliinme olaylar1 baslar. DNA sentezi i¢in gereken proteinlerin
yapim donemi G; fazinda tamamlanir. Daha sonra hiicre DNA replikasyonunu
gerceklesir (S fazi). Bu fazi proliferatif hiicre ¢ekirdek antijeni (PCNA) ve Ki-67
(proliferasyon marker) gibi artan S fazi proteinlerinin ekspresyonlarini gostererek
tanimlamak mimkiindiir (Theocharis et al., 1994). Replikasyon sonrasi hiicre
boliinmesi igin gereken molekiillerin sentezi G, fazinda tamamlanir. Daha sonra mitoz
gercekleserek yeni hiicreler ortaya ¢ikar (Court et al., 2002). PH sonrasi hiicrelerin Gy
fazindan G; fazmma gegmesine sebep olan olaylar “priming” daha sonra hiicre

dongiisiiniin tamamlanmasi ise “progresyon” olarak tanimlanir (Sekil 2.7).

PH’a yanit olarak kalan hepatositlerde diisiik DNA sentez orani yaklasik 12 saat
devam eder ve takiben hepatositlerin bir kism1 S fazina girmeye baglar. Mitoz DNA

sentezinden 6-8 saat sonrasina kadar devam eder (Ankoma-Sey, 1999; Fausto, 2000).

Rejenerasyon siireci bir takim sitokin ve biiylime faktorlerinin rol aldigi
sinyallerle gerceklesir. Bu saptamalardan yola ¢ikarak karacier rejenerasyonu icin
kabul gdren genel goriis, organizmada meydana gelen sinyallerin diizenleyici etkisi ile
karacigerin optimum boyutuna gelene kadar devam eden ve ileri derecede organize

olmus bir olaylar zinciridir (Ankoma-Sey, 1999; Fausto, 2000).
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Hiicre ve doku kaybi

Homeostazisin devami igin

hepatositlerin metabolik iginin artmasi

Mitokondride SOR generasyonu

NF-«B ve diger transkripsiyonel

IEGs

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi

Hepatosit proliferasyonu

Fonksiyonel yetenegin yenilenmesi

Normal metabolik talep

Biiylimenin durmasi

Sekil 2.7 Karaciger rejenerasyon siirecinde priming ve progresyon fazlar1 (Akca ve Dincer, 2004).
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2.2.1 Karaciger rejenerasyonunun molekiiler mekanizmasi

Karaciger rejenerasyonunun bir takim stimilatér ve inhibitér uyaranlarin
karsilikli karmasik iligkileri sonucu diizenlendigi kabul edilmektedir (Michalopoulos
and DeFrances, 1997; Fausto ve ark., 2006). Biiyiime yanitinin baglamasi hepatositler
ve non-parankimal hiicreler, ekstra selliiler matriks, endokrin, otokrin, parankim ve
nororegiilator faktorler, serbest oksijen radikalleri, metabolitler ve besinler arasindaki
kompleks etkilesimler sonucu olmaktadir. Baslatici sinyaller; EGF, TNF, IL-6, insiilin
ve matriks degisikliklerini igerirken, ilerletici sinyaller ise HGF, TGF, EGF, insiilin
olarak goriilmektedir (Cizelge 2.1) (Ankoma-Sey, 1999).

Cizelge 2.1 Karaciger rejenerasyonunda etkili faktorler (Ankoma-Sey, 1999).

Biiyiime Uyaric1 Faktorler

Tam Mitojen (birincil, temel) Dolayh Etkili Mitojenler (Komitojenler)

Hepatocyte Growth Factor (HGF) Insiilin
Transforming Growth Factor-a (TGF-a) Glukagon

Epidermal Growth Factor (EGF) Parathormon
Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) Tiroid hormonu

Insulin- like Growth Factor (IGF) Adrenal kortikal hormonlar
Acidic Fibroblast Growth Factor Katekolaminler

Keratinocyte Growth Factor (norepinefrin, vazopresin, anjiotensin)

Biiyiime Durdurucu Faktorler
Transforming Growth Factor-f3 (TGF- B)
Interleukin- 1 (IL- 1)

Activanlar, inhibinler
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Parsiyel hepatektomi ya da kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger
hasarindan sonra Kupffer ve endotel hiicreleri tarafindan TNF-a ve IL-6 iiretimi
baglatilir. IL-6 iiretimi TNF-a tarafindan uyarilmaktadir. IL-6 ve 6zellikle TNF-a ile
birlikte karacigerden salinan Hepatosit Growth Factor (HGF) ve ¢evre organlardan
gelen biiylime faktorlerinin etkisiyle SOR iiretimi gergeklesir (Fausto, 2000). IL-6 ve
diger biiylime faktorleri varliginda sitoplazmada aktivite kazanmis bir transkripsiyon
faktorii olan niikleer faktor kappa B (NF-.B) ve signal transducer activator of
transcription (STATSj3), hiicre ¢ekirdegine go¢ eder. DNA molekiiliine baglamasinin
ardindan hepatosit prolifrasyonunda gergeklesen iki asamali gen ekspresyonunun ilk
fazi IEG “Immediate early genes” olarak da bilinen acil erken genler c-fos, c-myc, c-
jun, jun-B, Gadd45 gibi proto-onkogenlerin ekspresyonu baslatilir ve 4. saatte sonlanir
(Fausto, 2000; Debonera ve ark., 2001; Kurinna and Barton, 2011). IEG’ler 16sin
ailesinin tyelerinden proteinleri kodlar ve bu proteinler hiicre onariminda gorev
yapmaktadirlar (Tsuchiya et al., 2000). “Delayed early genes” gecikmis erken genler
olarak bilinen ve apoptoza engel olan Bcl-XL geninin oOrnek gosterildigi gen
ekspresyonunun ikinci fazidir. Gecikmis erken faz genleri parsiyal hepatektomi sonrasi
birka¢ saat icerisinde tetiklenir ve Go dan G; fazina gegis siirecinde eksprese olurlar.
Bunlar hepatosit rejenerasyonunun kritik diizenleyicileri olup Bcl-2, p53, H-ras ve K-
ras genlerini igerir. Bu genler, rejenere olan karacigerde G, fazi sirasinda geg erken gen
yapimini diizenleyicisidirler. Ayrica Bcl-XL geni hepatosit proliferasyonu sirasinda
mitokondrilerde meydana gelmis olan SOR’a karsi antioksidan etki de gOsterir
(Ankoma-Sey, 1999; Fausto, 2000).

Birgok hiicre tipinde bulundugu gibi hepatositlerde de var olan ve p65-p50
protein alt iinitelerinden olusmus NF-.B normalde inaktiftir. Bu durum molekiiliin p65
tinitesine bagli IkB inhibitoriinden kaynaklanmaktadir. SOR araciligiyla IKK enzim
kompleksi tetiklenerek 1kB molekiiliinii katalizlemesi ve NF-B’den kopmasi saglanir.
Boylece, hepatosit sitoplazmasinda fosforilasyondan sonra aktivite kazanan NF-.B
hiicre ¢cekirdegine go¢ eder. Molekiiliin ¢ekirdege gecisi engellendiginde karacigerde
apoptoz baslar (Fausto ve ark., 2006). Parsiyel hepatektomiden sonra Oncelikle

transkripsiyon faktorlerinden NF-.B, AP-1, C/EBP ve bunlarin hemen arkasindan da
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STAT 3’tin DNA’ya baglanmasinda artis olur. NF-.B operasyondan 10-15 dakika sonra
Olgiilebilir ve 1-2 saat iginde de normal seviyeye diiser (Gerald et al., 1995; Taub, 2004;
Fausto ve ark., 2006).

STAT3 de parsiyal hepatektomi sonrasi aktive olmaktadir ancak bu aktivasyon
NF-.B’den daha yavas ve farkli mekanizmalarla gergeklesir. STAT3 parsiyel
hepatektomi sonrasi karacigerde 1-2 saat igerisinde saptanmakta ve bu aktivasyon 4-6
saatte sonlanmaktadir (Haber et al., 1993; Taub, 2004). Bir dizi olay sonunda fosforile
ve transloke olan STATS3; inflamasyon, akut faz yaniti ve proliferasyona katilan ¢ok

sayida genin tiretimini regiile etmektedir (Gerald et al., 1995; Taub, 2004).

Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve primer genlerin ekspresyonu
sonucunda hepatositler, hiicre dongiisiiniin G; fazina girerler. Bu olay parsiyal
hepatektomiden sonraki dordiincii saate denk gelmektedir (Fausto, 2000). Hiicre
siklusunda gorev alan p21, p53, Mdm-2 genleri ile siklinler ve siklin bagimli kinazlar
olarak da bilinen hiicre i¢i enzimler parsiyal hepatektomi uyarisiyla aktif hale gegerler.
Siklin DI’in kinaz ile olusturdugu kompleks, hiicre dongiisiindeki bazi faktdrleri
fosforlar ve rejenerasyonun yirminci saatinde dongiiniin G; fazindan S fazina ge¢mesini
ve replikasyonun baslamasini saglarlar (Cizelge 2.2) (Ebrenfried et al., 1997; Fausto,
2000; Kurinna and Barton, 2011). Bu siiregte siklin D, E, C ve B’nin ekspresyonlarina
da ihtiya¢ duyulur ve sonug olarak DNA molekiilii replikasyona baglar (Kay and Fausto,
1997; Fausto, 2000).

Hepatosit hiicre dongiisiinde, siklin D1’den siklin E’ye gecis Onemli bir
noktadir. In vivo ve in vitro kosullarda, bu iki siklini eksprese edebilen adenoviriis
vektorleri, hepatosit DNA replikasyonunu uyarabilir ve bu asamadan itibaren, biiyiime
faktorleri olmaksizin replikasyon ilerleyebilir (Fausto and Campbell, 2003). Siklin

bagiml kinazlar ve bunlarin yapilarina katilarak aktivasyonlarini yonlendiren siklin
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proteinleri sadece hepatosit hiicre dongiisiinde degil ayni sekilde tiim dkaryot hiicrelerin

dongiilerinde de diizenleyici rol oynamaktadir (Andreeff and Goodrich, 2000).

Cizelge 2.2 Parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunda gen aktivitesi zinciri (Fausto, 2000).

IEGs Gecikmis Hiicre dongiisii DNA replikasyonu
genler genleri
(c-fos, c-jun, ve mitoz
jun-B, c-myc, (bclx) (p53, p21, mdm?2)
vir) | I |
0 4. saat é saat 20. saat 48. saat
Go > G, > S

2.2.1.1 Karaciger Rejenerasyonunu Aktive Eden Faktorler

TNF: Polipeptid yapida bir sitokindir. TNF-o ve TNF-f olmak iizere iki bigimi
bulunmaktadir. TNF-a baslica makrofajlardan salinan klasik formdur ve kasetin
olarakta bilinmektedir. TNF-f ise lenfosit kaynaklidir. Reseptorleri (TNFR, ve
TNFR))) ve etki mekanizmalar1 aynidir. Bir¢ok doku ve hiicre iizerinde farkl etkileri
bulunmaktadir. TNF dogal ve kazanilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilagsma ve
apoptozis siirecinde onemli rollere sahiptir. Basta makrofajlar ve lenfositler olmak
tizere ¢esitli immun ve somatik hiicrede sentezlenirler. Prohormon seklinde membrana
entegre halde bulunur. Uyaranlara yanit olarak membrandz TNF (m-TNF), TNF
doniistiiriicii enzim (TACE) tarafindan yikilir ve bu yikim sonucu matiir (olgun) ve
soluble (¢6ziiniir) form (s-TNF) olusur. TNF ekspresyonu uyari sonucu yarim saat
icerisinde baslar, 90-120 dakika arasinda pik yapar. Daha sonra salinan IL-1 ve IL-6
TNF’nin ekspresyonunu inhibe eder. Dort saat igerisinde TNF ekspresyonu sifira diiser.

TNF kosullara bagli olarak NF-kB tarafindan aktivasyonlar1 diizenlenen hiicreler
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tizerinde promitojenik etkiye sahiptir (Sekil 2.8) (Krillova et al., 1999; Muriel, 2009).
Genetik olarak TNFR; reseptor defektli siganlarin parsiyel hepatektomiye yanitlarinin
yavas ve eksik oldugu gézlemlenmistir (Yamada and Fausto, 1998). TNF ayni1 zamanda
iINOS’un regiilasyonunda rol olynar, iNOS defekti bulunan sicanlarda karaciger
rejenerasyonlarida hatalidir (Boyer et al., 2003). TNF hepatositler i¢in direkt mitojen
degildir. HGF gibi direkt mitojenlerin etkisini arttirtr (Zimmermann, 2004; Fausto ve
ark., 2006).

Interlokin-6 (IL-6): Kaynagi T ve B hiicreleri, makrofajlar, endoteliyal hiicreler,
fibroblastlar ve hepatositlerdir. Salgilanmasinda major etkiyi IL-1 ve TNF-a saglar, IL-
4, IL-10, ve IL-13 tarafindan baskilanir (Sakamoto et al., 1999; Zimmermann, 2004).
Parsiyal hepatektomiden sonraki 60 dakika igerisinde dolasimdaki diizeyi Ol¢iilebilir. 4
ile 6 saat icinde pik yapar ve dolasimda kalma siiresi 10 giine kadar uzayabilir. Ulastig1
kan diizeyi direk doku hasari ile baglantilidir. 1L-1 ve IL-6 travma sirasindaki hepatik
akut faz protein yanitinin 6nemli mediatorleridir ve C-reaktif protein (CRP), fibrinojen,
haptoglobulin, aj-antitripsin ve kompleman yapimini da arttirir. Saglikli bireylerde
serum IL-6 diizeyleri saptanmazken inflamatuvar olaylarda serum seviyeleri artar. 1L-6
sicanlarda parsiyal hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonunu uyaran énemli bir
mitojen ve anti-apoptotik faktordiir (Fausto, 2000; Galun ve Axelrod, 2002). IL-6,
TNF-a uyarisiyla etkinlik kazanir ve farkli hiicre tipleri lizerine ¢ok yonlii biyolojik
aktiviteler gosteren pleiotropik bir sitokindir (Scotte ve ark., 1993). Bu sitokin,
hemapoietik  sistem  diizenlenmesinde, lenfosit fonksiyonlarinda ve hiicre
farklilasmasinda goérev alan Onemli bir mediatordiir. Sicanlarda parsiyal
hepatektomiden sonraki 24-48 saatler arasinda IL-6’nin serum konsantrasyonunun
seviyesi artar (Ankoma-Sey, 1999; Salazar-Montes et al., 1999; Borowiak ve ark.,
2004). IL-6’nin fizyolojik miktari rejenerasyon i¢in gereklidir ancak fazla IL-6 biiyiime
durdurucu onkogenleri uyararak rejenerasyonun bozulmasina neden olabilir (Kaya ve
ark., 2002). Inflamatuar sitokinlerin énemli kaynagi kupffer hiicreleri (Ankoma-Sey,
1999) ve sinusoidlerdeki epitelyum hiicreleridir (Aoki et al., 2001). IL-6 sitokininin
hepatosit biiyiimesi iizerine etkisi otokrin mekanizma ile olabilir. Ayrica IL-6’nin

karacigeri toksik hasarlardan korumada 6nemli rolii vardir (Debonera ve ark., 2001).
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NF-«B: Niikleer faktor kappa B (NF-xB) ilk kez 1986 yilinda David Baltimore
tarafindan B hiicrelerinde tanimlanmistir. Rejenerasyon, apoptozis, inflamasyon, hiicre
adezyonu, proliferasyon gibi olaylarda, genlerin regiilasyonunda ve 70 den fazla genin
aktivasyonunda gorev alan dimerik transkripsiyon faktoriidir (Mars et al., 1995;
Baeuerle, 1998; Laurent et al., 2001). Tim hiicre tiplerinde mevcuttur ve sitozolde
inaktif formda bulunur. Aktive edildiginde hizla niikleusa gider ve kaskadlar
aktiflestirir. Cizelge 2-3’de gosterildigi gibi 5 tipi bulunmaktadir. NF-xB;, NF-xBy,
RelA (p65), RelB ve c-Rel’dir (Muriel, 2009).

Cizelge 2.3 NF-kB ailesine ait proteinler

Simif Protein Isimleri Gen
NF-xB1 P105 — p50 NFKB1

NF-xB2 pl00 — P52 NFKB2

Iiski p65 RELA
I RelB RELB
c-Rel REL

Bu proteinlerin, DNA’nin baglanmasini, dimerizasyonu ve spesifik inhibitor
faktorlerle (normalde stoplazmada NF-«B ile dimerize olarak bulunan IxB ile etkilesimi
diizenleyen Rel benzesim alan1 RHD isimli) ortak yapilari vardir. Birgok uyaran kB
kinaz (IKK) bagimli fosforilasyon ve takibinde IxB’nin yikimi yoluyla NF-xB’yi aktive
eder.  Serbest kalan NF-«B dimerleri, sitokinleri kodlayan genlerin, biiylime

faktorlerinin, hiicre adhezyon molekiillerinin ve pro ve antiapoptotik proteinlerin


http://en.wikipedia.org/wiki/NFKB1
http://en.wikipedia.org/wiki/NFKB2
http://en.wikipedia.org/wiki/RELA
http://en.wikipedia.org/wiki/RELB
http://en.wikipedia.org/wiki/REL
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transkripsiyonunu diizenledikleri, niikleusa girerler (Sekil 2.8). Bilinen 3 ayr1 IKK
kompleksi vardir; birbirine ¢ok benzesen kinaz subiiniteleri iceren IKK ve IKKS ile

enzimatik olmayan diizenleyici IKK /NEMO parcasidir.
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Sekil 2.8 TNF Reseptorleri (Schwabe and Brenner, 2006; Muriel, 2009)
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Karaciger rejenerasyon uyarisi gelmeden 6nce hepatositlerin hemen hemen hepsi
Gy fazindadirlar. Hiicre dongiisiiniin, uyarinin gelmesinden sonra ilerleme fazindan ¢ok
baslama fazinin biiyiime faktorlerine gereksinimi vardir. Transkripsiyon faktorii olan
NF-xB, STATs;, AP-1 (nuclear adaptor protein complex) ve sitokin diizenleyici
olabilecegi diislinlilen enhancer binding protein (C/EBP) karaciger rejenerasyonunun
baslamasinda 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 2.9) (Borowiak ve ark., 2004; Watanabe
ve ark., 2001). Birgok hiicre tipinde oldugu gibi hepatositlerde de p65-p50 alt
tinitelerinden olusmus olan NF-xB molekiilii normalde inaktiftir. Bu durum molekiiliin
p65 iinitesine bagl I/B inhibitdriinden kaynaklanmaktadir. SOR araciligr ile IKK enzim
kompleksi tetiklenerek I/B molekiiliinii katalizlemesi ve NF-kB’den kopmasi saglanir.
Boylece hepatosit sitoplazmada fosforilasyondan sonra aktive kazanan NF-kB hiicre
cekirdegine go¢ eder. Molekiiliin hiicre ¢ekirdegine gecisi engellendiginde apoptozis
baglar (Fausto, 2000). NF-kB, sitokrom c¢’nin saliverilmesini, mitokondrinin
permeabilitesini ve depolarizasyonunu inhibe ederek apoptozu Onleyen Bcl-XL ve
Al/Bfl-1 gibi, Bcl-2 ailesinden gesitli genlerin ekspresyonunu arttirtr.  NF-«xB
aktivasyonu apoptoz gibi programlanmis nekrozu da onler. NF-xB’nin nukleusa
transloke olup DNA’ya baglanmasmin apoptozu Onlemede yeterli olmadigi
goriilmistiir. Bu asamada Akt molekiilii, DNA’ya bagli NF-xB’yi transaktive ederek
transkripsiyonel aktivitesini ortaya koymasini saglar. NF-kB’nin aktivasyonu Ras
onkogeninin indiikledigi apoptozu inhibe eder. Ras ise Akt gibi NF-xB’nin
transkripsiyonel aktivite gostermesini saglar (Richmond, 2002). NF-«B aktivasyonunda
ve kismi olarak yikilmasinda ubikitin-proteozom yolu gorev alir (Sekil 2.9) (Yerlikaya
ve Dokudur, 2009). Parsiyal hepatektomiden sonra NF-xB, AP-1, C/EBP ve bunlarin
hemen ardindan STAT3’lin DNA’ya baglanmalarinda artig olur. NF-xB operasyondan
10-15 dakika sonra Olgiilebilir ve 1-2 saat igerisinde normal seviyeye diiser (Fausto,

2000; Fausto and Campbell, 2003; Zimmermann, 2004; Muriel, 2009).
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IL-1 receptor

'

Nuclear Lokalizasyon sinyal~__

N F-xB niikleusa translokasyonu

M Genin transkripsiyonu
\/\/\,\"‘-o\/\l DNA

Sekil 2.9 NF-kB ile TNF-a’nin aktivasyonu (Muriel, 2009)

Nucleus

2.2.1.2 1Is1s0k Proteinleri (HSP)

Saperonlar ya da 1s1 sok proteinleri (heat-shock proteins; Hsp) ilk kez 1s1 sokuna
maruz kalan hiicrelerde tanimlanmistir. Normal fizyolojik kosullarda, bu proteinlerin
gorevi; proteinlerin ¢cokmesini 6nlemek, yeni sentezlenen proteinlerin iigiinciil yapilarini
kazanmasini saglamak, yanlis katlanmis ve ¢okmiis proteinleri birbirinden ayirmak ve
dogru katlanmasini saglamak ve ribozomdan gorev alacagi yerlere tagimaktir. 1962
yilinda F. Ritossa tarafindan Drosofila melanogaster larvalarinin tiikriik hiicrelerinde 1s1

sok cevabinin spesifik gen aktiviteleri sonucu olustugu bildirilmistir. Bu genlerin ilk
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tiriinlerine “1s1 sok protein” ismi 1974 yilinda verilmistir. Sonraki ¢alismalar 1s1 sok

proteinlerinin tiim tiirlerde varligini1 gostermistir (Tissieres et al., 1974).

Molekiil agirliklar1 15 kDa ile 110 kDa arasinda degisen 1s1 sok proteinleri,
biitiin canlilarda ve hiicrelerde bulunan bir grup proteindir. Yiiksek sicaklik, soguk ve
oksijen yetersizligi gibi ¢esitli ¢evresel stres faktorleri altinda, hiicrede bu proteinlerin

sentezi artar. Biyolojik sistem igerisinde strese karsi hiicreyi gii¢lendiren proteinlerdir

(Henle et al., 1998; Kontas-Akar ve ark., 2007).

Yiiksek sicaklik pH degisiklikleri oksijen eksikligi gibi stres faktorleri altinda
proteinlerin fonksiyonel yapilarinin korunmasi oldukg¢a zordur. Protein katlanmalarinda
acilmalar meydana gelir. Bu proteinler hiicrede karsilastigi diger proteinlerle yapisabilir
ve kiimeler meydana getirir.  Konformasyon bozuklugu nedeniyle proteinler
fonksiyonlarmi1 kaybeder.  Is1 sok proteinleri bu denatiire proteinleri tutarak

toplanmalarini1 engeller (Kontas-Akar ve ark., 2007).

Is1 sok proteinleri kuvvetli hidrojen baglar1 giiclii hidrofobik etkilesimleri ve cift
kutuplu heliks stabilitesinden dolayr denatiire olmazlar. Protein stabilitesinde ve

denatiire olmus proteinlerin katlanmalarinda gerekir (Kontas-Akar ve ark., 2007).

i.  Is1sok proteinlerinin cesitleri

Is1 sok proteinleri molekiil agirliklari, yapilar1 ve fonksiyonlara gore 5 grupta
incelenirler. Bunlar HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve kiigiik 1s1 sok proteinleridir
(Cizelge 2.4) (Henle et al., 1998).



Cizelge 2.4 Baz1 HSP'lerin yerlesim yerleri ve islevleri
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Hsp LOKALIZASYON |iSLEV
Hsp27 | Sitoplazma protein  agregasyonunun  engellenmesi, hiicre
bliytimesi, farklilasmasi
Hsp40 | Sitoplazma Hsp70’in ko-saperonu
Hsp60 | Sitoplazma, protein  agregasyonunun engellenmesi, protein
mitokondri katlanmasi
grp78 | Endoplazmik protein tasinimi ve katlanmasi
retikulum
Hsp70 | Sitoplazma protein  agregasyonunun engellenmesi, protein
katlanmasi
Hsp75 | Mitokondri bilinmiyor
grp94 | Endoplazmik protein kalite kontrolii
retikulum
Hsp90 | Sitoplazma protein  agregasyonunun engellenmesi, protein
stabilizasyonu, transferi
Hsp104 | Sitoplazma proteinlerin agregatlardan serbestlestirilmesi

HSP60: HSP60, 14 alt tiniteden meydana gelir. Mitokondri ve sitoplazmada bulunur.
HSP70 ile birlikte proteinin dogal katlanmasina aracilik eder. Stresten korunma ve
protein katlanmasi i¢in gereklidir. Hatali katlanan polipeptidlere baglanarak dogru
katlanmalarina yardim eder (Nollen et al., 1999). Mitokondrial saperon olarak da
adlandirilan bu sicaklik sok proteininin temel gorevi proteinlerin sitoplazmadan
mitokondrial matrikse taginmasini ve amino asit zincirlerinin dogru bir sekilde islevsel
formlarina katlanmasini saglamaktir (Johnson et al., 2003). Prokaryotlardaki homologu
olan GroES proteini lizerine yapilan g¢alismalar, Hsp60’1n mitokondrial proteinlerin
sentezi ve mitokondrial matrikse tasinmasinda onemli bir gorev iistlendigini ortaya

cikarmistir.  Yapilan aragtirmalar sonucunda Hsp60 proteininin apoptozisi (programli
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hiicre 6limii) 6nlemede anahtar bir rol oynadigini gostermistir. Apoptozisten sorumlu
proteinler ile bir kompleks yapi olusturarak bu proteinlerin islevlerinin
diizenlenmesinde rol almaktadir (Itoh et al, 2002). Hsp60, sadece molekiiler saperon
olarak degil ayn1 zamanda stres tepkisinde de gorev almaktadir. Sicaklik soku yaniti

esnasinda Hsp60 proteinini kodlayan genlerin transkripsiyonunda artma goriilmektedir.

HSP27: Hsp27, kiigiik Hsp ailesindendir ve B sandvi¢ katlanmali yaygm o kristal
bolgeli kiiciik birimlerin genis kompleksleridir.  Genellikle degisken N ve C ug
temaslar1 yapan dimerlerden olusmuslardir. Stresle bozulan protein c¢okeltilerinin
acilmast  ve yeniden katlamada kullanilan ATP bagimli saperonlar igin
stabilizasyonunda ¢esitli rolleri vardir (Saibil, 2008). Futbol topu goriiniimiindedirler.
sHSP monomer molekiilii 15-40 kDa’luk kiitleler halinde bulunur. Tim sHSP’ler
yaklasik 100 kalint1 ve C ucunda hakim olan bir kristalin veya 1s1 sok hakimiyeti ile
belirtilir.  Sitoplazma ve c¢ekirdekte bulunur. Ist stresi goriilen hiicrelerde belirgin
olarak artis gosterir (Kontag-Akar ve ark., 2007). Memeli hiicrelerinde, sHSP’ler
sadece strese karst korumada degil, aynm1 zamanda diger hiicresel fonksiyonlarin
(apoptozis ve farklilasma gibi) modiilasyonunda gérev aldigi bilinmektedir (Wang et
al., 2004).

ii.  Is1sok proteinlerinin gorevleri

Is1 sok proteinleri hem hiicre icerisinde hem de hiicre disarisinda fonksiyon
gosterirler. HSP’lerin normal gorevleri hiicre icerisinde (proteinlerin katlanmasina
yardim ederek ve proteinlerin hazirlanmasini1 diizenleyerek) her proteinin baglayici
olmasmi  saglamaktadir. HSP’ler hiicre igerisindeki peptidleri kusatarak
siirlandirilmalarii saglar. Hiicre igerisine peptitler HSP’ler ile alinir. Bu proteinler
hiicresel saperonlar gibi fonksiyon goriirler, protein sentezinde ve tasinmasinda rol
oynarlar. Ciinkii bu proteinler benzersiz hiicresel yerlesime sahiptir. Stres boyunca ¢ok
sayidaki enzim ve yapisal proteinde zararli yapisal ve fonksiyonel degisim meydana

gelmektedir.  Bu sebeple stres altinda bulunan hiicrelerin hayatta kalmasinda,
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proteinlerin kendi fonksiyonel konformasyonlarint siirdiirmek, dogal olmayan
proteinlerin toplanmasini 6nlemek, denatiire proteinlerin yeniden yapilanmasi ile tekrar
fonksiyonel yapilarina donmeleri ve fonksiyonel olmayan ama zararli olabilecek
peptidlerin ortadan kaldirilmasi 6nemlidir (Sekil 2.10). Boylece, HSPs/saperonlar
hiicresel korumada tamamlayict rol oynamak ve bazen bir arada calismak suretiyle

proteinleri stresten korumaktadir (Kontag-Akar ve ark., 2007).
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Hsp70,Hsp90
Saperon sinyali ve
transkripsivon aktivasyonu

Hsp/saperon ve diger stres t
cevabi proteinleri sentezi

sHsp, Hsp70
Yigimanin
onlenmesi

-_ 0

ﬁ Protein denetrasvonu

0

Geri katlanma $ Degredasyon

Yigima

Hsp60,Hsp70,Hsp90

Hsp 100/Clp

Geri ¢iziinme

Sekil 2.10 Stres cevabinda 1s1 sok proteinleri (HSP) ve saperon ag1 (Kontas-Akar ve ark., 2007).

2.3  Geraniol

Geraniol, siklik monoterpenoid bir alkoldiir. Kimyasal formiilii CjoH;80
seklindedir (Sekil 2.11). Molekiil agirhig 154.25 g/mol, kaynama noktasi 229°C, erime
noktast 15°C ve yogunlugu 0.889 g/cm®diir. Sicanlardaki akut oral (Gavaj) LDso
degeri 3,6 g/kg’dir. 27 hafta boyunca sicanlara diyetleri ile birlikte 100 mg/kg/giin
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geraniol 1000 ppm uygulandiginda higbir kronik efekt gézlenmemistir (Lapczynski et
al., 2008). Geraniol ve nerol olmak iizere iki izomeri vardir. Geraniol giil yaginin
esansimi teskil eder. Bir¢cok mubhtelif esans yaglarda bulunur (Sardunya ¢iceginin
yaginda, limonda eterik yaginda, karanfil yaginda, lavantada vb). Yagimsi, ucuk sari
renkte bir sividir. Suda ¢dziinmez, organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Geraniol, koku verici
olarak, parfiimeri, sabun, sapuan ve krem gibi kozmetik tirlinlerinde ve dermatolojik
kremlerin (egzama vyaralar1 i¢in) hammaddesi olarak ilag sektoriinde kullanilir
(Banthorpe, 1972; Lapczynski et al., 2008; Chen ve Viljoen, 2010). Tedavi amagh ilag

olarak da degerlendirilen geranioliin tilkemizde ticareti de yapilmaktadir.

HsC Y _~_OH

CHS CH3

Sekil 2.11 Geranioliin acik kimyasal formiilii (Lapczynski et al., 2008; Chen ve Viljoen, 2010).

Geraniol yapisinda bulundurdugu hidroksil (-OH) gruplarindan dolay: iyi bir
antioksidandir ve SOR hasarina karst mitokondri memranin1 korur. Citrus volatile
bitkisinde yiiksek oranda geraniol bulunur ve ugucu yagin serbest radikal baglayici
ozelligini sergilerler (Choi ve ark., 2000). Son yapilan bir arastirmada da geranioliin

genotoksik maddelere karsi insan sagligini koruyabilecegini bildirilmistir (Wiseman ve
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ark., 2007). Ayrica FDA tarafindan giivenli olarak kabul edilmistir (Lapczynski ve ark.,
2008).

Lapczynski ve ark. yaptiklar bir ¢alismada, si¢anlara 20 giin siireyle ve gavaj
yoluyla 800 mg/kg olacak sekilde geraniol verildiginde si¢anlarin idrarlarinda geranik
asid, 3-hydroxy-citronellic asid, 8-hidroksigeraniol, 8-karboksi-geraniol ve dikarbonik

asid metabolizma {irlinii olarak tespit etmislerdir (Lapczynski et al., 2008).

Yapilan c¢aligmalarda geranioliin farmakolojik  ozellikleri  gosterilmistir.
Geraniol 5-fluorourasil, diklofenak sodyum ve giimiis sulphadiazine cilt penetrasyonu
artirmak i¢in dogal artirict olarak kullanilmaktadir. Geraniol kemopreventif ilaglarin
yeni bir sinifin1 olusturmustur. Cok diislik toksisiteye sahip olan geranioliin ayni
zamanda antimikrobiyal, antioksidan ve anti-enflamatuar etkileride s6z konusudur
(Lapczynski et al., 2008). Geraniol, kiiltiir hiicreleri ve PC-3, prostat kanser hiicrelerini
kullanarak tlimor agilanmis farelere hiicre dongiisiinii durdurdugu ve apoptozisi uyardigi

bulunmustur (Kim et al., 2011).
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3. MATERYAL ve METOD

Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen- Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii
Laboratuvarlarinda Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi etik kurulunun

269/2012 say1li onayi ile yapilmustir.

3.1 Deney Hayvanlari

Deneysel ¢alismamizda saglikli, erkek, 230+30 gram agirlikta, 3 aylik, Wistar
albino cinsi siganlar kullanilmigtir. Tiim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanligi, Refik
Saydam Hifzissthha Merkez Bagkanligi, Deney Hayvanlari Uretim Laboratuvarindan
temin edilerek deney siiresince 12/12 aydinlik/ karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (2242
°C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatilmislardir. Deneye
baslanmadan oOnce hayvanlarin bir hafta silire ile ortam kosullarina adaptasyonu

saglanmistir (Ebrenfried et al., 1997; Fruta et al., 2000; Watanabe ve ark., 2001).

3.2 Kimyasal Maddeler ve Enjeksiyonlar:

Deneysel c¢aligmalarimizda, ticari olarak saglanan ve %99 safliktaki geraniol
kullanildi.  Geraniol, 1 Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Karacigeri koruyucu ve
onarici dzelliginden dolay1 ¢alismamizda pozitif rejenerasyon kontrolii olarak silymarin
kullanilmistir. ~ Silymarin, parsiyal hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonu
sirasinda  DNA ve protein sentezini uyararak rejenerasyon oranint arttirdigi

bilinmektedir (Luper, 1998; Lapczynski et al., 2008;).
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Bu maddelerin her ikisi de 0,5 mililitre (mL) %0,9 steril serum fizyolojik ile
coziilerek enjeksiyona hazir duruma getirilmistir. Kimyasal madde enjeksiyonlari,
coOzeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimlik enjektorler ile

cerrahi girisimlerden hemen sonra, tek doz olarak periton altina uygulanmaistir.

3.3 Deney Gruplari

Grup I: Sham 24 saat grubu (n=6): Her hayvanin batin kismi acilmistir fakat
hepatektomi islemi yapilmadan kapatilmistir. RT-PCR yontemi ile NF-xB, TNF-a ve
IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine bakilmistir. NF-xB, TNF-o, IL-6, HSP27 ve
HSP60 protein miktarlarina Western blot teknigi kullanilarak bakilmistir.  Ayrica

histolojik incelemeleri yapilmistir.

Grup Il: Sham 48 saat grubu (n=6): Her hayvanin batin kismi agilmistir fakat
hepatektomi islemi yapilmadan kapatilmigtir. RT-PCR yontemi ile NF-kB, TNF-a ve
IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine bakilmistir. NF-«B, TNF-a, IL-6, HSP27 ve
HSP60 protein miktarlarina Western blot teknigi kullanilarak bakilmistir. Ayrica

histolojik incelemeleri yapilmistir.

Grup I1l: PH + SF 24 saat grubu (n=6): Her hayvana tek doz SF enjeksiyonu intra
peritonal olarak yapilmistir. 24 saat sonra laparotomi yapilip RT-PCR yontemi ile NF-
kB, TNF-a ve IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine bakilmistir. NF-xB, TNF-a, IL-
6, HSP27 ve HSP60 protein miktarlarina Western blot teknigi kullanilarak bakilmistir.

Ayrica histolojik incelemeleri yapilmistir.

Grup IV: PH + SF 48 saat grubu (n=6): Her hayvana tek doz SF enjeksiyonu
intraperitonal olarak yapilmigtir. 48 saat sonra laparotomi yapilip RT-PCR y6ntemi ile
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NF-kB, TNF-a ve IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine bakilmistir. NF-kB, TNF-a
IL-6, HSP27 ve HSP60 protein miktarlarina Western blot teknigi kullanilarak

bakilmistir. Ayrica histolojik incelemeleri yapilmistir.

Grup V: Silymarin + PH 24 saat grubu (n=6): Her hayvana tek doz (100 mg.kg™)
Silymarin enjeksiyonu intraperitonal olarak yapilmistir. 24 saat sonra laparotomi
yapilip RT-PCR yontemi ile NF-kB, TNF-a ve IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine
bakilmistir. NF-kB, TNF-a, IL-6, HSP27 ve HSP60 protein miktarlarina Western blot

teknigi kullanilarak bakilmistir. Ayrica histolojik incelemeleri yapilmstir.

Grup VI: Silymarin + PH 48 saat grubu (n=6): Her hayvana tek doz (100 mg.kg™)
Silymarin enjeksiyonu intraperitonal olarak yapilmistir. 48 saat sonra laparotomi
yapilip RT-PCR yontemi ile NF-xB, TNF-a ve IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine
bakilmistir. NF-kB, TNF-a, IL-6, HSP27 ve HSP60 protein miktarlarina Western blot

teknigi kullanilarak bakilmistir. Ayrica histolojik incelemeleri yapilmstir.

Grup VII: Geraniol + PH 24 saat grubu (n=6): Her hayvana tek doz geraniol (100
mg.kg™) enjeksiyonu intraperitonal olarak yapilmistir. 24 saat sonra laparotomi yapilip
RT-PCR yontemi ile NF-kB, TNF-o ve IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine
bakilmistir. NF-xB, TNF-a, IL-6, HSP27 ve HSP60 protein miktarlarina Western blot

teknigi kullanilarak bakilmistir. Ayrica histolojik incelemeleri yapilmstir.

Grup VIII: Geraniol + PH 48 saat grubu (n=6): Her hayvana tek doz geraniol (100
mg.kg™) enjeksiyonu intraperitonal olarak yapilmistir. 48 saat sonra laparotomi yapilip
RT-PCR yontemi ile NF-xB, TNF-a ve IL-6 genlerinin ekspresyon diizeylerine
bakilmistir. NF-kB, TNF-a, IL-6, HSP27 ve HSP60 protein miktarlarina Western blot

teknigi kullanilarak bakilmistir. Ayrica histolojik incelemeleri yapilmaistir.



33

3.4 Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tiim deneysel calismalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Diurnal hormonal degisimlerin sicanlar iizerine olast etkileri
dikkate alinarak tiim cerrahi igslemler 09.00 ile 12.00 saatleri arasinda yapilmistir.
Deney gruplarina ait hayvanlara intramuskular olarak 10 mg.kg™ ksilazin ve 70 mg.kg™
ketamin anestezisi uygulanmistir (Luper, 1998; Lapczynski et al., 2008; Chen ve
Viljoen, 2010).

Parsiyal hepatektomi yapilacak deney hayvani, sirt iistii pozisyonda, sicakligi 1lik
ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip rektal 1s1 kontrolii yapilmigtir. Cerrahi
uygulama bdlgesinin %70’ lik etilalkol ve batikom ile temizligi yapilip Higgins ve
Anderson’un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi gerceklestirilmistir. Buna gore,
deney hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’lik bir orta hat kesisi ile
laparotomi yapilmistir.  Karaciger loplarim1 birbirine baglayan zarlar ayrilarak
karacigerin yaklasik %68-70 oraninda kiitlesini teskil eden 6ndeki sag orta ve sol yan
loplar1 ayrilmigtir. Bu loplara ait hepatik arter, ven ve safra kanallarinin etrafindan ipek
iplik gegirilerek baglanmistir. Bagin hemen istiinden kesim gergeklestirilmistir (Sekil
3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6).

Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine
engel olunmasi i¢in karmn bosluguna steril serum fizyolojik verilmistir (Kaya et al.,
2002; Waynforth and Flecknell, 1994). Sonra, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat
devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek kapatilmis ve poviiodeks antiseptik solusyon
ile laparotomi bolgesi temizlenmistir. Cerrahi islem gormiis her bir deney hayvani
kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf
nitelikteki kafeslere ayri ayr1 koyularak diyet degisikligi yapilmaksizin 24-48 saat
boyunca yasatilmistir (Watanabe ve ark., 2001)



Sekil 3.1 PH 6ncesi batin bélgesinin %70'lik alkol ve batikom ile temizlenmesi

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

34
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Sekil 3.3 Karaciger loplarlm birbirine baglayan zarlar ayrllarak karacigerin sag orta ve sol
g g
yan loplarln ayrllmas1-1

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

Sekil 3.6 Bagin lop tarafindan ve hemen iistiinden kesim gerceklestirilmesi
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3.5 Doku Orneklerinin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Karaciger rejenerasyon oranlarinin belirlenmesinde kullanilmak {izere tiim
hayvanlarmn, ilk laparotominin yapildigr 0. saatte ve ikinci laparotominin yapilip
hayvanlarin oldiiriildiikleri 24 ve 48. saatlerde viicut agirliklar tespit edilmistir (Tang et
al., 1997). Deney gruplarina ait hayvanlar hafif eter anestezisi altinda, intrakardiyak
olarak kalpten biitin kanin alinmasi yoluyla oldirilmislerdir. Daha sonra da

karacigerler hizli bir sekilde ¢ikarilmistir.

3.5.1 Karaciger Dokusu

Intrakardiyak kanin almmasmm takiben ikinci laparotomi ile tiim karaciger

c¢ikarilip serum fizyolojik ile hizli sekilde yikanmistir (Karabelyos et al., 1999).

3.5.2 Karaciger Rejenerasyon Orani

Karacigerlerin her birinin yas agirliklar1 ve bunlarin %68 ve %32 oranindaki
miktarlari, Child’in (1953) formiiliine yerlestirilerek regenerasyon orani tespitinde

kullanilmigtir (Tang et al., 1997).

Otopsi sirasindaki k.c agirligi - Hepatektomiden sonra kalan tahmini k.c agirlig

Rejenerasyon Orani = -
! Y Hepatektomi sirasinda alinan k.c agirligi
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3.5.3 Karaciger Doku Takibi ve Histolojik Incelemeler

Tiim gruplarda intrakardiyak kanin alinmasindan hemen sonra her bir hayvana
ait karaciger cikarilip serum fizyolojik ile hizli bir sekilde yikanmistir ve karaciger
dokusu histolojik analizler i¢in %10’luk nétral formaldehit fiksasyon sivisina alinmistir
(Karabelyos et al., 1999). Tim gruplarda kimyasal fiksasyonu tamamlanan karaciger
dokularina histolojik takip islemleri uygulanmis, parafin bloklar1 hazirlanmistir. Etil
alkol serisinde sirasiyla 1’er saat %70, %80, %90(1), %90(2), %96(1), %96(2) ve 30
dakika absoliit etil alkolden gegirilerek dehidratasyon saglanmistir. 30’ar dakika 2 kez
ksilol uygulamasiyla dokularin seffaflanmasi saglanmis, dokular parafinizasyon igin
57°C etiivdeki 3 ayr1 parafinde (paraplast plus Sigma P3683) sirastyla 30, 60, 60 dakika
stirelerle bekletilerek bloklanmistir. Bu bloklardan standart H&E boyama uygulamasi
yapilmak {izere mikrotom (Leica RM 2025) kullanilarak 4-5 pm kalinliginda kesitler
alinarak Poly-L-Lysine kapli lamlar {izerine tespit edilmistir. Kesitler 57°C etiivde 1
saat bekletilmis sonra ksilolde deparafinize edilmistir. Derecesi azalan etil alkol
serilerinde hidratasyonu saglanmis H&E boyamalari yapilmistir. H&E ile boyanmig

karaciger preparatlari 151k mikroskop diizeyde histopatolojik olarak incelenmistir.

3.5.4 Real-Time PCR analizi

Bu teknikte, NF-kB, TNF-a ve IL-6 kodlayan gen bolgesinin gen ekspresyonlari

Olcllmiistiir.
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RT-PCR Yonteminin Prensibi

Bu yontemin uygulamasi RNA izolasyonu ve izole edilen RNA’nin PCR ile
cogaltilabilmesi icin cDNA’ya cevrilmesi seklindedir. RT-PCR yonteminde kalip
olarak kullanilan RNA, revers transkriptaz enzimi ile komplementer DNA’ya ¢evrilir.
Olusan komplementer cDNA’nin RT-PCR yardimiyla es zamanli olarak o6lgtilmesini

kapsar.

Kullanilan Malzemeler

1. Pure link RNA mini kit Ambion Life tecnologies cat.no. 12183-018A
2. Hight capacity cDNA reverse transcription kits for 200 reaktion cat.no:4368813
3. TagMan Gene expression master mix cat.no: 4371134

4. DNase-RNase free su

Uygulama Basamaklar

Karaciger Dokusundan RNA Izolasyonu

Life science Pure link RNA mini kit protokolii kullanilarak, dokudan RNA
izolasyon islemi, karacigerin homejenizasyonu ve RNA eldesi olmak iizere 2 asamada

gergeklestirilmistir. Bu asamalar basamaklar halinde asagida verilmistir.
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A- Karacigerin homojenizasyonu

Yaklasik 0,3 gr agirligindaki karaciger dokusu RNA free tiiplere konulmustur.

Uzerine koydugumuz karacigerin agirhgmin 2 kat1 kadar trizol ve buffer lizis

tamponu eklenmistir.

Homojenizasyon iglemi i¢in her bir ornek basma RNA free 0,6 gr bead
(ZROBO05) kullanilmistir.
Tiim 6rnekler Bullet Blender marka homojenizasyon aletinde +4°C’de 5 dk 2000

X g de homojenize edilmistir.

Elde edilen siipernatan RNA fre tiiplere aktarilmistir.

RNA izolasyonu

o b~ 0w DN oE

o

10.
11.

12.
13.

Elde edilen siipernatanin {izerine esit hacimde %70’lik alkol eklenmistir.
Karisim vortexlenmistir.

Karigimdan 700 pl alinip koleksiyon tiiplii spin kartuslarina aktarilmstir.
Oda 1s1sinda 15 dk 12.000 x g de santrifiij edilmistir.

Bu islem 3 kez tekrarlanmigtir. Bu sayede Ornegin koleksiyon tiipiine
gecmesi saglanmigtir

Spin kartusa 700 pl yikama soliisyonu I’den eklenmistir.

Oda 1sisinda 15 dk 12.000 x g de santrifiij edilmistir. Spin kartustan
koleksiyon tiipii atilarak yeni koleksiyon tiipii takilmigtir.

500 pl etanollii yikama solusyonu II’den eklenmistir.

Ornekler oda sicakliginda 15 dk 12.000 x g de santrifiij edilmistir. Spin
kartustan koleksiyon tiipii atilarak yeni koleksiyon tiipii takilmistir.

8-9 basamaklar tekrarlanmustir.

Oda 1sisinda 1-2 dk 12.000 x g de santrifiij edilmistir. RNA’nin spin
kartustaki membrana baglanmasi gergeklestirilmistir.  Spin kartustan
koleksiyon tiipii ¢ikartilarak toplama tiipii takilmstir.

Spin kartusun merkezine olacak sekilde 30-100 RNase free su eklenmistir.

Ornekler oda sicakliginda 1 dk inkiibasyona birakilmistir.
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14. Spin kartus oda 1sisinda 2 dk 12.000 x g de santrifiij edilmistir. Bu sekilde

RNA’nin saf bir sekilde toplama tiiplerine ge¢gmesi saglanmustir.

Izole edilen RNA &rnekleri Quibit florometer cihaziyla o&lgiilmiis RNA

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

izole edilen RNA’nin ¢cDNA’ya cevrilmesi

Life science Hight capacity cDNA reverse transcription kiti kullanilarak tiretici
firmanin  protokoli uygulanmistir. Uretici firmanin  protokolii 3 asamada
gerceklesmektedir. Ilk asama 2X RT master mix’in hazirlanmasi, ikinci asama RNA
ekleyerek revers transkriptaz cDNA’ya cevrilme asamasi, son asama ise reverse
transkripsiyonun PCR ile gergeklestirilmesi seklindedir.  Protokol Cizelge 3.1°de

basamaklar halinde verilmistir.
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Cizelge 3.1 Her bir kuyucuk i¢in 2X RT master mix hazirlanmasi

Kit Bilesenleri Hacim (ul)
10X RT Buffer 2,0

25X dNTP Mix (100 mM) 0,8

10X RT Random Primer 2,0
Reverse transcriptase 1,0

RNase inhibitori 1,0
Nikleaz free su 3,2
Toplam hacim 10,0

2X RT master mix Cizelge 3.1’de goriildiigii gibi hazirlandiktan sonra her bir

kuyucukta 10 ul olacak sekilde 96’lik well plate dagitilmistir. 8 deney grubumuza ait

RNA oOrneklerinden 10 pl alinarak her biri i¢in ayr1 bir kuyucuk olmak {izere

eklenmistir. Toplamda her bir kuyucugun hacmi 20 pl olmustur. cDNA’ya ¢evirme

islemi termal cycle kullanilarak Cizelge 3.2’da gosterildigi gibi gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2 Termal Cycle protokolii

1. 2. 3. 4,
Basamak Basamak Basamak Basamak
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5dk 0

Her bir deney grubu i¢in n=6 olacak sekilde elde edilen cDNA’lar gen

ekspresyon analizi i¢in mikro litrede 200 ng esitlenerek kullanilmistir. Bundan sonraki

asamada RT-PCR gecilmistir. Gen ekspresyon master mix ve RT-PCR reaksiyonunun

protokolu Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Cizelge 3.3 RT-PCR reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

Kit’in Bilesenleri

Plate reaksiyonu icin kuyucuk basina

konulan miktar (ul)

TagMan gene expression master mix (2X) 10,0
TagMan gene expression assay (20X) 1,0
cDNA + H,O 9,0
Toplam hacim 20,0

Cizelge 3.4 PCR reaksiyonu

Basamaklar Sicakalik (°C) Siire Doéngii
Inkiibasyon 50 2 dk 1
TagMan Enzim 95 10 dk 1
aktivasyonu
Denaturasyon 95 15sn 40
Annealing agamasi 60 1 dk 40

Sonuglarin analizi ABI Step One Plus marka RT-PCR ve iiretici firmanin

yazilim programiyla gerceklestirilmistir.

3.5.,5 Western Blot Analizi

Membrana transfer edilen proteinlerin uygun antikorlarla inkiibe edilerek immunolojik
yoldan belirlenmesine Western blotting ya da kisaca immunoblotting denir (Temizkan
ve ark., 2008; Wilson and Walker, 2000).
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Uygulama Basamaklar:

A. Doku Ekstrakt1 Hazirlanmasi ve Protein izolasyonu:

Alman dokulara 6rnek tamponu eklenmistir (50 mM TrisHCI, pH 7.9, 1 mM PMSF, 1
mM DTT, 5 pg/mL Aprotinin, 5 ug/mL Leupeptin, 5 pg/mL Pepstatin A) doku
ekstraktlar1 hazirlanmis ve homojenizatérde homojenize edilmistir. Ustteki siipernatan

alinip temiz bir tiipe aktarilmistir.

B. Protein Ol¢iimii

Elde edilen homojenattan The Qubit 2.0 Fluorometer quantitates cihazi ile total protein

miktar1 6l¢tilmiistiir.

C. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

1. Segilen konsantrasyondaki ayristirma ve yigma jeller i¢in monomer karisimi,

asagidaki Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da gosterildigi gibi hazirlanmustir.



Cizelge 3.5 Ayirici jel monomer konsantrasyonu

Stok Soliisyon %12 %15
dH20 3.15 ml 2.4 ml
1M Tris-HCI pH 8.8 3.75 ml 3.75ml
%40 Akrilamid 3.00 ml 3.75ml
%10 SDS 100 pl 100 ul
%10 Amonyum persiilfat 100 pl 100 pl
TEMED 6 ul 6 ul

2. Jel yiizeyi izopropanol ile kaplanmistir.

3. 45-60 dakika polimerize olmasi igin beklenmistir.

Cizelge 3.6 Paketleyici jelin hazirlams1

Kullanilan Soliisyonlar Miktar
dH,0 2.329 ml
M Tris-HCI pH 6.8 375 ul
%40 Akrilamid 281 ul
%010 SDS 30 ul
%10 Amonyum persiilfat 30 pl

TEMED 5ul
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5. Paketleyici jel i¢gin monomer karisimi Cizelge 3.6 izlenerek hazirlanmistir.
6. Jel taraklar dikkatli bir bigimde polimerize olmamis karisim igine yerlestirilmistir.

7. Polimerizasyonun tamamlanmasi i¢in 45-60 dakika beklenmistir.

D. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

1. Protein ornekleri 45 pul’de yaklasik 40 ug olacak bigimde 6X yiikleme tamponu ile

karistirilmistir ve ,

2. 95 °C’de 5 dakika bekletilerek denature olmalari saglanmustir.

E. Elektroforetik Yiiriitme

1. Ornek yiiklendikten hemen sonra sistem kapatilmis ve elektrotlar baglanmustir.

2. Omnekler aynistirma jele girinceye kadar diisiik akimda 100 Volt gerilim

uygulanmigtir.
3. Ornek ayristirma jele gectikten sonra ise gerilim 150 Volt’a ¢ikarilmistir.

4. Brom fenol mavisi jelin alt ucuna varinca akim kesilmis ve jel tanktan ¢ikarilmistir.

F. Membrana transfer asamasi

Elektroforez bittikten sonra separating jel (ayristirma jeli) cam plaklar arasindan
cikarilarak Western blot i¢in 15 dk transfer soliisyonuna (25 mM tris base, 192 mM

glisin, %7 metanol ve %0.07 SDS) konulmustur. Western blot i¢cin Amersham
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firmasinin protokolii takip edilmistir. Jeldeki proteinler metanol ile aktive edilen PVDF
membrana 70V’da 2 saat transfer edildikten sonra membran metanol ile yikanmistir ve
filtre kagidi tizerinde kurumasi i¢in bekletilmistir (proteinlerin membrana daha giiglii
baglanmasi i¢in). Kurutma isleminden sonra membran tekrar metanol ile aktive edilmis
ve %S5 blocking soliisyonu ile bir gece 4°C’de veya 1 saat oda 1sisinda bloke edilmistir.
Uc defa TBS-T (8 g/L NaCl, 20 mM tris HCI pH 7.6 ve %0.1 Tween 20) ile
yikandiktan sonra primer antikorla (TBS-T ile firmanin 6nerdigi oranda seyreltildi) 1
saat oda isisinda shaker’da inkiibe edilmistir. Membran tekrar ii¢ defa yikandiktan
sonra anti-rabbit veya anti-mouse HRP (horse radish peroxidase) konjuge sekonder
antikor ile (1:5,000 seyreltildi) 1 saat inkiibe edilmistir. Ug defa TBS-T ile yikandiktan
sonra membran HRP substrati ile 2 dk inkiibe edilmis ve membran plastik streg ile
sarildiktan sonra karanlik odada iizerine Bio-Max X-ray film konulmustur. Film, iki
mukavva kagidi arasinda membran iizerinde 1 veya 2 dk bekletildikten sonra 40 cm x
25 cm x 15 cm ebatlarinda ve iic bolmeden olusan (her biri 5 cm genisliginde)
paslanmaz ¢elikten yapilan bir tank i¢inde maniiel olarak banyo edilmistir. Developing
soliisyonunda 5 dk, dH,O’da 1 dk ve son olarak fixer soliisyonunda 5 dk bekletilerek

film banyo edilmistir.

Western Blotlama Isleminde Kullanilan Cézeltiler ve Antikorlar

Jel Elektroforez Tamponu (1000 ml)

14,4 gr glisin, 3 gr Tris baz ve 2 gr SDS distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak

¢Oziindiiriilmiistiir. Tampon +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Jelden Membrana Proteinleri Aktarim Tamponu (1000 ml)

6 gr Tris baz, 28,8gr glisin ve 200 ml metanol distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak

¢Oziindiiriilmesi ile hazirlanmistir.

Jel Boyama Cozeltisi (100 ml)

25 ml etanol, 10 ml asetik asit ve 0,115gr Coomasie parlak mavisi distile su ile 100

ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir. Co6zelti oda 1s1sinda muhafaza edilmistir.

Jelden Boya Cikartic1 Cozelti (100 ml)

10 ml etanol ve 10 ml asetik asit distile su ile 100 m1’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

Her Western blot isleminde yeni ¢ozelti hazirlanmustir.

TBS (Tris-tuz) Cozeltisi (500 ml)

0,7882 gr Tris-HCI ve 4,383 gr sodyum kloriir distile su ile 400 ml’ye tamamlanarak
cOziindiirtilmiistiir. Cozelti, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullanilarak pH 8’e

ayarlanmis ve distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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TBST (Tris-tuz-tween 20) Cozeltisi (300 ml)

TBST, 300 ml TBS ¢ozeltisine 150 pl tween 20 eklenerek hazirlanmigtir. Her

Western blot isleminde yeni ¢6zelti hazirlanmustir.

Blocking Soliisyonu (30 ml)

1,5 gr yagsiz siit tozu, 30 ml TBST ¢ozeltisi iginde ¢oziindiiriilmesi ile hazirlanmistir.

PBS ( Fosfat-tuz tamponu)

1 PBS tableti 100 ml distile su i¢inde ¢6ziindiiriilerek hazirlanmistir,

Kullanilan Antikorlar

NF-kB: Imgenex, catalog no: IMG-150B

IL-6: Life Span Biosciences, catalog no: LS-C104764/35737

TNF-a: Life Span Biosciences, catalog no: LS-C104754/35736

HSP27: Cell Signaling, catalog no: 2401
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HSP60: Cell Signaling, catalog no: 12165

Firmalarindan temin edilmistir.

Antikor Cozeltileri

Hazir liyofilize sekilde alinan antikorlar iretici firma tarafindan belirtilen miktarda ve

oranda steril distile su i¢inde ¢6zlindiirilmiis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

immiinolojik Saptama i¢in Kullamlan Cozelti

6 mg diaminobenzidin, sodyum hidroksit ve hidroklorik asit kullanilarak pH’s1 7.2°ye
ayarlanmis olan 10 ml PBS ig¢inde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra 10 pl %30’luk
hidrojen peroksit eklenerek kullanima hazir hale getirilmistir. Her western blot

isleminde yeni ¢ozelti hazirlanmustir.

3.6 Istatistiksel Degerlendirme

Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS 17.0
for windows” versiyonu bilgisayar paket programi kullanilmistir. NF-«xB, IL-6, TNF-a.
gen ekspresyon analizleri ve kiitle endeksinin gruplar arasindaki farklilik durumlar tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir, gruplar arasi karsilastirmalarda
ise Tukey Testi kullanilmistir. Tiim istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (P)
olarak ortaya ¢ikan deney gruplari arasindaki farklar, P < 0.05 oldugunda anlamli olarak

kabul edilmistir
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4. BULGULAR

4.1 Real-Time PCR analiz sonu¢clarimin degerlendirilmesi

Tiim deney gruplarina ait 2°(-AACrt) degerleri gruplar arasinda karsilastiriimali

olarak degerlendirilmistir.

4.1.1 NF-xB; Gen Ekspresyonu

Calismamizda parsiyel hepatektomi sonrasinda degisim gosteren, NF-kBj gen
ekspresyonu agisindan grup I ve grup II’ye gore yapilan karsilastirma Cizelge 4.1°de ve
sekil-4.1°de goriildiigi tizere ilk 24. saatte NF-kB; gen ekspresyonunda anlamli bir artis
gbzlenmis olup 48. saatte ise 24 azalma gozlendi. Istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli
fark bulundu.

24. saat parsiyal hepatektomi gruplari olan grup Ill, grup V ve grup VII, sham
kontrol grubu olan grup I’e gore gen ekspresyon seviyeleri karsilagtirildiginda grup
V’de NF-kB; gen ekspresyonunun en yiiksek oldugu ve sirasiyla grup VII ve grup
I’in geldigi gozlendi. Grup lI’e gore grup V ve grup VII’de istatistiksel olarak (P <
0,05) anlamli artis gozlendi. Grup VII’nin gen ekspresyonunun grup V’e yakin oldugu
tesbit edildi.

48. saat parsiyal hepatektomi gruplar1 arasinda ki NF-kxB; gen ekspresyon
seviyeleri grup II’ye gore karsilastirildiginda, Cizelge 4.1°de ve sekil-4.1’de goruldugi
gibi en fazla grup VI’da gen ekspresyon seviyesinde artis gozlendi ve bunu sirasiyla

grup VIII ve grup 1V’iin izledigi gozlendi. Grup IV’e gore grup VI ve grup VIII’de
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istatistiksel olarak anlamli artig gézlendi. Grup VIII’in gen ekspresyonunun grup VI’ya

yakin oldugu tesbit edildi.

Grup VIl ile grup VIII arasinda zamana gore anlamli fark goriildii (P < 0.05).

Cizelge 4.1 Deney gruplarina ait NF-kB1 gen ekspresyonu degerleri + standart hatalar1 n=6.

GRUP GEN EKSPRESYONU
1 1,05+0,23

2 1,07+0,22°

3 3,61+0,322

4 2,60+0,12"

5 6,15+0,09°

6 4,74+0,11°

7 5,72+0,06*°

8 3,98+0,19"¢

P < 0.05 (a) ve (b) gruplara, (c) zamana gore anlamli farklidir.



NF-kB1 gen ekspresyon
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Sekil 4.1 NF-kB; gen ekspresyon ifadesi (a) ve (b) gruplara, (c) zamana gore anlamh farkhdir.

n=6 (P < 0.05)
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4.1.2 1L-6 Gen Ekspresyonu

Parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger dokusunda olusan yanit IL-6 gen
ekspresyonu diizeyinde incelendi. Grup I, grup 1V, grup V, grup VI, grup VII ve grup
VIII, grup | ve grup II’ye gore karsilastirildiginda, Cizelge 4.2’de ve sekil 4.2°de
goriildiigi tizere ilk 24. saatte 1L-6 gen ekspresyonunda yiiksek bir artis gozlenmis olup
48. saatte ise 1L-6 gen ekspresyonunda azalma gozlendi. Istatistiksel olarak (P < 0.05)

anlamli fark bulundu.

24. saat parsiyal hepatektomi gruplari olan grup I, grup V ve grup VII, sham
kontrol grubu olan grup I’e gore gen ekspresyon seviyeleri bakimindan
karsilastirildiginda grup V’de IL-6 gen ekspresyonunun en yiiksek oldugu ve sirasiyla
grup VII ve grup I in geldigi gozlendi Grup II’e gore grup V ve grup VII'de
istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli artis gézlendi. Grup VII’nin gen ekspresyonunun
grup V’e yakin oldugu tesbit edildi.

48. saat parsiyal hepatektomi gruplar1 arasinda ki IL-6 gen ekspresyon
seviyeleri, grup 1I’ye gore karsilastirildiginda, Cizelge 4.2°de ve sekil-4.2°de goriildiigi
gibi en fazla grup VI’da gen ekspresyonu seviyesinde artis gézlendi. Bunu sirasiyla
grup VIII ve grup IV’iin izledigi gozlendi. Grup IV’e gore grup VI ve grup VIII’de
istatistiksel olarak anlamli artig gézlendi. Grup VIII’in gen ekspresyonunun grup VI’ya

yakin oldugu tesbit edildi.

Grup VIl ile grup VIII arasinda zamana gore anlamli fark goriildii (P < 0.05).
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Cizelge 4.2 I1L-6 gen ekspresyonu Bulgular ortalama + standart hatalari seklinde verildi. n=6

GRUP GEN EKSPRESYONU

1 0,50+0,2°

2 0,70+0,19°

3 23,92+0,90°
4 21,50+0,90°
5 54,15+0,83
6 48,35+0,95"
7 38,21+1,42%¢
8 27,69+1,56"°

P<0.05 (a) ve (b) gruplara (c) zamana gore anlamli farklidar.
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IL-6 Gen Ekspresyonu

Gruplar

Sekil 4.2 IL-6 gen ekspresyon ifadesi. (a) ve (b) gruplara (c) zamana gore anlamh farkhdir.
n=6 (P <0.05)
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4.1.3 TNF-a Gen Ekspresyonu

Parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger dokusunda olusan yanit, TNF-a gen
ekspresyonu diizeyinde incelendiginde Cizelge 4.3°de ve Sekil-4.3’de gorildigi gibi
grup 1, grup IV, grup V, grup VI, grup VII ve grup VIII, grup | ve grup II’ye gore
karsilastirildiginda, grup III ve grup IV harig tiim gruplarda gen ekspresyonu artmaistir.

24. saat parsiyal hepatektomi gruplari olan grup IlI’de gen ekspresyonu
seviyesinde azalma gozlendi. Grup V ve grup VII sham kontrol grubu olan grup I’e
gore gen ekspresyon seviyeleri bakimindan anlaml bir artis gézlendi. Grup V’de TNF-
o gen ekspresyonunun grup VII’den ¢ok az yiiksek oldugu gériildii.. Istatistiksel olarak
(P<0.05) anlaml fark bulundu.

48. saat parsiyal hepatektomi gruplari arasinda ki TNF-o gen ekspresyon
seviyeleri grup II’ye gore karsilastirildiginda, grup 1V’de gen ekspresyonu seviyesinde
azalma gozlendi. Cizelge 4.3’de ve sekil-4.3’de goriildiigii gibi 48. saat PH gruplan
arasinda en fazla grup VI’da gen ekspresyon seviyesinin artigir ve bunu takiben grup
VIIlin geldigi gozlendi. Grup IV’e gore grup VI ve grup VIII’de istatistiksel olarak
anlamli artis gozlendi. Grup VIII’in gen ekspresyonunun grup VI’ya yakin oldugu
tesbit edildi.

Grup VIl ile grup VIII arasinda zamana gore anlamli fark goriildii (P < 0.05).



Cizelge 4.3 Deney gruplarina ait TNF-a gen ekspresyonu degerleri + standart hatalari. n=6

GRUP GEN EKSPRESYONU
1 1,02+0,09%

2 0,95+0,07"

3 0,98+0,10

4 0,88+0,12

5 1,56+0,07°

6 1,35+0,10°

7 1,47+0,07%¢

8 1,13+0,06"°

P < 0.05 (a) ve (b) gruplara (c) zamana gore anlamli farklidir.

S7
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Sekil 4.3 TNF-a gen ekspresyon ifadesi. (a) ve (b) gruplara (¢) zamana gore anlamh farkhdir.
n=6 (P <0.05)



4.2 Western Blot Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Calismamiz kapsaminda, Western blot yontemi kullanilarak rejenerasyon

marker’i olan NF-kB, TNF-a ve IL-6’nin proteinlerinin diizeyleri de aragtirilmistir .

Materyal olarak rat karacigeri kullanilmistir. Toplam kirksekiz rattan olusan 8 grup

olusturulmustur. Kodag Gel Logic 1500 model goriintilleme cihazinda proteinlerin

vermis olduklar1 sinyallerin yogunluklar1 o6l¢iilmiistiir. Asagida, Sekil 4.4’de Western

blot sonrasinda SDS-PAGE’in komazi blue ile boyanmis bir goriintiisii bulunmaktadir.

Sekil 4.4’de gortldigi gibi proteinler membrana transfer edilmis, ve transfer

edilemeyen yiiksek molekiiler agirlikli proteinlerde gruplar arasinda normalizasyon

yapmak i¢in esit yiikleme-yapilmadigi gostermektedir.

& A .

Sekil 4.4 SDS-PAGE jelindeki proteinlerin membrane transferinden sonra komazi blue ile

boyanmis goriintiisii.
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4.3 NF-kB; icin Western Blot Analiz Sonuclar:

Calismamizda parsiyel hepatektomi sonrasinda degisim gosteren 105 kDa
agirliginda ve sitozolde serbest olarak bulunan NF-xB;’in protein miktart Grup | ve
Grup II’ ye gore karsilastirildi. NF-xB; protein miktarinin Grup I ile kiyaslandiginda
Grup Il harig, diger gruplarda (Grup IV, Grup V, Grup VI, Grup VII ve Grup VIII’de)
ekspresyonun artigi tesbit edildi (Cizelge 4.4°de ve Sekil 4.5).

24. saat parsiyal hepatektomi gruplari olan Grup I, Grup V ve Grup VII, sham
kontrol grubu olan Grup I’e gore protein miktar1 bakiminda karsilagtirildiklarinda Grup
VII’de NF-kB; protein miktarinin en yiiksek oldugu ve sirasiyla Grup V ve Grup I11’in
izledigi gozlendi. Grup III’e gore Grup V ve Grup VII’de yaklasik 2.5 katlik bir artis
gbzlendi. Grup VII’nin protein miktarinin Grup V’e yakin oldugu ve 6nemli bir fark

olmadigi tesbit edildi.

48. saat parsiyal hepatektomi gruplari (Grup Il, Grup IV, Grup VI ve Grup VIII)
arasinda ki NF-xB; protein miktarlar1 karsilastirildiginda, Cizelge 4.4’de ve Sekil
4.5’de goriildiigi gibi en fazla Grup I1’de protein miktarinda artis gézlendi ve sirasiyla
Grup VIII, Grup VI ve Grup IV’iin geldigi gézlendi. Grup IV’e gore Grup VI ve Grup
VIII’de protein miktarinda artig gézlendi. Grup VIII’in protein miktarindaki artig Grup
VI’ya yakin oldugu tesbit edildi. Grup II’deki NF-kB miktarinin, Grup IV, Grup VI ve
Grup VIIl’e gore yliksek oldugu goriildii; bu da muhtemelen protein yiiklemesinden

veya transferinden kaynaklanan deneysel bir hatadir (artifact).



Cizelge 4.4 Deney gruplarina ait NF-kB1 protein band yogunluklari
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NF-xB;
Gruplar Goreceli band yogunlugu
Grup | 1,00
Grup Il 2,12
Grup I 0,65
Grup IV 1,26
Grup V 1,42
Grup VI 1,52
Grup VI 1,65
Grup VI 1,54
1 2 5 6 7 8
NF-kB —»
—

Sekil 4.5 Western blot islemi sonunda elde edilen NF-kB; proteininine ait bant goriintiileri.
Proteinler, %12’lik SDS-PAGE’de aynistirlldiktan sonra PVDF membranina
aktarilmis ve NF-kB, Imgenex firmasina ait monoklonal anti-NF-kB antikor ile

goriintiillenmistir.
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4.3.1 1L-6 Western Blot Analiz Sonug¢lari

Parsiyel hepatektomi sonrasinda degisim gosteren 22 kDa agirligindaki 1L-6
proteinin, Grup I ve Grup II’ye gore karsilastirilarak yapilan Western blot analizine
gore; IL-6 proteinin miktarinin yalniz Grup V’de Grup I’e gore %29 oraninda fazla
oldugu goriildii (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6).

24. saat parsiyal hepatektomi gruplari olan grup III, grup V ve grup VII, grup I’e
gore protein miktar1 agisindan karsilastirildiklarinda Grup 1’de protein miktarinin Grup
Il ve Ggrup VII’'ye gore yiiksek oldugu; Grup V’inde Grup I’den %29 oraninda daha
yiiksek oldugu goriildi. Grup V’nin protein miktarinin Ggrup VII’den yaklasik 2,7 kat
daha yiiksek oldugu tesbit edildi.

48. saat parsiyal hepatektomi gruplar1 olan Grup II, Grup IV, Grup VI ve Grup
V111 sham kontrol grubu olan Grup Il ile karsilastirildiginda en fazla artisin Ggrup VI
de oldugu ve bunu sirastyla Grup IV, Grup 1l ve Grup VIII’in izledigi gozlendi (Cizelge
4.5 ve Sekil 4.6). Grup IV’e gore Grup VI’da protein miktarinda artig gozlendi. Grup
VIII’in protein miktarinin Ggrup II’ye yakin oldugu tesbit edildi.



Cizelge 4.5 Deney gruplarina ait IL-6 protein band yogunluklar:
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IL-6
Gruplar Goreceli band yogunlugu
Grup | 1,00
Grup Il 0,80
Grup 111 0,25
Grup IV 0,83
Grup V 1,29
Grup VI 1,71
Grup VII 0,48
Grup VIII 0,78
1 2 3 4 5 6 7 8
‘ ]
IL-6 __, ' t
(22 kDa) e . il . 3

Sekil 4.6 Western blot islemi sonunda elde edilen IL-6 proteininine ait bant goriintiileri
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4.3.2 TNF-a Western Blot Analiz Sonuclari

Parsiyel hepatektomi sonrasinda degisim gosteren 22 kDa agirligindaki TNF-
a’nin Western blot analizi sonucu verdigi protein miktart Grup I ve Grup II’ye gore

karsilastirild1. .

24. saat parsiyal hepatektomi gruplart olan Grup IlI’de protein miktarinda
azalma oldugu gozlendi. Grup V’de, sham kontrol grubu olan Grup I’e gére protein
miktart bakimindan artig gozlendi. Grup V’de TNF-a protein miktarinin Grup VII’den
de daha yiiksek oldugu goriildii. Grup III’e gére Grup V ve Grup VII’de artis gozlendi.
(Cizelge 4.6 ve Sekil-4.7).

48. saat parsiyal hepatektomi gruplari arasinda ki TNF-o protein miktarlar1 ,
Cizelge 4.6’da ve Sekil-4.7°de goriildiigli gibi protein miktarinin en fazla Grup 1V’de
oldugu ve bunu takiben Grup I, Grup VIII ve Grup VI'nin geldigi gozlendi.



Cizelge 4.6 Deney gruplarina ait TNF-a protein band yogunluklar:

TNF-a

Gruplar Goreceli band yogunlugu
Grup | 1,00

Grup Il 1,68

Grup 111 0,13

Grup IV 2,41

Grup V 1,76

Grup VI 0,97

Grup VII 0,56

Grup VIII 1,44

1 2 3 4 5 6 7
TNF-0o—»

Sekil 4.7 Western blot islemi sonunda elde edilen TNF-a proteininine ait bant goriintiileri
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4.3.3 HSP 27 Western Blot Analiz Sonuclari

Calismamizda parsiyel hepatektomi sonrasinda stres proteini olan HSP27’nin
Grup | ve Grup II’ye gore yapilan karsilastirilmasi sonucunda Grup I11’de degismedigi,
Grup IV, Grup V, Grup VI, Grup VII ve Grup VIII’de HSP 27 protein miktarinin
giderek distiigii gézlendi (Sekil 4.8, Cizelge 4.7).

24. saat parsiyal hepatektomi gruplar1 arasinda HSP27 proteini bakimindan en

fazla diistis Grup V ve Grup VII’de gbzlendi.

48. saat parsiyal hepatektomi gruplar1 arasinda HSP27 proteini bakimindan en
fazla diisiis Grup VIII’de gozlendi ve bunu sirastyla Grup IV ve Grup VI'nin izledigi

gozlendi

Cizelge 4.7 Deney gruplarina ait HSP 27 proteinin western blottaki band yogunluklari

HSP 27

Gruplar Goreceli band yogunlugu
Grup | 1,00

Grup Il 0,98

Grup 111 1,04

Grup IV 0,75

Grup V 0,52

Grup VI 0,78

Grup VII 0,53

Grup VIII 0,49
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1 2 3 4 5 6 7 8
Sekil 4.8 Western blot islemi sonunda elde edilen HSP27 proteininine ait bant
goriintiileri

4.3.4 HSP60 Western Blot Analiz Sonuclar:

Calismamizda Parsiyel hepatektomi sonrasinda stres proteini olan HSP60’nin
Grup | ve Grup II’ye gore yapilan Western blot analizi sonucunda Grup 11, Grup 1V,
Grup V, Grup VI, Grup VII ve Grup VIII’de protein miktarinin giderek azaldigi
gozlendi (Sekil 4.9, Sekil, Cizelge 4.8).

24. saat parsiyal hepatektomi gruplari arasinda HSP60 proteini miktari
bakimindan en fazla azalis Grup llI’de gbzlendi ve bunu sirasiyla Grup VII ve Grup

V’in izledigi gozlendi.

48. saat parsiyal hepatektomi gruplari arasinda HSP60 protein miktar
bakimindan en fazla diisiis Grup VIII’de gozlendi ve bunu sirasiyla Grup VI ve Grup

IV’iin izledigi gozlendi
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Cizelge 4.8 Deney gruplarina ait HSP 60 proteinin Western blottaki band yogunluklar:

HSP 60

Gruplar Goreceli band yogunlugu
Grup | 1,00

Grup Il 1,35

Grup I 0,61

Grup IV 0,87

Grup V 0,97

Grup VI 0,82

Grup VI 0,87

Grup VIII 0,57

1 5 6 7 8

Sekil 4.9 Western blot islemi sonunda elde edilen HSP60 proteininine ait bant goriintiileri.
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4.4 Karaciger Rejenerasyon Orani

Parsiyal hepatektomi sonras1 Grup III, IV, V, VI, VII ve VIII’de 0., 24. ve 48.
saatlerde alman karacigerlerin yas agirliklar1 hesaplanarak gruplar arasinda yapilan

incelemeler Cizelge 4.9’da ve Sekil 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.9 Tiim deney gruplarindaki hayvanlara ait karaciger kiitle artisi degerlendirmeleri
ortalamazstandart hatalar. n=6

GRUP ARTIS ORANI (%)
1 1,000,00

2 1,000,00

3 30,34+3,5°

4 37,36+1,81°

5 60,82+1,60*

6 75,70+1,31°¢

7 55,11+1,60%¢

8 70,21+1,65°

P<.05 (a) (a,b) gruplara gore (c,d) zamana gore farkli anlamlidir
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Sekil 4.10 Tiim deney gruplarindaki hayvanlara ait karaciger kiitle artis1 degerlendirmeleri grafigi
(a,b) gruplara gore (c,d) zamana gore farkli anlamhdir (n=6).

Kiitle Endeks Grafigi

VIl

Cizelge-17’de ve Sekil 4.10°da goriildiigii gibi karaciger rejenerasyon orani grup
Il ve IV, Grup V, VI, VIl ve VIII’e oranla diisiik oldugu goriildii ve istatistiksel olarak
(P < 0,05) anlamli fark bulundu.

Parsiyal hepatektomi sonrast Grup IV, VI ve VIII, 48. saat sonunda
incelendiginde mitozun ¢esitli sathalarinda bulunan hepatositlere rastlandi.  Grup

VIII’in rejenerasyon oraninin grup VI'ya yakin oldugu goriildii.

Grup VIl ile grup VIII arasinda zamana gore anlamli fark bulundu. (P < 0.05).
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4.5 Histolojik Analiz Sonuclari

Biitiin gruplarda histolojik yapinin korunmus oldugu goézlendi (Sekil 4.11).
Ancak hepatektominin neden oldugu vakuolizasyon ve mitotik aktivite, SF + parsiyal
hepatektomi (Grup Il ve Grup 1V), Silymarin + parsiyal hepatektomi (Grup V ve Grup
VI) ve Geraniol + parsiyal hepatektomi (Grup VII ve Grup VIII) gruplarma ait
hayvanlarin karaciger kesitlerinde goriildii. Klasik karaciger lobiil yapisinin korundugu
gozlenmis olup, Sekil 4.12°de goriildiigii gibi de mitozun cesitli sathalarindaki
hepatositlere sikca rastlanmaktadir. Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubunun
kesitlerindeki hepatositlerde yaygin gozlenen vakuolizasyon olduk¢a azalmistir.
Sinusoidal konjesyona, silymarin + parsiyal hepatektomi ve geraniol + parsiyal

hepatektomi gruplarina ait hayvanlarin bazilarinda rastlanmstir.
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vena
sentralis

Sekil 4.11 Karaciger kesitlerinde vena sentralis ¢evresindeki bir ve iki ¢ekirdekli hepatositler. (a)
Grup 1, (b) Grup 11, (c) Grup 111, (d) Grup 1V, (e) Grup V, (f) Grup VII, (g) Grup VII,
(h) Grup VI
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Sekil 4.12 Karaciger kesitlerinde hepatositlerde mitotik aktivite ( '1) ve yaygin vakuolizasyon (ﬂ\).
(a) Grup V, (b) Grup VI, (c) Grup VII, (d) Grup VIII
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5. TARTISMA SONUC

Rejenerasyon, bir doku veya organin herhangi bir parcasinin eksilmesi veya
hasar gormesi sonrasinda o dokunun kiitlesini yeniden tamamlayabilme yetenegi olarak
tamimlanir (Fausto, 2000). Karaciger, kendi kendisini yenileyebilen essiz bir organdir
ve ciddi kiitle kayiplarindan sonra bile orijinal boyutuna ulasana kadar hepatosit
rejenerasyonuna devam eder. Karaciger rejenerasyonu ile yapilan ¢alismalar ya parsiyal
hepatektomi sonrasi ya da belirli kimyasal maddeler varliginda toksik yaralanma sonrasi
rejenerasyon modeli seklindedir (Palmes and Spiegel, 2004; Limuro and Fujimoto,
2010).  Karaciger dokusunun kaybi rejenerasyonu baslatmaktadir.  Biiylimenin
durmasin1 saglayan hassas nokta ise viicut kiitlesi ile karaciger kiitlesi arasindaki
iligkidir. Karaciger, viicudun fonksiyonel ihtiyaglarini karsilayacak, metabolizmay1
gerceklestirecek biiyiikliige erigince biiylime durmaktadir.  Parsiyal hepatektomi
calismalarinda, siganlarda her bir karaciger lobunun, tiim karaciger loblarinin toplam
kiitlesine oranlarini belirleyerek karacigerin rejenerasyon orani belirlenir (Watanabe ve
ark., 2001). Toplam karaciger kiitlesine gore sag lob %38, sol lob %30, kuyruk lobu
%8 ve iki pargali olan quadrat (dortgen) lob ise %10 oraninda bir kiitleyi icermektedir.
Sicanlarda yapilan parsiyel hepatektomi arastirmalarina en uygun model olarak
karacigerin %6870’ lik bir kisminin rezekte edilmesi oldugu belirtilmistir (Ebrenfried
etal., 1997).

Karaciger rejenerasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda; NF-«xB, IL-6, TNF-a, IL-
1, STAT3, HGF, TGF-a, ve TGF-B gibi mediyator ve sitokinlerin gen ekspresyonlarinin
belirlenmesi ve buna bagli olarak da protein miktarlarinin 6lgiilmesi rejenerasyon
durumu hakkinda bize bilgi vermektedir (Gerald et al., 1995; Kay and Fausto, 1997;
Yamada and Fausto, 1998; Krillova et al., 1999; Fausto ve ark., 2006; Limuro and
Fujimoto, 2010). Bununla birlikte, hepatositlerin bdoliinerek ¢ogalmalarina iliskin
indekslerin ¢ikarilmasida karacigerde rejenerasyon calismalarinda kullanilan en eski
yontemdir (Palmes and Spiegel, 2004). Ayrica 1s1 sok proteinlerinin (HSP) karaciger

rejenerasyonu {iizerine etkileri oldugu da yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.
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Farelerle yapilan caligmalarda HSP’lerin karaciger rejenerasyonunu geciktirdigi

bildirilmistir (Taub, 2004; Shi et al., 2007).

Parsiyal hepatektomi sonrasi hepatositler dakikalar igerisinde Go fazindan
cikarak hiicre siklusuna girerler. Baslangi¢ fazinda hepatositler replikasyon igin
hazirlanirlar. Baslangig-faktorleri IL-6 ve TNF-o’dir. IL-6, TNF-o uyarimi ile hepatik
stellat ve Kupffer hiicrelerinden salinan bir transkipsiyon faktoriidiir (Black ve ark.,
2004). TNF-a ve IL-6, Gy'dan Gji'e gecisi tetikler. IL-6'min gp 130 reseptoriine
baglanmasindan sonra STAT3 ve C/EBPbeta/nukleer faktor-1L6 (NF-IL-6) aktivasyonu
gerceklesir.  STAT ailesi proteinleri sitokin sinyalini diizenleyen transkripsiyon
faktorleridir. Hepatektomi sonrasinda olusan sinyal yolagi; TNF-TNFR1-NF-xB-I1L-6-
STATS3 seklindedir (Fukuhara ve ark., 2003).

Yapilan pek c¢ok calisma parsiyal hepatektomi sonrasi  karaciger
rejenerasyonunda NF-kB’nin roliinii ortaya koymustur (Krillova et al., 1999; Chaisson
et al., 2002; Limuro and Fujimoto, 2010; Kurinna and Barton, 2011). NF-kB hiicrenin
hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve oliimii basta olmak iizere homeostazinda gerekli bir
transkripsiyon faktoriidiir (Karin and Lin, 2002). Kupffer hiicrelerinde sitokin aracili
transkripsiyonda NF-kB onemli bir aktivatordiir (Kurinna and Barton, 2011). Parsiyal
hepatektomi sonrast NF-kB’nin DNA’ya baglanmasi ¢ok hizli olmaktadir (Limuro and
Fujimoto, 2010).

Calismamizda NF-kB, TNF-a ve IL-6 gen ekspresyonlarinin tiim gruplarda
parsiyal hepatektomiden sonraki 24. saatte yiikselmis oldugu ve 48. saat sonunda gen
ifade seviyesinin 24. saate gore azalmaya basladig1 goriilmiistiir. Test maddemiz olan
geraniol gruplarinda, pozitif kontrol olan silymarin gruplarina yakin gen ekspresyon

ifadesi gozlenmistir.
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Arai ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada; sicanlarda parsiyal hepatektomi sonrasi
NF-kB’nin ekspresyonunun 48. saatte de etkili oldugunu gostermislerdir (Arai et al.,
2003). Yang ve ark. ise parsiyal hepatektomi sonrasi kupffer hiicreleri ve
nonparansimal hiicrelerde NF-«kB aktivasyonunun 24 saatten fazla devam ettigini
gostermistir (Yang et al., 2005). Malato ve arkadaslari ise adenoviriis kullanarak
harapladiklar1 karacigerde 48. saate kadar siiren NF-kB aktivasyonunun IKKo yolag
tizerinden oldugunu bildirmislerdir. Malato ve arkadaslarinin sonuglarma gére IKKa
tarafindan siklin D’yi uyarmaktadir.  Uyarilan Siklin D ise AP-1 ve NF-xB
aktivasyonunu tetiklemektedir (Malato et al., 2008).

Iwai ve ark., sicanlarda %67’lik parsiyel hepatektomiden sonra TNF-o ve IL-6
gen ekspresyon seviyelerinin; 24. saatte arttigini, 48. saatte ise maksimum diizeye
ulagtigini bildirmislerdir. Ayrica 72. saatte TNF-a ve IL-6 gen ekspresyon seviyelerinin
azaldigin1 gozlemlemisleridir (Iwai et al.,, 2001). TNF-a, IL-6 ve aktif NF-xB ardisik
bir sekilde erken fazda aktif hale ger¢eklesmektedirler (Limuro and Fujimoto, 2010).
Scotte ve ark. siganlarda parsiyal hepatektomiden 24 saat sonra IL-6 sitokin
seviyelerinde yiikselme oldugu ve 48 saat sonra en yiiksek seviyeye ulagtigini, 72. saate
ise kontrol grubu hayvanlarina yakin bir seviyeye diistigii bildirilmistir (Scotte et al.,
1993). Uyanoglu ve ark. yaptigi calismada parsiyal hepatektomi sonrasi 72. saatte
serumda IL-6 seviyesinin kontrole yakin bulundugu bildirilmistir (Uyanoglu ve ark.,
2008). Fukuhara ve ark. yaptig1 ¢alismaya gore parsiyel hepatektomiden sonraki 6-48
saat icinde IL-6 ve TNF-a genlerinin de dahil oldugu 27 genin regiilasyonunda artig
gozlenmis olup, 48-72 saatler arasinda bu genlerin aktivasyonlarinda diislis oldugu
bildirilmistir (Fukuhara et al.,2003). Calismamizin sonuglari daha Once yapilan
calismalar ile karsilagtirildiginda NF-«kB, IL-6 ve TNF-a gen ekspresyonlari agisindan

benzerlik goriilmistiir.

Bu ¢alismada, Western blot yontemi kullanilarak NF-xB, IL-6 ve TNF-a protein

miktarlar1 saptanmaya ¢alisildi. Western blot, karaciger rejenerasyonunda sitokinlerin
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ve aktivator proteinlerin roliinii géstermede en giivenilir yontemdir. Calismamizda NF-

kB aktivatorii ile TNF-o ve IL-6 sitokinlerinin protein miktar1 6lgiildii.

Parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 24. saatte NF-kB proteinlerinin miktarinin
Grup I’e gore Grup V ve VII’de arttig1 gozlendi. 48. saatte ise grup VIII, VI ve IV’de
protein miktarmin yiliksek oldugu tesbit edildi. 24. ve 48. Saat gruplarinin protein
miktarlarinin birbirine yakin oldugu goriildii. Protein miktarinin en fazla artig
gosterdigi gruplar, test grubumuz olan Grup VII ve VIIIdir. Calismamizda
kullandigimiz test grubumuz olan GrupVIl ve VIII’de pozitif kontrol grubumuz olan
Grup V ve VI’ya yakin protein miktar1 gézlenmistir. NF-xB icin gen ekspresyon
verileri ile western blott verileri paralellik gostermistir. 48 saat boyunca NF-kB geni

ekspresyonunun ve proteine doniislimiiniin oldugu gozlenmistir.

Parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 24. saatte TNF-a proteinlerinin miktarinin
Grup I’e gore Grup V arttig1 gozlendi. 48. saatte ise grup II’ye gore grup IV’de protein
miktarinin yiiksek oldugu tesbit edildi. Grup VIII’in protein miktarinin grup II’ye yakin
oldugu tesbit edildi. 24. ve 48. saat gruplarinin protein miktarlarinin birbirine yakin
oldugu goriildii. Protein miktarinin en fazla artis gosterdigi gruplar, Grup IV ve
VIII’dir. Caligmamizda kullandigimiz test grubumuz olan GrupVII ve VIII’de pozitif
kontrol grubumuz olan Grup V ve VI’ya yakin protein miktari gozlenmistir. 48 saat
boyunca TNF-a sitokini test grubumuz olan grup VII ve VIII’de ifade edilmistir. Grup
I, IL, IIL, IV, V, VI ve VIII i¢cin TNF-a proteini miktar1 western blott bulgularimiz RT-
PCR bulgularimizla paralellik gostermistir. TNF-a proteininin miktarinin Grup VII’de
diisiik olmasini rejenerasyonun devami igin IL-6 ile arasinda olmasi gereken belli bir

konsantrasyon oranina baglamaktay1z.

IL-6 proteini western blott analiz sonuglarina gore, 24. saat gruplarimizda Grup
I’e gore , grup III ve grup VII’de protein miktariin azaldigi, grup V ise grup I’den
yiiksek oldugu goriildii. 48. saat gruplarimizda Grup II’ye gore , grup IV ve grup VI’da
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protein miktarinin arttigi, grup VIII ise grup II’ye ¢ok yakin oldugu goriildi. Tedavi
gurubumuz olan grup VII ve grup VIII’de protein miktarinin azaldig: goriildii. RT-PCR
sonuglarimiza gore Grup VII ve VIII’de IL-6 geninin ekspresyonunun 24 ve 48 saat
boyunca Grup I ve II’den yiiksek oldugu goriildii. Elde edilen bu bulgularin 15181
altinda 24. saate yakin bir zamanda post transkripsiyonel diizenleme ile IL-6 proteininin
miktarmin transkripsiyon yada translasyon seviyesinde kontrol edilerek azaldigini
diistinmekteyiz. Ciinkii rejenerasyonda IL-6 proteininin konsantrasyonu kritik 6neme

sahip oldugu bilinmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular daha O6nce yapilan calismalar ile
karsilagtirildiginda NF-xB, IL-6 ve TNF-o protein miktarlar1 agisindan benzerlik

gorilmiistiir.

Bilindigi gibi IL-6, TNF-o uyarisiyla etkinlik kazanir ve farkli hiicre tipleri
tizerine ¢ok yonli biyolojik aktiviteler gosteren pleiotropik bir sitokinindir (Scotte ve
ark., 1993). IL-6’nin fizyolojik miktar1 rejenerasyon igin gereklidir ancak fazla IL-6
bliylime durdurucu onkogenleri uyararak rejenerasyonun bozulmasina neden olabilir
(Kaya ve ark., 2002). IL-1 ve IL-6’nin konsantrasyonunun artmasi TNF-o’nin
ekspresyonunu inhibe eder. Dolayisiyla IL-6’nin konsantrasyonu ile TNF-o’nin
karsilikli konsantrasyonu bir denge igerisindedir. Fazla miktardaki TNF-o yada IL-6
rejenerasyonu durdurucu etki yapmaktadir (Krillova et al., 1999; Sudo ve ark., 2008;
Muriel, 2009).

Scotte ve ark. yapmis olduklari calismada parsiyel hepatektomi sonrasi IL-6
serum seviyesinin 24. saatte en yiiksek seviyede oldugunu ve 48. saatte ise IL-6

seviyesinin diistiigiinii bildirmistir (Scotte ve ark., 1997).
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Sudo ve arkadaglar1 parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonu
gosteren farelere IL-6 ve TNF-a enjekte ettiklerinde DNA sentezinin durdugunu ve
rejenerasyonun yavasladigini gozlemlemislerdir. Bu da arastiricilara IL-6 ve TNF-a
seviyelerinin karaciger rejenerasyonu i¢in kritik bir 6neme sahip oldugunu gostermistir

(Sudo ve ark., 2008).

Is1 sok proteinleri (HSP) stresle indiiklenen proteinlerdir. Parsiyal hepatektomi
sonrast karaciger rejenerasyonunda HSP 27, HSP 60, HSP 70 ve HSP 90’nin karacigeri

koruyucu olarak onemli rolleri vardir (Shi et al., 2007).

Calismamizda HSP 27 ve HSP 60’in parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger
rejenerasyonundaki durumunu western blot teknigi ile arastirildi. HSP 27 ve HSP 60
protein miktarlar1 karsilastirildiginda tiim gruplar icerisinde en yiiksek HSP protein
miktarma Grup I, 1, HI ve IV’iin sahip oldugu gézlendi. Grup V, VI, VII ve VIII’de
HSP 27 ve HSP 60 protein miktarlarinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Tedavi amagh
kullandigimiz geraniol gruplarinda HSP 27 ve HSP 60 protein miktar1 pozitif kontrol
silymarin’e gore daha diisiik oldugu goriildii. Bu sonuglara gore geranioliin karacigerde
parsiyal hepatektomi sonrasi olusan strese karsi koruyucu bir etkisinin oldugunu

sOyleyebiliriz.

Calismamizin sonuglar1 daha dnce yapilan ¢alismalar ile karsilastirildiginda HSP
27 ve HSP 60 western blot analizleri agisindan benzerlik goriildii. Shi ve ark., parsiyal
hepatektomi sonrasi intraperitonal olarak quercetin verilen farelerde karacigerdeki HSP
27 ve HSP 60 protein miktarini sham gruplariyla karsilastirmislar ve ilk 24. saate kadar
tim gruplarda HSP 27 ve HSP 60 protein miktarinin arttigini, 48. saatte ise quercetin
grubunda dikkate deger bir sekilde HSP 27 ve HSP 60 protein miktariin distigiini
bildirmislerdir (Shi et al., 2007).
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Morimoto ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada HSP’lerin hepatositler {izerindeki
koruyucu etkisi oldugunu ve protein hemostasinda 6nemli gorevlerinin bulundugunu

bildirmislerdir (Morimoto and Santoro, 1998).

Son vyapilan caligmalara gore HSP’lerin karaciger rejenerasyonu iizerine
etkilerini, Kupffer hiicrelerinden sitokin salimimim tetikleyerek gosterdikleri
disiiniilmektedir.  Yapilan g¢alismalar HSP’lerin kupffer hiicreleri i¢in boyle bir
potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu uyarici etkilerini IL-6 ve TNF-a
miktarin1 ayarlayarak yapmaktadirlar (Cressman et al., 1996; Ledda-Columbano et al.,
1998; Yamada and Fausto, 1998; Garrido et al., 2001; Blindenbacher ve ark., 2003).

Karaciger rejenerasyon orani, parsiyal hepatektomi sonrasi kalan karaciger
kiitlesi ile hepatektomiden belirli zaman sonra alinan tiim karacigerin kiitleleri
degerlendirilerek elde edilen kiitle endeksine verilen isimdir (Tang et al., 1997; Fan et
al.,, 2003). Yapmis oldugumuz c¢alismada parsiyal hepatektomiden 48 saat sonra
rejenere olan karaciger agirliklariin parsiyal hepatektomi gruplarinda ortalama olarak
iki katina ¢iktig1 tespit edilmistir. Caligmamizda parsiyel hepatektomi sonrasi geraniol
uygulanan gruplarda 48. saatte karaciger kiitle artisinin Grup VIII’de yiiksek oldugu
gorildii. Ayrica pozitif kontrol maddesi olan silymarine gére de yakin sonuglar elde
edilmistir. Calismamizin sonuglar1 diger yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda, kiitle

endeksi acisindan benzerlikler gostermistir.

Karaciger yas agirliklar1 ve bunlarin %68 ve %32 oranindaki miktarlari, Child’ in
formiiliine gore regenerasyon orani tespitinde kullanilmistir (Tang, et al., 1997; Fan, et
al., 2002). 24 ve 48. saatte %70 karaciger agirligina gore hesapladigimiz rejenerasyon
oranlar1 Grup III ve IV i¢in daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarla paralel bulunmustur
(Furuta, et al., 2000; Kaya, et al., 2002). Tang ve ark. yapmis olduklar1 ¢calismada %68
parsiyal hepatektomiden sonraki 24, 48, 72 saat ve 8. giinde rejenerasyon oranlarinin

zamana gore ylkseldigini bildirmislerdir (Tang, et al., 1997). ). Li ve arkadaglari,
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sicanlarda 2/3 parsiyal hepatektomiden 48 saat sonra kalan karaciger kiitlesinin iki kati
artig gosterdigini ve 7-10 giin i¢inde ise parsiyel hepatektomi oncesi agirligina ulastigini
bildirmislerdir (Li et al., 1999). Magliulo ve ark. %69 parsiyal hepatektomiden kisa bir
siire Once tek doz silymarin enjeksiyonu yaparak olusturduklari deney modelinde, 72
saat sonra karaciger agirlik artisinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu
gostermislerdir (Magliulo, et al., 1973). Crocenzi ve ark tarafindan doza bagimli artan
silymarinin, si¢anlarin karaciger agirliginda artisa neden oldugu ve optimum dozdan
daha fazla silymarin verildiginde ise agirlikta degisikligin olmadigi gozlenmistir
(Crocenzi, et al., 2000). Srivastava ve ark. parsiyal hepatektomiden 6nce silymarin
uygulanmis sicanlarin hepatositlerinde cerrahiyi takip eden 18 ve 72 saatler arasinda
DNA ve RNA sentezinde artisin oldugunu buna paralel olarak mitozunun tetiklendigini
bildirmislerdir (Srivastava, et al., 1994). Nagause ve ark. %68 parsiyal hepatektomi
isleminden 48 saat sonra karaciger rejenerasyonunun maksimuma ulagtigini ve organ
biiyiimesinin oldugunu bildirmislerdir Uyanoglu ve ark yaptigi calismada parsiyel
hepatektomiden 72 saat sonra karvakrol ve silymarin verilmis gruplarda kontrol
grubuna gore karaciger agirlik artisginin yiiksek oldugu saptamislardir (Uyanoglu ve
ark., 2008).

Calismamizda da parsiyel hepatektomi sonrast Grup I, IV, V, VI, VII ve
VIII’de mitotik aktivitenin artigim gozledik. Ozellikle geraniol uygulanan gruplarda
48. saatte karaciger yas agirhi@inin artmasi ve histolojik kesitlerin ¢esitli evrelerinde
mitoz hiicrelerine rastlanmasi geranioliin karaciger rejenerasyonu indiikledigini

desteklemektedir.

Calismamizda karaciger kesitlerinde yapilan histolojik incelemeler sonucunda,
Grup I, 1V, V, VI, VII ve VIII’e ait hayvanlarin karaciger kesitlerindeki histolojik
yapimnin, grup | ve grup Il ile benzer sekilde oldugu gozlendi. Grup Il ve IV’e ait
hayvanlarin karaciger kesitlerinde klasik karaciger lobiil yapisinin korundugu gézlenmis
olup parsiyel hepatektomiye bagli olarak vakuolizasyon dikkat ¢cekmektedir. Grup V,

VI, VII ve VIII’e ait hayvanlarin karaciger kesitlerinde, Klasik karaciger lobiil yapisi
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korunmus olup, mitotik aktivitenin arttig1 goriildii. Grup III ve IV’deki hepatositlerde
yaygin gozlenen vakuolizasyonun Grup V, VI, VII ve VIII’de oldukca azaldigi
gozlendi. Calismamizin sonuglar1 diger yapilan ¢alismalarla karsilastirildiginda,

histopatoloji agisindan paralellik bulunmaktadir..

Uyanoglu ve ark. parsiyel hepatektomiden 72 saat sonra silymarin uyguladiklari
gruplarda hepatositlerde mitozun arttigin1 vurgulamislardir.  Ayrica silymarin ve
karvakrol verilen gruplardaki karaciger histolojik kesitlerinde vakuolizasyonun
azaldigin1 gostermislerdir (Uyanoglu ve ark., 2008). Greif ve ark. yaptigi ¢alismada
%70 parsiyal hepatektomi yapilmis ve sonrasinda serum fizyolojik verilmis ratlarda
vokulizasyon, mitotik figiirler ve rejenerasyon c¢ekirdeklerine dair kanitlar

gozlemislerdir (Greif ve ark., 2010).

Daha oOnce yapilan c¢alismalarla geranioliin antimikrobial, antioksidan,
antikanser, antienflamtuar ve protektif etkileri ortaya konulmustur (Lapczynski ve ark.,
2008). Ayrica geraniol kanser igin iyi bir kemopreventif ajandir. Ozellikle mesane,
bobrek ve pankreatik kanserlerde kemoterapétik ajan olarak kullanilmaktadir (Chen ve
Viljoen, 2010). Buna karsin geraniol kullanilarak karaciger rejenerasyonu iizerine

yapilmis in vivo ¢alisma bulunmamaktadir.

Arastirmamizda %70 parsiyal hepatektomiden sonraki 24 ve 48. saatlede NF-xB,
TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin gen ekspresyon seviyelerinin ve protein miktarlarinin
ortaya ¢ikarilmis olmasi gelecek arastirmalarda parsiyal hepatektomiden sonraki farkli
saatlerde geranioliin test edilmesine olanak saglayabilir. Ayrica, parsiyal
hepatektomiden sonra Kupffer hiicrelerinde TNF-a ve IL-6 varliginin gen ekspresyon
analizi ve protein miktar analizi ile belirlenmesi, rejenerasyon icin kritik dneme sahip
konsantrasyonlarint belirlemede dogru bir yontemtir. Geraniol uygulanan gruplarda
HSP 27 ve HSP 60’1n, karaciger koruyucu 6zelligi ortaya konmus olan silymarin’e gore

diisiik olmas1 bize gerenaioliin hepatoprotektif etkisini gostermesinin yanisira HSP 27
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ve HSP 60’1n karaciger rejenerasyonu iizerine diizenleyici etkilerinin olabileceginide

distindiirmektedir.

Sonu¢ olarak geranioliin siganlarda %70’lik parsiyel hepatektomiden sonra
karaciger kiitlesini 48. saatte eski oranina yaklastirarak mitozu tetikleyen bir ajan
oldugu goriildi. RT-PCR ile yaptigimiz NF-xB, IL-6 ve TNF-a gen ekspresyon
analizleri ve NF-xB, IL-6 ve TNF-o protein miktar1 bulgularimiz da bu durumu
desteklemektedir. Ancak tamamlayici tip uygulamalari agisindan geranioliin karaciger
rejenerasyonu ve iyilesmesi icin kullanilabilirliginin gelecekte yapilacak c¢aligsmalar ile
desteklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle, yaptigimiz ¢alismaya ek olarak aymi
deneysel modelde geranioliin farkli doz ve zamanlardaki etkileri ile karaciger
rejenerasyon siirecinde geranioliin etki mekanizmasinin molekiiler ve fizyolojik
diizeyde belirlenmesinin yeni arastirma konular1 olusturmast acisindan oldukca

onemlidir.
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GEREKCE

Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimi/Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi Dog. Dr. Mediha CANBEK ‘in arastirma yliriiticlisii
oldugu 269/2012 kayit numarali ve “Siganlarda parsiyel hepatektomi sonrasi1 karaciger
rejenerasyonuna geranioliin etkisinin NF-xB yolag iizerinden olarak belirlenmesi.”
konulu ¢aligma; tarafimizdan degerlendirilmistir.

1. Deney hayvanlari: Caligmada 42 adet 200-250 gr agirhginda erkek Wistar albino ki
sicanlar kullanilacaktir.
2. Deney Gruplar::
Grup 1: Kontrol grubu (n=7): Bu grup hayvanlara cerrahi ya da enjeksiyon
uygulamalarindan hi¢biri yapilmayacak.
Grup 2: Sham PH 24 saat grubu (n=7): Her hayvanin batin kism1 agilip hepatektomi islemi
yapilmadan kapatilacaktir. 24 saat sonra laporatomi yapilip serum ALT diizeylerini saptamak
i¢in intrakardiyak kan alinacaktir. Karaciger dokulari histolojik ve TNF-q, IL-6 ve NF.xB gen
ekspresyon diizeylerine ve protein quantifikasyonuna bakmak i¢in ayrilacaktir.
Grup 3: Sham PH 48 saat grubu (n=7): Her hayvanin batin kismi agilip hepatektomi
islemi yapilmadan kapatilacak. 48 saat sonra laporatomi yapilip serum ALT diizeylerini
saptamak i¢in intrakardiyak kan alinacaktir. Karaciger dokular1 histolojik ve TNF-a, IL-6 ve
NF.xB gen ekspresyon diizeylerine ve protein quantifikasyonuna bakmak igin ayrilacaktir.
Grup 4: PH 24 saat grubu (n=7): Her hayvanin batin kismi agilarak hepatektomi islemi
gergeklestirilecektir. Her hayvana tek doz SF enjeksiyonu intra peritonal yapilacaktir. 24 saat
sonra laporatomi yapilip serum ALT diizeylerini saptamak i¢in intrakardiyak kan alinacaktir.
Karaciger dokular histolojik ve TNF-a, IL-6 ve NF B gen ekspresyon diizeylerine ve protein
quantifikasyonuna bakmak i¢in ayrilacaktir.
Grup 5: PH 48 saat grubu (n=7): Her hayvanin batin kism1 agilarak hepatektomi iglemi
gergeklestirilecektir. Her hayvana tek doz SF enjeksiyonu intra peritonal yapilacaktir. 48 saat
sonra laporatomi yapilip serum ALT diizeylerini saptamak i¢in intrakardiyak kan alinacaktir.
Karaciger dokular: histolojik ve TNF-a, IL-6 ve NF.xB gen ekspresyon diizeylerine ve protein
quantifikasyonuna bakmak i¢in ayrilacaktir.
Grup 6: Silymarin + PH 24 saat grubu (n=7): Her hayvamin batin kismu agilarak
hepatektomi islemi gergeklestirilecektir. Her hayvana tek doz Silymarin (100 mg/kg)
enjeksiyonu intra peritonal yapilip 24 saat sonra laporatomi uygulanacaktir. Serum ALT
diizeylerini saptamak i¢in intrakardiyak kan alinacaktir. Karaciger dokular: histolojik ve TNF-
a, IL-6 ve NFxB gen ekspresyon diizeylerine ve protein quantifikasyonuna bakmak i¢in
ayrilacaktir.
Grup 7: Silymarin + PH 48 saat grubu (n=7): Her hayvanin batin kismu agilarak
hepatektomi islemi gergeklestirilecektir. Her hayvana tek doz Silymarin (100 mg/kg)
enjeksiyonu intra peritonal yapilip 48 saat sonra laporatomi uygulanacaktir. Serum ALT
diizeylerini saptamak i¢in intrakardiyak kan alinacaktir. Karaciger dokular: histolojik ve TNF-
a, IL-6 ve NFxB gen ekspresyon diizeylerine ve protein quantifikasyonuna bakmak igin
ayrilacaktir.
Grup 8: Geraniol + PH 24 saat grubu (n=7): Her hayvanin batin kismi agilarak
hepatektomi islemi gerceklestirilecektir. Her hayvana tek doz Geraniol (100 mg/kg)
enjeksiyonu intra peritonal yapilacak ve 24 saat sonra laporatomi uygulanacaktir. Serum ALT
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diizeylerini saptamak i¢in intrakardiyak kan alinacaktir. Karaciger dokular: histolojik ve TNF-
a, IL-6 ve NFxB gen ekspresyon diizeylerine ve protein quantifikasyonuna bakmak igin
ayrilacaktir.

Grup 9: Geraniol + PH 48 saat grubu (n=7): Her hayvanin batin kismu agilarak
hepatektomi islemi gergeklestirilecektir. Her hayvana tek doz Geraniol (100 mg/kg)
enjeksiyonu intra peritonal yapilacak ve 48 saat sonra laporatomi uygulanacaktir. Serum ALT
diizeylerini saptamak i¢in intrakardiyak kan alinacaktir. Karaciger dokular1 histolojik ve TNF-
a, IL-6 ve NFxB gen ekspresyon diizeylerine ve protein quantifikasyonuna bakmak igin
ayrilacaktir.

3.

Hepatektomi Islemi: Parsiyal hepatektomi yapilacak deney hayvani, sirt tistii pozisyonda,
sicaklig1 1lik ve sabit olan diseksiyon tablasinda tespit edilip rektal 1s1 kontrolii yapilarak
islem baglatilacaktir. Cerrahi uygulama bélgesi %70’ lik etil alkol ile temizligi yapilip
Higgins ve Anderson’un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi gergeklestirilecektir. Buna
gore, deney hayvamnin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’lik bir orta hat kesisi ile
laporoktomi yapilacak ve karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak karacigerin
yaklastk %68-70 oraninda kiitlesini teskil eden ondeki sag, orta ve sol yan loplar
ayrilacaktir. Bu loplara ait hepatik arter, ven ve safra kanallarinin etrafindan ipek iplik
gegirilerek baglanip, bagin lop tarafindan ve hemen Ustiinden kesim gergeklestirilecektir.
Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivimin hipovolemik etkilerine engel
olunmas: i¢in karin bosluguna steril serum fizyolojik verilecektir. Sonra, kas ve deri
kesileri ayrt ayn fakat devamli olarak 4/0 ipek siitiirle dikilerek laporoktomi bdlgesi
kapatilacaktir ve poviiodeks antiseptik soliisyon ile laporoktomi bélgesi temizlenecektir.
Cerrahi islem gormiis her bir deney hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik,
polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayri koyularak diyet degisikligi
yapilmaksizin 1 hafta boyunca yasatilacaktir.

Anestezi: Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gergeklestirilecektir. Deney gruplarina ait hayvanlar hafif eter anestezisi altinda,
intrakardiyak olarak kalpten biitin kanin alinmast yoluyla 6ldiiriilecektir. Deney
gruplarina ait hayvanlara intramuskular olarak 10 mg.kg™" ksilazin ve 70 mgkg" ketamin
anestezisi uygulanacaktir ve midline laporoktomi gergeklestirilerek karaciger doku
ornekleri aliacaktir.

Parsiyel hepatektominin de ketamin + ksilazin anestezisi altinda yapilacag

belirtilmelidir. Hayvanlarin hayatina son verilme islemi de ayni anestezi altinda
elisamguinasyon seklinde yapilmalhdir.

Kullanilan yontemler uluslararas: standard: olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler

verilmistir. Calismanin yapilmasinda, Komisyonumuzun olumsuz goriisii bulunmamaktadir.
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