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Bu calismada, punicalaginin, parsiyal hepatektomi (PH) deney modeli ile karaciger

dokusundaki apoptotik etkileri arastiriimistir.

Deneysel uygulamalarda, 200+20 g agirlikta, 3-4 aylik, Wistar albino cinsi erkek
sicanlardan rastgele secilimle 6 grup olusturuldu. Grup I, Il sirasiyla 3. ve 6. saatlerde
disekte edilen sham kontrol gruplarini ifade etmektedir. Grup 111, IV %70 PH sonrasi serum
fizyolojik (SF) uygulanan sirasiyla 3. ve 6. saatlerde disekte edilen gruplari ifade
etmektedir. Grup V, VI ise %70 PH sonrasl, % 98 saflikta intra peritonal punicalagin
enjeksiyonu yapilan sirasiyla 3. ve 6. saatlerde disekte edilen gruplar ifade etmektedir.

Parsiyal  hepatektomi  yontemiyle  rejenerasyonun indlklendigi  sican
karacigerinden; RT-PCR, Q-PCR ve TUNEL analizi i¢in doku drnekleri alindi. RT-PCR,
Q-PCR, TUNEL analizi bulgulari kontrol gruplari ile karsilastirmali olarak degerlendirildi.

Kaspaz-3 gen bdlgesine ait RT-PCR (p<0.05), Q-PCR (p<0.05) ve apoptotik
indeks (p<0.05) bulgularina gore, V. ve VI. gruplarda NF-kB gen ekspresyonu, zamana
bagh olarak baskilandi. Kaspaz-3 gen ekspresyonu ise zamana bagl anlamli artis gosterdi.
VI. Grupta parsiyal hepatektomiden 6 saat sonra, 15mg/kg punicalaginin apoptozu
indukledigi goruldd. 15mg/kg punicalagin PH sonrasi zamana bagh olarak dokuda

rejenerasyonu baskiladi ve apoptozu indiikledi.

Anahtar Kelimeler: Sican, m-RNA, RT-PCR, Tunnel Metodu, Tag-Man protein

analizi, karaciger.
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In this study, the apoptotic effects of punicalagin, have been studied on liver tissues
by means of partial hepatechtomy (PH) experiment model.

In the experiments, six groups have been formed by arbitrary selection from 3-4
months old, male Wistar albino rats weighing 200£20 g. Group | and Il refer to sham
control groups which have been respectively dissected at 3" and 6" hours. Group 111 and
IV refer to the SF applied groups after %70 PH which have been respectively dissected at
3 and 6" hours. Group V and VI refer to the groups into which intra peritonal punicalagin
at 98 % purity were injected after %70 PH which have been respectively dissected at 3™
and 6" hours.

Tissue samples are obtained from the liver of the rats where regeneration is induced
by means of PH for RT-PCR, Q-PCR and TUNEL analysis. Findings of RT-PCR, Q-PCR
and TUNEL analysis have been evaluated comparatively with the control groups.

According to the results of RT-PCR (p<0.05), Q-PCR (p<0.05) and apoptotic index
(p<0.05) belonging to caspas-3 gene, in groups V and VI, NF-kB gene expression was time
dependently supressed. Kaspas-3 gene expression has increased in a time dependent
manner. It has been observed that 15 mg/kg punicalagin has induced apoptosis 6 hours after
PH in group VI. 15 mg/kg punicalagin after PH has supressed regeneration in the tissue in
time dependent manner and induced apoptosis.

Keywords: Rat, m-RNA, RT-PCR, Tunnel Method, Tag-Man protein analysis,

liver.
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1. GIRIS

Vicudun en biyik bezi olan karaciger diyaframin alt kisminda abdominal
boslukta yerlesmis sekiz fonksiyonel segmentten meydana gelmistir (Ganong,
1995; Dilek, 2003). Vicut agirhginin yaklasik %2’sini olusturur, 1,5-2 kg
agirhginda sindirim sistemi ile vendz drenaj arasinda kopra goérevi Gstlenmis bir
organdir. Karaciger safra yapimi, karbonhidrat depolanmasi-salinmasi (kan glikoz
dizeyinin sabit tutulmasi), Ure yapimi, Kolesterol metabolizmasi, etanol
metabolizmasi, plazma proteinlerinin  sentezlenmesi, yad metabolizmasl,
toksinlerin  oksidasyon yoluyla detoksifikasyonu gibi 6nemli metabolik
fonksiyonlara sahiptir. Safra salgisi nedeniyle ekzokrin bez, sentezledigi bir kisim
maddeleri dogrudan kana vermesi nedeniyle de endokrin bez kategorisinde bulunur
(Ganong, 1995; Karlson, 1995; Dilek, 2003). Karacigerde meydana gelebilecek
herhangi bir fonksiyon bozuklugu vicuttaki tim sistemleri etkiler. Kimyasal
ajanlar, ilaclar, alkol, kazalar, karaciger tumérleri, viral kokenli karaciger
hastaliklari ve cerrahi girisimler gibi cok sayida etken karaciger dokusunun zarar
gormesine neden olabilir. Karaciger kendisini yenileyebilme potansiyeli ile
vicuttaki diger organlardan daha avantajlidir (Yamada ve ark., 1997).

1.1. Karaciger Histolojisi

Doku histolojisinde lobil yapisi goraldr. Lobtl yapilarinin - ortasinda
konumlanmis olarak hepatik ven (vena sentralis) bulunur. Lobdllerin birlestikleri
koselere portal alan denir (Sekil 1.1). Portal alanda genellikle; portal ven, hepatik
arter ve safra kanali bulunur (Junqueira ve ark., 1993). Lobuller icinde kanin
dolastigi 1sinsal formda periferden sentrale dogru anastomozlasmis siniizoidler
bulunur. Sintzoidler endotel hucreleri ile désenmis durumdadir, ayni zamanda
Kupffer hicreleri de (makrofajlar) sinlzoidler igerisinde bulunurlar. Endotel

hlcreleri ile hepatositler arasinda ise madde aligverisinin gerceklestigi disse araligi
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bulunur. Disse araliginda yildizsi yag depolayan ito hiicreleri bulunmaktadir. ito
hicreleri 6zellikle A vitamini depolanmasina yardimci olan hcrelerdir.
Hepatositler ortalama 20-35um capinda altigen ve dokunun tamaminin yaklasik
olarak %80 ini olusturan hucrelerdir. Hepatositlerin sinlzoidlere bakan
yuzeylerinde mikrovilluslar bulunmaktadir. Bunlar hicrenin sekresyon ve
absorbsiyon kapasitesini arttiran yapilardir. iki hepatosit arasindaki 1-2 um
capindaki tubul yapisina safra kanalikull denir. Safra kanalikilleri safra kanallari
ile safra kanallari da herring kanallarina sonlanlanmaktadir (Junqueira ve ark.,
1993; Dilek, 2003).

1.2. Karaciger Anatomisi

Karaciger, bag doku yapisinda Glisson kapsul ile értilmis lobdller formda
organize olmus bir yapidadir. Sagda ve solda iki buyik lob, kuadrate ve caudate
loblardan olusur. Kanin %75'i portal ven yoluyla ,%25'i hepatik arter yoluyla
karacigere ulasir. Portal ven yoluyla gelen kan, sintizoidal yapilar yardimiyla lobil
hepatositler arasindan gecerek, santral vene dogru akar. Portal ven ve hepatik arter
yoluyla karacigere gelen kan, sintizoidlerde karismis olarak doku icinde yol alir.
Sinlzoidler hepatik lobtller boyunca anastomozlasmis kanallar sistemidir.
Sinlizoidlerde bulunan endotel hucreleri ile hepatositler, madde alisverisine olanak
saglayacak sekilde iliskilidirler (Ganong, 1995; Dilek, 2003; Junqueira ve ark.,
1993).
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Sekil 1.1. Karaciger lobil yapisi. PA: Portal alan, CV: Sentral ven (Ganong, 1995).

1.3. Karaciger Hucre Tipleri

a) Hepatositler

Karaciger lobil yapisini olusturan, temel metabolik reaksiyonlarin
gerceklestigi ana hucrelerdir. Lobdl icinde 1sinsal formda dizilmis 6 ya da daha
fazla ylzlu yaklasik 20-30 um capindadirlar (Sekil 1.2.). Tim karaciger dokusunun
%80'ini, toplam hiicre sayisinin yaklasik %60'in1 olustururlar. Endotel hiicreleri ile
hepatositler arasinda Disse araliklari bulunur ve kan ile hepatositler arasindaki
madde alisverisi bu bosluklarda gerceklesir. Hepatositlerin Disse araligina bakan
yuzleri safra kanalciklarinin olusumuna katilir. Hepatositler, normal kosullarda
oldukca dlsuk mitotik aktiviteye sahip olmasina ragmen, dokuda meydana
gelebilecek herhangi bir cerrahi midahale veya hepatik hasar sonrasinda mitotik
aktiviteleri artar (Ganong, 1995; Dilek, 2003; Junqueira ve ark., 1993).
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b) Endotel Hlcreleri

Sinuzoidleri kaplayan htcrelerdir. Endotel Hucreleri, disse arahigi ile
hepatositlerden ayrilmiglardir. Sinlzoid yuzeyini kapladiklari icin sinizoidal
endotel hcreleri olarak da adlandirthrlar. Sintzoidler igerisindeki konumlari
itibariyla, hepatositler ile aralarinda madde alisverisine olanak saglarlar (Smith ve
ark., 2007; Junqueira ve ark., 1993).

c) Kupffer Hucreleri

Sinuzoidal alanda endotel hicrelerinin yaninda yerlesmis makrofajlardir.
Kupffer hicreleri denen bu makrofajlar, endotel hicrelerin limene bakan
kisimlarinda bulunur. Temel fonksiyonlari; yash eritrositleri ve hemoglobini
metabolize etmek, immunolojik proteinleri sentezlemektir. Lizozomlarin yaklasik
%25'ine sahiptirler, fagositoz ve endositoz fonksiyonlarini gerceklestirirler.
Immiinomodalatérlerle uyarildiklarinda sitokin salinimini tesvik ederler (Smith ve
ark., 2007; Junqueira ve ark., 1993).

d) ito Hiicreleri (Perisinuzoidal Hiicre)

Disse araliginda bulunan yildizsi formda hucrelerdir. A vitaminini, lipid
damlalarinda retinil esterleri seklinde biriktirirler, depolama fonksiyonundan

kaynakli olarak yag dolu hiicrelerdir (Smith ve ark., 2007; Junqueira ve ark, 1993).
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e) Pit Hucreleri

Endotel hiicrelere ve Kupffer hiicrelerine yapisik formda lokalize olmus
diger bir hepatik sinuzoidal hiicre tipidir (Nakatani ve ark., 2004). Potansiyel
toksinlere karsi karaciger savunma mekanizmasini olusturan dogal o6ldirlci
hicrelerdir (Smith ve ark., 2007; Kaneda ve ark., 1983). Yapilan calismalarda
hepatik dogal olddrdcllerin deneysel karaciger metastazinin baskilanmasinda
oldukga etkili oldugu ortaya koyulmustur (Wiltrout ve ark., 1984; Wiltrout ve ark.,
1985).
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Sekil 1.2. Karaciger Hicreleri ince yapisi (Ganong, 1995).
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1.4.  Punicalagin

Doganin mucizevi meyvesi olarak bilinen nar (Punica granatum) pek ¢ok
ulkede geleneksel ilag olarak kullanilmaktadir (Moneim ve ark., 2012; Ajaikumar
ve ark., 2005). Nar; meyve, tohum ve suya kirmizi rengini veren antosiyaninler,
ellagik asit ve punicalagin (Sekil 1.3.) gibi hidrolize tanenlerden kaynakli zengin
bir polifenol kaynagidir (Bell ve Hawthorne, 2007; Adams ve ark., 2006). Ayni
zamanda gucli bir antioksidan (Lin ve ark., 2001), antienflamatuar (Adams ve ark.,
2006), antiarteriosklerotik (Aviram ve Dornfeld, 2001; Kaplan ve Aviram, 2001,
Nigris ve ark., 2005), antiproliferatif, proapoptotik (Seeram ve ark., 2005) etkili
oldugu birgok calismada rapor edilmistir. Hipertansiyon (Aviram ve Dornfeld,
2001), diyabet (Das, 2001; Huang ve ark., 2005), kardiyak fibrozis (Huang ve ark.,
2005b ), prostat kanseri (Heber, 2008; Malik ve ark., 2005 ), cilt kanseri (Afaq ve
ark., 2005), akciger kanseri (Khan ve ark., 2007 ), kolon kanseri (Khan, 2009;
Kasimsetty ve ark., 2010), gégus kanseri (Syed ve ark., 2007; Heber, 2008),

uzerinde inhibe edici etkileri oldugu deneysel olarak gosterilmistir.

Nar suyunda en ylksek oranda bulunan bir ellagitannin olan punicalagin,
ticari meyve sularinda batln nar meyvesinin preslenmesi esnasindaki basing
nedeniyle meyve suyuna gegmekte ve miktari 2 g/L diizeyine kadar ulasmaktadir
(Adams ve ark., 2006; Gil ve ark., 2000).

Narin preslenmesi ile elde edilen nar suyunun antioksidan aktivitesinin %92
sini nar kabugunda bulunan ve hidrolize olabilen tanenlerden kaynaklandigi
(Tzulker ve ark., 2007), nar suyunun antioksidan aktivitesinin %50 den fazla
kisminin sadece punicalaginden kaynaklandigi rapor edilmistir (Adams ve ark.,
2006).

Punicalagin, nar kabuguna sari rengini veren ve isleme esnasinda meyve

suyuna gecen ellagik asite hidroliz olabilen (Heber, 2008) fenolik bilesiktir.



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Punicalagin yiiksek molekil agirhginda, nara 6zgl bir ellagitannindir
(Kulkarni ve ark., 2007; Patel ve ark., 2008). Sahip oldugu antioksidan kapasite,
yapisindaki hidroksil (OH) gruplarindan kaynaklanmaktadir (Kulkarni ve ark.,
2007).

Punicalagin, nar iceriginde yiksek oranda bulunan bir ellagitanindir,
serumda ellagik aside hidrolize olarak bagirsak florasin da urolitine (ellagik asit
analogu) donusur. Urolitin prostat kanseri tzerinde oldukca etkili bir inhibisyona
sahiptir. Heber ve arkadaslarinin (2008) yaptigi bir calismada prostat kanseri
hlcerelerinin punicalagin maruziyeti sonrasinda NF-kB aktivasyonunun inhibe

edildigini ortaya koymuslardir.

Seeram ve ark. (2005); punicalagin, ellagik asit, total nar ellagitanenlerinin
antioksidan, antiproliferatif, apoptotik etkileri; insan agiz (KB, CAL27), kolon
(HT-29, 9 HCT116, SW480, SW620) ve prostat (RWPE-1, 22Rv1) kanseri
hlcrelerinde deneysel olarak incelenmistir. Punicalagin, ellagik asit, total nar
ellagitaninlerinin  100ug/mL konsantrasyonu apoptotik etki igin, 10ug/mL
konsantrasyonu antioksidan aktivite icin dederlendirilmeye alinmistir. Antioksidan
aktiviteleri bakimindan nar suyu, toplam nar ellagitaninleri, punicalagin, ellagik asit

olarak siralanmistir (Seeram ve ark., 2005).

Sprague-Dawley sicanlarda, nar suyunda oldukca fazla bulunan bir
ellagitanin olan punicalaginin (=2 g/L), olasi toksik etkileri incelenmistir.
Diyetlerinde ortalama %6 punicalagin bulunacak sekilde 37 giin boyunca
beslenmiglerdir. Glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz ve siperoksit dismutaz
(SOD) gibi antioksidan enzim dlzeylerinde herhangi bir artis gdzlenmemistir.
Histopatolojik bulgularda kontrol grubuna gore anlamh bir farkhilik tespit
edilmemistir (Cerda B ve ark., 2003).
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Lin ve arkadaslari (2001), asetominofen ile indiklenmis karaciger hasari
karsisinda, punicalaginin  antioksidan  ve antihepatotoksik  etkilerinin
iliskilendirilmesi hedeflenmistir. Asetominofen uygulamasinin ardindan serumda
AST ve ALT dlzeylerinde artis gorulmastir. Punicala ve Punicalagin
uygulamasiyla ALT ve AST degerlerinin distigi kaydedilmistir. Punicalaginin
dusiik dozlarda antioksidan ve hepatoprotektif etkili, yiksek dozlarda ise

hepatotoksik etkili oldugu bulunmustur (Lin ve ark., 2001).

HO OH HO OH

Sekil 1.3. Punicalagin agik formull (Seeram ve ark., 2005).



@) ANADOLU UNIVERSITESI

10

1.5. Apoptoz

Apoptoz bircok kimyasal maddenin toksisite dizeyinin arastirilmasinda
kullanilan parametrelerden biridir. Apoptoz, hiicrenin apoptotik sinyal tretmesiyle
baslar, ayni zamanda hiicrede biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerle kendini
gosterir (Mignon ve ark., 1998; Dietrich, 1997). Apoptoz sirrecinde kaspazlarin
oldarici olarak aktivite gosterdigi bilinmektedir. (Cohen, 1997; Yildirnim ve ark.,
2007). Kaspazlar inaktif proenzim olarak sentezlenirler, genellikle hicrelerdeki
inaktif zimojenlerde bulunurlar ve proteolitik parcalanmalari ile aktive olurlar.
Aktif kaspazlar protein substratlari parcalayarak hiicrenin hacimce kictlerek 6lime
gitmesine neden olurlar. Hucre, apoptotik evreye girdikten sonra aktif hale gelirler
(Kerr ve ark., 1972). Bu enzimler iki ana grupta incelenir. Bunlardan biri baslatici
kaspazlar, digerleri ise effektor kaspazlardir. Burada en 6nemli olan kaspaz grubu
effektor kaspazlardir. Bu kaspazlar hiicre 61im yolagini devam ettiren enzimlerdir.
Bircok kaspaz tanimlanmistir. Bunlardan kaspaz 3 aktivasyonu geri donlsumsiiz
hiicre hasarina neden oldugu icin, apoptozun belirlenmesinde kullaniimaktadir
(Forest ve ark., 2005; Yildirim ve ark., 2007).

Apoptoz, inflamasyon ortaya ¢ikmaksizin; hicrelerin ortadan kalktigu,
programli ve ayni zamanda organizmada homeostazinin saglandigi fizyolojik bir
6lum sdrecidir (Tomatir, 2003). Hiicrenin yasami boyunca yapim-yikim dengesinin
sirdarilmesini  saglar. Kerr ve ark., ilk kez apoptoz terimini 1972'de
kullanmiglardir. Morfolojik ve biyokimyasal olarak nekrotik hiicre 6lim seklinden
tamamen farklidir (Bylinsky, 1997; Hizel, 1997; Israels ve Israels 1999; Nagata,
1999). Apoptoz cesitli viral, immdinolojik, malign ya da ilag kdkenli insan karaciger
hastaliklarinda ortaya ¢ikabilmektedir. Karaciger apoptoz mekanizmasinda etkili
olan iki protein, hepatosit yiizeyinde bulunan fas/apo-1 ve safra hucrelerinde
lokalize olmus Bcl-2 proteinleridir (Feldman, 1997). Buyume sinyalinin ortadan
kalktigi durumlarda apoptoz tetiklenir. Apoptoz sinyali alan hicrede kaspaz

proteinleri salinmaya baslar, kromatin yogunlasir, DNA fragmentasyonu baslar,



@) ANADOLU UNIVERSITESI

11

hiicre blzlsup kondanse olur, hiicre iskeleti dagilir, apoptotik cisimciklere dontstr
(Oktem ve ark., 2001; Walker ve ark 1988; Tomatir, 2003; Kerr ve ark., 1972;
Turner ve ark., 2004; Yildirim ve ark., 2007) (Tablo 1.1.).

1.5.1. Apoptozun indiiksiyonu

Apoptoz; Fas (APO-1, CD95) ve tumor nekroz faktor reseptori-1 (TNFR-1)’in
ligandlar ile uyariimalari sonucu indiklenir ve sitokrom c¢’nin salinmasinin
ardindan, apoptozom olusumu (sitokrom c, Apaf-1, kaspaz-9 kompleksi) ile devam
eder. Apoptozom olusumu ile membran potansiyeli degisir, plazma membranin i¢
tarafindaki fosfatidilserin, aminofosfolipid transferaz enziminin yardimiyla
membranin dis yizeyine transloke olur. Bu fosfatidilserinlere makrofaj reseptorleri
baglanarak fagositozu baslatir. Ayni zamanda translokasyon ile kaspazlar aktive
olur. Kaspzazlarin aktivasyonu ile karekteristik morfolojik degisiklikler gérilmeye
baslar (Antar, 2005; Ulukaya, 2003; Oktem ve ark., 2001; Walker ve ark 1988;
Tomatir, 2003; Kerr ve ark., 1972; Turner ve ark., 2004; Yildirim ve ark., 2007).

Bcl-2 ailesi hem pro-apoptotik (Bax, Bak, Bad, Bcl-XS) hem de anti-apoptotik
(Bcl-2, Bcl-XL) tyeler igerir. Bcl-2 molekdlleri mitokondrilerilerden sitokrom ¢
salinimini kisitlayarak apoptozu inhibe ederken, proapoptotik faktérler de sitokrom
c¢ salinimini, Apaf-1’e baglanmasini ve kaspazlari aktive eder. Organizmada, DNA
hasarina yanit olarak p53 induksiyonu ile bir pro-apoptotik bcl-2 ailesi Giyesi olan
Bax’in indiiksiyonuna yol acar ve apoptoz baslatir. p53 Bax’in induksiyonu disinda
Fas ve DR5 gibi hiicre ylzey 6lum reseptorlerinin induksiyonu ile de apoptozu
baslatabilir (Lodish ve ark., 2008).
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Tablo 1.1 Apoptotik ve nekrotik hiicre 6lumi arasindaki farkliliklar (Ulukaya, 2003).

Apoptoz

Nekroz

Hiicre membraninin biizismesi

Hicre membran butlinluginin kaybi

Organelleri ve kromatin pargalarini
icerir, apoptotik cisimciklerin olusumu

gozlenir

Hicre lizis olur, dagihr

Organelllerin disintegrasyonu yoktur.

Organellerin disintegrasyonu

mevcuttur.

Vakuolizasyon gozlenmez.

Hicrede vakuollerin olusumu gozlenir.

Hiucre iskeletinin yikimi vardir.

Sistemik hiicre iskelet elemanlarinin

yikimi yoktur.

Hiicrede hacimce kuctlme gozlenir

Hicrede sisme gozlenir

200kb ve Kkatlari seklinde DNA

fragmentasyonu gozlenir.

Rastgele DNA

gozlenir

fragmentasyonu

Hiicrede inflamasyon olusmaz.

Hicrede inflamasyon olusur.

Enerji gereksinimi vardir.

Enerji gereksinimi yoktur.

Fagositler yoluyla gerceklesir.

Komsu hiicreler yoluyla gercgeklesir.

Kromatin kondensasyonu, apoptotik
cisimcikler, izole tek hicrenin 6lumu

s6z konusudur.

Hiicre 6lumu ¢evre dokularda da hasara

neden olur

1.5.2. Apoptozun Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Hicre apoptoza giderken, hiicrede bircok morfolojik (hicre bizismesi,

kromatin kondensasyonu, apoptotik cisimcikler vb.) ve biyokimyasal degisiklikler

(DNA fragmentasyonu, fosfotidilserin molekdllerinin hiicre membranin dis

yuzeyine transloke olmasi vb.) ortaya ¢ikar (Sekil 1.4.). Apoptotik hiicrelerin tespiti

icin kullanilan yontemler de bu nedenle ¢ok cesitlilik gostermektedir (Gile¢ ve

Eren, 2008).
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= TUNEL yontemi

= Hematoksilen-eozin boyama
»= Giemsa boyama

= Elektronmikroskopi

= Anneksin V yontemi

= Agaroz jel elektroforezi

= Flow sitometri

= ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)
= Faz kontrast mikroskopi

= M30 yontemi

» Kaspaz-3 yontemi

= Western blotting

= Floresan Mikroskopi

TUNEL vyontemi (Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated d-UTP
Nick End Labeling.)

DNA fragmentasyonunun in situ olarak tespit edilmesini saglar (Gavrieli ve
ark., 1992; Kressel ve Groscurth, 1994; Yilmaz ve ark., 2005). Kromatin
materyalinin parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan 3'OH uglarinin DNA polimeraz
yardimiyla terminal deoksinikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak yapilan
isaretleme yontemidir (Aral, 1996; Elmore 2007; Kressel ve Groscurth, 1994).
TUNEL yontemi ile apoptotik sirecin basinda, kromatin yogunlasmasi yeni
basladigi sirada, mofolojik degisiklikler henliz ortaya ¢ikmadan once tespit
edilebilmektedir (Arends ve ark., 1990; Kerr ve ark., 1972). In situ apoptoz tespit
yontemi apoptoz ile iliskili kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonunu
tespit ettiginden; apoptozu nekrozdan morfolojik olarak ayirmaktadir (Labat-
Moleur ve ark 1998).



@) ANADOLU UNIVERSITESI

14

Hematoksilen-eozin boyama

Hematoksilen-eozin (HE) boyama yontemi pratik bir uygulamadir. Isik
mikroskobu incelemelerinde HE boyama ile apoptotik ve normal fizyolojiye sahip
hicre morfolojileri kolaylikla ayirt edilebilmektedir. HE boyasi genetik materyali
boyadigl icin DNA fragmentasyonlari ¢ekirdek zari civarinda lokalize olmus
apoptotik cisimcikler seklinde gdzlemlenebilir (Glles ve Eren 2008; Ulukaya,
2003; Mountz ve Zhou ;2001).

Giemsa Boyama

Giemsa boyama tekniginde hiicre cekirdegi boyandigi icin, apoptotik
hicreler belirgin morfolojik farkliliklarla ayirt edilebilmektedir (Yilmaz, 2005;
Gules ve Eren 2008).

Elektronmikroskopi

Hicre subselliler yapi degisikliklerinin ayrintili bir bicimde incelenmesine
olanak saglayan ileri mikroskopi teknigidir. Hicre hacminin kigtlmesi, kromatin
fragmentasyonu-kondensasyonu, hticre organellerinin sisme-biiziilme durumlari,
hlcre zari batunlagu gibi ayrintilarin incelenmesine olanak saglar (Yilmaz, 2005;
Gules ve Eren 2008).

Anneksin V yontemi

Normal fizyolojiye sahip hicrelerde membranin i¢ ylzinde membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin bulunmaktadir. Hiicre apoptotik evreye
girdiginde, i¢ yuzde yerlesmis olan fosfatidilserin molekdlleri hicre zarinin dis
yuziine transloke olurlar. Bu yer degistirme hiicre membran butlnliginin
bozulmadigi apoptotik siirecin baslangi¢ evrelerinde meydana gelir. Hicrenin dis
ylzeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilme 6zelligine sahip olan
Anneksin-V, floresan bir madde olan FITC ile isaretlenerek apoptotik hiicre
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gorundr hale getirilebilmektedir (Zhang ve ark., 1997; Yilmaz; 2005; Giles ve
Eren; 2008).

Agaroz jel elektroforezi

Agaroz, yuklu parcaciklarin elektrik alani altinda; molekdl agirhgina bagh
olarak hareket etmesi esasina dayanir. Agaroz orta ve biyik oranlardaki DNA
molekdllerini elektroforezle ayirmak icin yaygin ve pratik olarak kullanilan destek
ortamidir. DNA kiriklarinin gosterilebildigi bir yontemdir. Apoptotik hiicrelerdeki
endonukleaz aktivitesi kromatinin fragmentasyonuna neden olur. Endonukleaz,
DNA’da yaklasik 180-200 baz cifti ve katlari oraninda kirilmaya yol acar.
Kirilmalarin sonucunda jelde merdiven biciminde bir gérinta ortaya ¢ikar, bu bulgu
apoptoz icin karekteristiktir (Yilmaz, 2005; Giiles ve Eren, 2008; Ulukaya, 2003).

Flow sitometri

Flow sitometri metodunda, htcreler veya molekiller floresan (13-
phycoerithrin, FITC, propidium iyodir, rhodamine-GG vb.) bir madde ile
isaretlenmis antikor kullanilarak, apoptotik surecde ekspresyonu artan protein tespit
edilebilmektedir (Aral, 1996; Giles ve Eren, 2008). Klinikte apoptozun

belirlenmesinde siklikla kullaniimaktadir.

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay)

ELISA yontemi, antijen-antikor kompleksine bir enzimle isaretli olan
antiglobulinin ilave edilmesi ve daha sonra substratin eklenmesi sonucunda ortaya
cikan renk olusumunun gdzlenmesi esasina dayanmaktadir. Duyarli, spesifik ve
cabuk sonuc veren bir testtir. Apoptozda gorulen ilk olay, sitoplazma igine
niikleozomlarin salinmasini takip eden DNA fragmentasyonudur (Salgame ve ark.,
1997). ELISA ile gerek kilturi yapilmis hiicre populasyonlarinda, gerekse insan
plazmasinda DNA fragmentasyonunu tespit etmek muimkunddr. (Overbeeke ve

ark., 1998, Ulukaya, 2003). Bu analiz yontemi agaroz jel elektroforez ile apoptotik
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DNA merdiveninin belirlenmesinden yaklasik 500 kat daha fazla duyarl ve gok
saylda érnegin test edilebilmesi agisindan daha uygundur (Salgame ve ark., 1997).

Faz kontrast mikroskopi

Faz kontrast mikroskobu ile apoptotik hiicreler Gizerinde gelisen cepcikler
(blebs) ve hiicre sitoplazmasinda meydana gelen vakuoller gézlemlenebilir (Gules
ve Eren, 2008).

M30 yontemi

Apoptotik hiicrelerdeki kaspazlarin, sitokeratin 18’i kirmalari sonucu ortaya
cikan yeni antijenik bolgenin immunohistokimyasal olarak boyanmasi prensibine
dayanir. Sitokeratin 18’in eksprese oldugu dokularda uygulanmasi miimkundur. Bu
dokular genellikle epitelyal kaynakli dokulardir (Gules ve Eren, 2008; Ulukaya;
2003).

Kaspaz-3 yontemi

immunohistokimyasal boyama yontemi ile dokudaki apoptotik hiicrelerde
ekspresyonu artan kaspaz-3 belirlenebilir. Bunun icin, dokunun kaspaz-3 eksprese
ettiginin bilinmesi ya da calisilan dokuda apoptoza yol agan ajanin, kaspaz-3’u kirip
kirmadiginin bilinmesi gerekmektedir (Gules ve Eren, 2008; Overbeeke ve ark.,
1998; Ulukaya, 2003).

Western blotting

Western blotlama, bir protein karisimi icindeki belirli bir proteini ve
blyuklugind saptamak igin kullanilan nicel bir yontemdir. Bu metod ile, spesifik
protein ona 0zgu antikor kullanilarak bir karisim iginden saptanabilmektedir.
Western blotting yardimiyla apoptoza 6zgu proteinlerin  eksprese olup
olmadiklarinin  (6rn: kaspaz-3) ya da kirithp kirilmadiklarinin  saptanmasi
mumkunddr (Yilmaz, 2005; Gileg ve Eren, 2008).
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Floresan Mikroskopi

Floresan mikroskopi, floresan 6zelligi olan boyalarin (Rhodamine, Hoechst
boyasi, DAPI “4,6 diamidine-2’-phenylindole”, propidium iyodir, akridin orange,
etidyum bromdar, FITC “fluorescein isothiocyanate”) kullanilmasiyla yapilan bir
preparasyon teknigidir. Preparata uygun dalga boyunun secilmesinin ardindan,
floresan maddenin uyarilmasi ile yansiyan isigin analizi sonucu goriintinin elde
edilmesi prensibine dayanir. Floresan boyalar DNA’ya baglandigi igin hcre
cekirdeginin gorunir hale gelmesini mimkun kilmaktadirlar. Yontem hiicre 6lim
seklinin, hiicre morfolojisin den tespit edilmesi esasina dayanir (Ulukaya, 2003;
Yilmaz, 2005).

1.6. Kaspazlarin Aktivasyonu

Kaspazlar, inflamasyon ve apoptosis gibi ¢esitli hiicresel islevlerden sorumlu
evrimsel olarak korunmus bir sistein proteinaz ailesidir (Khan, 2008). Kaspazlar
hicre icinde inaktif formda bulunurlar. Apoptoz sinyalinin alinmasiyla birlikte
aktive olurlar. Aktivasyonlari adaptor proteinler araciligi ile gerceklesir. Adaptor
proteinler baslatici kaspazlari birbirine yaklastirarak aktive ederler. Apoptoz
sirasinda ilk gorev alanlar baslatici/onct kaspazlar, apoptotik yolagin sonraki
asamalarinda aktive olanlar effektor kaspazlardir. Bagslatici kaspazlar; kaspaz 2, 8,
10, effektor kaspazlar; kaspaz 3, 6, 7 olarak gruplandirthirlar (Yildirim ve ark.,
2007).

Kaspaz-3 en oOnemli oldurict kaspazdir. Kaspaz-3 aktivasyonu erken
apoptozun bioyokimyasal belirtecidir. Apoptoz tayininde Kaspaz-3 aktivitesinin

tespit edilmesi 6nemli bir parametredir (Pfister ve ark., 2013).
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Normal Hucre

Apoptotik Hucre

Sekil 1.4. Nekrotik ve Apoptotik 6lum farklihgr (Meer ve ark., 2010)



@) ANADOLU UNIVERSITESI

19

1.7. NF-kB (NUKLEER FAKTOR KAPPA B)

NF-kB hemen hemen hayvan hicrelerinin tamaminda (omurgali ve
omurgasizlarda) bulunan (Lugman ve Pezzuto, 2010), hicrenin immin ve
enflamatuar uyaranlara verdigi yanitin dizenlenmesini ve hicrenin canlihgini
strdurmesini kontrol eden en o6nemli protein grubudur. Bu kontrol kanser
kemorezistansi, onkogenez, adaptif immdinite, B ve T lenfositlerin lenfopoezini

iceren bircok biyolojik olayr kapsar (Yildirim ve ark., 2007).

Hicrenin yasam ve 6lim arasindaki belirleyici role sahip regulatérlerinden biri
NF-kB vyolagidir. Transkripsiyon faktorl nikleer faktér NF-kB, dokularda
apoptotik hicre 6luminin gicli bir indikleyicisi olan TNF-a’'nin neden oldugu
apoptoza karsi koruyucu gorev Ustlenmistir. Karacigerde hepatektomiden 48 saat
sonra, NF-kB aktivasyonu eksikligi karsisinda DNA sentezinde %80 oraninda

azalma oldugu ortaya koyulmustur (Plimpe ve ark., 2000).

Hepatositlerde, NF-kB aktivitesi inhibe edildiginde apoptozun tetiklendigi
belirtilmistir (Bellas, 1997). %70 parsiyal hepatektomi deney modeli in vivo olarak
NF-kB aktivasyonunun, hiicre proliferasyonunun indiksiyonu ve apoptozun

inhibisyonun gosterilmesinde 6zgin bir deney modelidir (Plumpe ve ark., 2000).

NF-kB; p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), RelA (p65), c-Rel ve RelB alt
unitelerine sahip (Karin, 2011) Rel ailesinin induklenebilir bir heterodimerik
transkripsiyon faktoridir (Karin ve Lin, 2002). Ayni zamanda hticre digi stres gibi
cesitli uyaranlara karsi huicresel yanitin ana mediatordur (Takahashi ve ark., 2002).
NF-kB aktivasyon kontroli; sitoplazmada, endojen IkB inhibitori tarafindan
kontrol edilir. Nikleer faktor inhibitori kappa B (IkB)'nin fosforilasyon ve

proteolitik yikimi, NF-kB'nin serbest birakilmasi ve nikleer translokasyonunun
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yanisira proenflamatuar genlerin transkripsiyonunu da saglar (Takahashi ve ark.,
2002).

NF-kB aktivasyonu bloke edildiginde, apoptoz kaspaz inhibitorleri tarafindan
bloke edilir. TNF-a aktivasyonu ise kaspaz-2 ve kaspaz-3 aktivasyonunu arttirir,
kaspaz-8 ise sadece NF-kB aktivasyonu engellendiginde aktive olur (Xu ve ark.,
1998).

NF-kB, inflamasyon ve apoptosis ile iliskili genlerin diizenlenmesinden
sorumlu, Rel-family proteinlerinin heterodimerik bir kompleksidir (Anlela ve ark.,
2000; Karin ve Lin, 2002, Karin ve ark., 2002). NF-kB, G, fazinda Nukleer faktor
inhibitori kappa B (IkB) proteinleri tarafindan inaktif formda sentezlenir. NF-kB;
sitokinler, radyasyon ve kemoterapdétik ajanlarla fosforilasyon, ubikuitinasyon ve

IKB’nin proteozom-aractli yikimi ile aktive olur (Yildiz, 2007).

inflamasyon, sitokinler (TNF-a, interlokin-1), biiyiime faktérleri, hormonlar
(EGF, insulin), mikrobiyal antijenler, virtsler (HIV-1, HTLV-1) ve drunleri
(double-stranded RNA, Tax protein) NF-kB aktivasyonunu baslatirlar (Liou, 2006).

NF-kB aktivasyonu TNF-a sitiimilasyonu ile gerceklesir. Bu sitimilasyon NF-
KB indukleyen kinazlari uyarir (NIK). NIK ise IkB kinaz (IKK) kompleksinin
aktivasyonuna neden olur, IkB kinaz N-terminal serin rezidilerinden IkB
proteinlerini fosforlar. Fosforlanmis IkB proteinleri ubikitin ligazlar tarafinda
taninir.  Bu taninma poliubikitinasyona ve IkB proteinlerinin ardisik
degradasyonuna neden olur. IkB proteinlerinin degradasyonuyla serbest kalan NF-
KB dimerleri ¢ekirdege gecerek orada spesifik sekanslara baglanir (Andela ve ark.,
2000; Lugman ve Pezzuto 2010). Aktive olmus NF-kB'nin inaktivasyonu ise ¢esitli
geri bildirim yolaklari ve yeni sentezlenmis IkB proteinlerinin tekrar NF-kB ye
baglanmasi ve sitozole gegmesi ile sonlanir (Sekil 1.5.). NF-kB nin inaktivasyonu,
IKB proteinlerinin NF-kB ye bagli olarak, niklear lokalizasyon sekanslarini

maskelemesi ile gerceklesir (Lugman, 2010).
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Transforme olmamis hepatositlerde, NF-kB aktivitesi inhibitdr proteinler
tarafindan baskilanmistir (Plumpe ve ark., 2000). %70'lik parsiyal hepatektomi
sonrasl serum TNFa seviyeleri artar, bu artis NF-kB'nin niikleer translokasyonuna
neden olur. Farelerde TNF-Ry eksikliginde, zayif NF-kB aktivitesi, IL-6 seviyesinin
dusmesine ve DNA replikasyonunun azalmasi ile sonuglanir (Plimpe ve ark.,
2000).

THNF, IL-1, LPS
/ Sinyal \

I: Hilere Zarn Wﬁ
Uyaran
Sitoplazma

inhibitarler -----.u..-.

Fosforilasyon ve Ubikutinasyon

#+20e [phibitérler

inhibitérler

ihibitGrler ssssssssasds

Translokasyon

Frotein

m-mV Translasyon
Ribozom

Transkripsiyon

Cekirdek

ihibitdrler «ssss .

= NFkB Aktivasyon Basamaklan

sassde  nhibitérler

Sekil 1.5. NF-«B aktivasyonu (Lugman ve Pezzuto, 2010)
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1.8. Kantitatif RT-PCR Ydntemi

TagMan protein analizi (TPA), kalip DNA amplifikasyonu ile proteinleri
tespit eden, protein kantifikasyonunda yeni nicel bir metoddur (Fredriksson ve ark.,
2007).

Uc temel basamakta gerceklesir (Swartzman ve ark., 2010).

1. Cift haldeki oligonikleotit problarin hedef proteinlere baglanmasi: Spesifik
antibadi ile bagl olan (biotin-streptavidin bagi ile) oligonikleotit problar

hedef proteine baglanirlar (Sekil 1.6.).

2. Oligonikleotitlerin ligasyonu: DNA ligaz ile hedef proteine baglanmis
oligoniikleotit problarin ligasyonu gerceklesir (Sekil 1.6.).

3. Ligasyon drindnin amplifikasyonu ve TagMan real-time protein metodu
ile analizi: Ligasyon driini, TagMan real-time PCR igin kalip gorevi gorur
ve amlifikasyonu baslatir (Sekil 1.6.) (Swartzman ve ark., 2010; Gullberg
ve ark.,2004).

Yontem Hearlg Baglanma Ligasyon Amplifikazyon
I I = . 1R M| 1
» 1 ’ Piob A Oligoniiklectitlerin
A\i + Baglanmasi
0 ¢ (e N\ {_Hede? Protein ! !
T i i PobD  Egtpl T Epitop2 Dongi Sayist
= Yiksek Kcnsantrasyon

== (irta Korsantrasyon
= [isik Konszntrazyon

o = Qligenikleotit @ = Biyotin ¥ = Epitop = ArkaPlzn

A = Bictinli Antikor

Sekil 1.6. Q-PCR Reaksiyonu (Pfister ve ark., 2013).
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1.9. Hepatik Hasar

Akut karaciger hasari, alkole bagli karaciger hasari, ilaclara bagl karaciger
hasari, kronik karaciger hasari olmak Uzere hepatik hasar tipleri gruplandirilabilir.
AST, ALT, y-glutamil-transpeptidaz ve glutamat-dehidrogenaz gibi enzim
degerlerinin kan da yikselmeleri karacigerde hepatik hasara isaret etmektedir
(Karlson, 1980). Transaminaz duzeylerinin, AST i¢in 200U/L, ALT i¢in 300U/L
degerlerine ulasmis olmasi hepatik hasarin gostergesidir. Akut hepatik hasarda
AST, ALT dizeyleri hizh pik yapar, pikden sonra hizli bir dists gosterir. AST
duzeyi ALT duzeyine gore daima daha yuksektir yarilanma 6mri de ALT ye gore
daha kisadir (Dilek, 2003).

1.10. Parsiyal Hepatektomi

Karacigerde parsiyel hepatektomi genellikle kitlesel lezyonlarin (metastaz,
primer karaciger tumdrleri, hemanjiom, vb.,) tedavisinde, canliya karaciger

transplantasyonlarinda uygulanmaktadir (Bedirli ve ark., 2005).

Karaciger loblarinin bir kisminin (yaklasik %70) cerrahi olarak ¢ikartiimasi
(parsiyal hepatektomi) sonrasi, karaciger eski yapisina donmek icin hepatositler
hizla bolinme evresine gecerler (Rabes, 1978; Fausto; 1990). %70 PH sonrasi
hepatositler G, fazindan G, fazina gecisleri 4-6 saat icinde tamamlanir.
Hepatositlerin G, fazindan S fazina gegisleri 18 saat i¢inde baslar ve 24 saat iginde
maksimum seviyeye ulasir (Chagas ve ark., 2009). Karaciger tekrar normal
bluydklagune erisene kadar rejenerasyon devam eder (Michalopouos ve DeFrances,
1997). Karaciger yapisinda c¢ok farkh hiicre tipleri mevcuttur ve hepatik
rejenerasyon esnasinda aktif rol alirlar. Kismi hepatektomi sonrasinda rejeneratif
yanitin baslamasi bir¢ok faktore baglidir (Ayan. ve ark., 2011; Bedirli, ve ark.,
2005; Michalopouos ve DeFrances, 1997). Biyime hormonlarinin endokrin ve

parokrin etkileri, spesifik protoonkogenlerin aktivasyonlari, trankripsiyon faktorleri
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rejenerasyon sirasinda oldukca onemlidir (Ayan ve ark., 2011; Webber ve ark,
1993).

NF-kB, STAT3 ve AP-1 (Adaptor-iliskili protein kompleksi) karaciger
rejenerasyonunu baslatan temel transkripsiyon faktorleridir. PH den sonraki ilk 4
saat icerisinde NF-kB, AP-1, STAT3 trankripsiyon faktdrlerinin baglanmalari artar.
NF-kB aktivasyonu PH den sonra 30 dakika igcinde gozlenmeye baslar ve 4-5 saat
kadar devam eder (Tewari ve ark., 1992; FitzGerald ve ark., 1995; Fausto, 2000).
AP-1 ve STAT3 (in baglanmasi PH den sonra oldukca yavas bir sekilde gercgeklesir

ve STAT3 Uin baglanmasi icin 6 saatten fazla bir stireye ihtiyac duyulabilir.

Apoptoz ve inflamasyon stireclerinde rol oynayan bir sitokin olan TNF bir ¢cok
hiicrede NF-kB yi aktive eder, ip TNF enjeksiyonunun 30 dakika sonra sigcan
karacigerinde yiksek oranda NF-kB baglanmasina neden oldugu rapor edilmistir
(Yamada ve ark., 1997).

2/3 PH modelinde, sol ve medial loblar baglanip cikartilir. Boylelikle
karacigerin %65-70’1 ¢ikartiimis olur (Sekil 1.7.) (Higgins ve Anderson, 1931).
Hepatositler nadiren bolunen, oldukga farklilasmis hticre gruplaridir. Ancak 2/3’1tk
PH ardindan es zamanli olarak hicre siklusuna girerler. PH nin ardindan ilk
basamakta 4-6 saat icinde hicreler biyume faktorlerine tamamiyle cevap verebilir

ve replikatif basamaga gecebilirler (Suzuki ve Tsukamoto, 2004).

Memeli karaciger hucrelerinin %65’ini olusturan, distk proliferatif aktivite ve
genis bir yasam surecine sahip hepatositler; karaciger dokusunun bir kisminin
cikartilmasindan sonra, dikkat cekici bir rejenerasyon kapasitesi gosterirler.
Memeli karaciger hucrelerinin %65’ini olusturan hepatositler diisuk proliferatif
aktivite ve genis bir yasam siirecine sahiptirler (Yamada ve ark., 1997). Geng sican
ve farelerde, %70 PH den sonra karaciger kutlesi 7-10 gin icerisinde tekrar toplam
kitle baydaklagune erisir (Yamada ve ark., 1997; Grisham, 1962; Higgins ve
Anderson, 1931).
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Bu calismada % 70’lik PH islemi ile rejenerasyonun indtklendigi ve bu
indlksiyona karsilik punicalaginin sican karacigeri tzerinde olusturdugu apoptotik

etki, gen duizeyinde ve histolojik olarak arastiriimistir.

1.11. Karaciger Rejenerasyonu

Normal fizyolojiye sahip karaciger dokusunda rejenerasyon oldukca nadir
seyreden bir durumdur. Hepatositlerde mitotik aktiviteye ¢ok nadir rastlanir, Ote
yandan karaciger dokusunun cerrahi olarak ya da hepatik hasar sonucu kaybl ile
dokuda mitotik aktivite hizlanir (Fausto, 2000). Hepatositlerde mitotik aktivite,
kanda dolasan salon(chalon) olarak isimlendirilen haberci maddeler tarafindan
kontrol edilir. PH islemiyle dokuda miktari azalan salonlarin DNA replikasyonunu
baskilayamamakta ve mitotik aktivite hizlanmaktadir. Doku organizmanin
ihtiyacini karsilayabilecek biyuklige ulastiginda, hiicrede salonlarin da miktari
artmis ve DNA replikasyonu baskilanmaya baslamistir. Salonlar dokuda mitotik
aktivitenin sonlanmasina neden olur (Fausto, 2000; Dilek, 2003). EGF (epidermal
growth faktor), HGF (Hepatosit growth faktor), TGF-a (transforming growth faktor
alfa), TGF-f (transforming growth faktor beta), IL-6 hepatositlerde rejenerasyonu
kontrol eden faktorlerdendir (Fausto, 2000; Fausto ve ark., 1995).

PH sonrasi rejenerasyon ilk 12 saat icinde baslayip, 24 saatte maksimum
duzeye ulasmaktadir. Yaklasik olarak 10 gln igerisinde organ kendisini tamamen
organizmanin ihtiya¢ duydugu buyiklige tamamlamaktadir (Tewari ve ark., 1992;
FitzGerald ve ark., 1995). Buyume, karaciger kutlesi ile vicut kitle orani
dengelenene kadar devam etmektedir. Organ transplantasyonlarinda transplante
edilen parca kiicuk ise, viicut orani dogrultusunda blyir; ya da transplante edilen

miktar blyuk ise vicut orani ile orantili olarak kigtlmektedir (Fausto, 2000).
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% 68-70 Parsiyel hepatektonu % 30 Parsiyel hepatektonu

Sekil 1.7. Sican karacigerinde PH (Palmes ve Spiegel, 2004).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Deney hayvanlari

Deneysel ¢alismamizda saglikli, 200+20 g agirlikta, 3-4 aylik, Wistar albino
cinsi erkek siganlar kullaniimistir. Tim deney hayvanlari T.C. Saghk Bakanhgi
Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanhigi, Deney Hayvanlari Uretim
Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Calisma slresince 12:12 saat aydinlik/karanlik
isiklandirmasi olan, sicakligi 22+2°C ve nemi %45-50 olarak optimize edilmis
laboratuvar ortaminda yasatilmistir. Deneysel ¢alismalar éncesinde hayvanlarin bir
hafta ortam kosullarina adaptasyonlari saglanmistir. Bu stre zarfinda deney
hayvanlari polikarbonat seffaf kafeslerde standart sican yemi ve ¢esme suyu

verilerek bakilmistir.

2.2. Deney gruplari

Her bir deney grubu i¢in 7 hayvan kullaniimak kosulu ile 6 grup olusturuldu.

Grup I: Sham 3 saat grubu, herhangi bir cerrahi uygulamaya maruz
birakilmaksizin, batin acilip kapatilan ve 3 saat sonra disekte edilen grubu ifade

etmektedir.

Grup II: Sham 6 saat grubu, herhangi bir cerrahi uygulamaya maruz
birakilmaksizin, batin acilip kapatilan ve 6 saat sonra disekte edilen grubu ifade

etmektedir.

Grup IlI: %70 PH isleminin hemen ardindan 1mL SF enjeksiyonu yapilan ve

3 saat sonra disekte edilen grubu ifade etmektedir.
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Grup IV: %70 PH isleminin hemen ardindan 1mL SF enjeksiyonu yapilan ve
6 saat sonra disekte edilen grubu ifade etmektedir.

Grup V: %70 PH isleminin hemen ardindan 15mg/kg (Lin, 2001) punicalagin

enjeksiyonu yapilan ve 3 saat sonra disekte edilen grubu ifade etmektedir.

Grup VI: %70 PH isleminin hemen ardindan 15mg/kg (Lin, 2001) punicalagin

enjeksiyonu yapilan ve 6 saat sonra disekte edilen grubu ifade etmektedir.

2.3. Punicalagin Uygulamasi

Punicalagin (P0023) =98%(HPLC) saflikta Sigmadan temin edilmistir.
Punicalagin, hepatektomi isleminden hemen ardindan, steril 1 mL %0.9 SF icinde

15mg/kg (Lin, 2001) ¢ozllerek intra peritonal olarak uygulanmistir.

2.4. Anestezi ve cerrahi islemler

Cerrahi uygulamalarin tamami steril kosullar altinda gerceklestirildi. Deney
hayvanlarina intramuskiler 10 mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg ketamin anestezisi
uygulanarak, midline laparotomi gerceklestirildi. Cerrahi uygulamalar sonrasinda

karaciger doku 6rnekleri alinmistir.

2.4.1. Parsiyal hepatektomi islemi

Parsiyal hepatektomi uygulanacak deney hayvani, sirt Ustl pozisyonda,
sabit sicaklik kosullarinda diseksiyon tablasina tespit edildi. Rektal 1s1 kontroli
yapildi. Cerrahi uygulama bélgesi traslandi ve batikon ile temizlendi (Sekil 2.1.).
Higgins ve Anderson’un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi gergeklestirildi.
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Deney hayvaninin karin bolgesine, viicuda paralel 2-3 cm’ lik bir orta hat kesisi ile
laparotomi yapildi (Sekil 2.2.). Karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar
ayrilarak karacigerin yaklasik %68- 70 oraninda kutlesini olusturan 6ndeki sag, orta
ve sol yan loplar ayrildi (Sekil 2.3.). Bu loplara ait hepatik arter, ven ve safra
kanallar etrafindan, ipek sutlr gecirilerek baglandi. Bagin hemen Ustlinden kesim
gerceklestirildi (Sekil 2.4.).

Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik
etkilerine engel olunmasi icin karin bogluguna steril SF verildi (Kaya ve ark., 2002).
Sonra, kas (Sekil 2.5.) ve deri (Sekil 2.6.) kesileri ayri ayri fakat devamli olarak 4/0
ipek suturle dikilerek kapatildi. Poviiodeks antiseptik sollsyon ile laparotomi
bolgesi temizlendi. Cerrahi islem gormus her bir deney hayvani, kimyasal
sterilizasyonu yapilmis, polikarbonat kafeslere ayri ayri yerlestirildi. Diyet

degisikligi yapilmaksizin, deney gruplarina baglh olarak 3 ve 6 saatlik periyotlarda

yasatildi.

Sekil 2.1. Sican batin kismi traslandiktan sonra, batikon ile temizlendi.



Sekil 2.2. Median laparotomi uygulamasi.
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Sekil 2.4. %70 PH sonrasi.

Sekil 2.5. Kas, 4/0 ipek sutrle dikilerek kapatildi.
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Sekil 2.6 Deri, 4/0 ipek sutrle dikilerek kapatildi.

2.5. Doku 6rneklerinin degerlendirilmesi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda etik kurallar gercevesinde hayvanlardan intrakardiyak kan
alindiktan sonra diseksiyonlari gerceklestirilmistir. Doku 6rnekleri daha sonra

kullaniimak tizere -80°C de muhafaza edilmistir.

2.5.1. Real Time-PCR

Yaklasik olarak 50-100 mg karaciger doku orneklerinden, trizol ile RNA
izolasyonu yapilmistir, izole edilen RNA’nin PCR ile ¢ogaltilabilmesi icin revers
transkriptaz enzimi ile cDNA’ya dontisumu gerceklestirilmistir.
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2.5.1.1. Trizol ile RNA izolasyonu icin Gerekli Malzemeler

Trizol

Kloroform/4-Bromoanizol
2—merkaptoetanol

%96-100 alkol, %70 alkol

12,0009 kapasiteli mikrosantrifuj cihazi
1.5 mL RNaz-siz mikrosantrifiyj tipleri
RNaz-siz pipet uclar (filtreli)

Homojenizator

2.5.1.2. RNA izolasyon Basamaklari

Doku 6rnegi oda 1sisinda 2-3 dakika inktbe edildi.

50-100 mg doku 6rnegi oda sicakhginda 5 dakika 1mL Trizol ile inkibe
edildi.

Her 1mL Trizol icin tipe 0.2 mL kloroform ilave edildi. Tip yavas
hareketlerle 15 saniye calkalandi.

Vortekslemek RNA 6rneginin DNA kontaminasyonunu artttirabilmektedir.
Ornek +4 °C’de 12,0009 de 15 dakika santriftij edildi.

Santrifuj sonrasi RNA iceriginin bulundugu renksiz st kisim alindi.
Yaklasik 400 pL renksiz sivi kisim yeni bir RNaz-siz santriflij tuptne
aktarildi.

Esit hacimde %70’lik alkol ilave edildi ve ardindan vortekslendi.

700uL 6rnek kolona aktarildi.

12000g de 15 sn oda sicakliginda santriftij edildi. Kolondan tlipe gecen
numune yeni bir ependorf tupe aktarildi.

Numune Uzerine, 700uL yikama solusyonu I eklendi ve oda 1sisinda 120009

de 15sn santrif(j edildi.
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10. 500uL yikama soltsyonu 1l ilave edildi, oda isisinda 12000g de 15sn
santrifij edildi.

11. Toplama tlpleri bosaltildi ve membranin kurumasi i¢in oda sicakliginda
12000g de 1 dakika santrifuj edildi.

12. 30pL RNaz-siz su eklendi ve oda sicakhginda 1 dakika inkibasyona
birakildi.

13. Spin kolon en az 12000g de 2 dak santrifuj edildi.

14. Tekrar 30puL RNaz-siz su eklendi ve oda sicakliginda 14000g de 2 dakika
santrifiij edildi.

15. Kolonlar atildi, toplama tlplerine RNA elde edildi.

2.5.1.3. RT Reaksiyonu icin Gerekli Malzemeler

a. Revers transkriptaz (200 U/ul).
b. Random primer (100 uM)

c. dNTP karisimi (10 mM)

d. Revers transkriptaz tamponu

e. Nukeazsiz su

f. RNaz Inhibitori

2.5.14. RNA nin RT Reaksiyonu ile c¢-DNA Doénusum

Basamaklari

Ornek sayisindan bes fazla sayida reaksiyon karisimi (RNA harig)
hazirlandi. Her PCR tlpine, karisimdan 10 L eklendi.
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1. 10 pL (Tablo 2.1. deki sekilde hazirlandl) 2X RT-PCR reaksiyon karisimi 96
kuyucuklu plate e pipetlendi.

2. 10 uL RNA 6rnegi her bir kuyucuga pipetlendi.
3. Plate yuzeyleri sikica yapistirilarak kapatildi.

4. 96 kuyucuklu plate kisa siire santrifiij edildi. (Orneklerin kuyucuklarda dibe

¢cokmesi igin.)
5. PCR reaksiyonu baslayana kadar plateler buz tizerinde bekletildi.

6. Revers transkriptaz reaksiyonu Tablo 2.2. deki sekilde gerceklestirildi.

Tablo 2.1. RT c-DNA Sentez Master Mix Karisimi *10 uL RNA eklendi herbir kuyucuga.

icerik Reaksiyon Hacmi(uL)

RNaz inhibitorii ile | RNaz inhibitorsiiz

10X RT Tamponu 2 uL 2 uL

25X dNTP Karisimi (100 mM) 0.8 uL 0.8 uL
10X RT Primerler 2 uL 2 uL
MultiScribe™ Revers 1uL 1uL

Transkriptaz

RNaz inhibitérii 1pL B
Nukleazsiz su 3.2uL 4.2 uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 10 uL 10 uL
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. Reaksiyon hacmi20 uL’ye ayarlandi.
Il.  PCR cihazina 96 kuyucuklu plaka yiklendi.

I1l.  Revers transkripsiyon reaksiyonu baslatildi.

Tablo 2.2. Revers Transkriptaz Reaksiyon Termal Profil

1.Basamak | 2.Basamak 3.Basamak 4 Basamak
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Zaman 10 dak. 120 dak. 5 dak. 00
25.1.5. cDNA Saklama Kosullari

Elde edilen cDNA Tablo 2.3. deki kosullarda muhafaza edildi. Uzayan
saklama kosullarinda nikleik asit degradasyonunu engellemek icin, final

konsantrasyonu 1mM olarak ayarlanabilecek sekilde EDTA ilave edildi.

Tablo 2.3. cDNA Saklama Kosullari

Saklama Siiresi Saklama Sicakligi (°C)
Kisa Siire (24 saate kadar)* 2-6°C
Uzun Sire (-15)-(-25) °C
2.5.1.6. RT-PCR Reaksiyon Bilesenleri

RT-PCR reaksiyon karisimi Tablo 2.4. deki oranlarda hazirlandi. Reaksiyon
Tablo2.5 deki termal profil kosullarinda gerceklestirildi.
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Icerik Hacim (uL)/Reaksiyon
TagMan Gen Ekspresyon Mastir | 10 pL

Karisimi (2X)

TagMan Gen Ekspresyon Test| 1 uL

(20X)

c-DNA (62,5ng/uL) 2,5 uL

H20 6,5 uL

Toplam Hacim 19 puL

*c-DNA miktari 1uL de 25 ng olacak sekilde optimize edildi

Tablo 2.5. RT-PCR Reaksiyonu Termal Profili

40 DOngu 40 DOngu
Sire 2 dak 10 dak 15 sn 1ldak
Derece 50°C 95°C 95°C 60°C

2.5.2. Q RT-PCR Reaksiyonu

25.2.1. Problarin Sulandiriimasi

Test prob dilisyon tamponu, test prob A, test probe B eritildikten sonra,

istenen oranlarda ilave edilerek soltisyon hazirlandi (Tablo 2.6).
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Tablo 2.6. Problarin Sulandiriimasi

Test Prob Solusyonu Hacim (uL)
Test Prob Diltisyon TamponulX 216

Test Prob A 20X 12

Test Prob B 20X 12

Toplam Hacim 240

2.5.2.2. Baglanma Reaksiyonu

Test prob soltusyonu kuyucuklara 2uL ilave edildi, Uzerlerine 2uL 6rnek ilave

edildi. Baglanma reaksiyonu Tablo 2.7. deki kosullarda gerceklestirildi.

Tablo 2.7. Baglanma Reaksiyonu Termal Profili
Derece (°C) 37 +4
Sure (Dak.) 60.00 00

2.5.2.3. Ligasyon Reaksiyonu

DNA ligaz dillie edildi ve Tablo 2.8 de belirlenen kosullarda ligasyon reaksiyonu

kuruldu.

Tablo 2.8. Ligasyon Reaksiyonu Termal Profili

Derece (°C) 37 +4
Sure (Dak.) 10.00 00
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2.5.2.4. Proteoliz Reaksiyonu

Proteoliz reaksiyon karisimi Tablo 2.9 daki sekilde hazirlandi ve Tablo 2.10. daki
reaksiyon kosullarinda gerceklestirildi.

Tablo 2.9. Proteoliz Reaksiyon Karisimi

Hacim (uL)
Proteaz (100X) 4
PBS 1X pH:7.4 396
Toplam Hacim 400
Tablo 2.10. Proteoliz Reaksiyonu Termal Profili
Proteolizin Proteinazin

Sonlandiriimasi | inaktivasyonu
Derece (°C) 37 95 +4
Sire (Dak.) 10 5 00

25.25. Kantitatif PCR (Q-PCR) Reaksiyon Basamaklari

1. 12 pL test prob A, 12 uL test prob B ve 216 pL test prob dillisyon tamponu

kullanilarak test solisyonu hazirlandi.
2. Her bir kuyucuga 2 pL test prob sollisyonu ve 2 uL hicre lizati eklendi.
3. 37°C’de 60 dak. inkiibe edildi.

4. 2 pL DNA ligaz ve 998 uL ligaz diliisyon tamponu kullanarak DNA ligaz
dilGe edildi.
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600 uL ligasyon reaksiyon tamponu, 10 908 uL su ve 12 pL dilie DNA
Ligaz kullanarak ligasyon soliisyonunu hazirland.

Her bir kuyucuga 96 pL ligasyon soliisyonu eklendi ve 37°C'de 10 dk.
inkibe edildi.

Ligasyonu durdurmak icin 4 pL proteaz ve 396 uL PBS Kkaristirildi. Her bir

kuyucuga 2 pL dille proteaz solisyonu eklendi.
37°C'de 10 dk. veya 95°C'de 5 dk. inkiibe edildi.

1200 pL TagMan Protein Test Fast Master Mix ve 120 uL Universal PCR
Test karistirilarak Q-PCR karisimi olusturuldu, ardindan 11 pL/kuyucuk
PCR karisimi ve 9 pL/kuyucuk proteazla muamele edilmis ligasyon Grlnleri

ilave edildi.
Q-PCR islemi gergeklestirildi.
Sonuclardan Ct degerleri elde edip analizleri yapildi

Kantitatif PCR reaksiyon karisimi Tablo 2.11. deki oranlar kullanilarak
hazirlandi.

Tablo 2.11. Q-PCR Reaksiyon Karisimi

Hacim(uL)
Real Time  Master | 1 Reaksiyon 96 kuyucuklu plaka
Karisimi
TagMan Protein Exp. | 10 960
Fast Master Karisimi 2X
Universal PCR Assay | 1 96
20X
Toplam Hacim 11 1056
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2.5.3. TUNEL Metodu

Apoptotik hicreleri belirlemek icin bircok metod 6nerilmistir. Apoptozun
biyokimyasal belirteci endoniklez olarak bilinmektedir. Tunel Metodu DNA
ipliginde ortaya c¢ikan kiriklarin in situ isaretlenmesini enzimatik olarak

gerceklestirmektedir.

Karaciger kesitlerinin Apop Taq Plus Peroxidase in Situ Apoptosis Kiti
kullanilarak TUNEL boyamalari gerceklestirildi. Tim gruplarin apoptotik
indeksleri ¢ikartilip, istatistiksel analizleri yapildi. 40X objektifte 5 farkl alandan
elde edilen apoptotik ve normal hepatositlerin sayilari belirlendi, oranlanarak
apoptotik indeks cikartildi.

Parafin kesitler icin TUNEL (Terminal dUTP nick-end labeling) protokolii

1. Doku kesitlerine sale icerisinde deparafinizasyon islemi uygulamasi

a. Kaesitler 3 kere 5’er dakika ksilende yikandi.

b. Daha sonra kesitler 2 kere 5’er dakika absolu etanolde yikandi.

c. Kaesitler %95 etanolde 1 kere 3 dakika yikandi. Ardindan %70 etanol
de 1 kere 3 dakika yikandi.

d. Kesitler 5 dakika PBS ile yikandi.

2. Dokuya 6n islem uygulanmasi
a. Proteinaz K (20pg/ml) oda sicakhginda kesit tizerine, 60pL/5cm?

miktarda olacak sekilde 15 dakika boyunca uygulandi.
b. Kesitler 2 kere 2’ser dakika sale icerisinde distile su ile yikandi.
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3. Endojen peroksidazin sulandiriimasi

%3 hidrojen peroksit PBS icinde 5 dakika oda sicakhginda
sulandirildi.

Doku 6rnegi her biri 5 dakika olmak (izere 2 kere PBS ya da su ile
hafifce yikandi.

4. Dengeleme tamponu uygulamasi

a. Kesitin etrafindaki fazla sivi dikkatlice aspire edildi.

b. Hemen ardindan Kesit tizerine, 75 pL/5cm? miktarda olacak sekilde

C.

dengeleme tamponu direk olarak uygulandi.

En az 10 saniye oda sicakhginda inkube edildi.

5. TdT (Terminal deoksintkleotidil transferaz) enzimi uygulanmasi

Kesit etrafindaki fazla sivi hashas bir sekilde aspire edidi.

b. Hemen kesit Uzerine 55 pL/5 cm? olacak sekilde TdT enzimi

pipetlendi.

1 saat stire ile 37°C'de nemli ortamda inkibe edildi.

6. Durdurma/Yikama tamponunun uygulanmasi

a.

b.

Icerisinde durdurma/yikama tamponu bulunan sale icerisine kesitler
alindi, 15 saniye hafifce calkalandi ve 10 dakika oda sicakliginda
inklbe edildi.

Anti-Digoxigenin konjugatindan o6rnek sayisi yetecek miktarda

alindi, oda sicakhigina getirildi.
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7. Anti-Digoxigenin konjugatinin uygulanmasi

a. Kaesitler ler dakika 3 tekrarli olarak PBS ile yikandi.

b. Kesitin etrafindaki fazla sivi dikkatlice aspire edildi.

c. Oda sicakligina getirilmis olan Anti-Digoxigenin konjugati 65 pL/5
cm? olacak sekilde kesitlerin tizerine uyguland.

d. Kesitler 30 dakika nemli oda sicakliginda inkibe edildi.

8. PBS de yikama

a. Kaesitler sale icerisinde oda sicakliginda 2 dakika 4 tekrar seklinde
PBS ile yikandi.
b. Lamlar yikanirken peroksidaz substrat sollisyonu hazirlandi.

9. Peroksidaz substratin renk gelisimi

a. Kaesitin etrafindaki fazla sivi dikkatlice aspire edildi.

b. Peroksidaz substrati yeterli miktarda (75uL/5cm?) tim  kesit
yuzeyini kaplayacak sekilde uygulandi.

c. Oda sicakliginda 3-6 dakika isaretleme yapildi.

d. Uygun isaretleme siresini tespit etmek icin lam mikroskop altinda

izlendi.

10. Kesit yikanmasi

a. Kesitler sale igerisinde distile su ile 1’er dakika 3 tekrar seklinde
yikandi.

b. Daha sonra kesitler oda sicakliginda sale icerisinde distile suda 5
dakika inkibe edildi.
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11. Kesitlere ikincil boyamanin uygulanmasi

a. Kesitler oda sicakhiginda sale icerisinde, 10 dakika siresince
%0.5’lik metil yesil kullanilarak ikincil boyamalari yapildiktan sonra
sale icinde 3 kere distile su ile yikandi. 1. ve 2. yikamada 10 kere
daldirthip ¢ikartilarak yikandi. 3. yikamada ise 30 saniye sale
icerisine daldirilarak bekletildi.

b. Kaesitler sale icinde 3 kere %2100 lik N-Butanol ile yikandi. 1. ve 2.
yikamada 10 kere daldirilip ¢ikartilarak, 3. yikamada ise 30 saniye
sale icerisine daldirilarak bekletildi.

12. Kesitler kapatildi ve mikroskop altinda incelendi.
Daha sonra oda sicakhginda muhafaza edildi (ApopTaq® Plus Peroxidase
In Situ Apptosis Detection Kit).

2.6. Istatistiksel Analiz

Tim sonuglar IBM Statistics 20 programi kullanilarak Kruskal-Wallis ve
Kolmogorov-Smirnov testleri uygulanarak degerlendirildi. Kruskal-Wallis testi
sonrasinda P<.05 anlamlilikla, gruplar arasinda farklilik tespit edildi. ikili gruplari
karsilastirmak amacli Kolmogorov-Smirnov ikili érneklem testi uygulandi, her iki
grup Kkarsilastirildiginda P<.05 bulunan gruplar arasinda istatistiksel anlamli

farkhliklar ortaya kondu.
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3. BULGULAR

3.1. Histolojik Degerlendirmeler

Deney gruplarina ait TUNEL Kkesitlerinde; I. gruba ait kesitlerde sentral ven
(sv) cevresinde hepatositlerin 1sinsal formda lokalizasyonu ile olusturdugu
lobillerin birlestigi bélimlerde, ticgen formda portal alanlar (pa) gdzlenmektedir.
Doku normal histolojiye sahiptir (Sekil 3.1A, Sekil 3.2A). Mitotik (Sekil 3.1A) ve
apoptotik (Sekil 3.2A) hiicreler gdzlenmektedir. 11. Gruba ait kesitlerde histolojik
yap! normal gorindme sahiptir, ancak apoptotik hiicrelerin sayisi 1. Gruba oranla
artmistir (Sekil 3.1B, Sekil 3.2B). PH nin hemen ardindan SF verilen Grup 111 ve
Grup 1V karaciger kesitlerinde de doku butunligi aynen korunurken mitozun
yaygin oldugu gozlenmekte ve hepatositlerde PH den kaynakli vakuolizasyonlar
ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3.1C, Sekil 3.1D, Sekil 3.2C, Sekil 3.2D, Sekil 3.3C,
Sekil 3.3D, ). IV. Grupta ait kesitlerde, mitotik aktivite 11l. Gruba gore oldukca
artmistir. PH uygulamasinin ardindan 15mg/kg ip punicalagin uygulanan ve 3.
saatin sonunda diseksiyonu yapilan V. Grupta apoptotik hucreler artmistir (Sekil
3.1E, Sekil 3.2E, Sekil 3.4C). PH uygulamasinin ardindan 15mg/kg ip punicalagin
uygulanan ve 6 saat sonra disekte edilen Grup V1 da histolojik yapi butinlugi aynen
korunurken TUNEL pozitif hicrelerin ve vakuolizasyonlarin sayisinin oldukca
fazla arttigr g6zlenmektedir (Sekil 3.1F, Sekil 3.2F, Sekil 3.4D).
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Sekil 3.1. Gruplara ait karaciger kesitlerinde Sentral Ven (SV) cevresindeki hepatositler: A)
Grup 1, B) Grup II, C) Grup Ill, D) Grup 1V, E) Grup V, F) Grup VI.
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Sekil 3.2. Gruplara ait karaciger kesitlerinde Portal Alan (PA) cevresindeki hepatositler: A)
Grup 1, B) Grup II, C) Grup Ill, D) Grup 1V, E) Grup V, F) Grup VL.



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

48

Sekil 3.3. Karaciger kesitlerinde mitotik hepatositler: A) Grup I, B) Grup Il, C) Grup Ill, D)

Grup 1V. Mitotik aktivite siyah renk ok ile, vakuolizasyon beyaz renk ok ile gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Karaciger kesitlerinde apoptotik hepatositler: A) Grup I, B) Grup Il, C) Grup V, D)
Grup VI. Apoptotik aktivite beyaz renk ok ile, vakuolizasyon siyah renk ok ile

gosterilmistir.
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3.2. Apoptotik indeks Bulgulari

TUNEL boyamalari gerceklestirilen karaciger kesitlerinde, rastgele secilen
bes farkli kesit alanindaki apoptotik hiicre sayisinin normal fizyolojiye sahip hiicre
sayisina oranlanmasi ile apoptotik indeks degerleri belirlendi. Deney gruplari
arasinda apoptotik indeks degisimleri tespit edildi. Gruplar arasindaki apoptotik
indeks degisimleri kiyaslandiginda en yiiksek apoptotik indeks degeri VI. Grupta,
en distk apoptotik indeks degerleri I. ve Il1l. Gruba ait oldugu tespit edildi.
Apoptotik indeks degerlerine gore V1. Grup, 1. ve IV. Grup ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik ortaya ¢ikmistir (P< .05). Grup V ve VI'da
zamana bagli olarak PH’den sonra, karaciger hicrelerinde punicalagin
maruziyetinin apoptozu indikledigi gorilmektedir. Grup VI, Grup V den
istatistiksel anlamli farklilik gostermistir (P< .05). V1. Grupta PH den hemen sonra,
15mg/kg punicalagin (Lin ve ark., 2001) uygulamasinin, 6. saatin sonunda
apoptozu indiklendigi gorilmektedir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Gruplara ait apoptotik indeks sonuglari: Kruskal-Wallis Asymp. Sig.= .001; P< .05
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3.3. RT-PCR Bulgulari

Kazpaz-3 gen ifadesi icin, gruplar arasi farkliliklar, istatistiksel olarak
anlamli (P<0.05) bulunmustur. Grup VI’da kaspaz-3 gen ifadesi Grup V ve Grup
IV’den anlamli farklilik gostermistir. Parsiyal hepatektominin ardindan punicalagin
uygulanan Grup V ve Grup VI'da kazpaz-3 aktivitesi zamana bagli olarak
istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir. Grup V, Grup IlI’den anlaml
farklihk ortaya koymustur (P<0.05) (Sekil 3.6).

NF-kB gen ifadesi gruplar arasi karsilastiriimanin sonucunda, Grup I1l'de
artis gostermis ancak Grup 1VV'de oldukca yuksek seviyelere ulasmistir. Grup 111 ve
IV arasinda NF-kB gen ifadesi zamana bagl bir artis géstermistir. PH’nin ardindan
punicalagin enjeksiyonuna maruz kalan gruplarda NF-kB gen ifadesinde zamana
bagh bir azalma ortaya ¢ikmistir. Grup V ve VI'da PH sonrasi punicalagin
uygulamasi NF-kB gen ifade dizeyini zamana bagh olarak baskilamistir (Sekil
3.7). NF-kB gen ifadesinde Grup IV’de istatistiksel olarak anlamli bir yikselis
g6zlenmistir (P < 0.05).
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Sekil 3.6. Gruplara ait kaspaz-3 gen ifadesi grafigi (n=7). Kruskal-Wallis Asymp. Sig.= .000;
P<.05
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Sekil 3.7. Gruplara ait NF-kB gen ifadesi grafigi (n=7). Kruskal-Wallis Asymp. Sig.=.000; P<.05
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3.4. Q-PCR Bulgulari

Q-PCR bulgularinda, Grup | referans alinarak diger deney gruplarinin
karsilastirilmasi yapilmistir. Kaspaz-3 protein ifadesi Grup I, Il, 111, ve 1\VV’e gore
Grup V’de artis gostermis ancak Grup VI’da ulastigi seviye énemli bir farklilik
ortaya koymustur. Kaspaz-3 protein ifadesi 6. saatin sonunda en yliksek degerine
ulasmistir (Grup-VI1) (Sekil 3.8). PH sonrasi ip punicalagin enjeksiyonu ile kaspaz-
3 protein ifade duzeyi 3.saatin sonunda belli bir artis gostermistir ancak 6. saatin
sonunda oldukcga fazla bir artis gozlenmistir. Punicalagin uygulamasi kazpaz-3
protein ifade diizeyini zamana baglh olarak arttirmistir (Sekil 3.8).

Grup IV’de NF-kB protein ifadesi diger deney gruplarindan farklihk
gostermistir. PH yapilmis Grup I1I’de NF-kB protein ifadesi artls gostermeye
baslamis, ancak 6. saatin sonunda maksimum degerlere yukselmistir (Grup 1V). PH
sonras! punicalagin enjeksiyonu yapilmis olan iki grupda (Grup V-VI) ise NF-kB

protein ifadesi baskilanmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.8. Gruplara ait kaspaz-3 Q-PCR protein ifade grafigi (Degerlendirmede Grup |

referans alinmistir).
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Sekil 3.9. Gruplara ait NF-kB Q-PCR protein ifade grafigi. (Degerlendirmede Grup | referans

alinmistir).
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4. TARTISMA VE SONUC

Karaciger ile ilgili ilk bilimsel calismalar Higgins ve Anderson adl bilim
adamlari tarafindan yapilmistir (1931). Karaciger dokusunun cerrahi olarak ya da
cesitli kimyasallarin etkisiyle zarar gérmesi, hepatositlerin hizla hiicre déngusune
girmesini saglar. Dokunun énceki kitlesi tekrar olusuncaya kadar devam eden bir
mekanizma ortaya c¢ikar (Junqueira ve ark., 1993). Rejenerasyon herhangi bir
travma karsisinda dokunun gelistirdigi mekanizmadir. Normal eriskin karaciger
dokusunda mitotik indeks %0.01 ya da daha azdir, ancak rejeneratif karaciger
dokusunda bu oran %3’lere kadar ¢ikmaktadir (Anderson ve ark., 1990; Bucher,
1995; Gokgimen ve ark., 1990).

Karacigerde PH genellikle kitlesel lezyonlarin (metastaz, primer karaciger
timorleri, hemanjiom, vb.,) tedavisinde, canliya karaciger transplantasyonlarinda

uygulanmaktadir (Higgins ve Anderson, 1931; Kay ve Fausto, 1997).

Sican karacigerinde %70’lik PH, rejeneratif indiiksiyon anlaminda optimum
bir oran oldugu ve bu oranin alt ya da (st deQerlerinde gerceklestirilecek bir PH
rejenerasyonu inhibe edebilecegi dustintlmustir (Borowiak, ve ark., 2004; Chagas
ve ark., 2009; Fausto, 2000, Palmes ve Spiegel, 2004).

Hepatositler normal kosullarda nadiren bdéltnen hcrelerdir. Karaciger
loblarinin bir kisminin (yaklasik %70) cerrahi olarak ¢ikarilmasi sonrasinda
karaciger eski yapisina dénmek icin, hepatositler hizla bélinmeye gecerler. PH den
kisa sure sonra Go dinlenme fazindan, G; (proliferatif) fazina girip hlicre dongusune
katilirlar. Hepatik kitle kemirgenlerde yaklasik 5-8 giinde yeniden eski halini alir
(Ayan. ve ark., 2011; Bedirli, ve ark., 2005; Michalopouos ve DeFrances, 1997).
Kemirgenlerdeki hepatik rejenerasyonunun insanda gdzlemlenen ile benzerlik
gostermesi, kemirgenlerdeki sonuclarin insan karacigeri icin de gegerli nitelikte
olabilecegini gostermistir (Chagas ve ark., 2009).

PH deney modeli karaciger rejenarasyon suresince hicre proliferasyonunun

calistlabilmesi agisindan uygun bir deney modeli olarak distunilmektedir. (Fausto,
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2000; Chagas ve ark., 2009). PH den sonra, kalan hepatositler hizla hicre
dongusune girerler. Hepatositlerin Go dinlenme evresinden donlsiim gecirerek
proliferasyon yapabilir hale geldikleri G1 evresine, PH den sonra yaklasik 4-6 saat
icerisinde gelirler (Chagas ve ark., 2009; Fausto, 2000; Ozek ve Tsukamato, 1999).

Karaciger birgok toksik kimyasalin detoksifikasyonunu gergeklestirdigi
icin, karaciger hasari sik karsilasilan bir durumdur. Hepatotoksik kimyasallarin
cogunlugu, karaciger lipidleri ile kovalent baglar olusturan reaktif turler Ureterek
zarar vermektedir. Zararli kimyasallara asiri maruziyet sonucunda, ortaya ¢ikan
serbest radikaller dogal savunma sistemini baskilayarak, hepatik hasara yol
acmaktadir (Deshwal ve ark., 2011). Bu hasar, nekroz veya apoptoz ile karakterize
olan hepatosit kaybi ile gerceklesir (Helling, 2006). Karacigerde olusabilecek
hepatik hasarin kemirgenler izerinde arastiriimasinin temel nedeni, kemirgenlerde
ortaya ¢ikan yanitin insanlardakine benzerlik gostermesidir (Haschek ve
Rousseaux, 1998; Fausto, 2001).

Gunumuzde bitkilerden tirevlenen yaklasik 120 farkli kimyasal madde
tespit edilmistir. Bu kimyasallarin cogu basit sentetik modifikasyonlar ya da dogal
yollarla elde edilen maddelerin kopyasi seklinde anti-kanser ilaglari olarak
kullaniimaktadir (Taylor, 2005).

Punicalagin (CassH28030) oldukca yiiksek molekil agirhga (1084g/mol)
sahip, narin 6zellikle kabuk kisminda bulunan suda ¢oztinebilen fenolik bilesiktir.
Punicalagin, nar meyve ve suyundaki antioksidan potansiyelin % 50’sinden
fazlasina sahip bioaktif icerik olarak rapor edilmistir. Antioksidan kapasitesi
fenolik bilesigin yapisinda bulunan hidroksil (OH) gruplarindan ileri gelmektedir.
Meyve suyunda yaklasik olarak 2g/L den yuksek seviyelerde bulunabilmektedir
(Gil ve ark., 2000; Kulkami ve ark., 2004).

Punicalagin 37 gun sireyle farelere verilmesi durumunda herhangi bir
toksisitenin gozlenmedigi rapor edilmistir. 37 giin sonunda glutatyon peroksidaz
(GPx), katalaz (CAT) ve siperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzim
duzeylerinde kontrole gore anlamlh bir artis gozlenmemistir. Histopatolojik
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bulgularda kontrol grubuna kiyasla anlamh bir farklilik tespit edilmemistir (Cerda
B ve ark., 2003).

Lin ve arkadaslarinin (2001) vyaptigi calismada asetominofen ile
indiklenmis hepatik hasar (zerinde, punicalaginin hepatoprotektif etkileri
arastiriimistir. Hepatik hasarin biyokimyasal bir gdstergesi olan, serum ALT ve
AST degerleri asetominofen uygulamasi ile artis gostermistir. Asetominofen
uygulamasinin ardindan punicalagine maruz kalan deney gruplarinda ALT ve AST
degerlerinin  dustugi  kaydedilmistir.  Hitolojik  bulgular  asetominofen
intoksikasyonu ile ortaya ¢ikan hepatik hasarin, punicalagin enjeksiyonu ile
bertaraf edildigine isaret etmektedir.

Hicre kultlrd calismalarinda punicalaginin Caco-2 hucrelerinde hiicre
dongusundn belirli noktalarinda inhibe edici etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Punicalaginin kolon kanseri hicrelerinde apoptozu indikledigi rapor edilmistir
(Larossa ve ark., 2006).

Khan ve arkadaslari (2009), kolon kanserinde punicalaginin roll baslikl
calismasinda, antiapoptotik bcl-XL proteininin ekspresyonunun, 30 uM ellagik asit
ve 100 uM punicalagin maruziyetiyle kolon kanseri hiicrelerinde baskilandigini
ifade etmistir. Ayni zamanda punicalaginin kaspaz 9 ve prokaspaz 3 indlksiyonunu
arttirdigini da ifade etmistir. in vitro deney modelinde punicalagin kaspaz 9 ve
prokaspaz 3 indiksiyonunu tetiklemistir ancak NF-kB fosforilasyonunu etkin bir
sekilde baskilamistir. Uygulamis oldugumuz deney modelinde de ise in vivo olarak
proliferasyonun indiiklendigi hepatositler tzerine punicalaginin apoptotik etkileri
ortaya konmustur. Proliferatif karaciger dokusunda dahi punicalagin 15mg/kg
maruziyeti ile 3. saatte apoptozu tetiklemistir. 6 saat sonra apoptotik parametrelerde

3 saat sonrasina gore ¢ok ciddi bir farklilik ortaya ¢ikmistir.

Punicalagin ve tirevlerinin hiicre hatlari Uzerinde hepatoprotektif,
hepatotoksik, antioksidan ve apoptotik etkilerinin arastirildigi bircok calisma
mevcuttur. Punicalagin dusik dozlarda antioksidan, daha ylksek dozlarda
apoptotik, ve ¢ok yiksek dozlarda hepatotoksik etkili bulunmustur. Ancak deney
hayvanlari Gzerinde PH deney modeli kullanilarak, organizmadaki apoptotik ve
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rejeneratif belirteclerin antagonistik etkilerinin arastirildigi bir calisma tespit

edilmemistir.

Bu calismada %70 PH sonrasl, rejeneratif karacigerde punicalaginin apoptotik
etkileri incelenmistir. Deneysel calismalar 6 grup g6z o6niinde bulundurularak
gerceklestirilmistir. Grup | ve Grup Il PH yapilmaksizin cerrahi strese maruz
birakilmasi amaciyla batin acilip kapatilmistir. Grup 1, 3 saatin ardindan disekte
edilmistir, Grup Il 6 saatin sonunda disekte edilmistir. Grup IlI, 1V, V, VI ya PH
uygulanmistir. Grup 11, PH sonrasi ip SF uygulamasinin ardindan 3 saatin sonunda
disekte edilmistir. Grup IV PH nin ardindan ip SF uygulamasi sonrasinda 6 saatin
sonunda disekte edilmistir. Grup V ve VI, PH sonrasi 15mg/kg punicalagin

uygulanmis ve sirasiyla 3 ve 6 saatin sonunda disekte edilmislerdir.

%70 PH sonrasi ip punicalagin 3 saatin sonunda kaspaz-3 gen ekspresyonunu
arttirmis, NF-kB gen ekspresyonunu baskilanmistir. 6 saatin sonunda kaspaz-3 gen
ekspresyonu, 3 saate gore oldukca fazla artis gostermistir. 15mg/kg ip punicalagin
uygulanmis, rejeneratif karacigerde kaspaz-3 ekspresyonu zamana bagli anlamli
artis gostermistir. Kaspaz-3 gen ekspresyonunun en ylksek seviyeye ulastigi Grup

VI da NF-kB ekpresyonu dnemli 6lglide baskilanmistir.

Bulgular i1siginda PH nin ardindan NF-kB gen ve protein ekspresyonu 3 saatin
sonunda artmis (Grup Il1), ancak 6 saatin sonunda (Grup IV) ortaya cikan artis
miktari ¢cok daha ylksek seviyelere ulasmistir. PH sonrasi herhangi bir ajana maruz
kalmaksizin NF-kB aktivasyonu zamana bagli anlamh artis gostermistir.
Rejeneratif karacigere 15mg/kg punicalagin maruziyeti artmakta olan NF-kB yi
baskilamistir. NF-kB nin punicalagin maruziyeti sonrasi baskilanmasiyla, kaspaz-
3 protein ve gen ekpresyonlari artis gostermeye baslamistir. Kaspaz-3, 6 saatin

sonunda zamana bagli olarak artis gostermistir.

PH sonrasi punicalagin uygulamasi ile NF-kB’nin baskilanmasi apoptozun
tetiklendiginin bir gostergesi olarak dustintlmektedir (Takahashi ve ark., 2002).
Bulgular; karaciger rejenerasyonunun erken evresinde, punicalagin kaynakl
apoptozun hepatositlerde kaspaz-3 aktivasyonu ile baglantili olduguna isaret

etmektedir.
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Apoptoz PH deney modelinde, ¢ok farkli nitelikte kimyasallar kullanilarak
tetiklenmistir.

Ozeki ve Tsukamoto (1999), yaptiklari bir calismada, PH nin hemen ardindan
uygulanan retinoik asit ile 4. saatte DNA fragmentasyonu gézlenmeye baslamis ve
8. saatte maksimum seviyeye ulastigini rapor etmislerdir. Agaroz jel elektroforezi
goruntalerinde tipik ladder pattern morfolojisini gozlemlemislerdir.

Suzuki ve Tsukamoto (2004), PH sonrasi manganez Klorir enjeksiyonunu
takiben, kaspaz-3 aktivasyonu ilk olarak 30 dakika icinde gdzlemlemeye
baslamiglar ve 4. saatte karakteristik DNA fragmentasyonu gorlntlsi ortaya
citkmistir.

Kobayashi ve arkadaslari (2002), PH sonrasi, kemoterap6tik bir ajan olan
metotreksat uygulamasi ile deneysel olarak apoptozu indiklemislerdir. TUNEL
metodu ve agaroz jel elektroforezi ile apoptotik bulgulari tespit etmisler.
Karekteristik DNA fragmentasyonu 2. saatten itibaren gézlemlenmeye baslamistir

ve 4. saatte daha yiksek seviyelere ulasmistir.

Ayan ve arkadaslari (2011), Wistar albino sicanlarda bir karotenoit olan
likopenin (4 mg/kg), oksidan-antioksidan parametreler, kalan karaciger histolojisi
ve plazma nitrik oksit duzeyleri Gzerine etkilerini arastirmislardir. PH sonrasi

likopen uygulamasinin oksidatif stresi arttirdigini ifade etmislerdir.

Literatlirde apoptozun induklendigi farkli deney modelleri olmasina karsin,
punicalaginin kullanildigi benzer nitelikte bir deney modeli bulunmamaktadir.
Bizim deney modelimizde de PH’ye maruz kalmis, karaciger rejenerasyonun tesvik
edildigi bir dokuda, apoptoz punicalagin ile 3 saatin ardindan indtklenmistir. 6 saat
sonra bu indiksiyon ¢ok daha yiiksek seviyelere ulasmistir. 3 ve 6 saat sonra ortaya
cikan apoptotik degisimler TUNEL histolojik degerlendirmeler, RT-PCR ve Q-

PCR bulgulari ile koordinasyon goéstermistir.

Apoptoz istenmeyen ya da genetigi degismis hucrelerin  dokuda
inflamasyona neden olmaksizin, ortadan kalkmalari i¢in en ideal 6lum seklidir.

Chagas ve ark., portakal kabugu, limon otu yagi ve cilek de bulunan farnesoliin PH
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sonrasi rejeneratif karacigerde hicre proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu
indUkledigini ifade etmislerdir. Bulgular farnesoliin kanser oOnleyici nitelikte
kullanilabilecegine isaret etmektedir. Ayni sekilde arsenit, manganez ve
hekzametilen amiloridin PH sonrasi cilt altindan uygulandiginda, 4 saat sonra

apoptozu indukledigi gérulmistir (Chagas ve ark., 2009).

TUNEL yontemi ile apoptozun erken evrelerinde dahi hiicrelerin tespit
edilebilmesi mimkindur. TUNEL apoptoz degerlendirilmesinde duyarli ve
standart bir yontemdir (Kockx ve ark.,1998). Apop Taq Peroksidase In Situ tespit
kiti, apoptoz ile kromatin kondensasyonu ve DNA fragmentasyonunu tespit
ettiginden; gorintu alaninda normal fizyolojiye sahip hicrelerden apoptotik
hicrelerin ayrilmasini olanakli kilmaktadir. Apoptotik hticrelerde sitoplazmik

bizulme ve hacimce kugctlme hicre gevresinde belirgin olarak farkedilmektedir.

In situ nick end-labeling sonuglari, PH’nin hemen ardindan punicalagin
uygulamasi sonrasinda, 3 saatin sonunda hepatositler arasinda spesifik morfolojik
kriterler ile apoptotik cisimciklerin ortaya ciktigini ve vakuolizasyonlarin
belirmeye basladigini géstermistir. Gruplar arasindaki apoptotik indeks degisimleri
incelendiginde, apoptotik hiicrelerin sayisinin V. grupta artmaya basladigi ve VI.
grupta oldukca yiiksek seviyelere ulastigi goézlenmistir. Ayni oranda punicalagin
(15mg/kg) 6 saatin sonunda 3 saate gore c¢ok daha fazla apoptotik etkili

bulunmustur.

Calismamizda histolojik incelemeler sonucunda PH uygulanmis sican
karacigerlerinde (Grup V ve VI) vakuolizasyonlarin olusumunun arttig
goralmaustir.  Vakuolizasyonlar  lipid  damlalarinin birikimi  olarak
nitelendirilmektedir (Hou, ve ark., 2003).

NF-kB, p50 ve p65’in heterodimer bir formudur ve niikleer faktor inhibitori
kappa B (IkB) proteinleri tarafindan hiicre hayat déngusiinin Go fazinda inaktif
olarak sentezlenir. NF-kB; sitokinler, radyasyon ve kemoterap6tik ajanlar ile
fosforilasyon, ubikuitinasyon ve IkB’nin proteozom yoluyla degradasyonu ile
aktive olur (Yildiz ve ark., 2007; Andela ve ark., 2000; Blackwell ve Christman;
1997).
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NF-kB regulasyonunun birgok kanser vakasinda gdzlenlenmis olmasi
biylk 6nem tasimaktadir. NF-kB, hicre poliferasyonu, angiogenez, metastaz,
inflamasyon ve apoptozun baskilanmasi ile ilgili genlerin transkripsiyonel
aktivasyonunu degistirebilmektedir (Lugman ve Pezzuto, 2010). NF-kB’nin bloke
edilmesi, timor hicrelerinin proliferasyonunun durmasina ve antitimor ajanlarina
karsi daha hassas olmasina neden olmaktadir (Lugman ve Pezzuto, 2010; Karin,
2006).

Kemopreventif bilesikler olarak nitelendirilen flavonoidlerin (resveratrol ve
curcumin vh.) NF-kB aktivasyonunu bloke edici 0zellikleri oldugu bilinmektedir.
(Lugman ve Pezzuto, 2010; Soobrattee ve ark., 2006). Kullanmis oldugumuz deney
modelinde de, PH sonrasinda punicalagin molekdlinin 3 saat sonra NF-kB
aktivasyonunun inhibe ettigi ve 6 saat sonunda bu inhibisyon derecesinin ¢ok daha
fazla oldugu gozlemlenmistir. Benzer bulgular NF-kB’nin, onkogenezin erken
evresindeki rolunu gosteren, fonksiyonel olarak kemopreventif ilaglar ve besinlerin

hedefi oldugu hipotezini desteklemektedir (Lugman ve Pezzuto, 2010).

NF-kB aktivasyonunun hiicre proliferasyonu, apoptoz, sitokin salinimi ve
onkogenezde ©Onemli oldugu ifade edilmistir. TUmoér hicrelerinde NF-kB
aktivasyonu normal bitisik dokularla karsilastirildiginda anlaml derecede ylksek
bulunmustur (Lugman ve Pezzuto, 2010; Sasaki ve ark., 2001). NF-kB’nin bazi
kanser tdrlerinde (akciger, mide, prostat gibi) apoptotik hicre o6lumunin
engellenmesinde 6nemli rol oynadigina dair bulgular mevcuttur (Karin ve Lin
2002; Chen ve Sawyers, 2002). NF-kB aktivasyonu, karaciger hticre proliferasyonu
ve apoptoz inhibisyonunu iceren bir prosesdir (Plimpe ve ark., 2000).

Plimpe ve arkadaslarinin (2000) yaptigi bir calisma, NF-kB'nin karaciger
hlcrelerini apoptoza karsi korumada ve Kkaraciger rejenerasyon surecinde
hepatositlerin hiicre dongisiinde ilerlemesini tetiklemede dnemli roli oldugunu

gostermektedir.

NF-kB bagisikhgin, inflamasyonun ve apoptozun diizenlenmesinde 6nemli bir
fonksiyona sahiptir. Ayrica NF-kB kanserde aktive oldugundan onkogenezde de

temel bir rol oynadigi diistinilmektedir. (Kim ve ark., 2005; Dolcet ve ark., 2005).



@ ANADOLU UNIVERSITESI

65

V. Grupta ilk dort gruptan farkli olarak kaspaz-3 gen ve protein ifade
duzeylerinde anlamh artis ortaya c¢ikmistir. VI. Grupta hepatositlerde
vakuolizasyon, sinlizoidal dilatasyon, apoptoz aktivitesi en yiksek degerde

seyretmistir. Apoptotik indeks degeri ilk bes gruptan anlami farklilik géstermistir.

Histopatolojik incelemede parsiyal hepatektomiden sonra ilk olarak
hepatositlerde vakuolizasyon meydana geldigi, takip eden zaman diliminde
apoptozun arttiginin gostergesi olan apoptotik indeksin arttigr gértlmustur.

Deneysel olarak olusturulan hepatik rezeksiyon sonrasi punicalagin
uygulamasi ile gelisen karaciger apoptozunu histolojik agidan incelemek amaci ile
planladigimiz ¢alismada, rejenerasyonun indiiksiyonuna karsi, punicalagin zamana
bagh olarak apoptozu indiklemistir. Sonuclar punicalaginin kemopreventif veya
tedavi edici olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir.
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