T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
HISTOLOJi-EMBRIYOLOJI (TIP) DOKTORA PROGRAMI

DOXORUBISIN UYGULANMIS SICANLARDA
MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN SICAN
KARACIGERINE ETKIiSi

TUGBA CELiK SAMANCI
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Alpaslan GOKCIMEN

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan 18008 proje numarasi ve 15004 numarali OYP projesi ile desteklenmistir.

AYDIN-2020



KABUL VE ONAY SAYFASI

T.C. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Histoloji-
Embriyoloji (Tip) Anabilim Dal1 Doktora Programi cergevesinde Tugba CELIK SAMANCI
tarafindan hazirlanan “Doxorubisin Uygulanmis Sicanlarda Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Karacigere Etkisi” baslikli tez, asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 10/06/2020

Uye (T.D.) : Prof. Dr. Alpaslan GOKCIMEN  Aydin Adnan Menderes  ................

Universitesi

Uye . Dog. Dr. Mehtap KILIC EREN Aydm Adnan Menderes ................
Universitesi

Uye . Dr. Ogr. Uyesi K. Murat GURSES ~ Aydin Adnan Menderes ................
Universitesi

Uye . Prof. Dr. Giilgin ABBAN METE ~ Pamukkale Universitesi ................

Uye . Dog. Dr. Levent TUMKAYA Recep Tayyip Erdogan ................
Universitesi

ONAY:

Bu tez Aydin Adnan Menderes Universitesi Lisansiisti Egitim-Ogretim ve Smav
Y o6netmeliginin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun goriilmiis ve Saglik
Bilimleri Enstitiistinlin - ...............cccoeen. tarth ve ... say1lt
oturumunda alman ........................ nolu Yonetim Kurulu karartyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Siileyman AYPAK

Enstiti Mudira



TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez c¢alismam siliresince bilimsel tecriibe ve desteklerini
esirgemeyen, bilgi ve katkilariyla tez ¢alismami yoneten degerli danisman hocam Prof. Dr.

Alpaslan GOKCIMEN’e,

Ozellikle mezenkimal kok hiicre izolasyonu, karakterizasyonu ve Western Blot
yontemindeki destek ve tecriibelerinden dolayr degerli hocam Do¢. Dr. Mehtap KILIC
EREN’e ve degerli arkadasim Hatice Pilevneli’ye

Elektron mikroskobik incelemelerim sirasindaki desteklerinden dolayr kiymetli

hocalarim Prof. Dr. Sait Polat’a, Dr. Ogr. Uyesi Yurdun Kuyucu’ya

Calismalarim esnasinda yardimlarmi esirgemeyen ve beni her daim yiireklendiren
degerli hocalarim Dr. Ogr. Uyesi Kadri Murat GURSES’e, Dr. Ogr. Uyesi Nezihe Tiiliin
Boylu’ya, Dog. Dr. Levent Tiimkaya’ya ve Do¢. Dr. Tolga Mercantepe’ye

Deneysel ¢aligmalarim sirasindaki yardimlarindan ve desteklerinden dolayr kiymetli
hocalarim Dog¢. Dr. Murat Boyacioglu’na, Ars. Gor. Dr. Erhan Bayrak ve Ars. Gor. Dr.

Hande Sultan Sahiner’e

Tiim egitim hayatim boyunca bana inanan, her zaman yanimda olan ve hig¢bir kosulda
destegini esirgemeyen esim Yasin SAMANCI’ya, annem Hacer Celik ve babam Habil
Celik’e

Bu siiregte en biiyilk motivasyonum olan, her daim bana gii¢c veren biricik kizim

Asya’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY SAYFASI ...t [
TESEKKUR ..ottt ettt ettt n ettt en sttt en ettt s s sns st esannanentesans i
ICINDEKILER .....cocviiiitiiiieiicisiste ettt st ii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI......ccccocoiiiiiieiiceiee e Vi
SEKILLER DIZINI......coiiiiiiiiiiiieiicssee et IX
RESIMLER DIZINT .....ooiiiiiiiiiiiiiiice s X
TABLOLAR DIZINI....oiiiiiiiiiitinisiisi i Xi
OZET ottt Xii
ABSTRACT e Xiii
Lo GIRIS ettt 1
2. GENEL BILGILER ....cco.oiitiiiiiitiirisiei i 3
2.1. KaraciZer GelISIMIL.....ccuiiiiiiiiiiie i 3
2.2. Karaciger DoKuSUNUN ANALOMIST «...veiuvieriiriiieiieeaiiesiee et e siee e ssr e ne e e neesnees 5
2.3. Karaciger Dokusunun Histolojik YapiSl......ccouiveiiiiiiiiiiieiiiic i 7
2.3.1. Karaciger Dokusunun Yapisal OrganizasyonU...........cccceeeriereerreenieenineeneeseeseesnee e 7
2.3.2. KaraciZer LODUIIETT .......cccviiiiiiiiiiii e 9
2.3.2.1. Klasik Lobiil (Hepatik LODUL) .....cocuveiiiiiieiiieiie e 9
2.3.2.2. POTtal LODUL .....eiiieiisieeeee e 10
2.3.2.3. Hepatik Asiniis (KaraciZer ASINUSTL) ........cerivrrrieriiiriesii e 10
2.3.3. Karaciger Hiicreleri (Hepatositler) .........ccoviviiiiiiiiiiiiiic e 11
2.3.4. Kupffer HUCTELETT ....ccuviviiiiiiiiciic e 12
2.3.5. Ito hiicreleri (Hepatik Y1ldiz HUCIEler) ........ocoviiiiiiiiii e 12
2.3.6. Karaciger Dokusu Kan DEeSteF1 ........ccueiviiriiiiiiieiii e 13
2.4. Karaciger Dokusunun FiZyOlOJiS1.......cucciiiiiiiiiiiiiiiiicsee e 14
2.5, DOXOTUDISIN ... s 16
2.5.1. Doxorubisinin Kimyasal YaPIST ......cveverieriererieiisesieieie et 16
2.5.2. DoxorubisSinin TartiGeST .......eeeiviiiiiii it 16
2.5.3. Doxorubisin FarmakinetiSi..........cccovviviiiiiiiiiiiiiiei s 17
2.5.4. Doxorubisin Etki MeKanizmasi..........cccccueiiiiiiiiiiiiiiiciic e 18
2.5.5. Doxorubisin ve KaraciZer Hasart ........ccccoovviiiiiiiiiiiiecsee e 19
2.5.5.1. Doxorubisin ve OKSidatif Stres..........cccoviiiiiiiiiiici 19



2.5.5.2. Doxorubisin ve Mitokondriyal Hasar ............ccooiiiiiiiiiiesieee e 20

2.5.5.3. DOXOrUDISIN V& APOPLOZIS ....eeviiieiieiieieie sttt bbb 21
2.6. Mezenkimal KOK HUCICIET ........ocuviiiiiiiiiic e 22
2.6.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kesfi........cccooiiiiiiiiiiiiii e 22
2.6.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari...........ccoooiiiiiiiiiiii e 23
2.6.3. Mezenkimal K&k Hiicrelerin OzelliKIET ........ccvcvvveceeueierieecceeie e eseeee e 24
2.6.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karaciger Hasarma Etkileri ........cccooocviiiiiiiiiiiieiiiennne, 25
3. GEREC VE YONTEM .....ocoiuiiiiiiiiiciete ettt sttt 27
3.1. Deney HayVanIari.......ccoocviiiiiiiiiiieieesee et 27
3.2. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin Eldesi ve Hiicre Kiiltiirii islemleri...27
3.3, AKIm STtomMEtrik ANAIZ......cocvviiiiiiieiie e 28
3.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kirmizi Floresan Protein Ile Isaretlenmesi.............co........... 29

3.5. Karaciger Hasarinin Olusturulmasi ve Mezenkimal Kok hiicrelerin Siganlara Verilmesi 30

3.6. Kirmiz1 Floresan Protein ile Isaretlenen Mezenkimal Kok Hiicrelerin Floresan

MiKroskopta INCEIENMEST ......cvcveveveveveieieieie ettt ettt ettt et ettt sereses 30
3.7. Is1k MIKToSKODIK INCEIEIME ...ttt 31
3.7.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Y Ontemi .........cccovrerieiierienienienieniesieseeieee e 32
3.7.2. Hepatik Hasar Skorunun Olusturulmast..........c.cceeieeiiiiiicniiiienceee e 33
37,3  TUNEL YONEEIM ...ttt 34
3.8. Karaciger Dokusunun Elektron Mikroskobik Takip Yontemi .........cccocevvviviiiiniiniiinenn. 35
3.9. Serum Orneklerinin Biyokimyasal ANAliZi ............cccceeviiueuereriiieieeesseeseiesss e 37
3.10. Karaciger Doku Orneklerinin Biyokimyasal ANalizi ...........cccocooeevereriieerirersinisenenenans 37
3.10.1. Karaciger Dokularinin HOmojenizasyonu ..........ccecueiveiiniiiiniiieiicneses e 37
3.10.2. Total Protein Miktarinin OIGHMIE .........covvvrvrrrrrresesieesesesesesesesesesesesesesesesesesesenenans 37
3.10.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) ANAIZI .....ceeeiuiiiiiiiiiiii e 38
3.10.4. Katalaz (CAT) ANANIZI......ccoiiiiiiieeee e 38
3.10.5. Glutatyon (GSH) ANAIIZI.......ccouiiiiiiiie s 39
3.10.6. Malondialdehit (MDA) ANGIZI .........cccoeiiieiiiiic e 39
3.11. WeStern Blot YONIEMI ......eeuieiiiiiiieiiieeiee ettt sttt 41
3.11.1. Protein Izolasyonu ve Protein Miktar TaYini .........cccocovrvevereiieirerererisceeesesssesesesesenans 41
3.11.2. Poliakrilamid jelin (SDS-PAGE) hazirlanmasi ve proteinlerin jele yiiklenmesi ......... 43
3.11.3. BIotlama ISIEMI ....c.vvevieiiccceccecece e en s s s s s s s s en s en s 44
3.11.4. Membranin Antikorlar ile Muamalesi ve GOrintileme ............cccoeevriiiiiiniiniiieen, 44
3.12. IStAtIStIKSE] ANALZ ...vvovviviiicieicieieieie et 45



4. BULGULAR ..ottt bbbt 46

4.1. Siganlarin Viicut Agirliklarinin ve Rélatif Karaciger Agirhiklarinm Olgiimii................... 46
4.2. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin Karakterizasyonu.............c.coeeveenen. 47
4.2.1. Kemik Iligi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin Mikroskobik Goriiniimii............... 47
4.2.2. Kemik Iligi Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerinin Hiicre Yiizey Belirteclerini
EKSPIESYONU ...ttt bbbttt n et ere s 48
4.3 Kirmiz1 Floresan Protein Ile Isaretlenmis Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok

Hiicrelerin Floresan Mikroskop Ile GOriintiilenmesi..........coceeveveverevevererereeeeeeeeeeseeeesesesesenns 49
4.4, Histopatolojik BUIQUIAK ..........ccooiiieieiic s 50
4.4.1. Karaciger Kesitlerinin Hematoksilen-Eozin Boyamasi............cc.ccoovvviinieniiicnicnennnn 50
4.4.1.1. Kontrol Grubuna Ait BUIQUIAT ..o 50
4.4.1.2. Doxorubisin Uygulama Grubuna Ait Bulgular ............ccccceeeiieieie e 52
4.4.1.3. Doxorubisin+Mezenkimal Kok Hiicre Grubuna Ait Bulgular ... 54
4.4.2 TUNEL BOYAMA&......eetiiiiiiiieitiir ittt b et 56
4.5. Elektron Mikroskobik Incelemelere Ait BulGUIAT............cccccovevveveveriiiecreieeeseceee e 59
4.5.1. Kontrol Grubuna Ait BUIQUIAT..............ooiiiiiece e 59
4.5.2. Doxorubisin Grubuna Ait BulguIar............ccoiiiiii s 61
4.5.3. Doxorubisin+Mezenkimal Hiicre Grubuna Ait Bulgular ..., 63
4.6. Serum Orneklerinin Biyokimyasal ANAliZi ............ccevevevrireveriireresiseisseieese e, 65
4.7. Karaciger Dokusu Antioksidan Parametrelerinin Olgimi.............cocvveverriverriiviisicrennne, 66
4.8. WESLEIN BIOt ANGIIZI ... 67
5. TARTISMA bbbt bttt et r e ns 70
6. SONUGC VE ONERILER ......ocviiiiiiiseeeeee e eses s eseses s s s s s s s s s s s s s s s s s enenenenenenennenans 80
KAYNAKLAR L.ttt n bbbt 81
EILER bbbt 105
OZGECMIS ..ottt ettt sttt 106



APS

Al
ALT
AST
AST
ATP
Bax
BSA
CAT
DAB
DAPI
DER
dH2o0
DMSO
DNA
DOX
DTNB
EDTA
ER
ETC
FasL
FBS
Fe+2

Fe*s

g/l
GAPDH

GER
GH

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Amonyum persiilfat

. Angstrom

. Apoptotik indeks

: Alanin aminotransferaz

: Aspartat amino transferaz

: Aspartat aminotransferaz

: Adenozin tri fosfat

: Bcl-2 iliskili x protein

: Bovin serum albiimin

: Katalaz

: 3,3’-diamino benzidin

: 4>, 6-diamino-2-pheylindole

: Diiz endoplazmik retikulum

: Distile su

. Dimetil stilfoksit

: Deoksiriboniikleik asit

: Doxorubisin

: 5,5'-ditiyobis, 2-nitrobenzoik asit
: Etilendiamin tetraasetik asit

: Endoplazmik retikulum

: Elektonik tasima zinciri

: Fas ligand1

: Fetal bovin serum

: Demirin ferro formu

: Demirin ferrik formu

: Gram

: Gram/litre

. Gliseraldehit-3- fosfat dehidrogenaz
: Graniillii endoplazmik retikulum

: Bliylime hormonu

Vi



GHRH
GSH
H20>
HCI
H-E
HGF
IL-6
k/mg
KCI
KH,PO,
MDA
MEM
mg/kg
MHC |1
MKH

Nm
nmol/mg
PBS

PVDF
RNA

ROS
SDS-PAGE
SOD

: Biiylime hormonu serbestlestirici hormon
: Glutatyon

: Hidrojen peroksit

: Hidroklorik asit

: Hematoksilen-eozin

: Hepatosit biiylime faktorii

. Interldkin-6

. Katal/miligram

: Potasyum kloriir

: Potasyum fosfat monobazik

: Malondialdehit

: Minimum essentia medium

: Miligram/kilogram

: Major histokompatibilite kompleks 11
: Mezenkimal kok hiicre

- Mililitre

: Milimetre

: Milimolar

: Mikron

: Mikrogram/mililitre

: Sodyum karbonat

: Sodyum ortovanadat

: Sodyum klortir

: Sodyum hidroksit

: Nitrotetrazolium blue chloride
: Nanometre

: Nanomol/miligram

: Phosphate buffer saline

: Polivinilidin difluorid

: Riboniikleik asit

- Reaktif oksijen tiirleri

: Sodyumdodesilsiilfat - Poliakrilamid Jel

: Siiperoksit dismutaz

vii



TUNEL

T3

T4
TCA
TEM
TNF-a
TRAIL
U/mg

: Terminal deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) aracili dUTP-biotin ¢entik

ug etiketleme

: Triiyodotironine

: Tetraiyodotironin

: Trikloroasetik asit

: Gegirimli elektron mikroskobu

: Timor nekroz faktor-alfa

: Ttiimor nekroz faktor iliskili apoptozis indiikleyen ligand
: Unite / miligram

: Hacim

: Mikrolitre

viii



SEKILLER DiZINi

Sekil 1. Karacigerin embriyonik gelisiminin KOKENI ..............oiiiiiiiiiiieiieeee e 3
Sekil 2. Karaciger dokusunun embriyonik gelisim agamalart. .........ccccoevevvivieniiieiniieniiie s 5
Sekil 3. Karaciger dokusunun diyagramatik yliziniin goSterimi........ccccverriveeniiveesiiveesiinnessinnenns 6
Sekil 4. Karaciger dokusunun visseral ylizinilin gOStETIMI .....ccvvvvvvveeiivieniiieeniiies e sieessneeans 6
Sekil 5. Klasik karaciger lobiiliiniin histolojik yapist........cccccvivviiiiiiiiciie e 7
Sekil 6. Karaciger dokusuna ait hiicreler ve hepatik sintizoidlerin yerlesimi. ..............cccvenene. 8
Sekil 7. Karaciger 1obUIETinIn YapIST. ...ccivieieiiiieiieiie et 9
Sekil 8. Karaciger asiniisii ve karaciger dokusunda zonlagma. ...........ccccevvveiiiieniiniienen 11
Sekil 9. Doxorubisinin Kimyasal YapISL. ......cicveiiiiiiieiiiiisieie e 16
Sekil 10. DOXOrubiSin-DINA etKilESIMI ....ecveieerieiieiierieeiesieese e seee e e e sie s sree e sneesseenees 18
Sekil 11. Doksorubisin ve oKSIdatif StFES .........ccccuiiiiiiiiiiiee e 20
Sekil 12. ApOptozZ MEKANIZIMASI. ..veivvviiiiieiiiieiiii et nees 21
Sekil 13. Kemik iligi kaynaklt MKH’lerin akim sitometri analiziyle karakterizasyonu.......... 48

Sekil 14. Karaciger dokularinda Bax ve Bcl-2 protein ekspresyonlarinin Western blot analizi

SONTAST Jel GOTUNTHIETT ..c.vviiiiiiiiic s 68
Sekil 15. Deney gruplarina ait Bax/GAPDH oranlarinin densitometrik analizi...............c....... 21
Sekil 16. Deney gruplarina ait Bcl-2/GAPDH oranlarinin densitometrik analizi. ................... 69
Sekil 17. Deney gruplarina ait Bax/Bcl-2 oranlarinin densitometrik analizi. ...........cc.ccccvenene 69



RESIMLER DIiZINi

Resim 1. In vitro ortamda mezenkimal kok hiicrelerin morfolojik zellikleri ........................ 47

Resim 2. Karaciger dokusunda kirmizi floresan protein ile isaretlenmis MKH’lerin floresan

MIKTOSKOP OTUNTUSTL ... vvve ittt et e e stb e e b e e e nsbe e e nnbeean 49
Resim 3. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii................... 50
Resim 4. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun 1s1ik mikroskobik goriintisii.................... ol
Resim 5. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik goriintisii.................... 51
Resim 6. DOX grubuna ait karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik gortintiisti ...........cc.ene.. 52
Resim 7. DOX grubuna ait karaciger dokusunun 1sik mikroskobik gortintiisti ...........cc.eune.. 53
Resim 8. DOX grubuna ait karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik gorintisii ...........ccccvene.e 53
Resim 9. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun 1sik mikroskobik goriintiisii............ 94

Resim 10. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.......... 55
Resim 11. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.......... 55
Resim 12. Kontrol grubuna ait TUNEL yontemiyle boyanmis kesitlerin 11k mikroskobik
GOTUNETSTE 1.tttk e ettt e ettt e et e et e e a b et e s ab et e eab e e e amb e e e enb e e e nbb e e e nneeennes 58
Resim 13. DOX grubuna ait TUNEL yontemiyle boyanmis kesitlerin 1s1k mikroskobik

Lo B4 LT ] TP O TP PP PP PP TP 58

Resim 14. DOX+MKH grubuna ait TUNEL yontemiyle boyanmis kesitlerin 11k mikroskobik

GOTUNETSTE 1.ttt ettt ettt ettt ettt e e kbt e et e e ea bt e s a b e e e eab e e e nnb e e e enb e e e nbb e e e nneeennes 59
Resim 15. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOrintlisti ........cc.eevevreneriinniennes 60
Resim 16. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOriintlisti ........cccceevevrereriennennes 60
Resim 17. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOorintlisii ..........ccccevvrenvrennnnnnn 61
Resim 18. DOX grubuna ait karaciger dokusunun TEM gorintlisti..........cceevrververiesineninennnns 62
Resim 19. DOX grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOrintlsii..........ccccervervrencnennnnnn. 62
Resim 20. DOX grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOrintlsii..........cccccevvervrenciinnnnnnn 63
Resim 21. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOrintlisii ...........ccocvrvrenee 64
Resim 22. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOriintlisii ...........ccocvvvrienene 64
Resim 23. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun TEM gOriintlisii ...........cc.ccovrvenene 65



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Karaciger dokulari takip aSamalari............cccerverieiienenriesin e see e 31
Tablo 2. Hematoksilen-Eozin boyama asamalart ..............cccccevverieiieseeie s 32
Tablo 3. Hepatik hasar SKOru (HDS). .....covoiiiieiice e 33
Tablo 4. TUNEL boyama yontemi aSamalari.............ccecverueiierieariesieeseesieseeseesseseesnee e esnens 34
Tablo 5. Apoptotik INdeKS SKOTTAMAST ........cveiieiiiiiiiie e e 35
Tablo 6. Elektron mikroskobik takip YONtemi ...........cuvveieiereiiienircseseee s 36
Tablo 7. Biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasal ve soliisyonlar...........cccccccoceninvninnne. 40
Tablo 8. Western blot analizinde kullanilan tamponlarin ve soliisyonlarin igerikleri ............. 42
Tablo 9. Poliakrilamid jelin (SDS-PAGE) hazirlanisi.........cccoooviiiiiininiiiieec e 43
Tablo 10. Deneysel gruplara ait sicanlarin viicut agirliklar1 ve rolatif karaciger agirliklari....46
Tablo 11. Hepatik hasar skoru (HDS) analiz sonuglart ...........ccceeevvieiieieiicsiesece e 56
Tablo 12. TUNEL boyama yontemi apoptotik indeks tablosu ...........coovvvveivreneieieninenene 57
Tablo 13. Serum 6rneklerinde ALT ve AST analizi.......ccccocceerverieiiieiienie e 66
Tablo 14. Karaciger Dokularinda MDA ,SOD, CAT, GSH parametrelerinin analizi............. 67

Xi



OZET

DOXORUBISIN UYGULANMIS SICANLARDA MEZENKIMAL KOK
HUCRELERIN SICAN KARACIGERINE ETKISi

Celik Samanci T. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Histoloji- Embriyoloji (T1p) Program, Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Doxorubisin (DOX) ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan antrasiklin
grubu bir antibiyotiktir. Ancak hepatotoksisite DOX tedavisinin en  ciddi
komplikasyonlarindan biridir ve DOX uygulanan hastalarin %40’inda karaciger hasari
saptanmigtir. Calismamizda DOX ile olusturulmus hepatotoksisite tlizerine kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) etkisinin arastirilmasi: amacglanmistir. Bu amagla
Wistar albino cinsi 24 adet erkek sican Kontrol, DOX ve DOX+MKH olmak {izere rasgele 3
gruba ayrildi. DOX grubu ve DOX+MKH grubundaki siganlara 20 mg/kg DOX
intraperitoneal olarak verildi. DOX uygulamasmin 96. saatinde DOX+MKH grubundaki
sicanlara kemik iligi kaynakli MKH kuyruk veninden verildi. MKH uygulamasindan 48 saat
sonra siganlarin viicut agirliklart ve rolatif karaciger agirliklart dlgtildii. Karaciger dokulari
151k mikroskop ve gecirimli elektron mikroskopta incelendi. TUNEL metoduyla apoptotik
hiicreler saptanarak Western blot yontemiyle karaciger dokularinda Bax ve Bcl-2 protein
ekspresyonlar1 gosterildi. ALT ve AST seviyeleri serum Orneklerinde Olgtiliirken karaciger
dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri o6l¢iildii. DOX uygulanan rat grubunda yapisal
olarak siniizoidal dilatasyonlar, intrasitoplazmik vakuolizasyon igerigine sahip hepatositler ve
nekrozis izlendi. DOX+MKH grubunda ise yapisal hasarda iyilesmeler izlendi. MKH
uygulamasi apoptotik hiicre sayisinda ve Bax/Bcl-2 oraninda diisiise sebep oldu. Ayrica
DOX+MKH grubunda ALT, AST ve MDA aktivitelerinde azalma, CAT ve GSH
aktivitelerinde ise artis izlendi.

Sonug olarak, yapilan bu tez ¢alismasinda kemik iligi kaynakli MKH tedavisinin DOX
uygulamasmin sebep oldugu morfolojik degisimleri geriletebildigi, biyokimyasal
parametreleri diizenleyebildigi, antioksidan sistem ve apoptoz iizerinden DOX ile
indiiklenmis hepatotoksisiteye etki ettigi gosterildi.

Anahtar kelimeler:Doxorubisin, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre, hepatotoksisite
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ABSTRACT

THE EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELLS ON TO THE LIVER OF
DOXORUBICIN ADMINISTERED RATS

Celik Samanci T. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute of

Histology-Embryology (Medicine) Program, PHD Thesis, Aydin, 2020.

Doxorubicin (DOX) is an anthracycline group antibiotic commonly used in the treatment of
various cancer types. However, hepatotoxicity is one of the most serious complications of
DOX treatment and liver damage was detected in 40% of patients treated with DOX. In the
present study, it was aimed to investigate the effect of bone marrow-derived mesenchymal
stem cells (MSC) on DOX-induced hepatotoxicity. For this purpose, 24 Wistar albino male
rats were randomly divided into 3 groups as Control, DOX and DOX+MSC. Rats in the DOX
group and the DOX +MSC group were given 20 mg/kg DOX intraperitoneally. At the 96"
hour of DOX administration, bone marrow-derived MSC was given via tail vein injection to
the DOX+MSC group rats. The body weights and relative liver weights of rats were measured
48 hours after MSC injection. The liver tissues were examined under light microscope and
transmission electron microscope. Apoptotic cells were detected by using the TUNNEL
method and Bax and Bcl-2 protein expressions in liver tissues were analyzed by Western
blotting. While ALT and AST levels were measured in serum samples, antioxidant enzyme
activities were measured in liver tissue. In the DOX administered rat group sinusoidal
dilatations, hepatocytes with intracytoplasmic vacuolization content and necrosis were
observed. Whereas structural partial improvements were observed in the DOX+MSC group.
MSC injection caused decrease in apoptotic cell count and Bax/Bcl-2 ratio. In additon to,
ALT, AST and MDA activities decreased and CAT and GSH activities increased in the
DOX+MSC group.

In conclusion, bone marrow-derived MSC therapy may regress morphological changes,
regulate biochemical parameters caused by DOX and affect DOX-induced hepatotoxicity

through antioxidant system and apoptosis.
Keywords: Doxorubicin, bone-marrow derived mesenchymal stem cell, hepatotoxicity.
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1. GIRIS

Doxorubisin (DOX), antarasiklin grubuna ait antitimor 6zellikte kemoteropotik bir
antibiyotiktir. DOX tedavisi, uzun yillardir meme kanseri, yemek borusu kanserleri,
cocukluk ¢agi solid tiimorleri, osteosarkomalar ve yumusak doku sarkomalar1 basta olmak
lizere ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde antineoplastik ajan olarak kullanilmaktadir
(Hortobagyi, 1997; Bonadonna ve ark, 1998; Minotti ve ark, 2004; Hong ve ark, 2016;
Damiani ve ark, 2017; Li ve ark, 2018). Ulkemiz hastanelerinde temini zorunlu
“kemoterapotik ilaglar” listesinde yer almas1 da yaygin sekilde kullanimin1 vurgulamaktadir.
Ancak bu yaygin kullanimi ¢esitli dokularda sebep oldugu toksik ekilerinden dolay1 smirli
kalmaktadir (Steinherz ve ark, 1991; Bagchi ve ark, 1995; Bulucu ve ark, 2008;
Pugazhendhi ve ark, 2018).

Uygulanan DOX sistematik olarak dokulara dagilir ve degisik oranlarda dokularda
birikir. Karaciger dokusu sahip oldugu detoksifikasyon yeteneginden dolayr DOX’u
biinyesine alarak biriktirir ve bir kismini1 metabolize eder (Camaggi ve ark, 1988; Santos ve
ark, 2002; Kalender ve ark, 2005; Lal ve ark, 2010). Ancak karaciger dokusu DOX’un
yiiksek konsantrasyonlarina maruz kaldiginda islevselligini yerini getiremeyerek ciddi
oranda hasar gérmektedir (Kalender ve ark, 2005; Niu ve ark, 2015; Omobowale ve ark,
2018; Song ve ark, 2019). DOX tedavisi uygulanan hastalarin %40°’nda karaciger hasari
meydana geldigi bilinmektedir (Wang ve ark, 2015).

DOX toksisitesi olusum mekanizmasi tam olarak anlagilamamasina ragmen DOX’un
sebep oldugu toksisitenin bir dizi biyokimyasal siire¢ ile etkilesim igerisinde oldugu
bilinmektedir. Ayrica DOX iliskili karaciger toksisite olusumunun en 6énemli nedenlerinden
biri de reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) artis olarak kabul edilmektedir (Kalender ve ark,
2005; Ferreira ve ark, 2008; Songbo ve ark, 2019). DOX sahip oldugu “kinon grubunun”
varligindan dolay: in vivo ve in vitro ortamda “superoksit anyonlar1”, “hidroksil radikalleri”
ve “hidrojen peroksit” gibi serbest radikallerin iiretimini uyarabilir (Kwok ve Richardson,
2003; Canzoneri ve Oyelere, 2008; Cappetta ve ark, 2017). Karaciger epitel hiicrelerinin
hiicre zarindaki lipitler DOX ile olusturulan serbest radikal hasarina duyarlidir ve bu
duyarhilik hiicrelerde lipit peroksidasyonunu baslatabilir (Wang ve ark, 2015; Jacevic ve ark,
2017; Barakat ve ark, 2018). DOX bir yandan deoksiriboniikleik asit (DNA) yapisindaki

bozukluklara sebep olup, DNA duplikasyonunu ve transkripsiyonunu giiglii bir sekilde
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baskilamaktadir (Thorn ve ark, 2011; Airoldi ve ark, 2014). Diger yandan ise, olusan serbest
radikaller oksidatif hasar ve lipit peroksidasyonuna bagli inflamasyon siireglerini ve
apoptozu tetikleyerek DOX’un sebep oldugu karaciger toksisitesinin olast mekanizmasini
sekillendirmektedir (Ferreira ve ark, 2008; Nagai ve ark, 2015; Edlich ve Martinou, 2016;
Liu ve ark, 2017).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) in vitro ortamda kolayca gogalabilen, gesitli hiicre
hatlarina farklilasma yetenegindeki multipotent kok hiicrelerdir (Caplan, 1991). Kemik iligi,
umblikal kord, plasenta, yag doku ve dis pulpasi gibi bircok dokudan kolaylikla izole
edilebilirler (Gronthos ve ark, 2000; Campagnoli ve ark, 2001; Zuk ve ark, 2001; Zhang ve
ark, 2003; Wagner ve ark, 2005; Friedman ve ark, 2007). Viicuda verildiginde hasarl
bolgeye yonelebilir ve bu bolgedeki onarimu tetikleyici sinyaller olusturarak parakrin etkiler
gosterebilirler (Rister ve ark, 2006; Segers ve ark, 2006; Can, 2014). Bu o6zelliklerinden
dolay1 MKH’lerin ¢esitli hastaliklarin tedavisindeki etkileri arastirilmaya devam etmektedir.
Yapilan ¢alismalar da MKH uygulamasimin ¢esitli hastaliklarda iyilestirici etkilerini
gostermistir (Eom ve ark, 2015; Mao ver ark, 2017; Moreira ve ark, 2017; Poltavtseva ve
ark, 2019).

MKH’ler ozellikle sahip olduklar1 farklilasma yetenekleri ve parakrin etkiler
sayesinde hem hayvan c¢alisamalarinda hem de klinik uygulamalar da karaciger
hastaliklarinin tedavisinde de iyilesme siirecini etkileyebilmektedirler (Alison ve ark, 2009;
Banas ve ark, 2009; Cho ve ark, 2009; Kisseleva ve ark, 2010; Muraca, 2011; Eom ve ark,
2015). MKh’ler hasarli karaciger dokularina uygulandiginda endovaskiiler yaklagim
araciligiyla karaciger dokusuna go¢ edebilmekte ve karaciger epitel hiicrelerine
farklilagabilmektedirler. Sonraki asamada karaciger epitel hiicreleriyle kaynasarak karaciger
dokusunun onarimi ve yenilenmesinde Onemli kaynak olusturabilmektedirler. Ayrica
parakrin etkileri sayesinde karaciger islevleri tekrar yerine gelebilmekte, apoptoz
baskilanabilmekte ve organizmanin hayatta kalma orani artabilmektedir (Parekkadan ve ark,
2007; Banas ve ark, 2009; Carvalho ve ark, 2009; Pan ve ark, 2011; Sun ve ark, 2014; Liu
ve ark, 2015).

Son yillarda karaciger hastaliklarinin tedavisinde MKH’lerin iyilestirici etkilerinin
ortaya ¢ikmasi, MKH uygulamasinin ila¢ bagimli toksisitelerin etkisini azaltabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu baglamda calismamizda cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde yaygin
kullanima sahip kemoteropik ajan olmasina ragmen toksik etkilerinden dolay1 kullanimi
kisitlanan DOX’un sebep oldugu karaciger toksisitesine kemik iligi kaynakli MKH’lerin

etkisinin arastirilmasi amagland.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Gelisimi

Embriyonik gelisimin ikinci haftasinda embriyoblastta meydana gelen farklilagsmayla
epiblast ve hipoblasti iceren ‘“bilaminar embriyonik disk” olusur. Gelisimin ii¢ilincii
haftasinda bilaminer embriyonik disk “trilaminar embriyonik diske” doniisiir ve bu siireg
“gastrulasyon” olarak adlandirilir. Gastrulasyon siireci ile embriyonun doku ve organlarinin
gelisecegi endoderm, mezoderm ve ektodermi igeren ii¢ germ yapragi olusmaktadir (Sadler,
2011). Karaciger dokusu parankimi endoderm tabakasindan gelisirken, karaciger dokusu

stromast mezoderm tabakasindan gelismektedir (Sekil 1) (Wells ve Melton, 2000).
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Sekil 1. Karacigerin embriyonik gelisiminin kokeni (Zorn ve Wells, 2007).



Gelisimin iiclincii haftasinda gesitli transkripsiyon faktorleri ve sinyal yolaklarinin
aktivasyonuyla endoderm tabakasi sekillenir. Endodermin mezoderm ile g¢evrelenmesiyle
ilkel bagirsak tiipti olusur (Shen, 2007; Zorn ve Wells, 2007). Mezoderm tarafindan salinan
cesitli transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle primitif bagirsak tiipii anterior-posterior yonde
uzar. Uzayan primitif bagirsak tlipii “On bagirsak”, “orta bagirsak” ve “arka bagirsak” olmak
tizere li¢ bolime ayrilir. Karaciger dokusu primitif bagirsak tiipiiniin ilk kismi olan 6n
bagirsaktan gelisir (Sekil 1) (Tremblay ve Zaret, 2005; Moore-Scott ve ark, 2007). On
bagirsagin gelisim siirecinin ardindan endodermde “hepatik yeterlilik” olarak adlandirilan
stire¢ baglar. “Hepatik yeterlilik”, karaciger gelisim siirecini uyarici etkiye sahip sinyallere
cevap verebilme Ozelligidir. Sadece bu oOzellige sahip yani hepatik yeterlilige ulasmis
endodermal hiicreler Onciil karaciger hiicrelerine farklilagabilir. Hepatik yeterlilige ulasan
endodermal hiicreler gelisimin ilerleyen asamalarinda “hepatoblast” olarak adlandirilan
hiicrelere doniisme yetenegine erigsmis olur (Zaret, 2000; North ve Goessling, 2011).
Karacigerin cesitli transkripsiyon faktorleriyle uyarilmasiyla hepatik farklilasma siireci
gelisir ve kiibik yapidaki hepatik epitel hiicreleri yalanci ¢ok katli epitele dontisiir. Hiicre
katmanindaki bu artis sonucu dordiincii haftada 6n bagirsagin kaudal kismindan ventral
yonde seyreden “hepatik divertikiil” olusur (Bort ve ark, 2006). Hepatik divertikiil i¢erisinde
hizla biiyliyen hepatoblast olarak adlandirilan hepatik epitel hiicreleri “karaciger
tomurcugunu” olusturmak {izere go¢ etmeye baslar. Olusan karaciger tomurcugu igerisinde
hepatoblastlar, hematopoetik elementler, gelismekte olan stellat hiicreler ve hepatositlerin
gocli esnasinda kemotaktik faktorler salgilayan endotelyal hiicreler yer alir (Shiojiri ve
Sugiyama, 2004; Bort ve ark, 2006; Tatsumi ve ark, 2007). Karaciger dokusu geligimi
sirasinda  multipotent  6zellige sahip Oncli hepatik hiicreler (hepatositler) ¢ogalarak
hepatositlere ve ileriki evrelerde intrahepatik kanallart olusturacak kolanjiositlere
farklilagirlar (Sekil 2) (Lemaigre ve Zaret, 2004).

Hepatositler arasinda yer alan kan damarlar1 olan karaciger siniizoidleri anjiogenezis
ile olusurlar (Collardeau-Frachon ve Scoazec, 2008; Elvevold ve ark, 2008). Karaciger
dokusunda hepatositler disginda “stellat hiicreler” ve “kupffer hiicreleri” de yer almaktadir.
Perisiniizoidal aralikta yer alan hepatik stellat hiicrelerin (Ito hiicreleri) kokenleriyle ilgili
tartismalar mevcut olmakla birlikte yapilan son caligmalar mezotelyal orjinli olduklarini
desteklemektedir (Friedman, 2008; Loo ve Wu, 2008; Asahina ve ark, 2009). Karaciger
makrofajlar1 olarak bilinen kupffer hiicreleri ise mezensimden koken alan hiicreler olarak

bilinmektedir (Schulz ve ark, 2012; Yona ve ark, 2013).
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Sekil 2. Karaciger dokusunun embriyonik gelisim agamalar1 (Zorn ve Wells, 2007).

2.2. Karaciger Dokusunun Anatomisi

Viicudun en biiyiikk bezi ve i¢ organi olan karaciger diyaframin alt kisminda,
abdomenin sag list kisminda, mide ve bagirsaklarin iizerinde yer alir. Karaciger 1400-1600
gram agirliga sahiptir. Cocuklarda karaciger agirligr viicut agirhiginin % 5’ini, yetiskinlerde
ise % 2’sini olusturmaktadir. Karaciger diger organlarla temas ettigi bolgeler ve area nuda
olarak adlandirilan bélgesi disinda periton ile ¢evrelenmistir. Karaciger dokusu kollajen ve
elastik liflerden olugsmus fobréz yapida bir kilif olan Glisson kapsiilii ile ¢evrelenmistir.
Glisson kapsiilii karaciger dokusunun biitlinliigiiniin ve seklinin korunmasina ek olarak
organ igerisine yaptigr girintiler ile organi lob ve lobiillere ayirmaktadir. Karaciger
diyafragmanin alt kismima gevsek bag dokusu ile tutunarak, karin icerisinde yer alan
organlarin list kisminda yer alir. Karaciger diyaframa komsu olan diyafragmatik yiiz (facies
diaphragmatica) ve i¢ organlara komsu olan visseral yliz (facies visceralis) olmak {izere iki
yiize sahiptir. Diafragmatik yiiz konveks sekillidir ve diizgiin yilizeye sahiptir (Sekil 3)
(Sancak ve Cumhur, 2004; Ross ve Pawlina, 2014; Arinci ve Elhan, 2016). Diyafragmatik
yiiz visseral yiizden daha biiyliktiir ve pars superior, pars anterior, pars dextra ve pars
posterior olmak tizere dort boliimden olusur.

Visseral yliz karacigerin arkaya ve hafif sola bakan karin i¢i organlara komsu olan
kismidir ve konkav sekle sahiptir. Visseral yiiziin tam ortasinda porta hepatis yer alir. Porta

hepatis, arteria hepatica proprianin dallarmin girdigi, lenf damarlar1 ve safra kanallarinin



ciktigr boliimdiir. Glisson kapsiiliiniin damarlar etrafinda karaciger dokusu igerisine dogru
yaptig1 girintiler karacigeri loblara, lobiillere ve segmentlere ayirir. Karaciger dokusu lobus
hepatis dexter ve lobus hepatis sinister olmak iizere iki biiyiikk loba ayrilir. Bu loblar
karacigerin 6n ve lst ylizeyinde falsiform ligament (ligamentum falciforme hepatis) ile
birbirinden ayrilir (Sekil 3). Karacigerin visseral yiizii ise lobus hepatis dexter, lobus hepatis
sinister, lobus quadratus ve lobus caudatus olarak dort loba ayrilir (Sekil 4) (Sancak ve
Cumhur, 2004; Ross ve Pawlina, 2014; Arinci ve Elhan, 2016;).
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Sekil 3. Karaciger dokusunun diyagramatik yiiziiniin gosterimi (Netter, 2011).
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Sekil 4. Karaciger dokusunun visseral yiiziiniin gosterimi (Netter, 2011).



2.3. Karaciger Dokusunun Histolojik Yapisi

2.3.1. Karaciger Dokusunun Yapisal Organizasyonu

Karaciger dokusu diyaframla baglantili oldugu bdlge disinda siki bag dokusundan
olugmus fibroz yapida bir kapsiil ile ¢evrilidir. Yaklasik 70-100 p kalinligindaki kapsiiliin
peritonla iligkili kism1 ser6z mezotel ile ortiiliidiir. Kollajen ve elastik lifler agisindan zengin
olan bu kapsiil Glisson kapsiilii olarak adlandirilir. Glisson kapsiilii karaciger dokusuna
yaptig1 destek gorevinin yani sira karacigerin seklinin korunmasini da saglar. Kapsiil
karacigerin alt kismindaki hilumda (porta hepatis) kalinlasir ve porta hepatis bdlgesinden
iceriye dogru ilerleyerek kan damarlari, lenf damarlari, sinirler ve safra kanallarina desteklik
saglar. Hilum bolgesinden hepatik portal ven ve hepatik arter karacigere giris yaparken
hepatik ven, lenf damarlar1 ve safra kanalar1 bu bolgeden karacigeri terk ederler (Ovale ve
Nahirney, 2009; Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2019). Glisson kapsiilii, karaciger
icerisine dogru ilerleyip dallanarak hepatik arter, portal ven ve safra kanallarinin etrafinda
yer alan bag dokusu seklinde devam eder. Hepatik arter, portal ven ve safra kanallarindan
olusan yap1 portal alan (portal triad) olarak adlandirilir. Karaciger dokusunun % 80’lik
kismini karaciger parankimi % 20’lik kismini ise karaciger stromasi olusturur (Ovale ve
Nahirney, 2009). Karaciger parankimini santral ven etrafina iginsal olarak yerlesmis
karaciger epitel hiicreleri olan hepatositler olusturmaktadir. Hepatositlerin yan yana

dizilmesiyle hepatosit plaklari olarak adlandirilan yapilar olusmaktadir (Sekil 5).
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Sekil 5. Klasik karaciger lobiiliiniin histolojik yapis1 (Herlihy, 2007).



Insan karacigerinde cogunlukla tek hiicre kalmliginda bulunan hepatosit plaklari
embriyoda ve yetiskinlerde yenilenme evresinde iki hiicre kalinliginda bulunurlar (Ovale ve
Nahirney, 2009; Ross ve Pawlina, 2014). Karaciger stromasi ise hepatosit plaklarini
destekleyen retikiiler liflerden olugsmustur ve igerisinde sinirleri, kan damarlarini, lenf
damarlarin1 ve safra kanallarmi i¢ermektedir (Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2019).
Karaciger parankimini olusturan hepatosit plaklar1 birbirinden siniizoidler adi verilen
bosluklar araciligiyla ayrilir (Sekil 5). Siniizoidler kesintili pencereli endotel hiicreleri ve
etrafinda gevsek bir bazal laminadan olusan retikiiler liflerle c¢evrelenmis, 9-15 pn
kalinliginda yapilardir (Ovale ve Nahirney, 2009; Mescher, 2019). Endotel hiicreleri
arasinda karacigerin makrofajlar1 olarak bilinen Kupffer hiicreleri yer almaktadir.
Siniizoidlerin sahip oldugu bu kesintili ve pencereli kapiller plazmanin siniizoidler
cevresinde yer alan perisiniizoidal aralik olan Disse araligina gecisinde 6nemli role sahiptir
(Mescher, 2019). Disse arahig siniizoidleri déseyen endotel hiicre tabakasini hepatositlerin
yiizeyinden ayiran igleri s1vi dolu dar bosluklardir. Plazmanin igerisine aktig1 bu bosluklar
siniizoidler ve hepatositler arasinda madde alisverisinde rol alirlar (Ovale ve Nahirney,
2009; Mescher, 2019). Hepatositlerin bazal yiizeylerinde bulunan diizensiz kiigiik
mikrovilluslar Disse araligina dogru uzanarak hepatositler ve plazma arasindaki madde
aligverisi sirasinda hepatosit yiizey alanimi yaklasik alti kat arttirmaktadir. Ayrica disse
aralig1 kronik anemi durumundaki islevinden ve fetusta medulla dis1 hematopoez bolgesi
olmasindan dolayr 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Ito hiicreleri olarak bilinen A vitamini
depolama o6zelligine sahip yildizsi hiicrelerde disse araliginda yer almaktadir (Ovale ve
Nahirney, 2009) (Sekil 6).
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Sekil 6. Karaciger dokusuna ait hiicreler ve hepatik siniizoidlerin yerlesimi (Ross ve

Pawlina, 2014).



2.3.2. Karaciger Lobiilleri

Karaciger yapisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in karacigerin islevleri géz Oniine
alinarak karaciger dokusu karaciger asiniisii, klasik lobiil (hepatik lobiil) veportal lobiil

olmak tizere ii¢ lobiil seklinde incelenmektedir (Sekil 7).
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Sekil 7. Karaciger lobiillerinin yapis1 (Ross ve Pawlina, 2014).

2.3.2.1. Klasik Lobiil (Hepatik Lobiil)

Karaciger preparatlarinda nispeten kolayca goriilebilen ve karaciger parankiminin
daha 1iyi anlasilmasim1 saglayan karaciger lobiiliidiir. Klasik lobiil yapist karacigere giris
yapan portal ven ve hepatik arterin getirdigi kanin periferden merkeze ilerlerken izledigi
yolu temel almaktadir. Klasik lobiiliin diizenlenisinde karacigerin sahip oldugu endokrin
fonksiyonu 6n plandadir. Klasik lobiiliin yapisinda 1sinsal dizilmis hepatosit plaklari
sintizoidler ile birbirinden ayrilmistir ve lobiiliin merkezinde santral ven olarak adlandirilan
bir veniil yer almaktadir. Altigen sekilli klasik lobiil yaklasik 2,0 x 0,7 mm o6lgiilerine
sahiptir ve altigenin kose kisimlarinda gevsek bag dokusu igerisinde portal triadlarin yer
aldig1 portal alanlar bulunmaktadir. Portal alanda portal veniil, hepatik arterden dallanan
arteriyol ve bir veya iki adet kiibik epitel ile doseli safra kanali bulunur. Portal alanlarda yer
alan stromal bag doku karaciger disinda glisson kapsiilii seklinde devam eder. Portal alanda
bag dokusu ve hepatositleri birbirinden ayiran aralik periportal aralik (Mall arahigr) olarak
adlandirtlir ve bu araligin lenfin kaynak yerlerinden oldugu diistiniillmektedir (Ross ve
Pawlina, 2014).



2.3.2.2. Portal Lobiil

Portal lobiiliin diizenlenisinde karacigerin sahip oldugu safra salgilama gibi ekzokrin
islevi 6n plandadir. Portal lobiil yapisini olusturan tiggen seklinin dis kenarlarini bir portal
vene en yakin konumda olan {i¢ adet santral ven olusturur. Safra akimi kan akimina ters
yonde olacak sekilde hepatositlerden portal alana dogru akar. Portal lobiiliin bu diizenlenisi
karacigerin ekzokrin 6zelliginin diger ekzokrin bezlerle benzer diizenlenisinin anlasilmasina

olanak saglamaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).

2.3.2.3. Hepatik Asiniis (Karaciger Asiniisii)

Portal lobiiliin diizenlenisi karacigerin sahip oldugu metabolik aktivitenin
degerlendirilmesi, hepatositlere kan saglanmasi ve karaciger patolojisinin anlagilmasini
saglayan lobiil yapisidir. Karaciger asiniisii iki portal alana en yakin konumdaki santral
venlere uzanan hepatositlerin olusturdugu oval yapidir. Hepatositler bu lobiil yapisinda {i¢
zon halinde diizenlenirler.

Hepatik arteriyole en yakin konumdaki hepatositleri igeren bolge Zon 1 olarak
adlandirilir. Bu zon hepatik arteriole olan yakinligindan dolay1 besin ve oksijen agisindan en
zengin kanin ulastigi alandir. Bu sebepten dolay1 bu zondaki hepatositler protein sentezi gibi
fonksiyonlar1 yerine getirir (Mescher, 2019). Zon 1’de yer alan hepatositler dolasim
bozuklugu gibi durumlarda en son dlen ve ilk yenilenme 6zelligine sahip hiicrelerdir (R0SS
ve Pawlina, 2014).

Santral venin yakiinda yer alan hepatositlerin olusturdugu alan Zon 3 olarak
adlandirilir.  Bu  zondaki  hepatositler ~yag  metabolizmasinda ve ilaglarin
biyotransformasyonunda gorev alir. Bununla birlikte bu zondaki hepatositler en az oksijen
ve en az besin igeren kana maruz kaldiklarindan dolayr Zon 3 yaglanmanin ve iskemik
nekrozun ilk gbzlenecegi zondur.

Zon 3 ve Zon 1 arasinda kalan alan ise sinirlar1 tam belirli olmayan Zon 2 olarak

adlandirilir (Mescher, 2019) (Sekil 8 ).
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Sekil 8. Karaciger asiniisii ve karaciger dokusunda zonlagsma (Ross ve Pawlina, 2014).

2.3.3. Karaciger Hiicreleri (Hepatositler)

Karacigerin major hiicre populasyonunu olusturan hepatositler yaklagik 20-30 pm
capinda, ¢ok yiizlii (polihedral) ya da kiibik epitelyal hiicrelerdir. Hepatositler karaciger
hiicrelerinin %80’lik kismini olusturan hiicrelerdir (Ovale ve Nahirney, 2009; Ross ve
Pawlina, 2014; Mescher, 2019). Karaciger siniizoidleri arasinda ard arda dizilmis hiicre
tabakalar1 seklinde bulunan hepatositler genellikle merkezde bulunan tek c¢ekirdege
sahiptirler. Bazi hepatositler ise iki ya da daha fazla sayida ¢ekirdek igerebilirler (Ovale ve
Nahirney, 2009; Mescher, 2019). Hepatositlerin yaklasik %20’si iki ¢ekirdeklidir (Ovale ve
Nahirney, 2009). Eozinofilik sitoplazmaya sahip hepatositlerin sitoplazmalar1 iglevselligine
bagli olarak organel iceriginde farkliliklar gostermektedir. Hepatosit sitoplazmasinda
bulunan bol mitokondriyonlar ¢esitli hiicresel islevlerin gerceklestirilmesinde gerekli
adenozintrifosfat (ATP) sentezinden sorumlu organellerdir. Hepatositler protein sentezinde
gorevli, hepatosit sitoplazmasinda bazofilik alanlar seklinde bulunan ¢ok sayida graniillii
endoplazmik retikulum (GER) ve ribozom igerirler (Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2019).
Safra kanalikiillerine ve c¢ekirdege yakin konumda bulunan golgi kompleksleri, golgi
komplekslerine yakin peroksizomlari, belirgin diiz endoplazmik retikulumlar1 (dER) ve

lizozomlari sitoplazmalarinda yer alir (Ovale ve Nahirney, 2009; Mescher, 2019). Polihedral
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sekle sahip hepatositler ii¢ islevsel ylizeye sahiptir. Birbirine komsu iki hepatositin bitigik
yiizeylerinde yer alan safra kanalikiillerinin olusturdugu oluklarin bulundugu kanalikiiler
yilizey, disse araligina acilan kisimda yer alan mikrovillus bulunduran hepatosit yiizeyi
emilim ile iliskili siniizoidal yiizey ve komsu iki hepatositin temas bdlgelerinde tutunmadan
sorumlu ylizeydir (Ovale ve Nahirney, 2009). Siniizoidler ile birbirinden ayrilan hepatosit
plaklart yan yana dizilmis hepatositlerin desmozomlar ve siki baglantilarla sikica
tutunmalariyla olusmaktadir. Siki baglantilarla birbirine baglanmis iki hepatositin apikal
yilizeyleri, safra kanalikiillerini olusmak {izere oluklar olugmasina sebep olmaktadir.
Birbirleriyle birleserek kanallar olusturan safra kanalikiilleri portal alanlanlarda bulunan
safra kanallarinda sonlanirlar ve sag ve sol hepatik kanallar aracilifiyla karacigeri terk
ederler. Hepatositler safra kanalikiilleri igerisine safra tuzlari, safra asitleri, yag asitleri,
elektrolitler, fosfolipitler, kolestrol ve biluribinin karisimindan olusan safranin

salgilanmasindan sorumludurlar (Mescher, 2019).

2.3.4. Kupffer Hiicreleri

Siniizoidlerin endotel hiicreleri arasinda yer alan karaciger makrofajlari olarak
adlandirilan Kupffer hiicreleri yuvarlak sekilli soluk boyanan hiicrelerdir. Elektron
mikroskobik incelemelerde Kupffer hiicrelerinin bol lizozomlara, filopoda olarak
adlandirilan yalanci ince ayakciklara ve endositik vezikiillere sahip olduklar1 gozlenir.
Kokeni kandaki monositler olan Kupffer hiicreleri fagositik 6zellige sahiptir. Dalaktan
karaciger dokusuna ulasan yaslanmis eritrositleri tanima o6zelligindeki bu hiicreler
fagositozla eritrositleri pargalarlar. Parcalama islemi sonucu agiga ¢ikan hem ve demir
yeniden kullanilirken ferritinin depolanmasinda gorevlidirler. Bu 6zelliginin yani sira
Kupffer hiicreleri antijen sunan hiicreler olarak da gorev yapmaktadirlar (Ovale ve Nahirney,
2009; Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2019).

2.3.5. Ito hiicreleri (Hepatik Yildiz Hiicreler)

Disse araliginda yerlesim gosteren Ito hiicreleri hepatik yildiz hiicreler ve hepatik
stellat hiicreler olarak da adlandirilmaktadirlar. Biiylime faktorleri, ekstraseliiler matriks

proteinleri ve c¢esitli sitokinlerin salgilanmasinda gorevli bu hiicreler 06zellikle
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sitoplazmalarinda bulunan yag damlaciklarinda A vitamininin depolanmasinda gérev alirlar.
Bu hiicreler A vitaminini retinil ester seklinde depolarlar (Ross ve Pawlina, 2014; Mescher,
2019). Bu hiicrelerden retinol formunda salinan A vitamini retinol baglayict proteinle
baglanarak retinaya ulasir ve gorme ile iliskili pigment olan rodopsinin olusumunu saglar
(Ross ve Pawlina, 2014). Ito hiicreleri alkolik karaciger hastaligi gibi patolojik durumlar
gelistiginde miyofibroblastlara farklilasma yetenekleriyle kollajen sentezleyerek fibrozis
gelisimine sebep olmaktadirlar (Ovale ve Nahirney, 2009; Ross ve Pawlina, 2014).

2.3.6. Karaciger Dokusu Kan Destegi

Hepatik portal ven besin agisindan zengin oksijenden yoksun kani tasiyarak
karaciger kan desteginin %75°1lik kismin1 olusturur. Hepatik portal ven tarafindan karacigere
tasinan kan sindirim kanalindan, dalak ve pankreas gibi organlardan gegtikten sonra
karacigere ulastigindan bagirsaklar tarafindan absorbe edilen toksinleri, dalaktan gelen kan
par¢alanma irlinlerini ve enteroendokrin hiicrelerin salgi {rilinlerini icermektedir.
Dolayisiyla karaciger bu kanlanma sisteminden dolay1 toksinlere ilk maruz kalan organdir
(Ovale ve Nahirney, 2009; Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2019).

Hepatik arter ise karacier kan desteginin %25’lik kismini olusturan oksijenden
zengin kan1 karacigere tasimaktadir. Hepatik arter ve portal venden karacigere ulasan vendz
ve arteriyel kan hepatosit plaklari arasinda yer alan siniizoidlerde karisarak santral venlere
iletilir. Dolayisiyla hepatositler higbir zaman tam oksijenli kana maruz kalmaz. Santral
venler birleserek sublobiiler veniillere agilir. Sublobiiler venlerden gelen kan da hepatik
venlere aktarilarak vena kava inferiora bosalir (Ovale ve Nahirney, 2009; Ross ve Pawlina,
2014; Mescher, 2019). Karacigerde kan akim yonii periferden merkeze dogru gergeklesir.
Dolayistyla karisik kan oncelikle periferdeki hiicrelere ardindan da santral ven ¢evresindeki
hiicrelere ulasir. Bu durum santral venin ¢evresindeki hiicrelerin daha diisiik oranda besin ve
oksijen igeren kana maruz kalmasina sebep olur. Bu yiizden santral ven c¢evresindeki
hiicreler daha ¢ok karacigerin glikojen metabolizmasi ve detoksifikasyon fonksiyonundan
sorumluyken, periferdeki hiicreler g¢ogunlukla protein sentezi gibi fonksiyonlarindan

sorumludur (Ross ve Pawlina, 2014).
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2.4. Karaciger Dokusunun Fizyolojisi

Karaciger dokusu kendisine 6zgii histolojik yapisi ve damarlanma 6zelligi sayesinde
endokrin, ekzokrin ve metabolik olmak iizere viicut i¢in olduk¢a Onemli islevleri yerine
getirmektedir (Mescher, 2019). Karaciger dokusu safra olusumu ve salgilanmasi, besin ve
vitamin metabolizmas1 (glikoz, aminoasitler, lipitler, yagda ve suda ¢dzlinen vitaminler),
toksin, steroid ve bazi hormonlar gibi ¢esitli bilesiklerin etkisiz hale getirilmesi, plazma
proteinlerinin sentezi ve sahip oldugu Kupffer hiicreleri sayesinde bagisikliktaki gorevlerini
igeren cesitli iglevlere sahiptir.

Karacigerin ekzokrin islevlerinden en onemlisi duedonumda yaglarin hidrolizi ve
emilimi igin gerekli safranin {iretimidir (Ross ve Pawlina 2014; Mescher, 2019). Safra,
emilim Ozelligine ek olarak yagda ¢oziilebilen atiklarin viicuttan atilminda da rol
oynamaktadir (Barrett ve ark, 2018; Mescher, 2019). Safra kanallar1 araciligiyla karaciger
parankiminden duktus hepatikusa agilan safra icerigi duktus sistikus araciligiyla safra
kesesine tasinir. Burada yogunlastirilmis hale getirilen safra duktus kommunis araciligiyla
duedonuma aktarilir (Ross ve Pawlina, 2014).

Plazma proteinlerinin biiyiik cogunlugu da karacigerde sentezlenmektedir. Karaciger
tarafindan sentezlenen plazma proteinleri; albiimin, fibrinojen ve globiilinlerdir. Plazma
proteinlerinden en onemlisi olan albiimin plazma kolloid ozmotik basmncini koruyarak
plazma ve doku sivisi arasindaki dengeden sorumludur. Fibrinojen kanin pihtilagma
mekanizmasinda rol oynar. Globiilinlerden ise non-immun alfa globiilin ve beta globiilinler
plazmanin kolloid ozmotik basincini dengelerler ve tasiyici protein olarak da gorev alirlar
(Ross ve Pawlina, 2014). Biiyiik plazma proteinlerinden sadece immunglobulinler karaciger
tarafindan sentezlenmezler (Barrett ve ark, 2018). Plazma proteinleri sentezine ek olarak
karaciger esansiyel olmayan aminoasitlerin sentezinden de sorumludur (Ross ve Pawlina,
2014).

Karaciger aminoasitlerin glikoza doniisiim siireci olan glikoneogenez araciligiyla
glikozun glikojen formuna doniisiimii sonucu elde edilen glikojenin glikolitik yollarla
parcalanmasinda da rol almaktadir (Ross ve Pawlina, 2014; Mescher, 2019).

Glikoz metabolizmasinin yani sira karaciger lipid metabolizmasinda da 6nemli role
sahiptir. Karacigere ulasan yag asitleri hepatositler tarafindan oksidasyona ugratilarak enerji
metabolizmasinda kullanilir. Ayrica g¢esitli organlarca yakit olarak kullanilan keton

cisimcikleri de yine karaciger tarafindan iretilmektedir. Karaciger lipid metabolizmasiyla
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iligkili olarak safra tuzlarmin sekillenmesinden ve kolesteroliin alimi1 ve sentezinden de
sorumludur (Ross ve Pawlina, 2014).

Proteinlerin ve niikleik asitlerin yikimiyla agiga ¢ikan amonyum iyonlar1 karacigerde
iire yapiminda kullanilmaktadir. Karacigerde iiretilen iire karaciger hiicreleri tarafindan
difiizyon araciligiyla viicut sivilarina aktarilarak bobreklerden atilir (Ross ve Pawlina, 2014;
Hall, 2017).

Aynm1 zamanda karaciger kan yoluyla karacigere ulasan ilaclar ve toksinleri
detoksifiye etme Ozelligine sahiptir. Bu amagla kan yoluyla gelen yabanci maddelerin
Kupffer hiicrelerince yakalanip fagosite edilmesiyle gelisen fiziksel saldirt ilerleyen
evrelerde biyokimyasal olarak devam eder (Barrett ve ark, 2018). Hidrofilik &zellikte
olmadiklar1 i¢in bobrekler tarafindan atilamayan bu maddeler Faz I ve Faz II olarak ayrilan
detoksifikasyon mekanizmasi ile karaciger tarafindan ¢6ziinebilir hale getirilir. Oksidasyon,
hidroksilasyon ve karboksilasyonu igeren Faz 1 asamasi hepatositlerin graniilsiiz
endoplazmik retikulumunda ve mitokondriyonlarinda sitokrom p 450 proteinleri araciligiyla
gerceklesir. Faz II asamasinda suda c¢oziniirligi arttirilan {iriin bobrekler tarafindan
atilabilir hale getirilir (Ross ve Pawlina, 2014).

Karaciger glikojen, trigliserit, A vitamini ve diger yagda ¢Oziinen vitaminlerin
depolanmasinda da gorevlidir. Demir metabolizmasi ve tasimimindan sorumlu proteinler
transferrin, haptoglobin ve hemopeksin gibi proteinler de karaciger tarafindan sentezlenir
(Ross ve Pawlina, 2014).

Karacigerin sahip oldugu endokrin benzeri fonksiyonlari ise dolasimdaki D
vitaminini  25-hidroksikolekalsiferole ~ donistiirmek,  tiroid  bezinin  salgiladigi
tetraiyodotironin (T4) hormonunu triiyodotironine (T3)’e doniistiirmek, pitiiiter bez
tarafindan salgilanan biliylime hormonunu (GH) {irettigi biiylime hormonu serbestlestirici
hormon (GHRH) tarafindan modifiye etmektir (Ross ve Pawlina, 2014).

Tiim bu fonksiyonlarina ek olarak karaciger yaslanmis eritrositlerin ortadan

kaldirilmasinda da rol almaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).
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2.5. Doxorubisin

2.5.1. Doxorubisinin Kimyasal Yapisi

Tetrasiklin bir halka ve bu halkaya glikozidik bag ile bagli daunomizin sekeri iceren
kimyasal yapiya sahiptir (Sekil 9) (Frederick ve ark, 1990).

FE=H Daunomisin i? ; 4.5 —tk,
TN

F=0OH Doxorubisin /

Sekil 9. Doxorubisinin kimyasal yapis1 (Frederick ve ark, 1990).

2.5.2. Doxorubisinin Tarihcesi

Glinlimiizde cesitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan antarasiklin grubuna ait
antineoplastik bir antibiyotik olan DOX’un kesfi 1950°li yillarda antikanser bilesiklerinin
mikroorganizmalardan elde edilmeye ¢alisilmasiyla ger¢eklesmistir (Brockmann ve Bauer,
1950; Ettlinger ve ark, 1959). 1963 yilinda Streptomyces peucetius bakterisinin mutant bir
susundan izole edilen ilk antrasiklin daunomisin olarak isimlendirilmistir. Daunomisinin
giiclii sitotoksik etkilerinin oldugu, viriisleri inhibe edebildigi, Ehrlich asit tiimdrleri ve solid
tiimorlerde etkili oldugu, akut myeloblastik ve lenfoblastik losemilerin tedavisinde de
kullanilabilecegi ve hayvanlarda tedavi edici olarak kullanildiginda hayatta kalma oranini
arttirdigi gézlemlenmistir (Di Marco ve ark, 1964; Bernard ve ark, 1969). Daunomisinin
akut myeloblastik ve lenfoblastik 16semilerin tedavisinde de kullanilabilecegi gosterilmistir.
Ancak ciddi aplazi, immunodepresyon ve ciddi kardiyotoksisite durumlart daunomisinin
kullanimini sinirlandirmistir. 1969 yilinda Streptomyces peucetius susundan daunomisinden

daha etkili oldugu ortaya koyulan adriamisin isimli antibiyotik Arcamone ve ekibi tarafindan
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izole edildi. Adriamisin molekiiliiniin daunomisin molekiiliinden kimyasal yap1 olarak fakl1
adriamisinin 14. karbonunda hidroksil grubunun bulunmasidir (Aubel-Sadron ve Londos-
Gagliardi, 1984) (Sekil 8). Daha sonralar1 DOX olarak adlandirilan adriamisin giintimiizde
de bu adla kullanilmaya devam edilmektedir. DOX’un daunomisinden daha az toksik olusu
ve daha genis bir timor tiplerine karsi aktif olusu DOX’un klinikte daunomisinin yerine
gegcmesine sebep olmustur (Arcamone, 1981). 1969 yilindaki kesfinden bu yana DOX meme
kanseri, 6zefageal kanserler, ¢cocukluk donemi solid tiimorleri, osteosarkomalar, yumusak
doku sarkomalarinda ve ¢esitli tiimorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Di Marco ve ark,
1969; Arcamone, 1981; Bonadonna ve ark, 1998; Minotti ve ark, 2004; Granados-Principal
ve ark, 2010; Hong ve ark, 2016; Damiani ve ark, 2017; Li ve ark, 2018). Giiniimiizde DOX
Gida ve Ilag idaresi tarafindan (Food and Drug Administration) onaylanmis kemoterapik
ilaglarin en giicliilerinden biri kabul edilmektedir (Carvalho ve ark, 2009). Ancak DOX’un
cesitli kanser tiirlerindeki yaygin kullanimina ragmen cesitli dokularda sahip oldugu toksik
etkilerinden dolay1 kullanimi sinirlanmaktadir (Steinherz ve ark, 1991; Bagchi ve ark, 1995;
Bulucu ve ark, 2008; Pugazhendhi ve ark, 2018).

2.5.3. Doxorubisin Farmakinetigi

DOX gastrointestinal sistem tarafindan absorbe edilemediginden ve asit ortamda
stabil olmamasindan dolay:1 parenteral olarak uygulanmaktadir (BB cancer agency). Doku
hasar1 yapict Ozelligi ise intramuskiiler ve subkutan kullanimina izin vermemektedir
(Muggia ve Green, 1991; Hideg ve Kalai, 2007). Uygulandiktan sonra DOX hizla
parcalanarak doksorubisinol ve daunorubisinol olusur ve kalp, karaciger, dalak gibi
dokularda birikir (Lipshultz ve ark, 2006). Plazmadan 5-10 kat daha yiiksek
konsantrasyonlara ulasir (Robert ve Gianni, 1993). Yiiksek oranda dokuya baglanma fakat
yavas saliiim ozelligindedir. Metabolizasyonu karacigerde hizli gerceklesmesine ragmen
viicutta kalis siiresi ve etki siiresi olduk¢a uzundur. Doxorubisin biiyiik olarnda safra ile
uzaklastirilir. Fizyolojik pH’da pozitif yiiklii olmalari ve planar (orto pozisyonuna bagl klor
atomu igermeyen) yapida olmalar1 sayesinde DNA’nin sarmal yapisi arasina girebilme

ozelligindedir (Pizzo ve Poplack, 2006).
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2.5.4. Doxorubisin Etki Mekanizmasi

Kompleks bir yapiya sahip olan DOX, DNA ile etkilesime girebilme ve bu etkilesim
sonucu ¢esitli makromolekiillerin sentezini inhibe edebilme 6zeligine sahiptir (Fornari ve
ark, 1994; Thorn ve ark, 2011; Carter ve ark, 2012). DOX-DNA cectkilesiminde DOX’a
maruz kalan hiicrelerde hiicre dongiisiinde DNA sentezinin oldugu S fazinda DOX, DNA
baz ciftleri arasina girerek DNA’nin iki ipliginin birbirinden ayrilmasini tetikler ve DNA ¢ift
sarmal yapisinda bozulmaya yol agar (Airoldi ve ark, 2014) (Sekil 10).
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Sekil 10. Doxorubisin-DNA etkilesimi (Agudelo ve ark, 2014).

Bunun yani sira DOX, DNA replikasyonu ve transkripsiyonda énemli fonksiyonlara
sahip bir enzim olan topoizomeraz II enzimini inhibe edebilme 6zelligindedir (Nitiss, 2009;
Airoldi ve ark, 2014). Bu inhibisyon DNA ipliklerinin bir araya gelmesini engelleyerek
DNA replikasyonunu durdurur (Fornari ve ark, 1994; Airoldi ve ark, 2014). Ayrica DOX
oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumunu da indiikleyebilmektedir (Kwok ve
Richardson, 2003; Canzoneri ve Oyelere, 2008; Cappetta ve ark, 2017).
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2.5.5. Doxorubisin ve Karaciger Hasar

Karaciger detoksifikasyon gibi 6nemli islevlerinden dolay1 organizma igin hayati bir
organ Ozelligi tagimaktadir. DOX tedavisi esnasinda da karaciger DOX’un yiiksek
konsantrasyonunu biinyesine alarak onu biriktirir ve karaciger mikrozomal enzimleri ve
sitoplazmik rediiktaz tarafindan DOX’u metabolize eder. (Camaggi ve ark, 1988; Santos ve
ark, 2002; Kalender ve ark, 2005; Lal ve ark, 2010). Ancak DOX’un yiiksek
konsantrasyonlarina maruz kalan karaciger durumu tolere edemeyerek toksisite olusumuyla
ciddi oranda hasar gormektedir. Karaciger dokusunun DOX uygulamasindan en ¢ok
etkilenen organlardan birisi oldugu bilinmektedir (Greupink ve ark, 2006). DOX ile
muamele edilen hastalarin % 40’inda karaciger hasar1 gozlenmektedir (Wang ve ark, 2015).
Karaciger hasar1 durumunda karaciger dokusu hepatositlerin hiicre dongiisiine yeniden
girmesini saglayarak rejenerasyona sebep olmaktadir. Ancak karaciger tarafindan alinan
DOX hiicrelerin kendilerini yenileme mekanizmasin1 engelleyerek hiicre dongiisiinii
durdurabilir ve hepatotoksisitenin ilerlemesine sebep olabilir (Airoldi ve ark, 2014).
DOX’un hepatositler lizerindeki bu etkisinin yaninda hepatotoksisite olusumunda en 6énemli

faktor reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artis1 olarak gortilmektedir.

2.5.5.1. Doxorubisin ve Oksidatif Stres

DOX iligkili toksisitede en kabul edilebilir hipotez ROS artis1 olarak goriilmektedir
(Kwok ve Richardson, 2003; Canzoneri ve Oyelere, 2008; Ferreira ve ark, 2008; Wang ve
ark, 2015; Cappetta ve ark, 2017; Jacevic ve ark, 2017; Barakat ve ark, 2018). DOX, sahip
oldugu kinon ve hidrokinon kisimlar1 sayesinde elektron yakalama 6zelligindedir. Bu 6zellik
DOX’un sitokrom p-450 araciligiyla elektronunu kaybederek semikinon forma doniismesine
sebep olur. Bu doniisiim sirasinda DOX’un sahip oldugu oksijen molekiiliinden eksilen
elektron sebebiyle bir siiperoksit radikali olusur. Superoksit radikali organizma igin
potansiyel bir zararli etkiye sahip degildir. Ancak superoksit radikalleri siiperoksit dismutaz
tarafindan Fenton ya da Haber-Weiss reaksiyonuyla hidrojen peroksite (H,0)
donistiirtildiigiinde olusan H,O,’den katalaz aktivitesiyle toksik hidrojen radikali iiretilebilir
(Conklin, 2005) (Sekil 11). DOX sadece bu yolla degil demir varliginda ferro formundan
(Fe*?) direk glutatyon rediiktaz araciligiyla ferrik forma (Fe*™®) doniiserek ROS iiretiminde
rol oynamaktadir (Varga ve ark, 2015). Her iki yolla da olusan ROS {iretimi oksidatif stres
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stirecini, DNA hasarini, mitokonriyal hasari, lipid peroksidasyonunu tetikler ve nekrozis ve

apoptozise sebep olabilir (Koleini ve Kardami, 2017).
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Sekil 11. Doxorubisin ve oksidatif stres (Shabalala ve ark, 2017).

2.5.5.2. Doxorubisin ve Mitokondriyal Hasar

Mitokondri hiicrenin stres ve hasar sartlarinda hiicrelerin 6liim ya da hayatta
kalmasimi diizenleyici role sahiptir. DOX’un elektronik tasima zincirinin (ETC) yikimiyla
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna sebep oldugu bilinmektedir (Bartlett ve ark, 2017).
Mitokondriyal biyo enerji mekanizmasindaki bozulmanin ilag toksisitesinin gelisiminde
onemli rol oynadigr tanimlanmistir. Dahast DOX’un mitokondriyal etkisi ince yapisinda
degisiklikler ve oksidatif kapasitede degisiklikler seklinde goriilmektedir. Dahast DOX
plazmada oldugu gibi nukleusta ve mitokondride de birikme egilimindedir (Tokarska-

Schlattner ve ark, 2006).
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2.5.5.3. Doxorubisin ve Apoptoz

Apoptoz, hiicresel yaralanma ve inflamasyon olmaksizin, genler tarafindan
diizenlenen, riboniikleik asit (RNA), enerjiye ihtiya¢ duyan, organizmanin homeostazini
stirdiiriilmesini saglayan, programli hiicre 6lim seklidir (Arola ve ark, 2000; Beere ve ark,
2000; Lin ve ark, 2014). ilk olarak 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan fizyolojik
hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir (Kerr ve ark, 1972). Kesfinden itibaren uzun yillar
boyunca embriyonik gelisimin temel mekanizmasinda rol aldigir disiiniilen apoptoz,
gelisimini tamamlamis hayvan hiicrelerinde de tanimlanmasiyla ilgi ¢ekici hale gelerek
apoptoz mekanizmasi iizerine caligsmalarin baslamasini saglamistir. Apoptoz siirecinde
hiicrede biiziismeler meydan gelerek hiicre hacminin yaklasik % 30’u kaybedilir, ¢cekirdekte
kromatin yogunlasir ve parcalanan DNA hiicre membraniyla cevrelenerek apoptotik
cisimcikler olusur. Olusan bu apoptotik cisimcikler fagositoz aracilifiyla uzaklastirilir
(Cummings ve ark, 1997).

Apoptoz indiiksiyonu kaspaz enzimlerinin aktivasyonunu gerektiren mekanizma
tizerinden gerceklesmektedir. Hiicre i¢i yolak ve hiicre disi1 yolak olarak adlandirilan 2 yol
kaspaz enzimlerini aktifleyerek apoptoza neden olmaktadir (Green ve Kroemer, 1998) (Sekil
12).
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Sekil 12. Apoptoz mekanizmasi (Fox ve MacFarlane, 2016).
21



Hiicre dis1 yolakta Fas ligandi (FasL), Timor nekroz faktor-alfa (TNF-o), Timor
nekroz faktor iligkili apoptozis indiikleyen ligand (TRAIL) gibi olim ligandlar
reseptorlerine baglanarak kaspaz-8’in aktiflesmesine neden olur. Aktiflesen caspase-8 de
caspase-3 ‘ii aktive ederek hiicre dliimiinii gerceklestirir. intrensek yolak ise mitokndriyal
sitokrom ¢ salinimi aracilifiyla gerceklesen yolaktir. Ozellikle besin eksikligi, sitotoksik
kemoteropotik ajanlarla indiiklenen hasar ve radyasyon gibi etkenler aracilifiyla intrinsik
apoptotik yolak tetiklenmektedir (Sarosiek ve ark, 2017). Bu siire¢ Bcl-2 ailesinin iiyesi olan
ti¢ grup protein tarafindan gerg¢eklesmektedir. Bunlardan birinci grup Bel-2, Bel-XL, Mcl-1’1
iceren antiapoptotik iiyeleri, ikinci grup Bax ve Bak’1i igeren proapoptotik proteinleri,
tiglincii grup ise Bad, Nix, BNip3 gibi BH3 proteinlerini igermektedir. BH 3 proteinlerinin
aktive edilmesi sitozolden mitokondri dis zarina Bax/Bak translokasyonunu arttirir. Bu
durum mitokondrinin dis zarinin gegirgenligini arttirarak sitokrom c gibi proteinlerin zarlar
aras1 araliktan sitoplazmaya salinimina sebep olur. Sitozolde artan sitokrom c caspase 9 ‘u
aktive eder. Caspase-9 procaspase-3 ‘U aktif caspase- 3’e doniistiirerek hiicre Oliimiinii
gerceklestirir (Sekil 12) (Li ve ark, 1997).

Doxorubisinin énemli sitotoksik mekanizmalaridan biri de ROS artigina bagli olarak
apoptoz siirecini tetiklemesidir. Doxorubisinin apoptoz siirecinde hangi yolak {iizerinden
hiicre oliimiinii tetikledigi lizerine aragtirmalara devam edilmekle birlikte normal ve tiimor
hiicrelerinde bu siirecin farkli yolaklar iizerinden gelistigi goriilmektedir (Wang ve ark,
2004). Doxorubisinin sebep oldugu toksisite iizerine yapilan c¢alismalarda DOX
uygulamasinin Bax ekspresyonunu arttirarak ve Bcl-2 ekspreseyonu azalatarak apoptozun
intrinsik yolagi tizerinden hiicre 6liimiinii tetikleyebildigi gosterilmistir (Nagai ve ark, 2015;
Edlich ve Martinou, 2016). Apoptoz ile ilgili yapilan ¢alismalar Bax/Bcl-2 oraninin da

dogrudan hiicrenin apoptoz oranini yansitabilecegini gostermistir (Liu ve ark, 2017).

2.6. Mezenkimal Kok Hiicreler

2.6.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kesfi

1961 yilinda hematopoetik kok hiicrelerin kesfinden kisa bir siire sonra fare kemik
iligi stromasi baska bir dokuya nakledildiginde hiicre popiilasyonunda kemik hiicrelerine
dontigebilme 6zelliginde hiicrelerin varligi dikkat c¢ekmistir (Till ve McCulloch, 1961;

Friendenstein ve ark, 1966). Bu hiicrelerin varligi kemik iliginde hematopoetik hiicreler
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disinda bagka bir hiicre grubunun da bulundugunu gostermis ve yapilan incelemeler sonucu
kemik iliginde gozlenen bu hiicre tipinin fibroblast onciisii hiicreler olabilecegi fikri ortaya
atilmistir (Friendenstein ve ark, 1970). Bu fakli hiicre tipinin kesfinden kisa bir siire sonra
bu hiicrelerin islevsel ve fenotipik oOzellikleri incelenmeye baslanmistir (Owen ve
Friedenstein, 1988). Yapilan ¢alismalarda bu hiicre tipinin plastik yiizeylere yapisabilme
ozelliginde oldugu ve in vitro ortamda ¢ogaltilabilecegi gosterilmistir (Piersma ve ark, 1985;
Owen ve Friedenstein 1988). 1999 yilinda Pittinger ve ekibi tarafindan bu hiicreler in vitro
ortamda osteoblastlar, adipositler ve kondrosite farklilastirilmiglaridir (Pittenger ve ark,
1999). Farkl: hiicre serilerine faklilagabilmeleri (multipotensi) ve in vitro ortamda ¢ogalarak
kendini yenilemeleri gibi 6zelliklerinde dolayr mezenkimal kok hiicreler (MKH) olarak
adlandirmaktadirlar (Caplan, 1991; Prockop, 1997; Morikawa ve ark, 2009). MKH’lerin
kesfi hematopoetik hiicrelerden sonra olsa da MKH’ler embriyoda bir¢ok hematopoetik
dokudan hematopoetik kok hiicre olusturulmadan elde edilebilmektedirler (Campagnoli ve
ark, 2001; Mendes, 2005).

2.6.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklar:

Viicutta farkli kaynaklara sahip MKH’ler kemik iliginden, adipoz dokudan, plasental
dokudan, umblikal korddan, kan dokusundan, amniyotik sividan, periosteumdan,
intervertebral disklerden, dental pulpadan, karacigerden, dalaktan ve daha birgok farkli
dokudan izole edilebilirler (Nakahara ve ark, 1991; Gronthos ve ark, 2000; Campagnoli ve
ark, 2001; Zuk ve ark, 2001; In’t Anker ve ark, 2003; Zhang ve ark, 2003; Wang ve ark,
2004; Krampera ve ark, 2007; Risbud ve ark, 2007). Ancak kemik iligi MKH’lerin en
zengin kaynaklarindan birisidir. Farkli kaynaklardan izole edilen MKH’lerin biiylime,
cogalma ve farklilasma 6zellikleri, genetik yapilari, sitokin, kemokin gibi farkli kimyasallari
salgilama Ozellikleri ve fenotipik karakteristikleri farkliliklar gostermektedir (Wagner ve
ark, 2005; Friedman ve ark, 2007). Ornegin kemik iliginde izole edilen MKH’ler yag
hiicrelerinden izole edilen MKH’lere gore daha fazla kikirdak hiicrelerine faklilagma
yetenegine sahiptirler (Huang ve ark, 2005). Yas ile birlikte insanlardaki MKH’lerin
sayisinda diisiis gozlenmektedir. Ornegin yeni doganin kemik iliginde MKH oran1 1/1000
iken 50 yasindaki bir bireyde 1/400.00, 80 yasindaki bir bireyde ise 1/2.000.000 oranina
kadar diisebilmektedir (Caplan, 1994). Klinikte MKH kaynagi olarak genellikle iliak kemik
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ve sternum tercih edilirken hayvan caligmalarinda uzun kemiklerin metafizleri tercih

edilmektedir (Can, 2014).

2.6.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Ozellikleri

Multipotent kok hiicreler olan MKH’ler sahip olduklar1 farklilasma yetenegi
sayesinde mezoderm, endoderm ve ektoderm kokenli hiicrelere farklilasabilme
ozelligindedirler. Yapilan ¢aligmalar MKH’lerin uygun biiyiime faktorleri iceren kiiltiirlerde
endotel hiicreleri, kardiyomisetler, hepatositler, noron benzeri hiicreler, astrositler, kas,
kikirdak, kemik hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve yag hiicreleri gibi cok sayida hiicre
cesitlerine farklilasabildiklerini gostermistir (Sanchez-Ramos ve ark, 2000; Oswald ve ark,
2004; Phinney ve Isakova, 2005; Phinney ve Prockop, 2007; Arthur ve ark, 2008; Chen ve
ark, 2009; Li ve ark, 2010; Gupta ve ark, 2011, Harris ve ark, 2011).

Dokularda olduk¢a diisiik orana sahip olan MKH’ler sahip olduklari ylizey
belirtegleri sayesinde diger hiicrelerden ayrilarak tanimlanmaktadirlar. Bu amagla yapilan
akim sitometrik analizde kolondan gecen hiicreler arasinda daha onceden belirlenmis hiicre
yiizey belirtecine sahip hiicrelerin orani belirlenir. Uluslararasi hiicresel tedavi dernegi
(International Society for Cellular Therapy, ISCT) 2008 yilinda CD 73, CD 90, CD 105
molekiillerine bu hiicreler i¢in temel belirtecler olarak tanimlamistir. Buna gore kemik iligi
kaynakli MKH belirtegleri CD 73, CD 90 ve CD 105 olup endotel ve hematopoetik
belirtegler olan CD31, CD 34 ve CD 45 belirteglerinden yoksundurlar (Deans ve Moseley,
2000; Dominici ve ark, 2006; Chamberlain ve ark, 2007). Yapilan ¢alismalar da kemik iligi
kaynakli MKH’ler i¢in CD 105, CD 73, CD 29 ve CD 90 yiizey belirte¢lerini pozitif kabul
ederken CD 45, CD 34, CD 14 ya da CD 11 b, CD 79 a ve CD 19 yiizey belirteglerini
negatif kabul etmistir (de Ugarte ve ark, 2003; Dominici ve ark, 2006; Kassis ve ark, 2006;
Schaffler ve Biichler, 2007). Aranilan hiicre yiizey belirtecine sahip hiicre orant % 85’in
tizerinde olanlar kuvvetli pozitif kabul edilmektedir (Can, 2014).

Calismalar MKH’lerin immun sitem tarafindan taninmadigini ve immun yanitlar
engelleyici etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Niemeyer ve ark, 2004; Chamberlain ve
ark, 2007; Noél ve ark, 2007). Tam olarak immun sistem iizerindeki mekanizmasi
bilenemese de yapilan ¢alismalar MKH’lerin major histokompatibilite kompleks II (MHC
I1) proteinlerini bulundurmadiklarini ya da ¢ok az oranda bulundurduklarin1 ve MKH’lerin T

hiicreleri, dendritik hiicreler ve B hiicrelerinin fonksiyonlarin1 diizenleyerek immun sistemi
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baskilayici 6zellige sahip oldugunu gostermektedir (Majumdar ve ark, 2003; Gotherstrom ve
ark, 2004; Aggarwal ve Pittenger, 2005; Beyth ve ark, 2005; Jiang ve ark, 2005; Corcione ve
ark, 2006). Bu hiicrelerin immiin sistem iizerinde sahip oldugu bu 6zellikler MKH’lerin
alicida red tepkimesine yol agmadan ¢esitli tedavilerde kullaniminin 6niinii agmaktadir.

Ayrica yapilan ¢calismalarda MKH’lerin viicuda verildiginde hedef bolgeye yoneldigi
gosterilmistir (Devine ve ark, 2003; Riister ve ark, 2006; Segers ve ark, 2006). Ozellikle
inflamasyon durumunda inflamasyon bdlgesinde gozlenen inflamatuar kemokin
konsantrasyonundaki artis MKH’lerin bu boélgeye gogiinii tetiklemektedir (Forte ve ark,
2006; Ozaki ve ark, 2007; Salem ve Thiemermann, 2010). MKH’lerin tasidiklar1 bir¢cok
kemokin ve hiicre digt matriks reseptorleri bu hiicrelerin hasar bdlgesine yonelmesini
saglamaktadir (Riister ve ark, 2006; Segers ve ark, 2006; Myers ve ark, 2010).

Uygulama sonras1 hedef bolgeye ulasan MKH’ler burada onarimi saglayici sinyalleri
olusturmaktadir (Myers ve ark, 2010). MKH’ler kollajen, fibronektin, laminin, proteoglikan
gibi birka¢ hiicre dis1 matriks proteinlerini, sitokinleri ve g¢esitli biiylime faktorlerini
salgilarlar (Parekkadan ve ark, 2007). MKH’lerin tedavi edici amagl kullanimini saglayan
en onemli 6zellik salgiladiklar1 bu etken maddeler sayesinde ¢evre dokularda olusturdugu
parakrin etkilerdir (Manuguerra-Gagne ve ark, 2013). MKH’lerin bu etkilerinin
revaskulasyonu uyarma ve hiicresel proliferasyon siirecini hizlandirma gibi gesitli siiregler
tizerinden iyilestirici etkilere sahip oldugu hayvan ¢aligmalarinda gosterilmistir (Gnecchi ve
ark, 2005; Tang ve ark, 2005; da Silva Meirelles ve ark, 2008; Liu ve ark, 2015).

2.6.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karaciger Hasarina Etkileri

In vitro ortamda hizli cogalabilme, cesitli hiicre hatlarma farklilagabilme ve birgok
dokudan kolaylikla izole edilebilme ve Onemlisi immun sistemi baskilayict 6zellikteki
MKH’lerin parakrin etkilerinin de ortaya ¢ikmasiyla birlikte gesitli hastalik modellerindeki
etkileri son zamanlarin yaygin arastirmalarini olusturmaktadir. MKH’lerin miyokardiyal
enfarktiis, norolojik hastaliklar, diyabetik nefropati, osteogenezis imperfekta gibi gesitli
hastaliklarda iyilestirici etkileri gosterilmistir (Horwitz ve ark, 2002; Ortiz ve ark, 2003;
Kunter ve ark, 2006; Lee ve ark, 2006; Minguell ve Erices, 2006; Ringdén ve ark, 2006;
Ortiz ve ark, 2007; Guhathakurtave ark, 2009). Bununla birlikte ¢esitli kaynaklardan izole
edilen MKH’lerin karaciger hasarmin tedavisindeki etkinligi de arastirilmaya devam

edilmektedir.
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MKH’ler ozellikle sahip olduklar1 farklilasma yetenekleri ve parakrin etkiler
sayesinde hem hayvan c¢alisamalarinda hem de klinik uygulamalarda karaciger
hastaliklarinin tedavisinde iyilesme siirecini tetikleyebilmektedir (Banas ve ark, 2009;
Parekkadan ve ark, 2007). Hasarli karaciger dokularina uygulandiginda endovaskuler
yaklasim aracilifiyla karaciger dokusuna goc¢ edebilmekte, hepatosilere farklilasabilmekte
ve hepatositlerle kaynasarak karaciger dokusunun onarimi ve rejenerasyonunda onemli
kaynak olusturabilmektedir. Ayrica hepatosit biiyiime faktorii (HGF), epidermal biiyiime
faktor, interlokin-6 (IL-6), Tnf-a gibi sitokinler araciligiyla karacigerin fonksiyonunu ve
cesitli semptomlar iyilestirebilmekte ve hayatta kalma oranini arttirabilmektedir (Banas ve
ark, 2009; Parekkadan ve ark, 2007; Sun ve ark, 2014; Liu ve ark, 2015; Leuning ve ark,
2018). Ayni sekilde MKH uygulamasinin hepatosit apoptozisine karsi karacigeri korudugu
ve karaciger rejenerasyonunu arttirdigi ve karaciger fibrozisinde iyilestirici etkiye sahip

oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Kanazawa ve ark, 2011; Pan ve ark, 2011).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlar

Sican kemik iliginden izole edilen MKH’lerin DOX uygulamas1 sonrasi karaciger
dokusuna etkisini arastirmak amaciyla, 200 + 40 gram agirliginda yaklasik 8-10 haftalik 29
adet Wistar albino cinsi erkek si¢an kullanildi. Adnan Menderes Universitesi Etik kurulunca
onaylanan (64583101.2017.129) c¢alismamizda siganlar Kobay firmasindan (Ankara,
Tiirkiye) temin edildi. Siganlara adaptasyon siirecinde ve deney siirecince optimum sartlar
saglanan (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, 21+1°C sicaklik ve % 45-65 nem) Adnan
Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda bakildi. Siganlarin sigan yemi ve
¢esme suyuna sinirsiz erigimleri saglandi. Rastgele secilen 5 sigan kemik iliginden MKH
eldesinde kullanilmak iizere ayr1 bir kafese alindi. Kalan si¢anlar her grupta 8 adet olmak
lizere rastgele 3 gruba ayrildi. 1. grup kontrol (K) grubunu, 2. grup Doxorubisin (DOX)
grubunu ve 3. grup da Doxorubisin ve Mezenkimal kok hiicre (DOX+MKH) grubunu

olusturdu.

3.2. Kemik 1ligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Eldesi ve Hiicre Kiiltiirii

islemleri

Siganlardan kemik iligi kaynakli MKH’lerin elde edilmesi amaciyla 5 adet Wistar
albino cinsi erkek sican kullanildi. Ketamin 50 mg/kg (Ketasol %10, Richter Pharma Ag,
Avusturya) ve 5 mg/kg ksilazin (Xylazinbio % 2, Bioveta, Cek Cumbhuriyeti) i¢eren
anestezik karigimin intraperitonel olarak verilmesinin ardindan siganlar anestezi edildi. Steril
kosullar altinda ¢ikarilan femur ve tibia kemikleri etrafindaki kas ve bag dokularindan
temizlenerek fosfat tampon soliisyonu (PBS, pH: 7.2, P4417, Sigma-Aldrich) igeren falkon
tipler igerisine alindi. Orta kisimlarindan pens yardimiyla tutulan kemiklerin iki ucu
makasla kesildi. iki ucundan kesilen kemikler 5 ml minimum temel medyum (MEM, 11095-
080, Gibco) igeren tiiplere alindi. Insiilin enjektdrii yardimiyla MEM kanaldan akitilarak
kemik iligi igeriginin tiipe alinmas1 saglandi. Kemik iligi igerigi i¢eren tiipler 1100 rpm’de 5

dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan siipernatan atilarak pellet {izerine
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yeniden MEM eklendi ve tekrar santrifiij yapildi. Ardindan pellet tizerine %89 MEM, %10
Fetal bovin serum (FBS, 10270-106, Thermo Fisher Scientific) ve % 1 penisilin-
streptomisin (15140-122, Gibco) igeren tam besiyeri eklenerek pipetaj yapildi. Pipetaj
isleminin ardindan elde edilen homojenat T 75 flasklara (SCF-11-250, BioSorfa) dagitilarak
hiicrelerin kiiltiir ortamina ekimi gergeklestirildi. Flasklar, hiicrelerin biiylimeleri i¢in uygun
sartlar iceren 37°C sicaklik ve % 5 CO; oranina sahip inkiibatdre kaldirildi. Hiicreler invert
mikroskop (Oxion Inverso Range, Euromex, Hollanda) ile incelenerek gerekli zamanlarda
besiyeri degisiklikleri yapildi. Pasajlama islemi i¢in % 80 - % 90 dagilima sahip hiicreler iki
kez PBS ile yikandi. Ardindan % 0,05 tripsin-etilendiamin tetraasetik asit (EDTA,
25300054, Thermo Fisher Scientific) ile muamele edilen hiicreler 37°C’de 2 dakika inkiibe
edilerek kaldirildi. Uygulanan tripsin-EDTA’nin yaklagik 5 kati tam besiyeri tripsini
baskilamak amaciyla hiicreler iizerine eklendi. Elde edilen homojenatlar falkonlara alindi ve
1100 rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij isleminin ardindan pellet iizerine
13 ml tam besiyeri eklenip flasklara aktarilarak pasajlama tamamlandi. 3. pasajin sonunda
kiiltiir ortam1 igerisindeki canli ve Olii hiicre miktarim1 belirlemek amaciyla hiicre
stispansiiyonu ve % 0,4 tripan mavisi (T8154, Sigma-Aldrich) 1:1 (v:v) oraninda karistirildi.
Elde edilen homojenattan 10 pl Neubauer lamina alinarak lam igerisindeki hiicreler 1s1k
mikroskobunda sayildi. Hiicre sayim isleminde Neubauer laminda dort biiyiik kare icerisinde
seffaf gbzlenen canli hiicre sayisinin ortalamasi alindi. Elde edilen say1 diliisyon orani ve
sabit 10* sayisiyla carpilarak 1 ml’deki canli hiicre sayisi elde edildi. Sayim isleminin
ardindan si¢an kemik iliginden izole edilen hiicreler dondurma medyumu (%80 MEM, %10
dimetil siilfoksit (DMSO, C6164, Sigma-Aldrich), %1 FBS) iceren dondurma tiiplerine
aktarilild1 ve sigcanlara transfer islemine kadar -196°C’lik s1v1 nitrojen iceren azot tanklarinda

saklandi.

3.3. Akim Sitometrik Analiz

MKH’lerin yiizey isaretcilerinin ekspresyonunu analiz etmek amaciyla CD 11 b
(554982, BD Pharmingen), CD 29 (555005, BD Pharmingen), CD 45 (551402, BD
Pharmingen) ve CD 90 (557266, BD Pharmingen) antikorlari akim sitometri analizinde
kullanildi. Bu amagla 3. pasajin sonunda sivi azotta Saklanan hiicreler su banyosunda
(37°C°de) ¢ozdiiriildii. Falkon tiiplere aktarilan hiicreler 1100 rpm’de 5 dakika +4°C’de
santrifiij edildi. Ardindan yikama islemi amaciyla pellet {izerine PBS (AM9624, Thermo
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Fisher Scientific) eklenerek yeniden santifiij yapildi. Santrifiij isleminin ardindan elde edilen
pellet % 3’liikk Bovin Serum Albumin (BSA, B14, Thermo Fisher Scientific) iceren PBS
icerisinde ¢ozdiiriildii. Ependorflara ayrilan homojenatlar tizerine CD90, CD29, CD45 ve
CD11b antikorlar1 (1 ug/ml olacak sekilde) eklendi. Antikorlarla muamele edilen hiicreler
karanlik ortamda, oda sicakliginda, 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin ardindan
1100 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Pellet tizerine 200 pl PBS eklenerek hazirlanan
hiicre siispansiyonu akim sitometri cihazinda (Navios 3L10C, Beckman Coulter, Amerika)
okutuldu ve Kaluza flow sitometri analiz programiyla (Kaluza 1.3, Beckman Coulter,

Amerika) analiz edildi.

3.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kirmizi Floresan Protein ile isaretlenmesi

Kemik iliginden izole edilen MKH’lerin karaciger dokusuna ulasip ulagmadiklarini
belirlemek amaciyla hiicreler floresan mikroskopta goriintilenmek i¢in kirmizi floresan
protein kit (Mini 26 Red Flourescent Cell Linker Kits for General Cell Membrane Labelling,
PKH 26, Sigma-Aldrich) ile isaretlendi. Bu amagla kok hiicrelerin siganlara
transplantasyonundan hemen once yeniden sayimlar1 yapilmis hiicreler tam besiyeri ile 2 kez
yikandi ve santrifiij edildi. Pellet lizerine serum igermeyen MEM’den (11095-080, Gibco)
aktarilarak santrifiij yapildi. Stipernatanin tamamina yakini ¢ekildi ve pellet siispanse edildi.
Hiicre siispansiyonu iizerine kit igerisinde bulunan diluent c’den 1 ml eklendi. Ayri bir
ependorf igerisine kit igerisinde bulunan 1 ml diluent ¢ ve 4 pul boya eklenerek karistirildi.
Boya karisimi diluent ¢ igeren hiicre siispansiyonu iizerine eklenerek 5 dakika oda
sicakliginda ve karanlik ortamda bekletildi. Ardindan 2 ml FBS karisim tizerine eklenerek 1
dakika bekletildi ve santrifiij edildi. Siipernatantin atilmasinin ardindan elde edilen pellet 2
kez MEM (11095-080, Gibco) ile yikandi. K6k hiicre uygulamas: yapilacak her bir sigan
icin 2x10° hiicre olacak sekilde MEM icerisinde ¢oziilen hiicreler sicanlara verilmek iizere
soguk zincir iizerinde Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari’na

transfer edildi.
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3.5. Karaciger Hasarimin Olusturulmasi1 ve Mezenkimal Kok hiicrelerin Sicanlara

Verilmesi

Karaciger hasar1 ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan ancak toksik
etkilerinden dolayr kullanimini sinirlandiran bir kemoteropik ila¢ olan DOX araciligiyla
olusturuldu. Bu amagla DOX grubu ve DOX+MKH grubundaki sicanlara 20 mg/kg olacak
sekilde serum fizyolojik icerisinde ¢oziilen Doxorubisin (Kogak Farma, Tekirdag, Tiirkiye)
intraperitonel olarak verildi. Kontrol grubuna (K) ise sadece serum fizyolojik intraperitonel
olarak uygulandi. fla¢ uygulamasimin 96. saatinde DOX+MKH grubundaki siganlara MEM
icerisinde ¢oziilen 2x10° kemik iligi kaynakli MKH kuyruk veninden sar1 broniil (24G,
Plusneo, Izmir, Tiirkiye) yardimiyla verildi. DOX grubuna ise sadece MEM kuyruk
veninden sar1 broniil yardimiyla verildi. MKH uygulamasindan 48 saat sonra 50 mg/kg
ketamin (Ketasol %10, Richter Pharma Ag, Avusturya) ve 5 mg/kg ksilazin (Xylazinbio %2,
Bioveta, Cek Cumhuriyeti) karistminin intraperitonel olarak verilmesinin ardindan batin
acildi. Kalp dokusundan kan alinarak karaciger 6rnekleri morfolojik ve biyokimyasal olarak
incelenmek amaciyla ¢ikarildi. Siganlarin viicut agirliklart deney baslangic ve sonunda
Olciilerek viicut agirliklarindaki degisimin yiizdesi hesaplandi. Deney sonunda karaciger

agirliklan Slgtilerek rolatif karaciger agirliklar: hesaplandi.

3.6. Kirnizi Floresan Protein ile isaretlenen Mezenkimal Kok Hiicrelerin Floresan

Mikroskopta Incelenmesi

Sicanlardan alinan karaciger dokular1 sivi azot igerisinde dondurulduktan sonra
MKH’lerin si¢an karacigerine gidip gitmedigini gézlemlemek amaciyla kriyostat (CM1510,
Leica, Almanya) cihazinda 10 um’lik dondurulmus kesitler alindi. Dokularin iizerine,
yiizeylerini oOrtecek sekilde metanol (24229, Sigma-Aldrich) damlatilarak 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Lam yiizeyinden metanol cekilerek dokular PBS (AM9624, Thermo
Fisher Scientific) ile 3 kez yikandi. PBS igerisinde 1/1000 olacak sekilde hazirlanan DAPI
(4’ ,6-diamino-2-pheylindole, D21490, Thermo Fisher Scientific) dokularin iizerini 6rtecek
sekilde damlatilarak 5 dakika karanlikta hiicre g¢ekirdeklerinin boyanmasi i¢in bekletildi.
Ardindan dokular PBS ile 2 kez yikandi. Yikama isleminin ardindan lamlar kapatma
medyumu ile (5259, Bright Slide, istanbul, Tiirkiye) kapatilarak karanlik ortamda floresan

mikroskopta incelemeye gotiiriildii. Red floresan protein ile boyanmis MKH’ler ve DAPI ile
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boyanmis hiicre c¢ekirdekleri immunfloresan mikroskopta (BX51, Olympus, Tokyo,
Japonya) incelenerek DP 70 kamera (Olympus, Tokyo, Japonya) ile fotograflandi.

3.7. Isik Mikroskobik Inceleme

Isik mikroskobik inceleme amaciyla siganlardan alinan karaciger dokular1 % 10’luk
formalin (15512, Sigma-Aldrich) ile 48 saat fikse edildi. Formalini uzaklastirmak amaciyla
dokular su ile yikand1 ve otomatik doku takip cihazinda (TP1020, Leica, Gemany) rutin
takip yontemleri kullanilarak tabloda belirtilen sekilde takip edildi (Tablo 1). Parafin
icerisine gomiilen karaciger dokularindan mikrotomla (RM2235, Leica, Gemany) 5 um’lik
kesitler alinarak 1s1k mikroskobik incelemeler i¢in hematoksilen-eozin (Harris hematoksilen,
1.09253, Merck, Eosin G, 1.02439 Merck, H-E) ile boyandi. Apoptotik hiicrelerin
belirlenmesi amaciyla parafin bloklardan alinan kesitler TUNEL Apoptoz kiti (ApopTag
Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, 2470976, Millipore) ile boyandi.

Tablo 1. Karaciger dokulari takip asamalari

Uygulanan islem Kullanilan Kimyasal Siire
Tespit %10’luk Formalin 48 saat
Yikama Cesme suyu 12 saat
Dehidrasyon Alkol (% 50°1ik) 60 dakika
Dehidrasyon Alkol (% 70°1ik) 60 dakika
Dehidrasyon Alkol (% 80°1ik) 60 dakika
Dehidrasyon Alkol (% 90°1ik) 90 dakika
Dehidrasyon Alkol (% 100’lLik) 60 dakika
Seffaflastirma Alkol (% 100’lLik) 60 dakika
Seffaflagtirma Ksilol 60 dakika
Seffaflastirma Ksilol 90 dakika
Emdirme Parafin 60 dakika
Emdirme Parafin 90 dakika
Kapatma
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3.7.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Y 6ntemi

Parafin bloklardan lam f{izerine alinan 5 um kalimligindaki kesitler deparafinizasyon
islemi i¢in bir gece etiivde bekletildikten sonra ksilol (1330-20-07, Sigma-Aldrich)
uygulanarak parafini uzaklastirildi. Dokular azalan alkol (920.026, Isolab) serilerinden
gegirilerek distile su ile yikandi. Sirastyla “Harris hematoksilen (1.09253, Merck)” ve “eozin
G (1.02439, Merck)” boyalariyla boyanan dokular artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilole
batirilan dokular entellan (1.07961, Merck) damlatilarak kapatildi. H-E boyama asamalari
asagidaki ¢izelgede verildi (Tablo 2). Hematoksilen-cozin ile boyanan doku ornekleri
Olympus marka BX51 TF model (Tokyo, Japonya) 1sik mikroskobunda incelendi ve DP72
kamera (Olympus, Tokyo, Japonya) ile fotograflandi.

Tablo 2. Hematoksilen-Eozin boyama asamalari

Islem Siire
Etiiv (60°C) 1 gece
Ksilol 10 dakika (x 2)
Alkol (% 100°lik) 2 dakika
Alkol (% 96°1ik) 2 dakika
Alkol (% 90°1ik) 2 dakika
Alkol (% 80°1ik) 2 dakika
Alkol (% 70°1ik) 2 dakika
Distile Su 5 dakika
Harris Hematoksilen 5 dakika
Akarsu 5 dakika
Eozin 5 dakika
Alkol (% 70°1ik) 2 dakika
Alkol (% 80°1ik) 2 dakika
Alkol (% 96°11k) 2 dakika
Alkol (% 100°1ik) 2 dakika
Ksilol 5 dakika (x 2)

Entellan ile kapatma
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3.7.2. Hepatik Hasar Skorunun Olusturulmasi

Tiim siganlardan alinan karaciger doku orneklerinin H-E ile boyamasi sonrasi elde

edilen preparatlar gruplar bakimindan korlestirildi. Her bir karaciger dokusundan segilen 4

farkli alanm iki histolog tarafindan bagimsiz olarak degerlendirilmesiyle Jacevic ve

arkadaglarinin ¢aligmalarinda olusturdugu hepatik hasar skoru (HDS) kullanilarak 1sik

mikroskobik go6zlemler nicel verilere dondstirildii (Jacevic ve ark, 2017). HDS

hesaplanmasinda kullanilan kriterler asagidaki tabloda verildi (Tablo 3).

Tablo 3. Hepatik hasar skoru (HDS) (Jacevic ve ark, 2017).

Hepatik Yapisal Yapisal
Hasar Hasarin Degisiklikler
Skoru Siddeti
0 Normal Normal histolojik yap1
histolojik yap1
1 Hafif Hiicre i¢i odem ve normal ¢ekirdegi olan kiigiik
yapisal hepatosit gruplari
degisiklikler Kan damarlarinin hafif dilatasyonu
Polimorfoniikleer hiicrelerin perivaskiiler goriiniimii.
2 Orta Hepatositlerin = mikronodiiler vakuolizasyonu ve
derecede normal ¢ekirdekler.
yapisal Siniizoidal bosluklarda fokal ©6dem, hiperemi ve
hasar kanama.
Polimorfoniikleer hiicrelerin perivaskiiler birikimi.
3 Giigli Hepatositlerin makronodiiler vakuolizasyonu ve
Fokal piknotik ¢ekirdekler.
hasar Polimorfoniikleer hiicrelerin fokal doku birikimi.
4 Giigli Hepatositlerin sentrolobiiler nekrozu
yaygin Polimorfoniikleer hiicrelerin yaygin perivaskiiler ve
hasar doku birikimi.
5 Masif nekrotik Masif nekrotik alanlar.

alanlar
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3.7.3. TUNEL Yontemi

Parafin bloklardan polilizinli lamlara alinan 5 um kalinligindaki karaciger kesitleri
apoptotik hiicrelerin varligin1 saptanmasi amaciyla TUNEL yontemiyle boyand1 (ApopTag
Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit, 2470976, Millipore) (Tablo 4).

Tablo 4. TUNEL boyama yontemi asamalari

Islem Siire
Etiiv (60°C) 1 gece
Ksilol 5 dakika (x 3)
Alkol (% 100°liik, % 96’11k, % 80°lik, % 701k ) 3 dakika
PBS 5 dakika
Proteinaz K (20 mikrog/ml) 15 dakika
dH,0 2 dakika (x 2)
%?3’lik H,0O; 5 dakika
PBS 5 dakika (x 2)
Dengeleme tamponu 6 dakika
Tdt Enzim soliisyonu (37°C) 1 saat
Yikama tamponu 10 dakika
PBS 1 dakika (x 3)
Antidigoksigenin konjugat 30 dakika
PBS 2 dakika (x 4)
DAB 5-10 dakika
PBS 3 dakika
Hematoksilen (Harris) 1-5 dakika
Akarsu 5 dakika
Alkol (% 70°1ik) 2 dakika
Alkol (% 80°1ik) 2 dakika
Alkol (% 96°11k) 2 dakika
Alkol (% 100’liik) 2 dakika

Ksilol

Entellan ile kapatma

5 dakika (x 2)
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Bu amagla alinan kesitler bir gece etiivde 60°C sicaklikta deparafinize edildi. Kalan
parafini dokulardan tamamen uzaklastirmak amaciyla preparatlar ksilolden gegirildi.
Ardindan preparatlar sirasiyla % 100’lik, % 96°lik, % 80’lik, % 70’lik alkol serilerinde
bekletildi. PBS ile yikama isleminin ardindan etrafi siirlayici hidrofilik kalem (PAP pen)
ile ¢izilen dokular {izerine Proteinaz K (20 mikrog/ml) damlatilarak oda sicakliginda 15
dakika bekletildi. PBS ile yikama igseleminin ardindan endojen peroksijaz blokaji amaciyla
PBS ile dilue edilen %3’liik H,O, preparatlar iizerine damlatilarak bekletildi. Ardindan
dengeleme soliisyonunda bekletilen dokular Tdt enzim soliisyonunda 1 saat 37°C’de nemli
ortamda bekletildi. Yikama soliisyonuyla 10 dakika yikanan dokular PBS’ten gecirilip
antidigoksigenin konjugatta 30 dakika bekletildi. PBS ile yikanan dokular 3,3’-diamino
benzidin (DAB) ile muamelenin ardindan zit boyamayla boyandi. Isik mikroskobunda 20°1lik
biiylitmede rastgele se¢ilmis alanlarda apoptotik hiicrelerin dagilim oranina gére apoptotik
indeks skorlamasi yapilarak elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildi. Apoptotik

indeks skorlamasi (TUNEL pozitivite skoru) Tablo 5 ‘te verildi.

Tablo 5. Apoptotik indeks skorlamasi

Apoptotik Hiicre Orani (%) Apoptotik Indeks Skoru
(TUNEL Pozitivite Skoru)

Yok 0

%S5’ten daha az 1

Orta derece (%5-%25) 2

Ciddi (%25’ten fazla) 3

3.8. Karaciger Dokusunun Elektron Mikroskobik Takip Yontemi

Elektron mikroskobik inceleme amaciyla alinan karaciger dokusuna ait ornekler,
“Millonig fosfat tampon” kullanilarak hazirlanan % 5’lik gluteraldehit soliisyonu (104239,
Merck) igerisine alindi. 1 saat gluteraldehit soliisyonu igerisinde bekletilen dokular 1
mm?*’likk pargalara ayrildi. Trimlenen karaciger pargalari yeniden gluteraldehit soliisyonu
igerisine aktarilarak 3 saat daha fikse edildi. Millionig fosfat tamponu kullanilarak yikanan doku
pargalar1 elektron mikroskobunun ikinci tespit maddesi olan %1°lik osmiyum tetraoksit (191110,
Electrone Microscopy Science) ile 2 saat tespit edildi. Millonig fosfat tamponuyla yikama
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isleminin ardindan doku pargalar1 artan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. 20 ml
araldit CY 212 (R1040, Agar Scientific), 20 ml sertlestirici (Dodosenil Suksinik Anhidrit,
DDSA, R1053, Agar Scientific), 0.6 ml hizlandiric1 (Benzil Dimetil Amin, BDMA, R1062,
Agar Scientific) ve 1 ml plastiklestirici (Dibiitil Fitalat, R1071, Agar Scientific) karistirilarak
rezin soliisyonu hazirlandi. Dehidrasyon isleminin ardindan propilen oksitle (807027.1000,
Merck) muamale edilen dokular propilen oksit ve rezinden olusan karisim igerisinde 1 gece
rotatorda karistirildi. Ardindan doku pargalar1 polietilen kapsiiller (00 size, Agar Scientific)
kullanilarak taze olarak hazirlanmis rezine gomiildii. 60° C’de 48 saat bekletilen doku 6rnekleri
sertleserek gomme islemi tamamlandi. Elde edilen bloklardan ultramikrotom (Reichert Ultracut
S, Leica) ile yari ince kesitler alindi1 ve toluidin mavisiyle boyandi. Isik mikroskobunda (BH2,
Olympus) incelenen yar1 ince kesitler degerlendirilerek ince kesit igin isaretlendi. Rezin
bloklardan ultramikrotom ile 50 nm (0,05 pm) kalinhiginda ince kesitler alinarak, elde edilen
kesitler bakir gridlere aktarildi. Gridler tizerindeki kesitler uranil asetat ve kursun sitrat boyalari
ile boyanarak Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) (Japonya) ile incelendi ve fotograflandi.
Elektron mikroskobu takip asamalari asagidaki tabloda verildi (Tablo 6).

Tablo 6. Elektron mikroskobik takip yontemi

Islem Uygulama Sicakhg1 Siire
Gluteraldehit +4°C 4 saat
Millonig fosfat tampon +4°C 2x10 dakika
Ozmik asit +4°C 2 saat
Millonig fosfat tampon +4°C 2x10 dakika
Alkol (% 50°lik, % 70°lik, % 86’lik) +4°C 15 dakika
Alkol (% 96°1k) +4°C 15 dakika
Alkol (% 100liik) +4°C 2x15 dakika
Alkol (% 100°lLik) Oda sicaklig 15 dakika
Propilen oksit Oda sicakligi 2x15 dakika
Karigim (Propilen oksit + Rezin) Oda sicakligi 2x30 dakika
Emdirme (Rezin) Oda sicakligi 1 gece
Gomme (Rezin) 60°C 48 saat
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3.9. Serum Orneklerinin Biyokimyasal Analizi

Anestezi isleminin ardindan abdominal aortadan toplanan kan 6rnekleri biyokimya
tiiplerine aktarildi. Tiiplerin 15 dakika 4100 rpm’de santrifiij isleminin ardindan ayrilan
serum Orneklerinde alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)

seviyeleri dl¢iildii.

3.10. Karaciger Doku Orneklerinin Biyokimyasal Analizi

Sicanlardan alinan karaciger doku Orneklerinde homojenizasyon isleminin ardindan
malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), glutatyon (GSH) ve siiperoksit dismutaz (SOD)

biyokimyasal analizleri gerceklestirildi.

3.10.1. Karaciger Dokularinin Homojenizasyonu

Biyokimyasal analizlerde kullanilmak iizere alinan 0,5 g agirliginda karaciger doku
ornekleri distile suyla hafif¢e yikandi ve kurulandi. Ardindan dokular iizerine 5 ml % 10’luk
150 mM PBS (pH 7. 4) soliisyonundan eklenerek homojenizatérde (IKA Yellowline
Overhead Stirrer, Almanya) 2000 devirde 1 dakika homojenizasyon yapildi. (Tablo 7).
Homojenizasyon isleminin ardindan elde edilen homojenatlar 12000 rpm’de +4°C’de 10
dakika santrifiij (Hettich Zentrifugen, Mikro 200 R, Almanya) edildi. Santfifiij sonrasi
stipernatan kisimlar1 ependorflara alinarak total protein miktar tayini, MDA, SOD, CAT,
GSH analizlerinde kullanilmak iizere -80°C’de (NU 9668E, Nuaire, Japonya) stoklandi.

3.10.2. Total Protein Miktarmin Ol¢iimii

Total protein miktarinin 6l¢iimii malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ve glutatyon (GSH) analizlerinin hesaplanmasinda kullanilan bir
parametredir. Orneklerin total protein miktar1 total protein biyokimyasal kiti kullanilarak
(A2300, Archem diagnostic Ind. Co. Tiirkiye) yapildi. Bu amagla her bir ependorf igerisine

total protein kiti igerisinde bulunan soliisyondan 1 ml koyuldu. Spektrofotometrede korii
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olusturacak ependorf igerisine 10 pl distile su, standardi olusturacak ependorf igerisine 10 pl
standart ve numune igerecek ependorf igerisine 10 pl 6rnek koyularak vortekslendi. 10
dakikalik 27-30°C’de inkiibasyon isleminin ardindan quartz kiivetlere (Hellma Analytics, 10
mm) alinarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601, Kyoto, Japonya) 546 nm dalga
boyunda okutuldu. [(Ornegin absorbansi /standartin absorbansi) x Standart konsantrasyon) x

10] formiilii kullanilarak total protein miktar1 g/l olarak hesaplandi.

3.10.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Analizi

Stiperoksit dismutaz aktivitesi ksantin ve ksantin oksidaz araciligiyla meydana
getirilen siiperoksit radikallerinin “nitroblue tetrazolium” ile birlestiginde aciga ¢ikan
kirmiz1 formazon boyasinin optik yogunlugunun okunmasi temeline dayanan analiz Sun ve
arkadaslarinin yontemi ile Ol¢iildi (Sun ve ark, 1988). Bu amagla vortekslenen
stipernatanlardan 0.5 ml’lik ependorflar igerisine aktarilarak, sirasiyla 250 ul etanol
(111727, Merck) ve 150 ul kloroform (24216, Sigma-Aldrich) iizerine eklendi ve
karigtirildi. Ardindan 1200 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi. 5 mI’lik cam tiipler
igerisine tabloda belirtildigi sekilde hazirlanan reaktif karigimindan 1225 pl, 6rnekten 250 ul
eklendi (Tablo 7). Kor igin 6rnek yerine ayni miktarda distile su koyuldu. Vorteks igleminin
ardindan karisima 25 ul ksantin oksidaz (x1875-25UN, Sigma- Aldrich) enzimi eklenerek
25°C’de 20 dakika siireyle inkiibasyonu gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda
karisim tizerine 0,5 ml bakir kloriir (CuCl,, 222011, Sigma-Aldrich) ilave edilerek
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601, Kyoto, Japonya) 560 nm dalga boyunda okutuldu.
Elde edilen verilerden yapilan hesaplamalar sonucu SOD degerleri U/mg doku protein

olarak verildi.

3.10.4. Katalaz (CAT) Analizi

Spektrofotometerede 240 nm dalga boyunda okutuldugunda hidrojen peroksidin
(H2,0,) suya doniisiimii esnasinda absorbansindaki disiisiin 6lgiilmesine dayanan analiz
Aebi’nin yontemine gore yapilarak katalaz aktivitesi Olgiildii (Aebi, 1984). Bu amagla
tabloda belirtilen sekilde hazirlanan 2,95 ml fosfat tamponu ve 50 pl 6rnek igeren quartz

kiivet (Hellma Analytics, 10 mm) igerisine H,O, (H1009, Sigma-Aldrich) eklenerek
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spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601, Kyoto, Japonya) 240 nm dalga boyunda H,O,’de
gerceklesen yikim 1 dakika siireyle 15 saniyede bir kaydedildi (Tablo 8). Katalaz akivitesi

k/mg doku protein olarak verildi.

3.10.5. Glutatyon (GSH) Analizi

Indiiklenmis glutatyon olarak da bilinen GSH’m ortamda bulunan 5,5'-ditiyobis, 2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ve siilthidril gruplu bilesikler tarafindan indirgenmesine dayanan
analiz Tietze ve arkadaslarinin ydéntemine gore yapildi (Tietze ve ark, 1969). Ornek igerecek
tipe 100 pl ornekten koyularak iizerlerine 0,9 ml distile su ve 1,5 ml tabloda belirtilen
sekilde hazirlanan presipitasyon soliisyonu eklendi (Tablo 8). Korii olusturacak tiipe 1 ml
dH,0 ve 1,5 ml presipitasyon soliisyonu eklendi. Vorteks isleminin ardindan karigim cam
tiiplere siizlildii. 1 ml siiziintii igerisine 4 ml fosfat tampon ve 0,5 ml DTNB (S4641, Sigma-
Aldrich) eklendi. Vorteks isleminin ardindan spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda
okutuldu ve GSH aktivitesi mg/kg doku olarak verildi.

3.10.6. Malondialdehit (MDA) Analizi

pH degerinin 3 ya da 4 oldugu aerobik ortamda 95°C’de homojenatin tiobarbitiirik
asit (TBA) ile etkilesimi sonucu agiga c¢ikan pembe rengin yogunlugunun
spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda Ol¢limiine dayanan analiz Ohakawa ve
arkadaslarmin metoduna gore yapildi (Ohakawa ve ark, 1979). 300 ul 6rnek iizerine 600 pl
tabloda belirtilen sekilde hazirlanan stok ¢ozeltisi eklenerek karistirildi (Tablo 7). Ardindan
karisim beg alevi iizerinde 20 dakika kaynatildi. Buzlu suda sogutularak 10 dakika 3000
rpm’de santrifiij edildi ve spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okutuldu. MDA
konsantrasyonu absorbans katsayis1 (e=1.56x10°/M/cm) ile hesaplanarak nmol/mg doku

protein seklinde verildi.
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Tablo 7. Biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasallar ve soliisyonlar

Analiz Soliisyon Icerik
A soliisyonu: 21,29 g Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,,
255793 Sigma-Aldrich), 8,76 g Sodyum kloriir (NaCl, S7653,
Sigma-Aldrich) ve 1 L dH,0
B Soliisyonu: 20,41 g Potasyum fosfat monobazik (KH,POy,
Homojenizasyon 150 mM PBS 04243, Sigma-Aldrich) ile 8,75 g NaCl (S7653, Sigma-Aldrich)
soliisyonu ve 1L dH,O

A soliisyonuna B

aktarilarak 150 mM PBS soliisyonu hazirlandi.

soliisyonundan pH: 7.4 olana kadar

SOD analizi Ksantin stok 0,0036 g Xanthine % 99-100 (X0626, Sigma-Aldrich), 0,8 ml
¢ozeltisi (10x) 0,1 N sodyum hidroksit (NaOH, 06203, Sigma-Aldrich) ve 7,2
ml dH,0
SOD analizi EDTA Soliisyonu 0,01245 g EDTA (E5134, Sigma-Aldrich) ve 50 ml dH,O
Nitrotetrazolium 0,0061 g NBT (N6876, Sigma-Aldrich) ve 50 ml dH,0
SOD analizi blue chloride (NBT)
soliisyonu
80 ml Ksantin stok ¢ozeltisi (1x), 40 ml EDTA soliisyonu, 40
SOD analizi Reaktif karisimi ml NBT soliisyonu, 24 ml Sodyum karbonat (Na,COs, S7795,
Sigma-Aldrich) ve 12 ml BSA ( A7906, Sigma-Aldrich)
7,26 g Sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,.2H,0, 7163, Sigma-
Aldrich) ile 3,52 g Potasyum fosfat monobazik (KH,PQ,,
CAT analizi Fosfat tamponu 04243, Sigma-Aldrich) ve 1 L dH,0
Hidroklorik asit (HCIL, 100317, Merck) ile pH ayarland: (pH:
7.0).
1,67 g Glasiyal metafosforik asit (K42930746, Merck), 0,2 g
T Presipitasyon EDTA (E5134, Sigma-Aldrich) ve 30 g NaCl (59625, Sigma-
soliisyonu Aldrich)
o 42,59 g Na,HPO, (59763, Sigma-Aldrich) ve 1 L dH,O
GSH analizi Fosfat tamponu
3,35 ml HCI (7647, Carloerba), 0,74 g tiobarbiturikasit (TBA,
MDA analizi Stok cozeltisi T550, Sigma-Aldrich), 30 g trikloroasetikasit (TCA, S7242,

Sigma-Aldrich) ve 200 ml dH,0
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3.11. Western Blot Yontemi

Sicanlardan alinan karaciger dokularindan izole edilen protein ornekleri jelde SDS-
PAGE (Sodyumdodesilsiilfat-Poliakrilamid Gel) elektroforez yontemiyle molekiiler
agirliklarina gore ayrildi. Elektroforez isleminin ardindan jel polivinilidin difluorid (PVDF)
membrana transfer edilerek Bax (SC-7480, Santa Cruz) ve Bcl-2 (SC-7382, Santa Cruz)
primer antikorlariyla muamale edildi. Boylelikle karaciger dokularindaki bu proteinlerin

kalitatif ve kantitatif olarak analizi yapildu.

3.11.1. Protein izolasyonu ve Protein Miktar Tayini

Sicanlardan alinan 0,1 g karaciger doku ornekleri {izerine tabloda belirtilen sekilde
hazirlanan Ripa liziz tamponundan 0,5 ml eklenerek Ultra-Turnax T8 (IKA-Werke)
homojenizator ile karaciger dokularinin homojenizasyonu gergeklestirildi (Tablo 8). Elde
edilen homejenat +4°C’de 13200 rpm’de 50 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminin
ardindan siipernatanlar ependorflara alinarak protein izolasyonu tamamlandi.

Protein izolasyonun ardindan 6rneklere BCA protein analizi (BCA protein assay Kkit,
23225, Thermo Fisher Scientific) yapilarak total protein konsantrasyonlari belirlendi. Bu
amagla kit icerisinde bulunan BSA standart olarak kullanildi. Ependorflar igerisine BSA nin
2000 pg/ml- 0 pg/ml araliginda distile suyla seyreltilmesiyle hazirlanan standartlar 20 pl
96’1 plak kuyucuklarina eklendi. Distile suyla 1:50 oraninda seyreltilen protein
orneklerinden 20’ser pl kuyucuklara koyuldu. Proteinlerin izolasyonu ripa tamponuyla
gerceklestirildiginden kor olarak kullanilmak tizere 20 ul ripa tampon kuyucuklara aktarildi.
Standartlar, protein ornekleri ve kor iki tekrarli olarak kuyucuklara koyuldu. BCA protein
assay kit icerisinde bulunan 50:1 oraninda A soliisyonu ve B soliisyonu karistirilarak
standart, protein drnekleri ve kor iceren kuyucuklarin iizerine 200 pl eklendi ve 37°C’de 30
dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan 96°I1 plak spektrofotometrede
(NanoDrop 2000 Spektrofotometre, Thermo Fisher Scientific) 562 nm dalga boyunda
okutuldu. Elde edilen absorbans degerleriyle olusturulan R? grafiginden edinilen standart
egri yardimiyla orneklerin konsantrasyonlari hesaplandi. Protein miktar tayini yapildiktan
sonra her 6rnek 100 ug protein igerek sekilde hesaplanarak protein miktarlar tiim 6rneklerde

esitlendi.
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Tablo 8. Western blot analizinde kullanilan tamponlarin ve soliisyonlarin igerikleri

Tampon ve Soliisyonlar

Icerik

Ripa Buffer
(20ml)

10ml 5M Tris-HCI (A1379, Applichem), 3ml 5M NaCl (13423,
Sigma-Aldrich), 0,59 Sodyum deoksikolat (D6750, Sigma- Aldrich),
0,5ml 0,5 M EDTA (E5134, Sigma-Aldrich), 0,1g SDS (SDS001,
Bioshop), 1ml %10 nonidet P40 substitute (NP40) (74385, Sigma-
Aldrich)

Homojenizasyondan hemen 6nce 10ml Ripa karisimi igerisine 100
mikrolitre 100mM sodyum ortovanadat (NasVO,) (450243, Sigma-
Aldrich) ve yarim tablet proteaz inhibitor kokteyl (sc-29131, Santa Cruz)

eklenir.

Towbin Transfer Buffer

3.03 g Tris-base (A1379, Applichem), 14,4 g Glycin (sc29096,
Santa Cruz), 5 ml %10°luk SDS (SDS001, Bioshop),

(aL) dH,0 (pH: 8,1-8,5). Blotlama isleminden 6nce %20 metanol
(106009, Merck) ilave edildi.
10X TBS 30,2 g Tris-base (A1379, Applichem), 43,8 g NaCl (13423, Sigma-
(aL) Aldrich), 932 mg potasyum kloriir (KCl, 12636, Sigma-Aldrich), dH,0

1X TBS-t (1L)

100 ml 10X TBS, 900 ml dH,0, 1 ml Tween 20 (P7949, Sigma-
Aldrich)

10X Running Buffer
(1L

30 g Tris-base (A1379, Applichem), 144 g Glycin (sc-29096B,
Chemcruz ), 15 g SDS (SDS001, Bioshop), dH-0 (pH: 8,6)

1X Running Buffer (1L)

100 ml 10X Runnig Buffer, 900 ml dH,0 (pH: 8,6)

Upper Buffer (500ml)

30,5 g Tris-base (A1379, Applichem), 20 ml %10’luk SDS
(SDS001, Bioshop), 30 ml HCI (6N), dH,0 (pH: 6,7)

Lower Buffer (500ml)

91 g Tris-base (A1379, Applichem), 20 ml %10°luk SDS (SDS001,
Bioshop), 14 ml HCI (6N) (100317, Merck), dH,0 (pH: 8,8)

6X Loading Dye (10ml)

3,75 ml 1M Tris-HCI (A1379, Applichem, 100317, Merck) (pH:
6,8), 5 ml Gliserol (sc-29095 chemcruz)+H,O (4:1), 1 g SDS (SDS001,
Bioshop), 900 ul Merkaptoetanol (M3148, Sigma-Aldrich), % 0,06
Bromfenol blue (B8026, Sigma- Aldrich), dH,0
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3.11.2. Poliakrilamid jelin (SDS-PAGE) hazirlanmasi ve proteinlerin jele yiiklenmesi

SDS-PAGE teknigi ile proteinlerin jelde yiiriitiilmesi i¢in hazirlanan % 8’lik alt jel
(aywricr jel, separating jel) elektroforez standindaki iki cam arasina mikropipet araciligiyla
aktarildi. Alt jelin yiizeyinin bozulmamasi ve iist jelle diizgiin bir katman olusturabilmesi
icin lizerine izopropanol eklenerek polimerlesmek iizere oda sicakliginda bekletildi.
Polimerlesen alt jelin iizerindeki izopropanol uzaklastirilarak iizerine asagidaki tabloda
belirtilen sekilde hazirlanan %3’liik st jel (yiikleme jeli, stacking jel) aktarildi. Proteinlerin
yiikklenecegi kuyucuklart olusturacak tarak jel iizerine yerlestirildi ve oda sicakliginda

polimerlesti.

Tablo 9. Poliakrilamid jelin (SDS-PAGE) hazirlanisi

Bilesenler Yiikleme Jeli (2x) Ayiriel jel (2x)

%3 %8

Distile su 3,15 mi 4,55 ml

Upper Buffer 1,25 ml -

Lower Buffer - 3,8ml

%30 Akrilamid+ 0,8 bisakrilamid 0,5mi 4ml

%10 SDS 50 pl 150 pl

Gliserol - 2,5ml

TEMED 6 ul 12 pl

%40 amonyum persiilfat (APS) 12 pl 18 ul

(A9164, Sigma-Aldrich)

Ust jelinde polimerlesmesinin ardindan jelin bulundugu stand SDS-PAGE dikey
konumlu elektroforez tanki (Mini-Protean Tatra System, BIO-RAD) igerisine yerlestirildi.
Uzerine 1x running buffer eklenerek taraklar dikkatlice jelden cikarildi. Ik kuyucuga
hedeflenen proteinin tespitini diizgiin yapabilmek amaciyla 6 pl marker (PM007- 0500,
BLUeye Prestained Protein ladder, Genedirex) yiiklendi. 100 pg protein icerek sekilde
hesaplanan ornekler iizerine tabloda belirtilen sekilde hazirlanan 6x loading dye (6 pl)
eklendi ve 90°C’de 5 dakika inkiibe edildi (Tablo 8). Inkiibasyon sonunda &rnekler diger
kuyucuklara 37 ul yiiklendi. Running buffer ile dolu olan tankin kapag kapatildi. Ornekler
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iist jeli gecene kadar 90 voltta alt jele geldiginde de 120 voltta 100 dakika yiirtitildi
(Elektroforez gii¢ kaynagi, EC25090, Thermo Fisher Scientific).

3.11.3. Blotlama islemi

Proteinlerin blotlanmasinda yar1 kuru transfer (semi-dry blotting) metodu kullanildi.
12 adet blotlama kagidi 11 cm en 15 cm boya sahip olacak sekilde kesildi. Blotma
kagitlarindan 6 tanesi % 20 metanol (106009, Merck) igeren towbin transfer buffer da
1slatilarak blotlama cihazina yerlestirildi (Tablo 8). Proteinlerin transferinin gergeklesecegi
PVDF membran (162-0177, BIO-RAD, United States) 7 cm en ve 9 cm boy olacak sekilde
kesildi ve aktiflesmesi i¢in 5 dakika metanolde bekletildi. Ardindan towbin transfer buffer
ile muamele edilen PVDF membran blotlama kagitlar1 (MN 218 B, Macherey-Nagel, Diire,
Almanya) tizerine yerlestirildi. Elektroforez tankindan ¢ikartilip ayrilan jel membran {izerine
yerlestirildi. Kalan 6 adet blotlama kagidi %20 metanol i¢eren towbin transfer buffer ile
islatilarak jelin {izerine koyuldu ve transfer cihazi (Trans-Blot Turbo, BIO-RAD) igerisinde
0,4 A akim, 25 V ve 37 dakikada jel iizerindeki proteinlerin membrana transferi saglandi.

Transfer isleminin ardindan spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek amaciyla
membran iizerine % 6’lik skim milk (20 ml 1X TBS-t, 1,2 g Skim Milk (70166, Merck))
eklenerek oda sicakliginda acili calkalayici ilizerinde 1 saat calkalama islemi yapildi.
Ardindan siitii uzaklastirmak amaciyla membran iki kez yikama soliisyonu 1x TBS-t ile

yikand1 (Tablo 8).

3.11.4. Membranin Antikorlar ile Muamalesi ve Goériintiilleme

Membran {izerine aktarilan proteinler, Bax (SC-7480, Santa Cruz), Bcl-2 (SC-7382,
Santa Cruz) ve internal kontrol olarak GAPDH (60004, Proteintech) antikorlar1 ile muamale
edildi. 1 pg/ml olacak sekilde hesaplanarak % 5'lik BSA (10 ml 1X TBS-t, 0,5 g BSA (sc-
2323, ChemCruz)) ile diliie edilen antikorlar membran iizerine eklenerek +4°C” de 16 saat
orbital ¢alkalayici {izerinde inkiibe edildi. Ardindan 1x TBS-t ile yikandi. Ardindan 1:2000
oraninda % 6’lik skim milk igerisinde hazirlanan 1/2000 diliie edilmis sekonder antikor
(Anti- Mouse 1gG- HRP, sc 516102, Santa Cruz,) ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve

ardindan 1x TBS-t ile 3 kez yikandi. Protein agirliklarinin yerini goriiniir hale getirebilmek
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icin marker Western Sure Pen (C60222,LI-COR, Lincoln, USA) kalemi ile isaretlendi.
Goriintillemede kimyasal 1s1ma yontemine dayanan ECL soliisyonu kullanildi. Membran
tizerine ECL soliisyonu (1705060, BIO-RAD, United States) eklenerek karanlik ortamda 5
dakika inkiibe edildi ve Chemi DOC- ItR2 mmager (UVP) cihaz1 ile goriintiilenip
VisionWorks LS (UVP) programiyla fotograflandi. Image J programi kullanilarak elde
edilen fotograflar lizerinden bant yogunluklar1 6l¢iildii. Bax ve Bcl-2 bant yogunluklarinin
GAPDH’e oranlanmasiyla elde edilen veriler ve hiicre sag kalim gostergesi kabul edilen

Bax/Bcl-2 orani istatistiksel olarak analiz edildi.

3.12. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) program
kullanilarak yapildi. Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunluklari Shapiro-Wilk testi
ile incelendi. Normal dagilim gosteren siirekli degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler
aritmetik ortalamatstandart sapma; normal dagilim gostermeyenler i¢in ise ortanca
(minimum-maksimum) seklinde ifade edildi. Normal dagilim gosteren siirekli degiskenlerin
karsilagtirilmasi i¢in Student’s t testi, normal dagilim gostermeyenler igin ise Mann-Whitney
U ve Kruskal Wallis/Tamhane T2 testleri kullanildi. Tiim degerlendirmeler igin p<0.05
degeri anlamli kabul edildi
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarmn Viicut Agirhklarinin ve Rélatif Karaciger Agirliklarinin Olgiimii

Viicut agirliklar1 deney baslangi¢ ve deney sonunda Olgiilen sicanlarin ilk agirliklar

arasinda anlaml fark goriilmezken (p>0.05), son agirliklarinda gruplar arasinda anlamli fark

izlendi (p<0.05). Buna gore Kontrol grubuyla Kkarsilastirildiginda DOX grubu ve

DOX+MKH grubunda viicut agirliklarinda ve viicut agirliklarindaki degismin yiizdesinde

diisiis meydana geldi. Karaciger agirliklart ve son viicut agirliklarinin 6lgiilmesiyle

hesaplanan rolatif karaciger agirliklar1 arasinda gruplar arasinda anlamhi fark gozlenmedi

(p>0.05). Viicut agirliklar1 ve rolatif karaciger agirliklarina iliskin veriler Tablo 10’da

verildi.

Tablo 10. Deneysel gruplara ait sicanlarin viicut agirliklar1 ve rolatif karaciger agirliklari

Viicut Agirhg: Viicut Agirhgindaki Rolatif
Gruplar (9) Degisimin Yiizdesi Karaciger
(%) Agirhg (g)
Ik Agirhk Son Agirhk
(Ortalama+ss)  (Ortalama=ss) Medyan (25-75) (Ortalama=£ss)
Kontrol 283.25+12.62 309.25+15.53 0,075 (0.03-0.12) 3.81+£0.24
DOX 279.45+19.71 248.75+16.73* -0.011[(-0.07)-(0.16)]* 3.56+0.50
DOX+MKH 278.00+10.85 271.63+£36.68°  -0.04[(-0.15) (0.18)]° 3.94+0.64

%p<0.001; kontrol grubuna kiyasla

Pn=0.018; kontrol grubuna kiyasla

°p=0.028; kontrol grubuna kiyasla
Student’s T Test ve Mann Whitney U Testi
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4.2. Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

4.2.1. Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Mikroskobik Gériiniimii

Siganlarin femur ve tibia kemiklerinden izole edilen kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicreler kiiltiiriin ilerleyen evrelerinde invert mikroskopta incelendiginde
in vitro ortamda yiizeye yapismis, bilyiik, genislemis, igsi, fibroblast benzeri hiicreler olarak
gozlendi (Resim 1).

Resim 1. In vitro ortamda mezenkimal k&k hiicrelerin morfolojik dzellikleri. Kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler biiyiik, igsi sekilli, biiyiik, fibroblast benzeri hiicreler
olarak izlenmektedir (x10).
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4.2.2. Kemik Iligi Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Hiicre Yiizey Belirteclerini
Ekspresyonu

Kemik iligi kaynakli MKH’lerin immunofenotipik analizi amaciyla CD45, CD29,
CD90 ve CD11b hiicre yiizey belirteglerinin varligi akim sitometri analiziyle gosterildi
(Sekil 13). Kemik iligi kaynaklit MKH’lerin hematopoetik belirtecler olan CD45 (% 2) ve
CD11b’y1 (% 9) cok diisiik diizeyde eksprese ettigi, MKH stromal belirtegleri olan CD90 (%
81) ve CD29’u (% 92) ise yiiksek diizeyde eksprese ettigi goriildii (Sekil 13).
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Sekil 13. Kemik iligi kaynakli MKH’lerin akim sitometri analiziyle karakterizasyonu. izole
edilen MKH’ler CD 90 (% 81) ve CD 29 (% 92) yiizey belirteclerine pozitif ekspresyon, CD
45 (% 2) ve CD 11 b (% 9) yiizey belirteclerine ise negatif ekspresyon gosterdi.
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4.3 Kirmzi Floresan Protein ile Isaretlenmis Kemik iligi Kaynaklh Mezenkimal Kok

Hiicrelerin Floresan Mikroskop Ile Goriintiilenmesi

MKH’lerin karaciger dokusundaki varligini belirlemek amaciyla siganlara verilmeden
once kirmizi floresan protein (PKH) ile isaretlendi. Deney sonunda si¢anlardan alinarak
dondurulan karaciger dokularindan alinan kesitler 6ncelikle DAPI ile boyanarak hiicrelerin
cekirdeklerinin goriiniir olmas1 saglandi. Bu kesitler farkli filtreler kullanilarak floresan
mikroskopta incelendiginde kirmizi floresan protein ile isaretlenmis MKH’ler karaciger
dokusunda kirmizi renkte, DAPI ile boyanan karaciger dokusuna ait tiim hiicre ¢ekirdekleri
mavi renkte goriintiilendi. Gortintiiler birlestirilerek hiicrelerin ¢akistigi yerlerde kemik iligi
kaynaklit MKH’lerin varlig1 gosterildi ve sicanlara verilen kok hiicrelerin karaciger dokusuna

ulastig1 dogrulandi (Resim 2).

26+DAP|

Resim 2. Karaciger dokusunda kirmizi floresan protein (PKH 26) ile isaretlenmis
MKH’lerin floresan mikroskop goriintiisii. A: Kirmizi floresan protein ile isaretlenmis
MKH’ler (ok), B: DAPI ile boyanmis hiicre ¢ekirdekleri, C: Birlestirilmis (Merge)
goriintlisii. Oklar; karaciger dokusunda bulunan kirmizi floresan protein ile isaretlenmis

MKH g¢ekirdeklerini gostermektedir (Scala bar: 50pum).
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4.4. Histopatolojik Bulgular

4.4.1. Karaciger Kesitlerinin Hematoksilen-Eozin Boyamasi

4.4.1.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger kesitleri H-E boyamasi sonrasi 151k mikroskobunda
incelendiginde ¢ogunlukla normal yapida hepatositlerden (ok) olusan karaciger parankim
yapist gozlendi. Santral venden (sv) i1sinsal seyreden hepatosit plaklar1 diizenli yerlesim
gostermekteydi (Resim 3-5). Hepatosit plaklart arasinda diizgiin sinirlar iceren normal

yapida siniizoidler (S) ve yer yer Kuppfer hiicreleri (kuyruklu ok) izlendi.

Resim 3. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii (H-E, 20x).

pa: portal alan s: siniizoid, sv: santral ven, ok: hepatosit, kuyruklu ok: Kupffer hiicresi.
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Resim 4. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii (H-E, 40x).

s: siniizoid, sv: santral ven, ok: hepatosit, kuyruklu ok: Kupffer hiicresi.

Resim 5. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii (H-E, 60x).

s: siniizoid, sv: santral ven, ok: hepatosit.
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4.4.1.2. Doxorubisin Uygulama Grubuna Ait Bulgular

Doxorubisin uygulama grubu karaciger dokusuna ait kesitler H-E boyamasi1 sonrasi
151k mikroskobu altinda incelendiginde karaciger parankim yapisinda ciddi bozulmalar
gozlendi. Sitoplazmalarinda yaygin vakuol igerigine sahip hepatositler, hepatositlerin bir
kisminda nekrozis, hepatik plak yapilarinda bozulmalar ve belirgin siniizoidal dilatasyonlar
izlendi. Bunlara ek olarak portal alanda moniikleer hiicre infiltrasyon artis1 goriilmekteydi

(Resim 6-8).

Resim 6. Doxorubisin grubuna ait karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii (H-E,

20x). pa: portal alan, s: sintizoid, sv: santral ven.
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Resim 7. Doxorubisin grubuna ait karaciger dokusunun 11k mikroskobik goriintiisii (H-E,

40x). s: siniizoid, sv: santral ven, ok basi: nekrotik hiicreler, yildiz: vakuolizasyon.

Resim 8. Doxorubisin grubuna ait karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik goriintiisii (H-E,

60x). s: siniizoid, ok basi: nekrotik hiicreler, yildiz: vakuolizasyon.
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4.4.1.3. Doxorubisin +Mezenkimal Kok Hiicre Grubuna Ait Bulgular

Doxorubisin uygulamasi sonrasi MKH verilen gruba ait karaciger kesitleri H-E
boyamasi sonrast 1sitk mikroskobunda incelendiginde Doxorubisin uygulama grubuna
kiyasla sitoplazmik vakuolizasyon iceren hepatositlerde ve nekrotik karaciger hiicrelerinde
azalma gozlendi. Ayrica DOX grubunda gdzlenen siniizoidal dilatasyonlar azalmisti ve

hepatik kordonlar daha diizenli gériinimdeydi ( Resim 9-11).

Resim 9. DoxorubisintMKH uygulama grubuna ait karaciger dokusunun 151k mikroskobik

goriintiisii (H-E, 20x). s: siniizoid, sv: santral ven.
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Resim 10. DoxorubisintMKH uygulama grubuna ait karaciger dokusunun 1s1k mikroskobik

goriintiisii (H-E, 40x). s: siniizoid, sv: santral ven.

Resim 11. Doxorubisin+MKH uygulama grubuna ait karaciger dokusunun 11k mikroskobik
goriintisi (H-E, 60x). s: siniizoid, sv: santral ven, ok: nekrotik hepatosit, yildiz:

vakuolizasyon.
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Her bir karaciger dokusundan segilen 4 farkli alanin iki histolog tarafindan bagimsiz
olarak degerlendirilmesiyle Jacevic ve arkadaslarinin g¢alismalarinda olusturdugu hepatik
hasar skoru (HDS) kullanilarak 1sik mikroskobik gozlemler nicel verilere doniistiiriildi
(Jacevic ve ark, 2017). DOX uygulanan grup [HDS: 2.00(1.00-4.00)] ile Kontrol grubu
[HDS :0.00 (0.00-1.00)] arasinda anlaml fark vardi ve HDS, DOX grubunda daha yiiksekti.
DOX grubuyla karsilastirildiginda MKH grubunda ise HDS’de [2.00 (1.00-3.00)] azalma
gozlendi. HDS verileri Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. Hepatik hasar skoru (HDS) analiz sonuglari

Gruplar Hepatik Hasar Derecesi Hepatik Hasar Skoru

(HDS)
Medyan(%625-%75)

0 1 2 3 4 5
Kontrol 22 |10 0.00 (0.00-1.00)
Doxorubisin 18 |11 |3 2.00 (1.00-4.00)?
Doxorubisin + MKH 12 |16 |4 2.00 (1.00-3.00)*°

8 karaciger /grup x 4 alan/karaciger
p<0.001; Kontrol grubuna kiyasla
bp<O.001; Doxorubisin grubuna kiyasla
Mann Whitney U Testi.

4.4.2 TUNEL Boyama

Tiim gruplara ait karaciger dokularinda apoptotik hiicrelerin saptanabilmesi amaciyla
“Apoptag In Situ Apoptozis” saptama kiti kullanilarak yapilan TUNEL boyama yonteminde
apoptotik hiicreler koyu niikleus igerikleriyle saptanmistir. Buna gore kontrol grubunda

oldukca az sayida gozlenen apoptotik hiicrelerin doxorubisin uygulanan grupta arttigi,
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DOX+MKH grubuna ise apoptotik hiicre yaygmliginin azaldigi izlenmistir (Resim 12-14).
Olusturulan apoptotik indeks skoru (TUNEL pozitivite skoru) ile 1sik mikroskobik
gorlntiiler nicel verilere dontstiiriilerek istatitiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore;
Kontrol grubuyla (TUNEL positivite skoru:1,5 (1-2)) karsilastirildiginda DOX grubunda
(TUNEL positivite skoru:3(2-4)) TUNEL pozitivite skorunda artis meydana gelirken, DOX
grubuyla karsilastirildiginda DOX+MKH grubunda (TUNEL positivite skoru:1,5 (1-2))

TUNEL pozitivite skorunda diisiis gézlenmistir (Tablo 12-14).

Tablo 12. TUNEL boyama yontemi apoptotik indeks tablosu

Grup Apoptotik Indeks Skoru
(TUNEL Pozitivite Skoru)
Medyan (25-75)

Kontrol 1,5(1-2)
Doxorubisin 3(2-4)%
Doxorubisin + MKH 1,5(1-2)°

p=0.01; Kontrol grubuna kiyasla
bp:O.Ol; Doxorubisin grubuna kiyasla
Kruskal Wallis/Tamhane T2 Testi
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Resim 12. TUNEL yontemiyle boyanmis kontrol grubuna ait karaciger kesitlerinin 151k

mikroskobik gériiniimii (60x). ok: normal yapidaki hepatositler.

Resim 13. TUNEL yontemiyle boyanmis DOX grubuna ait karaciger kesitlerinin 1s1k
mikroskobik goriiniimii (60x). 0Ok: normal yapidaki hepatositle, ok basi: apoptotik

hepatositler.

58



Resim 14. TUNEL yontemiyle boyanmis DOX+MKH grubuna ait karaciger kesitlerinin 11k
mikroskobik goriiniimii (60x). ok: normal yapidaki hepatositle, ok basi: apoptotik
hepatositler.

4.5. Elektron Mikroskobik Incelemelere Ait Bulgular

4.5.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Kontrol grubu karaciger dokusuna ait kesitler ge¢irimli elektron mikroskobu altinda
incelendiginde normal hepatosit ince yapisina sahip hepatositler ve hepatositler arasinda
normal yapida endotel hiicresiyle doseli siniizoidler izlendi (Resim 15). Bu gruba ait
hepatositler ince graniiler 6kromatin ile birlikte i¢ ¢ekirdek zarina baglanmis heterokromatin
yapisindan olusmus saglam c¢ekirdek zarfiyla sarili yuvarlak g¢ekirdek yapisina sahiptiler
(Resim15-17). Normal yapidaki ¢ekidek ve c¢ekirdek¢ik igerigine sahip hepatositlerin
sitoplazmalarinda ¢ift zar yapisina ve yogun krista igerigine sahip mitokondriyonlar ve
yaygin olarak GER’lerin bulundugu gozlendi (Resim 15-17). Bununla beraber hepatositlerin
lateral ylizeylerinde diizgiin sinirli safra kanalikiillleri ve apikal yiizeylerinde ise ¢ok sayida

mikrovilluslarin bulundugunu goriildii (Resim 15,16).
59



Resim 15. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisii. e: endotel, m:
mitokondriyon, mv: mikrovullus, N: ¢ekirdek, n:gekirdekgik S: siniizoid, ok basi: normal

krista yapisi igeren mitokondriyon, ok: GER.

Resim 16. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun TEM gériintiisii. e: endotel, m:
mitokondriyon, mv: mikrovullus, N: ¢ekirdek, ok basi: normal krista yapisi igeren

mitokondriyon, ok: GER.
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Resim 17. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisii. m: mitokondriyon, N:

cekirdek, n: ¢ekirdekeik, ok basi: mitokondriyon normal krista yapisi, ok: GER .

4.5.2. Doxorubisin Grubuna Ait Bulgular

Doxorubisin uygulama grubuna ait karaciger dokusunun ince yapist gegirmeli
elektron mikroskobu altinda incelediginde kontrol grubuna kiyasla DOX uygulamasina
maruz kalan karaciger dokularinda hepatositlerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda ince yapi
diizeyinde degisiklikler gozlendi. Hepatositlerin bir kisminda periferal heterokromatin
yapisinda artis meydana gelmis girintiler igeren diizensiz cekirdek zari yapisina sahip
¢ekirdek yapisi izlendi (Resim 18,19). Bazi1 hepatositlerde elektron dens mikrovezikiiler
cisimcikler gézlendi (Resim 20). Hepatosit sitoplazmalarinda mitokondriyon yapilarinda
genislemeler, sigmeler, mitokondriyal krista yapisinda ve mitokondriyal matrikste
bozulmalar izlendi. Bunlara ek olarak hepatosit sitoplazmalarinda ER yapilarinda diizensiz
lamellar diizenlemeler ve yaygin dilatasyonlar izlendi. Hepatosit sitoplazmalarinda yer alan
organellerin DOX grubunda Kontrol grubuna kiyasla yigilmis sekilde diizenlendigi gozlendi
(Resim 18,19). Ayrica bazi hepatositlerde sitoplazma igerisinde litik alanlar seklinde
vakuolizasyon goriildii (Resim 20). DOX grubuna ait hepatositlerin sitoplazmasinda
Ozellikle GER miktar1 azalirken DER miktarinda artis izlendi (Resim 18,19).
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Resim 18. Doxorubisin grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisii. kuyruklu ok:
Krista yapisi bozulmus mitokodriyon, spiral ok: ER diltasyonlari, Beyaz ok: Girintili

¢ekirdek zari.

Resim 19. Doxorubisin grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisii. kuyruklu ok:
Krista yapisi bozulmus mitokodriyon, spiral ok: ER diltasyonlari, beyaz kivrimh ok:

Girintili ¢ekirdek zari1, yildiz: sitoplazmik vakuolizasyon.
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Resim 20. Doxorubisin grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisi. m:
mitokondriyon, Beyaz ok: elektron dens mikrovezikiiler cisimcik, yildiz: sitoplazmik

vakuolizasyon, sk: safra kanalikiilii.

4.5.3. Mezenkimal Hiicre Tedavi Grubuna ait Bulgular

Doxorubisin uygulamasi sonrast mezenkimal kok hiicre verilen gruba ait karaciger
dokusunun ince yapist gecirmeli elektron mikroskobu altinda incelediginde DOX grubuna
kiyasla hepatositlerin gekirdek ve sitoplazmalarinda yapisal iyilesmelerin oldugu gozlendi.
Buna gore normal ¢ekirdek ve cekirdekgik icerigine sahip hepatositler cogunluktaydi. DOX
uygulanan grupta mitokondriyonlarda gozlenen genislemeler, sismeler, krista yapisinda ve
matriksteki bozulmalar1 igeren hepatositlerin sayisinda azalma izlendi. Ayrica DOX
uygulanan grupta ER yapilarinda gozlenen dilatasyonlar ve diizensiz lamellar goriintiilerde
azalmalar goriildii. Hepatositlerin sitoplazmalarinda sitoplazmik vakuolizasyonda da azalma

vardi (Resim 21-23).
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Resim 21. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisii. kuyruklu ok:
krista yapisi bozulmus mitokodriyon, spiral ok: ER dilatasyonlari, yildiz: sitoplazmik

vakuolizasyon, ok: ER, ok basi: normal krista yapis1 i¢geren mitokondriyon, n:.¢ekirdekgik .

Resim 22. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisii. kuyruklu ok:
krista yapisi bozulmus mitokodriyon, spiral ok: ER dilatasyonlari, ok: ER, ok basi: normal

krista yapisi igeren mitokondriyon, N:.¢ekirdek, yildiz: sitoplazmik vakuolizasyon.
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Resim 23. DOX+MKH grubuna ait karaciger dokusunun TEM goriintiisii. kuyruklu ok:
krista yapisi bozulmus mitokodriyon, ok: ER, ok basi: normal krista yapisi iceren

mitokondriyon, N:.¢ekirdek.

4.6. Serum Orneklerinin Biyokimyasal Analizi

Tablo 13°’te gorildiigii gibi Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda DOX grubuna ait
sicanlarin serum orneklerinde ALT ve AST seviyelerinde artis meydana geldi (p<0.05). Dox
grubuyla karsilagtirildiginda DOX+MKH grubunda MKH uygulamasmin ALT ve AST

seviyelerinde azalmaya sebep oldugu gozlendi (p<0.05).
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Tablo 13. Serum orneklerinde ALT ve AST analizi

Gruplar ALT AST
(IU/L) (IU/L)
Kontrol 44.50 (17.00-56.00) 105.50 (34.00-142.00)
DOX 69.00 (51.00-96.00)% 175.50 (89.00-278.00)°
DOX+MKH 31.00 (20.00-46.00)" 95.00 (48.00-132.00)°

%p=0.001; Kontrol grubuna kiyasla,
bp:O.001; DOX grubuna kiyasla,
‘p=0.040; Kontrol grubuna kiyasla,
OIp:O.035; DOX grubuna kiyasla
Mann Whitney U Testi

Medyan (25-75)

4.7. Karaciger Dokusu Antioksidan Parametrelerinin Olciimii

DOX grubuyla karsilagtirildiginda MDA degerleri kontrol grubunda ve DOX+MKH
grubunda anlamli derecede azaldi (p<0.05).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubunda SOD aktivitesinde anlamli
derecede azalma gozlendi (p<0.05).

DOX grubuyla karsilagtirildiginda kontrol grubunda ve DOX +MKH grubunda CAT
aktivitesinde anlaml1 derecede artis gézlendi (p<0.05).

DOX grubuyla karsilastirildiginda kontrol grubunda ve DOX +MKH grubunda GSH
aktivitesinde anlamli derecede artis gézlendi (p<0.05) (Tablo 14).
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Tablo 14. Karaciger Dokularinda MDA ,SOD, CAT, GSH parametrelerinin analizi

Gruplar Parametreler
MDA SOD CAT GSH
nmol/mg U/mg k/mg mg/kg
Kontrol 25.48 (21.06-30.69) | 4.01 (3.84-4.83) | 15.80 (11.63-29.27) | 46.25 (31.75-57.92)
DOX 31.92 (22.64-41.66)* | 3.68 (2.95-4.12)° | 10.68 (7.96-15.19)" | 30.51 (22.11-38.38)'
DOX+MKH | 26.19 (20.06-27.06)" | 4.14 (3.44-4.33) | 18.90 (13.70-23.26)° | 39.35 (31.24-46.01)°

4p=0.005; Kontrol grubuna kiyasla
bp:0.015; Dox grubuna kiyasla
‘p=0.021; Kontrol grubuna kiyasla
dp:0.015; Kontrol grubuna kiyasla
®0=0.016; Dox grubuna kiyasla
fp:0.002; Kontrol grubuna kiyasla
9p=0.040; Dox grubuna kiyasla
MannWhitney U Testi

4.8. Western Blot Analizi

Doxorubisin uygulamas: sonrast kemik iligi kaynakli MKH transplantasyonunun
apoptozisin intrinsik yolag: {izerindeki etkisini belirlemek amaciyla karaciger dokularinda
Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyonlart Western blot yontemiyle belirlendi. Western blot
bant goriintiileri Sekil 14 ‘te gosterildi. Deney gruplarindaki tiim siganlarin karaciger
dokularinda Bax ve Bcl-2 Western blot bant goriintilerinin Image J programinda
yogunluklarinin hesaplanmasi sonucu Bax/GAPDH orani, Bcl-2/GAPDH orani ve Bax/Bcl2
oranlar1 Sekil 15-17°de verildi. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubunda Bax
artarken, Bcl-2 DOX grubuyla
DOX-+MKH Bcl-2

ekspresyonu ekspresyonunda azalma izlendi.

karsilagtirildiginda grubunda Bax  ekspresyonu azalirken,
ekspresyonunda fark gozlenmedi. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda DOX grubunda
Bax/Bcl-2 oraninda artis izlenirken MKH uygulamasinin Bax/Bcl2 oranmi disiirdiigi

izlendi.
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Sekil 14: Karaciger dokularinda Bax ve Bcl-2 protein ekspresyonlarinin Western blot analizi

sonrast jel goriintiileri.
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Sekil 15: Deney gruplarina ait Bax/GAPDH oranlarinin densitometrik analizi *: Kontrol

grubuyla karsilastirildiginda p=0.017, **: DOX grubuyla karsilagtirildiginda p= 0.008.
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Sekil 16: Deney gruplarina ait B¢l-2/GAPDH oranlarinin densitometrik analizi ***: Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda p= 0.007, ****: Kontrol grubuyla grubuyla karsilastirildiginda
p=0.035.
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Sekil 17: Deney gruplarina ait Bax/Bcl-2 oranlarinin densitometrik analizi *: Kontrol

grubuyla karsilastirildiginda p=0.017, ****: DOX grubuyla karsilagtirildiginda p= 0.035.
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5. TARTISMA

En giicli kemoterapik ajanlardan biri kabul edilen DOX, g¢esitli kanser tiirlerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Hortobagyi, 1997; Bonadonna ve ark, 1998;
Minotti ve ark, 2004; Hong ve ark, 2016; Damiani ve ark, 2017; Li ve ark, 2018). Ancak
dokularda olusturdugu toksisiteden dolay: tedavi edici etkileri kisitlanmaktadir (Dubbelboer
ve ark, 2014; Wang ve ark, 2015; Pugazhendhi ve ark, 2018). Tedavi sirasinda uygulanan
DOX sistematik olarak dokulara dagilir ve degisen kapasitelerde dokularda birikir.
Karaciger dokusu, DOX’u biinyesine alarak biriktirebilme ve metabolize edebilme
ozelligine sahiptir (Santos ve ark, 2002; Lal ve ark, 2010). Ancak karaciger dokusu,
DOX’un yiiksek konsantrasyonlarina maruz kaldiginda durumu tolere edemeyerek toksisite
olusumuyla ciddi oranda hasar gormektedir (Santos ve ark, 2002; Kalender ve ark, 2005;
Meredith ve Dass, 2016 ). Hepatotoksisite antikanser ilaglarinin en sik yan etkilerinden biri
olarak bilinmektedir ve yapilan ¢alismalarda DOX uygulanan hastalarin %40’ inda karaciger
hasar1 meydana geldigi bildirilmistir (King ve Perry, 2001; Tacar ve ark, 2013; Wang ve ark,
2015).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar MKH’lerin rejenerasyon, immunmodulasyon,
antiinflamatuar ve antiapoptotik etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu 6zellikler ¢esitli
hastaliklarda MKH uygulamasinin 1iyilestirici etkilere sahip olabilecegine dair gorisleri
desteklemektedir (Nauta ve Fibbe, 2007; Prockop ve Oh, 2012; Murphy ve ark, 2013;
Milosavljevic ve ark, 2017; Idriss ve ark, 2018; Mansour ve ark, 2019). Bu 6zelliklere ek
olarak MKH uygulamasmin endovaskiiler yolla karacigere ulasabildigi, MKH’lerin
dokularda hasarli bolgeye yonelebildigi, hepatositlere farklilasabildigi ve sahip oldugu
parakrin etkiler sayesinde c¢esitli hastalilk modellerinde onarim ve rejenerasyonu
tetikleyebildigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Parekkadan ve ark, 2007; Crisostomo ve
ark, 2008; Banas ve ark, 2009; Carvalho ve ark, 2009; Pan ve ark, 2011; Sun ve ark, 2014;
Liu ve ark, 2015, Zhou ve ark, 2014). MKH’lerin sahip oldugu bu o6zellikler MKH
uygulamalarinin ilag bagimli toksisitelerin etkilerini azaltabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda sigcanlarda DOX uygulamasiyla
olusturulmus hepatotoksite lizerine kemik iligi kaynakli MKH’lerin etkisinin aragtirilmasi
amaclanmistir. Bu baglamda sicanlarin viicut agirliklart ve rolatif karaciger agirliklari

Olclilmiis, karaciger dokular1 1s1k mikroskobu ve elektron mikroskobu altinda incelenmistir.
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Karaciger dokularinda antioksidan enzim aktiviteleri (SOD,CAT, GSH) ve MDA diizeyleri
ile serum Orneklerinde karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST) ol¢iilmistir. TUNEL
yontemiyle apoptotik hiicreler saptanarak Western blot yontemiyle Bax ve Bcl-2 protein
expresyonlari arastirilmistir.

DOX tedavisinde kemik iligi kaynakli MKH’lerin etkisini arastirmak amaciyla
uygulanan kok hiicrelerin kemik iligi kaynakli MKH’ler oldugunun dogrulanmasi
calismanin en énemli noktalarindan birini olusturmaktadir. Bu amagla CD29, CD45, CD11b
ve CD90 yiizey belirtegleriyle yapilan akim sitometrik analiz sonucu izole edilen hiicrelerin
CD45 (% 2) ve CD11b’yi (% 9) ¢ok diisik diizeyde eksprese ettigi, MKH stromal
belirtecleri olan CD90 (% 81) ve CD29u (% 92) ise yiiksek diizeyde eksprese ettigi
goriilmistiir. Ayrica in vitro ortamda hiicrelerin sahip oldugu morfolojik 6zellikler de bu
hiicrelerin kemik iligi kaynakli MKH oldugunu dogrulamaktadir. Calismamizla uyumlu
olarak onceki ¢aligmalarda da CD11b ve CD45’in negatif CD29 ve CD90’1 pozitif eksprese
eden hiicrelerin kemik iligi kaynakli MKH’ler oldugu dogrulanmistir (Majumdar ve ark,
1998; Pittenger ve ark, 1999; Hung ve ark, 2002; Dominici ve ark, 2006; Sun ve ark, 2014;
Ammar ve ark, 2015; Cai ve ark, 2015; Hadwa ve ark, 2017; Fitzsimmons ve ark, 2018).

DOX’a bagli hepatotoksite olusumunda uygulama dozu ve siiresi degiskenlik
gostermektedir (Henninger ve ark, 2012; Wang ve ark, 2015; Barakat ve ark, 2018). Ancak
calismamizda kullandigimiz doz (20 mg/kg) DOX’a bagh toksisite ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir ve yapilan calismalar bu dozun akut heptotoksisite olusumunu
tetikledigini kanmitlamistir (Gokcimen ve ark, 2007; Wang ve ark, 2014; Nagai ve ark, 2015;
Hinkley ve ark, 2019). Bu veriler dogrultusunda si¢anlara tek doz 20 mg/kg DOX
intraperitonel olarak uygulanarak siganlarda DOX’a bagli hepatotoksisite olusumunun
tetiklenmesi amaglanmistir. Kemik iligi kaynaklt MKH oldugu dogrulanan hiicreler (2x10°1
ml) DOX uygulamasi sonrast literatiire uygun sekilde kuyruk veninden siganlara verilmistir
(Ammar ve ark, 2015; Hadwa ve ark, 2017).

Siganlarin kemik iliginden izole edilip in vitro ortamda ¢ogaltilan hiicrelerin kemik
iligi kaynakli MKH’ler oldugu dogrulandiktan sonra kuyruk veninden verilen kok hiicrelerin
karaciger dokusuna gidip gitmediginin belirlenmesi ¢alismanin bir diger 6énemli noktasini
olusturmaktaydi. Bu amagla ¢esitli arastirmacilarin da kemik iligi kaynakli MKH’lerin
dokudaki varliginin gosterilmesinde kullandigi kirmizi floresan protein (PKH 26) ile
isaretleme yontemi kullanildi (Yang ve ark, 2008; Anan ve ark, 2016). Siganlara verilmeden

once kirmizi floresan protein ile isaretlenen hiicreler, immunfloresan mikroskopta
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goriintiilendi. Bu yontemle kuyruk veninden uygulanan kok hiicrelerin karaciger dokusuna
ulastig1 dogrulanda.

Sicanlarin ilk agirliklart ve son agirliklarindan 6l¢iilmesiyle elde edilen verilerin
istatistiksel analizi sonucu Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubu ve DOX+MKH
gruplarinda son viicut agirliklarinda ve viicut agirliklarinin degisiminin yiizdesinde azalma
gozlendi. DOX uygulamasinin viicut agirhginda diisiise sebep oldugu hem klinik hem de
hayvan ¢alismalarinda tespit edilmistir. (Rephaeli ve ark, 2007, Tozer ve ark, 2008, Ferreira
ve ark, 2008; Roomi ve ark, 2014; Jacevic ve ark, 2017). Ferreira ve ark (2008) yaptiklari
calismada DOX uygulanan grupta besin ve su tiiketiminde de azalma meydana geldigini
gozlemlemistir (Ferreira ve ark, 2008). Bu veriler viicut agirliklarindaki disiisiin DOX
uygulamasi sonrast besin ve su tliketimindeki azalmaya bagli olusmus olabilecegini
diistindiirmektedir.

Sicanlarin son agirlik ve karaciger agirliklarinin kullanilmasiyla hesaplanan rolatif
karaciger agirliklar: arasinda anlamli fark goriilmemistir. Calismamizdan farkli olarak DOX
maruziyetinin daha uzun siire uygulandigr calismalarda karaciger ve rolatif karaciger
agirliklarinda diisiis izlenmistir (Jalali ve Hasanzadeh, 2013; Jacevic ve ark, 2017). Roomi
ve ark (2014) yaptiklar1 ¢alismada karaciger agirliklarinda fark gozlemlememislerdir
(Roomi ve ark, 2014). Dolayisiyla ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar literatiirde yer alan
caligmalarla uyum igerisindedir. Literatiirde yer alan diger ¢aligmalarda DOX uygulanan
gruplarda karaciger agirliklarinda gozlenen disiisiin DOX uygulama siiresindeki farkliliktan
kaynaklaniyor olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sicanlardan alinan karaciger doku Orneklerinden elde edilen kesitlerin H-E
boyamalarinin 1g1k mikroskobunda incelenmesi sonucu Kontrol grubu normal histolojik
yapiya sahip iken DOX grubunda karaciger parankim yapisinda bozulmalar izlendi. Dox
uygulanan gruptaki hepatotositlerde sitoplazmik vakuolizasyonlar, nekrozis, siniioidal
dilatasyonlar, mononiikleer hiicre infiltrasyonlarini igeren yapisal degisiklikler gézlendi.

Deepa ve ark (2003; 2014) DOX toksisitesi ile ilgili yaptiklari ¢alismalarda DOX
uygulanan grupta hepatik dokuda interseliiler dejenerasyonlar ve 6dematoz karaciger doku
hasar1 tespit etmislerdir. Hemen hemen tiim hepatositlerin intrastoplazmik vakuoller ve
geniglemelere ek hiperkromatik c¢ekirdek icerdigi gozlenmistir (Deepa ve Varalakshimi,
2003; Deepa ve ark, 2014).

Gokcimen ve ark (2007) 20 mg/kg DOX uygulamas:t sonrast 10. giinde karaciger
dokularinda hepatositlerde dejenerasyonlar, siniizoidal dilatasyonlar ve periportal alanda

mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 izlemislerdir (Gokcimen ve ark, 2007).
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Jacevic ve ark (2017) 10 mg/kg DOX uygulamasi sonrasi 14. giinde karaciger
dokularini 151k mikroskobunda incelediklerinde DOX uygulanan grupta karaciger parankim
yapisinda kayiplar, intrastoplazmik vakuoller, sinlizoidlerde 6dem ve hiperemi, fokal
hemoraji, siniizoidal bosluklarda hipertrofik kupffer hiicreleri, kan damarlarinda
dilatasyonlar ve polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonlar1 gozlemislerdir (Jacevic ve ark,
2017).

Mansouri ve ark (2017) 15mg/kg DOX uygulamasiin ardindan 10. giinde karaciger
dokularinda yaptiklar1 151k mikroskobik incelemelerde hepatik kordon yapilarinda
bozulmalar, siniizoidal genislemeler, hepatositlerde vakuolizasyonlar ve ¢ekirdekte
yogunlagmalar izlemislerdir (Mansouri ve ark, 2017).

Barakat ve ark (2018) 6 mg/kg DOX’u haftada 1 kez olmak tizere 3 hafta boyunca
farelere vererek 3. haftanin sonunda karaciger dokularini 151k mikroskobu altinda
incelediklerinde nekrozis, lenfositik infiltrasyon, niikleer piknozis, vakuolar dejenerasyonlar
ve kan damarlarinda konjesyon bulgularini rapor etmislerdir (Barakat ve ark, 2018).

Bilgic ve Ozgocmen (2019) tek doz 20 mg/kg DOX uygulamasi sonrasi 6. giinde
karaciger dokularinda graniiler ve vakuolar dejenerasyonlar, hemorajik alanlar,
makrovezikiiler ve mikrovezikiiler steatozis, parankimal mononiikleer hiicre infiltrasyonlari,
hepatositlerde piknotik niikleus, siniizoidlerde dilatasyon ve vaskiiler konjesyon ve
dilatasyon gozlemlemislerdir (Bilgi¢ ve Ozgocmen, 2019).

Yapilan calismalar arasinda farkli doz ve farkli siirelerde DOX uygulamasindan
kaynakli farkhiliklar bulunmasma ragmen 151k mikroskobik incelemeler sonucu elde
etttigimiz bulgularin literatirde DOX’a bagli hepatotoksisite ¢alismalarindaki bulgular ile
uyumlu oldugu ve genel olarak DOX uygulamasinin karaciger parankim yapisinda
bozulmalara yol agtig1 gorilmektedir.

MKH’ler ozellikle sahip olduklar1 farklilagsma yetenekleri ve parakrin etkiler
sayesinde hem hayvan c¢alisamalarinda hem de klinik wuygulamalarda karaciger
hastaliklarinin tedavisinde iyilesme siirecini tetikleyebilmektedir (Banas ve ark, 2009;
Parekkadan ve ark, 2007).

Kanazawa ve ark (2011) sicanlarda olusturduklari hepatik iskemi reperfiizyon
modelinde kemik iligi kaynaklit MKH uygulamasinin karacigerde konjesyon, vakuolizasyon
ve nekrozisde azalmaya sebep olarak karaciger rejenerasyonunu tetikledigini géstermislerdir

(Kanazawa ve ark, 2011)
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Cai ve ark (2015) akut karaciger hasarindan sonra MKH uygulamasinin 24.saat, 72.
saat ve 120. saatteki karaciger yapisina etkisini incelemislerdir. Ozellikle 72. saat ve 120.
saatte histolojik yapida iyilesmeler gozlemlemislerdir (Cai ve ark, 2015).

Gad ve ark (2017) metotreksat ile olusturduklar1 hepatotoksisite modelinde kemik iligi
kaynakli MKH'lerin karaciger dokusunda toksisiteye bagli gelisen hepatik siniizoidal
dilatasyonlar ve hepatosit nekrozisi igeren yapisal bozulmalari onardigr ve karaciger
dokusunda iyilesmelere sebep oldugunu izlemislerdir (Gad ve ark, 2017).

Bizim calismamizda da MKH uygulamasinin vakuolizasyon ig¢eren hepatositlerde ve
siniizoidal dilatasyonlarda azalmalara ve hepatik kordon yapilarinda diizelmeleri tetikleyerek
DOX toksisitesine bagli olusan yapisal hasari iyilestirici etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Calismamizda hesaplanan hepatik hasar skoru (HDS) ile yapisal degisiklikler nicel
verilere donistiiriildigiinde DOX grubu [HDS: 2.00(1.00-4.00)] ile Kontrol grubu [HDS
:0.00 (0.00-1.00)] arasinda anlamli bulundu ve DOX grubunda HDS’nin daha yiiksek
oldugu saptandi. Bu veriler uygulanilan siire ve dozun DOX’a bagli hepatotoksisite
olusumuna sebep oldugunu yapisal olarak dogrulamaktadir. MKH uygulanan grupta
karaciger parankim yapisinda gozlenen iyilesmeler ve MKH grubunda DOX grubuna kiyasla
HDS’de [2.00 (1.00-3.00)] gozlenen azalma MKH uygulamasinin DOX iligkili
hepatotoksisiteyi yapisal olarak iyilestirebilecek 0Ozellige sahip olabilecegini isaret
etmektedir.

Caligmamizda ayrica karaciger dokularinda yapilan gegirimli elektron mikroskobik
incelemeler karaciger parankim yapisindaki degisikliklerin ve hiicresel yapilarin ince yapi
diizeyinde ayrintili bir sekilde izlenmesini sagladi. Kontrol grubunda normal yapida
cekirdek ve sitoplazma igerigine sahip hepatositleri iceren karaciger parankim yapisi
gozlendi. DOX uygulanan grupta hepatosit sitoplazmasinda vakuolizasyonlar, ER’lerde
dilatasyonlar ve mitokondriyonlarda yapisal bozulmalar goézlendi. Hepatositlerin
¢ekirdeklerinde, mitokondriyonlarinda, ER yapilarinda ve sitoplazma igeriklerinde DOX
toksisitesine bagli yapisal degisikliklerin varlig1 ince yap1 diizeyinde goriintiilendi.

Mitokondriyonlar, hiicresel stres ve hasar sartlarinda hiicrelerin 6liim ya da hayatta
kalmasimi diizenleyici role sahiptirler ve bu 6zelliklerinden dolayi ilag toksisitesinde olduk¢a
onemlidirler. DOX, plazma disinda c¢ekirdek ve mitokondriyonlarda da birikme
egilimindedir ve bu birikim DOX toksisitesinin olusumunda 6nemli role sahiptir. Yapilan
caligmalarda DOX uygulamasinin mitokondriyonlarda yapisal hasara ve mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna sebep olabildigi goriilmektedir (Tokarska-Schlattner ve ark, 2006;
Lal ve ark, 2010; Bartlett ve ark, 2017, Guven ve ark, 2018).
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Bu baglamda calismamizdan elde ettigimiz bulgular DOX uygulamasinin
mitokondriyonlarda krista yapilarinda gozlenen kayiplart iceren morfolojik bozulmalarin
DOX toksisitesiyle iliskili oldugu ¢esitli ¢alismalarla uyum igerisindedir (Kalender ve ark,
2005; Oktem ve ark, 2012; Hinkley ve ark, 2019). DOX maruziyeti sonucunda
mitokondriyonlarda elektronik tasima zincirinde (ETC) meydana gelen bozulmalar
mitokondriyal matrikste oksidan iiretimini kuvvetlendirebilir (Arola ve ark, 2000, Kavazis
ve ark, 2017). Artan ROS artisi mitokondriyal zarin stabilitesi ve gegirgenliginde
degisikliklere ve yapisal hasarin tetiklenmesine yol acabilmektedir (Buko ve ark, 1998;
Lenaz ve ark, 2001; Santos ve ark, 2002; Kavazis ve ark, 2017).

DOX uygulamast mitokondriyonlara ek olarak ER yapilarinda da morfolojik
degisikliklere sebep olabilmektedir. ER diger organellerle birlikte karbonhidrat
metabolizmasi, biyotransformasyon, steroid metabolizmasi ve protein sentezini igeren
onemli siireclerde yer almaktadir (Csala ve ark, 2006). GER protein sentezi siirecinde
gorevli iken, DER karacigerde glikojen sentezi ve ilaglarin detoksifikasyonunun
gerceklestigi yerdir. Calismamizda DOX uygulanan grupta bazi hepatositlerde DER
yapilarinda artis ve ER yapilarinda dilatasyonlar gozlenmistir. ER’lerde go6zlenen
genislemeler ciddi hasarli hepatositlerin belirteci kabul edilmektedir (Gartner ve ark, 2001,
Kalender ve ark, 2005; Foufelle ve Fromenty, 2016). Calismamizda DOX uygulanan grupta
DER sayilarinda ve ER dilatasyonlarinda gozlenen artis DOX’un karacigerin
detoksifikasyon yeteneginde azalmaya sebep olarak hepatotoksisiteyi tetiklediginin
gostermektedir. Hiicrelerde toksik durum sonlandiginda ya da toksisiteye cevap verildiginde
dilatasyonlar kaybolarak ER yapilar1 normal morfolojilerine geri donebilir (Kumar ve ark,
2005). Calismamizda MKH uygulanan grupta genislemis ER yapilarinda yaygimn
dilatasyonlara rastanilmamustir. Bu durum MKH uygulamasinin karacigerin detoksifikasyon
yetenegini arttirarak DOX kaynakli hepatotoksisiteye etki edebilecegini isaret etmektedir.

Mitokondriyon ve ER degisimlerine ek olarak DOX uygulanan grupta cekirdekte
gozlenen perifereal heterokromatin artis1 ve girintili zar yapist DOX’un hiicresel yapidaki
etkilerini gostermektedir. MKH uygulanan grupta ise normal kromatin dagilimina sahip
hepatositler ve normal goriiniimde ¢ekirdek zari izlendi. Elektron mikroskobik incelemeler
151k mikroskobunda hepatositlerde gozlenen litik alaanlarin, vakuolizasyonun ve nekrozisin
ayritili bir sekilde goriilmesini sagladi.

Sicanlardan alinan serum Ornelerinde ALT ve AST o6l¢timleri yapildi. ALT ve AST
Ol¢iimlerinin istatistiksel analizi sonucu Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX

grubunda literatiirle tutarli olarak ALT ve AST seviyelerinde yiikselme gozlendi (Roomi ve
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ark, 2014; Nagai ve ark, 2015; Wang ve ark, 2015; Barakat ve ark, 2018; Kabel ve ark,
2018). ALT ve AST gibi transaminazlarin miktar1 ¢aligmalarda karaciger fonksiyonunun
gostergesi olarak kullanilmaktadir. Karaciger hiicreleri inflamasyon, nekroz ya da toksik
durumlardan dolay1 zarar gordiigiinde ALT ve AST kan dolasimina salindigindan bu enzim
aktivitelerinde artis meydana gelmektedir ve kandaki miktarlar1 doku hasariin derecesiyle
dogrudan iligkilidir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubundaki ALT ve AST
seviyelerindeki artis DOX’un karaciger dokusunda olusturdugu toksisitenin biyokimyasal
gostergesidir. DOX grubuyla karsilastirildiginda DOX+MKH grubunda ALT ve AST
seviyelerinde azalma gozlendi. Literatiirde yer alan calismalarda da farkli etkenlerle
olusturulan karaciger hasar1 sonrasi benzer sekilde MKH uygulamasinin ALT ve AST enzim
aktivitelerinde diisiise sebep oldugu gosterilmistir (Jin ve ark, 2013; Salamone ve ark, 2013,;
Yuan ve ark, 2014; Cai ve ark, 2015; Zheng ve ark, 2015, Wang ve ark, 2016). DOX+MKH
grubunda ALT ve AST aktivitelerinde gozlenen bu diisiis MKH uygulamasinin ALT ve
AST aktivitesini diizenleyerek karaciger hasarini iyilestirici etkiye sahip olabilecegini
diistindiirmektedir.

DOX toksisitesine iligkin yapilan ¢alismalar DOX wuygulamasinin ROS’larin
tiretiminde artisa sebep olarak lipid peroksidasyonunu tetikledigini gostermektedir (Ozben,
2007; Chatterjee ve ark, 2010; Uygur ve ark, 2014). Bu bilgi dogrultusunda karaciger
dokularinda lipid peroksidasyonun belirlenmesi amaciyla yapilan MDA o6lgiimlerinde
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda DOX grubunda MDA aktivitesinde artis gozlendi.
Literatirle uyumlu olarak DOX grubunda MDA aktivitesinde gozlenen artis DOX
uygulamasiyla olusan akut uyar1 sonucu serbest radikal iiretiminin lipid peroksidasyonunu
tetiklediginin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Kalender ve ark, 2005; Ozben, 2007
Chatterjee ve ark, 2010; Wang ve ark, 2014; Wang ve ark, 2015; Jacevic ve ark, 2017
Mansouri ve ark, 2017; Barakat ve ark, 2018). DOX grubuyla karsilastirildiginda
DOX+MKH grubunda MDA aktivitesinde ise diisiis tespit edilmisti. Cesitli arastirmacilar da
olusturduklar1 karaciger hasar modellerinde MKH uygulamasinin MDA aktivitesini
diistirdiigiinii gostermislerdir (Jin ve ark, 2013; Ayatollahi ve ark, 2014). DOX+MKH
grubunda MDA aktivitesinde gozlenen diisiis MKH uygulamasinin lipid peroksidasyonunu
tyilestirici etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

DOX toksisitesinin temel mekanizmasi olarak kabul edilen ROS artigina bagl lipid
peroksidasyonu durumunda DOX toksisitesinin  oksidan/antioksidan  dengesinde
degisikliklere sebep oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (Deepa ve Varalakshimi,
2003; Wang ve ark, 2014; Wang ve ark, 2015; Kabel ve ark, 2018). Calismamizda DOX
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uygulanan grupta Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda SOD, CAT ve GSH aktivitesinde
diisiis gozlendi. Benzer sekilde Wang ve ark (2014; 2015) yaptigi ¢alismalarda DOX
uygulamasi sonras1 SOD ve GSH aktivitelerinde azalma oldugu literatiirde goriilmektedir
(Wang ve ark, 2014; Wang ve ark, 2015). Mansouri ve ark (2017) ¢alismalarinda DOX
uygulamasinin SOD ve CAT aktivitesinde Onemli azalmaya sebep oldugunu rapor
etmiglerdir (Mansouri ve ark, 2017). Kabel ve ark (2018) yaptigi calismada CAT
aktivitesinde diistis izlemistir (Kabel ve ark, 2018). Bu durum literatiirle uyumlu olarak ROS
artisina bagl antioksidan iiretiminin diizenlenebildiginin ve lipid peroksidayonundaki artisin
DOX’u  detoksifiye edebilme yetenegini diisiirerek antioksidan tilkenmesiyle
sonuglandiginin gostergesi seklinde yorumlanabilir (Deepa ve Varalakshimi, 2003; Ozben,
2007). DOX grubuyla karsilastirildiginda MKH uygulanan grupta SOD aktivitesinde fark
gozlenmezken, CAT ve GSH aktivitesinde artis meydana geldi. MKH uygulamasi sonrasi
antioksidan enzimlerdeki artts MKH uygulamasiin viicudun antioksidan kapasitesini
arttirabileceginin gostergesi olabilir. Bu sonuglar MKH’lerin antioksidan 6zellikleriyle ilgili
calismalar1 destekler niteliktedir (da Costa Gongalves ve ark, 2017; Inan ve ark, 2017).

DOX uygulamasiyla olusan oksidatif stresin karaciger dokusunda apoptozu tetikledigi
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Gao ve ark, 2016; Zhao ve Zhang 2017). Calismamizda
terminal deoksiniikleoditil transferaz tarafindan DNA kiriklarinin isaretlenmesiyle dokularda
apoptotik hiicre 6liimiin saptanmasinda kullanilan yontem olan TUNEL metoduyla karaciger
hiicrelerinde apoptoz saptandi. TUNEL boyamasindan elde edilen sonuglar DOX
uygulamasimin karacigerde apoptotik hiicre sayisinda artisa MKH uygulamasinin ise
apoptotik hiicre sayisinda azalmaya sebep oldugunu gosterdi. Onceki ¢alismalarda da DOX
toksisitesinin karaciger hiicrelerinde apoptozu tetikledigi ve apoptotik hiicrelerde artisa
sebep oldugu gosterilmistir (Gao ve ark, 2016; Zhao ve Zhang 2017). Farkli dokularda
MKH uygulamasinin apoptotik hiicre sayisinda azalmalara sebep olabildigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (Bernard ve ark, 2018; Wen ve ark, 2017, He ve ark, 2018).

Cai ve ark, 2015 yilinda kemik iligi kaynaklit MKH’lerin akut karaciger hasari sonrasi
hepatositlerde apoptotik hiicre sayilarinda azalmaya sebep olarak apoptozisi
baskilayabildigini gostermistir (Cai ve ark, 2015)

Eom ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada karaciger fibrozis modelinde
MKH uygulamasinin hepatosit apoptotizisinde azalmaya sebep oldugunu bildirmistir (Eom
ve ark, 2015).

van Poll ve ark 2008 yilinda D-galaktozamine ile olusturulmus karaciger

yetmezliginde MKH kaynakli molekiillerin hem iv vivo hem in vitro ortamda hiicre
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oliimiinde azalmaya sebep oldugunu gostermistir. in vivo ortamda apoptotik hepatositlerde
% 90 azalma rapor edilmistir. EX vivo ortamda da MKH’lerin salgilarinin hepatosit 6limiinii
inhibe edici, proliferasyonu uyarici etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (van Poll ve ark,
2008).

Calismamizda MKH grupta apoptotik hiicre sayisinda gozlenen azalma MKH’lerin
antiapoptotik Ozelliklerinin izlendigi ¢aligmalarla uyum gostermektedir (van Poll ve ark,
2008; Cai ve ark, 2015; Eom ve ark, 2015).

Apoptoz siireci hiicre 6liim reseptorleri tarafindan uyarilan intrinsik ve ekstrinsik
apoptotik yolaklar1 igermektedir. DOX maruziyetinin apoptoz mekanizmasindaki rolii
arastirilmaya devam edilmekle birlikte oksidatif stresin apoptozun tetiklenmesiyle yakin
iliskili oldugu oldugu yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Gao ve ark, 2016; Koleini ve
Kardami, 2017; Zhao ve Zhang 2017). Intrensek yolak mitokondriyal sitokrom ¢ salinimi
araciligryla gerceklesen yolaktir. Ozellikle besin eksikligi, kemoteropotik ajanlarla
indiiklenen hasar ve radyasyon gibi etkenler araciligiyla intrinsik apoptotik yolak
tetiklenmektedir (Sarosiek ve ark, 2017). Bcl-2 ailesi proteinleri olan anti-apoptotik (Bcl-2)
ve pro-apoptotik (Bax) proteinler intrinsik apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde
onemlidirler. Bcl-2 proteini, mitokodriyonlarin dis zarinda yerlesik hiicre i¢i zar proteinidir
ve mitokondriden sitokrom c¢ salinimini bloke ederek apoptoz siirecinde antiapoptotik etki
gostermektedir. Bax proteni, apoptotik sinyalden Once sitozolde yerlesik sinyal
olusumundan sonra g¢ekirdekten mitokondriye yonelerek mitokondriyonlardan sitokrom c
salinimini uyararan proapoptotoik proteindir (Beere ve ark, 2000; Phama ve ark, 2006;
Wang ve ark, 2015). Bcl-2 aile iiyelerinin 6nemli bir &zelligi bu proteinler arasindaki
heterodimer ve homodimer olusturma yeteneklerinin olusudur. Bax porteinleri kendi
aralarinda homodimer olusturduklarinda sitokrom ¢ saliniminda artis meydana gelirken,
Bax-Bcl-2 proteinleri arasindaki heterodimerizasyon apoptotik 6liimiin baskilanmasinda rol
oynamaktadir (Ding ve ark, 2015; Zeng ve ark, 2015).

Zhang ve Zhao (2017) yaptiklar1 ¢alismada DOX’un apoptoz ile iligkili hiicre 6liim
reseptorlerini uyardigini géstermistir (Zhao ve Zhang, 2017).

Ayrica Gao ve ark (2016) hepatik dokuda DOX’un antiapoptotik BCL-2 ailesi
proteinlerinin inhibisyonuna proapoptotik Bax ve Bak ‘mn aktivasyonuna sebep oldugunu
gostermistir (Gao ve ark, 2016). Bu bulgular ¢alismamizdaki Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda DOX grubunda gozlenen Bax ve Bcl-2 proteinlerindeki degisimi
destekler niteliktedir.
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Calismamaizda MKH uygulamasi sonrasi DOX grubuyla karsilastirildiginda
DOX+MKH grubunda Bax ekspresyonunda azalma izlenirken Bcl-2 ekspresyonunda
degisim gozlenmemistir. Bax ve Bcl-2 proteinleri hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde birlikte
etki edebilecegi gibi hiicre Oliimiliniin diizenlenmesinde bagimsiz olarak da rol
alabilmektedirler (Kundson ve Korsmeyer, 1997; Pavlowski ve Kraft, 2000).

Yapilan ¢alismalar Bax / Bcl-2 oraninin dogrudan hiicre apoptozisini yansitabildigini
gostermistir (Liu ve ark, 2017). Bu sebeple Bax/Bcl-2 oranindaki artis ya da azalma apoptoz
uyarisindan sonra 6liim ve hayatta kalma olaymi belirleyebilmektedir (Xu ve ark, 2018).
Calismamizda Bax ve Bcl-2 ekspresyonlart birbirine oranlandiginda DOX grubunda
Bax/Bcl oraninda anlamli artig goriiliirken, DOX+MKH grubunda azalma goézlenmistir.
Apoptoz ile ilgili diger bulgularda g6z oniinde bulunduruldugunda bu sonuglar DOX
uygulamasinin apoptozu tetikleyebildigini MKH uygulamasimin ise Bax ekspresyonunda

azalmaya sebep olarak apoptoz siirecini geriletebilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug¢ olarak g¢alismamizda DOX uygulamasinin karaciger dokusunda yapisal ve
biyokimyasal hasar olusumuna sebep oldugu ve hiicresel apoptoz siirecini tetikledigi ve
DOX’a baglh gelisen hepatotoksisite sonrast MKH uygulamasinin yapisal hasarini geriletici,
antioksidan enzim aktivitelerini diizenleyici ve Bax protein ekspresyonunda degisime sebep
olarak Bax /Bcl2 oranini diisiirticii etki gosterdigi gorildii.

MKH’lerin sahip oldugu parakrin etkiler sayesinde antiinflamatuar, antioksidan ve
antiapoptotik 6zellikliklerinin oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda c¢alismamizda MKH
uygulamasinin olusturdugu bu etkilerinin MKH’lerin bu o6zellikleri sayesinde gelismis
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu baglamda MKH uygulamasimin 6zgiin tedavi edici etkilerinin detayli bir sekilde
arastirilmast ve MKH’lerin parakrin etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in in vivo ve in
vitroda daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Calismamizdan elde edilen sonuglar géz 6niinde
bulunduruldugunda MKH  uygulamasinin DOX’a  baglhh  karaciger hasarinin

iyilestirilmesinde umut verici olabilecegini diisiinmekteyiz.
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