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OZET

Bu calismada, bor bilesiklerinden B,O3’lin siganlarda %70 parsiyel hepatektomi
sonrast indiiklenen karaciger rejenerasyonu iizerindeki apoptotik etkileri ortaya

konmustur.

Bor, ¢ok hiicreli canlilar i¢in i¢ dengenin saglanmasinda gorev alan 6nemli bir
elementtir. Herhangi bir hasar karsisinda yanit olusturma yetenegine sahip olan bor,
hiicre ¢ogalmasini baskilayict bir etkiye de sahiptir. Bu amagla Wistar albino tiirii
erkek siganlar kullanilarak n=7 olacak sekilde 6 grup olusturuldu. Sham kontrol grubu
olan Grup I ve II’ye sadece laparoktomi yapilirken, diger 4 grup hayvana ayr1 ayr1 %70
parsiyel hepatektomi isleminden hemen sonra tek doz serum fizyolojik ve 1,8 g.kg™
B,O3 intraperitonel enjeksiyonlart yapilmistir. Cerrahi islemlerden 3 ve 6 saat sonra
diseksiyonlart yapilip karaciger agirlik indeksi hesaplandi. Tiim gruplardan histolojik,
RT-PCR ve QPCR incelemeleri i¢in karaciger doku 6rnekleri alindi. RT-PCR ve QPCR
analizinde NF-xB ve kaspaz-3 gen ve protein ifade diizeylerine bakildi. Grup V ve VI
hayvanlarindan alinan Orneklerde NF-kB gen ve protein ifadeleri incelendiginde
azaldig1; kaspaz-3 gen ve protein ifadelerinin ise anlamli sekilde arttigi gozlenmistir.

Ayrica B;03’ iin karacigerde apoptotik etkisi TUNEL analizi ile de desteklenmistir.

Bu ¢alisma intraperitonel olarak uygulanan B,O3’lin, parsiyal hepatektomiden 6

saat sonra hepatosit proliferasyonunu inhibe ederek apoptozu indiikledigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Parsiyal hepatektomi, Borik anhidrit, Apoptoz, Kaspaz-3, NF-xB



Vi

SUMMARY

In this study, the apoptotic effects of boron compound B,O3; on induced liver

regeneration after 70% partial hepatectomy in rats have been revealed.

Boron is an important element for multicellular organisims to provide
homeostasis. Against any damage boron has the ability to form a response and shows
cell growth inhibitory effect. For this purpose, Wistar albino male rats were divided
into 6 with groups, n = 7. Laparoctomy was applied to sham control group, Group | and
Il to the other 4 groups of animals a single dose of saline and 1,8 g.kg™* B,Os; was
immediately injected intraperitoneally after 70% partial hepatectomy. 3 and 6 hours
after the surgical procedures, liver mass index was calculated. For histological, RT-
PCR and QPCR for analysis liver tissue samples were taken from all groups. RT-PCR
and QPCR analysis of nuclear factor-kB (NF-kB) and caspase-3 gene and protein
expression levels were determined. Group V and VI of the samples taken from the
animals examined NF-kB gene and protein expressions were decreased; however
caspase-3 gene and protein expressions were significantly increased. In addition, B,O3's

apoptotic effect was supported by the TUNEL analysis in the liver.

This study has shown that intraperitoneally applied B,O3 induced apoptosis by

inhibiting hepatocytes proliferation after 6 hour of partial heaptectomy.

Keywords: Partial hepatectomy, Boric anhydride, Apoptosis, Caspase 3, NF-xB
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1. GIRIS ve AMAC

Viicudun en biiyiik organi olan karaciger, tim viicuttaki kanin drenaj merkezidir
(Burtis ve Ashwood, 2005). Ayrica karaciger viicut i¢in gerekli olan mineral ve
glukozun depolandigi bir organdir. Bir¢ok biyokimyasal olay1 gerceklestiren karaciger,
ayn1 zamanda yiiksek rejenerasyon kabiliyetiyle de 6ne ¢ikan bir organdir (Dilek, 2003).
Bu nedenle karacigerde olusacak herhangi bir hasar, organin gorevini yerine getirmesini
engelleyebilir. Bunlardan en 6nemlisi de kontrolsilizce gerceklesen hiicre ¢ogalmasidir.

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi organizma acisindan hayati tehlike tasimaktadir.

Hiicre ¢ogalmasinin en énemli basamagi hiicre hayat dongiisiidiir. Bu dongiiniin
en Onemli unsurlarindan biri, yaslanan veya ihtiya¢ duyulmayan hiicrelerin etrafindaki
hiicrelere zarar vermeden bulundugu ortamdan elenmesini saglayan apoptozdur.
Kontrolsiizce ¢ogalan hiicrelerde aktivitesi kaybolmus ya da azalmis olan hiicre 6liim
mekanizmasidir.  Apoptoz, ¢ok hiicreli canlilarin i¢ dengesinin (homeostasis)
diizenlenmesinde o6nemli bir rol oynamaktadir (Yildirnm vd., 2007). Bu o6lim
mekanizmas1 saglikli ¢ok hiicreli organizmalarin gelisiminde gozlenen normal bir
sirectir.  Uyarilmis hiicre ¢ogalmasinda bu mekanizmanin calismamasi 6zellikle
karaciger i¢in hayati onem tasimaktadir. Bu nedenle apoptotik siireclerin in vivo
sartlarda yapilan arasgtirmalar1 biliylik 6nem tagimaktadir. Yapilan bircok caligma
ozellikle manganez ve methotrexate (antifolat kemoterapik bir ajan) gibi maddelerin de
apoptotik siirecleri aktiflestirdigini gostermistir (Sakamoto et al., 1999; Kobayashi et
al., 2002). Ancak bu paralellikte yapilan ¢alismalardan 6zellikle bor ve bor bilesikleri

ile ilgili in vivo ¢alismalar yok denecek kadar azdir.



Binlerce y1l 6nce tipta tedavi amaci ile kullanilan bor, bitki ve hayvanlar i¢in son
derece onemli bir eser elementtir (Abu Ali et al., 2005; Kahyaoglu vd., 2009). Cok
hiicreli organizmalarda da basta kanser olmak iizere birgok tedavi alaninda
kullanilmakta olan bor, baz1 biyokimyasal olaylar i¢in de 6nemli elementler arasindadir
(Geyikoglu et al., 2009). Ancak kanser gibi kontrolsiiz ¢ogalma egilimi gdsteren
hiicrelerde in vitro ¢alismalar olmasina karsin, bu konudaki in vivo ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Bu nedenle c¢alismamizda bor bilesiklerinden B,Oj3’lin in vivo ortamda
sicanlarda %70 parsiyal hepatektomi ile indiiklenmis karaciger hiicre cogalmasina karsi
apoptotik etkileri incelenmistir.  Bu kapsamda intraperitonel olarak parsiyal
hepatektomi sonrast 1,8 g.kg™ B,O; enjeksiyonu yapilmistir. Deney sonunda, apoptoz
belirteglerinden kaspaz-3 ve hiicre ¢ogalmasinda onemli bir mediatér olan NF-kB
seviyelerinin RT-PCR ve QRT-PCR teknikleri ile incelenmesi amaglanmistir. Ayrica
TUNEL metodu ile de apoptoza giden hiicreler belirlenmistir. Elde edilen veriler B,O3

bilesiginin uygulama dozunun apoptotik etki derecesini ortaya koymustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Karaciger

2.1.1 Karacigerin yapisi

Karaciger, anatomik olarak karin boslugunun sag iist kismini tamamen dolduracak
sekilde yerlesmis (Patrick and McGee, 1980; Dilek, 2003), yaklasik 1200-1500 gr
agirligiyla viicudun en biiylik organidir (Akin vd., 1992; Burtis ve Ashwood, 2005).
Insan karacigeri, sert bir fibroz kapsiil olan Glisson kapsiilii ile sarilmis (Dilek, 2003)
iki lobdan olusur (Akin vd., 1992; Burtis ve Ashwood, 2005). Sag lobun posteriorunda
kaudat lob, inferiorunda ise kuadrat lob adi verilen iki kii¢iik lob bulunur (Sekil 2.1)
(Sherlock and Dooley, 2002; Burtis ve Ashwood, 2005).

Karacigerin fonksiyonel birimi lobiildiir (Patrick and McGee, 1980; Akin vd.,
1992). Lobiil, gozle goriilebilen en kiigiik doku pargasidir (Akin vd., 1992). Her bir
lobiil, bir sentral ven etrafina dizilmis hepatositlerden olugsmaktadir (Sekil 2.1) (Patrick
and McGee, 1980; Akin vd., 1992).

Lobiil igerisindeki sentral vene ¢ok sayida vendz siniizoid acilir (Akin vd., 1992).
Bu siniizoidler lobiil igine genislemis kapillerdir ve portal venlerden kan alinimini
saglar (Akin vd., 1992). Lobiil i¢indeki kan vendz siniizoidlerden sentral vene bosalir

(Akm vd., 1992).

Lobiil i¢indeki hepatik hiicreler iki venoz siniizoid arasinda bulunmaktadir (Patrick
and McGee, 1980; Akin vd., 1992). Hepatositler tarafindan sentezlenen safra,
canaliculi ad1 verilen kanala iletilir (Akin vd., 1992). Karaciger hiicrelerinin bir yiizii

safra kanalina bakarken diger bir yiizii siniizoidlere bakar (Akin vd., 1992).

Karacigere, ihtiyact olan kan hepatik arter ve portal ven olmak iizere iki farklh

kaynaktan gelmektedir (Akin vd., 1992; Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005).



Bunun %70-80'lik kismi portal venden karsilanirken, %20-30'luk kismi ise hepatik
arterden saglanir (Akin vd., 1992; Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005). Hepatik
arterden gelen kanin fonksiyonu siniizoidal kisma giden kanin oksijen igerigini ve
basinct arttirmaktir (Dilek, 2003). Bu yiizden karaciger viicutta arter ve ven kaninin
birbirine karistig1 tek organdir (Akin vd., 1992). Ayrica karaciger lenfatik drenaji
yiikksek bir organdir (Dilek, 2003). Tiim viicuttaki lenf iiretiminin yaklasik %30-

50'sinden sorumludur. Burada iiretilen lenf, lenf nodlarina iletilir (Dilek, 2003).

Isik mikroskobu ile yapilan incelemelerde lobiiller bal petegini andiran bir dizilim
icerisindedir. Ayrica lobiiller birbiri i¢ine girdigi i¢in mikroskobik incelemelerde ayrim
son derece glictiir. Lobiiller kaynasma noktalarinin ilerisinde bir takim bosluklar
olustururlar (Dilek, 2003). Portal alan (Kiernan araligi) adi verilen bu alanda ti¢ farkli
yap1 goze carpar (Dilek, 2003):

1.  Portal venin bir dal
2.  Hepatik arterin uzantilar

3.  Safra kanali

Sindirim sistemi ve vendz drenaj arasinda bir koprii vazifesi goren karaciger,
sentezledigi {irlinleri dogrudan kana vermesi ile endokrin bez gibi; safra salgisini
Ozellesmis safra kanallar1 araciligiyla safra kesesine iletmesi ile de ekzokrin bez gibi

islev goriir (Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005).

Karacigerde hepatositler bir 1sinsal simetriye gore dizilmislerdir. Bu durum portal
asiniis modeli ile agiklanmaktadir. Bu modelde hiicreler merkezden perifere dogru

aldiklar1 kan ve madde igerigine gore ii¢ farkli zona ayrilir (Dilek, 2003). Bunlar:

a. Perfierik zon (Zon 1): Bu zondaki hiicrelerde graniilli endoplazmik
retikulum (GER) ve bol kristali mitokondriler gozlenir. Periferik zon hiicreleri
dolasimda herhangi bir sorun oldugunda en gec dlen ve rejeneratif 6zelligi en yliksek

hiicre grubudur (Dilek, 2003).



b. Ara zon (Zon Il): Kana ikinci derecede tepki gosteren bu ara bolge

hiicreleri orta diizeyde metabolik aktivite gosterirler. Bu bdlgenin sinirlart tam olarak

belli degildir (Dilek, 2003).

c. Santral zon (Zon Il1): Sentral veni ¢evreleyen hiicre grubudur. Hiicreler
periferik zona gore daha az aktiftir. Diiz endoplazmik retikulumca (DER) zengin, diger
organelleri acisindan az gelismistir. Perfiizyon azaldigi zaman ilk nekroza ugrayan,

fizyolojik ve patolojik yag birikiminin ilk olarak gozledigi alandir (Dilek, 2003).
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Sekil 2.1 Karacigerin yapis1 (Burtis ve Ashwood, 2005).

e Hepatositlerin sitolojik 6zellikleri: Pek ¢ok organ gibi karaciger dokusu da iki
ana yapidan olusur. Bunlar; bir organin kendine 06zgii fonksiyonlarini yerine

getirmesini saglayan hiicre ve diger yapilarin organizasyonu seklindeki parankima; bu



parankimaya desteklik saglayan ve genelde organin iskeletini olusturan kapsiil benzeri

yapilarin tiimiinii i¢eren stromadir (Dilek, 2003).

Ortalama 20-35 p ¢apinda poligonal hiicreler olan hepatositler, karacigeri
olusturan hiicre populasyonunun yaklasik %80'ini olustururlar (Dilek, 2003; Burtis ve
Ashwood, 2005). Hepatositler merkezden perifere dogru tek ya da iki hiicre
kalinliginda olacak sekilde, lobiil igerisine aralarinda siniizoidlerin uzandigi i1sinsal

diizende dizilmislerdir (Sekil 2.1) (Dilek, 2003).

Siniizoidlere bakan tarafta hiicre yiizeyi ile siniizoid arasinda Disse boslugu adi
verilen ince bir bosluk yer alir (Patrick and McGee, 1980; Akin vd., 1992). Bu bosluk,
sinilizoid endotelyumundan filtre edilen plazmadan ve retikulin ipliklerinden olusan bir
sivi ile doludur (Patrick and McGee, 1980; Akin vd., 1992). Hepatositler madde
aligverisini bu bosluk aracilifiyla yapar ve subendotelyal alanda retikiiler lifler ve
hepatositlerin mikrovilluslar1 da bulunur (Dilek, 2003). Boylece hepatositlerin madde
aligverisi de kolay hale gelmistir.

Disse boslugunda fonksiyonlar: heniiz belirlenmemis Ito hiicreleri (perisiniizoidal
hiicre, stellat ya da yag hiicresi) bulunur (Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005). Bu
hiicrelerde yer alan lipid damlaciklar1 sitoplazmik uzantilara kadar tiim hiicrede gozlenir
(Dilek, 2003). Bu hiicreler hasar sirasinda fibrozise yol acan kollajen sentezi yapan

fibroblastlara doniisiirler (Sekil 2.2) (Burtis ve Ashwood, 2005).

Venoz siniizoidlerin ¢eperi iki tip hiicreden olugmaktadir (Akin vd., 1992).
Bunlar, tipik endotel hiicreleri ve Kupffer hiicreleridir (Patrick and McGee, 1980; Akin
vd., 1992). Kupffer hiicreleri plazmadan biluribin, boya, 6zel madde ve harap olmus
eritrositler gibi yapilart alip onlar fagosite ederler (Sekil 2.2) (Akin vd., 1992). Endotel
hiicreleri ise siniizoidlerin oldugu karaciger boyunca kan1 dagitir (Dilek, 2003; Burtis ve
Ashwood, 2005) .
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Sekil 2.2 Hepatositlerin yapis1 (Sherlock and Dooley, 2002).

Fizyolojik ve biyokimyasal agidan viicuttaki diger sistemlere olan etkilerinin
disinda karaciger, kendi icinde gergeklestirdigi bir¢ok karmasik fonksiyondan ve

bunlarin diizenlenmesinden de sorumludur. Bunlar;

1. Sekresyon fonksiyonu
a. Safra yoluyla bilurubin atilimi ve bilurubin metabolizmasi
b. Xenobiyotik metabolizmasi ve atilimi

c. Gastrointestinal yolla safra salgilama



2. Sentez fonksiyonu

a. Albumin, globulin, immiinoglobulin, seruloplazmin, koagiilasyon
proteinleri, fibronektin, kreatin gibi proteinler ve lipoprotein

sentezi,

b. Karaciger enzimleri ve iire sentezi
3. Metabolik fonksiyon

a. Amonyak metabolizmasi

b. Karbonhidrat metabolizmasi

C. Yag metabolizmasi

d. Protein metabolizmasi
4. Depolama fonksiyonu

a. Vitamin depolanmasi

b. Demir depolanmasi

c. Glikojen depolanmasi
5. Sindirim sisteminden kaynaklanan bakterilerin filtrasyonu

6. Bagirsaktan donen kanin filtrasyonu

Karaciger bu fonksiyonlarini ii¢ ana sistemde gerceklestirir:

1. Hepatositler: Temel biyokimyasal siireglerin yiiriitiilmesini gergeklestirirler.

2. Safra yolu: Biluribin atilimini diizenler.
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3. Retikuloendotelyal sistem (RES): Hemoglobin ve biluribin metabolizmasini
iceren bir sistemdir (Dilek, 2003).

Ayrica karacigerde birgok enzim sentezlenmektedir. Bunlar:

1. AST (SGOT)

2. ALT (SGPT)

3. LDH
4. ALP
5. GGT

6. 5'-Nikleotidaz

Uretilen bu enzimlerden karacigerin fonksiyonlari ile ilgili net bilgileri AST ve

ALT verir (Akin vd., 1992; Dilek, 2003; Huang et al., 2006).

2.1.2 Sican karacigeri

Diger memelilerde de oldugu gibi sigan karacigeri de multilobular (¢cok loblu) bir
yaptya sahiptir (Gershbein and Elias, 1954; Martins and Neuhaus, 2007). Sican
karacigeri medyan lob, sag lateral lob, sol lateral lob ve kaudat lobdan olusur. Ust iiste
yiginlar halinde bulunan sigan karacigerinde sadece kaudat lob mide sayesinde bu

yigidan ayrilir (Sekil 2.3) (Gershbein and Elias, 1954; Martins and Neuhaus, 2007).
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Sican karacigerinde loblar anatomik acidan incelendiginde, medyan lob olarak
adlandirilan lob en biiyiik lobdur (Gershbein and Elias, 1954; Martins and Neuhaus,
2007). Sol lateral lob ile iligki i¢ginde bulunan medyan lob, medyan ¢izik ile sag ve sol
medyan loba ayrilir (Sekil 2.3) (Martins and Neuhaus, 2007).

Kaudat lob, portal ven ve inferior vena cavanin sol tarafinda ve sol lateral lobun
arkasinda konumlanmistir (Martins and Neuhaus, 2007). Kaudat lob iki bolimden
olusur (Gershbein and Elias, 1954; Martins and Neuhaus, 2007).

Medyan Lob

Sag Lateral Lob Sol Lateral

Lob
Kaudat Lob

Hepatik Portal Ven Safra Kanah

Sekil 2.3 Sican karacigeri (Waynforth and Flecknell, 1994).
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2.1.3 Hepatik hasar

Cesitli etkilerle gergeklesen karaciger hasari birka¢ farkli smifta karsimiza
cikmaktadir. Yapilan bu siniflama karacigerde olusan hasara gore yapilmaktadir.

Bunlar;

1. Akut Karaciger Hasari: Akut hepatik hasar, sarilik veya nonspesifik

hastalik belirtilerine AST ve ALT seviyelerinin yiikselmesi ile belirlenir (Dilek, 2003).

2. Alkole Bagl Karaciger Hasar1: Alkole bagli karaciger hasarinda, hasarin

belirtileri son derece karmasiktir. Kisilik degisikligi, karaciger enzimlerinin hafif bir

yiikselis gostermesi ve sarilik benzeri bazi belirtileri vardir (Dilek, 2003).

3. Kronik Karaciger Hasar1: inflamasyonla kendini gésteren bir durumdur.
Kronik hepatitin belirlenmesinde sitoplazmik enzimlerdeki artis ve viral belirtecler

onemli rol oynar (Dilek, 2003).

4. llaclara Bagli Karaciger Hasari: Karaciger, toksik ilag artiklarinin

viicuttan uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol oynar. Pek cok ilag lipofilik 6zelliklerinden
dolay1 mide-bagirsak sisteminde pasif gecisle alinir ve bdylece karacigere kadar ulasir.
Karacigerde ya bir madde detoksifiye edilir ya da viicuda alinan bir ilacin etkinligine
son verilir. Fakat bazi durumlarda karacigere gelen zararsiz bir madde toksik hale
dontisebilmekte ya da inaktif halde bulunan bir madde onciilii olan aktif bir toksik

maddeye doniisebilmektedir (Dilek, 2003).



13

a. Toksik reaksiyonlar: Toksik madde maruziyetinin ardinda gelisen
bir durumdur. Etkenin karaciger {izerinde olusturdugu hasar direkt olarak hepatositlerde

gbzlenir. Bunun sonucunda hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz durumu gozlenebilir
(Dilek, 2003).

b. Zonal hepatik nekroz: Direkt olarak etken maddeden
kaynaklanan bir hasardir (Patrick and McGee, 1980; Dilek, 2003).

C. Asidofilik cisimcik olusumu: Hepatositlerde hasara yol acan
maddenin apoptoz yoluyla 6len hiicrede eozinofilik, yuvarlak bir goriintii olusturmasidir

(Sekil 2.4) (Patrick and McGee, 1980; Sherlock and Dooley, 2002; Dilek, 2003).

Oliim Rejenerasyon

Apoptoz
- Orzaneller gérimebiliv
- Gekirdek ve DNA'da fragmentasyon
- Pargalannug hilere (apoptotik cisimeikler)
- Inflamasyon yok

Nekroz ‘
Organelley gérinmez / /
- Piknotik kromatin / /
- Hilere membranm lizisi AT Oval Hitereler
i Kok Hux:relerl: . /
Kenuk Iliz Hicrelen

Sekil 2.4 Hepatosit hiicre 6liimii ve rejenerasyonu (Sherlock and Dooley, 2002).
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2.2 Apoptoz

Hiicreler, onlar1 ortam sartlarinda hayatta tutacak ya da onlarin adaptasyonlarini
saglayacak hiicre disi sinyallere tepki vermek zorundadir (Hancock, 2005). Cok hiicreli
organizmalarda, hiicreler dogru yer ve zamanda 6liir (Oktem vd., 2001; Hancock, 2005;
Giines, 2006). Bu hassas mekanizmanin sonucu olarak gerceklesen hiicre oliimii,

genellikle apoptoz olarak tanimlanan “Programli Hiicre Oliimii”diir (Hancock, 2005).

Saglikli ¢ok hiicreli organizmalarda goézlenen apoptoz, organizmanin gelisimi
sirasinda gozlenen normal bir hiicresel siiregtir (Yildirim vd., 2007; Altunkaynak ve
Ozbek, 2008). Hiicre boliinmesi ile artan hiicre sayisi apoptoz mekanizmalari ile
diizenlenir (Giines, 2006; Yildirim vd., 2007). Bu sayede ¢ok hiicreli organizmalarda
homeostasis (i¢ denge) korunur (Kerr et al., 1972; Yildirim vd., 2007; Aksit ve Bildik,
2008).

Cok hiicreli organizmalarda genel olarak iki tip hiicre 6liimii vardir (Yildirim vd.,
2007; Aksit ve Bildik, 2008). Bunlar hiicresel zedelenme sonucu hiicrelerin sisip
patlayarak yok olmasi, oksijensiz kalma, asir1 1s1 degisimi, toksik maddeler vb.
etkenlerle gergeklesen nekroz; digeri ise yaslanmig, fonksiyonunu kaybetmis, gelisimi
diizensizlesmis, hasar gérmiis veya artik gerek duyulmayan hiicrelerin elendigi
apoptozdur (Sekil 2.5) (Giines, 2006; Yildirim vd., 2007; Aksit ve Bildik, 2008). Bu

iki 6liim sekli arasinda bazi farklar bulunmaktadir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1 Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar (Oktem vd., 2001; Yildirim vd., 2007).

Apoptoz

Nekroz

Kromatin yogunlagsmasinin gozlenmesi
Hiicrenin kii¢iilmeye baslamasi
membranlarinda

Organel ve hiicre

biitlinliigiin korunmast

Artiklarin komsu hiicreler tarafindan hizh

bir sekilde sindirilmesi
DNA fragmentasyonunun gerceklesmesi
Patolojik ya da fizyolojik kaynakli

Kimyasal ya da yapisal nedenlerle yikim

Cekirdegin sismesi
Hiicrenin biiyiiylip sismesi

Organel biitiinliigiiniin bozulmasi

Hiicrelerin pargalanmasi ve igeriklerinin

bulundugu ¢evreye yayilmasi
Enflamasyon olusumu
Patolojik kaynakl
Makromolekiil

sentezi ile gergeklesen

aktif yikim
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Sekil 2.5 Apoptozun morfolojik siireci. 1- Apoptotik hiicre, 2- Nukleus fragmentasyonu, 3- Apoptotik
cisimcik olusumu, 4- Komsu hiicreler tarafindan fagosite edilme, 5- Mononiikleer fagositler

tarafindan fagositoz (Sluyser, 1996).

2.2.1 Apoptoz terimi

Hiicrelerin 6lmesi gerektigi fikri 1842 yilinda Carl Vogt tarafindan ortaya
atilmistir (Hancock, 2005; Kogtiirk ve Vatansever, 2011). Fakat 1972 yilina kadar bu
alanda apoptoz terimi kullanilmamistir (Hancock, 2005). Bu siire zarfinda 1885°te W.
Flemming programli hiicre 6liimiine iliskin bazi tanimlamalarda bulunmus, 1951°de
Gliicksmann programli hiicre oliimiiniin omurgali gelisiminin bir pargast oldugunu
gozlemlemis ve bu konuyla ilgili ilk simmiflandirma ve tamimlamayr yapmustir

(Flemming, 1885; Koctiirk ve Vatansever, 2011).



17

1964 yilinda ise Lockshin ve Williams gelisim sirasinda hiicre oliimiiniin
hiicresel mekanizmalarla kontrol edildigini tespit etmis ve ilk kez “Programli Hiicre
Oliimii” terimini kullanmistir (Lockshin and Williams, 1964; Kogtiirk ve Vatansever,
2011). 1966 yilinda Taba hiicre 6liimii igin 6zel bir RNA ve DNA sentezine ihtiyag
oldugunu gozlemlemis (Kogtiirk ve Vatansever, 2011) ve ayn1 y1l Saunders ilk deneysel
calismayi gergeklestirmistir (Saunders, 1966). 1972 yilina gelindiginde ise Kerr, Wyllie
ve Currie programli hiicre 6liimiiniin tipik morfolojik goériintimlerini tespit ederek bu
sekilde gerceklesen hiicre Oliimiinii “apoptoz” olarak adlandirmislardir (Kerr et al.,
1972; Yildirim vd., 2007; Altunkaynak ve Ozbek, 2008; Kogtiirk ve Vatansever, 2011).

Apoptoz kelimesi Yunanca “bir yerden diismek” ya da “yaprak dokiimii”
anlamina gelen “apoptosis” kelimesinden gelmektedir (Oktem vd., 2001; Hancock,
2005; Yildirim vd., 2007; Kogtiirk ve Vatansever, 2011).

2.2.2 Apoptoz mekanizmalari

Apoptozun i¢ yolak ile kontrolii hiicre mitokondrisi ile saglanir. DNA hasari,
topoizomeraz inhibisyonu ve benzer birgok olaym etkiledigi mitokondride zar
gegirgenligi artar ve bunu birgok proteinin salinmasi izler (Sekil 2.6A) (Hancock, 2005;
Yildirim vd., 2007). Gegirgenlikle birlikte mitokondriden salinan proteinlerden biri de
sitokrom c’dir. Sitokrom c’nin salinmasi bagli bulundugu mitokondri i¢ membraninin
matrikse bakan kisminda bulunan lipidlerden ayrilmasiyla baglar (Lawen, 2003;
Hancock, 2005). Sitokrom c¢’nin mitokondrial solunumun bir pargasi oldugu ve hiicre
icin ATP iiretiminde kullanildigindan mitokondri disina salinmasinin iki farkli etkisi
olur. Bunlardan birincisi, sitokrom ¢’nin apoptotik yolakta sinyal molekiilii olarak rol
oynamast; ikincisi ise elektron tagima sisteminde ATP iiretimini sekteye ugratmasidir

(Hancock, 2005).
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Endoniikleaz G’nin de i¢inde bulundugu mitokondriden salinan diger proteinler

ise Smac/Diablo ve AIF’tir (Hancock, 2005; Yildirim vd., 2007).

Bcl-2 protein ailesi tiyeleri apoptozu baslatabilir (pro-apoptotik) ya da inhibe
edebilir (anti-apoptotik) (Alberts vd., 2002; Hancock, 2005; Cooper ve Hausman,
2006). Pro-apoptotik proteinlerin basinda Bax ve Bak gelir (Hancock, 2005; Yildirim
vd., 2007). Anti-apoptotik proteinler ise Bcl-2 ve Bcl-XL’dir (Alberts vd., 2002;
Hancock, 2005; Cooper ve Hausman, 2006).

DNA hasar1 ya da hiicresel stres pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin
aktivasyonuna Onciilik eder (Hancock, 2005; Yildinm vd., 2007). Bu sayede
mitokondri gecirgenligi artar ve sitokrom c ve diger proteinler salinir. Sitokrom c,
APAF-1 adi verilen bir protein ile kompleks bir yap1 olusturur (Hancock, 2005; Cooper
ve Hausman, 2006; Yildirinm vd., 2007). APAF-1’in yapisindaki konformasyonel
degisim ATP varliginda gergeklesir (Lawen, 2003; Hancock, 2005). Bu sayede APAF-
1 oligomerik bir yap1 kazanir (Hancock, 2005). Daha sonra bu yap1 pro-kaspaz-9 ile
birleserek apoptozom adi verilen bir yapiya doniisiir (Hancock, 2005; Cooper ve
Hausman, 2006). Pro-kaspaz-9, apoptozom ile kesime ugratilarak aktif hale gegirilir
(Hancock, 2005; Cooper ve Hausman, 2006; Yildirim vd., 2007). Bdylece apoptotik
etki islemeye baglar. Mitokondriden salinan proteinler, gozlemlenen diger morfolojik
degisimlere katki saglar (Hancock, 2005). Endoniikleaz G, olusan DNA
dejenerasyonundan dolayi, niikleus i¢ine go¢ edebilir ve AIF, yogunlagsmanin da i¢inde

bulundugu niiklear degisikliklere onciiliik edebilir (Hancock, 2005).
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Sekil 2.6 Apoptoz mekanizmalari.  Apoptotik  mekanizmalarin  gematik  gorlinimii.

A) I¢ yolak, B) Dis yolak (Alberts vd., 2002).

Apoptozda dis yolag: birgok farkli protein diizenleyebilir. Ornegin p53 apoptoz
inhibitdr proteinlerin varliginda bile anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerini notralize edebilir
(Hancock, 2005). Apoptozun i¢ yolak ile baslatilmasinda mitokondriden salinan
Smac/Diablo proteini IAP’larin aktivitesini durdurabilir (Hancock, 2005; Cooper ve
Hausman, 2006). Bu da kaspazlarin aktivitesini saglar. I¢ yolak, birbirlerini etkileyen

bir¢ok protein agisindan karmasik bir yoldur.
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2.2.2.1 Kaspazlar ve apoptoz

Bu olaylarin altinda yatan molekiiler mekanizmayi ilkin kontrol ve ikincil olarak
da yiiriten molekiillerin basinda kaspazlar gelir (Hancock, 2005). Kaspaz, sistein-
aspartat-spesifik proteaz kelimesinden tiretilmistir (Hancock, 2005; Yildirim vd.,
2007). Kaspazlar, apoptozda hiicre biiziismesi, DNA fragmentasyonu ve diger
degisimleri yonetir (Hancock, 2005).

i. Kaspazlar

Kaspazlar diger proteinleri kestikleri ve aktif merkezlerinde sistein amino asidi
bulundurduklari i¢in sistein proteazlar sinifinda yer alirlar (Hancock, 2005; Yildirim
vd., 2007). Memelilerde tanimlanmis 14 farkli kaspaz bulunmaktadir (Lawen, 2003).
Bunlardan 11 tanesi insanda tanimlanmistir (Hermann and Kalden, 2003; Hancock,
2005).

Kaspazlar iki ana aileye ayrilirlar. Birinci grup kaspaz-1 ile ilgili enzimleri
icerirken, ikinci grup ise Caenorhabtidis elegans tarafindan iiretilen CED-3 6lim geni
ile ilgilidir (Klug ve Cummings, 2003; Hancock, 2005; Cooper ve Hausman, 2006). Bir
diger kaspaz grubu ise apoptozdan ziyade sitokin olgunlagsmasi igin kullanilir (Lawen,
2003). Kaspaz 1 ailesi hiicre 6liimii siirecinde kaspaz-2 ve kaspaz-3 alt ailesi ile birlikte

sitokin yapiminda rol oynar (Hancock, 2005).

Ii. Kaspaz aktivasyonu

Sistein proteazlar olarak bilinen kaspazlarin aktif merkezlerinde korunmus bir

sekilde “-Glu-Ala-Cys-X-Gly-" (X: herhangi bir amino asit) dizisi bulunur (Hancock,
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2005). Kaspazlar hangi hedef diziye etki edeceklerine gore ii¢ gruba ayrilir. Bunlardan
ilki kaspazlarmn kendi dizileridir. Ikinci grupta kaspaz-3 ve kaspaz-7’yi iceren alt grup
hedef dizi olarak “-Asp-Glu-X-Asp-" dizisini tanirken, ayni grupta yer alan ve kaspaz-2
igeren alt grup ise hedef dizi olarak “-Val-Asp-Val-Ala-Asp-" dizisini tanir (Hancock,
2005). Kaspaz 6, 8, 9 ve 10’u igeren {iglincii grup ise kesimi “-(lle/Leu/Val)-Glu-X-
Asp-" bolgesinden yapar (Hancock, 2005).

Kaspaz aktivasyonu kendi kendini proteolitik kesimle baslar ve daha sonra bu
islem bir kaspazin digerini proteolitik olarak kesmesi ile devam eden bir kaspaz kaskadi
seklinde gerceklesir (Hancock, 2005; Yildirim vd., 2007). Inaktif kaspaz kesime
ugramamis ve pro-kaspaz olarak adlandirilan kaspazdir. Ilk kesim olay: otokatalite
olarak gergeklesir (Hancock, 2005; Cooper ve Hausman, 2006). Bu sekilde kaspaz
kendi kendini keser ve aktiflestirir. Devaminda aktiflesen kaspaz, diger kaspazi kesime
ugratir. Burada kaspazlar iki sekilde ifade edilir: Baslatict kaspazlar ve Efektor
kaspazlar (Hancock, 2005; Yildirim vd., 2007).

Inaktif durumdaki pro-kaspazlar 3-4 etki alami igerir. Bunlardan bir tanesi N-
terminal ucunda yer alan pro-domaindir (Hancock, 2005). Bu alani biiyiik alt birim
domaini takip eder. Son olarak C-terminal ugta kiiglik alt birim domaini bulunur.
Ayrica bu ugta alt birimleri birbirine baglayan baglanti bolgesi yer almaktadir
(Hancock, 2005). Kesimden sonra bu birimler heterotetramerik tarzda bir araya gelirler
(Lawen, 2003). iki kiiciik alt birim ve iki biiyiik alt birim bir araya gelerek aktif enzimi
olustururlar. Bu sirada pro-domain bolgesi kesilip atilabilir (Hancock, 2005). Boylece

aktif merkezi isler bir enzim olusturulmus olur.
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2.2.2.2 Apoptoz ve NF-kB yolagi

Hiicrede en biiyiik sinyal ileti yolaklarindan birisi de hiicrenin hayatta kalmasini
saglayan sinyal ileti yolaklaridir. Apoptoz sirasinda hiicrenin hayatta kalmasini
saglayan bu yolaklar kimi tedavilerde 6nemli roller oynamaktadir. Hayatta kalma
sinyalleri hiicre canliliginin korunmasi ve hiicrenin ¢ogalabilmesinde ©6nem arz

etmektedir.

Cok hiicreli canlilarda hiicrelerin immiin yanit ve enflamatuar uyaranlara karsi
verdigi yanit1 diizenleyen ve hiicrelerin hayatta kalmasin1 saglayan en onemli protein
grubu NF- kB ailesi transkripsiyon faktorleridir (Hermann and Kalden, 2003; Yildirim
vd., 2007). NF-kB ilk olarak 1986 yilinda David Baltimore tarafindan B hiicrelerinde
kesfedildi. Bu yap1 B hiicrelerinin niikleusu i¢inde immiinglobulin promotorlarinin
kappa zincirlerine baglanan bir faktor olarak tanimland: (Ahn and Aggaarwal, 2005).
NF-kB insandan Drosophila’ya kadar biitiin canlilarda sitoplazmada inaktif halde
bulunurlar (Ahn and Aggaarwal, 2005; Yildirnm vd., 2007). Memeli hiicrelerinde
tanimlanmis bes farkli NF-«xB ailesi iiyesi bulunmaktadir. Bunlar; NF-kB1 (p50/p105),
NF-xB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB ve c-Rel’dir (Yildirim vd., 2007).

NF-kB, uyarilmamis hiicrelerde IxB ile bir kompleks olusturarak sitoplazma
icerisinde inaktif halde bulunur (Sekil 2.7) (Hermann and Kalden, 2003; Ahn and
Aggaarwal, 2005; Cooper ve Hausman, 2006). Bu durumda NF-kB’nin niikleer
yerlesim sinyalleri maskelenir ve NF-kB ¢ekirdege tasinamaz (Hermann and Kalden,
2003). Uyar ile IkB fosforillenir ve ubikitin-aracili proteoliz ile yikima ugrar (Cooper
ve Hausman, 2006). Serbest kalan NF-kB, immiinglobulin-k hafif zincirinin
transkripsiyonuna baglar. NF-kB sinyal ileti yolaginda I-kB degredasyonu (Hermann
and Kalden, 2003; Ahn and Aggaarwal, 2005), NF-kB’nin niikleusa geg¢mesi ve
transkripsiyonu baslatmasi ile sonuglanir (Sekil 2.7) (Ahn and Aggaarwal, 2005). Aktif
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NF-«xB DNA iizerinde kB elementleri iceren 0zel dizilere baglanir ve bircok gen

transkribe olur (Ahn and Aggaarwal, 2005).

NF-kB’nin aktivasyonu TNF-R, TRADD, TRAF2, RIP ve IKK gibi
molekiillerle olabilecegi gibi ras, syk, B-GSK, AKT, MEK3, FAK gibi molekiillerle de
olabilir (Plimpe et al., 2000). Hiicre i¢indeki SOD ve y-GCS ile NF-kB aktivasyonu
durdurulabilir (Hermann and Kalden, 2003; Ahn and Aggaarwal, 2005).
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Sekil 2.7 NF-kB sinyal ileti yolag: (Alberts vd., 2002).
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NF-kB kanser, diyabet ve alerji gibi bircok hastalikta aktive olabilmektedir.
Ozellikle karaciger, gbgiis ve prostat kanserlerinde yogun NF-kB aktivitesi gdzlenmistir
(Ahn and Aggaarwal, 2005). Ayrica NF-kB’nin hiicre dongiisiinde pozitif yonde etki
gosteren Onemli bir molekiildiir. NF-xB’nin aktivasyonu kadar inhibisyonu da
onemlidir. NF-kB inhibisyonu; sitokinler, hormonlar, stres, antioksidanlar, proteozom
ve apoptoz enzimlerinden kaspazlarin da iginde bulundugu bazi enzim gruplar ile

saglanmaktadir (Ahn and Aggaarwal, 2005).

2.2.3 Organizma gelisiminde ve hastaliklarda apoptoz

Cok hiicreli organizmalarin gelisimi acisindan apoptotik siiregleri varligi
organizmanin sekillenmesi ve birgok patolojik degisimlerden korumak i¢in bir garanti
niteligindedir. Organizmanin gerek gelisimi, gerekse yasaminin siireklilik arz etmesi
acisindan apoptotik siireglerin saglikli islerligi ¢ok hiicreli organizmalarda énemli rol

oynamaktadir.

Apoptoz, organizmada erigkin dokularin korunmasinda ve embriyo gelisiminde
onemli bir rol tistlenmektedir (Klug ve Cummings, 2003). Gelisim sirasinda apoptoz,
gbrevini tamamlamis hiicrelerin elenmesinde devreye girer.  Ozellikle amfibi
gelisiminde larva dokusunun ortadan kaldirilmasi, el ve ayak parmaklarinin olusumu ile
parmak aralarmin olusumunda gorev almaktadir (Klug ve Cummings, 2003; Cooper ve
Hausman, 2006). Bunlarin diginda apoptoz, noronal gelisim sirasinda olusturulan sinir
hiicrelerinin yaklasik olarak yarisinin elenmesine neden olur (Hutchins and Barger,
1998). Burada sag kalan hiicreler apoptozun bloklanmasi ve hiicre sag kalim sinyalleri

ile hayatta tutulur (Cooper ve Hausman, 2006).

Erigkin organizmalarda apoptoz, hiicre ¢ogalmasimi dengeleyici bir etki yapar.

Burada apoptoz, yaslanan kan hiicrelerinin 6liimii, hasarli ya da tehlikeli hiicrelerin
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ortandan kaldirilmasi, viriis enfeksiyonuna ugramis hiicrelerin elenmesi ve DNA hasar1
gibi durumlarda aktif rol oynar (Hermann and Kalden, 2003; Cooper ve Hausman,
2006). insan hayat1 agisindan énemli patolojik durumlarin basinda kanser gelir. Bazi
virlisler enfekte ettikleri hiicrelerin apoptoz yolaklarini engelleyerek kanserlesmelerine
neden olur (Hermann and Kalden, 2003; Yildirim vd., 2007). Burada virilislerin
tirettikleri proteinler p53 gibi kontrol proteinlerini inaktive ederken, bazen de Bcl-2
benzeri proteinler iireterek apoptoza engel olurlar (Yildirim vd., 2007). Bazi viriisler ise
ya Bcl-2 ifadesinde artisa neden olur ya da APAF-1 ifadesini engellerler (Yildirim vd.,
2007).

Diger bir yandan immiin sistemde yer alan T ve B hiicreleri gorevlerini
tamamladiktan sonra, hafiza hiicreleri disinda kalan hiicreler, apoptozla elenme siirecine
girerler (Yildirnm vd., 2007). Bu sekilde eskiyen hiicreler immiin sistemden

uzaklastirilmis olur.

Insan apoptoz mekanizmalarinda genetik bozukluk ¢ok nadir goriilen bir
durumdur. En ¢ok goriilen genetik bozukluk Fas genindeki mutasyondur (Yildirim vd.,
2007). Gerek FasL gerekse kaspazlarda gbzlenen mutasyon ¢ok nadir bir durumdur.
Nadiren de olsa gerg¢eklesen bu durum ALPS’e neden olur. Bu hastalarda genetik
mozaiklik gbzlenir (Yildirim vd., 2007). Bu sendromda lenfositlerin bir kism1 apoptoza
girerken diger bir kismi ise bundan kagarak ¢ogalma siirecine girer. Boylece kagan

lenfositler lenf nodlar1 olusturarak kanda baskin populasyona neden olurlar.
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2.3 Bor

Tirkiye, yer Ustii ve yer alt1 zenginlikleri bakimindan bélgesinde 6nemli bir
konuma sahiptir. Bu konumu o&zellikle stratejik agidan Onem arz eden bor
minerallerinin biiyiik bir rezerv kapasitesine sahip olmasiyla daha da pekismektedir
(Cizelge 2.2) (Kilig vd., 2009).

2.3.1 Bor elementinin kimyasal 6zellikleri

Periyodik tabloda bor, B simgesiyle gosterilen ve atom numarasi 5 olan bir
elementtir. Bor elementi, 10,81 atom agirligina ve 2,84 gr/crn3 yogunluguna sahiptir.
2300°C’ de ergime ve 2550°C’de ise kaynama noktasna ulasan bor, metal ile ametal
arasinda bir 6zellik gosteren yari iletken bir elementtir. Yaklasik 230 ¢esit dogal bor

minerali vardir (Kahyaoglu vd., 2009; Kili¢ vd., 2009).
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Cizelge 2.2 Diinya bor rezervlerinin iilkelere gore dagilim (Kilic vd., 2009).

Gortntr
Gortiniir Muhtemel Toplam ) Toplam
. ) Toplam ) Ekonomik
Ulke Ekonomik Miimkiin Rezervdeki Rezerv
Rezerv Rezerv .
Rezerv Rezerv Pay1 (%) . Omrii (Y1l)
Omirii (Yil)
Tiirkiye 227.000 624.000 851.000 72,20 240 412
Rusya 40.000 60.000 100.000 8,50 16 78
A.B.D. 40.000 40.000 80.000 6,80 33 76
Sili 8.000 33.000 41.000 3,50 5 26
Cin 27.000 9.000 36.000 3,10 17 23
Peru 4.000 18.000 22.000 1,90 3 14
Bolivya 4.000 15.000 19.000 1,60 3 12
Kazakistan 14.000 1.000 15.000 1,30 2 10
Arjantin 2.000 7.000 9.000 0,80 1 6
Sirbistan 3.000 0.000 3.000 0,30 2 2
TOPLAM  369.000 807.000 1.176.000 100,00 317 652

Maden sahalarinda bor yataklarinin degeri, maden yataginin barindirdigi B,03

(bor oksit — borik anhidrit) orani ile saptanmaktadir (Sekil 2.8) (Sarihan, 2006; Kilig

vd., 2009).
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B B
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Sekil 2.8 Borik anhidritin kimyasal formiilii.

Bor ilk defa 1702 yilinda Willem Homberg tarafindan borakstan borik asit elde
edilmesiyle kimyasal c¢alismalara dahil olmus ve 1732 yilinda kimyasal yapisi
tanimlanmistir (Habashi, 2009; Kahyaoglu vd., 2009). 1808 yilina gelindigine Fransiz
kimyagerler Joseph Louis Gay-Lussac ve Louis-Jacques Threnard potasyumun B,Os; ile
rediiksiyonu sonucu ilk elementer boru elde etmisler ve ingiliz kimyager Sir Humphry
Davy ise elektroliz metodu ile borik asitten saf boru elde etmislerdir (Habashi, 2009;
Kahyaoglu vd., 2009).

Elementer bor 100°C’da yavas bir sekilde oksitlenmekte ve oksijenle kolayca
B,0Oj3 bilesigini olusturmaktadir (Kahyaoglu vd., 2009).

2.3.2 Endiistride bor bilesiklerinin kullanim

Cagimiz teknolojisi ile birlikte, bor ve tiirevleri endiistride genis bir kullanim
alania ulagsmistir. Tarimdan sanayiye ve hatta saglik sektoriine kadar bir¢ok alanda bor

ve tiirevleri aktif olarak kullanilmaktadir (Kili¢ vd., 2009).

1. Insaat-Cimento Sektdriinde: (Yigitbasioglu, 2004).

2. Cam Elyafi: (Kiling vd., 2001; Kihg, 2004).

3. Ahsap Koruma: (Altun, 2009; Merdan, 2009).
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4. Niikleer Uygulamalar: (Acarkan, 2002; Kihg, 2004).

5. Metalurji: (Kiling vd., 2001; Kihg, 2004).

6. Otomobil Hava Yastiklari, Antifriz: (Yigitbasioglu, 2004).

7. Saghk: BNCT kanser tedavisinde kullanilmaktadir.  Ozellikle; beyin
kanserlerinin tedavisinde hasta hiicrelerin segilerek imha edilmesine yaramasi ve
saglikli hiicrelere zararimin minimum diizeyde olmast nedeniyle tercih nedeni
olabilmektedir. Metabolizmadaki bor, kalsiyum, magnezyum ve fosfor dengesini
ayarlar. Saglikli kemiklerin olusumuna, kaslarin ve beyin fonksiyonlarinin gelisimine

yardim eder (Onrat ve Konuk, 2004; Yigitbasioglu, 2004).

8. Fiize/Ucus Yakitlari: (Yigitbasioglu, 2004).

9. Atik Temizleme:

10. Borlu Kat1 Yakitlar/Hiicre Yakatlari/Fuel Cells:

11. Enerji Uretimi ve Is1 Depolama:

12. DIGER

. Fiber Optik

. Kozmetik

. Kaucuk ve Plastik Sanayii

. Fotografcilik

. Patlayici Maddeler (havai fisek vb.)

. Antifirizler, hidrolik yaglar
. Petrol Boyalari, yanmayan ve erimeyen boyalar, tekstil boyalari
. Zimpara ve asindiricilar

. Kompozit malzemeler
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. Manyetik cihazlar
. fleri Teknoloji Arastirmalar1 (molekiiler biyoloji vb.)
. Mumyalama

ve diger bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Kiling vd., 2001; Kihg, 2004).

2.3.3 Canlilar agisindan bor bilesiklerinin 6nemi

Bor ve tiirevleri binlerce yildir insanlar tarafindan bilinmektedir. Ozellikle Eski
Yunanlillar ve Romalilar tarafindan bor ve tiirevleri temizlik malzemesi olarak
kullanilmistir.  Ayrica M.S. 875 yillarinda Arap hekimler tarafindan tipta tedavi
amaciyla kullanilmistir (Kahyaoglu vd., 2009).

Bor bilesikleri su, hava ve toprakta bulundugu gibi bitki ve hayvan yapisinda da
bulunmaktadir. Bu nedenle bor ve tiirevleri canli sistemler i¢cin 6nem arz eden bir yar1
metaldir (Goldbach et al., 2002; Abu Ali et al., 2005). Ayrica yapilan incelemeler
sonucunda borun bitki ve hayvanlar i¢in Onemli bir esansiyel element oldugu
bulunmustur (Tanaka and Fujiwara, 2008). ilk kez 1897 yilinda Wittstein ve Apoiger
bitkilerde bor bilesiklerini tespit etmislerdir. Uzun yillardan beri yapilan ¢aligmalarda
borun bitkiler i¢in mikrobesin olabilecegi diisiiniilmistiir (Akgii¢ vd., 2009). Bitkilerle
yapilan ¢aligmalarda, Borl ve Bor4 olarak adlandirilan membran proteinleri bitki
hiicrelerinin bor transportunda gorev almaktadir (Col vd., 2009). Yapilan ¢aligmalarin
ardindan bor, baz1 hayvan tiirleri ve 6karyotik canlilar i¢in de gerekli bir besin oldugu
vurgulanmistir (Akgii¢ vd., 2009). Ayrica bor, insan viicudunda da belli oranlarda

bulunmaktadir (Cizelge 2.3) (Moseman, 1994; Kahyaoglu vd., 2009).
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Cizelge 2.3 Insan viicudundaki doku ve organlarda bulunan bor miktar1 (Kahyaoglu vd., 2009).

Doku ve Organlar  Bor (ppm)  Doku ve Organlar  Bor (ppm)

Deri 0,12 Yag 0,07
Kemik 0,90 Kan 0,14
Kas 0,07 Idrar 0,75
Kalp 0,04 Diski 0,18
Karaciger 0,11 Sag 4.3
Akciger 0,07 El tirnag 15,2
Bobrek 0,25 Ayak tirnagi 17,9
Bagirsak 0,08

Cok hiicreli sistemlerde bor, kanser ve cilt hastaliklar1 gibi bir¢ok alanda tedavi
uriinii olarak kullanilmaktadir. Ayrica biyokimyasal olaylarda da onemli goérevler

tistlenmektedir (Geyikoglu et al., 2009).

Borik asit vb. bor bilesikleri insan ya da diger c¢ok hiicreli organizmalarin
viicutlarina deri ve oral yol gibi bir¢ok farkli sekilde girebilmektedir (Kahyaoglu vd.,
2009; Ozen vd., 2009). Viicuda giren bor, dnce biitiin viicutta dagilmakta, ardindan

beyin, bobrek ve ozellikle de karacigerde birikmektedir (Kahyaoglu vd., 2009).

Metabolizma dahilinde bulunan borik asit, derisiminin %50’sini ilk 20 saatte;
%90’m1 1se ilk 96 saatte bobreklerden herhangi bir degisiklife ugramadan
kaybetmektedir (Kahyaoglu vd., 2009).
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Yapilan in vitro ¢aligmalarda bor bilesiklerinden borik asidin bakteriyostatik ve
bakteriyosidal etkileri arastirilmis; Streptococcus ve Staphilacoccus’lara karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (Kahyaoglu vd., 2009). Ayrica yapilan
arastirmalarda borik asidin idrar yollar1 enfeksiyonuna neden olan mikroorganizmalara

kars1 etkili oldugu vurgulanmistir (Porter and Brodie, 1969; Kahyaoglu vd., 2009).

Tiirkiye, Cin ve Avrupa’nin bazi bdlgelerinde dogal su kaynaklarindaki gilivenli
bor konsantrasyonu alimini, tahmini seviyeden c¢ok uzak bir noktada alimi sart
kosmaktadir.  Bu boélgelerde yasayan insan populasyonlarinda yiizyillardir bor
toksisitesi ya da diger hastaliklar hakkinda herhangi bir veri yoktur. Bu bolgelerdeki
insan populasyonlart bor ihtiyaglarimi1 yiyecekler ve sulardan karsilamaktadir
(Meacham, 2009). Yetiskin bireyler gida kaynaklarindan ortalama giinde 1 mg ve igme
sularindan giinde 1 litre su tiiketimi varsayilarak 0,2-0,6 mg bor alir (Anderson et al.,
1994; Rainey and Nyquist, 1998; Hunt and Meacham, 2001; Meacham, 2009). Giinliik
1-3 mg bor almiminin bor yoksunlugundan korunmak i¢in yeterli oldugu
distintilmektedir (Nielsen, 2008). 2000 yilinda A.B.D. ve Kanada’da yasayan insanlar
igin tolere edilebilir giivenli iist limitin giinliilk 20 mg oldugu belirtilmistir (Meacham,
2009). 2004 yilinda ise A.B.D.’de su kaynaklarindan alinan bor igin toksik deger olan
6,3 mg/giin degerini 14 mg/giin’e ¢ikarmistir. Ingiltere’de ise giivenli iist limit 60 kg
agirligindaki yetiskin bir birey i¢in 9,6 mg/giin olarak belirlenmistir (Meacham, 2009).
Borca zengin alanlarda yasayan insanlar yasamlar1 boyunca ve yiyecek ya da diger
katkilardan giinliik 1 L’de 29 mg’a kadar alinabilecek sekilde, ortalama 6-8 mg boru
kolaylikla alabilmektedir (Meacham, 2009).

Yetigkinler i¢in ¢ok cesitli bor alim kaynaklar1 olmasina ragmen giinliikk alim
dozu 1-2 mg/giin seviyesindedir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore giivenli aralik 1-

13 mg ve giinliik en iist seviye ise 28 mg/giin’diir (Meacham, 2009).
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Yetiskin insanlar icin bazi1 6zel yapili bor igerikli bilesikler bazi kullanim

amaglari i¢in olusturulmustur. Bunlar:

1. Bor, kemik metabolizmasi ve kemik kalsifikasyonu i¢in dnemli bir elementtir ve

kalsiyum, magnezyum ve fosfor seviyelerini etkiler.
2. Bor ve D vitamini kalsiyum kullanimin1 diizenler.
3. Bor, viicutta kalsiyum emiliminde dnemli bir eser elementtir.

4. Bor ve magnezyum gibi elementler optimal kemik mineralizasyonunun

saglanmasi i¢in kalsiyum arttirici etki yapar (Meacham, 2009).

Bor, gastrointestinal sistem ve solunum sistemi tarafindan kolaylikla absorbe
edilir. Cogunlukla borik asit, adipoz doku disindaki yumusak dokularda dagilir ve
yiiksek orandan kemikte birikir ve semende kandan daha yiiksek orandan gozlenir

(Meacham, 2009).

Viicutta bor metabolizmasi enerjetik olarak esnek degildir ve bor-oksijen
arasindaki baglarin koparilmasi i¢in 523 kJ/mol enerji gerekir. Bir¢ok biyomolekiillerle
kompleks halindeki bor, bilinen molekiil etkilerinin disinda anahtar bir rol oynar

(Meacham, 2009).

Insan kemik, beyin, inflamasyon ve hormon fonksiyonundaki gorevi agik bir
sekilde borun, insan beslenmesinde esansiyal bir element olduguna iliskin bilgilerimize
yeni ekler yapmamiz gerekmektedir (Nielsen, 2008).  Biyokimyasal roliiniin
bilinmesine karsin insanlarda bor yoksunlugunda ilaveten fonksiyon kaybinin da

gosterilmesi gerekmektedir (Meacham, 2009).
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Yapilan bir¢ok ¢alismada, 6zellikle prostat kanseri hiicre hatlarinda borik asidin
biiyiimeyi ve ¢ogalmayi engelleyici etki yaptigina dair bilgiler mevcuttur (Barranco and
Eckhert, 2004; Barranco and Eckhert, 2006; Meacham, 2009). Bor bilesiklerinin kanser
hiicreleri tlizerinde yarattigi etki ile ilgili in vitro ¢aligmalarda, bu bilesiklerin kanser
tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir. Elde edilen sonuglar gbz dniine alindiginda
bor bilesiklerinin hiicre biiylime faktorlerine karst bir yanit olusturdugu bilinmektedir

(Meacham, 2009).

Ote yandan bor bilesiklerinin sadece biiyiime faktdrlerini durdurucu yoénde degil
ayn1 zamanda kaspaz-3 aktivitesini de etkileyen bir yonde is goriip, nekrotik ya da
sitotoksik hiicre Oliimiinden ziyade apoptotik hiicre Olimiinii uyardigr yapilan
calismalarla gosterilmistir. Apoptotik hiicre 6liimiinde bor bilesiklerinin etkisinin en iyi
belirteci kaspaz-3 aktivitesi oldugu ve 6zellikle de 6rnegin fenil borik asit, bir tasiyici
ile hiicre i¢ine gonderilen bor, hiicre dongiisiinii doza bagli olarak S fazinda durdurdugu

bildirilmistir (Meacham, 2009).

Karaciger, herhangi bir hasar meydana geldiginde olugan fonksiyon kaybini
telafi edebilmek amaciyla bir yanit olusturur. Karacigerin fonksiyon kaybi yasayan
hepatositlerinde olusan bu yanit genellikle apoptoz olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu
nedenle calismamizda sican karacigerinde %70 parsiyal hepatektomi sonrasi indiiklenen
karaciger hiicre ¢ogalmasina karsi B,Ogs’lin apoptotik etkileri RT-PCR, QPCR ve
TUNEL metodlar ile arastirilmisgtir.
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3. MATERYAL ve METOD

Deneysel calismamiz; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii; Molekiiler Biyoloji ve Toksikoloji Arastirma Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi Yerel

Etik Kurulu’nun 271/2012 sayil1 izni ile yapilmistir (EK1: Etik Kurul Raporu).

3.1 Deney hayvanlari

Deneysel ¢aligmamizda saglikli, erkek, 200+20 g agirlikta, 3-4 ayhik, Wistar
albino cinsi erkek siganlar kullanilmigtir. Tiim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanlig:
Refik Saydam Hifzissthha Merkez Baskanligi, Deney Hayvanlari Uretim
Laboratuvari’ndan temin edilerek deney siiresince 12:12 saat aydinlik/karanlik
1isiklandirmasi1 olan, 1s1 (22+2°C) ve nemi (%45-50) otomatik olarak ayarlanmis
odalarda yasatilmigtir.  Deneye baslanmadan Once hayvanlarin bir hafta ortam
kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Bu siire igerisinde tiim siganlar polikarbonat

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

3.2 Deney gruplari

42 adet saglikli erkek Wistar albino si¢an arasindan rastgele se¢imle her birinde

n=7 olmak tizere toplam 6 grup olusturulmustur. Bu gruplar;

Grup | (Sham-3 saat grubu): Bu grup hayvanlarina cerrahi ya da enjeksiyon
uygulamalar1 yapilmadan sadece cerrahi strese maruz birakilmustir. Islem sonras1 3 saat

yasatilip ardindan diseksiyonu yapilmistir.
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Grup Il (Sham-6 saat grubu): Bu grup hayvanlarina cerrahi ya da enjeksiyon
uygulamalar1 yapilmadan sadece cerrahi strese maruz birakilmistir. Islem sonrasi 6 saat

yasatilip ardindan diseksiyonu yapilmistir.

Grup Il (%70 PH+SF-3 saat grubu): Her hayvana %70 parsiyal hepatektomi
isleminden sonra 1 ml serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilmistir. 3 saat yasatilip

ardindan diseksiyonu yapilmistir.

Grup IV (%70 PH+SF-6 saat grubu): Her hayvana %70 parsiyal hepatektomi
isleminden sonra 1 ml SF enjeksiyonu yapilmistir. 6 saat yasatilip ardindan diseksiyonu

yapilmustir.

Grup V (%70 PH+ B,03-3 saat grubu): Her hayvana %70 parsiyal hepatektomi
isleminden sonra 1,8 gkg” borik anhidrit (B,O3) enjeksiyonu yapilmstir. 3 saat

yasatilip ardindan diseksiyonu yapilmistir.

Grup VI (%70 PH+ B,03-6 saat grubu): Her hayvana %70 parsiyal hepatektomi
isleminden sonra 1,8 g.kg™ borik anhidrit (B,O3) enjeksiyonu yapilmustir. 6 saat

yasatilip ardindan diseksiyonu yapilmistir.

3.3 Borik anhidrit uygulamasi

Borik anhidrit Eti Maden Isletmeleri Emet Bor Isletme Miidiirliigii'nden temin
edilmistir. Deneylerimizde borik anhidritin tek dozu sublethal doz baz alinarak (1,8
g.kg') 1 kez olmak iizere, hepatektomi isleminden hemen sonra ve taze olarak

uygulanmistir (Izmerov et al., 1982). Borik anhidrit dozu; 1 ml %0,9 steril serum



37

fizyolojik ile ¢oziilerek enjeksiyona hazir duruma getirilmistir.  Kimyasal madde
enjeksiyonlari, ¢ozeltilerin taze olarak hazirlanmasindan sonra, steril tek kullanimlik

enjektorler ile tek doz olarak intraperitonel olarak uygulanmustir.

3.4 Anestezi ve cerrahi islemler

3.4.1 Anestezi islemi

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gergeklestirilmistir. Deney gruplarma ait hayvanlar intramuskular olarak 10 mg.kg™
ksilazin ve 70 mg.kg™® ketamin anestezisi altinda parsiyal hepatektomi islemi
gerceklestirilmis ve yine ayni anestezi altinda intrakardiyak olarak kalpten biitiin kanin
alimmas1 yoluyla oOldiiriiliip, orta hat kesisi gercgeklestirilerek karaciger doku ornekleri

alinmustir.

3.4.2 Parsiyal hepatektomi islemi

Parsiyal hepatektomi yapilacak deney hayvani, sirt listii pozisyonda, sicakligi
ik ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip rektal 1s1 kontrolii yapilmistir.
Cerrahi uygulama bolgesinin %70’lik etilalkol ile temizligi yapilip Higgins ve
Anderson’un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi gergeklestirilmistir. Buna gore,
deney hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’lik bir midline kesisi ile
laparoktomi yapilmistir. ~ Karaciger loplarin1 birbirine baglayan zarlar ayrilarak
karacigerin yaklasik %68-70 oraninda kiitlesini teskil eden ondeki sag, orta ve sol yan
loplar1 ayrilmistir. Bu loplara ait hepatik arter, ven ve safra kanallarinin etrafindan ipek
iplik gecirilerek baglanmistir. Bagin lop tarafinin hemen {istiinden kesim

gerceklestirilmistir.
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Her bir hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik
etkilerine engel olunmasi i¢in karin bosluguna 1 mL steril serum fizyolojik verilmistir
(Uyanoglu, 2006). Sonra, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 3/0 ipek
siitiirle dikilerek kapatildi ve poviiodeks antiseptik soliisyon ile laparoktomi bolgesi
temizlenmistir. Cerrahi iglem gormiis her bir deney hayvani kimyasal sterilizasyonu
yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayri ayri
koyularak diyet degisikligi yapilmaksizin gruplara bagli olarak 3 ve 6 saatlik
periyodlarda yasatilmistir.

3.5 Doku érneklerinin degerlendirilmesi

Doku &rnekleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Toksikoloji Arastirma Laboratuvarlarinda etik kurallar ¢er¢evesinde gergeklestirilmistir.
Hayvanlardan intrakardiyak kan alim yontemi ile hayvanin Oldiiriilmesi suretiyle
dokular alinmistir.  Alinan Orneklere incelemeler igin asagida belirtilen teknikler

uygulanmigtir.

3.5.1 Real Time-PCR analizi

3.5.1.1 Karaciger dokusundan RNA izolasyonu

Deney sonunda elde edilen karaciger doku oOrnekleri PureLink RNA Mini Kit
(Ambion, Cat. No: 12183018A) kullanilarak TRIzol (Ambion, Cat. No: 15596-026)
yardimiyla izole edilmistir. RNA eldesi belirtilen sekilde gerceklestirilmistir.

1. 50-100 mg karaciger doku o6rnegi 1 mL TRIzol kullanilarak homojenizator

yardimiyla homojenize edilmistir.
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. TRIzol igeren lizatlar oda 1sisinda niikleoprotein komplekslerinin tamamen

ayrigsmasini saglamak amaciyla 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Ardindan 0,2 mL kloroform lizatlar {izerine eklenmistir ve 15 saniye boyunca

elde tiipler titrestirilerek ¢calkalanmuistir.
2-3 dakika boyunca lizatlar oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir.
Ornekler 12000 x g’de 15 dakika +4°C’da santrifiij edilmistir.

Santriflij sonras1 karisim zayif faz, kirmizi fenol klorofom fazi, ara faz ve

renksiz RNA igeren iist faza ayrilmistir. Ust fazin hacmi ~600 pL’dir.

RNA igeren renksiz iist fazdan RNAaz-free tiiplere ~400 uL transfer edilmistir.
Daha sonra tiiplere esit hacimde %70 etanol ilave edilmistir.

Karigim iyice vortekslenmistir.

Etanol ilave edildikten sonra olusabilecek c¢okeltileri dagitmak icin tiipler ters

yiiz edilmistir.

Orneklerden < 700 uL koleksiyon tiipleri igeren Spin kartuslara transfer

edilmistir.
12000 x g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edilmistir.

Koleksiyon tiipiinde biriken sivi atildi ve aynmi koleksiyon tiipii Spin kartusa

takilmastr.

. Biitlin 6rnek islemden geginceye kadar 12 ve 13. basamaklar tekrar edilmistir.

Spin kartuslarin tizerine 700 nL. Wash Buffer I ilave edilmistir. Kartuslar 12000
x g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiiplinde
biriken sivi ve ayni koleksiyon tiipii atilmistir. Spin kartusa yeni koleksiyon

tiipti takilmustir.

Kartusa etanollii Wash Buffer II’den 500 pL ilave edilmistir.
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17.12000 x g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edilmistir. Koleksiyon

tiipiinde biriken siv1 atildi ve ayni koleksiyon tiipii Spin kartusa takilmigtir.
18. 16 ve 17. basamaklar tek seferligine tekrarlanmistir.

19.12000 x g’de oda sicakliginda 1 dakika membran kuruyuncaya kadar santrifiij
edilmistir.  Koleksiyon tiipii atildi ve Spin kartus geri kazanim tiipiine

yerlestirilmistir.
20.30-100 pL RNaz-free su Spin kartuslarin merkezine ilave edilmistir.
21. Ornekler oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir.

22. Geri kazanim tiipline yerlestirilmis Spin kartuslar oda sicakliginda > 12000 x
g’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

23. Arindirilmis RNA’lar hemen kullanim i¢in birkag saat buz {lizerinde ya da uzun

siireli saklama i¢in -80°C’da saklanmustir.

3.5.1.2 RNA orneklerinden ¢cDNA elde edilmesi

RT-PCR islemi i¢in gerekli olan cDNA i¢in RNA 6rnekleri High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits (Applied Biosysems, Cat. No: 4368814) kullanilarak

belirtilen protokol ¢ercevesinde gerceklestirilmistir.
1. cDNA i¢in RNA ornekleri konsantrasyonlar1 200 ng’a esitlenmistir.

2. Kit igerigi buz iizerine alinmistir ve 2X RT master mix hazirlanmistir. Ornek

basina;
a. 10X RT Buffer’dan 10 pL,
b. 25X dNTP Mix (100 mM)’ten 0,8 uL,

c. 10X RT Random Primers’den 2 pL,
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d. MultiScribe Reverse Transcriptase’dan 1 pL,
e. RNaz inhibitoriinden 1 pL,
f. Nikleaz-free sudan 3,2 pL alinip karistirildi.
3. Hazirlanan karisim nazikge karistirilip buz iizerine konulumstur.

4. Her bir kuyucuga 10 pL 2X RT master mix ve 10 uL RNA o6rnegi konularak
cDNA reverse transkripsiyonu yapilmastir.

3.5.1.3RT-PCR islemi

Bu islem TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Cat. No:
1108124) kullanilarak verilen prosediir ger¢evesinde gergeklestirilmistir.  Her bir
kuyucuga

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

9 uL eklenmistir.
2. 2X TagMan Gene Expression Master Mix’ten 10 puL eklenmistir.

3. TagMan Gene Expression Assay’den 1 pL eklenmistir ve RT-PCR islemi
gerceklestirilmistir.
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3.5.2 Quantitative RT-PCR analizi

3.5.2.1 Karaciger dokusundan protein izolasyonu

Diseksiyon sonrasi alinan karaciger orneklerinden protein izolasyonu PARIS Kit
(Ambion, Cat. No: AMI1921) kullanilarak belirtilen prosediir c¢ergevesinde
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda;

1. Alinan karaciger o6rnekleri nemi uzaklastirilmak amaciyla kurutulmustur.

2. Orneklerin iizerine 100- 600 pL (8rnek kiitlesinin 6-8 kat1 olacak sekilde) buz
soguklugunda Cell Disruption Buffer eklenmistir.

3. Homojenizatdr yardimiyla 6rnekler homojenize edilmistir.

3.5.2.2 QRT-PCR islemi

1. Referans ve test hiicre lizatlarin1 1:2 veya 1:10 oraninda diliie edilmistir.
2. Ardindan platelere seri dillisyonlar yapilmustir.

3. Daha sonra Assay probelar, 5 pL 200 nM biyotinlenmis antibody (kaspaz-3 i¢in,
LS Bio, Cat. No: LS-C88630; NF-«xB i¢in, IMGENEX, Cat. No: IMG-150B) + 5
uL Prox-oligo karistirtlarak hazirlanmistir. Oda sicakliginda 60 dakika
bekletildi. Ardindan 90 pL Assay Storage Buffer eklenmistir.

4. 12 pl Assay Probe A, 12 pL Assay Probe B ve 216 puL Assay Probe Dilution

Buffer kullanarak assay soliisyonu hazirlanmstir.

5. Kuyucuk basina 2pl Assay Probe soliisyonu ve 2ul hiicre lizat1 eklenmistir.
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37°C’da 60 dk. inkiibe edilmistir.

Ardindan 2 pl DNA Ligaz ve 998 ul Ligaz Diliisyon Buffer kullanarak DNA

ligaz1 diliie edilmistir.

600 pl Ligation Reaction Buffer, 10908 pl su ve 12 pl diliie DNA Ligaz

kullanarak ligasyon soliisyonunu hazirlanmistir.

Kuyucuk basina 96 pl ligasyon soliisyonu eklenmistir ve 37°C’da 10 dk. inkiibe

edilmistir.

Daha sonra ligasyonu durdurmak i¢in 4 pl Proteaz ve 396 ul PBS karistirildi.

Her bir kuyucuga 2 pl diliie proteaz soliisyonu eklenmistir.
37°C’da 10 dk. ve ardindan 95°C’da 5 dk. inkiibe edilmistir.

1200 pul TagMan Protein Assay Fast Master Mix ve 120 pl Universal PCR
Assay’i karistirarak RT-PCR karigimi olusturulmustur.  Ardindan kuyucuk
basma 11 pl PCR karigimi ve 9 pul proteazla muamele edilmis ligasyon iiriinleri

ilave edilmistir.
RT-PCR islemini gerceklestirilmistir.

Elde edilen verilerden Cy degerlerini elde edip analizlerinizi yapilmustir.

TUNEL analizi

Apoptotik hiicreleri belirlemek i¢in bir¢ok metod onerilmistir. Endontikleolizis

apoptozun biyokimyasal anahtar1 olarak bilinmektedir ve oligoniikleozom fragmentleri

icerisinde niikleer DNA’nmin kirilmasiyla meydana gelmektedir. Bu nedenle bu

basamaklar apoptozun belirlenebilmesinde yaygin olarak kullanilir.
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Bu metodda DNA ipliginde ortaya ¢ikan kiriklarin in situ isaretlenmesi
enzimatik olarak gergeklesmektedir. TdT’a ek olarak DNA polimeraz, in situ olarak
DNA ipligi kiriklarinda isaretlenmis niikleotidlerin birlestirilmesi i¢in kullanilan bir
metoddur. TdT kullanilarak yapilan son reaksiyon ISEL ya da TUNEL olarak

tanimlanir.

Diseksiyon sonrast TUNEL analizi i¢in karaciger dokulari %10 ndtral formol
icine alinmistir. Daha sonra TUNEL isaretlemesi ApopTag Plus Peroxidase In Situ
Apoptosis Detection Kit (Milipore, Cat. No: S7101) kullanilarak kit protokolii dahilinde
gerceklestirilmistir.

1. Doku kesitlerinde deparafinizasyon islemi (sale igerisinde).
a. Kesitler 3 defa 5’er dakika ksilende yikanmustir.
b. Daha sonra kesitler 2 defa 5’er dakika absolii etanolde yikanmustir.

C. Ardindan Kkesitler, %95 ve %70 etanollerde 1’er kez 3’er dakika

yikanmustir.
d. Buislemden sonra kesitler 5 dakika PBS’te yitkanmustir.
2. Dokulara 6n muamele islemi.

a. Taze diliie edilmis Protein Sindirim Enzimi ya da Proteinaz K oda

sicakliginda her bir kesit tizerine 15 dakika boyunca uygulanmustir.

b. Daha sonra kesitler 2 defa 2’ser dakika siire ile sale igerisinde

yikanmustir.
3. Endojen peroksidazi bastirmak.

a. Oda sicakliginda 5 dakika boyunca PBS iginde %3 hidrojen peroksit ile

baskilanmuistir.
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b. Her biri 5 dakika bir siire ile PBS veya iki kez su ile 6rnek durulanmistir.

Dengeleme tamponu uygulamasi.

a. Dokunun etrafindaki fazla siv1 dikkatlice kurutulmustur.

b. Hemen her bir kesit iizerine 75 pL/5 cm?® dengeleme tamponu

uygulanmstir.
Oda sicakliginda en fazla 10 saniye inkiibe edilmistir.

TdT enziminin uygulanmasi.

a. Dokunun etrafindaki fazla sivi dikkatlice kurutulmustur.

b. Hemen dokunun {izerine 55 uL/5 cm?® olacak sekilde TdT enzimi

uygulanmistir.

Kesitler 1 saat boyunca37°C'da nemlendirilmis ortamda inkiibe

edilmistir.

Durdurma/Yikama tamponunun uygulanmasi.

a. Kesitler icerisinde durdurma/yikama tamponu bulunan saleler igerisine

alimmustir, 15 saniye ¢alkalanmistir ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.

b. Anti-Digoxignenin konjugatindan istenilen 6rnek sayisi kadar parga

cikarildi ve kapakli tiiplere almmustir.  Pargalar oda sicaklifina

1sitilmastir.

Anti-Digoxigenin konjugatinin uygulanmasi.

a. Kesitler 3 defa 1’er dakika PBS ile yikanmistir.

b. Dokunun etrafindaki fazla sivi dikkatlice kurutulmustur.

C.

Oda 1sisinda Anti-Digoxigenin konjugatt 65 pL/5 cm? olacak sekilde

kesitlerin iizerine uygulanmuistir.
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d. Kesitler 30 dakika boyunca oda sicakliginda nemlendirilmis ortamda

inkiibe edilmistir.
8. PBS ile yikama.

a. Kesitler 4 defa oda sicakliginda 2’ser dakika sale igerisinde PBS ile

yikanmuistir.
b. Bu sirada peroksidaz substrat soliisyonu hazirlanmistir.
9. Perokisdaz substratin renk gelistirmesi.
a. Dokunun etrafindaki fazla siv1 dikkatlice kurutulmustur.
b. Peroksidaz substrati tiim dokuyu kaplayacak sekilde uygulanmustir.
c. Oda sicakliginda 3-6 dakika isaretleme yapilmistir.

d. Uygun isaretlemeyi yakalamak igin kesitlerin boyanmasi mikroskop

altinda izlenmistir.
10. Kesitlerin yikanmasi.
a. Kesitler dH,0 ile 3 defa 1’er dakika sale igerisinde yikanmustir.

b. Ardindan kesitler oda sicakliginda sale icerisinde dH,O ile 5 dakika

inkiibe edilmistir.
11. Orneklerin karsit boyamasi.

a. Kesitler sale igerisinde oda sicakliginda 10 dakika boyunca %0.5’lik

metil green ile karsit boyama islemi yapilmstir.

b. Ardindan kesitler sale i¢inde 3 defa dH,O ile yikanmistir. Her yikamada

kesitler 10’ar kez 30 saniyelik stireler ile sale icerisine daldirilmistir.

Cc. Daha sonra kesitler sale icinde 3 defa %100’lLik N-Biitanol ile
yikanmistir. Her yikamada kesitler 10’ar kez 30 saniyelik siireler ile sale

igerisine daldirilmastir.
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12. Kesitler kapatildi ve mikroskop altinda incelenmistir.

3.6 Istatistiksel degerlendirmeler

Elde ettigimiz veriler IBM SPSS Statistics 20.0 paket programi kullanilarak
Kruskall-Wallis ve Kolmogorov-Smirnov test yontemleri ile degerlendirilmistir. Tiim
istatistik uygulamalar sonucunda sayisal olarak ortaya ¢ikan deger (P) agisindan gruplar
karsilastirilmistir.  Gruplar arasindaki farklar P < 0,05 oldugunda anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Karaciger agirhk degisimi

Calismamizda Grup III, IV, V ve VI hayvanlarina %70 parsiyal hepatektomi

islemi uygulanmis ve kalan %30’luk kismin agirlik degisimleri incelenmistir.

Elde edilen bulgulara gére en fazla karaciger agirlik degisimi Grup VI'da, en az
degisim ise Grup III’te gézlenmis olup, deney gruplarimiz olan Grup V ve VI’da B,03
ile indiiklenmis ¢ogalma siirecinde karaciger agirliginda azalma gozlenmistir (Cizelge

4.1).

Cizelge 4.1 Karaciger agirhik degisimleri (ortalamatstandart hata) (n=7).

GRUPLAR DEGISIM (%)

[ 1,0000:0,0000
[ 1,0000::0,0000
" 0,7934+0,0470
1\ 0,6378+0,1677
V 0,7465+0,0662
VI 0,4286+0,1122"

P <0,05
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Elde edilen bulgular incelendiginde Grup IV ile VI’nin, Grup II’den anlamli
farkli oldugu (P < 0,05) gozlenmistir (Sekil 4.1). Grup V ile VI arasinda herhangi bir

anlamli farklilik gézlenmemistir.

GRUPLAR

Sekil 4.1 Karaciger agirhk degisimleri. Bulgular ortalama deger + standart hata olarak sunulmustur.
* P < 0,05 Grup II’den anlamli farklidir (n=7) .

4.2 TUNEL bulgular:

Calisma sonucunda elde edilen karaciger dokular1 tizerinde TUNEL boyamalari
yapilmis olup gruplara ait apoptotik indeksler belirlenmistir (Cizelge 4.2). Apoptotik
indeks rastgele secilen bes farkli alandaki apoptotik hiicreler sayilmig ve alandaki

normal goriiniimlii hepatositlere oranlanarak hesaplanmistir (Sekil 4.2).
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Toplam TUNEL pozitif hiicreler
Toplam normal goriintimli hiicreler

Apoptotik Indeks =

Sekil 4.2 Apoptotik indeks formiilii.

Cizelge 4.2 TUNEL testi ile apoptotik indeks tayini.

GRUP APOPTOTIK INDEKS

| 0,06
I 0,04
I 0,06
IV 0,05
\Y; 0,09
VI 0,27

% = 50,834; standart sapma = 5;
*+ P < 0,01 Grup ve zamana gore anlamli

farklidir (n=7)

Elde edilen bulgularda en yiiksek apoptotik indeks degerinin Grup VI’da oldugu,
en disiik indeks degerinin ise Grup II’de oldugu goriilmektedir. Grup Il ile Grup VI
arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bir fark gézlenmistir (P < 0,01). Grup
IT ile IV arasinda herhangi bir fark gdzlenmemistir. Ancak Grup IV ile VI arasinda ileri
derecede anlamli bir fark gozlenmektedir (P < 0,01). Grup III ile Grup IV arasinda
anlamh fark gozlenmezken, Grup V ile VI arasinda ileri derecede anlamli fark
gozlenmistir (P < 0,01). Grup Grup I ile Grup III ve V arasinda anlaml fark

gbzlenmemistir.

Elde edilen apoptotik indeks verilerine gore Grup I ve II’de zamana bagl bir
sekilde apoptoza giden hiicrelerde azalma oldugu goriilmektedir. Benzer durum Grup
III ve IV igin de gecerlidir. 1lk ii¢ saat igerinde apoptoza giden hiicrelerde Grup I ve
[II’te yaklasik degerler gozlenirken Grup V’te apoptoza giden hiicre sayisinda bir artis
gozlenmigtir (Sekil 4.3). Diger taraftan Grup II ve IV’te 6. saatte apoptoza giden

hiicrelerde bir azalma goézlenirken Grup VI’da bu gruplarin aksine bir artis gézlenmistir.
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Deney gruplarinda Grup V ve VI’da zamana bagli olarak parsiyal hepatektomiden sonra

karaciger hiicrelerinde B,03 bilesiginin apoptozu indiikledigi goriilmektedir (Sekil 4.3).

0,3 *+
» 0,25
N
=
a2 02
&
é 0,15
o
E 0,1
g r

0)05 _:. l . I

0 1 T . T T T T
| Il 1 v \ VI
GRUPLAR

Sekil 4.3 TUNEL testi ile apoptotik indeks tayini. Bulgular medyan degerleri olarak verilmistir.

¥* = 50,834; standart sapma = 5; *+ P < 0,01 Grup ve zamana gore anlamh farklidir (n=7).

Calismamiz sonucunda elde etti§imiz TUNEL kesitlerini inceledigimizde; Grup I
hayvanlarina ait karaciger kesitlerinde normal histolojik yapinin korundugu (Sekil 4.4A
ve Sekil 4.5A) ve yer yer apoptotik cisimciklerin varligr goze carpmaktadir (Sekil
4.7A). Grup II hayvanlarma ait kesitler incelendiginde ise yine histolojik yapinin
korundugu gozlenmektedir (Sekil 4.4A ve Sekil 4.5A). Ancak bu gruba ait kesitlerde
apoptotik cisimciklerin (Sekil 4.7B) sayis1 Grup I’e oranla diisiik seviyede iken mitotik
aktivitenin (Sekil 4.6B) basladig1 gozlenmektedir. Parsiyal hepatektomi sonrasi yapilan
incelemelerde Grup III’e ait hayvanlarin karaciger kesitlerinde histolojik biitiinliigiin
korundugu gozlenmekle beraber (Sekil 4.4C ve Sekil 4.5C) hepatositlerde
vakuolizasyona rastlanmigtir (Sekil 4.6C). Ayrica Grup III’e ait karaciger kesitlerinde
Grup II’ye gore mitotik aktivitenin arttifi da bulgularimiz arasindadir. Diger bir
parsiyal hepatektomi grubu olan ve sadece SF verilen gruplardan Grup IV’te ise

histolojik yapt korunmus (Sekil 4.4D ve Sekil 4.5D) ancak hepatositlerde yogun
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vakuolizasyon gozlenmistir (Sekil 4.6D). Yine bu grupta Grup III’e gore mitotik
aktivitenin yogunlugu oldugu gorilmistiir (Sekil 4.6D). Parsiyal hepatektomi sonrasi
B,0O3 uygulanan Grup V’e ait 6rneklerde ise histolojik biitiinliiglin korundugu goézlendi
(Sekil 4.4E ve Sekil 4.5E). Bu gruba ait kesitlerde apoptotik etkinin basladigi ve
TUNEL pozitif apoptotik cisimciklerin varligi tespit edilmistir (Sekil 4.7C). Ayrica
hepatositlerde yogun vakuolizasyon da dikkat ¢eken bulgular arasinda idi (Sekil 4.7C).
Grup VI’ya ait kesitler incelendiginde ise yine histolojik yapmin korundugu
gozlenmektedir (Sekil 4.4F ve Sekil 4.5F). Bu grup karaciger kesitlerinde apoptotik
cisimciklerin yogunlugu goze carpmaktadir.  Ozellikle de parsiyal hepatektomi
uygulamasindan 6 saat sonra B,Oj3’lin apoptotik cisimciklerin sayisinda artisa neden
oldugu goriilmektedir. Yine bu gruba ait karaciger kesitlerinde vakuolizasyon da

gozlenmektedir (Sekil 4.7D).
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Sekil 4.4 TUNEL Kesitlerinde portal alan (PA) cevresindeki hepatositler. Karaciger kesitlerindeki

hepatositlerin ve portal alandaki histolojik yapinin korundugu gozlenmistir. A) Grup I, B)
Grup II, C) Grup III, D) Grup 1V, E) Grup V ve F) Grup VI hayvanlarina ait karaciger

kesitleridir.
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Sekil 4.5 TUNEL Kkesitlerinde sentral ven (SV) cevresindeki hepatositler. Karaciger kesitlerindeki

hepatositlerin ve portal alandaki histolojik yapinin korundugu gézlenmistir. A) Grup I, B)
Grup II, C) Grup III, D) Grup 1V, E) Grup V ve F) Grup VI hayvanlarina ait karaciger

kesitleridir.
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Sekil 4.6 TUNEL kesitlerinde mitotik aktivite. A) Grup |, B) Grup Il, C) Grup Ill ve D) Grup IV

hayvanlarina ait karaciger kesitleridir. Mitotik aktivite okla (1), vakuolizasyon ise ok basi (A)

ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.7 TUNEL kesitlerinde TUNEL pozitif hepatositler. A) Grup I, B) Grup II, C) Grup V ve D)
Grup VI hayvanlarina ait karaciger kesitleridir. TUNEL pozitif hepatositler okla (1),

vakuolizasyon ise ok bagt (A) ile gosterilmektedir.
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4.3 RT-PCR bulgulan

Calismamizda elde edilen RT-PCR bulgularina gore gruplar arasinda NF-kB gen
ifadesi bakiminda anlamli fark bulundu. Grup V ve VI’da NF-kB gen ifadesi diisiikken,
Grup III ve IV’te yiiksek gozlendi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 NF-kB gen ifadesi.

GRUPLAR NF-kB
| 3,343
[ 3,837
1l 4,005
1\ 9,743"
V 1,905
Vi 1,115

¥2 = 15,69; standart sapma = 5; *P < 0.05 Grup ve
+P < 0.05 zamana gore anlamli farklidir
(n=7)

NF-kB gen ifadesinin Grup I ve II’de zamana bagl bir sekilde artis gosterdigi
saptand1. Parsiyal hepatektomi islemi yapilmis olan gruplardan Grup III ve IV’te de
Grup I ve II’ ye gore NF-kB gen ifadesinin zamana bagl yiikseldigi goriildii. Deney
gruplar1 olan ve parsiyal hepatektomiden hemen sonra B,0O3 enjeksiyonu yapilan Grup
V ve VI'da ise NF-kB gen ifadesinin Grup III ve IV’e gore diisiik seviyede oldugu
goriilmiistiir. Bu gruplara gére NF-xB ifadesinin Grup I’e gore ilk {i¢ saatte arttig1 ve 6.

saatte ifadenin azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 NF-kB gen ifadesi. Bulgular medyan degerleri olarak verilmisti. y* = 15,69;

standart sapma = 5; *P < 0,05 Grup ve +P < 0,05 zamana gore anlamli farklidir (n=7).

Istatistiksel olarak NF-xB bulgularinda gruplar arasinda anlamli farklar
gozlenmistir (P < 0,05). NF-kB gen ifadesinde Grup II’de sadece Grup IV ve VI’dan
anlamli fark gozlenmistir (P < 0,05). Grup IV ve VI arasinda ileri derecede anlamli fark
gozlenmistir (P < 0,01). Ancak Grup I ile Grup III ve V arasinda anlamli farklilik
gozlenmemistir. Ayrica Grup V ve VI arasinda ve de Grup III ve IV arasinda herhangi

bir fark gdzlenmemistir.

Calismamizda elde edilen kaspaz-3 bulgularina gore gruplar arasi ifade
seviyeleri karsilastirildi. Grup VI’da en yiiksek ifade seviyesi gozlenmis olup en diisiik
ifade Grup I’de gozlenmistir (Cizelge 4.4).
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Parsiyal hepatektomi islemi uygulanmis gruplardan Grup III ve IV’te kaspaz-3
ifadesinin zamanla arttig1, ancak B,O3 uygulanan Grup V ve VI’da ifadenin ilk 3 saatten

itibaren Grup III ve IV’e gore yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.9).

Cizelge 4.4 Kaspaz 3 gen ifadesi.

GRUPLAR KASPAZ 3

| 1,000

I 1,000
i 1,566
vV 2,046
v 7,501
VI 12,1147

¥2 = 11,733, standart sapma = 5;
*+P < 0,05 Grup ve zamana gore
(n=7)

=
~

=
P

=
o

3]

GEN IFADESI

2

.o mu W B |
| Il 111 v \" Vi

GRUPLAR

Sekil 4.9 Kaspaz-3 gen ifadesi. Bulgular medyan degerleri olarak verilmistir. ? = 11,733;

standart sapma = 5; *+ P < 0,05 grup ve zamana gére anlaml farklidir (n=7).
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Elde edilen veriler 1sinda yapilan istatistiksel degerlendirmede gruplar arasi
anlamli farklilar goézlenmistir (P < 0,05). Yapilan inceleme sonucunda Grup [’in
yalnizca Grup V’ten anlamli farkli oldugu gozlenmistir (P < 0,05). Grup Il ise sadece
Grup VI’dan anlaml farklilik gostermistir (P < 0,05). Ayrica Grup I ve II arasinda
herhangi bir fark gézlenmemistir. Ayrica Grup III ve IV arasinda ve de Grup V ve VI

arasinda anlaml fark goriilmektedir.

4.4  Quantitative RT-PCR ile protein miktar bulgulari

Calismamizda elde edilen Quantitative PCR (QPCR) bulgularinda NF-«kB protein
ifadesinin Grup I’e gore gruplar arasi karsilagtirilmas: yapilmistir. Elde edilen verilerde
Grup I’e gore Grup II’ de NF-kB protein ifadesi artis gdstermistir. Grup III ve IV’te ise
cerrahi islem uygulanmis olan hayvanlarda NF-xB ifadesinde 6. saate kadar bir arttig1
gozlenmigtir.  Cerrahi islem goéren Grup V ve VI’da ise NF-kB protein ifadesi
gbzlenmis ancak Grup III ve IV’e oranla ifadenin diisiik kaldigi tespit edilmistir (Sekil
4.10).

Kaspaz-3 protein ifadesi Grup I’e gore karsilagtirildiginda diger gruplarda artis
gostermektedir. Cerrahi islem uygulanan Grup III ve IV’te kaspaz-3 aktivasyonu 6.
saatte artmig, ancak Grup II’ye gore diisiik bir seviyede kaldig1 gozlenmektedir. Cerrahi
islem uygulanan Grup III’te gézlenen kaspaz-3 ifadesi, Grup V ile karsilastirildiginda
ifadenin diisiik oldugu gozlenmektedir. Grup IV ise kaspaz-3 ifadesi bakimindan Grup
VI’dan diistik goriilmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.10 NF-kB protein ifadesi grafigi (n=7).

Parsiyal hepatektomi yapilan ve islemden hemen sonra intraperitonel olarak
B,0Os enjeksiyonu yapilan Grup V ve VI’da kaspaz-3 ifadesinin zamana bagli bir sekilde
arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.11).

Fold Change (log2)

B:0, 3 Saat B.0, 6 Saat SF 3 Saat SF 6 Saat Sham 6 Saat

GRUPLAR

Sekil 4.11 Kaspaz 3 protein ifadesi grafigi (n=7).
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5. TARTISMA ve SONUC

Karaciger; metabolik fonksiyonlarin diizenlenmesi, mineral, baz1 vitaminlerin ve
glukozun depolanmasi gibi bir¢ok isleve sahip bir organdir. Bu nedenle karacigerde

olusan fonksiyon kaybi canlilar i¢in hayati 6nem tagimaktadir.

Karaciger, herhangi bir etken karsisinda kendini yenileyebilme yetenegine sahip
essiz bir organdir. Bir¢ok nedenden dolay1 karacigerde bir hasar gergeklesebilir.
Bunlardan mekanizmasi en iyi bilineni parsiyal hepatektomidir (Helling, 2006).
Parsiyal hepatektomiden sonra gergeklesen karaciger hasarindan kaynaklanan

nedenlerden dolay 6liim gergeklesebilir (Iwatsuki and Starzl, 1988).

Karaciger hasar1 hepatosit fonksiyon kaybindan kaynaklanmaktadir. Bu hasar,
parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonu ya da nekroz veya apoptoz ile
karakterize olan hepatosit kaybi ile gergeklesir (Helling, 2006). Genel olarak
karacigerde hepatosit kaybi1 apoptoz ile gerceklesmektedir. ~ Apoptoz parsiyal
hepatektomi sonrasi karaciger hiicre kaybinda 6nemli rol oynamaktadir (Takeda et al.,
2002). Bazi galismalarda parsiyal hepatektomi sonrasi ilk 1 saat igerisinde apoptozun
arttig1 ve parsiyal hepatektomi yapildiktan 60-96 saat sonra bile apoptozun gozlendigi
bildirilmistir (Lee et al., 1999; Sakamoto et al., 1999).

Karacigerde apoptoz bir¢ok nedenden dolay1 gerceklesebilir. Bu etkenler bazi
elementler gibi birgok faktorii igermektedir (Suzuki and Tsukamoto, 2005). Son
yillarda bor ve bilesikleri de bu maddeler arasinda yerini almaya baslamistir. Ozellikle
kanser tedavisine yeni bir yaklagim getiren Bor Notron Yakalama Terapisi ile bor ve bor
bilesiklerinin bu alanda kullanimi 6nem kazanmaktadir (Onrat ve Konuk, 2004). Bu
tedavi karacigerde gerceklesen kanserlesmede de 6nemli rol oynamaktadir (Garabalino
etal., 2011).
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Bor; hiicre zar1 fonksiyonlarinda, enzim reaksiyonlarinda, mineral ve hormonal
metabolizmada gorev yapan eser elementlerden biridir (Bakirdere et al., 2010). Cok
hiicreli canlilar igin bor, onemli bir bilesiktir (Nielsen, 2002). insanlarda ve
hayvanlarda bor aliniminin fizyolojisi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Birincil
kaynak olarak bor, sebze ve meyvelerden temin edilmektedir. Dokulardaki bor
konsantrasyonu genellikle bobrekler tarafindan diizenlenir (Tanaka and Fujiwara,
2008).

Bor, bazi1 hasar ve enfeksiyonlara karsi yanit olusturan bir yapiya sahiptir.
Ayrica inflamasyon yaniti olusumu ile ilgili sitokinlerin baskilanmasinda da énemli rol
oynamaktadir (Durick et al., 2004; Nielsen, 2008). Bor ve bilesiklerinin biyoaktif
etkileri ile ilgili yapilan calismalar borun eser bir element oldugu ortaya konmustur.
Borik asidin farkli konsantrasyonlar1 ve bazi bor bilesiklerinin ¢esitli kanser hiicreleri
tizerine antiproliferatif etkili oldugu rapor edilmistir (Nielsen, 2002; Barranco and
Eckhert, 2004; Barranco and Eckhert, 2006; Nielsen, 2008).

Calismamizda bor bilesiklerinden B;O3 bilesiginin %70 parsiyal hepatektomi
sonrast si¢an karacigerinde ger¢eklesen apoptotik etkileri incelenmistir. Bu kapsamda
oncelikle parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger agirhiginda gergeklesen agirlik
degisimleri incelenmistir. Elde edilen bulgular kapsaminda %70 parsiyal hepatektomi
sonrasi in vivo ortamda, kalan karacigerde 3 ve 6 saat sonraki agirlik degisimleri tespit
edilmistir. %70 parsiyal hepatektomi yapildiktan sonra B,O; bilesigi 3. saatte
karacigerde belirgin bir agirlik degisimine neden oldugu goriilmektedir. Bu degisimin
6. saate kadar devam ettigi gozlenmistir. Grup V ve VI’da B,0O3 ile %70 parsiyal

hepatektomi sonrasi karaciger agirliginda azalma gozlenmistir.

Ozellikle karacigerde parsiyal hepatektomi sonras1 agirlik degisimi zamana bagl
olarak degisiklik gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda parsiyal hepatektomiden sonraki

ilk 6 saat igerisinde karaciger agirlik azalis1 gozlenmektedir (Grasl-Kraupp et al., 1994).
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Calismamizda karacigerde apoptoz morfolojisini inceledigimiz TUNEL
kesitlerinde tespit edilen apoptotik cisimcikler {izerinden apoptotik indeks
olusturulmustur. Apoptotik indeks verilerimiz incelendiginde tiim gruplarda apoptoz

varlig1 saptanmis, ancak Grup V ve VI’da apoptozun daha fazla oldugu belirlenmistir.

Yapilan caligmalarda herhangi bir etken ile apoptoz indiiklenebildigi
gosterilmistir (Helling, 2006). Ozellikle agir metallerden elementlere kadar bircok
apoptoz indiikleyicisi tespit edilmistir (Suzuki and Tsukamoto, 2005; Hossain et al.,

2009). Deneysel modelimize yakin ¢aligmalar da bunlardan birkagidir.

Suzuki ve Tsukomoto (2005) yaptiklart ¢alismada manganez ile apoptozu
indiiklemislerdir. 1lk yarim saat icerisinde apoptotik etkinin basladigini ve parsiyal
hepatektomiden 4 saat sonra apoptotik cisimciklerin yogun bir sekilde goriildiiglinii
tespit etmislerdir. Benzer bir sekilde Kobayashi ve ark. (2002) da zamana bagli olarak
parsiyal hepatektomi sonrasi bir kemoterapik bir ila¢ olan methotrexate ile apoptozu
indiiklemislerdir. Caligmalarinda %70 parsiyal hepatektomi sonrasi metatroksat ile
apoptoz en erken 2 saat igerisinde gozlenmeye baslamis ve en yliksek 4. saatte
gozlenmistir. Ozeki ve Tsukamoto (1999) ise ayn1 modelde retinoik asit ile apoptozu
indiiklemisler ve ilk 4 saat icerisinde apoptozun goriildiigiinii, 8. saatte ise apoptozun
yogun bir sekilde karaciger kesitlerinde rastlandigini bildirmislerdir. Ayn sekilde Iwao
ve Tsukamoto (1999) da quercetin ile yaptiklar1 caligmada 2-12 saat igerisinde apoptoza
rastlamiglardir. Habeebu ve ark. (1998) fare karacigerinde kadmiyum ile apoptozu
indiiklemisler ve ilk 1,5 saat icerisinde apoptotik cisimcikleri gdzlemlemis ve 9. saatte

apoptotik cisimciklerin yliksek yogunlukta gozlendigini bildirmislerdir.

Bor ve bor bilesikleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda genellikle in vitro ortamlar
kullanilmis ve bor bilesiklerinin apoptotik etkileri doz ve zamana bagl bir sekilde
incelenmistir. Meijer ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada diisiik konsantrasyondaki

elementel borun 72. saatte apoptozu indiikledigini tespit etmislerdir. Kullandiklart
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melonoma hiicre hatlarinda 72. saatte bor ile apoptozu indiiklemisler ve sadece %1 gibi
bir oranda nekroza rastlamiglardir. Elde ettikleri bulgulariyla borun 6zellikle premitotik
evrede etki gosterdigi vurgulanmustir. Benzer sekilde Barranco ve Eckhert (2004; 2006)
yaptiklar1 caligmalarda prostat kanserine neden olan hiicre hatlarinda borik asidin
antiproliferatif etkilerini incelemislerdir. Arastiricilarin bulgularina gore borik asidin
yiiksek dozlar1 apopotik etkiye sahip oldugu gézlenmistir (Barranco and Eckhert, 2004;
Barranco and Eckhert, 2006). Scorei ve ark. (2008) ise diisiik dozlardaki kalsiyum
fruktoborat ile kanser hiicre hatlarinda apoptozu indiiklediklerini vurgulamaktadirlar.
Ayrica arastiricilar kalsiyum fruktoborat ve borik asit ile proliferasyonunun doza bagl
bir sekilde inhibe edildigini vurgulamiglardir. Bagka bir ¢alismada ise glioma hiicre
hatlarina uygulanan bor fenilalanin ile Bor No&tron Yakalama Terapisi kullanilarak
apoptoz indiiklenmis ve 12 saatlik tedavinin ardindan biitiin hiicre hatlarinda apoptotik
morfolojiye rastlamigtir (Wang et al., 2010). Ayrica arastiricilar tedavi sonrasi
proapoptotik etkinin ve hiicre ¢ogalmasindaki inhibisyonun yogun olarak goézlendigini

bildirmislerdir.

Yapilan in vivo caligmalarda ise genellikle kanser tedavisinde kullanilan Bor
Notron Yakalama Terapisi ile apoptozun indiiklenmesi hedeflenmistir (Cardoso et al.,
2007; Garabalino et al., 2011). Cardoso ve ark. (2007) yaptiklar1 caligmada karaciger
metastazinda bor bilesiklerinin etkilerini incelemislerdir. Ayrica parsiyal hepatektomi
ile indiikledikleri karaciger rejenerasyonunda bor bilesiklerinin etkilerini inceleyen
aragtiricilar  yiikksek yogunluktaki borun apoptozu tetikledigi vurgulamigslardir.
Garabalino ve ark. (2011) ise karaciger metastazinda bor bilesiklerinin konsantrasyona

bagli bir sekilde kanser tedavisinde kullanilabilecegini vurgulamaktadirlar.

NF-kB parsiyal hepatektomiden hemen sonra aktive olan bir faktordiir (Sanchez
et al., 2004). Hiicre ¢ogalmasinda gorevli olan NF-xB, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinda
da 6nemli bir role sahiptir. Ozellikle kanser hiicre hatlari iizerine yapilan ¢aligmalarda
NF-xB’nin proliferasyondaki rolii lizerine bircok ¢alisma yapilmistir (Shishodia et al.,

2005). Ayrica NF-kB, parsiyal hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonu sirasinda
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karaciger fonksiyon bozukluguna bagli olarak baskilanabilmektedir (Laurent et al.,
2005). NF-kB’nin baskilanmasi parsiyal hepatektomi sonrasi karacigerde goriilen

apoptoza isaret edilmektedir (Takahashi et al., 2002).

Calismalarimizda elde ettigimiz bulgularda parsiyal hepatektomi sonrasi
karacigerde NF-kB’nin aktive oldugu gozlenmektedir. Parsiyal hepatektomi yapilmis
Grup III ve IV’te zamana bagl olarak NF-kB aktivasyonunun arttigi goriilmektedir.
Cerrahi stres yaratilan Grup I ve II’ de de NF-kB aktivasyonu gozlenmistir. Elde
ettigimiz bulgular Sham gruplarinda da NF-xB aktivasyonu olabilecegini
gostermektedir. Calismamiz sonunda parsiyal hepatektomi yapilmis siganlara uygulanan
B,Og3’iin karaciger rejenerasyonu sirasinda zamana bagli olarak NF-xB aktivasyonunu
baskiladig1 goriilmektedir. Grup III ve IV’te parsiyal hepatektomi sonrasi NF-kB
ifadesinin zamana bagl bir sekilde arttigi gézlenmektedir.

Bulgularimiza goére B,0O3’tin  NF-xB transkripsiyonunu ve translasyonunu
baskiladig1 goriilmektedir. Grup VI’da, Grup IV’e gore diisiik seviyede kalan NF-xB
aktivasyonu Grup [’e gore yiiksek seviyede kalmistir. Zamana bagli olarak B;Os
parsiyal hepatektomi sonrasi1 karaciger dokusunda belirgin bir sekilde NF-xB
aktivasyonunu baskilamistir. Ozellikle parsiyal hepatektomi gruplari olan Grup III ve
IV’te zamana bagl olarak NF-kB seviyesinde gozlenen artis, Grup V ve VI’da diisiis

olarak gozlenmistir.

Sakuda ve ark. (2002) NF-kB’nin parsiyal hepatektomiden hemen sonra aktive
oldugunu; kontrol ve Sham gruplarinda da NF-xB aktivasyonunun goriilebilecegini
bildirmiglerdir. =~ Zamana bagli bir sekilde NF-kB aktivasyonunun artti§i yapilan
calismalarla da vurgulanmaktadir (Sanchez et al., 2004). Sanchez ve ark. (2004)
yaptiklar calismada parsiyal hepatektomi sonras1t NF-kB aktivasyonunu incelemisler ve
parsiyal hepatektomiden 30 dakika sonra aktivitenin basladigini ve 2 saate kadar

aktivitede artiglar gozlendigini bildirmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri bulgularda bu
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siirecin 14 giine kadar devam ettigini gézlemlemislerdir. Yapilan bazi ¢alismalarda
herhangi bir etken ile olusturulan karaciger hasarinda NF-kB aktivasyonunun ilk 3
saatte arttig1 ve 6. saatten sonra aktivitenin azaldigi tespit edilmistir (Takahashi et al.,
2002).

Cogalma siirecinde olan hiicrelerde apoptozun aktive edilmesi ile
gerceklestirilen deney modellerinde NF-kB aktivasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalar
bulgularimizla benzerlik géstermektedir. Li ve ark. (2002) gastrik adenokarsinom hiicre
hatlarina uyguladiklar1 JTE-522 maddesi ile zamana bagli olarak NF-«xB
aktivasyonunun azaldigini gozlemlemislerdir. Deneylerinde NF-«B aktivasyonunun 6
saatte azaldigimi1 vurgulamiglardir. Shishodia ve ark. (2005) ise lenfoma hiicrelerinde
curcumin ile apoptozu indiklemisler ve elde ettikleri bulgularda curcuminin 3 saat

sonra NF-kB aktivasyonunun baskilandigini gézlemlemislerdir.

Bu sekilde yapilan calismalar olmasina karsin deneysel modelimize benzer
nitelikte bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak bor bilesiklerinin NF-xB inaktivasyonu
ile ilgili yapilan bir c¢alismada borik asidin NF-kB aktivasyonunu azalttig
vurgulanmaktadir (Durick et al., 2004). Yapilan ¢alismada hiicre hatlari iizerine ilave
edilen borik asidin NF-«xB aktivasyonunu baskiladigi ifade edilmektedir.

Hiicre ¢ogalmasimin inhibisyonunda kaspaz aktivitesi son derece Onemlidir.
Apoptoz yolaklarinda en 6nemli faktor kaspaz-3 aktivasyonudur. Kaspaz-3 kontrolsiiz

hiicre ¢ogalmalarinda proliferasyonun baskilanmasinda énemli rol oynamaktadir.

Elde ettigimiz bulgular 1s1g8inda zamana bagli olarak kaspaz-3 aktivasyonunun
artly gosterdigi gozlenmistir. Ozellikle de parsiyal hepatektomi sonrasi kaspaz-3

aktivasyonunun gerceklestigi goriilmektedir. ~ Buna gore en yiiksek kaspaz-3
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aktivasyonu Grup VI’da gozlenmistir. Gen ifadesi diisiik de olsa Grup II’de kaspaz-3
aktivasyonu Grup VI’ya yakin bir aktiviteye sahiptir.

Calismamiz ~ sonuglarma gore B0z, kaspaz-3 transkripsiyonunu ve
translasyonunu uyarmustir.  Grup VI’da, Grup IV’e gore kaspaz-3 miktar1 artis
gostermistir.  Parsiyal hepatektomi sonrasi uygulanan B,O3’lin zamana bagli olarak
kaspaz-3 aktivasyonunu arttig1 gozlenmistir. Grup III ve IV’te de zamana bagli olarak

kaspaz-3 miktarinda artis gozlenmektedir.

Edinilen bu bulgular yapilan bazi ¢aligmalarla ortiismektedir. Bu g¢alismalarda
parsiyal  hepatektomi  sonrast  kaspaz-3  aktivasyonunun  gergeklesebilecegi
gosterilmektedir (Suzuki and Tsukamoto, 2005; Tang et al., 2007). Tang ve ark. (2007)
yaptiklart ¢alismada glycyrrhizin (anti-inflamatuar ve anti-oksidant) ile parsiyal
hepatektomi sonrasi apoptozu indiiklemiglerdir.  Elde ettikleri bulgulara gore
aragtiricilar Sham gruplarinda da, glycyrrhizin gruplarina nazaran az seviyede de olsa,
kaspaz-3 aktivasyonuna rastlamislardir. Baska bir ¢alismada ise Suzuki ve Tsukamoto
(2005) parsiyal hepatektomiden 30 dakika sonra kaspaz-3 aktivitesini tespit etmislerdir.
Aragstiricilar edindikleri bulgularda kaspaz-3 aktivitesinin kontrol gruplarinda bile
gozlendigini ve parsiyal hepatektomiden 2 saat sonra aktivitenin en yiiksek seviyeye
ulastigini bildirmiglerdir. Manganez ile yapilan ¢alismada kaspaz-3 aktivitesi ilk 1 saat
icerisinde artis gostermis ve 8 saate kadar aktivite devam etmistir (Suzuki and

Tsukamoto, 2005).

Scorei ve ark. (2008) yaptiklart ¢alismada meme kanseri hiicre hatlar1 tizerine
borik asit ve kalsiyum fruktoboratin etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar doz artisinin
kaspaz-3 aktivasyonunda etkili oldugunu vurgulamaktadirlar. Ozellikle de kalsiyum

fruktoboratin kaspaz-3 aktivasyonunda dnemli rol oynadigi belirtilmektedir.
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Karaciger rejenerasyonunun baglangi¢ fazinda hepatositlerin  biiyiime
faktorlerine karsi tam olarak yanit vermesinden onceki evre oldugu icin bu model
secilmistir (Ozeki and Tsukamoto, 1999; Kobayashi et al., 2002). Karaciger, parsiyal
hepatektomiden 4-6 saat sonra tam anlamiyla rejenerasyon siirecine girmektedir (Suzuki
and Tsukamoto, 2004). Segilen bu modelde ¢ogalma siirecine giren hepatositler lizerine
B,O3’ilin apoptotik etkileri incelenmistir. Elde edilen verilerimize goére B,O3 parsiyal
hepatektomi sonrasi apoptozu indiiklemistir. Ayrica yapilan incelemeler sonucu hiicre
cogalmasma karst NF-«kB aktivasyonu baskilanmis ve kaspaz-3 aktivasyonu

saglanmustir.

Sonu¢ olarak deneysel modelimizden elde edilen bilgiler 1s183inda B,0s3

bilesiginin sublethal dozda zamana bagli bir sekilde apoptozu indiikledigi goriilmiistiir.
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GEREKCE

Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii/Molekiiler Biyoloji
Anabilim Dali Ogretim iiyesi Do¢. Dr. Mediha CANBEK ‘in arastirma yiiriitiiciisii oldugu 271/2012
kayit numarali ve “Sican karacigerinde parsiyal hepatektomi sonrasi borik anhidrit (B,0O;) ile
apoptozun indiiklenmesi” konulu ¢alisma; tarafimizdan degerlendirilmistir.
Caligmada ortalama agirliklart 250+£30 gr olan 42 adet Wistar albino ki 3 aylik erkek siganlar
kullanilacaktir. Bu deneklerden rastgele yolla 6 adet ¢aligma grubu olusturulacaktir.
GRUP I: Sham kontrol grubu (n=7) olup herhangi bir cerrahi islem yapilmadan sadece cerrahi strese
maruz birakilacaktir. Cerrahi islemden 3 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.
GRUP II: Sham kontrol grubu (n=7) olup herhangi bir cerrahi islem yapilmadan sadece cerrahi strese
maruz birakilacaktir. Cerrahi islemden 6 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.
GRUP I11I: Serum fizyolojik (n=7, SF) grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilecektir.
Parsiyal hepatektominin hemen ardindan Iml SF intraperitonel olarak enjekte edilecektir. Cerrahi
islemden 3 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.
GRUP 1V: Serum fizyolojik (n=7, SF) grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilecektir.
Parsiyal hepatektominin hemen ardindan 1ml SF intraperitonel olarak enjekte edilecektir. Cerrahi
islemden 6 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.
GRUP V: B203 (n=7) grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gerceklestirilecektir. Parsiyal
hepatektominin hemen ardindan 1,8 g/kg B203 intraperitonel olarak enjekte edilecektir. Cerrahi
islemden 3 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.
GRUP VI: B203 (n=7) grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilecektir. Parsiyal
hepatektominin hemen ardindan 1,8 g/kg B203 intraperitonel olarak enjekte edilecektir. Cerrahi
islemden 6 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.
1.Hepatektomi islemi: Parsiyal hepatektomi yapilacak deney hayvani, sirt {istii pozisyonda, sicakligi
ilik ve sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip islem baslatilacaktir. Cerrahi uygulama bolgesi
%70’lik etilalkol ile temizligi yapilip Higgins ve Anderson’ un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi
gerceklestirilecektir. Buna gore, deney hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’lik bir orta
hat kesisi ile laporoktomi yapilacak ve karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak
karacigerin yaklagik %68- 70 oraninda kiitlesini teskil eden 6ndeki sag orta ve sol yan loplari
ayrilacaktir. Bu loplara ait hepatik arter, ven ve safra kanallarimin etrafindan ipek iplik gegirilerek
baglanacak ve bagin lop tarafindan ve hemen {istiinden kesim gergeklestirilecektir. Her bir hayvana
yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi igin karin bogluguna
steril serum fizyolojik verilecektir. Sonra, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat devamli olarak 4/0 ipek
siitlirle dikilerek laporoktomi bolgesi kapatilacaktir ve poviiodeks antiseptik soliisyon ile laporoktomi
bolgesi temizlenecektir. Cerrahi islem gérmiis her bir deney hayvan kimyasal sterilizasyonu yapilmus,
tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak diyet degisikligi
yapilmaksizin gruplara bagli olarak 3 ve 6 saat boyunca yasatilacaktir.

2.Anestezi: Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirilecektir. Deney gruplarina ait hayvanlar intramuskular olarak 10 mg.kg-1 ksilazin ve 70
mg.kg-1 ketamin anestezisi altinda, intrakardiyak olarak kalpten biitiin kanin alinmasi yoluyla
oldiiriilecek ve midline laporoktomi gerceklestirilerek karaciger doku 6rnekleri alinacaktir.

Parsiyel hepatektominin de ketamin + ksilazin anestezisi altinda yapilacag:
belirtilmelidir. Hayvanlarin hayatina son verilme islemi de aymi anestezi altinda
elisamguinasyon seklinde yapilmahdir.

Kullanilan yontemler uluslararasi standardi olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler verilmistir.
Caligmanin yapilmasinda, Komisyonumuzun olumsuz goriisii bulunmamaktadir.
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