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KISALTMALAR
G-CSF: Graniilosit Koloni Stimiile Edici Faktor
NASH: Non-Alkolik Steatohepatit
NAYKH: Non-Alkolik Yaglh Karaciger Hastalig1
HSC: Hematopoetik Kok Hiicre
US: Ultrasonografi
BT: Bilgisayarlt Tomografi
VLDL: Cok Diisiik Dansiteli Lipoprotein
Rad: Diabet ile iliskili Ras
PC-1: insulin Direncinde Rolu Olan Membran Proteini
TNF-a: Timor Nekroz Faktor-alfa
PPAR- a: Peroksizom Prolifere Aktive Reseptor-alfa
MDA: Malondialdehit
HNE: 4-Hidroksinoneal
HGF: Hepatosit Biiylime Faktorii
IL-6 :Interlokin-6
IL-2: Interlokin-2
EGF: Epidermal Biiyiime Faktorii
NFKB: Niikleer Faktor Kappa B
TGF- a: Transforme Edici Biiyiime Faktorii-alfa,
HSS: Hepatosit Uyarict Madde
FGF: Fibroblast Biiyiime Faktorti
VEGF: Vaskiiler Endotelial Biiylime Faktorti
T3: Triiyodotironin
PGE2: Prostoglandin E2
AST: Aspartat Aminotransferaz
SGOT: Serum Glutamik Oksoloasetatik Asit Transferaz
SGPT: Serum Glutamik Priivik Transferaz
HE: Hemotoksilen-Eozin
STAT-3: Transkripsiyon-3 ii Uyaran Signal Iletici
ABD: Amerika Birlesik Devletleri



1.0ZET
Amag

Steatotik karacigerli ratlarda %70 hepatektomi Oncesi verilen graniilosit koloni
stimiile edici faktoriin (G-CSF) karaciger rejenerasyonuna olan etkisini arastirmak

Gerec¢ ve Yontem

Bu calisma Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Labaratuvari’nda yapildi. Calismada, agirliklari 200-250 gram arasinda degisen, erkek
Wistar-Albino ratlar kullanildi. Ratlarda karaciger yaglanmasi olusturmak igin Lieber ve Carli
tarafindan tanimlanan karaciger yaglandirma modeli kullanildi.

Ratlarda yeterli steatohepatit olustugunun kanitlanmasi i¢in ¢alismanin baslamasindan
once pilot calisma olarak 8 hafta boyunca 3 rat %70 yaglh diyet ile beslenerek karaciger
biyopsisi alindi. Bu ratlarda patolojik olarak karacigerde steatohepatit derecesinin 2 ve
iizerinde oldugu saptanarak steatohepatit modelinin yeterli sekilde uygulanmis oldugu
gortldii.

Calismada 3 grup olusturuldu.

Grup 1: Steatohepatit derece 2 ve lizerinde lizerinde karaciger yaglanmasi olusturulan
7 rata, %70 hepatektomi yapilmasindan 6nceki 5 giin boyunca 50 mcg (5MU) dozunda G-
CSF (Neupogen®, Roche, Amgen, Zug, Switzerland) %5 dextroz ile karistirilarak subkutan
olarak uygulandi.

Grup 2: Steatohepatit derece 2 ve iizerinde karaciger yaglanmasi olusturulan 7 rata,
%70 hepatektomi yapilmasindan 6nceki 5 giin boyunca 1ldzm %35 dextroz soliisyonu

subkutan olarak verildi.

Grup 3: Steatohepatit yapilmayan 7 rata 5 giin boyunca 1dzm subkutan %35 dextroz

solisyonu uygulanda.

Grup lve 2°deki ratlardan %70 hepatektomi yapilmasindan hemen 6nce ve Grup 3’teki
ratlardan ise %5 dextroz soliisyonu uygulanmasinin 5. giiniinde biyokimya O6l¢iimleri igin

kuyruk veninden kan alindi.

Grup 1 ve 2’deki ratlara %70 hepatektomi sonrast 5. giin total hepatektomi
uygulanarak karaciger dokusu rejenerasyonun degerlendirilmesi igin patolojik incelemeye

gonderildi. intrakardiyak olarak kan alindiktan sonra biyokimya dlgiimleri icin biyokimya



laboratuvarina gonderildi. Karaciger rejenerasyonunu gostermek igin patoloji laboratuarinda

Ki-67 indeksine bakildi.

Istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows

15.0 programi kullanildi.
BULGULAR

Karaciger yaglanmasi olup G-CSF verilen grupta karaciger rejenerasyonu anlamli
olarak daha fazladir (p= 0,002). G-CSF verilmeyen grupta postoperatif 5.glinde ast,alp ve
direk bilirubin degerleri anlamli olarak artmistir. G-CSF verilen yagh karaciger grubunda
ast, alt, alp ve total bilirubin degerleri anlamli olarak artmistir. Makrovezikiiler ve

mikrovezikiiler yaglanma orani arttikca Ki-67 indeksi azalmaktadir.
SONUC

G-CSF steotatik karacigerli ratlarda rejenerasyonu arttirmaktadir. Karaciger

yaglanmasi rejenerasyonu baskilamaktadir.



ABSTRACT
Aim

To investigate the effect of granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) given
before 70% hepatectomy on liver regeneration in rats with steatotic liver

Material-Method

This study was performed in Laboratuary of Experimental Animals in Dokuz Eyliil
University School of Medicine. In the study, male Wistar-Albino rats at the average weight of
200-250 gr were used. The liver fattening model described by Lieber and Carli was used to
generate liver fattening in rats.

As a preliminary study, 3 rats were fed 70% fat rich diet during 8 weeks and then
liver biopsy was performed to prove that the rats had sufficient level steatohepatitis. After we
detected pathologically that the grades of steatohepatitis were 2 or higher in all 3 rats, we
decided that the steatohepatitis model was performed succesfully.

Three groups were chosen in the study:

Group 1: G-CSF (Neupogen®, Roche, Amgen, Zug, Switzerland) at the dose 50 mcg (5MU)
mixed with 5% dextrose was injected subcutaneously for 5 days before the 70%
hepatotectomy to 7 rats which had grade 2 or higher steatohepatitis.

Group 2: 5% dextrose solution at the dose 1 dzm was injected subcutaneously for 5 days
before the 70% hepatotectomy to 7 rats which had grade 2 or higher steatohepatitis.

Group 3: 5% dextrose solution at the dose 1 dzm was injected subcutaneously for 5 days to 7
rats which had no steatohepatitis.

For biochemical evaluation, blood was taken from the tail vein just before the 70%
hepatotectomy in group 1 and 2 and on fifth day of injection of 5% dextrose solution in group
3.

In group 1 and 2, total hepatectomy was performed on the fifth day after the 70%
hepatectomy and liver tissue was sent for pathological investigation of liver regeneration.
Intracardiac blood was taken for biochemical investigation. Ki-67 proliferation index was
evaluated pathologically to show liver regeneration.

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programe was used

for statistical analysis.
Results

In group 1, liver regeneration was statistically higher (p= 0,002). In the group which
did not receive G-CSF, the levels of AST, ALP and direct bilirubine were statistically higher
on postoperative fifth day. In Group 1, the levels of AST, ALT, ALP and total bilirubine were
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statistically higher. The increase of macro and microvesicular steatosis reduces the Ki-67
proliferation index.

Conclusion

G-CSF stimulates liver regeneration in rats with steatotic liver. The steatosis supresses
the liver regeneration.



2.GIRIS VE AMAC

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi 6nemli miktarda alkol alimi1 olmayan kisilerde
ortaya c¢ikan alkole baglh yagl karaciger hastaligmin histolojik 6zelliklerini gosteren bir
hastaliktir. Non-alkolik yagli karaciger hastaligt (NAYKH) basit steatozdan, Steatohepatite,
ileri derecede fibroza ve siroza kadar gidebilen genis bir spekturuma sahiptir.

Karaciger yaglanmasi, lipitlerin karaciger agirliginin %5 ‘ten fazlasini olusturmasi ya
da histopatolojik incelemede hepatositlerin %5‘ten daha fazlasinda yag vakuollerinin
gorlilmesi olarak tanimlanir (1). Pratikte karsilastigimiz yagh karaciger olgulari, NAYKH
olarak inceledigimiz basit steatoz ve non-alkolik steatohepatit (NASH) olgularidir (2). Genel
populasyonda yagl karaciger %20, NASH %3 sikliginda gozlenir (3,4,5).

Hepatosteatoz olgularinda karaciger dokusunda inflamasyon bulunmazken NASH’de
inflamasyon bulunmaktadir. NASH’I1 hastalarin yaklasik olarak yarisinda karaciger fibrozisi,
%15’inde siroz gelismektedir. Bu olgularin %3 karaciger yetmezligine ilerlemekte ya da
karaciger transplantasyonu gerektirmektedir (6).

Karacigerin bir boliimiiniin ¢ikarilmasi karacigerin selim ve kotii huylu hastaliklarinin
tedavisinde ©nemli bir yontemdir. Karacigerin parsiyel rezeksiyonu igin endikasyonlar
arasinda primer ve sekonder malign tiimdrler, benign tiimorler, travmatik riiptiirler, canlidan
karaciger nakli, kistler ve abseler vardir (7,8). Major karaciger rezeksiyonlarindan sonra kalan
karaciger dokusunun fonksiyonel ve rejeneratif kapasitesi ameliyat sonrasi mortalite ve
morbiditeyi 6nemli 6l¢iide etkiler (8).

Insan karacigerinin %80-85’e varan rezeksiyonlar1 bile tolere edebildigi ve rejenere
olabildigi bildirilmektedir (8,9). Rezeksiyon %10’dan az olsa bile rejenerasyon olmaktadir
(10). Hepatosit hiicre bolimlerinden kaynaklanan c¢esitli hepatosit bilyiime faktorlerin
etkilerinin arastirilmasi ve rejenerasyonun farkli evrelerinde gen ekspresyonunun monitorize
edilmesi, karaciger rejenerasyonunu anlamamizda 6nemli ilerlemelere sebep olmustur (10).

Karaciger transplantasyonunda onemli bir etken olan karaciger yaglanmasi canl
donorlerin NASH olmas: allogreftte primer nonfonksiyone risklerini arttirmaktadir.
Hastalarda son donem karaciger hastaligi ve siroz gelisme ihtimali artmaktadir (11).

Graniilosit koloni stimiilan faktér (G-CSF) nétrofil koloni olusturan hiicrelerin
proliferasyonunu ve differansiasyonunu uyaran bir hematopoetik biiyiime faktoridiir (12). G-
CSF reseptorleri myeloid seri hiicrelerinin yani sira hepatositler ve vaskiiler endotelyal
hiicreler gibi non-hematopoetik hiicreler tarafindan da eksprese edilmektedir (13). Son

caligmalar G-CSF’ nin kemirgenlerde hepatik rejenerasyonu uyardigini sdylemektedir.



Theocharis ve ark. ratlarda %70 hepatik rezeksiyon ve tiyoasetamide bagli karaciger
yetmezliklerinde G-CSF tedavisinin hepatik rejenerasyonu artirdigini goéstermislerdir (14,15).

Klinik kullanim i¢in, belli kosullar altinda G-CSF nin sistemik kullanimai ile primer ve
sekonder karaciger tiimorlerinde daha radikal rezeksiyonlar yapilabilecektir ve karaciger
rejencrasyon siirecinde geride kalan karaciger dokusu daha iyi desteklenebilecektir. Karaciger
greftlerinin rejenerasyon kapasitesi G-CSF gibi uygulamalarla desteklendigi zaman hem
kadavradan hem de yasayan dondrlerden segmental karaciger transferi eriskin bireyler i¢in

giivenle yapilabilir.



3. GENEL BIiLGILER
A.Non-alkolik Yagh Karaciger Hastahgi

Tanim

Non-alkolik yagli karaciger (NAYKH) hastaligi gittikce daha iyi taninan bir
durumdur. Non-alkolik yagli karaciger onemli miktarda alkol alimi1 olmayan kisilerde ortaya
cikan alkole bagli yaglh karaciger hastaliginin histolojik 6zelliklerini gosteren bir hastaliktir.
Non-alkolik yaglh karaciger basit steatozdan, steatohepatite, ileri derecede fibroza ve siroza
kadar gidebilen genis bir spekturuma sahiptir. Patolojik goriintii, alkolle indiiklenen karaciger
hasarina benzer, fakat asir1 alkol kullanmayanlarda goriiliir (16,17). Bu hastalig1 ifade etmek
icin yagli karaciger hepatiti, non-alkolik Laennec hastaligi, diyabet hepatiti, alkol benzeri
karaciger hastaligi, non-alkolik steatohepatit gibi ¢esitli terimler kullanilmistir. Non-alkolik
yagl karaciger hastalig1 giderek daha ¢ok tercih edilen isim haline gelmektedir. Bu terim basit
steatozdan steatohepatite, ileri fibroza ve siroza kadar genis bir karaciger hastalig
spektrumuna karsilik gelmektedir. Steatohepatit (non-alkolik steatohepatit), Non-alkolik yagli
karaciger iginde sadece bir evredir. Non-alkolik yagl karacigerin klinik onemi, genel
populasyonda sik goriilmesinden, siroza ve karaciger yetmezligine ilerleme ihtimalinden
kaynaklanmaktadir. Non-alkolik yagli karaciger sekonder sebeplere bagli steatozdan
(hepatitle birlikte veya tek basina) ayirt edilmelidir (Tablo 1), ¢iinkii bu durumlarin
patogenezleri ve prognozlari birbirinden oldukga farklidir (18).



Tablo 1. Yagl karaciger hastaliginin nedenleri

A)Metabolik Faktorler
Obezite
Diabetes Mellitiis ve Hiperglisemi
Hiperlipidemi
Hizli kilo kayb1
Intravenéz Glukoz Tedavisi
Total Parenteral Niitrisyon
B)Cerrahi Girisimler
Jejunal Bypass
Morbid obezite cerrahisinde uygulanan gastrik plasti
Biliopankreatik diversiyon, genis ince barsak rezeksiyonu
C)ilaclar
Glukokortikoidler
Sentetik Ostrojenler
Amiodaron
Kalsiyum kanal blokerlar1
Kumadin
Tamoksifen
Valproik asit
Tetrasiklin
Methotreksat
Perheksilin maleat
Dimetilformamid
Salisilik asit
Vitamin A
D)Diger Faktorler
Bakteriyel asir1 ¢ogalmanin gelistigi jejunal divertikiilozis
Parsiyel lipodistrofi
Abetalipoproteinemi
Weber Christian Hastalig1
Colyak hastalig
Wilson hastalig1
Insiilin reseptdr mutasyonlar

Prevalans ve insidans

Non-alkolik yagl karaciger hastalig1 cesitli iilkelerde genel niifusun %10— 24’unu
etkilemektedir. Prevalans %57.5’¢e, hatta obez kisilerde %74’¢ kadar yiikselmektedir (19,20).
Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, cocuklarin %?2.6’sinda obez g¢ocuklarin %22.5 ile
%52.8’inde goriilmektedir (21,22). Non-alkolik yagli karaciger kan verenlerde anormal
karaciger enzim sonuglarini ¢ok sayida vakada agiklar. Karaciger hastalifinin diger sebepleri

dislandiktan sonra, aminotransferaz seviyelerinde asemptomatik yiikselme vakalarmin
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%90’1nin  sebebidir (23). Non-alkolik yagli karaciger ABD’deki eriskinlerde anormal
karaciger testi sonuglarinin en sik nedenidir (23). Amerika Birlesik  Devletlerinde  de
NAYKH’nin prevalansi bilinmemektedir. Ama genel niifusta tip 2 diyabetes mellitusun ve
obezitenin bilinen prevalanslarindan hareketle iyi bir tahmin yapilabilir. Obezite 20 yas ve
tizerindeki kisilerin %22.5’inde goriilmektedir (23). Obez niifusun ligte ikisinde (diyabetten
bagimsiz olarak) morbid obez insanlarin %90’indan fazlasinda steatoz bulunmaktadir (24).
Steatohepatit zayif (ideal viicut agirliklarinin %110’undan daha hafif olanlar) niifusun
%3’unu, obez niifusun %19 unu, morbid obezlerin hemen hemen yarisini etkilemektedir (24).
Dolayisiyla, ABD’ nin 2000 y1l1 (23) niifusuna bakarak, bu iilkede tahminen 30.1 milyon obez
erigkinde steatoz, yaklasik 8.6 milyon obez eriskinde de steatohepatit oldugu sdylenebilir.
Diyabetes mellitus ABD erigskin niifusunun %7.8’ini etkilemekte, diyabetli hastalarinda
yaklasik %50’sinde (7.8 milyon kisi ; %21 ile %78 arasinda ) non-alkolik yagli karaciger
hastalig1 goriilmektedir (23). Diyabetle obezitenin birlikteligi, ek bir risk daha getirmektedir.
Diyabeti olan siddetli obez hastalarin %100’iinde en azindan hafif steatoz, %50’sinde
steatohepatit, %19’unda siroz bulunmaktadir (25). ABD’ de NAYKH nin prevalansi, hepatit
C virusu enfeksiyonunun %1.8 olan prevalansindan ¢ok daha yiiksektir (26). Yine de bu
rakamlar, NAYKH’nin ger¢ek prevalansinin altinda olabilir. Ciinkii pek ¢ok hasta ne obezdir
ne de diyabetiktir. Ayrica hastalifin tanisi ¢ocuk ve adolesanlarda gittikge daha sik

konulmaktadir.

Risk Faktorleri

Obezite, tip 2 (insuline bagimli olmayan) diabetes mellitus (DM) ve hiperlipidemi
siklikla NAYKH’ na eslik eden durumlardir. Non-alkolik yagl karaciger hastaligi olan bazi
hasta serilerinde bildirilen obezite prevalansi %30-100, tip 2 DM prevalanst %10-75,
hiperlipidemi prevalanst %20-92 arasinda degismektedir (17,18). Non-alkolik yagli karaciger
hastalig1 olan baz1 ¢ocuklarda tip 1 diyabet gériilmektedir (27). Obezite viicut Kitle indeksinin
(kilogram cinsinden agirhigin metre cinsinden boyun karesine boliinmesine) en az 30 olmasi
olarak tanimlanirsa, obez kisilerde NAYKH’ nin prevalansi 4-6 kat artmaktadir (28). Tip 2
DM varligy, viicut kitle indeksinden bagimsiz olarak, NAYKH nin riskini ve siddetini anlamli
derecede yiikseltmektedir (17,18). Trunkal obezite, viicut kitle indeksi normal kisilerde bile,
NAYKH i¢in 6nemli bir risk faktoridir (29). Bir calismada, hiperlipidemili hastalarin
yaklasik yarisinda ultrasonografi incelemesinde NAYKH oldugu bulunmustur (30). Non-



alkolik yagli karaciger hastaligi riskini hiperkolesterolemiden ¢ok hipertrigliseridemi
arttirmaktadir (30). Ailede steatohepatit veya kriptojenik siroz oykiisiiniin de bu bozuklukta
risk faktorii oldugu belirtilmistir (28). Non-alkolik yagli karaciger hastaligi her yastan kiside
gortilebilir. Yine ¢ogu 1k grubunda tanimlanmistir. Cogu seride tipik non-alkolik yagl
karaciger hastalari, orta yash kadinlardir (25,28). Fakat baz1 serilerde NAYKH nin prevalansi
erkeklerde daha yiiksek bulunmustur (30).

Patogenez

Non-alkolik yagl karaciger hastaliginin patogenezi, hastalik ilk tanimlandigindan
bugiline kadar iyi anlasilabilmis degildir. Giincel goriislerin ¢ogu varsayim diizeyindedir,
clinkii hastaligin mekanizmasi veya mekanizmalar1 hala arastirilmaktadir. Nigin bazi
hastalarda basit steatoz bazilarinda steatohepatit ve progresif hastalik gelistigi heniiz
bilinmemektedir. Viicut yagiin dagilimindaki veya antioksidan sistemlerdeki farkliliklar,
muhtemelen genetik yatkinlik zemininde, agiklamalardan biri olabilir.

Insulin NAYKH’ nin gelisiminde en cok dile getirilen faktrdiir (31). Insulin direnci,
normal konsantrasyondaki insulinin normalden daha az biyolojik yanit olusturmasi
durumudur. Baska bir anlatim ile belirli bir konsantrasyondaki insulinin glukoz uptake’ini
uyarma etkisinin azalmasidir. Normalde insulin karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi
inhibe ederek hepatik glukoz iiretimini baskilar. Ayrica glukozu kas ve yag dokusu gibi
periferik dokulara tasiyarak burada ya glikojen olarak depolanmasini ya da enerji liretmek
lizere okside olmasini saglar. Insulin direncinde insulinin karaciger, kas ve yag dokudaki bu
etkilerine kars1 direng olusarak hepatik glukoz sekresyonu bozulur. Kas ve yag dokusunda da
insulin araciligr ile olan glukoz uptake azalir. Bu durumda olusan insulin direncini
karsilayacak ve dolayisiyla normal biyolojik yaniti saglayacak kadar insulin salgisi artis1 ile
metabolik durum kompanze edilir. Boylelikle hipergliseminin Onlenebilmesi i¢in beta
hiicreleri stirekli olarak insulin salgisini arttirmaya yonelik bir ¢aba igerisine girer. Sonugta

normoglisemi saglanirken, insulin diizeylerinde de 1.5-2.0 kat yiikseklik olusur.
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Sekil 1. Nonalkolik yagl karaciger hastaliginin patogenezinde muhtemel mekanizmalar.
Sekil 1A.

A
Yag Asidleri
MNormal
Hepatosit
Oksidazyon
Esterlegme Mitokondri
Peroksizom
J/ Miloozom
Trigliserid Yag aridi

zenteri

YLDL

Sekil 1A’da gorildigi gibi, hepatik yag asitleri normalde trigliseritlerle esterlesir.
Trigliseritlerden bazilar1 ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) ile hepatositlerin disina
tasinir. Non-alkolik yagli karaciger hastaligi olanlarda hepatositler icinde lipit diizeyinin
artmasi (¢ogunlukla trigliserit formunda), yag asitlerinin alimimi ve sentezini uyaran enzim
sistemleriyle yine yag asitlerinin oksidasyonunu ve hiicre digina tasinmasini uyaran enzim
sistemleri arasindaki dengesizlikten kaynaklanir.

Insulin direncinin molekiiler patogenezi, anlasildign kadariyla multifaktoryeldir.
Insulin etkisinin inhibisyonunda rol oynayan bazi molekiiler hedefler tanimlanmistir. Bunlar
arasinda asagidakiler sayilabilir: Rad (ras associated with diyabet), temel hiicre islevlerini
(biiytime, farklilagsma, vezikiiler transport ve sinyal transdiiksiyonu) engeller (34). PC-1
(insulin direncinde rolu olan bir membran glikoproteini), insulin tarafindan uyarilan trozin
kinaz aktivitesini azaltir (34,35). Leptin, insulin reseptorii substrat-1’in defosforilasyonunu
indiikler; yag asitleri, insulin tarafindan uyarilan periferik glukoz alimini engeller; tiimor
nekroz faktorii-a (TNF-o), insulin reseptorii substrat-1’in insulin tarafindan indiiklenen
fosforilasyonunu azaltir (34,35). Insuline bagimli glukoz transport molekulii Glut4’{in
ekspresyonunu diisiiriir. Insulin direnci hepatositlerde iki temel mekanizma ile yag birikimine

yol agar: lipoliz ve hiperinsulinemi (Sekil 1B).
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Sekil 1B .

Insulin Adipoz doku
B TNF-alfa Yag Artnug lipoliz
Rad agidlerinin
PC-1 arbmag i
. Leptin tutulumu
Hepatosit Yag
asidleri \\
Yag asidleri \| 3
‘ / Mitokondrial P
Artnag sitodorom P-450 44 beta Leptin
Artnug sitolomom P-450 1E1 ohzidasyon Yai
| Y, asidleri
Yag asidi sentezi insulin
Apolipoprotein
B-100 azalma Hiperinsulinemi

x Trieliserid birikimi

!

YLDL

Sekil 1B’de, insulin direnci (TNF-0, Rad’in, PC1’in, leptinin ve yag asitlerinin
inhibisyonuna bagli) iki temel mekanizma ile hepatositlerde yag birikimine yol agmaktadir.
Bunlar: Lipoliz (dolasimdaki yag asitlerini arttirir) ve hiperinsulinemidir. Hepatositler
tarafindan yag asidi aliniminin artmasi, mitokondrial B-oksidasyon yiiklenmesine neden olur.
Bu da hepatositler icinde yag asitlerinin birikmesi ile sonuglanir. Yag asitleri, mikrozomal
lipooksijenazlar olan sitokrom P-450 2E1 ve 4A’nin substratlar1 ve indiikleyicileridir (36).

Steatohepatitli hastalarin karacigerinde sitokrom P-450 2E1 seviyesi mutlaka artar ve
hepatosit membranlarinda lipit peroksidasyonunu indiikleme yetene§i olan oksijen
radikallerinin {iretimine yol acar (36). Sitokrom P-450 2E1 geninin baskilandigi transgenik
farelerde de yaygin lipit peroksidasyonu goriilmektedir (36). Bu durum baslica rolun sitokrom
P-450 4A enzimlerine ait oldugunu diisiindiirmektedir. Insulin direncinden kaynaklanan
hiperinsulinemi, glikolizi arttirarak hepatositlerde yag asiti sentezini arttirmakta, karacigerde
apolipoprotein  B-100 iiretimini azaltarak hepatositler iginde trigliseritlerin birikimini
kolaylastirmaktadir.

Mikrozomal -oksidasyonla, toksisite potansiyeli bulunan dikarboksilik asitlerin

klinik olarak anlamli miktarlar1 olusabilir. Yag asidi metabolizmasinin bu yolu, mitokondriyal
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B oksidasyonla ve peroksizomal - oksidasyonla yakindan iliskilidir (Sekil 1C). Peroksizomal
B- oksidasyon enzimlerinin eksikliginin, makrovezikiiler steatozun ve steatohepatitin dnemli
bir sebebi oldugu anlasilmistir (37). Agil-koenzim A oksidaz eksikligi ¢ok uzun zincirli yag
asitlerinin ve dikarboksilik asitlerin oksidasyonunu bozarak yaygin mikrovezikiiler steatoza
ve steatohepatite yol agar. Bu enzimin kaybi ayni zamanda, peroksizom-proliferatif aktive
reseptor-a’nin (PPAR-a) uzun siireli aktivasyonuna sebep olarak PPAR-a ile regiile olan
genlerin transkripsiyonal up-regulasyonunu uyarabilir (37). NAYKH olan hastalarin
karacigerlerinde eksprese edilen tasiyici protein-2’nin hepatik sentezini uyarmada da PPAR-

o’nin rolu oldugu vurgulanmstir (37).

Sekil 1C.
C
Adipoz doku Inzulin
3 Hepatosit
spoliz Yag asidi almanda INF-alfa
— arhs Rad
PC-1
| Leptin
Yag asidleri
Yag
TNF-alfa azidlery
ﬁ%ﬂl Acil koenzim A
LEI; tin zentaz
Yag Acil- hoenzim A Aril-koenzim A
. -hoenzim -
asitleri Mikrozomal
okridasyon
. "t
. elspresyon
fns | o2/

Protein-2
k elspresyonu
L=

okrilik yag
asidi

Sekil 1C’de mikrozomal w-oksidasyon, peroksizomal - oksidasyon ve mitokondriyal
B- oksidasyon arasindaki iligki, ayrica peroksizom proliferatif-aktive reseptor-a (PPAR- o)
ligandin diizenleyici rolii oldugu goriilmektedir. Yag asitlerinin mikrozomal « -oksidasyonu
sonucunda dikarboksilik yag asitleri olusur, bunlar da peroksizomal B-oksidasyon yoluyla
yikilir. Peroksizomal - oksidasyon sonucunda zinciri kisalmis agil-koenzim A ortaya cikar.
Cok uzun zincirli yag asitleri, acil-koenzim A sentaz etkisiyle, acil-koenzim A’ya

dontstirilir. Agilkoenzim A peroksizomal oksidasyon igin substrat olarak islev goriir, fakat
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metabolize olmadan kalirsa PPAR-o ligandi olarak fonksiyonunu icra eder. PPAR-a
karacigerde mikrozomal, peroksizomal, mitokondriyal yag asidi oksidasyonu sistemlerinde
rol alan genlerin induksiyonunu kontrol eder; ayrica tastyict protein 2’nin hepatik sentezini
uyarir (38). Non-alkolik yagl karaciger hastaliginin patogenezinde bu proteinin rolii hala net
degildir. Hepatosit apoptozunun inhibisyonuna yardimci olabilir. Ayrica yagli hepatositlerin,
daha sonra sekonder saldirilara (endotoksin veya TNF-o gibi) maruz kaldiklarinda
hasarlanmaya yatkinliklar artabilir (38).

Yag asitlerinin intrahepatik seviyelerinde artig, bir oksidatif stres kaynagi meydana
getirir. Bu da biiyiik dlgiide steatozdan steatohepatite ve siroza ilerlemeden sorumlu olabilir.
Mitokondriler, reaktif oksijen tiirlerinin baslica hiicresel kaynagidir. Reaktif oksijen tiirleri
lipid peroksidasyonu, sitokin indiiksiyonu, Fas ligand indiiksiyonu ile steatohepatiti ve fibrozu
baslatabilir. (Sekil 1D).

Sekil 1D.

D Steatotic Hapatosit

/ Lipid peroksidasyon
/ MDA HNE MDA MDA \ |
HNE HNE HNE Hop
Mallorynin . atosit
Y Enflamasyon ~ Fibrozis FHlmdl
(hkemotalisiz)
It Tm”m TNF-alfa
TGF-heta TGF-heta
Sitokin induksiyonu

Faz ligand

Sekil 1D’de mitokondrial reaktif oksijen tiirlerinin, steatozdan steatohepatite ve
fibroza ilerlemeyi li¢ mekanizma ile uyardigr goriilmektedir: lipit peroksidasyonu, sitokin
induksiyonu ve Fas ligand induksiyonu. Reaktif oksijen tiirleri lipit peroksidasyonunu
baslatabilir. Bu da hiicre 6liimii ve malondialdehit (MDA) ile 4- hidroksinonenal (HNE)

salinmasiyla sonuglanir. MDA ve HNE hiicre 6liimiine sebep olur, proteinler arasinda ¢apraz
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baglar teskil ederek Mallory cisimcigi olusumuna yol acar , Stellate hiicreleri aktive ederek
kollajen sentezini hizlandirir (39). HNE, noétrofillere kemotaktik etkisi oldugundan doku
enflamasyonunu uyarir (39). Reaktif oksijen tiirleri de sitokin olusumunu (TNF-a,
doniistiiriicii biiyiime faktorii B [ TGF-B ], interlokin-8) indiikler. TNF-a ve TGF-B kaspaz
aktivasyonuna ve hiicre oliimiine sebep olur (39,40). TGF-B stellat hiicreler tarafindan
kollajen sentezini etkinlestirir , sitoskletal proteinleri ¢apraz baglayan doku transaminazinm
aktive eder, bdylece Mallory cisimcigi olusumunu saglar. Interlokin-8, insan nétrofilleri igin
giiclii bir kemoatraktandir (39). Reaktif oksijen tiirleriyle indiiklenen TNF-o, mitokondrilerde
solunum zincirindeki elektronlarin akimini daha da bozar (40). Mitokondriyal reaktif oksijen
tirleri hepatik antioksidanlar tiiketebilir, boylece daha reaktif oksijen tiirleri birikir (41).
Mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri hepatositlerde Fas ligandin ekspresyonuna yol agar
(hepatositler normalde membran reseptoru Fas’1 eksprese eder) (41). Sonra da bir hepatosit
iizerindeki Fas ligandi, diger bir hepatosit lizerindeki Fas ligandi ile etkileserek “fraksiyonal
oldiirmeye” sebep olabilir.

Steatohepatitli  hastalarda ultrastriiktiirel mitokondriyal lezyonlar bulunabilir
(megamitokondrilerdeki ¢izgisel kristal inkluzyonlar gibi) (41). Basit steatozlu ¢ogu hastada
ve saglikli bireylerde bu mitokondri hasarina rastlanmaz (41). Steatohepatitli hastalar, fruktoz
(karacigerde akut ATP azalmasina sebep olur) verilmesinden sonra, invivo sartlarda ATP’yi
yavas bir bi¢imde yeniden sentezler (42). Bu bozukluk, steatohepatitli hastalarda bulunan
mitokondriyal hasardan kaynaklanabilir (41,42).

Demek ki obez, diyabetik veya hiperlipidemisi olan yagl karacigerli hastalarda
karaciger hastaligi belirtileri nadiren gelisir; ancak steatotik karaciger yeni saldirilarla
karsilastiginda daha fazla hasar gormeye yatkin olabilir. Bu bulgu, su varsayima yol agmuistir:
Basit steatozdan steatohepatite ve ilerlemis fibroza progresyon, iki farkli olaydan
kaynaklanabilir (43). Birincisi, insulin direnci hepatositlerin i¢inde yag birikimine sebep olur;
ikincisi, mitokondriyal reaktif oksijen tiirleri lipit peroksidasyonuna, sitokin induksiyonuna ve

Fas ligand induksiyonuna sebep olur.
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Histolojik Bulgular

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi, histolojik olarak, alkol suistimalinden
kaynaklanan karaciger hasarindan ayirt edilemez. Karaciger biyopsisinde gozlenen o6zellikler;
steatoz, karma enflamasyon hiicreleri infiltrasyonu, hepatosit balonlagsmasi ve nekrozu,
glikojen niikleuslari, Mallory cisimcigi ve fibrozdur (Sekil 1). Biitiin bu 6zelliklerin tek
baslarina veya birlikte bulunmalari, NAYKH spektrumunun neden bu kadar genis oldugunu
da agiklar. Portal kanallar iltihaptan nispeten korunmustur, ancak NAYKH olan ¢ocuklarda
lobiiler enfiltratin tersine portal iltihap baskinlig1 goriilebilir (32). Mallory cisimcigi NAYKH
olan ¢ocuklarda ya hi¢ yoktur ya da ¢ok seyrektir (31,32). Bazi sirozlu hastalarda steatoz ve
nekroenflamatuar aktivite 6zellikleri artik bulunmayabilir (33). Steatoz, mononiikleer veya
polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu, hepatosit balonlagsmasi ve yama tarzinda nekroz
birarada bulundugunda, bu durum non-alkolik steatohepatit olarak adlandirilir. Bu tiirde
NAYKH olan hastalarin ¢ogunda bir dereceye kadar fibroz vardir. Mallory cisimcigi‘nin de
olmasi1 sart degildir. Steatozun siddeti, etkilenen parankimin yayginligina bakarak
derecelendirilebilir (Tablo.2) (32). Son zamanlarda steatoz ve nekroenflamasyon lezyonlarini

“’derece’’ler, fibroz tiplerini de “’evreler’” halinde birlestiren bir sistem Onerilmistir (32).

Non-Alkolik Yagh Karaciger Hastaliginda Histolojik Lezyonlarin
Derecelendirilmesi ve Evrelemesi (32)

Steatozun Derecelendirilmesi :

Derece 1: Hepatositlerin %33’iinden azi1 etkilenmistir.
Derece 2: Hepatositlerin %33-66’s1 etkilenmistir.

Derece 3: Hepatositlerin %66’sindan fazlasi etkilenmistir.

Steatohepatitin Derecelendirilmesi :

- Derece 1, hafif

Steatoz: Daha ¢ok makrovezikiiler, lobiillerin % 66’ya varabilen boliimiinii etkilemis
Balonlagsma: Zon 3 hepatositlerde zaman zaman goriliir.
Lobiiler enflamasyon: Daginik ve hafif akut enflamasyon ( polimorfoniikleer hiicreler ) ve

kronik enflamasyon ( mononiikleer hiicreler )

16



Portal enflamasyon: Yok veya hafiftir.

- Derece 2,0rta

Steatoz: Her siddette olabilir; genellikle karisik makrovezikiiler ve mikrovezikiiler
Balonlagma: Belirgin ve zon 3’te belirgin

Lobiiler enflamasyon: Balonlasmis hepatositlerle birlikte polimorfoniikleer hiicreler
goriilebilir; periseliiler fibroz; hafif kronik enflamasyon goriilebilir

Portal enflamasyon: Hafif - orta sekildedir.

- Derece 3, siddetli

Steatoz: Tipik olarak lobiillerin %66’sindan fazlasini tutar ( panasiner ); yaygin miks steatoz
vardir.

Balonlagma: Baskin olarak zon 3; belirgindir.

Lobiiler enflamasyon: Daginik akut ve kronik enflamasyon; polimorfoniikleer hiicreler, zon
3’te balonlagsma ve fibroz alanlarinda yogunlasmis olabilir

Portal enflamasyon: Hafif ile siddetlidir.

Fibrozun Evrelemesi :

Evre 1:Zon 3 periveniiler, perisinuzoidal veya periselliiler fibroz; fokal veya yaygin

Evre 2:Zon 3 periveniiler, perisinuzoidal veya periselliiler fibroz, ayrica fokal veya yaygin
periportal fibroz

Evre 3:Kopriilesme fibrozu, fokal veya yaygin

Evre 4:Siroz
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Tam

Aminotransferaz seviyelerinde asemptomatik yiikselme, yagl karacigere ait radyolojik
bulgular1 ve agiklanamayan inat¢1 hepatomegalisi olan kisilerde non-alkolik yagl karaciger
hastaligi tanisindan siiphelenilir. Klinik taninin ve karaciger testlerinin histolojik tutuluma
iliskin olarak tahmin degerleri zayiftir (43). Goriintilleme caligmalar1 karacigerde yagl
infiltrasyonun varligini1 ve miktarint belirlemede yararlidir, ama karaciger hasarinin siddetini
kesin olarak belirlemede kullanilmaz. Non-alkolik yagli karaciger hastaligi ve siddeti
konusunda duyulan klinik siiphe, sadece karaciger biyopsisi ile dogrulanabilir. Non-alkolik
yagh karaciger hastalig1 tanisi koyabilmek igin, karaciger hastalifinin sebebinin alkol
suistimali olmadiginin ortaya koymak gerekir. Kadinlarda giinde 20 g, erkeklerde giinde 30 g
kadar diistik dozlar alkolle indiiklenen karaciger hastaligi olusturmak igin yeterli olabilir (Su
miktarlardaki igkilerin her biri 10 g alkol igerir: 350 ml bira, 120 ml sarap, 45 ml sert likor)
(43). Diger sebepler de (viriisler, otoimmun cevaplar, metabolik veya kalitsal faktorler, ilaglar
veya toksinler) diglanmalidir. Serolojik testlerin ne dereceye kadar yapilacagina hastaya gore
karar verilmelidir. Spesifik laboratuar test sonuglariyla birlikte karaciger biyopsisindeki bazi

histolojik bulgular cogu vakada tan1 koydurur.

B. Ratlarda Karaciger Anatomisi ve Karaciger Rezeksiyon Modelleri

Ratlarda karaciger 4 ana loba ayrilir. Caudat (CL), sag lob (RLL), orta lob (MLL) ve
sol dig lobtur (LLL) .Caudat lob, caudat ¢ikinti, 6n (AC) ve arka (PC) caudat lob olmak tizere
iice ayrilir. RLL, siiperior sag lob (SRL) ve inferior sag lob (IRL) olarak ikiye ayrilir. Medial
lob, sag orta lob (RML) ve sol orta lob (LML) seklinde ikiye ayrilir (44).

Kongure’nin ¢aligmasi rat karaciger anatomisini agiklar ve Couinaud tarafindan
gosterilen insan karaciger segmentasyonuyla uyumluluk gosterir (45). Bu calismaya gore
ratlarin CL, LLL, LML, RML, IRL ve SRL sirastyla insan karacigerinde 1, 2, (3 ve4), (5 ve

8), 6 ve 7. segmentlere uyar. Rat karacigerinde safra kesesi bulunmaz.
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SEKIL 2.Rat karaciger anatomisi
A:Herbir lob i¢in karaciger agirlik yiizdeleri
B:Hepatik venlerin dagilimi
C:Portal ven dagilim1
D:Bilier sistem

AC; anterior kaudal lob, PC; posterior kaudat lob, SRL; siiperior sag lateral lob, IRL;
inferior kaudat lob, ML; median lob, LML;orta lobun sol kismi, LLL;sol lateral lob,
MF;median fissiir (umblikal fissiir), LF;sol fissiir,RF;sag fissiir, FL;falsiform ligament

Ratlarda Karaciger Rezeksiyon Modelleri

Ratlarda klasik parsiyel hepatektomi modeli Higgins ve Anderson tarafindan 1931’de
tanimlanmigtir. Bu arastirma iki anterior lobun (ML) ve (LLL) rezeksiyonunu gosterir.
Uygulamasi1 kolaydir. Karacigerin yaklasik %70’ ¢ikartilir. Klasik %70 hepatektomi modeli
kapsamlica galisildig igin olduk¢a popiiler olmustur. Bilesik pedikiile yapilan tek ligasyon ile
hizli ve basarili sekilde sonlandirilir, ayrica karaciger nakli ¢alismalarinda da kullanilir
(46,51).

%90, 95, 97°1ik karaciger rezeksiyonu modelleri ise karaciger rejenerasyonu ve akut
karaciger kayb1 ¢alismalarinda kullanilir (47). %90 lik modelde sag lob, ML, ve MLL rezeke
edilir. %95 lik modelde AC de rezeke edilir.% 97 lik modelde ise AC ve PC de cikarilir
sadece paracaval kisim kalir. Diger genisletilmis hepatektomi modelleri de calisilmigtir fakat

daha zor teknikler gerektirmektedir ve daha fazla komplikasyon gozlenir.
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Karaciger Rejenerasyon Modeli

Hepatik rejenerasyon gelisimi ratlarda ve insanlarda benzerdir. Ratlarda elde edilen
sonuglar insan karacigerine de uygulanabilir. Ratlarda yapilan %70 hepatektomi modeli

rejenerasyon calismalari i¢in en kapsamli ¢alisilan ve en degerli calismadir (48,49).

Karaciger rejenerasyonu yaralanmanin ardindan tetiklenir. Ratlarda rezeksiyonun 16.
saatinden itibaren DNA replikasyonu baglar. Ratlarda %70 hepatektominin ardindan 24-72,
saatte kalan karaciger dokusu rezeksiyon oncesi karaciger dokusunun %45-%70 ine ulasir. 5-
12. gunde %93 iine ulasir. 20. glinden itibaren kalan loblarin hiperplazisi ile orijinal karaciger
volumiine ulasir.(50). insanlarda da rejenerasyon cabuk baslar. Dondrdeki rezidii karaciger 7.
ginde agirligimin 2 katina ulasir. Alici da ise transplante edilen sag karaciger 14 gilinde
agirliginin 2 katina ulagir. Donor ve alicida karaciger 60 giinde orijinal agirligina ulagir. Fakat

orijinal agirhi@a ulasmasina ragmen rejenerasyon ve remodeling devam eder.

C. Karaciger Rejenerasyonu

Yaralanma veya rezeksiyondan sonra karacigerin kendini rejenere etme kabiliyeti uzun
sliredir arastirmacilar1 biiyiilemektedir. Karacigerin rejeneratif kapasitesi ile ilgili ilk bilgilere
Hesiodos’ un Theogoni’ sinde rastlanmaktadir. Bir Titan olan Prometheus atesi ¢alarak insana
verdigi ve insan1 simarttig1 i¢in Zeus tarafindan cezalandirilir. Ceza olarak Kafkas daglarinin
en yiiksek tepesine zincirlenir. Karacigerinin bir kismu her giin bir kartal tarafindan yenir ve
her gece eski halini alir. Ancak ger¢ek anlamda karacier rejenerasyonu fikrini ilk kez
1833’te Crueilhier ortaya atmistir (52).

Karaciger erigkin boyutlara ulastifinda biiyiimesi durur. Normal bir karacigerin
herhangi bir zamanda yapilan kesitlerde hepatosit populasyonunun ¢ok seyrek mitoz
gostermesi bu durgunlugun bir ifadesidir (52,53). Bununla beraber karacigerde doku kaybi ile
sonuclanan yaralanmalar, hastaliklar (viral hepatit, siroz ve toksik olaylar) veya karacigerin
cerrahi olarak bir kisminin ¢ikartilmasi gibi olaylardan sonra hizla kompansatuvar bir biiyiime

goriiliir ve bu biiylime karaciger eriskin boyutlarina ulaginca yine durur.
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Genis metabolik yiikiine ragmen karaciger en genis hiicre proliferasyon o6zelligine
sahip organdir. Hepatositlerin sadece %0.0012-%0.01’1 hayatin herhangi bir doneminde
mitoza ugramaktadir (54,55). Saglikli karacigerdeki bu diisiik turn-over toksik karaciger
hasar1 veya cerrahi rezeksiyon durumunda degismektedir. Karacigerin 2/3 nin kaybindan
sonra iki hafta iginde fonksiyonel karaciger iyilesmesi tamamlanmaktadir. Rejenerasyon
cevabi tipik olarak kalan karaciger dokusunun asiner yapisinin proliferasyonuna baglidir (55).

Karaciger rezeksiyonu veya parsiyel hepatektomi karaciger kiitlesini azaltir fakat az da
olsa geride hasarli hiicreler birakir. 2/3 parsiyel hepatektomi modelinde, sol ve medial loblar
ligate edilip eksize edilir. Boylece karacigerin %65-70’i eksize edilmis olur (49). Parsiyel
hepatektomi sonrasi geride kalan hepatik segmentler artan portal kan akimi ve basincinin
etkisi altinda kalmasina ragmen, parsiyel hepatektominin halen hiicresel hasarin eslik
etmedigi piir karaciger rejenerasyonu saglayan en iyi yaklagim oldugu in vivo rejeneratif
cevap calismalarinda gosterilmistir.

Parsiyel hepatektomiden sonra 24 saat iginde aktif hiicre replikasyonu baglar ve
organin ilk agirhigina erisinceye kadar devam eder. ilk 10 giin iginde 6nemli odlgiide
rejenerasyon olusur ve bu olay 4-5 haftada tamamlanir. Eksize edilen loblar aynen eski
sekillerini almazlar. Rejenerasyon daha ¢ok yeni lobiiller olugsmasi ve artik lobiillerin
genislemesi seklinde olur. Hepatik rejenerasyon igin gerekli uyaranlar pankreas diger
ekstrahepatik organlar ve rejenere olan karacigerin bizzat kendisinden kaynaklanan humoral
faktorlerdir (56).

Gilinlimiizde bilgisayarli tomografi, anjiografi, sintigrafi gibi yontemlerle yapilan
calismalarda, karacigerin rezeksiyon sonrasi eriskinlerde 3-6 ayda, ¢cocuklarda 3 aydan daha
kisa siirede eski boyutuna ulastigi gosterilmistir. Siroz varliginda bu siire 9-15 aya kadar

cikmaktadir.

Karaciger rejenerasyonunda birgok biiyiime faktorii ve sitokinler rol alir. Bu faktorler

sunlardir:

1- Hepatosit biiyiime faktorii (HGF): En ¢ok karaciger Ito ve Kuppfer hiicrelerinde olmak
lizere bircok dokuda ve plazmada bulunan protein yapisinda bir biiyiime faktoriidiir (57).
Hepatektomiyi takiben 5 dakika icinde tirokinaz aktive olur ve plazminojenin plazmine
doniisiimiinde rol alir. Plazmin matriks yikici metaloproteinazlart uyarir. Matriks yikimi
sonucu HGF salgilanir. Ratlarda hepatektomi sonrasi bir saat iginde plazma HGF

Konsantrasyonu 20 katina cikar (57). Insanlarda karaciger rezeksiyonunu takiben 1 ile 3.
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giinler arasinda plazma HGF seviyesi maksimuma ulasir (57). Karbontetraklorur (CCl4) ve D-
galaktozamin gibi hepatotoksik maddeler de nonparankimal karaciger hiicrelerinde HGF
artisina neden olmaktadir. Bir biiylime faktorii olmasina karsin yiiksek konsantrasyonlardaki
HGF’nin baz1 kanser ve sarkom hiicre kiiltiirlerinde biiylimeyi yavaslattigi bildirilmektedir
(57).

2- Timor Nekroz Faktor- o ve IL-6: Tiimor Nekrozis Faktor-a nin fonksiyonu kupper
hiicrelerinin IL-6 salgilamasina baghdir. Rezeksiyon sonrasi iiretimi 48. saatte pik yapar ve
mitokondriden oksijen radikallerinin salinimini saglayarak hepatosit kiiltiiriinde sitotoksik etki
gosterir (7, 8). IL-6, TNF-a uyaris1 altinda kupper ve satelit hiicrelerden salmir (7).
Rezeksiyon sonrasi 24. saatte iiretimi pik yapar (7,8). IL-6, IL-1 ve TNF-o karaciger
rejenerasyonunun erken doneminde iki farkli transkripsiyon faktOriiniin iiretimini uyarir.
Bunlar post hepatectomy factor /nucleer factor kappa B’ (PHF/NF«B) ve signal transducer
and activator of transcription-3 (STAT-3) diir (5,8). Bu transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu c-fos, c-jun, c-myc gibi erken genlerin trankripsiyonuna yol acar. Bu genlerin
delesyonu durumunda hepatosit ¢ogalmasinda azalma veya artmis hiicre 6liimii s6z konusudur
(7,8). Bu durum Gl-hiicre siklusu diizenleyicisi olan siklin E ve D1 bagimli kinazlarin
aktivasyonundaki azalma veya gecikmeyle agiklanabilir (7, 8).

3- Epidermal biiyiime faktorii (EGF): Hepatositlerde DNA sentezini uyardigi belirlenen ilk
faktordiir (58). Hepatosit kiiltiirlerinde mitojen etkisi kanitlanmistir. Hepatektomi sonrasi
artan noradrenalin uyarisiyla submandibular bezlerden ve Brunner bezlerinden salinimi
artmaktadir (58).

4- Transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF-a ): Karaciger rejenerasyonunun baslangi¢
safthasindan sonra rol oynadigi diisiiniilmektedir. EGF ile ayni reseptor iizerine etki eder.
Hepatosit kiiltiirlerinde DNA sentezini arttirmaktadir (57,58).

5- Norepinefrin: al-adrenerjik reseptorler yoluyla direkt, EGF’yi arttirarak indirekt yoldan
karaciger rejenerasyonunu arttirir. Sempatik denervasyon ve al reseptdr blokaji DNA
sentezini azaltmaktadir (10).

6- Insulin: Portosistemik sant sonucu gelisen karaciger atrofisi insulin verilmesiyle
engellenebilmektedir (60). Primer mitojen olmamasma karsin hiicre kiiltlirlerinde diger
biiyiime faktorlerinin etkisini arttirmaktadir (10).

7- Hepatosit uyarict madde (HSS): 53 kilodalton agirliginda bir proteindir. invitro ve invivo
olarak hepatotrofik etkisi vardir (61).

8- Seks hormonlari: Hepatektomi sonrasi hepatositlerde Ostrojen reseptorleri artarken

androjen reseptdrleri azalmaktadir. Ostrojenin hiicre kiiltiirlerinde hepatosit bdliinmesini
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arttirict etkisi vardir. Antiostrojen bir ajan olan tamoksifenin invitro ve invivo karaciger
rejenerasyonunu azalttigi gosterilmistir (62). Buna karsin antiandrojenlerin belirgin bir etkisi
gosterilememistir (62).

9- Digerleri: Fibroblast biiyiime faktorii (FGF), vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF),
trityodotironin (T3), retinoik asit, bazi ilaglar (barbutiiratlar, diazepam, hipolipidemik ajanlar,
antiepileptik ajanlar), biliyime hormonu, PGE,, siklosporin, FK506, vazopressin gibi
faktorlerin karaciger rejenerasyonuna olumlu katkilar: oldugu bildirilmektedir (10,63,64).

10- Bilinen en onemli rejenerasyon inhibitéri TGF-B1° dir. Ito hiicreleri tarafindan
hepatektomi sonrasi erken donemde salgilanir. Rejenerasyon devam ettigi siirece o2
makroglobuline bagli inaktif formundadir. Zamani1 geldiginde aktive olarak rejenerasyonu

sonlandirir (10). Bu zamanlamayi etkileyen faktorler bilinmemektedir.

Rejenerasyon hiicre diizeyinde baslar. Hiicre siklusunun basamaklar1 GO, G1 (gap 1-
ara 1), S (sentez), G2 (gap 2- ara 2), M(mitoz) dur. GO evresi, hiicrenin stabil ve DNA/RNA
sentezinin olmadig1 evredir. DNA sentezi, G1 evresiyle birlikte baslar. Ozellikle S evresinde
olmak {izere M evresine kadar siirer (65).

Parsiyel hepatektomi veya diger karaciger hasarlarindan sonraki erken donemde, kalan
hepatositler hiicre siklusunun GO déneminden c¢ikarlar ve G1 sathasina girerler. Mitojenik
uyart sonrasi rejenerasyon, Oncelikle karaciger lobiillerinin periportal bdolgelerindeki
hepatositlerde baslar. Sonra sirasiyla safra duktus hiicreleri, Kupper hiicreleri, ito hiicreleri
(vitamin A depolayan, bag dokusu proteinleri ve biiyime faktorleri sentezleyen karacigere
Ozgi satellit hiicreler) ve sinuzoidal endotel hiicrelerinde mitoz goriiliir. Sonucta mevcut
lobiillerin genislemesi ve yeni lobiillerin eklenmesiyle karaciger eski biiyiikliigiine ulagir.
Mitojenik uyar1 sonrast rejenerasyon, Oncelikle karaciger lobiillerinin periportal
bolgelerindeki hepatositlerde baslar. Sonra sirasiyla safra duktus hiicreleri, Kupfer hiicreleri,
ito hiicreleri (vitamin A depolayan, bag dokusu proteinleri ve biiyliime faktorleri sentezleyen
karacigere 0zgii satellit hiicreler) ve sinuzoidal endotel hiicrelerinde mitoz goriiliir. Sonugta
mevcut lobiillerin genislemesi ve yeni lobiillerin eklenmesiyle karaciger eski biiyiikliigiine
ulagir.

Yapilan g¢alismalarda rejenerasyon kriterlerinin tanimlanmasi igin DNA sentezi ve
mitoz sayisi, karaciger voliimii, hiicre proliferasyonu ve mitokondrial aktivite gibi bir¢ok
marker kullanilmistir (63,64,65). Ayrica rejenerasyon kriterlerinin tanimlanmasi ve tespitinde

bazi maddeler kullanilmistir. Bunlar DNA timidin igerigi, 5-bromo-2’-deoksiuridin, PCNA
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(Prolifering Cell Nuclear Antigen), plazma fibronektin seviyesi ve stimulator substans gibi
maddelerdir (65,66).

Bunlarin disinda ilk kez 1983’de Gerdes ve ark. Tarafindan hiicre ¢ekirdeginde
bulunan Ki-67 antijen ve buna karsi olusan monoklonal antikor tariflenmistir (67,68). Ki-67
proteini tiim hiicre sikluslarinda tariflenmistir (68). Hiicre siklusu ilerledik¢e antijen igerigi
artar. G2-M evresinde maksimal seviyeye erisir. Ki-67 antijenine karsi tanimlanan
monoklonal antikor ise hiicre siklusunun GO evresi hari¢ diger tiim evrelerinde gosterilmistir.
Bu antikorun prognostik olarak korelasyon gosterdigi durumlar arasinda non hodgkin
lenfoma, yumusak doku sarkomlari, santral sinir sistemi timorleri  (glioma,
oligodendrioglioma, pineoblastoma, primer sinir sistemi lenfomasi ve norofibroma), meme Ca
sayilabilir. Ki-67’nin diger kullanilan yontem ve maddelerden farki sadece S evresinden
ziyade hiicredeki siklusun tiim biiyiime evrelerinin siniflandirilabilmesidir. Bu siniflandirma,

hiicresel proliferasyon aktivitesinin bir gostergesi olarak kullanilabilir (69,70).

D. Graniilosit Koloni Stimule Edici Faktor
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Graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF), nétrofil koloni olusturan hiicrelerin
cogalma ve farlililagmasini uyaran bir hematopoetik biiyime faktoriidir (12). G-CSF
reseptorleri myeloid seri hiicrelerinin yani sira hepatositler ve vaskiiler endotelyal hiicreler

gibi non-hematopoetik hiicreler tarafindan da eksprese edilmektedir (12,14). Son ¢aligmalar
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G-CSF’ nin kemirgenlerde hepatik rejenerasyonu uyardigini sdylemektedir. Theocharis ve
ark. ratlarda %70 hepatik rezeksiyon ve tiyoasetamide bagli karaciger yetmezliklerinde G-

CSF tedavisinin hepatik rejenerasyonu artirdigini géstermislerdir (15).

G-CSF’ nin bir diger etkisi de hematopoetik kok hiicre (HSC)® lerin
mobilizasyonudur. Son ¢aligmalar CD24-pozitif HSC” lerin iskelet kas1 myoblastlari, kardiyak
myoblastlar, vaskiiler endotel hiicreleri, akcigerin epitelyal hiicreleri, barsak ve cilt hiicreleri
gibi nonhematopoetik hiicre serilerine differansiye olabildigini gdstermektedir. Bu
diferansiasyonun mekanizmasi net olarak bilinmemekle birlikte farelerde, ratlarda ve insanda
doku stresi durumunda HSC’ lerin hepatositlere doniisebildigi baz1 ¢alismalarda bildirilmistir
(14,15).

Klinik kullanim i¢in, belli kosullar altinda G-CSF nin sistemik kullanimai ile primer ve
sekonder karaciger tiimorlerinde daha radikal rezeksiyonlar yapilabilecektir ve karaciger
rejenerasyon siirecinde geride kalan karaciger dokusu daha iyi desteklenebilecektir. Karaciger
greftlerinin rejenerasyon kapasitesi G-CSF gibi uygulamalarla desteklendigi zaman hem
kadavradan hem de yasayan dondrlerden segmental karaciger transferi eriskin bireyler i¢in

giivenle yapilabilir
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4. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Labaratuvari’nda yapildi. Calisma planlandiktan sonra Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay alindi (Protokol No: 20/2011).

Calismada, agirliklar1 200-250 gram arasinda degisen, erkek Wistar-Albino ratlar
kullanildi. Calisma siiresince deney hayvanlarinin yeterli miktarda su almalar1 saglandi ve 12
saatlik aydinlik-karanlik sikluslari olusturuldu.

Ratlarda karaciger yaglanmasi olusturmak icin Lieber ve Carli tarafindan tanimlanan
karaciger yaglandirma modeli kullanildi (71). Bu modele uygun olarak ratlara 8 hafta boyunca
kesintisiz olarak %70 yagli diyet verildi. Altromin® Yyagl diet (Altromin Co,Germany)
kullanilmstir, diet igerigi tablo 2 de belirtilmistir. (Resim 1).

Ratlarda yeterli steatohepatit olustugunun kanitlanmasi i¢in ¢aligmanin baglamasindan
once pilot ¢alisma olarak 8 hafta boyunca 3 rat %70 yaglh diyet ile beslenerek karaciger
biyopsisi alindi. Bu ratlarda patolojik olarak karacigerde steatohepatit derecesinin 2 ve
iizerinde oldugu saptanarak steatohepatit modelinin yeterli sekilde uygulanmis oldugu
goriildii. Calisma sirasinda %70 hepatektomi yapildiktan sonra alinan karaciger dokusunda
steatohepatit derecesi 2’nin altinda olan ratlar calisma dis1 birakildi ve bu deneklerin yerine
derece 2 ve lizerinde steatohepatit yapilmis ratlar kullanildi.

Calismada 3 grup olusturuldu.

Grup 1: Steatohepatit derece 2 ve lizerinde tlizerinde karaciger yaglanmasi olusturulan
7 rata, %70 hepatektomi yapilmasindan onceki 5 giin boyunca 50 mcg (5MU) dozunda G-
CSF (Neupogen®, Roche, Amgen, Zug, Switzerland) %5 dextroz ile karistirtlarak subkutan
olarak uygulandi.

Grup 2: Steatohepatit derece 2 ve iizerinde karaciger yaglanmasi olusturulan 7 rata,
%70 hepatektomi yapilmasindan onceki 5 giin boyunca 1dzm %S5 dextroz soliisyonu

subkutan olarak verildi.

Grup 3: Steatohepatit yapilmayan 7 rata 5 giin boyunca 1dzm subkutan %5 dextroz

sollisyonu uygulandi.

Grup lve 2°deki ratlardan %70 hepatektomi yapilmasindan hemen 6nce ve Grup 3’teki
ratlardan ise %5 dextroz soliisyonu uygulanmasinin 5. giiniinde beyaz kiire, AST, ALT, ALP,

GGT, total bilirubin ve direkt bilirubin 6l¢iimleri i¢in kuyruk veninden kan alindi.
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Resim1. Ratlarin 8 hafta boyunca beslendigi %70 yagl dietin goriiniimdl.
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Tablo 2. Yagh Diet icerigi

Ham besin maddeleri

Ham yag
Ham protein

Ham fiber

Nitrojenden fakir iiriin

Mineraller
Kalsiyum
Fosfor
Magnezyum
Sodyum

Potasyum

Eser Elementler
Demir

Mangan

Cinko

Bakir

Selenyum

Kobalt

%
50.5
22,5

5.0
%

0.9
0.7
0.2
0.2
0.9

ppm
150
50
60
13
0.6
0.3

Yagdan kaynaklanan kalori %71

Proteinden kaynaklanan kalori %18

Karbonhidrattan kaynaklanan kalori %11

Vitaminler
Vitamin A
Vitamin D3
Vitamin B1
Vitamin B2
Vitamin B6
Vitamin B12
Vitamin C
Vitamin K3
Vitamin E
Folik asid
Biotin
Nikotinik Asid
Amino Asidler
Alanin
Arginin
Aspartik asid
Glutamik asid
Glisin
Histidin
Isoldsin
Losin

Lizin
Metyonin
Fenilalanin
Prolin

Valin

150001U
6001U
18 mg
12 mg
9mg
24 pg
36 mg
3mg
75 mg
2 mg
60 pg
36 mg
%
1.0
15
2.3
4.3
0.9
0.5
1.0
1.8
1.2
0.7
11
14
11
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%70 Hepatektomi islemi

Ratlara ksilazin (Alfazyne %2, Alfasan International, Holland) 10 mg/kg ve ketamin
(Ketalar® flakon 50 mg/mL, Eczacibasi Ilag ve Ticaret AS, Istanbul) 50 mg/kg dozlarinda
kombinasyon halinde intraperitoneal yolla verilerek genel anestezi uygulandi. Gerektiginde
ratlarin anestezi derinligini sabit tutmak i¢in ketamin, uygulandig ilk dozun yaris1 miktarinda
refleks yanitlara bakilarak tekrarlandi. Anestezi islemi tamamlandiktan sonra ratlarin karin ve
toraks on duvarlarinda %10 povidon iyodiir soliisyonu ile deri asepsisi saglandiktan ve steril
ortiilerle ameliyat alan1 ortiildiikten sonra orta hat yaklagik 3 cm’lik kesi ile agilarak batina
girildi. Literatiirde tanimlandig1 sekilde, orta ve sol lob pedikiilleri ve hepatik venleri 4/0
poliglactin 910 siitiir ipligiyle (Vicryl®, Ethicon, Johnson&Johnson, Spreitenbach,
Switzerland) baglanarak rezeke edildi ve %70 hepatektomi uygulandi (Resim 2, Resim
3,Resim 4) (47,48). Intraperitoneal olarak 1 mL %0.9’luk NaCl soliisyonu verildikten sonra
karin 6n duvar1 ve deri 3/0 poliglactin 910 siitiirle (Vicryl®, Ethicon, Johnson&Johnson,
Spreitenbach, Switzerland) devamli siitiir teknigi ile kapatildi ve cerrahi iglem sonlandirild.
Cikarilan karaciger dokusu patolojik incelemeye gonderilerek steatohepatit derecesi

degerlendirildi.

Grup 1 ve 2’deki ratlara %70 hepatektomi sonrasi 5. giin total hepatektomi
uygulanarak karaciger dokusu rejenerasyonun degerlendirilmesi i¢in patolojik incelemeye
gonderildi. Intrakardiyak olarak kan alindiktan sonra beyaz kiire, AST, ALT, ALP, GGT, total
bilirubin ve direkt bilirubin Olgiimleri i¢in biyokimya laboratuarina goénderildi ve ratlar

sakrifiye edildi.

PhbLbE
PPdALLd

Sekil 3. Ratlarda parsiyel hepatektomilerin sematik agiklanmasi
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Resim 2.Lateral sol lob pedikiil ligasyonu
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Resim 4. %70 hepatektomi sonrasi karaciger goriiniimii
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Resim 5. Hepatektomi materyali

Resim 6. Postoperatif 5.giin laparotomi

32



Resim 7. Postoperatif 5.giin hepatektomi materyali

Biyokimyasal incelemeler

Biyokimyasal incelemeler Dokuz Eyliill Universite Hastanesi Biyokimya
Laboratuar’inda yapildi. Ratlardan almman kanlarda beyaz kiire, AST, ALT, ALP, GGT
Olgtimleri yapildi.

Immiinohistokimyasal inceleme

Patolojik degerlendirme, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Patoloji Laboratuari’nda
yapildi. Alinan doku 6rnekleri histopatolojik inceleme i¢in %10’luk tamponlanmis formalinde
tespit edildi. Histopatolojik incelemede steatoz derecesi hematoksilen-eozin boyama ile
yapildu.

Ki-67 ekspresyonunu belirlemek amaci ile parafin bloklardan 5 mikrometre
kalinliginda hazirlanan kesitler ‘Poly-L-Lysine’li lamlara alindi. Ki-67(SP6) (Neomarkers,
USA) kullanima hazir rat monoklonal antikoru ile immunohistokimyasal boyama iglemi
uyguland:. Etiivde biitiin gece 6 saat 37°C sicaklikta birakilan kesitler, ertesi giin 60°C’de 60
dakika bekletildi. Kesitler, deparafinizasyon amaciyla ti¢ kez 5’er dakika ksilende ve iki kez
10’ar dakika absolu alkolde ve rehidratasyon icin 1 dakika distile suda bekletildi. 1/10
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oraninda distile su ile sulandirilan antijen retrieval solisyonu (sitrat buffer), once
mikrodalgada 750 watt’ta 2 dakika, sonra 350 watt’ta 30 saniye ve daha sonra 15 dakika
boyunca 5’er saniye aralar ile 160 watt’ta 30 saniye bekletildi. Mikrodalgadan c¢ikarilan
kesitler, oda sicakliginda 20 dakika tutulduktan sonra distile su ile yikandi. Kesitler, endojen
peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in %3’luk hidrojen peroksit ile 20 dakika inkiibe edildi
ve distile su ile iki kez 1’er dakika daha yikandi. Ki-67 monoklonal antikoru ile oda
sicakliginda 90 dakika inkiibe edildi. Phosphate buffer saline (PBS) ile ii¢ kez 5’er dakika
yikandiktan sonra HRP AEC yontemi ile rutin boyama islemi tamamlandi (69).

Ki-67 boyanma paterni degerlendirilirken Wintzer ve arkadaslarimin yoéntemi esas
alindi (69). Degerlendirmeye alinan lamlar uzerinde 400 biiyiik biiylitme alaninda 500 ile
1000 hiicre sayildi. Ki-67 niikleer boyanma gosteren hiicrelerin sayisinin toplam hiicre

sayisina orani binde olarak hesaplandi.

Istatistik Degerlendirme

Istatistiksel analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows
15.0 programi kullanildi. Niceliksel verilerin karsilagtirllmasinda; gruplar arasindaki
farkliligin incelenmesinde Kruskal-Wallis testi, farkliligi olusturan grubun tespitinde Mann-
Whitney U testi ve grup i¢i karsilastirmalarda ise Wilcoxon isaret testi kullanildi. Sonuglar

%95°1ik giiven araliginda degerlendirildi ve anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.

Istatistik

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢cin SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi kullanildi. Calisma
verileri degerlendirilirken niceliksel verilerin karsilastirilmasinda gruplar arasindaki
farkliligin incelenmesinde Kruskal Wallis testi, farkliligi olusturan grubun tespitinde Mann
Whitney U test kullanildi. Grup i¢i karsilastirmalarda ise Wilcoxon isaret testi kullanildi.
Sonuclar % 95°1ik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 duzeyinde degerlendirildi.
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5. BULGULAR

G-CSF verilen ve verilmeyen gruplarda makrovezikiiler yaglanma, mikrovezikiiler
yaglanma ve Ki-67 indeksleri tablo 3 gsterilmistir. G-CSF verilen grupta Ki-67 indeksi en
yiiksek makrovezikiiler yaglanmanin %10 mikrovezikiiler yaglanmanin %100 ve steohepatit
derecesi 2 olan 11.siradaki ratta %0212 olarak Ol¢iilmiistiir. G-CSF verilmeyen grupta ise
grupta Ki-67 indeksi en yiiksek makrovezikiiler yaglanmanin %20 mikrovezikiiler

yaglanmanin %100 ve steohepatit derecesi 2 olan 2.siradaki ratta %0117 olarak ol¢tilmiistiir.

Tablo 3: G-CSF verilen ve G-CSF verilmeyen ratlarin makrovezikiiler ,mikrovezikiiler

yaglanma oranlar1 ve KI 67 indeksi

RAT G-CSF MAKROVEZIKULER  MIKROVEZIKULER  Ki 67
YAGLANMA (%) YAGLANMA (%) (%)
1 ) 20 100 51
2 ) 20 100 117
3 ) 10 10 99
4 ) 70 100 102
5 (-) 10 100 82
6 (-) 10 10 90
7 ) 10 10 90
8 (+) 10 10 204
9 (+) 40 90 136
10 (+) 30 50 142
11 (+) 10 100 212
12 (+) 10 100 122
13 (+) 10 100 166
14 (+) 10 100 157
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Tablo 4. Karaciger yaglanmas1 olup G-CSF verilen ve G-CSF verilmeyen gruplarin Ki-67
indeksinin karsilastirilmasi. Karaciger yaglanmasi olup G-CSF verilen grupta karaciger
rejenerasyonu anlamli olarak daha fazladir. (p= 0,002)

Ki-67 G-CSF verilengrup ~ G-CSF verilmeyen p degeri
N=7 grup
N=7
Ortanca 157 90 0.002*
Ortalama 162 90.1
Standard sapma 34.1 20.6

*Mann-Whitney U test
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Grafik 1. Steatozlu karacigerli ratlarda G-CSF verilen grupta Ki-67 rejenerasyon
indeksinin ortalamas1 162, ortanca 157, G-CSF verilmeyen grupta ortalamasi 90.1, ortanca 90
dir. Steaotozlu karacigerli ratlarda G-CSF verilen grupta karaciger rejenerasyonu istatistiksel

olarak anlamli derecede artmistir (p=0.002)
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Tablo 5. Ratlarin preoperatif laboratuar degerleri.

RAT G-CSF  AST ALT ALP GGT TQTAL . D.iREK . BI%YAZ NOTROFIL
BILIRUBIN BILIRUBIN KURE

1 & 52 34 168 4 0.2 0.17 2800 1200
2 6 34 51 144 4 0.19 0.12 3100 2000
3 ¢ 57 55 56 4 0.21 0.12 6800 4000
4 6 45 44 67 4 0.16 0.14 8200 4800
5 ¢ 68 43 83 4 0.30 0.11 6700 3200
6 ) 44 88 152 4 0.17 0.15 3300 1500
7 ¢) 41 67 167 4 0.20 0.13 5800 3800
8 +) 51 45 123 4 0.25 0.14 5700 900
9 +) 78 58 189 4 0.22 0.13 4100 1100
10 +) 62 46 136 4 0.26 0.15 3100 950
11 +) 24 62 89 4 0.19 0.13 8600 5200
12 +) 75 67 78 4 0.21 0.15 6100 3800
13 +) 48 70 93 4 0.20 0.12 2100 1200
14 +) 55 69 85 4 0.20 0.17 9200 6000

G-CSF:Granulosit koloni stimiile edici faktér, AST: Aspartat aminotransferaz, ALT:Alanin transaminaz, ALP:Alkalen
fosfataz, GGT:Gama glutamil transferaz, TBIL:Total bilirubin, D.BIL:Direk bilirubin
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Tablo 6. Ratlarin postoperatif laboratuar degerleri

RAT  G-CSF AST ALT ALP GGT TOTAL DIREK BEYAZ NOTROFIL
BILIRUBIN BILIRUBIN KURE
1 ) 121 56 162 4 0.30 0.20 3100 1300
2 O] 185 95 258 4 0.20 0.10 4000 2900
3 O] 94 102 312 4 0.30 0.20 5600 3200
4 O] 98 87 254 4 0.40 0.30 8400 4600
5 O] 119 44 397 4 0.25 0.17 11000 6600
6 ) 189 79 471 4 0.21 0.18 8400 3300
7 O] 107 48 625 4 0.22 0.16 8400 5600
8 (+) 130 55 431 4 0.30 0.15 12000 3800
9 (+) 132 68 434 4 0.22 0.16 11000 6800
10 +) 174 174 532 4 0.32 0.21 9400 3100
11 (+) 189 189 544 4 0.30 0.11 8800 5400
12 (+) 196 198 644 4 0.40 0.20 9200 5800
13 (+) 170 170 578 4 0.30 0.11 2800 1300
14 (+) 168 168 621 4 0.40 0.20 1500 2800

G-CSF: Granulosit koloni stimiile edici faktor, AST: Aspartat aminotransferaz, ALT: Alanin transaminaz, ALP: Alkalen
fosfataz, GGT: Gama glutamil transferaz, TBIL: Total bilirubin, D.BIL: Direk bilirubin

Tablo 7. G-CSF verilmeyen grupta ortalama preoperatif laboratuar degerleri ile ortalama
postoperatif laboratuar degerlerinin karsilastirilmas1.G-CSF verilmeyen grupta postoperatif
5.glinde ast,alp ve direk bilirubin degerleri anlamli olarak artmistir.

G-CSF verilmeyen Ortalama Ortalama P degeri
Preoperatif Deger Postoperatif deger

AST 48,71 130.4 0.018*
ALT 54,57 73 0,128*
GGT 4 4 1.00*
ALP 119,5 382,7 0.018*
Total Bilirubin 0.211 0.268 0.0184*
Direkt Bilirubin 0,131 0,187 0.042*
Lokosit sayisi 5242 6985 0.091*
Notrofil sayisi 2928.5 3885.71 0.128*

*Wilcoxon signed-rank test
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Tablo 8. G-CSF verilen grupta ortalama preoperatif laboratuar degerleri ile ortalama
postoperatif laboratuar degerlerinin karsilastirilmasi. G-CSF verilen yagh karaciger grubunda
ast, alt, alp ve total bilirubin degerleri anlamli olarak artmistir.

G-CSF verilen Ortalama Ortalama P degeri
Preoperatif Deger Postoperatif deger

AST 56.14 165.57 0.018*
ALT 59.57 145.5 0.018*
GGT 4 4 1.00*
ALP 113.2 540.57 0.018*
Total Bilirubin 0.2257 0.331 0.018*
Direkt Bilirubin 0.141 0.162 0.089*
Lokosit sayisi 5557.14 7814.29 0.236*
Notrofil sayisi 273571 4142 86 | 0.176*

*Wilcoxon signed-rank test
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Grafik 2. Her iki grupta preoperatif donemde alinan laboratuar degerleri tablo 4’te
gosterilmistir. G-CSF verilmeyen grupta en yiiksek preoperatif AST degeri 68, ortalama AST
degeri 48.71 dir. G-CSF verilen grupta preoperatif AST degeri en yiiksek 78, ortalama 56.11
dir. G-CSF verilmeyen grupta postoperatif 5.giin alinan AST degeri 189, ortalama 130.4 diir.
G-CSF verilen grupta postoperatif 5.giin en yliksek AST degeri 196, ortalama 165.57 dir.
Hem G-CSF verilen grupta hemde G-CSF verilmeyen grupta preoperatif AST degerleri
postoperatif AST degerleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
artmistir (p=0.018)
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Grafik 3. G-CSF verilmeyen grupta en yiiksek preoperatif ALT degeri 88, ortalama
ALT degeri 54.57 dir. G-CSF verilen grupta preoperatif ALT degeri en yiiksek 70, ortalama
59.57 dir. G-CSF verilmeyen grupta postoperatif 5.giin alinan ALT degeri en yiiksek 102,
ortalama 79.57 diir.G-CSF verilen grupta postoperatif 5.giin en yiiksek ALT degeri 198,
ortalama 145.5 dir. G-CSF verilen grupta preoperatif ALT degerleri postoperatif ALT
degerleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p=0.018). G-
CSF verilmeyen grupta ise istatiksel olarak anlamli bir artig yoktur.
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Grafik 4. G-CSF verilmeyen grupta en yiiksek preoperatif ALP degeri 168, ortalama
ALP degeri 119.5 dir. G-CSF verilen grupta preoperatif ALP degeri en yiiksek 189, ortalama
113.2 dir. G-CSF verilmeyen grupta postoperatif 5.giin alinan ALP degeri en yiiksek 625,
ortalama 382.7 dir. G-CSF verilen grupta postoperatif 5.giin en yiiksek ALP degeri 644,
ortalama 540.57 dir. G-CSF verilen verilmeyen gruplarda preoperatif ALP degerleri
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postoperatif ALP degerleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
artmistir (p=0.018). G-CSF verilmeyen grupta ise istatiksel olarak anlamli bir artig yoktur.
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Grafik 5. G-CSF verilmeyen grupta en yiiksek preoperatif beyaz kiire degeri 8200,
ortalama beyaz kiire degeri 5242 dir. G-CSF verilen grupta preoperatif beyaz kiire degeri en
yiiksek 9200, ortalama 5557 dir. G-CSF verilmeyen grupta postoperatif 5.giin alinan beyaz
kiire degeri en yiiksek 11000, ortalama 6985 dir. G-CSF verilen grupta postoperatif 5.giin en
yiksek ALP degeri 12000, ortalama 7814.29 dur. G-CSF verilen verilmeyen gruplarda
preoperatif beyaz kiire degerleri postoperatif postoperatif degerleriyle karsilastirildiginda
artmigtir fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Grafik 6. G-CSF verilmeyen grupta en yiiksek preoperatif notrofil degeri 4800,
ortalama beyaz kiire degeri 2928.5 dir. G-CSF verilen grupta preoperatif nétrofil degeri en
yiiksek 6000, ortalama 2735.7 dir.G-CSF verilmeyen grupta postoperatif 5.gilin alinan nétrofil
degeri en yiiksek 6600, ortalama 3885.7 dir. G-CSF verilen grupta postoperatif 5.giin en
yiiksek notrofil degeri 6800, ortalama 4142.8 dur. G-CSF verilen verilmeyen gruplarda
preoperatif notrofil degerleri postoperatif degerleriyle karsilastirildiginda artmigtir fakat bu
artis istatistiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 9. Makrovezikiiler ve mikrovezikiiler yaglanmanin Ki-67 indeksine etkisi

Makrovezikiiler Mikrovezikiiler Ki67
Yaglanma Yaglanma (n=14)
(n=14) (n=14)
Makrovezikiiler 1.00 -0.182 -0.085*
Yaglanma
n=14
Mikrovezikiiler -0.182 1.00 -0.096*
Yaglanma
n=14
Ki67 -0.085 -0.096 1.00*
n=14

*Correlations

Makrovezikiiler yaglanma, mikrovezikiiler yaglanma ve ki67 arasinda olumsuz yonde orta
kuvvette anlaml1 bir iliski vardir.

%70 yaglh dietle 8 hafta beslendikten sonra karacigerinde yaglanma saglanamayan
ratlarda oldu. Bu ratlardan tigti G-CSF verilen grupta, ti¢li ise G-CSF verilmeyen gruptaydi.
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Asagidaki tabloda karacigerde yaglanma saglanamayan ratlarida grup igine alarak Ki-67 ile
makrovezikiiler ve mikrovezikiiler yaglanama oranlarinin korelasyonu hesaplanmaistir.

Tablo 10. Karacigerde steatoz saglanamayan ve steatoz saglanan ratlarin Ki-67 indeksi
karsilagtirilmasi. Dort grup arasinda karaciger rejenerasyonu agisindan anlamli olarak fark
var. G-CSF verilen gruplarda verilmeyen gruplara gore rejenerasyon anlamli olarak daha
fazladir. Karaciger yaglanmasi olan ve olmayan gruplarda G-CSF kullanimi benzer olarak
rejenerasyonu arttirmistir.

Ki67 n  Ortalama Standart
Deviasyon

Karaciger yaglanma 3 67,67 17,502
olmayan ve G-CSF
verilmeyen
Karacigerde 3 203,33 20,817 P=0,001
yaglanma olmayan ve
G-CSF verilen
Karacigerde 7 90,14 20,570

yaglanma olan ve
G —CSF verilmeyen

Karacigerde 7 162,71 34,101
yaglanma olan ve G-
CSF verilen grup

Toplam 20 129,15 54,956

43



Resim 8. Makrovezikiiler steatoz belirgin lobuler ve portal alan inflamasyon izlenmektedir
(H&E, X200) .

Resim 9. Makrovezikiiler steatoz ve portal alan inflamasyonu daha net izlenmektedir (PAS,
X400).
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Resim 10. Ki-67 5.gilinde niikleer boyanma (X100).

Resim 11. Ki-67 5.giinde niikleer boyanma (X400).
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6. TARTISMA

Giliniimiizde major hepatik rezeksiyon yapilacak ya da karaciger transplantasyonu
amactyla dondr hepatektomi uygulanacak kisilerde en 6nemli sorunlardan biri kalan karaciger
dokusunun yeterliligidir. Beslenme aligkanliklarinin diizensizligi, kullanilan bir¢ok ila¢ ve
hastaliklar  kisilerde NAYKH’na sebep olmaktadir. Karaciger yaglanmasi rejenerasyonu
olumsuz yonde etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda karaciger rejenerasyonunu arttirmak i¢in
vaskiiler endotelial biiylime faktorii, kalsitonin gen peptit, fosfat gibi maddeler
kullanilmaktadir (75,76) . Literatiirde normal karacigerde G-CSF ninde rejenerasyonu
arttirdigir  gosterilmistir (12,14,15,73). Calismamizda G-CSF nin steatotik karacigerde

rejenerasyona etkisini arastirdik.

G-CSF notrofil koloni olusturan hiicrelerin proliferasyonunu ve differansiasyonunu
uyaran bir hematopoetik biiytime faktoriidiir (12). G-CSF reseptorleri myeloid seri
hiicrelerinin yani sira hepatositler ve vaskiiler endotelyal hiicreler gibi non-hematopoetik
hiicreler tarafindan da eksprese edilmektedir (12). Son calismalar G-CSF’ nin kemirgenlerde
hepatik rejenerasyonu uyardigini sdylemektedir. Theocharis ve ark. ratlarda %70 hepatik
rezeksiyon ve tiyoasetamide bagli karaciger yetmezliklerinde G-CSF tedavisinin hepatik
rejenerasyonu artirdigini  géstermislerdir (12,14,15). Bir diger g¢alismada ratlarda %83
hepatektomi oncesi verilen G-CSF in karaciger rejenerasyonunu arttirdigi gosterilmistir (73).
Fakat literatiirde steatotik karacigerli ratlarda G-CSF in karaciger rejenerasyonuna etkisini
gosteren bir caligmaya rastlamilmamistir. Bu c¢aligmada steototik karacigerli ratlarda
preoperatif verilen G-CSF in karaciger rejenerasyonunu istatistiksel olarak anlamli derecede

arttirdig1 gosterildi.

Ratlar i¢in c¢esitli yaglandirma modelleri mevcuttur. Bunlar yiiksek siikroz/fruktozlu
diet, argininden fakir diet, methionin ve kolinden fakir diet, steroid ve tamoksifenle
olusturulan diet ve bizimde calismamizda uyguladigimiz Liber ve Carli’nin tanimladigi
yiiksek yag igerikli diettir (%71 yag,%11 karbonhidrat,%18 protein). Bu dieti kullanmamizin
nedeni ise karaciger yaglanmasini kisa bir siirede arttirmasi, kolay uygulanabilir ve kolay
temin edilebilir olmasidir. Yukarida bahsettigim karaciger yaglandirma modelleri igerisinde
yer alan methionin ve kolinden fakir diet en hizli sekilde ratlarda karaciger yaglanmasi
saglamaktadir (71,72).

Litaratiirde ratlarda karaciger rejenerasyonunu gostermek i¢in en uygun modelin

bizimde uyguladigimiz %70 hepatektomi modeli oldugu gosterilmistir (47,48). %70
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hepatektomi modelinde bir haftalik siirede %100°’# yasar (47). Bizim ¢aligmamizda 5 giinliik
mortalite %14 olarak tespit edilmistir.

Serum transaminazlarinin hepatosit hasarimi gostermede duyarliligi ¢ok yiiksektir,
etiyolojik faktorden bagimsiz olarak karaciger zedelenmesi siirdiigii tiim durumlarda serum
seviyeleri yiikselir. Karacigerde hiicre yikimini gosteren en giivenilir parametrelerden birisi
ALT diizeyidir (74). Bizim calismamizda tiim gruplarda yapilan %70 hepatektomi ALT ve
AST diizeylerinin yiiksek olmasinda etken olmustur. G-CSF verilmeyen grupta postoperatif
S5.glinde AST, ALP ve direk bilurubin degerleri anlamli olarak artmistir. G-CSF verilen yagh
karaciger grubunda da postoperatif 5.giinde AST, ALT, ALP ve total biliribin degerleri
anlamli olarak artmigtir. G-CSF kullanilan nétropenik hastalarda noétrofil sayisinit arttirdigi
gosterilmis ve klinik uygulamada uzun siireden beri kullanilan bir preparattir. Ancak bu
¢slismada G-CSF verilen ratlarin notrofil sayilari artmis lakin istatiksel olarak anlaml

degildir.

Yapilan calismalarda karaciger rejenerasyon kriterlerinin tanimlanmasi igin DNA
sentezi ve mitoz sayisi, karaciger voliimu, hiicre proliferasyonu ve mitokondrial aktivite gibi
birgok marker kullanilmistir (14). Gerdes ve ark. tarafindan hiicre ¢ekirdeginde bulunan Ki-67
antijen ve buna karsi olusan monoklonal antikor tariflenmistir (67,68,69). Ki-67 proteini tiim
hiicre sikluslarinda tariflenmistir (67,68,69). Hiicre siklusu ilerledik¢e antijen igerigi artar.
G2-M evresinde maksimal seviyeye erisir. Ki-67 antijenine karsi tanimlanan monoklonal
antikor ise hiicre siklusunun GO evresi hari¢ diger tiim evrelerinde gosterilmistir. Bizde
calismamizda rejenerasyon gostergesi olarak Ki-67’yi kullandik.

Parsiyel hepatektomiden 5 giin sonra gergeklestirilen total hepatektomi piyesinde G-
CSF verilmeyen gruptaki Ki-67 indeksinin, G-CSF verilen gruptakiler ile karsilastirildiginda
cok daha diisiiktii. Bu da bize G-CSF in karaciger rejenerasyonunu belirgin bir sekilde
arttirdigin1 gostermektedir. G-CSF kullanim1 bize daha genis karaciger rezeksiyonlar1 yapma
sans1 verecektir. Ancak G-CSF in klinik uygulamada karaciger rejenerasyonunu arttiric etkisi

nedeniyle kullanilmasi i¢in daha genis kapsamli ¢caligsmalara ihtiya¢ vardir.

7. SONUCLAR
*G-CSF steotatik karacigerli ratlarda rejenerasyonu istatistiksel olarak anlamh

sekilde arttirmaktadir (p=0.002).

*Karaciger yaglanmasi rejenerasyonu baskilamaktadir.

47



8.KAYNAKLAR

1. Rasjeza-Wyszomirska J ,Lawniczak M, Marlicz W, Miezynska-Kurtycz J, P.Non-alcoholic
fatty liver disease. Pol Merkur Lekarski 2008 ;24(144):56871

2. Brunt EM, Elizabeth M. Nonalcoholic steatohepatit:Definition and pathology. Seminar in
liver disease 2001;21:3-16

3. Harrison SA, Kadaika S, Lang KA, Schenker S. Nonalcoholic steatohepatitis: What we
know in the new millentum. The American Journal of Gastroenterology 2002;

97(11):2714:2724

4. Neuschwander-Tetri BA. Evolving pathophysiologic concepts in nonalcoholic
steatohepatitis. Curr Gastroenterol Rep 2002 ;4(1):31-6

5. Ludwig J, Viggiano TR, McGill DB, Oh BJ. Nonalcoholic steatohepatitis: Mayo Clinic
experiences with a hitherto unnamed disease. Mayo Clin Proc 1980;55:434-438.

6. Astarcioglu H, Karademir S, Atila K, Astarcioglu I. The effects of vascular bed expansion in
steatotic rat liver graft viability. Transpl Int. 2004 ;17(4):188-94.

7. Nagasue N, Yukaya H, Ogawa Y et al. Human liver regeneration after major hepatic
resection. Ann Surg 1987;206:30-9.

8. Wheatley J, Rosenfield NS, Berger L. Liver regeneration in children after major
hepatectomy for malignancy. J Surg Res 1996;61:183-189.

9. Adam R, Reynes M, Johann M, Astarcioglu I, Kafetzis I, Bismuth H, The outcome of
steatotic grafts in liver transplantation. Transplant Proc. 1991 ;23(1 Pt 2):1538-40.

10. Michalopoulos GK, De Frances MC. Liver regeneration. Science 1997;276:60-66

11. Burke A, Lucey MR. Non-alcoholic fatty liver disease, non-alcoholic steatohepatitis and
orthotopic liver transplantation. Am J Transplant. 2004 ;4(5): 686-93.

12. Holm M. Not all healthy donors mobilize hematopoietic progenitor cells sufficiently after
G-CSF administration to allow for subsequent CD34 purification of the leukapheresis
product. J Hematother.1998;7:111-113.

13. Demetri GD, Griffin JD. Granulocyte colony-stimulating factor and its receptor. Blood.
1991;78:2791-2808.

48


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15107972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1989281

14. Theocharis SE, Agapitos EB, Margeli AP, Goutas ND, Kittas CN, Davaris PS. Effect of
two forms of granulocyte-colony-stimulating factor on hepatic regeneration after 70% partial
hepatectomy in rats. Clin Sci (Lond). 1997;92:315-320.

15. Theocharis SE, Margeli AP, Kittas CN. Effect of granulocyte colony-stimulating-factor
administration on tissue regeneration due to thioacetamide-induced liver injury in rats. Dig
Dis Sci. 1999;44:1990-1996

16. Ludwig J, Viggiano TR, McGill DB, Oh BJ. Nonalcoholic steatohepatitis: Mayo Clinic
experiences with a hitherto unnamed disease. Mayo Clin Proc 1980;55:434-438.

17. Schaffner F, Thaler H. Nonalcoholic fatty liver disease. Prog Liver Dis 1986;8:283-298.
18. Angulo P, Nonalcoholic fatty liver disease. New England J of medicine 2002;346:1221-
1231

19. Bellentani S, Saccoccio G, Masutti F, et al. Prevalence of and risk factors for hepatic
steatosis in northern Italy. Ann Intern Med 2000;132:112-117.

20. Luyckx FH, Desaive C, Thiry A, et al. Liver abnormalities in severely obese subjects:
effect of drastic weight loss after gastroplasty. Int J Obes Relat Metab Disord 1998;22:222-
226.

21. Tominaga K, Kurata JH, Chen YK, et al. Prevalence of fatty liver in Japanese children and
relationship to obesity: an epidemiological ultrasonographic survey. Dig Dis Sci
1995;40:2002-2009.

22. Clark JM, Brancati FL, Diehl AME. Nonalcoholic fatty liver disease: the most common
cause of abnormal liver enzymes in the U.S. population. Gastroenterology 2001;120

23. Harris M, Flegal KM, Cowie CC, et al. Prevalence of diyabetes, impaired fasting glucose,
and impaired glucose tolerance in U.S. adults: the Third National Health and Nutrition
Examination Survey, 1988-1994. Diyabetes Care 1998;21:518-524.

24. Manton ND, Lipsett J, Moore DJ, Davidson GP, Bourne AJ, Couper RTL. Nonalcoholic
steatohepatitis in children and adolescents. Med J 2000;173:476-479

25. Struben VMD, Hespenheide EE, Caldwell SH. Nonalcoholic steatohepatitis and
cryptogenic cirrhosis within kindreds. Am J Med 2000;108:9-13.

26. Alter MJ, Kruszon-Moran D, Nainan OV, et al. The prevalence of hepatitis C virus
infection in the United States, 1988 through 1994. N Engl J Med 1999;341:556-562.

27. Rashid M, Roberts EA. Nonalcoholic steatohepatitis in children. J Pediatr
Gastroenterology Nutr 2000;30:48-53.

28. Bellentani S, Saccoccio G, Masutti F. Prevalence of and risk factors for hepatic steatosis
in northern Italy. Ann Intern Med 2000;132:112-117.

49



29. Ruderman N, Chisholm D, Pi-Sunyer X, Schneider S. The metabolically obese, normal-
weight individual revisited. Diyabetes 1998;47:699-713.

30. Assy N, Kaita K, Mymin D, Levy C, Rosser B, Minuk G. Fatty infiltration of liver in
hyperlipidemic patients. Dig Dis Sci 2000;45:1929-1934.

31. Marchesini G, Brizi M, Morselli-Labate AM, et al. Association of nonalcoholic fatty liver
disease with insulin resistance. Am J Med 1999;107:450-455.

32. Brunt EM, Janney CG, Di Bisceglie AM, Neuschwander-Tetri BA, Bacon BR.
Nonalcoholic steatohepatitis: a proposal for grading and staging the histological lesions. Am J
Gastroenterol 1999;94:2467-2474

33. Flegal KM, Carroll MD, Kuczmarski RJ, Johnson CL. Overweight and obesity in the
United States: prevalence and trends, 1960-1994. Int J Obes Relat Metab Disord
1998;22:3947

34. Boden G. Role of fatty acids in the pathogenesis of insulin resistance and NIDDM.
Diyabetes 1997;46:3-10. [Erratum, Diyabetes 1997;46:536.]

35. Hotamisligil GS, Peraldi SP, Budavari A, Ellis R, White MF, Spiegelman BM. IRS-1-
mediated inhibition of insulin receptor tyrosine kinase activity in TNF-alpha and obesity-
induced insulin resistance. Science 1996;271:665-668

36. Leclercq IA, Farrell GC, Field J, Bell DR, Gonzalez FJ, Robertson GR. CYP2E1 and
CYP4A as microsomal catalysts of lipid peroxides in murine nonalcoholic steatohepatitis. J
Clin Invest 2000;105:1067-1075.

37. Fan C-Y, Pan J, Usuda N, Yeldandi AV, Rao MS, Reddy JK. Steatohepatitis, spontaneous
peroxisome proliferation and liver tumors in mice lacking peroxisomal fatty acyl-CoA
oxidase: implications for peroxisome proliferator-activated receptor alpha natural ligand
metabolism. J Biol Chem 1998;273:15639-15645.

38. Chavin KD, Yang SQ, Lin HZ, et al. Obesity induces expression of uncoupling protein-2
in hepatocytes and promotes liver ATP depletion. J Biol Chem 1999;274:5692-5700.

39. Leonarduzzi G, Scavazza A, Biasi F, et al. The lipid peroxidation end product 4- hydroxy-
2,3-nonenal up-regulates transforming growth factor 1 expression in the macrophage lineage:
a link between oxidative injury and fibrosclerosis. FASEB J 1997;11:851-857.

40. Watson AM, Poloyac SM, Howard G, Blouin RA. Effect of leptin on cytochrome P-450,
conjugation, and antioxidant enzymes in the ob/ob mouse. Drug Metab Dispos
1999;27:695700.

41. Caldwell SH, Swerdlow RH, Khan EM, et al. Mitochondrial abnormalities in non-
alcoholic steatohepatitis. J Hepatol 1999;31:430-434.

50



42. Sanyal AJ, Campbell-Sargent C, Mirshahi F, et al. Nonalcoholic steatohepatitis:
association of insulin resistance and mitochondrial abnormalities. Gastroenterology
2001;120:1183-1192.

43. Dixon JB, Bhathal PS, O'Brien PE. Nonalcoholic fatty liver disease: predictors of
nonalcoholic steatohepatitis and liver fibrosis in the severely obese. Gastroenterology
2001;121:91-100.

44. Paulo N. A. Martins, Tom P. Theruvath and Peter Neuhaus ,Rodentmodels of partial
hepatectomies, Liver International 2007; 1478-3223

45. Kongure K, Ishizaki M, Nemoto M, Kuwano H, Makuuchi M. A comparative study of the
anatomy of the rat and human livers. J Hepatobiliary Pancreat Surg 1999; 6: 171-5.

46. Wang J, Tahara K, Hakamata Y, et al. Auxiliary partial liver grafting in rats: effect of host
hepatectomy on graft regeneration, and review of literature on surgical technique.
Microsurgery 2002; 22: 371-7.

47. Martins PN, Neuhaus P. Surgical anatomy of the liver, hepatic vasculature and bile ducts
in the rat. Liver Int 2007; 27: 384-92.

48. Madrahimov N, Dirsch O, Broelsch C, Dahmen U. Marginal hepatectomy in the rat: from
anatomy to surgery. Ann Surg 2006; 244: 89-98.

49. Shirabe K, Shimada M, Gion T, et al. Postoperative liver failure after major hepatic
resection for hepatocellular carcinoma in the modern era with special reference to remnant
liver volume. J Am Coll Surg 1999; 188: 304-9.

50. Grisham JW. A morphologic study of deoxyribonucleic acid synthesis and cell
proliferation in regenerating rat liver; autoradiography with thymidine-H3. Cancer Res 1996;
22: 842-9.

51. Higgins GM, Anderson RM. Experimental pathology of the liver. Restoration oh the liver
of the white rat following surgical removal. Arch Pathol 1931;12:186-206.

52. Ethier C, Kestekian R, Christine B, Dube C et all. Vitamin D depletion retardsthe normal
regeneration process after partial hepatectomy in the rat. Endocrinology 1990;126: 2947 29509.
53. Holt DR, Thiel DV, Edelstein S, Brems JJ. Hepatic resections. Arch Surg 2000;135:1353-
1358.

54. Diehl AM, Rai R. Review:regulation of liver regeneration by pro-inflammatory cytokines.
J Gastroenterol Hepatol 1996;11:466-470.

55. Fausto N, Webber EM. Liver regeneration. In:Arias I, Boyer J, Fausto N, et al.eds. The
liver:biology and pathobiology. New York: Raven Pres; 1994:1059-1084.

51



56. Perek S, Kapan S, Ed:Degerli U,Bozfakioglu Y. Cerrahi Gastroenteroloji. s.194-208.
5.Basim, Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul, 2000.

57. Nishizaki T, Takenaka K, Yoshizumi T. Alteration in levels of human hepatocyte growth
factor following hepatectomy. J Am Coll Surg 1995;181:6-10.

58. Michalopoulos GK. Liver regeneration: molecular mechanism of growth control. FASEBJ
1990;4:176-87.

59. Hashimoto M, Kothary BC, Raper S. The effects of transforming growth factor alpha and
somatostatin on regenerating hepatocytes in the rat. Regulatory peptides 1993;44:49-59.

60. Strazl TE, Porter KA, Kashiwagi N. Portal hepatotrophic factors, diabetes mellitus and
acute liver atrophy, hypertrophy and regeneration. Surg Gnecol Obstet 1975;141:843-58.

61. Francavilla A, Polimeno L, Barone M. Hepatic regeneration and growth factors. J Surg
Oncol 1993,13:1-7.

62. Van Thiel DH, Stauber R, Gavaler JS et al. Hepatic regeneration. Effects of age, sex
hormone status, prolactine and cyclosporine. Dig Dis Sci 1991;36:1309-12.

63. Ekberg S, Luther M, Nakamura T. Growth hormone promotes early initiation of
hepatocyte growth factor gene expression in the liver of hypophysectomised rats after partial
hepatectomy. J Endocrinol 1992;135:59-67.

64. Goss JA, Mangino MJ, Callery MP. Prostaglandin E2 down regulates kupffer cell
production of IL-1 and IL-6 during hepatic regeneration. Am J Physiol 1993;601-8.

65. Maruyama H, Harada A, Kurokawa T, Kobayashi H, Nonami T, Nakao A. Duration of
liver ischemia and hepatic regeneration after hepatectomy in rats. J Surg Res 1995;
58:290/294.

66. Chow PKH, Jeyaraj P, Tan SY, Cheong SF, Soo KC. Serial ultrasound-guided
percutaneous liver biopsy in a partial hepatectomy porcine model: a new technique in the
study liver regeneration. J Surg Res 1997;70:134-137.

67. Hopf NJ, Brem J, Bohl J, Perneczky A. Image analysis of proliferating cells in tumors of
the human nervous system:an immunohistological study with the monoclonal antibody Ki-67.
Neurosurgery 1994; 35(5): 917-923.

68. Gerdes J, Schwab U, Lemke H, Stein H. Production of a Mouse monoclonal antibody
reactive with a human antigen associated with cell proliferation. Int J Cancer 1983;31:13-20.
69. Hopf NJ, Brem J, Bohl J, Perneczky A. Image analysis of proliferating cells in tumors of
the human nervous system:an immunohistological study with the monoclonal antibody Ki-67.
Neurosurgery 1994; 35(5): 917-923.

52



70. Dalquen P, Baschiera B, Chaffard R, Dieterich H, Feichter GE. MIB-1 (Ki-67)
immunostaining cancer cells in cytologic smears. Acta Cytol 1997;41(2):229-237

71. Lieber CS, Leo MA, Mak KM, et al. Model of nonalcoholic steatohepatitis. Am J Clin
Nutr 2004;79:502-9.

72. Okan A, Astarcioglu H, Tankurt E, Sagol O, Astarcioglu I, Gonen O ; Effect of
ursodeoxycholic acid on hepatic steatosis in rats. Dig Dis Sci. 2002 ;47(11):2389-97.

73. Inderbitzen D, Beldi G, Sidler D, Studer P,Keogh ,Granulocyte Colony-stimulating
FactorSupports Liver Regeneration in a Small-for-size Liver Remnant Mouse Model. J
Gastrointest Surg (2007) 11:280-285

74. Hamanoue M, Kawaida K, Takao S et al. Rapid and marked induction of hepatocyte
growth factor during liver regeneration after ischemic or chrush injury. Hepatology
1992;16:1485-92.

75. Hung KC, Hisiel PM, Yang KL, Lin KJ, Hung CH, Effect of thalidomide on the
expression of vasculer endothelial growth factor in a rat model of liver regeneration. J.Surg
Res 2013 ;852-856

76. Mizutani T,Yokoyama Y, Kokuryo T, Kawai K, Nagino M Calcitonin gene-related

peptide regulates the early phase of liver regeneration. J.Surg Res, 2012

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12452368

