PARSIYAL HEPATEKTOMI YAPILMIS SICANLARDA
KARVAKROLUN KARACIGER UZERINE ETKIiLERI

Mustafa UYYANOGLU

DOKTORA TEZi
BiYOLOJi Anabilim Dali
SUBAT 2006



EFFECTS OF CARVACROL UPON THE LIVER OF RATS
UNDERGOING PARTIAL HEPATECTOMY

Mustafa UYYANOGLU

Ph.D. THESIS
Department of BIOLOGY
FEBRUARY 2006



PARSIYAL HEPATEKTOMIi YAPILMIS SICANLARDA
KARVAKROLUN KARACIGER UZERINE ETKIiLERI

Mustafa UYANOGLU

Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Lisansiistii Yonetmeligi Uyarinca
Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Biyoloji Bilim Dalinda
DOKTORA TEZI

Olarak Hazirlanmistir

DANISMAN: Yrd.Do¢.Dr. Mediha CANBEK
Prof.Dr. Eringc ARAL

Subat 2006



i1

Mustafa UYANOGLU’ nun DOKTORA tezi olarak hazirladigi  “Parsiyal
hepatektomi yapilmis sicanlarda karvakroliin karaciger iizerine etkileri” baslikli bu
caligma, jlirimizce lisansiistii yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul

edilmistir.

Uye : Yrd.Dog¢.Dr. Mediha CANBEK

Uye : Prof.Dr. Ering ARAL

Uye : Prof.Dr. Ahmet OZATA

Uye : Prof.Dr. M. Turan AKAY

Uye : Prof.Dr. K. Hiisnii Can BASER

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun .........ccoccooeeinens tarth ve ....cccovenennene.
say1li karariyla onaylanmustir.

Prof. Dr. Abdurrahman KARAMANCIOGLU

Enstiti Miudira




v

OZET

Dogada bulunan ¢ok sayida bitkisel materyal halk tarafindan c¢esitli hastaliklarda
ilag olarak kullanilmaktadir. Bunlardan birisi de kekik bitkisidir. Origanum (kekik)’
dan elde edilen ugucu yaglarin insan saglig1 tizerine ¢esitli etkileri bilimsel olarak ortaya
konmustur. Ancak, ugucu yaglarin viicudun 6énemli organlarindan birisi olan karaciger
lizerine in vivo olarak etkisi ile ilgili aragtirmalar bulunmamaktadir. Arastirmamizda
kekikten saflagtirilan karvakrol isimli ugucu yagin, parsiyal hepatektomi yapilan
sicanlarda karaciger rejenerasyonu lizerine etkisi arastirildi. Ayrica, aragtirmamizda
karaciger rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri bilinen silymarinin etkisi karvakrol ile
karsilastirilarak incelendi. Deneyimizde saglikli Wistar albino siganlar kullanilarak 7
deney grubu olusturuldu. Grup 1 kontrol grubu iken, Grup 2, 3 ve 4 hayvanlarina
laparotomiden 60 dakika dnce sirasiyla tek doz serum fizyolojik, karvakrol ve silymarin
enjeksiyonu; Grup 5, 6 ve 7 hayvanlarina yine laparotomiden 60 dakika once sirasiyla
tek doz serum fizyolojik, karvakrol ve silymarin enjeksiyonu ile %68- 70 parsiyal
hepatektomi yapildi. Cerrahi islemlerden 72 saat sonra karacigerlerin hepatektomi
oncesi ve sonrasinda yas agirliklart alinarak rejenerasyon oranlart hesaplandi.
Karaciger kesitlerinin bir boliimiine Hematoksilin & Eosin (H&E) boyas1 uygulanarak
histolojik degerlendirmeler yapildi ve mitotik indeks ¢ikarildi.  Kesitlere ayrica
Proliferating  Cell Nuclear  Antigen (PCNA) ve Interleukin-6  (IL-6)
immunohistokimyasal boyalar1 uygulandi. Kan ve kemik iligi drneklerinde hiicreler
sayildi. Serum oOrneklerinde biyokimyasal olarak aspartate transaminase (AST) ve
alanine transaminase (ALT) karaciger enzimleri ile; ELISA testi yardimiyla Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) ve Interleukin-6 (IL-6) sitokinlerinin seviyeleri belirlendi.

Serum Orneklerindeki analiz sonuglar1 ve kesitlerden elde edilen veriler
istatistiksel olarak degerlendirilerek gruplar arasinda karsilagtirmalar  yapildi.
Aragtirmamizda intraperitoneal olarak verilen karvakrol ve silymarinin karaciger
rejenerasyon oranini artirdiglr ayrica, uygulamis oldugumuz dozda karvakroliin

karaciger histolojik yapisinda toksik bir etki olugturmadigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Parsiyal hepatektomi, karaciger rejenerasyonu, karvakrol,

silymarin, sican



SUMMARY

There is a large quantity of naturally occurring herbal materials that are
traditionally used by people for their curative properties regarding various diseases.
Origanum (kekik) is one of these herbs. There are several studies reporting various
effects of volatile oils upon human health extracted from kekik. However, no study has
so far investigated their effects on the liver. The present study aims to investigate
possible effects of purified carvacrol obtained from kekik upon the regenerative feature
of the liver subsequent to partial hepatectomy in rats. The carvacrol was tested in
comparison with silymarin, known for its positive effects upon liver regeneration.
Therefore, Wistar Albino rats were divided into seven groups. Group 1 was chosen as
the main control group, while Groups 2, 3 and 4 were chosen as the study groups. Each
of the study groups was given a single dosage of injection of physiological fluid,
carvacrol and silymarin respectively, 60 minutes prior to laparotomy. None of the livers
of the rats in these study groups was dissected. As to partial hepatectomy groups, they
underwent the same injection applications as the aforementioned study groups, in
addition to 68-70% of liver dissection. The rats were slaughtered 72 hours after partial
hepatectomy. Regeneration rates were calculated in consideration of wet weight before
and after hepatectomy. Sections of the liver that had been dyed with Hematoxyline &
Eosin (H&E) were histologically evaluated and a mitotic index was established for this.
Different sections of the same liver tissues were immunohistochemically dyed with
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) and Interleukin-6 (IL-6). Cell count of
blood and bone marrow was performed. Aspartate transaminase (AST) and alanine
transaminase (ALT) levels were biochemically determined in serum samples. Tumour
Necrosis Factor-o (TNF-a) and IL-6 levels were also determined using the ELISA test.

Results of analysis of serum samples and data obtained from the sections were
evaluated statistically and a comparison was achieved between the rat groups involved
in the study. It was concluded that intraperitonally administered carvacrol and
silymarin increased the rate of regeneration of the liver. It was also conlcluded that the
dosage given in the present study did not have a toxic effect upon histological structure
of the liver.

Keywords: Partial hepatectomy, liver regeneration, carvacrol, silymarin, rat
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1. GIRiS

Karaciger viicudun en 6nemli organlarindan birisidir. Karacigerde meydana
gelebilecek herhangi bir fonksiyon bozuklugu viicuttaki tiim sistemleri etkiler.
Kimyasal maddeler, ilaclar, alkol, kazalar, karaciger tiimorleri, viral kdkenli karaciger
hastaliklari, karacigere dogrudan etkili organlarin bozuklugundan kaynaklanan hasarlar
ve cerrahi girisimler gibi ¢cok sayida etken karaciger dokusunun zarar gérmesine neden
olabilir.

Karaciger kendisini onarabilme yetenegi ile viicuttaki diger organlardan daha
avantajlidir. Karaciger ¢esitli nedenlerle zarar gormesi karsisinda, fonksiyonel kiitlesini
tamamlama yoniinde proliferasyon ve replikasyona baglayabilir (Fausto, 2000; Basoglu,
et al., 2000). Karaciger loblarinin bir kisminin cerrahi olarak ¢ikarilmasi (parsiyal
hepatektomi) ve hepatositlerin viriis ya da kimyasallardan zarar gormesi gibi
durumlarda hepatosit replikasyonunun arttig1 goriiliir. Karacigerin, énemli doku kayb1
gibi durumlarda kendisini birka¢ hafta icinde onarabilecek hiicreler arasi essiz bir
etkilesim ve karmasik bir mediatdr ag bulunur. Insan ve hayvanlarda deneysel olarak
parsiyal hepatektomiden sonra rejenerasyonun ve karacigerin yeniden yapilanmasi i¢in
endokrin, parakrin ve otokrin etkilesimler gerekir (Tang, et al., 1997; Andiran vd.,
2000). Sicanlarda parsiyal hepatektomiden sonra, gen ekspresyonu baglar ve hepatik
rejenerasyonu diizenleyici, biyolojik olarak aktif maddeler serbest birakilir. Bu
maddelerin birbirleriyle olan iliski ve baglantilar1 son derece hassas ve karmasik bir
denge olusturur. Karacigerin iyilesme siirecinde bu denge kendiliginden korunur.

Tibbi olarak, hasar gormiis karacigerin daha ¢abuk iyilestirilmesi i¢in ¢esitli ilag
uygulamalar yapilir. Ancak, bir ¢ok kimyasal ila¢ tedavisinde oldugu gibi yan etkiler
kacimilmazdir. Bu nedenle, son yillarda dogal maddelerin kullanimi1 yayginlagsmistir.
Bu maddelerin biiyiik cogunlugunu dogadaki bitkiler olusturur ve bunlar normal olarak
halk tarafindan kullanilir. Ornegin, karaciger saglhig1 icin kullanilan ve bilimsel olarak
yararlar1 kanitlanmig bir madde olan silymarin, Silybum marianum bitkisinden elde
edilir. Silymarinin karaciger rejenerasyonu iizerindeki olumlu etkileri bilinmektedir.
Kekik bitkisinin suyu da karaciger sagligi icin halk tarafindan tiiketilmektedir. Kekik

bitkisinde timol ve karvakrol bol miktarda bulunan ugucu yaglardir. Bunlar ile yapilmis



in vivo ¢alismalarin sonuglarina gore antioksidan ve antibiyotik 6zellikleri ortaya
konmustur. Ancak, bu ugucu yaglardan karvakroliin karacigeri koruyucu ve iyilestirici
etkileri konusunda arastirmalar bulunmamaktadir.  Bu nedenle arastirmamizda
karvakrol ve silymarinin siganlarda parsiyal hepatektomiden sonra, karaciger
rejenerasyonu lizerine etkilerinin in vivo olarak karsilastirilarak arastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Cesitli nedenlere bagli olarak karaciger loblarinda eksilme olmasiin sistemik
etkileri bulunmaktadir. Ciinkii karacigerin, her zaman viicudun metabolik aktivitesine
cevap verebilecek biiyiikliikte olmasi gerekmektedir.  Karacigerin restorasyonu
stirecinde, karaciger agirhigr viicut agirlign ile istatistiksel olarak orantili gelismektedir
(Higgins and Anderson, 1931; Borowiak, et al., 2004). Ornegin karaciger agirlig
sicanlarda, viicut agirliginin %4’ linii teskil etmektedir (Palmes and Spiegel, 2004).

Parsiyal hepatektomiden sonra karacigerin fonksiyonel kapasitesi kadar kendi
biiyiikliigiiniin de 6nemli olmasi, rejenerasyonu baslatici ve durdurucu etkenler arasinda
cok 1iyi bir dengenin olugsmasina neden olmaktadir. Rejenerasyon siirecinde karaciger
kiitlesi, viicudun fonksiyonel olarak istediginden daha biiyiik miktara ulasirsa viicut
kendi ihtiyacina gore karaciger kiitlesini azaltmaktadir (Kay and Fausto, 1997; Fausto,
2000; Hou, et al., 2003). Karacigerdeki kiitlesel fazlalik, Andreeff, et al., (2000)
tarafindan  “programlanmig hiicre Olimi” olarak tanimlanan apoptozis ile
azaltilmaktadir.  Karaciger doku naklinde (transplantasyon), viicudun fonsiyonel
ihtiyacindan daha fazla karaciger nakledilirse benzer sekilde bir restorasyon
gerekmektedir. Ayrica ilag etkisi ile karacigerde olusan hiperplazi ve hipertrofide,
etkenin uzaklastirllmasi durumunda, ihtiyagtan daha fazla olan karaciger, biiyiime
uyarisinin geri ¢ekilmesiyle kiitlesel azalmay1 gergeklestirir (Fausto, 2000; Galun and
Axelrod, 2002). Karaciger transplantasyonunda aliciya (dondr) kiiciik bir karaciger
parcasinin nakli ya da vericiden biiyiikk bir karaciger parcasinin alinmasi karaciger
yetmezligine neden olur. Parsiyal hepatektomi yapilan si¢anlarla ilgili elde edilen bu
bulgunun, ortalama viicut agirligina gore, alman karaciger kiitlesinin miktarinin ne
kadar 6nemli oldugu hakkinda bilgi vermektedir (Mimuro, et al., 2002). Palmes and
Spiegel’ in (2004) yaptiklar1 ¢alismada, karacigerinin %90’ 1 alinan tiim siganlar, akut
organ yetmezligi nedeniyle Olmiiglerdir. Gaub and Iversen (1984) ise yaptiklari
arastirmada, boyle bir durumda mortalitenin ancak farkli uygulamalarla
diisiiriilebilecegini gozlemislerdir. Sinuzoidlerdeki fonksiyonel yetersizligin bir diger
sebebi, kiitlede degisme olmadan hiicre ve dokularin nekroz olmasidir. Kay and Fausto’

ya (1997) gore toksik ajanlar ve virlisler tarafindan meydana getirilen akut karaciger



yetmezligi ile asir1 hiicre Olimlerinde meydana gelen kiitlesel hepatik nekroz,
karacigerdeki fonksiyonel yetersizligin diger bir sebebidir. Kiitlesel hepatik nekroza,
endotel hiicrelerinin yikimiyla endotoksinler tarafindan olusturulan intrasinusoidal
fibrin neden olmaktadir (Mochida, et al., 1990; Aoki, et al., 2001).

Diizenli karaciger biiytimesi ile ilgili ¢aligmalar, hayvanlarda parsiyal hepatektomi
ya da kimyasal hasara maruz birakma bi¢imindedir. Deneysel olarak parsiyal
hepatektomi, karacigerin yaklasik %67-70° inin ¢ikartilmasi seklinde uygulanmaktadir
(Borowiak, et al., 2004). Sicanlarda karacigerin, kiitlesel olarak 2/3’ lik parcasinin
alinmasinin, rejeneratif uyar1 anlaminda optimum bir oran oldugu ve bu oranin alt ya da
ist degerlerinde yapilacak bir parsiyal hepatektominin rejenerasyonu yavaslatabildigi
yaymlanmstir (Palmes and Spiegel, 2004). Insanlarda da tiimérlerin gikartilmasi ya da
transplantasyon i¢in parsiyal veya lobar kesimler yapilmaktadir (Kay and Fausto, 1997).
Deneysel olarak sican karacigerinde yapilan ¢aligmalarda %30 parsiyal hepatektomi i¢in
sadece sol yan lob kesimi yapilirken (Aoki, et al., 2001), %67-70 (2/3) i¢in Higgins ve
Anderson teknigiyle ondeki iki lob kesilmektedir (Higgins and Anderson, 1931; Palmes
and Spiegel, 2004)(Sekil 2.1). Arastirmalara gore, %70-90 parsiyal hepatektomiden
sonra kalan karacigerin orjinal hacmi siganlarda 10-14 (Aoki, et al., 2001), insanlarda
da 21 giin ig¢inde geri kazanilmaktadir (Andiran vd., 2000; Gaglio, et al., 2002; Fausto
and Campbell, 2003). Ayrica, %70 karaciger kiitlesinin alinmasindan sonra geriye
kalan karaciger agirligi, cerrahiden sonraki ilk 48-72 saat i¢inde iki katina
yiikselmektedir (Ebrenfried, et al., 1997; Li, et al., 1999; Shimizu, et al., 2001).
Deneysel parsiyal hepatektomi ¢aligmalarinda karaciger agirlik dl¢iimlerinin yapilmasi,
rejenerasyon oraninin belirlenmesi agisindan énemlidir (Altun ve Ozalpan, 1998; Aoki,
et al., 2001; Hou, et al., 2003). Sicanlarda parsiyal hepatektomi ile alinan loblar tekrar
olusup gelisemez ancak, kalan loblar hiicresel hiperplazi ile biiylime gdstererek
fonksiyonel doku boyutuna gelir (Higgins and Anderson, 1931; Palmes and Spiegel,
2004; Fernandez, et al., 2004). Kiitlesel biiyiikliige erismis olan karacigerin seklinin,
hepatektomi Oncesi orijinal sekile benzememesi viicut i¢in gerekli olan karaciger

fonksiyonlar1 agisindan 6nemli olmamaktadir (Fausto and Campbell, 2003; Palmes and

Spiegel, 2004).
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Sekil 2.1 Parsiyal hepatektomi oranina gore si¢an karaciger anatomisi. Gri: kalan
fonksiyonel karaciger loblari, beyaz: Fonksiyonel olmayan karaciger
loblar1 (Palmes and Spiegel, 2004).

Karaciger cerrahisindeki ilerlemeler hepatektominin tekrarlanmasini miimkiin
hale getirmistir. Cerrahi islem olmaksizin uygulanan yontemlerde 6nemli ilerleme
kaydedilmesine karsin, hepatektominin tekrarlanmasi, yeniden ortaya ¢ikan ya da
metastatik olan tiimdrlerin tedavisinde &nemli bir rol oynar. Ikinci bir hepatektomi,
tekrarlanan karaciger hiicre karsinomalarinda ve karsinomlarin kolon ya da rektum
kaynakl1 olup metastazla karacigere ulasmas1 durumlarinda gereklidir. Ikinci parsiyal
hepatektomiden sonraki mortalite ve hayatta kalma oranlari, ilk hepatektomi ile
benzerdir. %70 parsiyal hepatektomiden iki hafta sonra, siganlarin rejenere olan
karacigerlerinin omental ve sag inferior loplarmin c¢ikarilmas: (%30 parsiyal
hepatektomi) seklinde ikinci parsiyal hepatektomi yapilmasi sonucunda, karaciger

kiitlesini ilk parsiyal hepatektomiye gore daha yavas bir biiyiime ile geri kazanmaktadir.



Sonugta gecici bir karaciger fonksiyon yetmezligi olmasina ragmen iyilesme gerceklesir
(Aoki, et al., 2001).

Karacigerin pek ¢ok deneysel caligmaya konu olmasinin en biiyiik sebeplerinden
birisi rejenerasyon ve kendisini yenileyebilme 6zelligine sahip olmasidir. Karacigerin
sahip oldugu bu onemli Ozelliginde hangi mekanizmalarin rol oynadigi merak
edilmektedir. Bu nedenle karacigerin islevi ve yapis1 hakkinda ¢ok sayida aragtirma

yapilmis ve yapilmakta olup, merak edilen 6zellikleri anlagilmaya ¢alisilmaktadir.

2.1. Karaciger Lobiilii ve Kok Hiicreler

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 icine girerek karacigeri lobiillere ayirir. Lobiillerin
birlestigi yerlerde bag dokusu artar. Enine kesitlerde {iggen bi¢ciminde secilen bu alan
arter, ven ve safra kanali (portal triad)’ nm1 i¢eren portal alan/aralik (Glisson iiggeni=
Kiernan araligi)’ dir (Sekil 2.2). Karacigerde sekillenmis ii¢ tip lobiil vardir. Bunlar
portal lobiil, karaciger asinusu ve klasik lobiildiir.

Portal lobiil, safra salgilanis1 gézoniine alinarak ii¢ klasik karaciger lobiiliiniin
merkezlerindeki vena sentralislerin birlestirilmesiyle sinirlar1 ¢izilen {iggen bigimli
yapidir. Portal aralik i¢indeki bir safra kanalina safra veren farkli klasik lobiillere ait
komsu karaciger hiicreleri portal lobiil olarak gruplanir.

Karaciger asinusu, karacigerde iki komsu klasik lobiil i¢inde ayni interlobiiler
venden kanlanan hiicre gruplan tarafindan olusturulur. Karaciger asinusu, iki komsu
klasik lobiiliin vena sentralisleri ile bu lobiillerin birlestigi kenarin iki ucunda bulunan
portal araliklar arasinda sinirlanmis alandir.

Klasik lobiil, enine kesitlerde altigen sekilli olarak secilen, her kdsesinde portal
aralik ve ortasinda lobiile giren kanin toplandig1 vena sentralis bulunan yapidir. Vena
sentralis c¢evresinde 1sinsal seyirli, birbirleriyle anastomozlasan, dallanan karaciger
hiicreleri (hepatosit) retikulum olusturur. Tek bir hiicre kalinligindaki karaciger hiicre

kordonlarina Remark kordonlart denir. Bu sekilde bi¢imlenmis yapi klasik karaciger



lobiiliidiir. Remark kordonlari arasinda, safra kanallari, retikulum lifleri ve portal
aralikta bulunan vena porta ile arteria hepatika dallarinin kanlarini bosalttiklar lobiil i¢i
kan kapillerleri (sinusoid) bulunur. Vena sentralise agilan sinusoidlerin duvarlarinda
endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri yer almaktadir. Elektron mikroskobunda
hepatosit ile endotel arasinda secilen ve retikulum lifleri ile birlikte kan plazmasinin
bulundugu perisinusoidal aralik (Disse araligi= subendotelyal aralik) yer alir. Disse
aralig1 icinde hem Kupffer hem de endotel hiicrelerinden tiireyebilen Ito hiicreleri (yag
depolayan hiicre= ekstra-vaskiiler retikiiler hiicre) mevcuttur. Remark kordonlarindaki
hepatositlerin arasinda, duvarlarin1 hepatositlerin olusturdugu safra kanalikiilleri yer
alir. Klasik lobiilin periferinde, safra kanalikiillerinin duvarlari1 olusturan
hepatositler, acik eozinofili gosteren kiibik sekilli hiicrelere doniisiir ve “Hering kanal1”
n1 olusturur (Paker, 1993)(Sekil 2.2).

Hepatositlerin kanlanmasindaki 6zellik dikkate alinarak fonksiyonel agidan
hepatositleri iic zona ayirmak miimkiindiir (Paker, 1993). Klasik karaciger lobiiliiniin
cevresinde periportal zon (kenar bolge= periferik zon) bulunur. Periportal zondan sonra
merkeze dogru sentrilobiilar zon (ara zon) yer alir. Vena sentralis ¢evresindeki ilk {i¢
sira hiicreden olugsmus dar bolge sentral zondur (Paker, 1993; Fausto and Campbell,
2003)(Sekil 2.2). Sentral zondaki hepatositler sentrilobiiler hepatositlerden farkli olarak
glutamin sentetaz (GS) iiretir (Fausto and Campbell, 2003). Karaciger lobiiliindeki
periportal zondaki hepatositler glikoneojenez ve glikojenoliz olaylarinda; sentrilobiiler
zondaki hepatositler de glikoliz olay1 ve glikojen sentezinde aktiftirler.

Vena sentralis ¢evresindeki hiicreler GS aktivitesiyle amonyagi metabolize edip
iireye cevirirler. Periportal bolgedeki hepatositler ise iireyi uzaklastirirlar. Karacigerin
farkli bolgelerinde bu ve benzeri sekilde farkli hiicresel cevaplarin olmasi nedeniyle
rejenerasyon yoniinden lobiil ici farkliliklar da olabilmektedir. Ornegin sentral ve
periportal zonlarda yer alan hepatositlerde oksijen miktarlarinin birbirlerinin yarisi
kadar olmasi nedeniyle oksijen bagimli transkripsiyon faktorleri farkli etkiler
gostermektedir (Fausto and Campbell, 2003). Karaciger lobiiliiniin portal alani
yakinlarina yerlesmis olan hepatositler, hiicre dongiisiiniin S fazina vena sentralis
cevresine yerlesmis olan hiicrelerden daha hizli bigimde erisirler (Kay and Fausto,
1997). Hepatosit proliferasyonu periportal zonda baslayip 36-48 saat i¢inde perisentral
zona ulasir (Mimuro, et al., 2002; Palmes and Spiegel, 2004) ve yaklasik 7 giinde de



tipik karaciger lobiilleri yapilanir (Palmes and Spiegel, 2004). Bu bilgiler, karaciger
rejenerasyonunu yonlendiren faktorler ile bunlarin verdigi sinyallerin lobiil i¢indeki etki

ve durumlarini ortaya koyar niteliktedir.

sitmisoidler

wetia
sentralis
/ ' -?“\ch'ﬂal
f e, dlan
-pu:nrtal 2
alan

; R BN
CEBEe 6 Jponal BN
f,_j petiportal sentrlobilar  G3 | ;
At 6-% hilcre  2-10 hilcre 1.3 hilcre heplat:ik
atter dah

Sekil 2.2 Karacigerde histolojik olarak altigen yapida goriilen lobiiller ve lobiil
yapisi (Fausto and Campbell, 2003).

Kiiltiir ortamindan bazi biiyiime faktorlerinin ¢ikartilmasi sonucunda hepatositler
DNA replikasyonu yapamazlar. Ciinkii, kiiltiir ortaminda hepatosit replikasyonu
siradan kosullar altinda ¢ok siirhidir. Diger taraftan, hepatositlerin replikasyonu in
vivo ve in vitro ¢alismalarda bir ya da iki dongiiden ileriye gegmemektedir (Borowiak,
et al., 2004).

Karaciger hasar1 ve transplantasyon ile ilgili in vivo deneylerin sonuglarina gore,
hepatositler ¢ok yiiksek bir replikasyon kapasitesine sahiptirler. Bu da kok hiicrelerden
kaynaklanmaktadir (Fausto, 2000). Kemirgen ve insanlarda projenitor ya da
karacigerde kok hiicre populasyonu bulunmaktadir. Mitojenik anlamda bir hareketlilik

gostermeyen kok hiicrelerin karacigerde Hering kanallarinda yerlesim gdosterdikleri



varsayllmaktadir (Kay and Fausto, 1997; Fausto and Campbell, 2003)(Bkz. Sekil 2.2).
Bu nedenle karaciger dokusu rejenerasyon gosteren barsak epiteli, deri ya da kemik iligi
gibi dokulardan farklidir (Ankoma-Sey, 1999; Vogten, 2004). Epitel hiicrelerinin
sirekli boliinme gostermelerine karsilik, karacigerdeki kok hiicreleri sadece
hepatositlerin ya da safra kanali hiicrelerinin hasar gérmesi gibi hallerde boliinme
gosterirler ve bu 6zelliklerini sonra yavasga kaybederler. Hepatositler periportal zondan
vena sentralise dogru go¢ ederler ve bu gog siiresince farklilasmazlar (Kay and Fausto,
1997). Bu nedenle karacigerde hiicre boliinmesinin bir merkezi yoktur. Mitotik
aktivite, hiicre gogii ve farklilagmanin ardindan yeni lobiiller olusur. Boylece karaciger
agirligt hizli bir sekilde normal durumuna gelir (Higgins and Anderson, 1931).
Hepatositlerin replikasyonu bloke edildiginde ya da geciktiginde kok hiicreler boliiniir.
Buna paralel olarak epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleri gibi
parankimal olmayan hiicreler de kok hiicre ozelligi gostererek dokudaki eksikligi
tamamlarlar (Kay and Fausto, 1997). Galun and Axelrod (2002) g¢alismalarinda,
karacigerdeki kok hiicreleri “oval hiicreler” olarak adlandirarak, aym1 zamanda
hepatositleri ve safra kanali hiicrelerini olusturduklar1 i¢in “bipotansiyel projenitor
hiicreler” olarak tanimlarlar. Kok hiicreleri, karacigerde meydana gelebilecek genis
caplt hiicre ya da hiicre dis1 matriks hasarlarinda aktive olurlar (Kay and Fausto, 1997).
Tek basina parsiyal hepatektomi uygulamasi sonrasinda kok hiicreler aktiflesmemekte,
parsiyal hepatektomi yanisira kimyasal hasar olusturuldugunda aktiflesmektedir.
Ayrica hepatositler gibi kok hiicreleri de biiyiime faktorlerine cevap verirler ancak,
ekspresyon farkliliklar1 vardir. Buna benzer baska farkliliklar ortaya konuldugunda,
kok  hiicrelerin  karaciger rejenerasyonu  agisindan durumu net  olarak
aciklanamamaktadir.  Bu nedenle, son yillardaki arastirmalar kok hiicrelerinin
rejenerasyon siirecindeki yerinin ortaya konmasi yoniindedir (Fausto and Campbell,
2003).

Genel olarak karacigerde rejenerasyonun baslamasi, ilerlemesi ve kontrolii tim
karaciger hiicreleri tarafindan saglanir. Boliinmekte olan hepatositler, parankimal
olmayan hiicreler (Kupffer hiicreleri, endotel hiicreleri, Ito hiicreleri) ve hiicre disi
maddeler arasindaki iliski de rejenerasyonun diizenlenmesinde O6nemli rol oynar

(Fondevila, et al., 2003; Vogten, 2004). Molekiiler seviyede yapilan arastirmalarda
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karacigerde gozlenen iligkiler ve bu iliskilerde gorev yapan faktorler hakkinda daha

fazla bilgi edinilmektedir.

2.2. Karaciger Rejenerasyonunda Etkili Molekiiler Faktorler

Sitokinler ve biiyiime faktorleri hepatik rejenerasyon ile iliskili olan biyolojik
maddeler olup, hepatik rejenerasyonu uyarip tetikleyenler ve durduranlar olarak

gruplandirilirlar (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-o (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-p (TGF- )
Interleukin- 1 (IL- 1)

Activanlar, inhibinler
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Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a), Interleukin-6 (IL-6), Hepatocyte Growth
Factor (HGF) ve Transforming Growth Factor-a (TGF-a)’ nin hepatik rejenerasyonu
tetiklerken, Interleukin-1 (IL-1), Transforming Growth Factor-f (TGF-B) ve aktivin ise
baslamis olan rejenerasyonu bloke ederler (Kay and Fausto, 1997; Ankoma-Sey, 1999;
Andiran, et al.,, 2000; Hou, et al., 2003). Bunlarin yaninda dolayli olarak insiilin,
ndrepinefrin, gastrin, prostoglandin E,, kalsiyum ve D vitamini gibi komitojen
maddelerin de temel mitojenler varhiginda karaciger rejenerasyonu lizerine Onemli
etkileri vardir (Michalopoulos and Defrances, 1997; Ankoma-Sey, 1999; Andiran, et al.,
2000).

Hepatositlerin in vitro olarak HGF, Epidermal Growth Factor (EGF) ve TGF-a
bliylime faktorlerine tam cevap verebilmesi icin ortamda ilk olarak TNF-a ve IL-6
sitokinleri ile sitotoksitite engelleyici diger ajanlara gerek vardir (Fausto, 2000; Galun
and Axelrod, 2002).

TNF-o0 karaciger rejenerasyonu sirasinda Kupffer hiicrelerinin senteziyle
olusturulan proinflamator bir sitokindir ve serumdaki kaynagi sadece Kupffer hiicreleri
degil alveolar makrofajlar da olabilmektedir (Scotte, et al.,, 1997). Parsiyal
hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonu, TNF-a iiretiminin baskilanmasiyla
inhibe edilmektedir (Watanabe, et al., 2001). Bunun tersine TNF-o’ nin asir1
ekspresyonu sonucunda hepatositler hiperplazi gostererek, karaciger agirliginin viicut
agirhigina gore ihtiyactan daha fazla artmasimma neden olmaktadir. Ancak, yash
hayvanlarda ytliksek boliinme aktivitesi devam ederken, hiicrelerin is giiciiniin ytliksek
olmasi sayesinde bu oran dengede tutulabilir. Ancak, bu hayvanlarin yaklasik %85
kadarinda hepatik adenoma ve karsinomalar tesekkiil etmektedir (Kay and Fausto, 1997;
Fausto and Campbell, 2003). Serbest oksijen radikalleri (SOR) ve glutatyon igerigi,
TNF-o’ nin hepatositler tizerine proliferatif ya da apoptotik etkilerinden hangisini
uygulayacagini belirler (Fausto, 2000). TNF-o’ nin bu islevi yerine getirirken,
apoptotik veya anti-apoptotik intraselliiler proteinlerin olusumunu saglayan bax, bcl-x,
bcl-2 gibi genlerin aktivasyonu lizerine etkilidir (Galun and Axelrod, 2002). TNF-o’
nin inhibitorii olan bir antijen kullanilarak s6z konusu genlerin aktivasyonlari
durdurulabilir. Galun and Axelrod’ a (2002) gore, bu molekiiliin TNFR-1 ile TNFR-2
olmak {tizere iki hiicre yiizey reseptorii bulunur ve bu reseptorlerin bloke edilmesi

durumunda TNF-a fonksiyonel durumunu yitirir. Yapilmis olan bir aragtirmada,
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TNFR-1 eksikliginde, farelere CCls enjeksiyonu yapilarak karaciger hasari
olusturulmasina ragmen, hepatositlerdeki DNA sentezi inhibe olmaktadir (Yamada and
Fausto, 1998).

HGF, “scatter faktor” olarak da bilinen ve sigan kan pulcuklarindan oldugu kadar
karaciger yetmezligi olan hastalarin plazmalarindan da izole edilebilen bir molekiildiir
(Kaibori, et al., 2000). Aoki, et al.” a (2001) gore, HGF karaciger rejenerasyonunun
kontrol ve diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Bu Onemli rolii ise karaciger
rejenerasyonunda ozellikle yiiksek diizeyde mitojen nitelik gostermesidir (Panis, et al.,
1998). Bu molekiill hem in vitro hem de in vivo sartlarda biiylime faktorii olma
0zelligini devam ettirir (Akino, et al., 2005). Rekombinant HGF, primer kiiltiirde sigan
ve insan hepatositleri i¢in potansiyel bir mitojendir. HGF, parsiyal hepatektomi
yapilan, kimyasal hasarli ve akut hepatitli sicanlarda daha fazla hasarin olusmasina
engel olmak i¢in karaciger rejenerasyonunu uyarir (Kaibori, et al., 2000). %30 parsiyal
hepatektomi yapilmis hayvanlarda, karacigere infiizyon ile ¢ok az miktarlarda HGF ve
TGF-a verildiginde DNA sentezinde biiylik artiglar olmaktadir. Fakat, ayn1 uygulama
hi¢ hasara ugratilmamis karacigerde bu sonuca neden olmaz (Kay and Fausto, 1997;
Fausto and Campbell, 2003). HGF sicanlarda, parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 6
saatte karaciger tarafindan iretilir (Kay and Fausto, 1997). Parsiyal hepatektomiden
sonraki ilk 18-24 saat icinde HGF mRNA seviyesi en list diizeye ulasir ve buna paralel
olarak akciger ve dalak gibi organlarin mezensimal hiicrelerinde de mRNA
ekspresyonunu artirir (Ankoma-Sey, 1999). HGF karacigerde parankimal olmayan
hiicrelerde ve 6zellikle yag depolayan hiicrelerde iiretilir (Aoki, et al., 2001). Ankoma-
Sey’ e (1999) gore, HGF hepatositler haricindeki intrahepatik ve ekstrahepatik
mezengimal hiicrelerde tretilir ve hepatositler {izerine mitojenik etkileri de endokrin ve
parakrin etkilesim seklindedir. HGF gibi baz1 biiylime faktorlerinin en dnemli kaynagi
pankreasin ekzokrin kismi oldugu i¢in, HGF parakrin mekanizmayla hepatositler
tizerine etkilidir.  Pankreatektomi ile birlikte parsiyal hepatektomi uygulanmis
deneklerin karacigerlerinin rejenerasyonu ve iyilesmesinde gerileme olmaktadir. (Tang,
et al., 1997). HGF’ nin mitojen etkisi sadece hepatositler ile sinirlt olmayip farkl hiicre
tipleri iizerine de benzer etkiler yapar (Ankoma-Sey, 1999). HGF’ nin bu sekilde farkli
hiicrelerde benzer etkisi heniiz netlik kazanmamakla birlikte, bu faktoriin hiicre ylizey

reseptorlerinin hedef hiicrelerde bulunmasindan kaynaklanmaktadir. HGF transgenik
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farelerde asir1 iretilirse kiiciik hacimli, diploid ve replikasyon o&zelligini devam
ettirebilen hiicrelerin sayisal oranlar1 artar ve biiyiik bir karaciger gelisimine neden olur.
Parsiyal hepatektomiden sonra tiimoéral bir olusum gozlenmemektedir ve yiiksek
miktarda HGF tiimor biiylimesini inhibe edici 6zellik gostermektedir (Kay and Fausto,
1997). HGF muhtemelen apoptotik molekiiler sinyalleri etkileyerek karaciger
rejenerasyonunu hizlandirmaktadir (Galun and Axelrod, 2002).

IL-6 sicanlarda parsiyal hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonunu uyaran
onemli bir mitojen ve anti-apoptotik faktordiir (Fausto, 2000; Galun and Axelrod,
2002). Rejenerasyon uyarisina cevap verirken, TNF-a aktivasyonuyla etkinlik kazanan
IL-6, farkli hedef hiicre tipleri {izerine ¢ok yonlii biyolojik aktiviler gosteren pleiotropik
bir sitokindir (Scotte, et al., 1993). Bu sitokin, hemapoietik sistem diizenlenmesinde,
lenfosit fonksiyonlarinda ve hiicre farklilasmasinda gorev alan énemli bir mediatordiir.
Sicanlarda parsiyal hepatektomiden sonraki 24-48. saatler arasinda IL-6’nin serum
konsantrasyon seviyesi artar (Salazar-Montes, et al., 1999; Ankoma-Sey, 1999;
Borowiak, et al., 2004). IL-6" nin fizyolojik miktar1 rejenerasyon i¢in gereklidir ancak,
fazla IL-6 bliyiime durdurucu onkogenleri uyararak rejenerasyonun bozulmasina neden
olabilir (Kaya vd., 2002). Inflamator sitokinlerin énemli kaynagi Kupffer hiicreleri
(Ankoma-Sey, 1999) ve sinusoidlerdeki endoteldir (Aoki, et al. 2001). Ayrica, TNF-a,
IL-6 ve HGF ile heparine bagli EGF’ nin temel kaynagi, karacigerdeki parankimal
olmayan hiicreler de olabilmektedir (Fausto and Campbell, 2003). Scotte, et al.” a
(1993) gore, IL-6 sitokininin hepatosit biliylimesi iizerine etkisi otokrin mekanizma ile
olabilir. Ayrica IL-6’nin karacigeri toksik hasarlardan korumada da 6nemli rolii vardir
(Debonera, et al., 2001).

Sican ve farelerde tiikriik bezlerinden salgilanan EGF, hepatositler i¢in temel bir
mitojendir (Ankoma-Sey, 1999). Arastirmaciya gore, EGF’ nin plazmadaki seviyesi
diiserse parsiyal hepatektomi yapilmis sicanlarda karaciger rejenerasyonu son
bulmaktadir. Bir diger temel mitojen olan TGF-a ise EGF’ den daha sonra
rejenerasyona katilir ve HGF gibi parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 6 saatte karaciger
tarafindan tretililir (Kay and Fausto, 1997). Hepatositler tarafindan sentezlenen TGF-a
otokrin uyari ile etki eder (Scotte, et al. 1997; Ankoma-Sey, 1999; Fausto and Campbell
2003) .
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Hiicre donglisiinde yer alan ve potansiyel transkripsiyon faktorlerinden olan
Signal Transducers Activators of Transcription (STAT;)’tin aktivasyonu IL-6
sitokininin serbest kalmasima ve EGF’ nin uyarisina baghdir (Ankoma-Sey, 1999;
Fausto, 2000; Debonera, et al., 2001; Vogten, 2004). Bu ag¢idan hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde IL-6 varlig1 oldukc¢a 6nemlidir (Salazar-Montes, et al., 1999). Sicanlarda
parsiyal hepatektomiden sonraki 30 dakika ve 3. saatler arasinda STAT;’ iin seviyesi
yiiksektir. STATj5’ iin hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve pek ¢ok sistemde hiicrelerin
G1’ den S fazina gecislerinde 6nemlidir. Hepatositlerin G1’den S fazina gecisinde,
HGF ve TGF-a biiyiime faktorlerinin de varliginda STAT; aktivasyonu gereklidir
(Ankoma-Sey, 1999).

Karacigerde rejenerasyonu durduran ve biiylimeye engel olan Onemli
sitokinlerden ikisi TGF-B ile IL-1" dir. TGF-B’ nin karacigerde parankimal olmayan
hiicreler tarafindan tretilir (Ebrenfried, et al., 1997; Date, et al., 1998; Lee, et al., 2003).
Karacigerde normal ya da patolojik durumlarin her ikisinde de bu sitokin 6nemlidir.
Hepatositler iizerine parakrin yolla etkili olan TGF-B’ nin biiylime durdurucu 6zelligi ile
ilgili in vitro ¢alismalar vardir (Date, et al., 1998; Nakamura, et al., 2004). In vitro
ortamda konsantrasyonu artirtlan TGF-f3 oksidatif strese neden olur ve daha fazla
hepatosit apoptozisine yol agar.

IL-1 molekiilii de akut faz cevabinda TNF-0, IL-6 gibi olusturulan
proinflamatuvar bir sitokin olarak tanimlanir. Buna ek olarak, yine diger sitokinler gibi
cok yonlii fonksiyonlar1 olan bir molekiil olarak ifade edilir. En 6nemli fonksiyonu
karaciger rejenerasyonunun diizenlenmesinde biiylimeyi durdurucu etkisidir (Scotte, et
al.,, 1997). Karabelyos, et al. (1999), IL-1 ve TNF-a, karaciger rejenerasyonunda
apoptozise engel olarak rejenerasyonun siirekliligini saglayan sitokinlerdir.

Karaciger rejenerasyonunun tetiklenmesi, durdurulmasi ya da kontroliiniin
saglanmasinda 6nemli tiim bu faktorlerin birbirleriyle olan karmasik iligkilerinin agiklik
kazanmasi, rejenerasyonun daha anlasilir olmasmi saglayacaktir.  Karacigerde
rejenerasyona neden olabilecek herhangi bir uyaricinin varlifinda meydana gelen

hiicresel olaylar zinciri, rejenerasyon mekanizmasinin sekillenmesine olanak saglar.
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2.3. Karaciger Rejenerasyonunun Mekanizmasi

Karaciger rejenerasyon uyarisi gelmeden dnce hepatositlerin hemen hemen hepsi
Gy fazinda bulunurlar (Ebrenfried, et al., 1997; Ankoma-Sey, 1999; Palmes and Spiegel,
2004). Hiicre dongiisiiniin, uyariin gelmesinden sonra ilerleme fazindan ¢ok, baslama
fazinin biiyiime faktorlerine gereksinimi vardir (Kay and Fausto, 1997). Transkripsiyon
faktorii olan Nuclear Factor-«B (NF-kB) (Kay and Fausto, 1997; Fausto and Campbell,
2003), STATs, Nuclear adaptor protein complex-1 (AP-1) ve sitokin diizenleyici
olabilecegi diisiiniilen enhancer binding protein 3 (C/EBPJ) karaciger rejenerasyonunun
baslamasinda 6nemli rol oynarlar. Bu molekiiller baslangicta TNF-o tarafindan
uyarilirlar (Fausto, 2000; Borowiak, et al., 2004) (Sekil 2.3, Sekil 2.4). Bu nedenle
deneysel olarak TNF-a ve bu sitokinin uyardigt IL-6 miktarinin biyokimyasal
yontemler ile belirlenmesi, parsiyal hepatektomi sonrasinda rejenerasyon durumu ile

ilgili bilgi verir (Watanabe, et al., 2001; Hou, et al., 2003).

Birnime faktorler
HGF, TGE-o
i Hetleme
! T
i =
¥
Baglama
E—
Sitokinler /"__b -,
——" GO Gl (2

Sekil 2.3 Karaciger rejenerasyonunun baslama ve hiicre dongiisiinden olusmus
ilerleme fazlar1 (Fausto, 2000).
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Parsiyal hepatektomi ya da kimyasal maddeler ile olusturulan karaciger
hasarindan sonra Kupffer ve endotel hiicreleri tarafindan TNF-o ve IL-6 {iiretimi
baglatilir. IL-6 iiretimi TNF-a tarafindan uyarilmaktadir. IL-6 ve 6zellikle TNF-a ile
birlikte karacigerden (HGF) ve ¢evre organlardan gelen biiylime faktorlerinin (pankreas
> HGF; duedonum > EGF; adrenal bez > norepinefrin) etkisiyle SOR {iretimi saglanir
(Fausto, 2000; Taub,) . Bir ¢ok hiicre tipinde bulundugu gibi hepatositlerde de bulunan
ve p65- p5S0 protein alt iinitelerinden olusmus NF-kB molekiilii normalde inaktiftir. Bu
durum molekiiliin p65 tiinitesine bagli IxB inhibitoriinden kaynaklanmaktadir. SOR
aracilifiyla IKK enzim kompleksi tetiklenerek IxkB molekiiliinii katalizlemesi ve NF-
kB’ den kopmas1 saglanir. Boylece, hepatosit sitoplazmasinda fosforilasyondan sonra
aktivite kazanan NF-xB hiicre ¢ekirdegine go¢ eder. Molekiiliin ¢ekirdege gegisi
engellendiginde karacigerde apoptozis baslar (Fausto, 2000).

Parsiyal hepatektomiden sonra oOncelikle transkripsiyon faktorlerinden NF-xB,
AP-1, C/EBPp ve bunlarin hemen arkasindan da STAT3’ iin DNA’ ya baglanmalarinda
artis olur. NF-kB operasyondan 10-15 dakika sonra olgiilebilir ve 1-2 saat iginde de
normal seviyeye diiser. STAT; ise operasyondan sonraki 1-2 saat i¢inde belirlenebilir
ve aktivasyonunu 4-6 saat kadar siirdiirebilir (Kay and Fausto, 1997; Fausto, 2000). IL-
6 sitokini ve diger biliylime faktorleri varliginda sitoplazmada aktivite kazanmis STAT;,
NF-kB gibi hiicre ¢ekirdegine go¢ eder. DNA molekiiliine baglanmasindan sonra
hepatosit proliferasyonunda gergeklesen iki asamali gen ekspresyonunun ilk fazi “The
immediate early genes (IEGs)” olarak bilinen c¢-myc, jun B, c-jun, c-fos gibi
protoonkogenlerin ekspresyonu baslatilir (Fausto, 2000; Debonera, et al., 2001; Vogten,
2004; Taub,). IEGg 106sin ailesinin iiyelerinden proteinleri kodlar ve bunlar hiicre
onarimiyla iliskilidir. Bu genlerin aktive oldugu doénem “acil erken faz” olarak
adlandirilir (Tsuchia, et al., 2000). Transkripsiyon faktorleri, tirozin fosfataz ve hiicre
zar proteinleri IEGs tarafindan meydana getirilir (Fausto, 2000). “Delayed early genes”
gecikmis erken genler olarak da ifade edilen ve apoptozise engel olan Bel-X; geninin
ornek gosterildigi gen ekspresyonunun ikinci fazidir. Ayrica, Bcel-Xp geni hepatosit
proliferasyonu sirasinda mitokondrilerde meydana gelmis olan SOR’ ne karsi
antioksidan o6zellik gosterir (Fausto, 2000). Ankoma-Sey (1999), hepatosit
rejenerasyonunda gerceklesen, iki asamali gen ekspresyonunda yer alan 70’ den fazla

genin 6nemli olanlarini arastirma makalesinde belirtmektedir.
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Deney hayvanina TNF-o’ nin enjekte edilmesi, AP-1’ in baglanmasini artirict
yonde bir 6zellik kazandirir. AP-1 baglanmasi ise parsiyal hepatektomiden ¢ok kisa bir
siire sonra c-Jun ve c-Jun niiklear kinazin aktivitesiyle paralel degerlendirilmektedir.
Transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ve primer genlerin ekspresyonu sonucunda
hepatositler, hiicre dongiisiinlin G, fazina dogru itililirler.  Bu olay parsiyal

hepatektomiden sonraki 4. saate isabet eder (Fausto, 2000)(Sekil 2.5).

Hiicre ve doku kaybi

v

Homeostazisin devami i¢in
hepatositlerin metabolik iginin artmasi
Sitokin etkileri: TNF, IL-6

v

Mitokondride SOR generasyonu

NF-kB ve diger transkripsiyonel
Faktorlerin aktivasyonu

v

IEGs

v

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi
(Biiyiime faktorleri)

.

Hepatosit proliferasyonu
(Telafi edici hiperplazi)

v

Fonksiyonel yetenegin yenilenmesi

Normal metabolik talep

.

Biiyiimenin durmasi

Sekil 2.4 Mitojenik sinyal ve karaciger rejenerasyonu ile iligkili olaylar zinciri
(Fausto, 2000).
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Hiicre dongiisiinde gorev alan p53, p21, mdm genleri ile siklinler ve siklin bagimli
kinazlar olarak bilinen hiicre i¢i enzimler parsiyal hepatektomi uyarisiyla aktivite
kazanirlar. Siklin D1’ in kinaz ile olusturdugu kompleks, hiicre dongiisiindeki bazi
faktorleri fosforilleyerek, rejenerasyonun 20. saatinde, dongiinlin G, fazindan S fazina
gecmesini ve replikasyonun gerceklesmesini saglar (Ebrenfried, et al., 1997; Fausto,
2000). Bu siirecte siklin D, E, A ve B’ nin ekspresyonlarina da gereksinim duyulur ve
sonu¢ olarak DNA molekiilii replikasyona ugrar (Kay and Fausto, 1997; Fausto,
2000)(Sekil 2.5).

IEGs Gecikmis Hiicre dongiisii DNA replikasyonu
(c-fos, c-jun, genler genleri ve mitoz
jun-B, c-myc, (belx) (p53, p21, (siklin D1, siklin E, C,
vb.) mdm?2) B; ras)
I I I I
0 4. saat 8. saat 20. saat 48. saat
Go —»> Gl —> S

Sekil 2.5 Parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunda gen aktivitesi
zinciri (Fausto, 2000).

Hepatosit hiicre dongiisiinde, siklin D1’ den siklin E’ ye gecis onemli bir sinir
noktadir. In vivo ve in vitro kosullarda, bu iki siklini eksprese edebilen adenovirus
vektorleri, hepatosit DNA replikasyonunu uyarabilir ve bu agsamadan itibaren, biiylime
faktorleri olmaksizin replikasyon ilerleyebilir (Fausto and Campbell, 2003). Siklin
bagimli kinazlar ve bunlarin yapilarina katilarak aktivasyonlarini yonlendiren siklin
proteinleri sadece hepatosit hiicre dongiisiinde degil ayni bi¢imde tiim oOkaryotik
hiicrelerin dongiilerinde de diizenleyici rol oynar (Andreeff, et al., 2000). DNA
molekiilindeki ve gen ekspresyonlarindaki artisin tespit edilmesi, rejenerasyon

stirecinin yonii ve ilerleyisinin yorumlanmasi agisindan onemlidir. Hepatosit hiicre
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dongiisiinde G; fazinin ortalarinda baslayan ve S fazinda da aktivasyonu devam eden
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) bir ¢ekirdek polipeptididir (Ohta and
Ichimura, 2000). PCNA molekiiliiniin, DNA polimeraz i¢in bir kofaktor olarak, S fazi
ile DNA sentezinin bir isaretcisi olmasinin avantaji vardir (Assy, et al., 1998; Picard, et
al., 2002; Kamer, et al., 2003). Bu antijen immunohistokimyasal yontemler ile kolayca
belirlenebilir ve PCNA indeks verilerinin degerlendirilmesiyle karaciger biiyiimesi
yorumlanabilir (Furuta, et al., 2000). Karacigerdeki rejenerasyonun tespitinde
immunohistokimyasal olarak ayrica Ki-67, bromodeoksiuridin (BrdU), DNA polimeraz-
a, siklin D1 isaretleyicileri de kullanilmaktadir (Sathar, et al., 1997; Basoglu, et al.,
2000; Ohta and Ichimura, 2000).

Karacigerde biiyiimenin kontrolii, karacigerin anatomisinden ¢ok fonksiyonu ile
ilgilidir. Karaciger tiimorlerinden dolay1 insanlarda parsiyal hepatektomi yapildiginda,
fare ve sicanlarda oldugu gibi insan karacigerinin lob sayis1 fazla olmamasina ragmen
kalan doku rejenere olmakta ve iyilesme goriilebilmektedir. Insanlarda bu durum,
karaciger cerrahi operasyonlarimin daha giivenilir yapilmasini saglayabildigi gibi
Ozellikle karaciger doku nakillerinde bir vericiden iki alicinin birlikte faydalanmasini
saglayabilir.

Karaciger hiicreleri direkt mitojenik ajanlara cevap vermektedir. Kursun nitrat,
etilendibromid ve hepatositlerdeki peroksizomlarin proliferasyonunu tetikleyici bazi
kimyasallar in vivo kosullarda uygun oranda uygulandiklarinda hepatositleri
oldiirmeyip direkt olarak mitoza ydnlendirmektedirler. Kemirgenlerde bu tiir ilag
uygulamalar1 karacigerde biiylimeye neden olmakta ve uygulama durduruldugunda
karaciger biiyiimesi gerilemektedir. Karacigerin en 6nemli 6zelligi, kiitlesinin %90-95’
inin ve toplam hiicrelerinin %65’ inin mitoz yetenegine sahip olmasidir. Hepatositler
normal bir karacigerde oldukga diisiik proliferasyon gostermektedir (Fukuhara, et. al.,
2003). Parsiyal hepatektomi yapilmis sicanlarda cerrahiden sonraki ilk 40 saat i¢inde
hepatositlerin %90-95°1 replikasyon yapar. Bu siirenin ilk 12-14. saatlerine kadar DNA
sentezi olmaz ve 24. saatinde ise replikasyon en {ist seviyeye ulasir (Ebrenfried, et al.,
1997; Ankoma-Sey, 1999; Fausto, 2000; Gaglio, et al., 2002; Fausto and Campbell,
2003; Picard, et al., 2003; Fernandez, et al., 2004). Cerrahi islemlerden 24 saat sonra
hepatositlerin %40-50" si hiicre dongiisiindeki S fazindadir (Kay and Fausto, 1997).

Buna paralel olarak sicanlarda parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 48 saat icinde DNA
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sentezi ve mitoz en yiiksek seviyelere ulagir (Hashimoto and Sanjo, 1997; Li, et al.,
1999; Fukuhara, et al., 1999).

Parsiyal hepatektomiden sonra proliferasyon gostermeyen hepatositler geng
siganlarda yaklasik %35, cok yaslilarda ise %25 lik bir orani teskil eder. Karaciger
rejenerasyonu siiresince doku kiitlesinin geri kazanilmasi i¢in bir ya da iki kez
replikasyon aktivitesi gosteren hepatositler daha sonra normalde oldugu gibi Gy fazina
geri donebilirler (Kay and Fausto, 1997; Ankoma-Sey, 1999; Galun, et al., 2002; Fausto
and Campbell, 2003). Ayrica, insan ve hayvan karacigerlerinde parsiyal
hepatektomiden sonra diploid (Galun, et al., 2002) ve hatta biiylik gériiniimlii tetraploid,
oktoploid hepatositler goze ¢arpmakta Ozellikle tetraploid hepatosit sayis1 daha c¢ok
olmaktadir (Kay and Fausto, 1997; Fausto and Campbell, 2003).

Deneysel caligmalar sirasinda, karaciger rejenerasyonunda meydana gelebilecek
gecikmeler, yine konu iizerinde yapilan arastirmalar ile tespit edilmeye g¢alisiimistir.
Sonugta karaciger rejenerasyonunun gecikmesine, protein sentezinin azalmis olmasi,
endojen endotoksinler tarafindan kalan karacigerin ya da karaciger metabolizmasinin
zayiflatilmasi, retikiiloendotel sistem fonksiyonlarinin ve glikojenolizin azalmasi sebep
gosterilebilir (Mimuro, et al., 2002).

Bu tiir gecikmelerin Oniine gegilmesi ve iyilesmenin hizlandirilmasi amacina
yonelik olarak kimyasal ila¢ tedavileri uygulansa da son yillarda alternatif tip ya da

diger adiyla tamamlayici tip uygulamalarinin 6nem kazandig1 gozlenmektedir.

2.4. Karaciger Hastaliklarinda Kullamilan Baz1 Alternatif Tip Uygulamalar

Dogada bulunan ¢esitli bitkilerden daha fazla yararlanma egilimi bulunan halk
tarafindan, viicuda daha yararl olabilecek ya da bir takim rahatsizliklara ilag¢ olabilecek
besinlerin alinmasi yaninda, 6zellikle bitki kisimlarinin, bunlarin sulu ekstrelerinin veya
coOzeltilerinin kullanilmas1 dikkat ¢ekicidir. Alternatif tip uygulamalarina daha bilimsel
bir acidan bakildiginda, etken madde veya bilesikler kolaylikla tespit edilebilmekte ve
bunlar dogal olarak elde edilebildikleri gibi sentetik olarak da yapilip

kullanilabilmektedir. Benzer uygulamalar karaciger hastaliklarinin engellenmesinde,
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hasta dokunun iyilestirilmesinde ya da bir nedene bagli olarak yapilan parsiyal
hepatektomi sonrasinda doku rejenerasyonun c¢abuklastirilmast amaciyla da
yapilabilmektedir.

Baytop’ un (1999) “Tiirkiyede Bitkiler ile Tedavi” adli eserinde Cynara scolymus
(Enginar) tlirinlin tanen, inulin, sinarin ve flavon igeren taze yapraklarindan hazirlanan
icecegin karaciger hastaliklarinda, Herniaria glabra (Tiirkotu) tiiriiniin de ayn1 amagla
kullanildig1 belirtilmistir. Viburnum opulus (Gilaburu) tiiriiniin izovalerian, tanen ve
renk maddesi tasiyan meyvelerinin sulandirilmis suyunun igilerek safra kesesi ve
karaciger hastaliklarinda kullanildigint agiklamistir. Aymi eserde karaciger sirozuna
kars1 Jumiperus drupacea tiriinden elde edilen katran kopiigiiniin i¢ildigi ifade
edilmistir.  Silybum marianum (Milk thistle) tiriiniin “devedikeni tohumu” adiyla
bilinen meyvalarinin ve bundan hazirlanan “silymarin” isimli flavo-lignan karigimin,
karacigeri alkolik hastaliklara kars1 korudugu yine bu eserde anlatilmistir. Benzer ifade
Flora, et al. (1998) tarafindan da desteklenmistir. Ticari olarak da {iretilen silymarin,
karacigeri koruyucu ve onarici 6zelliginden dolay1 pek ¢ok deneysel ¢alismaya materyal
olmustur.  Silymarin flavonoidinin 06zellikle antioksidan etkileri vardir ve hiicre
zarindaki lipid peroksidasyonunu engeller (Farghali, et al., 2000; Oliveira, et al., 2001;
Ramadan, et al., 2002; Rolo, et.al., 2003; Soto, et al., 2003). Silymarinin parsiyal
hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonu sirasinda DNA ve protein sentezinin
artisina neden olur ve rejenerasyon oranini yiikseltir (Magliulo, et al., 1973; Luper,
1998). Srivastava, et al.” a (1994) gore sicanlara oral olarak verilen sulu silymarin
cozeltisi, %70 parsiyal hepatektomiden sonra karacigerde mitotik indeksi artirir. Ayrica
silymarin, hepatosit rejenerasyonunu hizlandirir (Jacobs, et al., 2002).

Aromatik hos bir koku ve lezzet verici Ozelliginden dolayr besin olarak
kullandigimiz bitki ¢esitlerinden birisi de “kekik™ tir. Tedavi amagh ilag olarak da
degerlendirilen kekigin iilkemizde ticareti de yapilmaktadir. Hepsi Ballibabagiller
(Labiatae = Lamiaceae) familyasina baglh kekik tiirlerinin dahil oldugu Origanum,
Thymbra, Coridothymus, Satureja ve Thymus cinsleri vardir. Ugucu yag iiretiminde
kullanilan tiirlerinin ise Origanum onites (bilyali kekik, Izmir kekigi), Origanum
vulgare subsp. hirtum (Istanbul kekigi, kara kekik), Origanum minutiflorum (Siitgiiler

kekigi, yayla kekigi, toka kekigi), Origanum majorana (Beyaz kekik, Alanya kekigi) ve
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Origanum syriacum var. bevanii (dag kekigi, Suriye kekigi, Israil kekigi)’ dir. (Baser,
2001, 2002).

Thymus vulgaris L.’ nin yapraklarinin sulu ekstresinin ya da bundan saflastiriimig
ucucu yaglarimin halk tarafindan tedavi i¢in kullanmildig1 bilinmektedir. Solunum
bozuklugu, bronsit, iist solunum yolu rahatsizliklari, oksiiriik, barsak kiramplari,
sindirim sistemi diizensizlikleri, mide agrisi, dolasim ve bosaltim sistemi bozukluklari,
soguk alginligi, romatizma, nezle gibi ¢ok sayida rahatsizliga ve enfeksiyona karsi
kullanilmaktadir (Dean Coleman). Bu bitkinin 6ziit ya da yaglarinin yaslanma onleyici,
antibakteriyel, antifungal, antiseptik 6zellikleri vardir. Ucucu yagmin %60’ dan fazla
bir kismin1 karvakrol ve timol olusturmaktadir. Kekik tiirlerinin yer aldigi Labiate
familyasinin tiim cinslerinde ortak ozellik, yiiksek miktarda ugucu yag icermeleri ve
ucucu yagin ana bilesiminin kekige kendine 6zgii kokusunu veren karvakrol ve/veya
timol’ {in olmasidir (Baser, 2001; Baydar vd., 2003) . Ayrica karvakroliin Anabasis,
Carum, Cinnamomum, Mentha, Ocimum, Zea gibi bitkilerden de izole edilmektedir
(Golob, et al.,1999).

Karvakrol Cjp H 14 O kimyasal formiillii ve 2- Methyl- 5 -(1-Methylethyl)Phenol

kimyasal isminde monoterpenoik fenoldiir (Sekil 2.6).

OH

Karvakrol

Sekil 2.6 Karvakroliin agik kimyasal formiilii (Yanishlieva, et al., 1999;
Stammati, et al., 1999; Carvalho, et al., 2003; Zeytinoglu, et al.,
2003).
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Karvakroliin 2-hydroxy-1- methyl-4-(1- methylethyl) benzene, 2- hydroxy- p-
cymene, 2-methyl- 5- isopropylphenol, 3-isopropyl- 6- methylphenol, antioxine,
isopropyl o- cresol, isothymol, p- cymen-2- ol, 5-isopropyl- 2- methylphenol ve o-
thymol gibi sinonimlerine de rastlamak miimkiindiir (MSDS; The Turkish Oregano
Company; FAO; NIOSH; De Vincenzi, et al. 2004). Bu bilesik alkol ve eter ile kolay
bicimde ¢oziinebilir ancak, su ile kolay ¢oziinemez (Baphonet).

Karvakroliin ¢esitli aktiviteleriyle ¢cok sayida antioksidan o6zellikleri belirlendigi
icin ve kimyasal yapisinda hidroksil (-OH) gruplar1 bulunmasindan dolay1 antioksidan
olarak degerlendirilebilir (Kulisic, et al., 2004; Sokmen, et al., 2004). Origanum
vulgare’ de yiiksek oranda karvakrol ile timol bulunur ve ugucu yagin serbest radikal
baglayic1 6zelligini sergilerler (Sahin, et al., 2004). Son yapilan bir arastirmada da
karvakroliin genotoksik maddelere karsi insan saghigini koruyabilecegi bildirilmistir
(Ipek, et al., 2005). Karvakroliin bu tip 6zellikleri Anadolu Universitesi Tibbi ve
Aromatik Bitki ve ilag Arastirma Merkezi (TBAM) tarafindan yapilan ¢alismalarla da
desteklenmektedir (Baser, 2001). Karvakroliin subakut, kronik toksititesi ile lireme
saglig iizerine ve teratojenik etkilerine yonelik veri bulunmamaktadir (De Vincenzi, et

al., 2004).
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3. MATERYAL VE METOD

Eskisehir Osmangazi Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
tarafindan desteklenmis olan deneysel calismamizin tamami Eskisehir Osmangazi
Universitesi, Fen- Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Laboratuvarlarinda Eskisehir
Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi etik kurulunun 2005/295 sayili onayi ile

yapilmuistir.

3.1. Deney Hayvanlan

Deneysel c¢aligmamizda saglikli, erkek, 230+30 gram agirlikta, 3 aylik, Wistar
cinsi, albino siganlar kullanildi. Tim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanligi, Refik
Saydam Hifzissthha Merkez Baskanligi, Deney Hayvanlar1 Uretim Laboratuvarindan
temin edilerek deney siiresince 12; 12 aydinlik/ karanlik 1s1iklandirmasi olan, 1s1 (2242
°C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis odalarda yasatildilar. Deneye
baslanmadan 6nce hayvanlarin bir hafta siire ile ortam kosullarina adaptasyonu saglandi
(Ebrenfried, et al., 1997; Furuta, et al., 2000; Watanabe, et al., 2001). Bu adaptasyon
stirecinde tiim siganlar polikarbonat seffaf kafeslerde standart sigan yemi ile beslendi ve

¢esme suyu verildi.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Enjeksiyonlar:

Origanum onites L. bitkisinden buhar distilasyonu (fraksiyonel distilasyon)
tinitesi  kullanilarak elde edilen ugucu yagin gaz kromotografisi / kiitle spektrometresi
ile analizi yapilarak karvakrol bakimindan zengin olan fraksiyonu ayrild1 (Ipek, et al.,
2005). Deneysel calismalarimizda bu yolla elde edilmis olan ve Prof.Dr. K.H.C. Baser
tarafindan saglanan %99 safliktaki karvakrol kullanildi. Silymarin ise ticari olarak

(Sigma, S0292) temin edildi.
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Bu maddelerin her ikisi de 0,5 mililitre (mL) %0,9 steril serum fizyolojik ile
coziilerek enjeksiyona hazir duruma getirildi.  Kimyasal madde enjeksiyonlari,
coOzeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimlik enjektorler ile

cerrahi girisimlerden 60 dakika once, tek doz olarak periton altina uygulandi.

3.3. Deney Gruplan

Deney hayvanlar1 arasindan rastgele secimle herbirinde n=8 er sican olmak {izere

toplam 7 grup olusturuldu. Bunlar;

Grup 1: Kontrol grubu (n=8): Bu grup hayvanlara cerrahi ya da enjeksiyon
uygulamalarindan higbiri yapilmamastir.

Grup 2: Serum fizyolojik grubu (n=8): Her hayvana 0,5 mL serum fizyolojik
enjeksiyonu yapilmigtir.

Grup 3: Karvakrol grubu (n=8): Her hayvana 73 mgkg' tek doz karvakrol
enjeksiyonu yapilmistir (MSDS; NIOSH).

Grup 4:  Silymarin grubu (n=8): Her hayvana 100 mgkg' tek doz silymarin
enjeksiyonu yapilmistir (Magliulo, et al., 1973; Oliveira, et al., 2001).

Grup 2, 3 ve 4’ deki hayvanlara cerrahi islemlerden 60 dakika once madde
enjeksiyonlar1 uygulandiktan sonra sadece laparotomi yapilip karaciger loplarini
birbirine baglayan zarlar ayrildi. %68-70 oraninda parsiyal hepatektomi yapilacakmis
gibi karacigerin ondeki sag orta ve sol yan loplar1 ayrilarak iplik gegirildi. Parsiyal

hepatektomi yapilmadan laparotomi bolgesi kapatildi.

Grup 5: Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubu (n=8)
Grup 6: Karvakrol + parsiyal hepatektomi (n=8)
Grup 7: Silymarin + parsiyal hepatektomi (n=8)

Grup 5, 6 ve 7° deki hayvanlara cerrahi islemlerden 60 dakika once madde
enjeksiyonlar1 uygulandi ayrica, yaklasik %68-70 oraninda parsiyal hepatektomi
yapildi.



26

3.4. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Tiim deneysel calismalar steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gergeklestirildi. Diurnal hormonal degisimlerin siganlar iizerine olasi etkileri dikkate
alinarak tiim cerrahi iglemler 09.00 ile 12.00 saatleri arasinda yapildi (Assy, et al., 1998;
Karabelyos, et al., 1999; Kaya, et al., 2002; Akino, et al., 2005). Deney hayvanlarina
intraperitonal yol ile 50 mg.kg" tiopental sodyum anestezisi uyguland: (Tang, et al.,
1997; Crocenzi, et al., 2000, 2003).

Parsiyal hepatektomi yapilacak deney hayvani, sirt {istii pozisyonda, sicakligi 1lik
ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip rektal 1s1 kontrolii yapildi. Cerrahi
uygulama bdlgesinin %70’ lik etilalkol ile temizligi yapilip Higgins ve Anderson’ un
(1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi gerceklestirildi. Buna gore, deney hayvaninin
karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’ lik bir orta hat kesisi ile laparotomi yapildi.
Karaciger loplarint birbirine baglayan zarlar ayrilarak karacigerin yaklasik %68- 70
oraninda kiitlesini teskil eden 6ndeki sag orta ve sol yan loplar1 ayrildi. Bu loplara ait
hepatik arter, ven ve safra kanallarinin etrafindan ipek iplik gecirilerek baglandi. Bagin
lop tarafindan ve hemen iistiinden kesim gerceklestirildi.

Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine
engel olunmasi i¢in karin bosluguna steril serum fizyolojik verildi (Kaya vd., 2002).
Sonra, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0 ipek siitiirle dikilerek
kapatildi ve poviiodeks antiseptik solusyon ile laparotomi bolgesi temizlendi. Cerrahi
islem gormiis her bir deney hayvami kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik,
polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak diet degisikligi
yapilmaksizin 72 saat boyunca yasatildi (Watanabe, et al., 2001).

3.5. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Karaciger rejenerasyon oranlarinin belirlenmesinde kullanilmak iizere tiim
hayvanlarin, ilk laparotominin yapildigr 0. saatte ve ikinci laparotominin yapilip

hayvanlarin oldiiriildiikleri 72. saatte viicut agirliklar tespit edildi (Tang, et al., 1997).
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Deney gruplarina ait hayvanlar hafif eter anestezisi altinda, intrakardiyak olarak kalpten
biitiin kanin alinmasi yoluyla 6ldiiriildiiler. Daha sonra da karacigerler hizli bir sekilde

¢ikarildi.

3.5.1. Kan ve kemik iligi

Kan 6rneklerinin 1/5° lik kismi sitrath tiiplere koyularak, Hemavet 850 marka ve
model kan sayim cihazinin sigan kalibrasyonunda sayimi yapildi. Kalan kismindan ise
Eppendorf Centrifuge 5804 R marka ve model cihaz ile 10 dakika 3000 rpm devirde
santrifiijlenerek serumlar elde edildi (Sanz, et al., 1998; Aktay, et al., 2000; Theocharis,
et al., 2001). Polietilen tiiplere aktarilan serum 6rnekleri biyokimyasal analizler i¢in -80
OC derin dondurucuda korundu (Furuta, et al., 2000).

Karaciger hiicrelerinin olas1 fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla
biyokimyasal olarak serum orneklerinde aspartate transaminase (AST) ve alanine
transaminase (ALT) enzimlerinin seviyeleri belirlendi (Aoki, et al., 2001; Kaya, et al.,
2002). ALT, AST olgtimleri HITACHI-917 oto analizérii ile Human (Human
Gesellschaft fiir Biochemica und Diagnostica mbH, Wiesbaden Germany) marka ticari
kitler kullanilarak yapildi. Ayni serum orneklerinde IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin
seviyeleri yine biyokimyasal olarak tespit edildi (Scotte, et al., 1993; Scotte, et al.,
1997). Serum sitokin seviyeleri Trinity (Biotech Captia Reader) model ELISA
cihazinda, Biosource (Biosource International Inc. California USA) marka ELISA kitler
kullanilarak olciildi. ~ Tim spektrofotometrik 6l¢iimlerde, Shimadzu UV-1601
spektrofotometresi kullanildi.

Deney hayvanina ait femural kemik iligi 5 mL serum fizyolojik ile ¢ikarilarak
pipetaj yoluyla dagilmasi saglandi. Tiipler i¢cindeki 6rnekler 5 dakika 3000 rpm devirde
santrifiijlenerek slipernatantinin 3 mL’ si alinarak atilip, kalan kismi ise ¢alkalanip kan

sayim cihaziyla kemik iligi hiicrelerinin sayimi1 yapildi.
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3.5.2. Karaciger dokusu

Intrakardiyak kanin alinmasini takiben ikinci laparotomi ile tiim karaciger

cikarilip serum fizyolojik ile hizli sekilde yikanmistir (Karabelyos, et al., 1999).

3.5.2.1. Karaciger rejenerasyon orani

Grup 1, 2, 3 ve 4’ e ait karacigerlerin her birinin yas agirliklar1 Precisa XB 220A
marka ve model, 10™ hassas terazi ile Olciildii. Grup 5,6 ve 7” deise oOnce 0. saatte
alinan sonra da 72. saatte alinan tiim karacigerin yas agirliklart ayni sekilde olgiildii
(Scotte, et al., 1993; Li, et al., 1999; Kaya, et al., 2002; Hou, et al., 2003). Karaciger
yas agirliklar1 ve bunlarin %68 ve %32 oranmindaki miktarlari, Child” in (1953)
formiiliine yerlestirilerek regenerasyon orani tespitinde kullanildi (Tang, et al., 1997;

Fan, et al., 2002).

Otopsi sirasindaki Hepatektomiden sonra kalan
. karaciger agirhigi ~ —  Karacigerin tahmini agirligi
Rejenerasyon Orani = x 100
(RO) Hepatektomi sirasinda alinan KC agirhigi

3.5.2.2. Karaciger doku takibi ve immunohistokimvasal uygulamalar

Karaciger agirlik ol¢iimlerinin arkasindan doku ornekleri hizli bir sekilde %10’
luk nétral formalin tespit ¢Ozeltisine alinarak 24 saat siire ile fiksasyonu saglandi.
Kimyasal fiksasyonu tamamlanan dokulara rutin takip islemleri uygulandi ve parafin
bloklar1 hazirlandi. Etil alkol serisinde sirasiyla 1’ er saat %70, %80, %90;, %90,,
%0961, %96, ve 30 dakika absolii etil alkolden gecirilerek dehidratasyon saglandi. 30’ ar
dakika 2 kez ksilol uygulamasiyla dokularin seffaflanmasi saglandi.  Dokular
parafinizasyon ig¢in 57 °C etiivdeki 3 ayr1 parafinde (paraplast plus Sigma P3683)
sirastyla 30, 60, 60 dakika siirelerle bekletilerek bloklandi. Bu bloklardan standart
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Hematoksilin & Eosin (H&E) boyama ve immunohistokimya uygulamasi yapilmak
tizere mikrotom (Leica RM 2025) kullanilarak 4 p’ lik kesitler alinarak Poly-L-Lysine
kapli lamlar {izerine tespit edildi. Kesitlerin bir kisminin 37 °C etiivde 1 gece bekletildi
ve daha sonra ksilolde deparafinize edildi. Derecesi azalan etil alkol serilerinde
hidratasyonu saglanarak H&E boyamalar1 yapildi.

Kesitlerin diger kisminda ise hepatositlerde mitotik aktivitenin belirlenmesi
amaciyla, parafin kesitlerde calisilmaya uygun ticari PCNA ve IL-6 antikorlar
kullanilarak ~ immunohistokimyasal uygulamalar yapilmistir. Immunohistokimyasal
boyamalar i¢in 60 °C etiivde 60 dakika bekletilen kesitler, 10’ ar dakika 2 ksilol
banyosundan gecirilip sirastyla 2’ ser dakika absolii ve %96’ lik etil alkolden gegirildi.
Histolojik doku takibi sirasinda maskelenmis olmasi muhtemel doku antijenlerinin
ortaya ¢ikarilmasi icin, kesitler %10’ luk pH=6 olan sitrat tamponu (Citrate buffer for
Heat-Induced Epitope Retrieval, Lab vision, AP-9003-500) i¢ine koyularak 3-5 dakika
su buhar1 basinci altinda isleme tutuldu. Preparatlar 1 dakika distile suda yikanip
kesitlerin  etrafi  kurulanarak 6zel, kapakli boyama kabi1 icine dizildi.
Immunohistokimyasal amagla kullanilacak enzimlerin dokudaki mevcut benzerleriyle
rekabete girmesini Onlemek tiizere her kesitin tizerine 1’ er damla %3’ likk hidrojen
peroksit (Large volume hydrogen peroxide block, Lab vision, TA-125-HP) damlatilarak
10 dakika sonra, distile su ile 1 dakika ve pH=7,4 olan fosfat tamponu (PBS) ile 5
dakika yikama yapildi. Kesitler {izerine sonraki asamada kullanilacak antikorlar ile
tepkimeye girmeyen ve diger hiicre proteinlerini pozitif reaksiyonlara karsi bloklayan
ultra V blok (Large volume ultra V block, Lab vision, TA-125-UB) soliisyonundan
damlatilarak 5’ er dakika muamele edildi. Kesitler yikanmadan 1/200 ¢d6zeltisi
hazirlanmig PCNA fare monoklonal antikoru (NeoMarkers, Ab-1 Clone PC10) ile 60
dakika islem gordii. Bu primer antikor uygulamasini takiben kesitlerin PBS ile 2 kez 5’
er dakika yikanmasi saglandi. 10 dakika biyotin (Biotinylated goat anti-mause, Lab
vision, TM-125-BN) sekonder antikor muamelesi yapilarak primer antikor baglanmasi
saglandi. PBS ile 2 kez 5’ er dakika yikanmis kesitler, biotine baglanma 6zelligi
gosteren streptavidin (Large volume streptavidin peroxidase, Lab vision, TS-125-HR)
ile 10 dakika muamele edildi. PBS ile 2 kez 5’ er dakika tekrar yikanmis doku
kesitlerine, ¢ozlicii madde (Large volume AEC substrate system, Lab vision, TA-125-

HAS) kullanilarak 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) boyar maddesinden (AEC
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chromogen, Lab vision, TA-007-HAC) taze hazirlanmis ¢ozelti damlatilarak 3’ er
dakika boyanmas1 saglandi. Sale i¢ine almman tiim kesitler 1 dakika distile su ile
yikandiktan sonra hematoksilin ile 1 dakika boyandi ve distile su ile durulandi. Havada
kurutulmus tiim preparatlar 6zel yapistiric1 (Large volume Ultramount, Lab vision, TA-
125-UM) kullanilarak lamel ile kapatilip daimi hale getirildi. Ayni islemler IL-6 icin de
uygulanmis olup sadece primer antikor olarak PCNA yerine 1/200 ¢bzeltisi hazirlanmis
IL-6 monoklonal antikoru (IL-6 M-19 sc-1265, Santa Cruz Biotechnology) kullanildi.

H&E boyama yapilmis olan tiim karaciger kesitlerinde kontrol grubu ile
karsilastirmali sekilde kor olarak histopatolojik incelemeler gergeklestirildi. Ayni
preparatlarda, rastgele secilmis farkli kesit alanlarinda 1000 adet parankimal karaciger
hiicresinde mitozun ¢esitli sathalarin1 gosteren hiicrelerin sayisi tespit edilerek mitotik
indeks ¢ikarildi (Srivastava, et al. 1994; Kaya vd., 2002; Hou, et al., 2003). PCNA
uygulanmis karaciger kesitlerinde hepatosit proliferasyonu incelendi (Atici, et al., 2003;
Hou, et al., 2003). Mikroskobik olarak PCNA isaretli karaciger hiicrelerinin
cekirdekleri kahverengi-kizil, mitotik aktivite gostermeyen hiicreler ise mavi-lacivert
boyali olarak goriintiilendi. Mitotik indeksin belirlenmesinde oldugu gibi, rastgele
secilmis farkli kesit alanlarinda 1000 adet parankimal karaciger hiicresinde belirlenen
PCNA pozitif cekirdekli hiicrelerin sayisinin % olarak ifadesiyle PCNA indeksi
cikarildi (Tang, et al., 1997; Aoki, et al., 2001; Gaglio, et al., 2002; Kaya vd., 2002;
Hou, et al., 2003). IL-6 immunohistokimyasal uygulanmis karaciger doku kesitlerinde
tim kesit alanlar1 mikroskobik olarak incelenerek Kupffer hiicreleri ile endotel
hiicrelerin IL-6 sitokin igerigi belirlendi. Deney hayvanlarinin herbirine ait kesitlerde
IL-6 pozitif olan hiicrelerde pempe- kirmizi boyali goriiniim dikkate alinarak IL-6
varligi 0-1-2 bi¢iminde sirasiyla az, ¢cok, daha cok anlamlarimi ifade edecek sekilde
skorlandi.

Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus CX31 marka ve model 151k
mikroskobunda incelenerek Olympus Camedia marka, C-5060 model compact dijital

kamera ile fotograflandirildi.
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3.6. [Istatistiksel Degerlendirmeler

Calismalarimiz sonucunda elde edilen verilerin degerlendirilmesinde “SPSS 12.0
for windows” versiyonu bilgisayar paket programi kullanildi. Kan serumlarinda analizi
yapilmis olan AST, ALT, TNF-a, IL-6; kan dokusunda sayimi yapilmis olan kirmizi
(RBC) ve beyaz (WBC) kan hiicreleri ile hemoglobin (Hb); kemik iligi hiicre
sayimindan elde edilen veriler; karaciger agirliklarindan hesaplanmis olan RO;
karaciger kesitlerinde bakilan mitotik indeks, PCNA indeksi ve IL-6 skorlarinin gruplar
arasindaki farklilik durumlar1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi,
gruplar aras1 karsilagtirmalarda ise Tukey Testi kullanildi.  Gruplar arast IL-6
skorlarinin farklilik durumu i¢in ayrica Mann-Whitney U test kullanildu.

Tlm istatistik uygulamalar sonucunda sayisal deger (P) olarak ortaya ¢ikan deney

gruplari arasindaki farklar, P<0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edildi.
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4. SONUCLAR

4.1. Kan ve Kemik iligi

Deney hayvanlarina ait kan serumlarinin biyokimyasal analizlerinden elde edilen
AST, ALT degerleri gruplar arasinda karsilastirmali olarak degerlendirildi (Cizelge
4.1). Buna gore, AST seviyeleri Grup 1, 2 ve 3’ de diger gruplara oranla biraz yiiksek
goriildli. Ancak, bu durum istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamistir. Parsiyal
hepatektomi yapilan Grup 5° deki AST serum seviyesi Grup 6 ve 7° ye goOre biraz
yiiksek fakat diger gruplar ile benzer bulundu (Sekil 4.1). ALT seviyeleri agisindan
Grup 1, 2, 3 ve 4’ iin birbirlerine yakin oldugu saptandi. Grup 5, 6 ve 7’ nin serum ALT
seviyeleri ise bu dort gruba gore yiiksek bulundu (Sekil 4.2). Ancak, tim gruplar
arasinda AST ve ALT serum seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemistir.

TNF-oo ve IL-6 sitokinlerinin serum seviyeleri gruplar arasinda
karsilastirildiginda, TNF-a seviyesinde onemli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 4.3).
IL-6 seviyesi agisindan ise Sekil 4.4 deki standart hata grafiginde Grup 7° nin diger
gruplara gore yiiksek oldugu goriilmektedir. Ancak istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda ise hem TNF-a hem de IL-6 seviyelerinin gruplar arasinda énemli bir fark

gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Deney gruplarina ait AST, ALT, TNF-a ve IL-6 serum seviyelerinin
ortalama degerleri £ standart hatalar1 (P<0.05 anlamli fark vardir).

GRUP | AST (UL) ALT (UL) | TNF-a (pg/mL) | IL-6 (pg/mL)
1 99.88+4.04 47.75+1.64 9.86+3.53 14.00+£6.31
2 98.63+2.44 45.13+5.59 6.81+0.55 13.16+£7.48
3 95.13+4.12 46.00+2.88 6.61+1.11 9.22+1.65
4 83.75+4.62 46.38+6.55 9.11£1.21 13.48+3.65
5 92.13+4.57 59.38+3.75 10.39+0.75 9.45+1.69
6 85.38+8.20 63.50+£3.12 8.28+3.14 14.74+3.79
7 77.38+7.90 62.63+4.72 7.72+3.23 19.94+9.71
P P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
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Sekil 4.1 Deney gruplarina ait serum AST seviyelerinin ortalama ve standart hata

grafigi.
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Sekil 4.2 Deney gruplarina ait serum ALT seviyelerinin ortalama ve standart hata
grafigi.
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Sekil 4.3 Deney gruplarina ait serum TNF-a seviyelerinin ortalama ve standart
hata grafigi.
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Sekil 4.4 Deney gruplarina ait serum IL-6 seviyelerinin ortalama ve standart hata
grafigi.

Deney hayvanlarina ait kan 6rneklerinde sayimi yapilmis olan kirmizi (RBC) ve
beyaz (WBC) kan hiicrelerinin sayimmi ile hemoglobin (Hb) miktar tayininden elde
edilen veriler deney gruplar arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamaktadir (Cizelge 4.2; Sekil 4.5).

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.6° de goriildiigl gibi deney hayvanlarinin femural kemik
iliginde yapilan hiicre sayimlarindan elde edilen veriler, gruplar arasinda

karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark bulunmamaktadir.
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Cizelge 4.2 Deney gruplarina ait kan dokusundaki kirmizi (RBC), beyaz (WBC)
kan hiicrelerinin sayilart ve hemoglobin (Hb) miktar1 ile kemik iligi
hiicre sayilarinin ortalama degerleri + standart hatalar1 (P<0.05
anlamli fark vardir).

GRUP | WBC (K/uL) RBC (M/uL) Hb (g/dL) K. iligi (K/uL)

1 10.14+1.35 8.22+0.25 15.41+0.30 33.40+3.19
2 12.93£1.25 8.37+0.06 15.68+0.28 36.70+4.11
3 10.52+1.33 8.06+0.25 15.29+0.26 37.19+3.73
4 11.94+0.79 8.39+0.29 16.11+0.34 30.29+2.24
5 14.77+2.56 8.14+0.17 15.90+0.43 27.634+2.06
6 10.96+1.32 8.38+0.23 16.04+0.50 28.3942.09
7 12.29+2.02 7.87£0.26 15.09+0.39 26.40+2.11
P P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05

O WBC K/uL BRBC M/pL OHbD g/dL

GRUPLAR

Sekil 4.5 Deney gruplarima ait kan dokusundaki RBC, WBC sayilar1 ile Hb
miktarlarinin ortalama ve standart hata grafigi.
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Sekil 4.6 Deney gruplarina ait kemik iligi hiicre sayilarinin ortalama ve standart
hata grafigi.

4.2. Karaciger Dokusu

4.2.1. Histolojik degerlendirme

Kontrol grubuna (Grup 1) ait hayvanlarin karaciger kesitlerinde, vena sentralis
cevresinde yer alan hepatositlerin 1sinsal tarzda diizenlenmesiyle olusturdugu lobiillerin
birlestigi boliimlerde, liggen seklinde portal alanlar gozlenmektedir. Sinusoid duvarinda
endotel hiicreleri, ¢ekirdeklerinin yass1 sekilli ve koyu boyanmasi ile, Kupffer hiicreleri
ise ¢ekirdeklerinin endotel hiicre c¢ekirdeklerinden daha biiylik, oval ya da tliggenimsi
sekilleri ile ayirt edilmektedir. Sekil 4.7’ de goriildiigii gibi hepatosit ¢ekirdekleri bir ya
da iki adet olmak {izere biiyiikk ve yuvarlak sekilli olup sitoplazmalar1 ise eozinofili
gostermektedir. Sekil 4.8; Sekil 4.9 ve Sekil 4.10° da gorildiigii gibi sirasiyla serum
fizyolojik (Grup 2), karvakrol (Grup 3) ve silymarin (Grup 4) grubuna ait hayvanlarin
karaciger kesitlerindeki histolojik yap1 kontrol grubu ile benzer sekildedir.

Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubuna (Grup 5) ait hayvanlarin

karaciger kesitlerindeki hepatositlerde cesitli sathalardaki mitozun yaygin oldugu
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gozlenmekte ve hepatositlerde vakuolizasyon dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.11). Ayrica
Sekil 4.12° de acikga goriildiigi gibi sinusoidal konjesyon mevcut olup ndtrofiller
(polimorf niiklear 16kosit = PMNL) az sayidadir. Bu gruba ait kesitler genel olarak
degerlendirildiginde, klasik karaciger lobiil yapisinin korundugu gozlenmistir.
Karvakrol + parsiyal hepatektomi (Grup 6) ve silymarin + parsiyal hepatektomi
(Grup 7) gruplarina ait hayvanlarin karaciger kesitlerinde, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14° de
goriildiigii gibi mitozun c¢esitli sathalarindaki hepatositlere sik¢a rastlanmaktadir.
Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubunun kesitlerindeki hepatositlerde yaygin
gozlenen vakuolizasyon olduk¢a azalmistir.  Sinusoidal konjesyona, karvakrol +
parsiyal hepatektomi ve silymarin + parsiyal hepatektomi gruplarina ait hayvanlarin
bazilarinda rastlanmistir.  Bu gruplarin her ikisinde de hepatositlerin korunmus

oldugunu diistinmekteyiz. Gruplar arasinda ise fark gézlenmemistir.

Sekil 4.7 Kontrol grubu (Grup 1) hayvanlarina ait karaciger kesitinde vena
sentralis ¢evresindeki bir (/) ve iki ¢ekirdekli (77 ) hepatositler.
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vena
sentralis

Sekil 4.8 Serum fizyolojik grubu (Grup 2) hayvanlarina ait karaciger kesitinde
Kupffer hiicreleri (/) ve sinusoidlerde endotel hiicreleri (7 ).

Sekil 4.9 Karvakrol grubu (Grup 3) hayvanlarina ait karaciger kesitinde sentral
zondaki eozinofilik sitoplazmali hepatositler (7).
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Sekil 4.10 Silymarin grubu (Grup 4) hayvanlarina ait karaciger kesitinde normal
goriintimlii hepatositler.

Sekil 4.11 Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 5) hayvanlarina
ait karaciger kesitinde mitozun g¢esitli sathalarinda bulunan

hepatositler (/) ile hepatositlerde yaygin vakuolizasyon (7 ).



41

Sekil 4.12 Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 5) hayvanlarina
ait karaciger kesitinde sinusoidal konjesyon (7).

Sekil 4.13 Karvakrol + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 6) hayvanlarina ait
karaciger kesitinde mitozun ¢esitli safhalarinda bulunan hepatositler

(7).
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Sekil 4.14 Silymarin + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 7) hayvanlarina ait
karaciger kesitinde mitozun ¢esitli safhalarinda bulunan hepatositler

()

4.2.2. Karaciger rejenerasyon orani, mitotik indeks ve PCNA indeksi

Parsiyal hepatektomi yapilmis olan Grup 5, 6 ve 7’ de 0. saatte ve 72. saatte alinan
karacigerlerin yas agirliklar1 R.O. formiiliinde hesaplanarak ii¢ grup arasinda yapilan
degerlendirmeler Cizelge 4.3° de goriilmektedir. Sekil 4.19° dan da anlasilacag1 gibi
karaciger rejenerasyon oranina gore, Grup 5 ile karsilastirildiginda Grup 6 ve 7 yiiksek
tespit edildi ve istatistiksel olarak (P<0.05) anlamli fark bulundu. Grup 6 ve 7 R.O.’ lar1
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark goriilmedi.

Karaciger kesitlerinin H&E boyama yapilmis preparatlarinda mitoz gosteren
hepatositlerin, gostermeyenlere orani ile elde edilen mitotik indeks verileri tiim gruplar
arasinda karsilagtirilldi. Grup 1, 2, 3 ve 4’ e ait kesitlerde mitoz gosteren hepatositlere
rastlanmadi. Bu gruplar arasinda hem sayisal degerler acisindan hem de istatistiksel

anlamda fark goriilmedi (Sekil 4.20). Grup 5, 6 ve 7 kendi aralarinda mitotik indeks
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acisindan istatistiksel olarak karsilagtirildiginda Grup 5 ile 6 arasinda (P<0.01), 5 ile 7
arasinda (P<0.001) ve 6 ile 7 arasinda (P<0.05) 6nemli fark belirlenmistir (Cizelge 4.3).
Parsiyal hepatektomi yapilmis olan Grup 5, 6 ve 7° nin karaciger kesitleri
incelendiginde ¢ok sayida mitoz gosteren ve mitozun ¢esitli safhalarindaki
hepatositlerle karsilagildi.

Karaciger kesitlerinde immunohistokimyasal olarak PCNA isaretlemesi yapilan
biitlin gruplar incelenerek, PCNA pozitif gosteren hepetositlerin, PCNA negatif
gosterenlere orani ile elde edilen PCNA indeks wverileri tiim gruplar arasinda
karsilastirild1 (Cizelge 4.3; Sekil 4.21). Grup 1, 2, 3 ve 4 arasinda hem sayisal
degerlerde hem de istatistiksel olarak PCNA indeksi agisindan fark goriilmedi. Sekil
4.15° de ornek gosterildigi gibi Grup 1, 2, 3 ve 4’ e ait kesitlerde PCNA pozitif
hepatositlere ¢ok az sayida rastlandi. Grup 5, 6 ve 7 ise kendi aralarinda PCNA indeksi
acisindan istatistiksel olarak karsilastirildiginda Grup 5 ile 6 arasinda (P<0.001), 5 ile 7
arasinda (P<0.001) ve 6 ile 7 arasinda (P<0.05) onemli fark goriildii. Parsiyal
hepatektomi yapilmis olan Grup 5, 6 ve 7’ nin karaciger kesitlerinde sirasiyla Sekil
4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18° de gosterildigi gibi cok sayida PCNA pozitif ve mitoz

boliinmenin ¢esitli sathalarinda bulunan hepatositlere rastlandi.
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Sekil 4.15 Kontrol grubuna ait hayvanlarin karaciger kesitinde ¢ok az sayida

PCNA pozitif hepatosit (7).
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Sekil 4.16 Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 5) hayvanlarina
ait karaciger kesitinde ¢ok sayida PCNA pozitif hepatositler (/) ile

mitozun ¢esitli safhalarinda bulunan hepatositler (7 ).
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Sekil 4.17 Karvakrol + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 6) hayvanlarina ait
karaciger kesitinde PCNA pozitif (# ) ve PCNA negatif (/)

hepatositler.
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Sekil 4.18 Silymarin + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 7) hayvanlarma ait

karaciger kesitinde PCNA pozitif hepatositler (7 ) ile mitozun ¢esitli
sathalarinda bulunan hepatositler (/).
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Cizelge 4.3 Deney gruplarina ait karaciger dokularinda R.O., mitotik indeks ve
PCNA indeksi ortalamalar1 + standart hatalar1 ile IL-6 skorlarmin

ortalama degerleri (P<0.05 anlaml fark vardir).

GRUP R.O. (%) MITOZ (%) PCNA (%) IL-6
1 - 15.25+0.18 1.55+0.38 0.38
2 - 16.50+0.30 0.78+0.16 0.38
3 - 18.25+0.25 0.40+0.06 0.38
4 - 11.75+0.16 0.59+0.18 0.50
5 40.96+2.61 70.17+3.82 46.53+3.62 0.88
6 57.85+4.33" 81.96+1.55" | 65.01+£5.52""" 0.88
7 58.78+5.41" 83.86+3.57 | 67.0442.28"" 1.00

5-6: P<0.05" | 5-6: P<0.01" | 5-6: P<0.001""" P>0.05
P 5-7: P<0.05 " | 5-7: P<0.001""" | 5-7: P<0.001"""
6-7: P>0.05 6-7: P>0.05 6-7: P>0.05
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Sekil 4.19 Deney gruplarina ait karaciger rejenerasyon oranlarinin ortalama ve
standart hata grafigi.
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Sekil 4.20 Deney gruplarina ait karaciger kesitlerindeki hepatosit mitotik
indekslerinin ortalama ve standart hata grafigi.
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Sekil 4.21 Deney gruplarina ait karaciger kesitlerindeki hepatosit PCNA
indekslerinin ortalama ve standart hata grafigi.
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IL-6 immunohistokimyasal uygulamasi yapilmis olan tiim gruplara ait karaciger
kesitleri incelenerek. IL-6 pozitif reaksiyon gosteren Kupffer hiicrelerinin varligina gore
yapilan skorlamalar gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildi (Bkz. Cizelge 4.3;
Sekil 4.22). Grup 1, 2, 3 ve 4’ e ait kesitlerin bir kaginda IL-6 pozitif reaksiyon
gosteren Kupffer hiicrelerine az rastlanirken bir ¢ok kesitte Sekil 4.23° de gortldigi
gibi IL-6 pozitif reaksiyon gosteren hiicrelere hi¢ rastlanmadi. Grup 5 in karaciger
kesitlerinde 1, 2, 3 ve 4. gruplara gore IL-6 pozitif reaksiyon gosteren Kupffer
hiicrelerine rastlanirken (Sekil 4.24) 6 ve 7. gruplarin karaciger kesitlerinde 5. gruba
gore daha fazla IL-6 pozitif reaksiyon gosteren Kupffer hiicrelerine rastlandi (Sekil
4.25; Sekil 4.26; Sekil 4.27; Sekil 4.28). Gruplar arasinda IL-6 pozitif reaksiyon
gosteren Kupffer hiicrelerinin skorlar1 agisindan istatistiksel olarak fark goriilmedi.
Parsiyal hepatektomi yapilan gruplarin karaciger kesitlerinde Sekil 4.28° de ornek
olarak gosterildigi gibi sinusoidlerde IL-6 pozitif reaksiyon veren endotel hiicrelerine de

rastlandi.
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Sekil 4.22 Deney gruplarina ait karaciger kesitlerinde IL-6 i¢in pozitif reaksiyon
gosteren Kupffer hiicreleri varliginin ortalama skor degerleri grafigi.
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Sekil 4.23 Kontrol grubuna ait hayvanlarin karaciger kesitlerinde IL-6 i¢in negatif
reaksiyon gosteren Kupffer hiicreleri (7).
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Sekil 4.24 Serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 5) hayvanlarina
ait karaciger kesitinde IL-6 i¢in pozitif reaksiyon gosteren Kupffer

hiicreleri (A ).
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Sekil 4.25 Karvakrol + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 6) hayvanlarma ait
karaciger kesitinde IL-6 ig¢in pozitif reaksiyon gosteren Kupffer

hiicreleri (7).

10 pm

Sekil 4.26 Karvakrol + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 6) hayvanlarma ait
karaciger kesitinde biiyiik biiylitmelerde detayli olarak gézlenen IL-6

i¢in pozitif reaksiyon gosteren Kupffer hiicreleri (7 ).
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10 ym

Sekil 4.27 Silymarin + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 7) hayvanlarina ait
karaciger kesitinde IL-6 i¢in pozitif reaksiyon gosteren Kupffer
hiicreleri (7).

10 ym

Sekil 4.28 Silymarin + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 7) hayvanlarina ait
karaciger kesitinde biiyiik biiylitmelerde detayli olarak gozlenen IL-6

icin pozitif reaksiyon gosteren Kupffer hiicresi () ve
sinusoidlerdeki endotel hiicreleri (7).
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5. TARTISMA

Bir organin pargasiin eksilmesi ya da hasar gérmesinden sonra doku kiitlesini
yeniden tamamlayabilmesi yetenegi rejenerasyon olarak tanimlanmistir (Fernandez, et
al., 2004). Karacigerin onemli doku kayiplarinda hiicreler arasi etkilesim ve karmasik
bir medyatdr ag1 sayesinde kendisini onarabilme yetenegine sahip oldugu yapilan
calismalar ile ortaya konmustur (Higgins and Anderson. 1931; Hou, et al., 2003).
Karaciger rejenerasyonu ile ilgili caligmalarin ¢ogunda deney hayvanlarinda 6nceden
var olan hasarli karaciger iizerinde ¢alisilmis ya da kimyasal maddeler kullanilarak veya
parsiyal hepatektomi yapilarak karacigerde hasar olusturulmustur (Palmes and Spiegel,
2004) . Palmes and Spiegel, (2004) sicanlarda her bir karaciger lobunun tiim karaciger
loblarinin toplam kiitlesine oranlarini belirterek parsiyal hepatektomi c¢alismalarinda
kullanilan modeli agiklamiglardir. 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 parsiyal hepatektomi arastirmalarina en uygun
model olarak karacigerin %68-70’ lik bir kisminin rezeke edilmesi oldugu belirtilmistir
(Ebrenfried, et al., 1997).

Rejenerasyon sirasinda hepatosit fonksiyonlarmin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan aragtirmalarda bazi karaciger enzimlerinin serum seviyeleri Ol¢lilmiistiir.
Aragtirmalarda hiicre zarmin gegirgenligindeki degisimlerin, hiicrelerin sentezleme
faaliyetlerinin ve hiicrelerde meydana gelebilecek nekroz gibi cogu hasarin gostergesi
olarak karacigerdeki aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT) ve
alkaline phosphatase (ALP) gibi enzimlerin plazmadaki miktarlarinin  6nemi
bildirilmistir (El-Ashmawy, et al., 2005). Bununla birlikte karaciger rejenerasyonunda
onemli rol oynayan TNF-a ve IL-6 sitokinleri (Scotte, et al., 1997; Iwai, et al., 2001) ile
HGF, TGF-a, IL-1 ve TGF-P gibi faktorlerin serum seviyelerinin belirlenmesi (Kay and
Fausto, 1997; Ankoma-Sey, 1999; Andiran, et al., 2000; Hou, et al., 2003),
hepatositlerin boliinerek c¢ogalmalarina iliskin indekslerin ¢ikarilmasi (Furuta, et al.,
2000; Palmes and Spiegel, 2004) karacigerde rejenerasyonun durumu hakkinda bilgi

verebilmektedir.
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Bu sekilde yapilan deneysel caligmalar model alinarak yapmis oldugumuz
calismada sican karacigerinin sag ve sol loblar1 cikarilarak yaklasik %68 parsiyal
hepatektomi yapilmistir. Calismamizin sonuglar1 daha once yapilan calismalar ile
karsilastirildiginda AST ve ALT serum seviyeleri agisindan benzerlik goriilmiistiir.
Hou, et al. (2003) tarafindan yapilan ¢aligmada siganlara parsiyal hepatektomiden 30
dakika once test amagli olarak FR167653 isimli organik bir bilesik ¢esitli dozlarda
damar yoluyla verilerek bu bilesigin rejenerasyon ve bazi sitokinlerin salinimi {izerine
etkileri incelenmistir. Bu calismada %70 parsiyal hepatektomi sonrasinda belirli
araliklarla siganlarin tim karacigeri alinip karacigerdeki agirlik artisi tespit edilerek
iyilesmeye bakilmistir. Bunun yaninda karaciger enzimlerinin serum seviyelerine
bakilarak hepatositlerin fonksiyonel durumlar tespit edilmistir. Sonucta, parsiyal
hepatektomi yapilmis olan kontrol gruplarinda AST ve ALT serum seviyeleri
baslangigta yiliksek iken 72. saatte normal degerlerine gelmis ve karaciger iyilesme
gostermistir. %70 parsiyal hepatektomiden 14 giin sonra %30 oraninda karaciger
kesimi ile ikinci bir parsiyal hepatektominin yapildigi bir ¢alismada da serum AST ve
ALT seviyelerinin 72 saat sonra normal diizeye geldigi bildirilmistir (Aoki, et al., 2001)
. Sicanlarda %70 parsiyal hepatektomi yaninda %50 pankreatektomi yapan Furuta, et
al. (2000) ise arastirmalarinda AST ve ALT serum seviyelerinin 72. saatte normal
degere diistiiglinii gostermislerdir. Li, et al. (1999) ve Fan, et al. (2002) parsiyal
hepatektomiden sonraki 72. saatte serum ALT seviyesinin kontrol hayvanlari ile ayni
oldugunu saptamiglardir. Calismamizda da serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi
deney grubunda (Grup 5) AST ve ALT seviyelerinin 72. saatte normal degerde oldugu,
bu nedenle sonuglarimizin yapilmis olan diger arastirmalarin sonuglariyla benzer oldugu
gorilmistir.

Hepatositlerde olusabilecek fonksiyon bozuklugunun genel olarak AST ve ALT
enzimlerinin serumda artmasina gore degerlendirilebilecegi de bildirilmistir (Aoki, et
al., 2001). Bu bilgiler ve arasgtirmalar dogrultusunda yaptigimiz calismada enzim
seviyelerinde gérmiis oldugumuz diizelme sonucunda hepatositlerde fonksiyonel olarak
bir iyilesmenin oldugunu diisiinmekteyiz.  Calismamizdaki Grup 6 ve 7° de sirasiyla
karvakrol ve silymarin enjeksiyonlarindan 60 dakika sonra parsiyal hepatektomi
yapilmis olup, Grup 5’ deki gibi 72 saat sonra kan serumlar1 alinmistir. Bu gruplarin

serumlarindaki AST ve ALT seviyelerinin Grup 5 ile yaklasik ayn1 degerlerde olmasi



54

karvakrol ve silymarinin enzim seviyeleri yoniinden hepatosit fonksiyonlar1 iizerine
olumsuz etkilerinin bulunmadigin1 gosterir niteliktedir.

Oliveira, et al. (2001) karacigerde iskemik hasar olusturarak silymarinin
histolojik olarak karaciger hasar1 iizerine koruyucu etkilerini aragtirdiklari
calismalarinin sonucunda, karaciger hasarinin azalarak hasar sonrasi AST ve ALT
degerlerinin diistiiglinii rapor etmislerdir. Ayrica, insanlarda kronik hepatitli ve sirozlu
hastalarda silymarin kullaniminin, yiiksek olan AST ve ALT degerlerini diisiirdiigi
belirtilmistir (Luper, 1998). Yiiksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugu bilinen
silymarinin hiicre zarlarin1 ve zar gegirgenligini serbest oksijen radikalleri (SOR)’ ne
kars1 korudugu (Ramadan, et al., 2002) g6z onlinde bulunduruldugunda AST ve ALT
serum seviyelerinin karaciger hasarindan sonra normal seviyeye gelmesi beklenen bir
sonu¢ olmustur.

Son yillarda yaymlanmis olan bir ka¢ aragtirmada karvakroliin antioksidan olarak
degerlendirilebilecegi yer almaktadir (Kulisic, et al., 2004; S6kmen, et al., 2004). Bu
bilgiler dogrultusunda yaptifimiz c¢alismada da test maddemiz olan karvakroliin
silymarin gibi antioksidan 06zelligi ile hepatositleri koruyabilecegi fikrini
sekillendirmektedir. ~ Ayrica, parsiyal hepatektomiden kisa bir siire Once verilen
antioksidan maddelerin SOR’ ni toplayarak karacigerde lipid peroksidasyonunu
engelledigi ve karaciger rejenerasyonunu yiikselttigi bildirilmistir (Fukuhara, et al.,
1999). Hepatektomi oOncesi karvakrol uygulanan Grup 6’ da AST ve ALT serum
seviyelerinin silymarin + hepatektomi grubuna (Grup 7) benzer sekilde normal
degerlerde olmasi1 nedeniyle karvakroliin hepatositlerde olusan hasar1 6nledigi
gorlsiindeyiz.

Calismamizda karaciger kesitlerinde yapilan histolojik incelemeler sonucunda
Grup 5’ de yaygin olarak gozledigimiz vakuolizasyon dikkat cekicidir. Hou, et al.
(2003) parsiyal hepatektomi yapilmis siganlarin rejenere olan karacigerlerinde yaptiklar
histolojik incelemelerde, vakuolizasyon olarak adlandirdigimiz goriiniimler ile
karsilagsmiglardir. Arastirmacilar bu goriiniimlerin lipid birikimi oldugunu belirtmisler
ayrica, test amagli olarak kullandiklar1 organik bilesigin hepatositlerdeki lipid birikimini
azaltigim1  bildirmislerdir. Caligmamizda karaciger kesitlerinde gozledigimiz
vakuolizasyonun Grup 7’ de son derece azalmis olmasi silymarinin karaciger hasarini

onledigini belirten arastirmalarla uyumludur. Grup 6’ da Grup 7° ye benzer sekilde
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hepatositlerdeki vakuolizasyonun son derece azalmis olmasi, ¢calismamizin test maddesi
olan karvakroliin de karaciger hiicrelerini parsiyal hepatektomi hasara kars
koruyabildigi yoniinde 6nemli bir bulgudur.

TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin karaciger rejenerasyonunda onemli rol oynadigi bir
cok arastirmada bildirilmistir (Scotte, et al., 1997; Iwali, et al., 2001). Iwai, et al. (2001)
tarafindan sicanlarda parsiyal hepatektomiden 24 saat sonra TNF-a ve IL-6
sitokinlerinin seviyelerinde ylikselme oldugu ve 48 saat sonra en yliksek seviyeye
ulastigi, 72. saatte ise kontrol grubu hayvanlarinda belirlenmis olan normal seviyeye
diistiigli belirtilmistir. Scotte, et al. (1993) tarafindan ise karaciger rejenerasyonunun
devam ettigi siiregte normal olarak IL-6 iiretiminin olmadigi sadece baslangicta
tretildigi ifade edilmistir.  Scotte, et al. (1997) yaptiklar1 bir baska g¢alismanin
sonuglaria gore, IL-6 serum seviyesi parsiyal hepatektomiden sonraki ilk 24. saatte en
yiiksek degerde iken sonraki saatlerde diiserek normal seviyeye geldigi belirtilmistir.
Arastirmamizda da TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin parsiyal hepatektomiden 72 saat sonra
tespit ettigimiz serum seviyeleri tiim deney gruplart arasinda yakin degerlerde
bulunmustur. Bu degerler, yapilan ¢aligmalarin sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Kaya vd. (2002) parsiyal hepatektomiden sonraki 24- 48 saatler arasinda IL-6
serum seviyesinin en yliksek degere ulastigini belirtmislerdir. Ayni arastirmacilar
karaciger kesitlerinde de immunohistokimyasal olarak Kupffer hiicrelerindeki IL-6
varligini belirlemislerdir. Calismamizda da karaciger kesitlerinde immunohistokimyasal
olarak Kupffer hiicrelerindeki IL-6 varligi tespit edilmistir. Arastirmalarla uyumlu
olarak sonuclarimizda 72. saatte IL-6’ nin serumdaki seviyesi kontrol degerlerine yakin
olup ayrica immunohistokimyasal olarak elde ettigimiz IL-6 bulgular1 serumdaki
degerlere benzer sekilde bulunmustur. Calismamizda yer alan 2, 3 ve 4. gruplarda
parsiyal hepatektomi yapilmadan madde enjeksiyonu yapilmis olmasi ve sonucunda
karaciger rejenerasyonunu tetikleyici TNF-a seviyesinin normal olmasi kullandigimiz
karvakrol ve silymarinin karacigerde hasar olusturmadigi ve TNF-o {iretimini
etkilemedigini diisiindiirmektedir. Salazar-Montes, et al. (1999), Fausto, (2000) ve
Borowiak, et al. (2004) tarafindan karaciger rejenerasyonunun baglatilmasinda IL-6’ nin
iretimini uyararak diizenlenmesini saglayan sitokinin TNF-a oldugu gosterilmistir. Bu
nedenle IL-6 serum seviyesinin TNF-o seviyesi ile yakindan ilgili oldugunu ve

karaciger rejenerasyonu acisindan TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin  birlikte
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degerlendirilebilecegini diistinmek miimkiindiir. Kaya vd. (2002) tarafindan IL-6" nin
rejenerasyon icin gerekli oldugu ancak, fazla miktarda IL-6" nin biiylime durdurucu
onkogenleri uyararak rejenerasyonun bozulmasina neden olabilecegi ifade edilmistir.
Eksojen olarak TNF-o verilen hayvanlarda hem normal hem de rejenere olan
karacigerde DNA sentezinin arttigini belirten Hou, et al.” a (2003) ait bu bilgi
dogrultusunda IL-6" nin TNF-a artigina bagimli olarak arttigin1 sdylemek olasidir.
Ancak, bu tiir bir uygulamanin yaslh hayvanlara yapilmasi durumunda hepatik adenoma
ve karsinomalarin olustugu bildirilmistir (Kay and Fausto, 1997; Fausto).
Caligmamizda parsiyal hepatektomi yapilmis olan Grup 5, 6 ve 7° de 72. saatte IL-6
serum seviyesinin hem serumda hem de karaciger kesitlerinde normal olmasi
rejenerasyonun diizenli devam ettigini ve en azindan TNF-a ile IL-6 arasindaki
dengenin korundugunu gostermektedir.

Parsiyal hepatektomi ile olusturulan hasarlarda alinan karaciger kiitlesi ile
hepatektomiden belirli zaman sonra alinan tiim karacigerin kiitleleri degerlendirilerek
karaciger rejenerasyon oranlar1 hesaplanabilmektedir (Tang, et al., 1997; Fan, et al.,
2002; Wada, et al., 2005). Li, et al. (1999) sicanlarda 2/3 parsiyal hepatektomiden 48
saat sonra kalan karaciger agirliginin iki katina ¢iktigini ve 7-10 giin i¢inde de tam
agirhga ulastigini  bildirmislerdir. Yapmis oldugumuz c¢alismada parsiyal
hepatektomiden 72 saat sonra  rejenere olan karaciger agirliklarinin parsiyal
hepatektomi gruplarinda ortalama olarak iki katina ¢iktig1 tespit edilmistir. Karaciger
yas agirliklart ve bunlarin %68 ve %32 oranindaki miktarlari, Child’ in (1953)
formiiliine yerlestirilerek regenerasyon orani tespitinde kullanilmigtir (Tang, et al.,
1997, Fan, et al.,, 2002). 72. saatte Olgtiiglimiiz tiim karacigerin agirligindan
hepatektomi sirasinda kalan karacigerin tahmini agirhiginin farki bulunarak hepatektomi
sirasinda  ¢ikardigimiz  yaklasik %68 karaciger agirligina gore hesapladigimiz
rejenerasyon oranlari serum fizyolojik + parsiyal hepatektomi grubu (Grup 5) i¢in daha
once yapilmis olan caligmalardaki rejenerasyon oranlari ile uyumlu bulunmustur
(Furuta, et al., 2000; Kaya, et al., 2002). Tang, et al. (1997) arastirmalarinda %68
parsiyal hepatektomiden 24, 48, 72 saat ve 8 giin sonra rejenerasyon oranlarini tespit
ederek bu oranin zamana gore yiikseldigi sonucuna ulagsmislardir. Magliulo, et al.
(1973) %69 parsiyal hepatektomiden kisa bir siire once tek doz silymarin enjeksiyonu

yaparak gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, 72 saat sonra karaciger agirlik artisinin
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kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu saptamislardir. Crocenzi, et al. (2000)
tarafindan doza bagimli olarak silymarinin, siganlarin karaciger agirliginda artisa neden
oldugu ve optimum dozdan daha yiikse§e c¢ikildiginda ise agirlikta degisikligin
gozlenmedigi tespit edilmistir. Luper, (1998) ile Flora, et al. (1998) silymarinin hasar
gormiis karacigerde hepatositlerin DNA ve protein sentezini artirdigini, Srivastava, et
al. (1994) da parsiyal hepatektomiden Once silymarin uygulanmis siganlarin
hepatositlerinde cerrahiden sonraki 18 ve 72 saatler arasinda DNA ve RNA sentezinde
artisin - oldugunu buna paralel olarak mitozun da c¢ogaldigim1 bildirmislerdir.
Arastirmamizda, parsiyal hepatektomi sonrasi silymarin uygulanan grupta 72. saatte
elde edilen karaciger agirlik artisgmnin Grup 5° e gore yliksek olmasi nedeniyle
arastirmalarla uyumlu olarak silymarinin hepatositlerdeki mitozu indikledigi
gorlsiindeyiz.

Karaciger rejenerasyonu ile ilgili arastirmalarda mitotik indeksin ve daha dnemlisi
PCNA indeksinin  belirlenmesi sik  olarak  kullanilmis ve rejenerasyonun
yorumlanmasinda dnemli rol oynamistir (Assy, et al., 1998; Picard, et al., 2002; Kamer,
et al., 2003; Castro-e-Silva, et al., 2004). Hou, et al. (2003) FR167653 isimli organik
bir bilesigin parsiyal hepatektomi yapilmis si¢anlarda karaciger rejenerasyonu iizerine
etkilerinin belirlenmesinde mitotik indeks ve PCNA indeks verilerinden de
yararlanmistir. Calismalarinda parsiyal hepatektomi yaptiklar1 kontrol grubu
siganlarinin karaciger kesitlerinden es zamanli olarak belirledikleri mitotik indeksin
PCNA indeksinden daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada
ortaya koydugumuz mitotik indeks ve PCNA indeks verileri hem kendi aralarinda hem
de arastirma sonuglari ile paralellik gostermektedir. Arastirmamizda mitotik indeks ve
PCNA indeks sonuglar1 Grup 5 ve Grup 7° de yiiksek bulunmustur. Hem mitotik indeks
hem de PCNA indeksleri Grup 7° de Grup 5’ e gore olduke¢a yiliksek bulunmustur.
Calismamizda karvakrol verildikten sonra parsiyal hepatektomi yapilmis olan Grup 6
hayvanlarinda belirledigimiz mitotik indeks ve PCNA indeksi Grup 7° ye ¢ok yakin
degerdedir. Bu nedenle karvakroliin silymarine benzer sekilde karaciger rejenerasyonu
sirasinda hepatositleri mitoz bdliinme icin indiikledigini disiinmekteyiz. Karaciger
rejenerasyonunda hepatosit proliferasyonunun periportal zonda baglayip 36-48 saat
icinde perisentral zona ulastig bildirilmistir (Mimuro, et al., 2002; Palmes and Spiegel,

2004). Bir bagka c¢alismada parsiyal hepatektomiden sonra 32. saatte mitozun en
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yiiksek seviyeye ulastig1 ifade edilmistir (Hashimoto and Sanjo, 1997; Fernandez, et al.,
2004). Parsiyal hepatektomi yaptigimiz Grup 5, 6 ve 7’ nin karaciger kesitlerinde
yapilan incelemelerde vena sentralis ¢evresinde mitozun cesitli sathalarin1 gosteren
hepatositlerin ¢ok sayida olmasi karaciger rejenerasyonu ile ilgili arastirmalarda
belirtilen sonuglar ile uyumludur. Ancak, ¢alismamizda karaciger kesitlerinde rastgele
secilen alanlarda yapilan incelemeler sonucunda ortaya c¢ikarilmis olan mitotik indeks,
PCNA indeksi ve karaciger rejenerasyon oranlar1 yoniinden Grup 6 ve 7’ nin Grup 5’
den daha yiiksek olmasi, perisentral zonda gozlenen mitotik goriinlimli hepatositlerin
sayisal yogunlugunun da Grup 6 ve 7° de Grup 5’ e gore fazla olmas1 gerektigini
diistindiirmektedir. Ancak, arastirmamizda deneysel veriler parsiyal hepatektomiden
sonraki 72. saatte elde edilmistir. Bu nedenle, Grup 5, 6 ve 7° ye ait karaciger
kesitlerinde perisentral zonda rastladigimiz mitozun ¢esitli sathalarini gosteren hepatosit
yogunluklarinin peripotal alanlarda da benzer sekilde yogun olmasini doku érneklerinin
parsiyal hepatektomiden 72 saat sonra alimmasi ile ilgili oldugunu diisiinmekteyiz.
Svoboda and Hampson’ un (1999) arastirmalarinda karvakroliin mutajenik etkisinin
olmadig1 bir bagka arastirmada ise genotoksik etkisinin olmadig: ifade edilmistir (Ipek,
et al., 2005). Bunun yaninda Flora, et al. (1998) tarafindan silymarinin genomik
hasarlara kars1 koruyucu etkisinin oldugu rapor edilmistir. Bu veriler ¢alismamizin
sonuglart ile karsilastirildiginda, karvakroliin silymarine benzer sekilde hepatositlerdeki
kalitsal yapiya zarar vermeden DNA ve protein sentezini artirabildigi, buna paralel
olarak mitozu artirdig1 goriisiindeyiz.

Karaciger rejenerasyon mekanizmasinda parsiyal hepatektomi ya da kimyasal
maddeler ile olusturulan karaciger hasarindan sonra Kupffer ve endotel hiicreleri
tarafindan baglatilan TNF-a ve IL-6 iiretimi ile karacigerden ve ¢evre organlardan gelen
biiylime faktdrlerinin etkisiyle SOR iiretimi saglanmaktadir (Fausto, 2000; Taub,) . Bir
cok hiicre tipinde bulunan ve transkripsiyon faktorii olan Nuclear Factor-kB (NF-kB)
molekiiliiniin SOR sayesinde aktivite kazanarak hiicrenin sitoplazmasindan ¢ekirdegine
gectigi, bu gecisin engellenmesi halinde karacigerde apoptozisin basladigi
bilinmektedir. ~ NF-xB molekiili normalde p65 {initesine bagli bulunan IxB
inhibitoriinden dolay1r aktif olmadig1 belirtilmektedir. SOR iiretimi yoluyla IxB
molekiiliiniin enzimatik olarak NF-kB’ den koparildigi ve bu niiklear faktoriin aktivite

kazandig1 agiklanmistir (Fausto, 2000). Silymarinin doz ve zamana bagimli olarak NF-
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kB aktivasyonu icin gerekli olan TNF-a’ nin uyarici etkisini durdurdugu bildirilmistir.
Bu arastirmalarinda Kren and Walterova, (2005) silymarinin kB’ nin uzaklastirilmasini
ve bozunmasini engelleyerek NF-kB’ nin aktivasyon kazanmasini engelledigini ayrica,
bu mekanizma ile silymarinin antikanserojen etkilerinin de olabilecegini ifade
etmislerdir. Karaciger rejenerasyonununda kanserlesme soz konusu olmadigindan
silymarinin hepatositler lizerine antimitojenik etki gostermedigi diisiiniilebilir.

Aragtirmamizda kan ve kemik iligi hiicrelerinin sayim sonuglarimin tiim deney
gruplarinda normal degerlerde bulunmasi silymarin ve karvakroliin kemik iligi ve kan
hiicreleri lizerine antimitojenik etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Ancak, Ipek, et al.
(2003) tarafindan in vitro yapilan ¢alismada karvakroliin antitiimoral ve antimutajenik
etkisi oldugu gdsterilmistir. Ayrica si¢anlarla yapilan in vivo bir ¢alismada karvakroliin
akciger kanserine kars1 kuvvetli antitimoral ozellik gosterdigi belirlenmistir (Baser,
2002). Karvakroliin de silymarin gibi kanserlegsme olmadig: siirece antimitojenik olarak
davranmadig1 diistiniilebilir. Bir baska bildiride karvakroliin fibroblast kiiltiiriinde
belirli dozlarda hiicrelerin ¢ogalmasimi artirdigi ancak, doz artisina bagli olarak
hiicrelerde toksik etki yaparak cogalmalarina engel oldugu hatta hiicreleri 6ldiirdiigi
aciklanmistir (Bager, 2001). Diger taraftan daha Onceki arastirmalarda karvakroliin
siganlardaki 6ldiiriicii dozunun (LDsg) oral yolla verildiginde 810 mg.kg" oldugu ifade
edilmistir (Stammati, et al., 1999; Lee, et al., 2004). Farelere periton altindan
uygulanan 73 mg.kg " karvakroliin 61diiriicii oldugu bildirilmistir (MSDS). Karvakroliin
karaciger rejenerasyonu tiizerine etkileri ile ilgili daha Onceden yapilmis c¢alisma
bulunmadig1 i¢in rejenerasyonu artirict yonde etkili oldugu diisiiniilen karvakrol dozu
heniiz belli degildir.  Arastirmamizda kullandigimiz karvakroliin dozu farelere
uygulanan LDsy=73 mgkg' karvakrol miktar1 dikkate alarak sicanlarm viicut
agirliklarina oranla periton altindan verilmek iizere ayarlanmistir. Arastirmamizda
karvakrol verilen sicanlarin hayatta kalmalar1 uyguladigimiz karvakrol dozunun
Oldiirticii  olmadigimi  gostermistir. Calismamizda kullandigimiz karvakrol ve
silymarinin tartigilan tiim o6zellikleri dikkate alinarak karaciger rejenerasyonu iizerine
olumlu etkilerinde benzerlik oldugu goriilmiistiir.

Karvakroliin bazi mikroorganizmalar iizerine antibiyotik etkisi oldugu
bildirilmistir (Svoboda and Hampson, 1999; Bagamboula, et al., 2004; Lanciotti, et al.,

2004). Karvakroliin karaciger cerrahisinde kullanilabilirligi agisindan bu 6zellik 6nemli
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olabilir.  Ciinkii, cerrahi operasyonlar sirasinda ve sonrasinda yara bdlgesinin
enfeksiyonlara karst korunmasi 6nemlidir. Karaciger cerrahisinden sonra iyilesmeyi
saglayict ilaglar yaninda antibiyotiklerin de uygulanmasi yerine sadece karvakrol
kullanimi, bundan sonra yapilacak daha kapsamli ¢alismalarin sonuglarina gore olasilik
tagimaktadir.

Parsiyal hepatektomi deneysel modelinin kullanildigi, karvakroliin silymarin ile
karsilagtirmali  olarak sicanlarda karaciger iizerine etkilerinin belirlenmesini
amacladigimiz bu ¢alismanin sonuglarinin gelecek arastirmalar i¢in kaynak olabilecegi
goriisiindeyiz.  Arastirmamizda %68 parsiyal hepatektomiden sonraki 72. saatte
belirlemis oldugumuz AST ve ALT enzimleri ile TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin serum
seviyelerinin ortaya ¢ikarilmis olmasi gelecek arastirmalarda parsiyal hepatektomiden
sonraki farkli saatlerde karvakroliin test edilmesine olanak saglayabilir. Ayrica,
parsiyal hepatektomiden sonra Kupffer hiicrelerinde IL-6 varliginin karaciger doku
kesitlerinde belirlenmesi ile ilgili olarak az sayida calisma vardir. Bu nedenle
arastirmamizda, Kupffer hiicrelerinde IL-6 varhiginin karaciger doku kesitlerinde
belirlenmesi i¢in kullandigimiz immunohistokimyasal yontem benzer calismalarda da
kullanilabilir. Karaciger rejenerasyon parametrelerinden olan ve arastirmamizda da
ortaya c¢ikardigimiz mitotik indeks ile PCNA indeksi verilerinin birbirlerine paralel
olmasi, silymarin ve karvakroliin karaciger rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri
konusundaki beklentilerimize cevap vermistir. Rejenerasyon oranlarinin hem mitotik
indeks hem de PCNA indeksi ile uyum gostermesi ise silymarin ve karvakroliin
karaciger rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri agisindan 6nemlidir. Calismamizda,
karaciger kesitlerinde yaptigimiz histolojik degerlendirme sonucglarina gére herhangi bir
patolojik bulguya rastlanmamasi, karvakroliin bundan sonraki in vivo ¢alismalarda da
kullanilabilecegini gdstermektedir.

Alternatif tip acisindan karvakroliin karaciger rejenerasyonu ve iyilesmesi igin
kullanilabilirliginin gelecekte yapilacak ¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Bu
nedenle, yaptigimiz calismaya ek olarak ayni deneysel modelde karvakroliin farkli doz
ve zamanlardaki etkileri ile karaciger rejenerasyon siirecinde karvakroliin etki
mekanizmasinin molekiiler diizeyde belirlenmesinin yeni arastirma konular1 olabilecegi

diisiincesindeyiz.



61

6. KAYNAKLAR DIiZiNi

Akino, K., Akita, S., Mizuguchi, T., Takumi, 1., Yu, R., Wang, X., Rozga, J.,
Demetriou, A.A., Melmed, S., Ohtsuru, A. and Yamashita, S. 2005, A novel
molecular marker of pituitary tumor transforming gene involves in a rat liver
regeneration, Journal of Surgical Research, (in press).

Aktay, G., Deliorman, D., Ergun, E., Ergun, F., Yesilada, E. and Cevik C., 2000,
Hepatoprotective effects of Turkish folk remedies on experimental liver injury,
Journal of Ethnopharmacology 73, 121-129, p.

Altun, S. ve Ozalpan, A., 1998, Hepatektomi orani ile rejenerasyon arasindaki iliski,
[st. Tip Fak. Mecmuasi 61, 4, (yayimlanmamus).

Andiran, F., Ayhan, A., Tanyel, F.C., Abbasoglu, O. and Sayek, I., 2000, Regenerative
capacities of normal and cirrhotic liver following 70% hepatectomy in rats and the

effect of a-Tocopherol on cirrhotic regeneration, Journal of Surgical Research,
89, 184-188, p.

Ankoma-Sey, V., 1999, Hepatic regeneration- revisiting the myth of prometheus. News
Physiol. Sci., 14, 149-155, p.

Andreeff, M., Goodrich, D.W. and Pardee, A.B., 2000, Cell proliferation, differentiation
and apoptosis, Cancer Medicine, 6th Edition, Cancer Biology, Section 1, Chapter
2, BC Decker Inc, 17-32, p.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=cmed.chapter.174)

Aoki, T., Murakami, M., Niiya, T., Murai, N., Shimizu, Y., Kato, H. and Kusano, M.,
2001, Capacity of hepatic regeneration following a second partial hepatectomy in
rats, Hepatology Research 21, 228-241, p.

Assy, N., Gong, Y., Zhang, M., Pettigrew, N.M., Pashniak, D. and Minuk, G.Y., 1998,
Use of proliferating cell nuclear antigen as a marker of liver regeneration after
partial hepatectomy in rats, J Lab Clin Med., 131, 251-256, p.

Atici, A.E., Kaya, Y., Coskun, T., Aral, E. and Var, A., 2003, Intestinal ischemia-
reperfusion impairs liver regeneration after partial hepatectomy in rats, Hepato-
Gastroenterology, 50, 661-665, p.



62

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Bagamboula C.F., Uyttendaele M. and Debevere J., 2004, Inhibitory effect of thyme
and basil essential oils, carvacrol, thymol, estragol, linalool and p-cymene towards
Shigella sonnei and S. Flexneri, Food Microbiology, 21, 33-42, p.

Baphonet, http://www.bapho.net/baphonet/bbs/h-drive/magick5/oregano.txt

Baser, K.H.C., 2001, Her Derde Deva Bir Bitki- Kekik, Bilim ve Teknik, Mayis 2001,
74-77, s.

Baser, K.H.C., 2002, Oregano, The genera Origanum and Lippia, The Turkish
Origanum species, Agricultural Univercity of Athens, Greece, London and New
York, first edition, 277, p.

Basoglu, M., Balik, A.A., Kavak, 1., Giindogdu, C., Erman, Z., Yildirgan, 1. and Oren,
D., 2000 Effects of growth hormone on hepatic regeneration, Turk J Med Sci., 30,
529-534, s.

Baydar, H., Sagdig, O., Ozkan, G. and Karadogan, T., 2004, Antibacterial activity and
composition of essential oils from Origanum, Thymbra and Satureja species with
commercial importance in Turkey, Food Control, 15, 169-172, p.

Baytop, T.,1999, Tiirkiye’ de bitkiler ile tedavi, ikinci baski, Nobel Tip Kitabevi, 455, s.

Borowiak, M., Garratt, A.N., Wiistefeld, T., Strehle, M., Trautwein, C. and Birchmeier,
C., 2004, Met provides essential signals for liver regeneration, PNAS 101, 10608-
10613, p.

Carvalho, A.F.U., Melo, V.M.M., Craveiro, A.A., Machado, M.I.L., Bantim, M.B. and
Rabelo E.F. 2003, Larvicidal Activity of the Essential Oil from Lippia sidoides
Cham. against Aedes aegypti Linn, Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 98,
4, 569-571, p.

Castro-e-Silva Jr, O., Zucoloto, S., Ramalho, F.S., Ramalho, L.N.Z., Reis, JM.C.,
Bastos, A.A.C. and Brito, M.V.H., 2004, Antiproliferative Activity of Copaifera
duckei Oleoresin on Liver Regeneration in Rats, Phytother. Res., 18, 92-94, p.



63

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Crocenzi, F.A., Pellegrino, J.M., Pozzi, E.J.S., Mottino A.D., Garay E.A.R. and Roma
M.G., 2000, Effect of silymarin on biliary bile salt secretion in the rat,
Biochemical Pharmacology, 59, 1015-1022, p.

Crocenzi, F.A., Pozzi, E.J.S., Pellegrino, J.M., Garay, E.A.R. and Mottino, A.D., 2003,
Roma M.G.Preventive effect of silymarin against taurolithocholate-induced
cholestasis in the rat, Biochemical Pharmacology, 66, 355-364, p.

Date, M., Matsuzaki, K., Matsushita, M., Sakitani, K., Shibano, K., Okajima, A.,
Yamamoto, C., Ogata, N., Okumura, T., Seki, T., Kubota, Y., Kan, M.,
McKeehan, W.L. and Inoue, K., 1998, Differential expression of transforming
growth factor-b and its receptors in hepatocytes and nonparenchymal cells of rat
liver after CCl4 administration, Journal of Hepatology, 28, 572-581, p.

Dean Coleman, http://www.deancoleman.com/essentialref.htm

Debonera, F., Aldeguer, X., Shen, X., Gelman, A.E., Gao, F., Que, X., Greenbaum L.E.,
Furth E.E., Taub R., and Olthoff K.M., 2001, Activation of interleukin-6/STAT3
and liver regeneration following transplantation, Journal of Surgical Research 96,
289- 295, p.

De Vincenzi, M., Stammati, A., De Vincenzi, A. and Silano, M., 2004, Constituents of
Aromatic Plants: Carvacrol. Fitoterapia, 75, 801-804, p.

Ehrenfried, J.A., Ko, T.C., Thompson, E.A. and Evers, B.M., 1997, Cell cycle-mediated
regulation of hepatic regeneration, Surgery, 122, 5, 927-935, p.

El-Ashmawy, I.M., El-Nahas, A.F. and Salama, O.M., 2005, Protective Effect of
Volatile Oil, Alcoholic and Aqueous Extracts of Origanum majorana on Lead
Acetate Toxicity in Mice, Clinical Pharmacology & Toxicology, 97, 238-243, p.

Fan, Y., Praet, M., Huysse, J.V., Lelie, B. and Hemptinne, B., 2002, Effects of portal
vein arterialization on liver regeneration after partial hepatectomy in the rat, Liver
Transplantation, 8, 2, 146-152, p.



64

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations
http://apps3.fao.org/jecfa/flav_agents/flavag-r.jsp

Farghali, H., Kamenikova, L., Hynie, S. and Kmonickova, E., 2000, Silymarin effects
on intracellular calcium and cytotoxicity: A study in perfused rat hepatocytes after
oxidative stress injury, Pharmacological Research, 41, 2, 231-237, p.

Fausto, N. and Campbell, J. S., 2003, The role of hepatocytes and oval cells in liver
regeneration and repopulation, Mechanisms of Development 120, 117-130, p.

Fausto, N., 2000, Liver regeneration, Journal of Hepotology 32, 19-31, p.

Fernandez, M.A., Turro, S., Ingelmo-Torres, M., Enrich, C. and Pol, A., 2004,
Intracellular trafficking during liver regeneration Alterations in late endocytic and
transcytotic pathways, Journal of Hepatology, 40, 132-139, p.

Flora, K., Hahn, M., Rosen, H., Benne, K., 1998, Milk thistle (Silybum marianum) for
the therapy of liver disease, The American Journal of Gastroenterology, 93, 2,
139-143, p.

Fondevila, C., Busutti, R.W.and Kupiec-Weglinski, J.W., 2003, Hepatic
ischemia/reperfusion injury- a fresh look, Experimental and Molecular Pathology,
74, 86-93,p.

Fukuhara, K., Suzuki, M., Unno, M., Rahman, M.M., Endo, K. and Matsuno, S., 1999,
The degree of hepatic regeneration after partial hepatectomy in rats with
peritonitis and the role of lipid peroxidation, Free Radical Biology & Medicine,
26, 7/8, 881-886, p.

Fukuhara, Y., Hirasawa, A., Li, X., Kawasaki, M., Fujino, M., Funeshima, N., Katsuma,
S., Shiojima, S., Yamada, M., Okuyama, T., Suzuki, S. and Tsujimoto, G., 2003,
Gene expression profile in the regenerating rat liver after partial hepatectomy.
Journal of Hepatology, 38, 784-792, p.



65

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Furuta, K., Kakita, A., Takahashi, T., Tomiya, T. and Fujiwara, K., 2000, Experimental
study on liver regeneration after simultenous partial hepatectomy and
pancreatectomy, Hepatology Research, 17, 223-236, p.

Gaglio P.J., Liu, H., Dash, S., Cheng, S., Dunne, B., Ratterree, M., Baskin, G.,
Blanchard, J., Bohm, R., Theise, N.D. and LaBrecque D., 2002, Liver
regeneration investigated in a non-human primate model (Macaca mulatta),
Journal of Hepatology, 37, 625-632, p.

Galun, E. and Axelrod, J.H., 2002, The role of cytokines in liver failure and
regeneration: potential new molecular therapies, Biochimica et Biophysica Acta
1592, 345-358, p.

Gaub, J., and Iversen, J., 1984, Rat liver regeneration after %90 partial hepatectomy,
Hepatology, 4, 902, p.

Golob, P., Moss, C., Dales, M., Fidgen, A., Evans, J. and Gudrups, 1., The use of
species and medicinals as bioactive protectans for grains, chapter 5, Food and
Agriculture  Organization of the United Nations Rome 1999,
http://www.fao.org/docrep/x2230e/x2230e15.htm

Hashimoto, M. and Sanjo, K., 1997, Functional capacity of the liver after two-thirds
partial hepatectomy in the rat, Surgery, 121, 6, 690-697, p.

Higgins, G.M. and Anderson, R.M., 1931 Experimental pathology of the liver.
Restoration of the liver of the white rat following partial surgical removal, Arch
Pathol., 12, 186-202, p.

Hou, Z., Yanaga, K., Kamohara, Y., Eguchi, S., Tsutsumi, R., Furu, J. and Kanematsu,
T., 2003, A new suppressive agent against interleukin-1b and tumor necrosis
factor-a enhances liver regeneration after partial hepatectomy in rats, Hepatology
Research 26, 40- 46, p.

Ipek, E., Tiiylii, B.A. and Zeytinoglu, H., 2003, Effects of carvacrol on sister chromatid
exchanges in human lymphocyte cultures, Cytotechnology 43, 145-148, p.



66

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Ipek, E., Zeytinoglu, H., Okay, S., Tuylu, B.A., Kurkcuoglu, M. and Baser, K.H.C.,
2005, Genotoxicity and antigenotoxicity of Origanum oil and carvacrol evaluated
by Ames Salmonella/microsomal test, Food Chemistry, 93, 551-556, p.

Iwai, M., Cui, T., Kitamura, H., Saito, M. And Shimazu, T., 2001, Increased secretion
of tumour necrosis factor and interleukin 6 from isolated, perfused liver of rats
after partial hepatectomy, Cytokine, 13, 1, 60-64, p.

Jacobs, B.P, Dennehy, C., Pharm, D., Ramirez, G., Sapp, J. and Lawrence V.A., 2002,
Milk thistle for the treatment of liver disease: A systematic review and Meta-
Analysis, The American Journal of Medicine, 113, 506-515, p.

Kaibori, M., Sakakura, Y., Oda, M., Okumura, T., Kwon, A.H. and Kamiyama, Y.,
2000, Role of hepatocyte growth factor in hepatic ischemia and reperfusion
Injury, Transplantation Proceedings 32, 2285-2286, p.

Kamer, E., Coker, A., Seving, A.I., Ozkara, E., Ozer, E. and Ozzeybek, T., 2003, Effect
of intraperitoneal administration of gemcitabine and paclitaxel on hepatic
regeneration in rats, Turk J Gastroenterol., 14, 1, 1-6, p.

Karabelyos, C., Dobozy, O., Slazai, C., Klenjanzki, K., Vargu, K., Hadhazy, A., Kiss,
A., Filop, K.A., Madarasz, B. and Falus, A., 1999, Elevated hepatic
glucocorticoid receptor expression during liver regeneration in rats, Pathology
Oncology Research, 5, 2, 107-109, p.

Kay, M.A. and Fausto, N., 1997, Liver regeneration: prospects for therapy based on
new technologies, Molecular Medicine Today, 108-115.

Kaya, Y., Aral, E., Coskun, T., Erkasap, N., and Var, A., 2002, Increased
intraabdominal pressure impairs liver regeneration after partial hepatectomy in
rats, Journal of Surgical Research, 108, 250-257, p.

Kaya, Y., Coskun, T. ve Aral, E., 2002, Pringle manevrasinin parsiyal karaciger
rezeksiyonundan sonra karacigerin Interlokin-6 iiretimine etkisi, Cagdas Cerrahi
Dergisi, 16, 4, 202-207, s.



67

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Kren, V. and Walterova, D., 2005, Silybin and Silymarin — New Effects and
Applications, Biomedical Papers 149, 2, 29- 41, p.

Kulisic, T., Radonic, A., Katalinic, V., Milos, M., 2004, Use of different methods for
testing antioxidative activity of oregano essential oil, Food Chemistry, 85, 633-
640, p.

Lanciotti R., Gianotti A., Patrignani F., Belletti N., Guerzoni M.E. and Gardini F.,2004,
Use of natural aroma compounds to improve shelflife and safety of minimally
processed fruits, Trends in Food Science & Technology, 15, 201-208, p.

Lee, S.J., Kima, Y.G., Kangb, K.W., Kimc, C.W. and Kima, S.G., 2004, Effects of
colchicine on liver functions of cirrhotic rats: beneficial effects result from stellate
cell inactivation and inhibition of TGF-1 expression, Chemico-Biological
Interactions, 147, 9-21, p.

Lee, K.W., Everts, H. and Beynen, A.C., 2004, Essential Oils in Broiler Nutrition,
International Journal of Poultry Science, 3, 12, 738-752, p.

Li, Y, Wang, H.Y. and Cho, C.H., 1999, Effects of heparin on hepatic regeneration and
function after partial hepatectomy in rats, World Journal of Gastroenterology, 5,
4,305-307, p.

Luper, S., 1998, 1998, A review of plants used in the treatment of liver disease: Part 1.,
Alternative Medicine Review, 3, 6, 410-425, p.

Magliulo, E., Carosi, P.G., Minoli, L. and Gorini, S., 1973, Studies on the regenerative
capacity of the liver in rats subjected to partial hepatectomy and treated with
silymarin, Arzneimittel-Forschung, 23, 161-167, p.

Michalopoulos, G.K., 1997, Liver regeneration, Science, 4. 26, 60-66, p.

Mimuro, A., Aoki, T., Tsuchida, A., Miyashita, T., Koyanag, Y. and Enosawa, S., 2002,
Effect of ethanolamine on liver regeneration after 90% hepatectomy in rats.
Transplantation Proceedings, 34, 2664-2667, p.



68

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Mochida, S., Ogata, 1., Hirata, K., Ohta, Y., Yamada, S. and Fujiwara, K., 1990,
Provocation of massive hepatic necrosis by endotoxin after partial hepatectomy in
rats, Gastroenterology, 99, 3, 771-777, p.

MSDS, (Material Safety Data Sheets) http://physchem.ox.ac.uk/MSDS/ME/2 methyl-5-
(1-methylethyl)phenol.html  Safety = (MSDS) data for 2-methyl-5-(1-
methylethyl)phenol

Nakamura, T., Ueno, T., Sakamoto, M., Sakata, R., Torimura, T., Hashimoto, O., Ueno,
H. and Sata, M., 2004, Suppression of transforming growth factor-b results in
upregulation of transcription of regeneration factors after chronic liver injury,
Journal of Hepatology, 41, 974-982, p.

NIOSH, National Institue for Occupational Safety and Health
http://www.cdc.gov/niosh/rtecs/fi12b128.html

Ohta, Y. and Ichimura, K., 2000, Proliferation markers, proliferating cell nuclear
antigen, KI67, 5-bromo-2’-deoxyuridine and cyclin D1 in mause olfactory
epithelium, Ann. Otol. Rhinol. Laryngol. 109, 11, 1046-1048, p.

Oliveira, C.P.M.S., Lopasso, F.P., Laurindo, F.R.M., Leitao, R.M.C. and Laudanna,
A.A., 2001, Protection against liver ischemia-reperfusion injury in rats by
silymarin or verapamil, Transplantation Proceedings, 33, 3010-3014, p.

Paker, S., 1993, Histoloji, Uludag Universitesi Giiglendirme Vakfi Yayinlari; 32, 564, s.

Palmes, D. and Spiegel, H.U., 2004, Animal models of liver regeneration, Biomaterials
25,1601-1611, p.

Panis, Y., Lomri, N. and Emond, J.C., 1998, Early gene expression associated with
regeneration is intact after massive hepatectomy in rats. Journal of Surgical
Research, 79, 103-108, p.



69

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Picard, C., Lambotte, L., Starkel, P., Sempoux, C., Saliez, A., Berge, V.V.D. and
Horsmans, Y. 2002, Steatosis is not sufficient to cause an impaired regenerative
response after partial hepatectomy in rats, Journal of Hepatology, 32, 645-652, p.

Picard, C., Lambotte, L., Starkel, P., Sempoux, C., Saliez, A., Berge, V.V.D., Saeger, C.
and Horsmans, Y., 2003, Retrorsine: a kinetic study of its influence on rat liver

regeneration in the portal branch ligation model, Journal of Hepatology 39, 99-
105, p.

Ramadan, L.A., Roushdy, H.M., Senna, G.M.A., Amin, N.E. and El-Deshw, O.A.,
2002, Radioprotective effect of silymarin against radiation incuded hepatotoxicity,
Pharmacological Research, 45, 6, 447-454, p.

Rolo, A.P., Oliveira, P.J., Moreno, A.J.M. and Palmeira C.M., 2003, Protection against
post-ischemic mitochondrial injury in rat liver by silymarin or TUDC, Hepatology
Research, 26, 217-224, p.

Sahin, F., Giilliice, M., Daferera, D., Sokmen, A., Sokmen, M., Polissiou, M., Agar, G.
and Ozer, H., 2004, Biological activities of the essential oils and methanol extract

of Origanum vulgare ssp. vulgare in the Eastern Anatolia region of Turkey, Food
Control, 15, 549-557, p.

Salazar-Montes, A., Rincon, A.R., Panduro, A. and Armendariz-Borunda, J., 1999,
Chemically induced liver regeneration is characterized by specific IL-6 gene
expression, Hepatology Research 15, 10-21, p.

Sanz, N., Fernandez, C.D., Simon, L.F., Alvarez, A. and Cascales, M., 1998,
Necrogenic and regenerative responses of liver of newly weaned rats against a
sublethal dose of thioacetamide, Biochimica et Biophysica Acta, 1384, 66-78, p.

Sathar, S.A., Sarkar, C. and Nayak, N.C., 1997, Hepatocytic proliferation in chronic
liver disease: A study of liver biopsies using immunohisto chemical localization
of proliferating cell nuclear antigen, Annals of Saudi Medicine, 17, 3, 363-367, p.



70

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Scotte, M., Daveau, M., Hiron, M., Tcnikre, P. and Lebreton, J.P., 1993, Absence of
expression of interleukin-6 (IL-6) mRNA in regenerating rat liver, 315, 2, 159-
162, p.

Scotte, M., Masson, S., Lyoumi, S., Hiron, M., Paul Teniere, P., Lebreton, J.P.,
Daveau, M., 1997, Cytokine gene expression in liver following minor or major
hepatectomy in rat, Cytokine, 9, 11, 859-867, p.

Shimizu, H., Miyazaki, M., Wakabayashi, Y., Mitsuhashi, N., Kato, A., Ito, H.,
Nakagawa, K., Yoshidome, H., Kataoka, M. and Nakajima, N., 2001, Vascular
endothelial growth factor secreted by replicating hepatocytes induces sinusoidal
endothelial cell proliferation during regeneration after partial hepatectomy in rats,
Journal of Hepatology, 34, 683-689, p.

Soto, C., Recoba, R., Barron, H., Alvarez, C. and Favari, L., 2003, Silymarin increases
antioxidant enzymes in alloxan-induced diabetes in rat pancreas, Comparative
Biochemistry and Physiology Part C, 136, 205-212, p.

Sokmen, A., Giillice, M., Akpulat, H.A., Daferera, D., Tepe, B., Polissiou, M.,
So6kmen, M. and Sahin, F., 2004, The in vitro antimicrobial and antioxidant
activities of the essential oils and methanol extracts of endemic Thymus
spathulifolius, Food Control, 15, 627-634, p.

Srivastava, S., Srivastava, A.K., Srivastava, S., Patnaik, G.K. and Dhawan, B.N., 1994,
Effect of picroliv and silymarin on liver regeneration 1n rats, Indian Journal of
Pharmacology, 26, 19-22, p.

Stammati, A., Bonsi, P., Zucco, F., Moezelaar, R., Alakomi, H.L. and Wright, A.,
1999, Toxicity of selected plant volatiles in microbial and mammalian short-term
assays, Food and Chemical Toxicology, 37, 813-823, p.

Svoboda K.P. and Hampson J.B., 1999, Bioactivity of essential oils of selected
temperate aromatic plants: antibacterial, antioxidant, antiinflammatory and other
related pharmacological activities.



71

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Taub., R.A., Hepatic regeneration, Cell Biology, Biochemistry and Physiology of Liver
Fonction, Section 1, Chapter 2, 31-48, p. (http://www.intl.elsevierhealth.com/e-
books/pdf/347.pdf)

Tang, T.X., Hashimoto, T., Chao, L.Y., Itoh, K. and Manabe, T., 1997, Effects of partial
pancreatectomy on liver regeneration in rats, Journal of Surgical Research 72, 8-
14, p.

The Turkish Oregano Company, http://www.origanumoil.com/carvacrol.htm

Theocharis, S.E., Margeli, A.P., Skaltsas, S.D., Spiliopoulou, C.A. and Koutselinis S.,
2001, Induction of metallothionein in the liver of carbon tetrachloride intoxicated
rats: an immunohistochemical study, Toxicology 161, 129-138, p.

Tsuchiya, T., Miyazawa, M., Abe, T., Saito, T., Kanno, H., Ishii, S., Suzuki, M., Kenjo,
A., Yamada, F., Gunji, T. Kimura, T. and Gotoh, M., 2000, Hepatic regeneration
and ischemia/reperfusion injury in fatty-liver rats, Transplantation Proceedings
32, 2324, p.

Vogten, J.M., 2004, Angiogenesis in the liver, DrukkerijOnkenhout B.V., Hilversum,
Chapter 1, 10-20, p.

Wada, W., Medina, J., Hasegawa, Y., Kuwano, H. and Kojima, I., 2005, Adenovirus-
mediated overexpression of the activin be subunit accelerates liver regeneration in
partially hepatectomized rats, Journal of Hepatology, 43, 823-828, p.

Watanabe, M., Yamaguchi, K., Chijiiwa, K. and Tanaka, M., 2001, FR167653 Improves
survival and pulmonary injury after partial hepatectomy under
ischemia/reperfusion in rats, Journal of Surgical Research, 101, 146-151, p.

Yamada, Y. and Fausto, N., 1998, Deficient liver regeneration after carbon tetrachloride
injury in mice lacking type 1 but not type 2 tumor necrosis factor receptor, Am J.
Pathol., 152, 1577-1589, p.



72

KAYNAKLAR DIiZiNi (devam ediyor)

Yanishlieva, N.V., Marinova, E.M., Gordon, M.H. and Raneva, V.G., 1999,
Antioxidant activity and mechanism of action of thymol and carvacrol in two lipid
systems, Food Chemistry, 64, 59-66, p.

Zeytinoglu, H., Incesu, Z. And Baser, K.H.C., 2003, Inhibition of DNA synthesis by
Carvacrol in mouse myoblast cells bearing a human N-RAS oncogene,
Phtomedicine, 10, 292-299, p.



Adi Soyadi

Dogum Yeri-Tarihi
Uyrugu

Gorevi

Gorev Yeri

Yabanc Dil
Egitimi

1991-1995

1997

1998

OZGECMIS

Mustafa UYYANOGLU
Eskisehir, 12.01.1973
T.C

: Arastirma Gorevlisi

: Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji

Boliimii,
Meselik 26480 Eskisehir

: Ingilizce (intermediate) Mail:muyan@ogu.edu.tr

:Anadolu  Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji

Boliminden mezun oldu.

:Anadolu  Univesitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji

Anabilimdali  Molekiiler Biyoloji Bilim Dalindan
“Antimitotik oldugu diisiiniilen bazi kimyasallarin Retikiilo
Endotelial Sistem (RES) iizerine etkileri” isimli ytliksek lisans
tezi ile mezun oldu. Osmangazi Universitesi, Fen — Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalinda Arastirma

Gorevlisi olarak goreve basladi.

:0Osmangazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler

Biyoloji Anabilim Dalinda Doktora 6grenimine basladi.



