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OZET

Karaciger, yiiksek yenilenme kapasitesine sahip bir organ olup parsiyel
hepatektomi (PHx) sonrasinda rejenerasyon siireci ¢esitli sitokinler ve biiylime faktorleri
araciligryla baslatilmaktadir. Ozellikle interlokin-6 (IL-6) sinyal yolunun, 2/3 oraninda
gerceklestirilen PHx sonrasi hepatosit proliferasyonunun erken evresinde onemli bir
diizenleyici rol iistlendigi bilinmektedir. Antioksidan 6zellikleriyle bilinen bir polifenol
olan gallik asidin, IL-6 ile iligkili hiicresel sinyal mekanizmalar1 iizerinden karaciger
yenilenmesi tizerindeki etkileri heniiz tam olarak acikliga kavugmamistir. Bu ¢alismada
gallik asidin karaciger rejenerasyon siirecine olan etkileri erkek Wistar albino siganlar

kullanilarak incelenmistir.

Deneysel modelde dort farkli grup olusturulmustur: SHAM, PHx+serum fizyolojik,
PHx+silimarin (100 mg/kg) ve PHx+gallik asit (200 mg/kg). Deney hayvanlar1 ameliyat
sonras1 6., 12., 24. ve 48. saatlerde sakrifiye edilmistir. Rejenerasyonla iligkili molekiiler
degisimleri belirlemek amaciyla c-myc ve STAT3 genleri ile bunlara ait protein
ekspresyon dizeyleri RT-PCR ve Western blot yontemleri kullanilarak analiz edilmistir.

Ayrica karaciger hasarinin degerlendirilmesi amaciyla serum ALT diizeyleri dl¢tilmiistiir.

Gallik asit uygulanan grupta c-myc ekspresyonunun 6zellikle 6. ve 12. saatlerde
belirgin sekilde yiikseldigi ve erken fazda en yliksek seviyeye ulastigi gozlenmistir.
STAT3 ekspresyonu erken donemde gallik asit verilen grupta artis gosterirken, orta fazda
silimarin grubunda daha belirgin bulunmustur. Ge¢ dénemde ise gallik asit grubunda
STAT3 diizeylerinin baskilandig1 saptanmistir. Serum ALT diizeyleri incelendiginde gallik
asit ve silimarin uygulanan gruplarda, serum fizyolojik verilen gruba kiyasla daha diistik

degerler elde edilmistir.

Bu bulgular, gallik asidin IL-6 ile iliskili sinyal yolaklarini etkileyerek karaciger

rejenerasyonunu 6zellikle erken donemde destekleyebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger rejenerasyonu, 1L-6, gallik asit, c-Myc, STATS3.
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SUMMARY

The liver has a remarkable capacity for regeneration, and the regenerative response
following partial hepatectomy (PHX) is triggered by various cytokines and growth factors.
Among these mediators, interleukin-6 (IL-6) signaling is considered a key factor in
initiating hepatocyte proliferation during the early stage after 70% PHx. Gallic acid is a
polyphenolic compound widely recognized for its antioxidant and cytoprotective
properties. However, its possible role in liver regeneration, particularly through IL-6—
associated signaling pathways, has not yet been fully clarified. Therefore, the present study
aimed to evaluate the effects of gallic acid on liver regeneration in male Wistar albino rats.

In the experimental design, animals were divided into four groups: SHAM,
PHx+saline, PHx+silymarin (100 mg/kg), and PHx+gallic acid (200 mg/kg). The animals
were sacrificed at 6, 12, 24, and 48 hours following the surgical procedure. To investigate
molecular alterations associated with regeneration, gene and protein expression levels of c-
myc and STAT3 were determined using RT-PCR and Western blot techniques. In addition,

serum ALT levels were measured as a biochemical indicator of liver injury.

The results showed that c-myc expression markedly increased at the 6th and 12th
hours in the gallic acid-treated group, reaching its highest level during the early
regenerative phase. STAT3 expression was elevated during the early period in the gallic
acid group, while stronger expression was observed in the silymarin group in the
intermediate phase. In the later phase, STAT3 expression appeared to be suppressed in the
gallic acid group. Moreover, serum ALT levels were lower in both the gallic acid and

silymarin groups compared with the saline group.

These findings suggest that gallic acid may promote liver regeneration, particularly

in the early phase, possibly through modulation of I1L-6-related signaling pathways.

Keywords: Liver regeneration, IL-6 pathway, gallic acid, c-Myc, STAT3.
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger, kendini yenileyebilen nadir organlardan biridir. Hasar gordiigiinde,
kendiliginden orijinal kiitlesine geri donebilir (Minuk vd., 2003; Fujiyoshi vd., 2011).
Hepatositler, genellikle Gy fazinda bulunur (Terui vd., 2005; Fujiyoshi vd., 2011). Ancak
hepatositler, ilaglar, kimyasallar ve karacigerin bir kisminin cerrahi olarak ¢ikarilmasi PHx
(parsiyel hepatektomi) gibi stres faktorlerine maruz kaldiginda hizla hiicre dongiisiine
girer. Karacigerin yeterli diizeyde fonksiyon gosterebilmesi i¢in gerekli minimum kiitle
geri kazanildiginda, hepatosit boliinmeleri de azalir. Hepatosit proliferasyonu, karacigerin
fonksiyonunun ve yapisal biitiinliiglinlin yeniden saglanmasinda kritik bir rol oynamaktadir
(Michalopoulos vd., 1998; Haga vd., 2005; Ozaki, 2020). Karacigerin benzersiz
rejeneratif kapasitesi, cogu organizmanin hepatik fonksiyonlarina olan bagimhiligini
stirdiiriilebilir kilmaktadir. Bu bagimlilik, baliklardan memelilere kadar tiim omurgal
organizmalarda go6zlemlenmektedir (Fausto vd., 2006; Michalopoulos vd., 2007).
Karaciger fonksiyonunun stabilitesi, viicut homeostazisi i¢in elzemdir ve bu islevin

stirdiiriilebilmesi i¢in ¢esitli rejeneratif mekanizmalar gelismistir.

Memelilerde, hepatositler karacigerin biiyiilk ¢ogunlugunu olusturarak
homeostatik siireglerin ¢ogunu yiiriitiir (Fausto vd., 2006; Michalopoulos vd., 2007). PHx
sonrasinda ilk gdzlemlenen olaylardan bazilar1 hepatositlerde meydana gelir. Ornegin,
siganlarda Notch hiicre i¢i alan1 (NICD) ve B-katenin, midahaleden sonraki ilk 15 dakika
icinde hepatosit cekirdeklerine go¢ etmektedir (Monga vd., 2001; Kohler vd., 2004).
Ayrica, hepatosit biiylime faktérii (HGF) reseptorii olan MET ve epidermal biiylime
faktori reseptorii (EGFR) de 30 dakika icinde aktive olur (Stolz vd., 1999). Hepatositlerde
100°den fazla genin ekspresyonu, miidahaleden sonraki ilk saat icinde artar (Taub, 1996).
Bu gen ifadeleri, yaklasik 14 giin boyunca epizodik artislarla devam eder (Apet vd., 2009).
[lging bigimde, hepatositler icin mitoinhibitdr veya sitotoksik etkiye sahip bazi sinyallerde
erken bir artis ve pluripotent kok hiicrelerin indiiksiyonuyla iligkili genlerde anlamli bir
ekspresyon gozlenmistir (Bhave vd., 2011). Hepatositlerin G; fazindan S fazina gegisi,
siklinler ve siklin-bagimli kinazlarin aktivasyonu ile iligkilidir (Mullany vd., 2008).
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Proliferasyon gosteren hepatositler, ¢esitli biiylime faktorleri sentezler. Bunlar
arasinda vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), anjiyopoietin-1 ve -2 (karaciger
sintizoidal endotel hicreleri i¢in mitojenik etkiye sahip), fibroblast buyume faktéri 1 ve 2
(FGF1, FGF2) ve granulosit-makrofaj koloni uyarict faktér (GM-CSF) yer almaktadir.
Hepatositler, karaciger rejenerasyonu i¢in gerekli olan hiicresel kiitleyi ve histolojik olarak
tamamlanmis doku yapisini yeniden olusturan histogenezin merkezinde yer alir. IL-6,
karaciger hiicrelerinin onarimi ve yenilenmesi siirecinde kritik rol oynayan bir sitokindir.
IL-6, ozellikle Jak/STAT3 yolu ile hepatositlere mitotik sinyal olarak gider ve karaciger
rejenerasyonunun baglatilmasinda 6nemli bir rol oynar. IL-6, karaciger rejenerasyonunun
baslangi¢ asamasinda erken gen ifadelerinin %40’1m1 kontrol eder (Cressman vd., 1996;
White vd., 2005; Hunter vd., 2015). Son yapilan caligsmalar, karaciger dokusundaki
bolgesel hasarin Kupffer hiicrelerinin yarali bolgede toplanmasini ve aktive olmasini
uyardigint gostermistir. Bu, karaciger progenitor hlicre benzeri hiicrelerin (LPLC’ler)
olusumunu tesvik eder. LPLC’ler tarafindan iiretilen IL-6, progenitor hiicre ile iligkili
genlerin (RRG’ler) ifadesini tetikler ve STAT3’li aktive ederek karaciger rejenerasyonunu
tesvik eder (Li vd., 2023)

Gallik asit, fenolik asitler sinifina ait bir organik asittir. Birgok meyve, sebze, gida
ve sifal1 bitkide bulunan gallik asit, antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip olup,
kanser hiicrelerine karg1 sitotoksik etki gosterir. Ayrica, oksidatif stresten kaynaklanan
hastaliklarin 6nlenmesinde de rol oynar. Gallik asidin IL-6 aracili rejeneratif siiregler
tizerinde dolayli bir modiilasyon sagladigi; bu etkisiyle karaciger rejenerasyonuna katkida
bulunabilecegi degerlendirilmektedir. Ancak, gallik asidin dogrudan IL-6/STAT3 yolunu
aktive ederek rejenerasyonu artirdigma dair veri siirlidir. Bu baglamda, gallik asidin
rejeneratif mekanizmalar tizerindeki etkilerinin daha detayli sekilde incelendigi ileri diizey

molekdiler ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢aligmada, kismi hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunda gallik asidin
potansiyel rejeneratif etkileri arastirildi. Ozellikle, PHx operasyonundan sonraki 6, 12, 24
ve 48 saat sonra IL-6 yolunun aktivasyonu incelendi ve gen ekspresyon seviyeleri RT-PCR

yontemi ile analiz edildi.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Karaciger, viicudun en biiyiik i¢ organlarindan biri olup, metabolik homeostazin
stirekliligini saglamak amaciyla ¢ok yonlii fonksiyonlara sahiptir. En dikkat cekici
Ozelliklerinden biri ise, biiylik 6l¢ekli doku hasarlarina ya da cerrahi parsiyel hepatektomi

girisimlerine ragmen kendini yenileyebilme kapasitesine sahip olmasidir.

2.1. Karaciger Anatomisi ve Histolojisi

Sican karacigeri, diger memeli tiirlerine kiyasla belirgin lob yapilarina sahiptir ve
bu loblarin sekil ve boyutlarinda gesitlilik gozlenmektedir. Bu anatomik farkliliklar, sigan
karacigerinin topografik ve vaskiiler mimarisinin 6zgiin bir diizen icerisinde yapilandigini
go6stermektedir (Gershbein vd., 1954). Sicanlarda karacigerViicut agirliginin yaklasik
%4 1inli olusturan karaciger (Palmes ve Spiegel, 2004), sicanlarda belirgin derecede lobiile
bir yapiya sahiptir. Anatomik olarak sag ve sol medyan loblar, sag ve sol lateral loblar ile
kaudat lobdan meydana gelir. Bu loblar birbirleri {iizerine yerlesmis sekilde
konumlanmustir; yalnizca kaudat lob, mide tarafindan diger loblardan ayrilarak farkli bir
anatomik pozisyonda bulunmaktadir. Karaciger loblarinin morfolojik organizasyonu ve
topografik yerlesimi Sekil 2.1’de sunulmustur. Medyan lob, karacigerin en genis hacimli
boliimiinii olusturmakta olup sol lateral lob ile yakin anatomik komsuluk gostermektedir

(Gershbein ve Elias, 1954; Martins ve Neuhaus, 2007).



Medyan Lob

Sag Lateral

Lob Lok

Kaudat Lob
Hepatik Portal Ven Safra Kanah

Sekil 2.1. Sigan karacigerinde anatomik yapilanma (Waynforth ve Flecknell, 1994).

Karaciger, distan peritonla kaplanmis olup, elastik liflerden zengin bag dokusu olan
Glisson kapsullyle gevrilidir. Bu kapsiil, karacigeri lobiillere ayirarak, lobiillerin birlesim
yerlerinde bag dokusunun yogunlastigi portal alanlar olusturur. Karaciger histolojik
yapisimda {i¢ ana lobiil tiirti vardir (Sekil 2.2). Bunlar portal lobl, karaciger asinusu ve
klasik karaciger lobiilii olarak isimlendirilir. Portal lobll, safra iretimiyle iligkilendirilen,
iic klasik lobiiliin merkezlerindeki vena sentralislerin birlesimiyle sekillenen tiggen bir
yapidir. Karaciger asinusu ise, iki komsu klasik lobiiliin birlesiminden olusur. Klasik lobl,
ortasinda vena sentralis bulunan ve karaciger hiicrelerinin 1sinsal olarak diizenlendigi
altigen bir yapidir. Bu yapida, safra kanallari, kan kapillerleri (sinusoidler) ve

perisinusoidal aralikta 1to hicreleri bulunur (Fausto ve Campbell, 2003).



sinusoidler

Sekil 2.2. Histolojik yapida klasik karaciger lobiilii merkezindeki vena sentralis ile {i¢ lobiiliin birlestigi
yerdeki portal triadta safra kanali, portal ven ve hepatik arterin sematik yerlesimi (Fausto ve Campbell,
2003).

Hepatositlerin kanlanmasindaki farkliliklar dogrultusunda, karaciger fonksiyonel
olarak ii¢ bolgeye ayrilabilir: periportal, sentrilobiler ve sentral zon. Periportal zon,
lobiiliin ¢evresinde yer alirken, sentral zon, vena sentralis ¢evresindeki hilicrelerden olusur.
Periportal zondaki hepatositler glikoneojenez ve glikojenoliz slreclerinde aktifken,
sentrilobuler zondaki hepatositler glikoliz ve glikojen sentezi siireclerine Kkatilir.
Karacigerin farkli bolgelerindeki oksijen miktarindaki farkliliklar hiicresel yanitlar etkiler.
Periportal hepatositler, hiicre dongusinin S fazina daha hizli ulasirken, hepatosit
proliferasyonu periportal zonda baslar ve yaklasik 7 giin i¢inde karaciger lobiilleri yeniden
yapilandirilir. Bu siireg, karacigerin rejenerasyonunu yonlendiren faktorlerin lobller

icindeki etkilerini ortaya koyar (Higgins ve Anderson, 1931).



2.2. Karaciger Rejenerasyonu

Karaciger rejenerasyonu, bir dizi hiicre tipi ve molekiiler sinyal yolunun
etkilesimde oldugu karmasik bir siirectir. Karaciger rejenerasyonu, uzun bir stire boyunca
PHx veya karaciger yaralanmasinin ardindan karaciger kitlesinin, hepatosit proliferasyonu
ile 1-2 hiicre dongiisii i¢inde iyilesecegi diistiniiliityordu. Ancak son arastirmalar, karaciger
rejenerasyonunun tipini belirleyen farkli uyaranlarin oldugunu ortaya koymustur
(Gilgenkrantz, vd., 2018). Bu uyaranlarin gerek {iiretilmesi ve gerekse iiretilenlerden
etkilenerek karmasik da olsa cevap vermesi gibi Onemli isleri rejenerasyon siirecinde

fonksiyonel olan hiicreler ger¢eklestirmektedir.

2.2.1. Karaciger Rejenerasyonunda Etkili Hucreler

Karaciger rejenerasyonunun bilinen iki tiirii bulunmaktadir. Bunlardan ilki,
hepatositler ve safra epitel hiicrelerinin (BEC’ler) hipertrofisi ve/veya hiperplazisi ile
gerceklesir ki buna modiler rejenerasyon denir. Bu tur rejenerasyon, genellikle rezeksiyon
veya akut karaciger hasarindan sonra saglikli karacigerlerde gozlemlenir (Lopez-Luque,
vd., 2018). Ikincisi ise, progenitdr hiicre bazli rejenerasyon olarak adlandirilir ve bu siireg,
kalan karaciger kiitlesinin boyutuna bagl olarak spesifik hepatositlerin yeniden
programlanmasin1  gerektirir. Progenitdr hiicre bazli rejenerasyon, genellikle kronik

karaciger hastaliklar1 ve biiyiik akut karaciger hasarlarinda goriiliir (Wirth, vd., 2018).

Sonu¢ olarak, karacigerin 2/3'liniin rezeksiyonu karaciger hiicrelerinin aninda
biiylimesine ve hiperplazisine yol agarken, karacigerin 1/3"iniin rezeksiyonu yalnizca hiicre
bliylimesiyle sonucglanir. Cesitli kronik hastaliklar ve major yaralanmalar, karaciger
rejenerasyonundan sorumlu olan hepatik progenitor hicrelerin (HPC'ler) aktivasyonunu
baslatir (Gilgenkrantz, vd., 2018). Bu nedenle, tipik karaciger rejenerasyonu olgun
hepatositler ve karaciger endotel hiicreleri tarafindan gergeklestirilir, alternatif
rejenerasyon yéntemi ise hepatik progenitor hiicreler tarafindan gergeklestirilir (Wirth, vd.,
2018).
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Karacigerin kismi hepatektomisi, portal basing artisi gibi hemodinamik
degisikliklere yol agar ve bu durum rejenerasyonu tetikleyen bir uyarict gorevi goriir.
Bunun sonucunda hepatositler, biliyer epitel hiicreleri (BEC’ler), Ito hiicreleri, Kupffer
hiicreleri ve siniizoid endotel hiicreleri (SEC’ler) ¢ogalmaya baglar (Kiseleva vd., 2021).
Hepatositler ilk olarak c¢ogalirken, BEC’ler bu siiregten yaklasik 2-3 gun sonra
proliferasyona baglar. Karacigerin yaklasik %60°1ik kisminin yenilenmesi i¢in hepatositler
ilk etapta DNA sentez dongiisiine girerek c¢ogalmaya baslar. Bu siireg, genellikle
karacigerin kaybedilen kisminin yaklasik 2/3’{iniin yeniden yapilandirildig: bir dénemdir.
Zamanla, sadece baz1 hepatositler ¢ogalmaya devam eder ve giderek tam iyilesme saglanir.
Rejenerasyonun asiri yanitinin oniine gecebilmek i¢in, iyilesme siirecini sonlandiran

apoptotik mekanizmalar devreye girer ve hiicre 6liim orani artar (Kholodenko vd., 2017).

Karaciger rejenerasyonunda fonksiyonel olarak islev goren hiicreleri su bigimde

O0zetlemek mimkindr:

2.2.1.1. Hepatositler

Karaciger rejenerasyonunun baslica hiicreleri hepatositlerdir. Fonksiyonel olarak
heterojendirler ve karacigerin lic bolgesinde yer alirlar (Kietzmann, vd., 2017). Yer
aldiklar1 bolgeye gore adlandirilan hepatositlerden bolge 1°de bulunanlar periportal
hepatositler olup glukoneogenez ve yag asidi beta-oksidasyonu ile 6zellesmistir. Hibrit
hepatositler olarak da ifade edilen bu hicreler, Hnf4a ve Sox9 gibi transkripsiyon
faktorlerini ifade eder, bu da onlar1 hem hepatositlere hem de safra kanali epitelyum
hiicrelerine (BEC’ler) doniistiirme yetene8i saglar ve kronik yaralanmalardan sonra
karaciger kitlesinin iyilesmesine yardimci olurlar. Bolge 2°de bulunan orta zon
hepatositleri, hem glukoneogenez hem de glikoliz gibi iki bolgenin metabolik faaliyetlerine
karigan, bolge 1 ve bolge 3’lin arasinda yer alan gecis bolgesi hiicreleridir. Perisentral
hepatositler de glikoliz, lipogenez ve detoksifikasyonla ilgili 3. bolge hiicreleri olup erken
progenitor hiicre belirtegleri olan Tbx3 ve Axin2’yi ifade eder ve diger hepatositlerden iki

kat daha hizli cogalabilirler.



2.2.1.2. immiin hiicreler

Karacigerin immiin hiicreleri yerlesik makrofajlar, hepatosit c¢ogalmasini ve
angiogenezi uyaran HGF, IL-6, TNF-a ve Wnts gibi sitokinleri salgilayan Kupffer
hicreleri (Preziosi, vd., 2017); rejenerasyonunun ilk saatlerinde Kupffer hicrelerinin
sinlizoidlere ulagsmasi zaman aldig1 i¢in bu siireci idare eden monositler (Li, vd., 2017);
IFN-y salgilayarak hepatositlerde antiproliferatif proteinlerin aktivasyonunu tesvik ederek
karaciger rejenerasyonunu engelleyebilen minimal diizeyde aktivasyonina ihtiya¢ duyulan
Dogal Killer (NK) hiicreleri ve orta diizeyde aktivasyonina ihtiya¢ olunan Dogal Killer T
(NKT) hicreleri (Ridgway, vd., 2014; Li, vd., 2017); bu hicreler, hepatositlerin G;
evresine gecisini tesvik eden IL-4 salgilanmasini gergeklestiren Eozinofiller (Goh, vd.,

2013), en temel immun hicrelerdir.

2.2.1.3._Hepatik stellat hiicreleri (HSC’ler)

Hepatik Stellat Hiicreleri diger adiyla Ito hiicreleri, Disse boslugunda yer alir.
Normal kosullarda retinoid depolarlar, ancak karaciger hasar1 durumunda
miyofibroblastlara doniisebilir, ECM bilesenleri ve HGF, TGF-p1 ve IL-6 gibi blyime
faktorlerini salgilarlar, bu da karaciger rejenerasyonunu etkiler. Ayrica, kronik karaciger
hastaliklarinda hepatositler ve BEC’lere doniisebilirler, bdylece iyilesme siirecini
kolaylastirirlar (Lua, vd., 2016; Senoo, vd., 2017). trombogenezde 6nemli bir rol
oynadiklar1 gibi karaciger rejenerasyonunda da yer alir. HGF, platelet kaynakli biiyiime
faktoric ve TGF-p gibi biiyiime faktorleri salgilarlar. Trombositler, karaciger
yaralanmasindan sonra Disse boslugunda ve siniizoidlerde birikir ve angiogenezi ve

hepatosit cogalmasini destekler (Kiseleva, vd., 2021).

2.2.1.4. Safra kanal epitel hiicreleri (BEC’ler)

Safra Kanali Epitel Hiicreleri hepatositler zarar gordiiglinde karaciger

rejenerasyonunda yer alir, Ozellikle karaciger yapisini onarmada rol oynar. BEC’ler,
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yaralanma sirasinda aktive olur ve farkli biiyiime faktorleri salgilarak doku onarimina

katilir (Zhu, vd., 2013).

2.2.1.5. Karaciger progenitér hiicreleri (HPC’ler)

Notch ve Wnt yollar1 gibi ¢esitli sitokinler ve sinyal yollar tarafindan etkilenen ve
ozellikle kronik karaciger yaralanmalarinda, c¢ogalabilerek hepatosit ve BEC’lere

dontigebilen onciil hiicrelerdir (Kiseleva, vd., 2021).

2.2.1.6. Siniizoidal endotel hiicreleri (SEC’ler)

Hepatosit ¢cogalmasini ve angiogenezi tetikleyen IL-6 ve VEGF gibi buylime
faktorlerini tireterek karaciger rejenerasyonuna katkida bulunan hiicrelerdir (Kiseleva, vd.,

2021).

2.2.2. Karaciger Rejenerasyonunun Asamalari

Karaciger rejenerasyonu, organin hasar sonrasi yeniden fonksiyonel hale gelmesini
saglamak i¢in karmagik bir dizi biyolojik asamadan geger. Bu siireg, ¢esitli hiicresel ve
molekiiler mekanizmalarin bir arada ¢alismasini igerir. Karacigerin rejenerasyon asamalari;
hazirlik, proliferasyon ve sonlandirma asamalarsir. Rejenerasyon asamalarimin detaylar

Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Karaciger rejenerasyonu, karmasik ve diizenlenmis bir siiregtir. Hazirlik (Priming)
asamasinda, karaciger hasarini takiben Kupffer hicreleri tarafindan salgilanan sitokinler
(TNF-a, IL-6), hepatositleri hiicre dongiisiine girmeye hazirlar ve proliferasyon i¢in gerekli
ortami olusturur (Michalopoulos ve DeFrances, 1997). Ikinci asama olan Proliferasyon,
hepatositlerin ve diger karaciger hiicrelerinin aktif olarak boliinmesiyle karaciger kitlesinin
hizla artmasii saglar. Bu siiregte HGF, EGF, ve TGF-a gibi mitojenler hiicre
proliferasyonunu destekler (Fausto vd., 2006). Son olarak, Sonlandirma (Termination)

asamasinda, karaciger yeterli biiyiikliige ulastiginda, TGF-f ve sitokin sinyalizasyonunun
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baskilayicilart (6rnegin SOCS3) hepatosit proliferasyonunu inhibe ederek rejenerasyonun

sonlanmasini saglar (Ding vd., 2014).

Cizelge 2.1. Karaciger Rejenerasyonu hazirlik (priming) proliferasyon ve sonlandirma
(termination) agsamalart.

Asama Aciklama Sure
Hazirhk Karaciger }?.asar al_gllar ve hiicre di’)ngﬁsﬁr.le. gir.is i¢in hazirlanir. | .
(Priming) Kupffer_ hicreleri, 1L-6 ve TNF-o gibi sinyaller salgilar. | Ilk birkag saat

Hepatositler G, fazindan ¢ikip G, e girer.

Hepatositler ve diger hiicreler (endotel, safra kanali, stellat
Proliferasyon | hiicreleri) bolinerek ¢ogalir. HGF, EGF, TGF-o gibi blytime 24-72 saat

faktorleri aktiftir. Karaciger kitlesi hizla artar.

Hiicre boliinmesi yavaslar, apoptoz ve matriks yeniden
Sonlandirma | diizenlenmesi gergeklesir. Fazla hiicreler temizlenerek normal | 7.14  gn
(Termination) | qoku organizasyonu saglanir.

2.2.3. Karaciger Rejenerasyonunda Etkili Faktorler ve Sinyal Yollar

Karacigerin rejeneratif kapasitesi, ¢esitli sinyal iletim yollar1 tarafindan diizenlenir.

Bu yollar, hepatosit proliferasyonu, hiicre gocii, doku yenilenmesi ve bagisiklik yanitinin

kontroliinii saglar. Her bir sinyal yolu, belirli anahtar molekiiller araciligtyla etkisini

gosterir ve rejenerasyonun farkli asamalarinda rol oynar (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Karaciger rejenerasyonuna etkili sinyal yollart

Sinyal Yolu

Gorevi

Anahtar Molekdller

Etkisi

HGF/c-Met Yolu

Hepatosit
proliferasyonunu ve
goclinii tegvik eder.

HGF (Hepatosit Blylime
Faktord), c-Met (HGF
reseptori)

Hiicre ¢ogalmasini ve doku
yenilenmesini hizlandirir
(Zaho, vd.,2022).

EGF/EGFR Yolu

Hicre buylmesini ve
diferansiyasyonunu
saglar.

EGF (Epidermal Bllyume
Faktord), EGFR (reseptor).

Hepatositlerin DNA
sentezini uyarir (Taub R,
vd. 2010).

Whnt/B-Katenin
Yolu

Hucre
proliferasyonunu ve
doku diizenini kontrol
eder.

Whnt proteinleri, B-Katenin,
TCF/LEF.

Hiicre dongiisiinii baslatir,
rejenerasyonu destekler
(Anan Abu Rmilah.
vd.2019).




Cizelge 2.2. Karaciger rejenerasyonuna etkili sinyal yollar1 (devam).

11

Sinyal Yolu

Gorevi

Anahtar Molekdiller

Etkisi

[ltihaplanma ve hiicre

IL-6 (interlokin-6), STAT3

Hepatositlerin hayatta
kalmasini ve gogalmasini

IL-6/STATS Yolu ygnllenmesml (Transkripsiyon faktora). saglar (Cressman,
dizenler.
vd.2005).
< Antiinflamatuar yaniti
: ; Bagisiklik yanitini ve .
TNF-o/NF-xB hiicre hayatta TNF-0, NF-kB, IkB. baslatir, rejenerasyonu
Yolu hizlandirir (Taub R, vd.
kalmasini destekler.
2009).
Hucre bilyimesini TGF-B (Transformasyon Asir proliferasyonu
TGF-B/SMAD baskailar, o K6 1 K
Yolu rejenerasyonu Blylme Fa 'goru Beta), engeller, doku onarimini
SMAD proteinleri. diizenler(Xu vd.2016).
sonlandirir.
Hipoksiye yanit olarak HIF-To (Hipoksiyle Kan damarlarint uyararak

Hipoksi/HIF-1a
Yolu

damar olusumunu
artirir.

Indiiklenen Faktér), VEGF
(Vaskdler Endotelyal
Biyume Faktori).

oksijen destegini artirir(Ju,
vd. 2016).

2.2.3.1. Hepatosit buytime faktord (HGF)

Karacigerdeki ¢esitli hiicreler tarafindan iiretilen ve MET reseptorine baglanarak

hiicre i¢i sinyal yollarini aktive eden bir biiytime faktortidiir. Bu etkilesim, hiicre
proliferasyonu, hareketliligi ve farklilagmasi gibi siiregleri diizenler. HGF/MET sinyal

yolunun aktivasyonu, asagidaki ana yollar tetikler (Sekil 2.3):

» PI3K/AKT Yolu: HGF'nin MET reseptdriine baglanmasi, fosfatidilinozitol 3-kinaz
(PI3K) aktivasyonuna yol acar. PI3K, AKT olarak da bilinen protein kinaz B'yi fosforile
eder ve aktive eder. Bu yol, hiicre hayatta kalma, biyume ve proliferasyon streglerinde
kritik rol oynar (Menakongka ve Suthiphongchai, 2010).

» MAPK/ERK Yolu: HGF, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolunu da
aktive eder. Bu surecte, ekstraselltler sinyal diizenleyici kinazlar (ERK1/2) fosforile

olur ve hiicre proliferasyonu ile farklilagmasini tesvik eder.

Bu sinyal yollarmin etkinligi, karaciger rejenerasyonu ve onariminda hayati 6neme
sahiptir. Ozellikle, HGF/MET sinyal yolunun bozulmasi, karacigerin yenilenme

kapasitesini olumsuz etkileyebilir (Borowiak vd., 2004).
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Sekil 2.3. HGF sinyal yolu (Zhang, vd., (2018).)

2.2.3.2. Epidermal Buyume Faktori (EGF)

Hiicre biiylimesi, farklilasmas1 ve hayatta kalmasi stireclerinde kritik rol oynayan
bir blyime faktoridir. EGF, hicre yizeyinde bulunan Epidermal Blylme Faktori
Reseptori (EGFR) ile etkileserek ¢esitli hiicre i¢i sinyal yollarini aktive eder (Wee ve
Wang 2017).

EGF/EGFR sinyal yolunun aktivasyonu, baslica asagidaki hiicre igi yollar
tetikler (Natarajan vd. 2007) (Sekil 2.4).

» RAS/RAF/MEK/ERK Yolu: EGF’nin EGFR’ye baglanmasi, RAS proteininin
aktivasyonuna neden olur. Aktive olan RAS, sirasiyla RAF, MEK ve ERK kinazlarini
fosforile eder. Fosforile ERK, niikleusa gegerek hiicre proliferasyonu ve farklilasmasini
diizenleyen genlerin ekspresyonunu artirir.

» PI3K/AKT Yolu: EGFR’nin aktivasyonu, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) enziminin

aktive olmasina neden olur. PI3K, AKT olarak da bilinen protein kinaz B’yi fosforile
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ederek aktive eder. Aktive AKT, hiicre hayatta kalma, buylime ve metabolizma

stireclerinde 6nemli roller oynar.

Bu sinyal yollarmin etkinligi, 6zellikle karaciger rejenerasyonu ve onariminda
hayati bir éneme sahiptir. EGF/EGFR sinyal yolunun bozulmasi, karacigerin yenilenme
kapasitesini olumsuz yonde etkileyebilir. Ayrica, EGFR’nin asir1 ekspresyonu veya
mutasyonlari, ¢esitli kanser tilirlerinin gelisiminde énemli bir rol oynar. Bu nedenle, EGFR
sinyal yolunu hedefleyen tedaviler, giiniimiizde kanser aragtirmalarinda 6nemli bir odak

noktasidir (Wee ve Wang 2017).

plazma zar

T ITTTT
LLLUULLLCLELLULLLLLLLL

Yayilma-sag kalma-metastaz

Sekil 2.4. EGF sinyal yolu (Eitsuka, vd.2016).

2.2.3.3.Wnt/B-Katenin sinyal yolu

Karaciger rejenerasyonunda temel bir diizenleyici olarak gorev yapar (Monga,

2014). Parsiyel hepatektomi (PHx) sonrasi B-katenin diizeyi hizla artar, birka¢ saat i¢inde
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niikleusa taginarak transkripsiyonel kompleks olusturur ve hiicre dongiisiinii baslatan siklin
D1’in ekspresyonunu artirir (Monga vd., 2001; Huang vd., 2016). Fare modelleri lizerinde
yapilan  calismalar, [B-katenin’in  karaciger rejenerasyonundaki  kritik  roliini
dogrulamaktadir. Karacigere 6zgli B-katenin eksikligi olan farelerde rejenerasyonun
belirgin sekilde zayifladigi; buna karsin, siirekli aktif B-katenin’e sahip farelerde bu siirecin
hizlandig1 gosterilmistir (Tan vd., 2006; Nejak-Bowen vd., 2010).

B-Katenin’in aktivasyonu, Wnt sinyallerine bagimlidir ve endotelyal hiicrelerin
baslica Wnt kaynagi oldugu belirlenmistir (Wang vd., 2015; Preziosi vd., 2018). Wnt/B-
Katenin sinyal yolu, yalnizca PHx sonrasi degil, toksik hasar sonrasi rejenerasyonda da
onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin, asetaminofen (APAP) kaynakli karaciger hasarinda
B-katenin  aktivasyonu erken donemde baslamakta ve rejenerasyon  siirecini
desteklemektedir (Apte vd., 2009). Klinik veriler, basarili rejenerasyon gosteren hastalarda
B-katenin aktivitesinin yiiksek oldugunu, buna karsilik karaciger nakli gerektiren hastalarda

diisiik seviyelerde kaldigini ortaya koymaktadir (Apte vd., 2009; Bhushan vd., 2014).

Wnt/B-Katenin sinyal yolunun énemli hedeflerinden biri AXIN2’dir ve bu genin
PHx ve farkli toksik hasar modellerinde ifade diizeyinin arttig1 belirlenmistir (Torre vd.,
2011; Zhao vd., 2019; Planas-Paz vd., 2019; Sun vd., 2020). Ayrica, B-katenin eksikligi
olan farelerde hepatosit proliferasyonunun ciddi sekilde azaldig1 goriilmiistiir (Russell vd.,
2019). Tim bu veriler, Wnt/B-Katenin sinyal yolunun karacigerin yenilenme siirecinde
temel bir rol oynadigimi ve hasarin etiyolojisinden bagimsiz olarak rejenerasyonu

destekledigini gostermektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Wnt/p-Katenin sinyal yolu (Zhang,vd., (2024).

2.2.3.4.1L-6/STAT3 sinval yolu

IL-6, akut faz yanmitinin diizenlenmesinde ve inflamasyonun kontrol altina
alimmasinda 6nemli bir sitokindir. Karaciger hasar1 sonrasi, Kupffer hiicreleri tarafindan
salinan IL-6, hepatositlerin yilizeyindeki gp130 reseptorlerine baglanarak hiicre i¢i sinyal
iletimi baslatir. Bu etkilesim, JAK kinazlarinin aktivasyonu ile devam eder ve STAT3
transkripsiyon faktoriiniin fosforilasyonu ile sonlanir (Sekil 2.6). Fosforile olmus STATS3,
niikleusa taginarak rejenerasyonu destekleyen genlerin ekspresyonunu artirir (Schmidt-

Arras ve Rose-John, 2016; Tao vd., 2017).
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Sekil 2.6. IL-6/STAT3 sinyal yolu (Jin vd., 2016).

IL-6'nin rolii, hepatosit proliferasyonunun uyarilmasi, hiicre Sliimiiniin (apoptoz)
engellenmesi ve hicre déngusinin hizlandirilmasi gibi temel siiregleri kapsamaktadir.
Ayrica, IL-6 karaciger rejenerasyonunun erken asamalarinda kritik bir role sahip olup,
erken yanit genlerinin yaklasik %40’1nin ekspresyonunu kontrol etmektedir (Tao vd.,
2017). IL-6 sinyalinin baglanmasini takiben JAK aracili STAT3 fosforilasyonu dakikalar—
saatler igerisinde gerceklesmekte olup, parsiyel hepatektomi sonras1 STAT3
aktivasyonunun ilk 1-6 saat i¢inde belirgin sekilde arttig1, 12-24. saatlerde ise maksimum
diizeye ulastig1 bildirilmistir (Cressman vd., 1996; Taub, 2004; Michalopoulos, 2017). Bu
erken STAT3 aktivasyonu, hepatositlerin Gy fazindan G; fazina gegisini baslatan anahtar

bir olay olarak kabul edilmektedir.

Karacigerin portal ven ¢evresindeki hasar, Kupffer hiicrelerinin (KCs) hasar
bdlgesinde toplanmasina ve aktivasyonuna yol agar. Bu aktivasyon, karaciger progenitor
hiicre benzeri hiicrelerin (LPLC’ler) olusumunu tesvik eder ve LPLC’ler tarafindan

uretilen IL-6, rejenerasyonla iliskili genlerin (RRG’ler) ekspresyonunu artirarak STAT3 i
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aktive eder. Aktive olan STAT3, ¢ekirdekte basta c-Myc olmak (izere cyclin D1, c-Fos ve
c-Jun gibi erken proliferatif genlerin transkripsiyonunu baglatir (Haga vd., 2005; Yu vd.,
2009). c-Myc ekspresyonunun hepatektomi sonrasi 12-24. saatler arasinda pik yaptigi ve
hepatosit proliferasyonunun baslica diizenleyicilerinden biri oldugu gésterilmistir (Li vd.,

2018; Michalopoulos, 2017).

LPC’ler, kemirgenlerde oval hiicreler olarak bilinen, hem hepatosit hem de safra
kanal1 epitelyal hiicrelerini olusturabilen iki potansiyelli hicrelerdir (Michalopoulos,
2013). Ciddi kronik karaciger hasar1 durumunda aktive olabilen bu hiicreler, hepatositlere
farklilagarak rejeneratif yaniti destekler (Min vd., 2016). Zebrafish ve fare modellerinde
yapilan ¢alismalar, LPC aktivasyonu sirasinda IL-6/STAT3 yolunun aktive edildigini ve bu
aktivasyonun c-Myc ekspresyonu iizerinden hiicre dongiisii ilerlemesini hizlandirdigini

ortaya koymustur (Tao vd., 2017; Kiseleva vd., 2021).

Kupffer hicreleri (KCs), hepatik stellat hiicreleri (HSCs) ve makrofajlar 1L-6
tiretimini artirarak 1L-6/JAK/STATS3 sinyal yolunu aktive eder ve rejenerasyonu destekler
(Kiseleva vd., 2021). HSC’lerin IL-6 salgilamasiyla aktive olan STAT3’iin, YAP ve c-Myc
yolaklariyla etkilesime girerek proliferatif yaniti giiglendirdigi bildirilmistir (Min vd.,
2016). Ayrica PDZ baglanma motifine sahip transkripsiyonel ko-aktivatorler (TAZ),
makrofaj kaynakli IL-6 iiretimini artirarak STAT3/c-Myc eksenini aktive edebilir (Tao vd.,
2017).

IL-6 sinyali, vagus siniri araciligiyla da Kupffer hiicrelerinden IL-6 salinimini
uyarir. Salinan IL-6, hepatositlerde FoxM1 transkripsiyon faktorinu aktive ederek hicre
dongiisiinlin ilerlemesini saglar (Kiseleva vd., 2021). FoxM1 ve c-Myc’in birlikte
aktivasyonu, hepatositlerin S fazina gegisini hizlandiran temel molekiler olaylardan biri
olarak kabul edilmektedir (Haga vd., 2005; Michalopoulos, 2017). Eksojen melatonin
(MLT) ve osteopontin (OPN) gibi molekdllerin de IL-6/STAT3 aktivasyonu uzerinden
dolayl1 olarak c-Myc ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir (Min vd., 2016; Tao vd., 2017).

Bahn ve Cheng’e gore, IL-6/STAT3 sinyal yolu prominin-1 ve heme oksijenaz-1
(HO-1) araciligiyla da aktive edilebilmektedir. Prominin-1, gp130’u lipid salina ¢ekerek
STAT3 fosforilasyonunu kolaylastirirken, HO-1 aracili STAT3 aktivasyonunun c-Myc

ekspresyonu ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Schmidt-Arras ve Rose-John,
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2016; Bahn ve Cheng, 2019). IL-6/STAT3 yolunun inhibisyonunun parsiyel hepatektomi
sonrast rejenerasyonu sinirladigi, buna karsilik bu yolun aktivasyonunun STAT3 ve c-Myc

ekspresyonunu artirarak rejenerasyonu hizlandirdigr bilinmektedir (Min vd., 2016;

Kiseleva vd., 2021).

Son olarak, IL-6 yolunun klinik 6nemini destekler sekilde, canli dondr karaciger
nakli yapilan hastalarda yiksek serum IL-6 seviyelerinin, ameliyat sonrasi erken déonemde
STAT3 aktivasyonu ve buna eslik eden proliferatif gen ekspresyonu (6zellikle c-Myc) ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Chae vd., 2020).

2.2.3.5.TNF-a ve NF-kB sinyal volu

Tumor nekroz faktori-alfa (TNF-o), inflamasyon ve immiin yanit siireglerinde
o6nemli bir rol oynayan bir sitokindir. TNF-a, karaciger rejenerasyonu sirasinda NF-kB
sinyal yolunu aktive ederek hiicre hayatta kalmasini1 ve proliferasyonu tesvik eder (Karin
vd., 2005). TNF-o, karaciger hasari sonrasinda Kupffer hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
salgilanir (Karin vd., 2005; Bahn ve Cheng, 2019). TNF-a, hepatosit yizeyindeki TNFR1
ve TNFR2 reseptorlerine baglanarak sinyal iletimini baglatir (Bahn ve Cheng, 2019).
TNFR araciligiyla IxB kinaz (IKK) kompleksi aktive edilir ve NF-xB inhibitori (1xB)
parcalanarak NF-kB’nin ¢ekirdege gegisi saglanir (Karin vd., 2005; Bahn ve Cheng, 2019).
NF-kB, hiicre sagkalimi, inflamasyon ve proliferasyonu diizenleyen genlerin
ekspresyonunu artirir. Bunlar arasinda Cyclin D1, Bel-XL ve c-Myc gibi genler yer alir
(Karin vd., 2005). NF-kB aktivasyonu, Bcl-XL, c-IAP ve Al gibi anti-apoptotik
proteinlerin iiretimini artirarak hiicre Oliimiinii Onlerken ayn1 zamanda rejenerasyonu

destekler (Karin vd., 2005; Min vd., 2016; Bahn ve Cheng, 2019).
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2.2.3.6.TGE-p ve SMAD sinyal volu

TGF-B (Transforming Growth Factor-beta), karaciger rejenerasyonu siirecinde hem
hiicre proliferasyonunu destekleyici hem de proliferasyonu baskilayici etkilere sahip olan
6nemli bir buylme faktortdir. TGF-B sinyal yolu, SMAD proteinleri araciliiyla gen
ekspresyonunu diizenleyerek rejenerasyon siirecinin belirli asamalarmi kontrol eder
(Derynck ve Zhang, 2003). Karaciger hasarinin ardindan hepatositler, stellat hiicreler ve
Kupffer hiicreleri tarafindan TGF-B salgilanir (Fabregat vd., 2016). TGF-B, hiicre
yuzeyindeki TGF-p R1 ve R2 reseptorlerine baglanarak SMAD proteinlerinin
aktivasyonunu tetikler (Derynck ve Zhang, 2003). Reseptor araciligiyla fosforile edilen
SMAD2 ve SMAD3, SMAD4 ile kompleks olusturarak cekirdege tasinir ve gen
ekspresyonunu diizenler (Fabregat vd., 2016). TGF-B/SMAD yolu, hepatosit
proliferasyonunu baskilayan p15, p21 ve p57 gibi hiicre dongiisii genlerin ekspresyonunu
artinr (Derynck ve Zhang, 2003; Dooley vd., 2009). TGF-B, asir1 aktive oldugunda

karaciger fibrozisine neden olabilir ve hepatositlerin apoptoza itebilir (Dooley vd., 2009).

2.2.3.7.Hipoksi/HIF-1a sinyal yolu

Hipoksi, karaciger rejenerasyonunda onemli bir uyaricidir. Doku hasari sonrasi
oksijen  seviyelerinin  azalmasi,  Hypoxia-Inducible  Factor-lo.  (HIF-1a)’nin
stabilizasyonuna yol acar. Normoksik kosullarda proteazomal yikima ugrayan HIF-la,
hipoksik ortamda bu yikimdan korunarak aktive olur ve ¢ekirdege tasinir (Semenza, 2012).
Aktif HIF-1lo, VEGF, EPO ve GLUTI1 gibi genlerin transkripsiyonunu artirarak
anjiyogenez, metabolik adaptasyon ve hicre proliferasyonunu destekler. Bu adaptif
yanitlar, hipoksi kosullarinda hepatosit sagkalimini artirir ve rejeneratif siirecleri

kolaylastirir (Nagao, 2019).
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2.3. Gallik Asit ve Karaciger Rejenerasyonu

Fenolik bilesikler, aromatik halkaya dogrudan bagli hidroksil (-OH) gruplar1 igeren
ve bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder metabolitlerdir (Sekil 2.7). Flavonoidler,
tanenler ve fenolik asitler gibi cesitli alt gruplara ayrilan bu bilesikler; antioksidan,
antienflamatuvar ve hepatoprotektif 6zellikler gostermektedir (Balasundram vd., 2006). Bu
Ozellikleri sayesinde fenolik bilesikler, 6zellikle oksidatif stresin neden oldugu hiicresel
hasara karsi koruyucu rol oynar. Karaciger gibi yiiksek rejeneratif kapasiteye sahip
organlarda bu bilesiklerin iyilestirici ve rejeneratif stiregleri destekleyici etkileri literatiirde
genis yer bulmaktadir. Bu grup icerisinde one ¢ikan bilesiklerden biri olan gallik asit
(3,4,5-trihidroksibenzoik asit) siyah ¢ay, nar, izim, mese kabugu gibi ¢esitli bitkisel
kaynaklarda dogal olarak bulunan bir fenolik asittir. Ug hidroksil grubuna sahip olmasi,
gallik asidin yiiksek antioksidan kapasitesine katkida bulunur. Bu 6zellik sayesinde serbest
radikallerin temizlenmesini saglamakta, glutatyon gibi endojen antioksidan savunma
mekanizmalarim1  desteklemekte ve inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesine katki

sunmaktadir (Verma vd., 2019).

R1 R1
RZAQ—COOH R2<©*CH=CH —COOH
R3 R3

Asit Rl | R2| R3 Asit R1 R2 R3

p-Hidroksibenzoik = OH| H p-Kumarik H OH H

Pirokate suik H OH| OH [ Kafeik H |OH | OH
Vanilik CH,O [OH| H | Ferulik CH,O| OH H

Siringik CH,0 |OH|CH,O| Sinapik CH,O0| OH | CH,0O
Gallik OH OH| OH

Sekil 2.7. Fenolik asit bilesiklerin genel kimyasal yapis1 (Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Gallik asit 1iizerine yapilan ¢esitli deneysel c¢alismalarda, bu bilesigin

hepatoprotektif etkileri agikca ortaya konmustur. Karbon tetrakloriir (CCls) ile olusturulan
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hepatotoksisite modelinde yapilan bir ¢alismada, gallik asit uygulanan sican gruplarinda
serum karaciger enzim diizeylerinin anlamli sekilde azaldigi ve histopatolojik olarak
karaciger dokusunda iyilesme gozlendigi bildirilmistir (Sedeghi vd., 2015). Benzer sekilde,
gallik asidin Nrf2/ARE yolunu aktive ederek antioksidan enzim ekspresyonunu artirdigi ve
NF-kB sinyal yolunu inhibe ederek inflamasyonu azalttig1 da gosterilmistir (Yousef vd.,
2010). Ayrica asetaminofen ile olusturulan baska bir hepatotoksisite modelinde, gallik asit
uygulamasinin lipid peroksidasyonunu azalttifi ve glutatyon diizeylerini artirdigi rapor

edilmistir (Khan vd., 2014).

Karaciger, yiiksek proliferatif kapasitesi sayesinde hasar sonrasi rejenerasyonu
etkin bir sekilde gerceklestirebilen nadir organlardan biridir. Bu siirecte birgok biiyiime
faktoru, sitokin ve sinyal yolaklar1 koordineli sekilde gorev alir. Bu sinyal yollarindan biri
olan IL-6/STAT3 sinyal yolu, karacigerin rejeneratif yanitinin baslatilmasinda merkezi bir
role sahiptir. IL-6, hepatosit proliferasyonunu uyaran baslica sitokinlerden biridir.
Rejenerasyonun erken evresinde Kupffer hiicreleri ve diger bagisiklik hiicrelerinden
salian IL-6, JAK/STAT3 yolu tizerinden hepatositleri hiicre dongustine sokar. Ancak, IL-
6’nin kronik olarak yiiksek diizeyde ekspresyonu, inflamasyon ve fibrozis gibi olumsuz
sonuclara da neden olabilmektedir (Min vd., 2016; Kiseleva vd., 2021). Fenolik
bilesiklerden gallik asidin, bu siirecte hem koruyucu hem de diizenleyici bir role sahip
olabilecegi diisiinlilmektedir. Yapilan ¢alismalar, gallik asidin IL-6 seviyelerini modile
ederek inflamasyonun baskilanmasinda ve hepatosit hasarimin siirlandirilmasinda etkili
oldugunu gostermektedir. (Salem, vd. 2023) TAA ile olusturulan deneysel karaciger hasari
modelinde, gallik asit uygulamasinin IL-6 ve TNF-a diizeylerini diisiirdiigii, antiapoptotik
ve antifibrotik etki sagladigi rapor edilmistir. Bu etkiler, gallik asidin IL-6’nin asir1
aktivasyonunu Onleyerek rejenerasyon siirecini destekleyebilecegini gdstermektedir.
Benzer sekilde, (Yousef, vd. 2010) tarafindan yapilan ¢aligmada, gallik asidin NF-xB ve
Nrf2/ARE sinyal yollarin1 diizenleyerek inflamatuvar yanitlar1 baskiladigi ve antioksidan
enzim ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir. Boylece, sadece hiicresel diizeydeki hasari
azaltmakla kalmayip, rejenerasyon ic¢in gerekli olan fizyolojik ortamin yeniden
kurulmasina katkida bulundugu disiiniilmektedir. Tim bu bulgular birlikte
degerlendirildiginde, IL-6/STAT3 sinyal yolunun karaciger rejenerasyonundaki kritik rolii

acikca ortaya konmakta, ancak bu yolun dengesiz ya da asir1 aktivasyonunun olumsuz
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patofizyolojik sonuclara yol acabilecegi goriilmektedir. Gallik asidin, bu sinyal yolunu
modiile ederek inflamatuvar yaniti sirladigi, oksidatif stresi azalttifi ve boylece
karacigerin rejeneratif kapasitesine katki sundugu cesitli deneysel c¢aligmalarla
desteklenmistir (Yousef vd., 2010; Min vd., 2016; Kiseleva vd., 2021; Salem vd., 2023).
Bu baglamda, gallik asidin potansiyel terapotik etkileri daha ayrintili olarak aragtirilmali ve

klinik uygulamalara yonelik degerlendirmelere dahil edilmelidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Hayvan calismalarmin tamami Eskisehir Osmangazi Universitesi HADYEK® dan alinan
996/2024 no’lu etik kurul kararlarindaki Onerilere goére yapilan ¢aligmamizda 220+20 gr

agirhiginda erkek Wistar albino 1rki siganlar kullanildi.

3.1. Deneysel Tasarim

Bu calismamizda her grupta n=6 olacak sekilde rastgele se¢im yontemiyle
dort ana deney grubu olusturuldu. Ayrica her ana grup degerlendirme zamanlarina gore

dort alt gruba ayrildi.

SHAM Kontrol Gruplar: (Grup I): Bu gruptaki hayvanlarda abdominal laparotomi
uygulanarak karacigere ulasildi ve karaciger loblarmi birbirine baglayan zar yapilari
cerrahi olarak ayrildi. Ancak 2/3 parsiyel hepatektomi islemi uygulanmadi. Karacigerin On
sag, orta ve sol loblarinin birlesim bolgelerini kapsayacak sekilde cerrahi ipek iplik
yerlestirildi. Daha sonra karaciger tekrar periton altina yerlestirildi ve serum fizyolojik

uygulanmasinin ardindan kesi bolgesi 4/0 cerrahi siitiir ile kapatildi.
. Grup I-1: 6. saat
. Grup I-2: 12. saat
. Grup 1-3: 24. saat

. Grup 1-4: 48. saat

PHx + Serum Fizyolojik (SF) Kontrol Gruplar1 (Grup II): Bu gruptaki hayvanlara
2/3 parsiyel hepatektomi uygulamasinin ardindan tek doz serum fizyolojik (0,5 mL,

intraperitoneal) verildi.

. Grup I1-1: 6. saat
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. Grup 11-2: 12. saat
. Grup 11-3: 24. saat

. Grup 11-4: 48. saat

PHx + Silimarin (SLY) Gruplart (Grup III): Bu grupta yer alan hayvanlara 2/3

parsiyel hepatektomi sonrasinda tek doz silimarin (100 mg/kg, intraperitoneal) uygulandi.
. Grup I11-1: 6. saat
. Grup I11-2: 12. saat
. Grup I11-3: 24. saat

. Grup I11-4: 48. saat

PHx + Gallik Asit (GA) Gruplart (Grup IV): Bu gruptaki deney hayvanlaria 2/3
parsiyel hepatektomi isleminden sonra tek doz gallik asit (200 mg/kg, intraperitoneal)

verildi.
. Grup IV-1: 6. saat
. Grup IV-2: 12. saat
. Grup 1V-3: 24. saat

. Grup IV-4: 48. Saat

3.2. Anestezi ve Cerrahi Uygulamalar

Deneysel caligmalarin tamami steril kosullar altinda ve steril cerrahi ekipmanlar
kullanilarak yiiriitiildii. Siganlarda goriilebilecek diurnal hormonal degisikliklerin deney
sonuclarini etkilemesini 6nlemek amaciyla tiim cerrahi islemler sabah saatleri olan 09.00—
12.00 arasinda gergeklestirildi. Deney gruplarindaki hayvanlara intramiiskiiler olarak 10

mg/kg ksilazin ve 70 mg/kg ketamin uygulanarak anestezi saglandi.
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Anestezi altina alinan deney hayvanlari sirtiistii pozisyonda, sabit ve 1lik sicakliga
sahip bir diseksiyon platformuna yerlestirildi. Cerrahi girisim 6ncesinde karin bdlgesi %70
etil alkol ve batikon (antiseptik solusyon) ile temizlenerek steril hale getirildi. Daha sonra
karmn orta hattinda yaklasik 2-3 cm uzunlugunda bir kesi olusturularak laparotomi
uygulandi. Karacigerin sag, orta ve sol loblari, cerrahi teknikler kullanilarak birbirine
baglayan zar yapilarindan ayrildi. Bu loblar, karaciger dokusunun yaklasik %68—70’ini
olusturmaktadir. Hepatik arter, portal ven ve safra kanali gibi kritik vaskiiler yapilar
dikkatle disseke edilmis ve etraflarindan 4/0 ipek siitlir gegirilerek ligasyon yapildi.
Ligasyon tamamlandiktan sonra, baglarin hemen iist kismindan kesim islemi

gerceklestirildi.

Cerrahi islem sonrasinda meydana gelebilecek sivi kaybina bagli hipovolemik
etkilerin Oniine ge¢gmek amaciyla karin bosluguna steril serum fizyolojik verildi.
Operasyon tamamlandiktan sonra kas ve deri dokulari ayr1 ayr1 olacak sekilde strekli sutur
teknigi kullamilarak 4/0 ipek iplikle kapatildi. Laparotomi bolgesi ayrica poviiodeks
antiseptik soliisyon ile temizlenerek iyilesme siirecine destek saglandi. Cerrahi islem
uygulanan deney hayvanlarinin her biri kimyasal sterilizasyonu yapilmais, tekli barinmaya
uygun polikarbonat seffaf kafeslere yerlestirildi. Hayvanlar diyetlerinde herhangi bir
degisiklik yapilmadan belirlenen siireler boyunca (6, 12, 24 ve 48 saat) yasamlarini

surdurdd.

Deney gruplarinda yer alan tim hayvanlar cerrahi girisimden 6, 12, 24 ve 48 saat
sonra hafif anestezi altinda kalpten kan alinmas1 yontemiyle sakrifiye edildi. Daha sonra
orta hat laparotomisi ile gergeklestirilen diseksiyon sonucunda karaciger doku ornekleri
toplandi. Elde edilen kan 6rnekleri, MSE Mistral 2000 marka santrifiij cihazi kullanilarak
ornekler 4000 rpm hizda 10 dakika santriflij edildi ve serum elde edilmistir. Elde edilen
serum Ornekleri Eppendorf tiiplerine aktarildi ve biyokimyasal alanin aminotransferaz
(ALT) analizleri i¢in —80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Diseksiyon sirasinda alinan
karaciger doku 6rnekleri ise molekiiler biyolojik analizlerde kullanilmak {izere homojenize

edilmis ve ayni sekilde —80 °C’de muhafaza edildi.
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3.3. Biyokimyasal Analizler

ALT dizeyi, Biolabo (Maizy, Fransa) firmasina ait ticari kit kullanilarak Crony

Airone 200 RA otoanalizoriinde belirlendi.

3.3.1. Molekuler Biyolojik Analizler

Bu calismada STAT3 ve c-Myc gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR ydntemi ile
belirlenmistir. Protein diizeyindeki c-Myc ekspresyonu ise [3-aktin referans protein

kullanilarak Western blot yontemi ile analiz edilmistir.

3.3.2. RT-PCR Analizi

IL-6 sinyal yoluna ait STAT3 ve c-Myc gen ifadeleri RT-PCR analizi ile analiz

edildi. Bu nedenle oncelikle agsagidaki protokol sirasina gore RNA izolasyonu yapildi.

Lizis Buffer (1 6rnek icin)

Buffer L 500 uL

143M  Beta merkaptoetanol 10 uL

v 10-20 mg materyal lizerine 200 pL. Ca/Mg icermeyen PBS eklendi. Ardindan 10 puL
Proteinaz K (20 mg/ml), 500 uL lizis buffer ve 60 mg zirkonyum bead ilave edilerek
homojenizatéorde homojenizasyon islemi gerceklestirildi. Elde edilen homojenizat yeni
bir 2 mL’lik santrifiij tiipiine aktarildi.

v Numune oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

v" Daha sonra karistma 500 puL Buffer P eklendi, vorteks ile iyice karistirildi ve oda
sicakliginda 3 dakika daha inkiibasyona birakildi.
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v Karigimin tizerine 200 pL kloroform:izoamil alkol (49:1) karisimu ilave edildi. Tiip alt-
iist edilerek karigtirildi ve oda sicakliginda 2 dakika bekletildi.

v" Ardindan karisim 4°C’de 12000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
olusan iist siv1 fazdaki yaklasik 600 pL siipernatant dikkatlice alinarak yeni bir tiipe
transfer edildi.

v' Supernatant lzerine %96-100 etanoliin 1.25 kati (yaklasik 800 pL) eklenerek pipet
yardimiyla karistirildi.

v Hazirlanan lizattan 700 pL kolona aktarildi ve oda sicakliginda 12000 x g’de 20 saniye
santrifiij edildi. Tiip bosaltildi ve kolon tekrar tiipiin icerisine yerlestirildi. Tiim lizat
kolona aktarilincaya kadar ayni islem tekrarlandi.

v Kolon {zerine 700 pL Wash Buffer 1 eklendi ve 12000 x g’de 20 saniye santrifiij edildi.
Ardindan tiip bosaltilarak kolon tekrar tiipe yerlestirildi.

v Daha sonra kolona 600 uL. Wash Buffer 2 ilave edildi ve 12000 x g’de 20 saniye
santrifiij edildi. Tiip bosaltildi ve kolon tekrar tiipiin iizerine yerlestirildi.

v Ayni islem tekrar edilerek kolona yeniden 600 pL. Wash Buffer 2 eklendi ve 12000 x
g’de 20 saniye santrifiij edildi. Tiip bosaltild1 ve kolon tekrar tiipe yerlestirildi.

v Kolon, kalinti sivinin uzaklagtirilmasi amaciyla maksimum hizda 1 dakika daha
santrifiij edildi ve ardindan 1.5 mL’lik eppendorf tiipliniin lizerine yerlestirildi.

v Kolonun merkezine 65-70°C’de 1sitilmis 50-100 pL nikleaz-free ultra distile su veya
DEPC’li su eklendi ve 12000 x g’de 1 dakika santrifiij edilerek RNA eliie edildi.

v' Elde edilen RNA, cDNA sentezi yapilincaya kadar —80°C’de muhafaza edildi.

cDNA sentezi asamasinda RNA 6rneklerinin miktar1 Nanodrop cihazi kullanilarak
dl¢iilmiistiir. Olgiim sonuglart ng/uL biriminde elde edildiginden, reaksiyonlar 1000 ng
RNA esas alinarak hazirlandi. Bu dogrultuda gerekli hesaplamalar Formiil 1 kullanilarak
yapildi. Her bir 6rnek icin cDNA standart reaksiyonuna ait hacim hesaplamalar1 Cizelge
3.1°de gosterildi.

Her bir drnek igin;

1uL (cihazda deger)ng
X 1000ng
X = 1000 =+ cihazda 6l¢iilen deger (uL) biciminde hesaplama yapildi

FORMUL 1
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Cizelge 3.1. cDNA Standart Reaksiyon

cDNA Standart Reaksiyon (1 6rnek

.. Hacim
icin)

5X Reaction Buffer 4 uL

Reverse Transcriptase (200 U/uL) 1 uL

Total RNA 1-6 L

RNase free Water x pL

Reaksiyonda kullanilacak 6rnek sayisina gore yukarida belirtilen birim degerler
ilgili 6rnek sayisi ile carpilarak toplam hacim hesaplanmistir. Hazirlanan karisim 1.5
mL’lik eppendorf tiipiine aktarilmistir. Elde edilen mix karisimi kuyucuklara esit
miktarda dagitilmigtir. Her bir 6rnek i¢in mix karisiminin toplam hacmi 20 pL olacak
sekilde planlanmistir. Bu nedenle her 6rnege ait RNA miktar1 eklenerek toplam hacim

20 pL’ye tamamlanmis, gerekli su miktar1 buna gore hesaplanmistir.

Data sheet’te belirtilen sicaklik ve siire parametreleri, Cizelge 3.2°de

gosterildigi sekilde RT-PCR cihazina girilerek reaksiyon programi olusturulmustur.

Cizelge 3.2 . RT-PCR cihazina gerilen sicaklik ve siire degeleri.

1. Asama 2. Asama 3. Asama
Sicakhik 42°C 80°C 4°C
Sure 120 dk 10 dk 0

Belirtilen primerler, data sheet’te verilen bilgilere uygun olarak sulandirilmis ve
hazirlanan stok ¢ozeltiler 10 uM konsantrasyonda olacak sekilde diliie edildi (Cizelge
3.3). PT-PCR reaksiyon karigimi ise iiretici firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda

hazirlanmis olup, kullanilan bilesenler ve hacimleri Cizelge 3.4’te gosterildi.



Cizelge 3.3. Genlere gore tasarlanmis olan primer dizileri ve baz ciftleri.

Primer Ad1 Dizi B¢
Beta Actin Forward CCAGGAGTACGATGAGTCCG 20
Beta Actin Reverse ACGCAGCTCAGTAACAGTCC 20
STAT-3 Forward GGTACAATCCCGCTCGGTG 19
STAT-3 Reverse AGCTGGTTCCACTGAGCCAT 20
c-Myc Forward CGAGCTGAAGCGTAGCTTTT 20
c-Myc Reverse CTCGCCGTTTCCTCAGTAAG 20

Cizelge 3.4. RT-PCR standart reaksiyon

RT-PCR i¢in Kullanilan Madde Miktarlari

(1 6rnek) Hacim
Master Mix 10 uL
c¢DNA (10 ng/uL) 2 uL
Forward Primer (10uM) 1 puL
Reverse Primer (10uM) 1 uL
Dna free saf su 6 uL
Total Hacim 20 uL.

c¢DNA haricinde komponentler mix bigiminde hazirlanarak
kuyulara dagitildi. Ardindan kuyulara cDNA eklerek PCR
kuyular1 reaksiyona hazir hale getirildi.

Gergek zamanli PCR analizlerinde kullanilan termal dongii Cizelge 3.5°te

sunuldugu gibidir.
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Cizelge 3.5. RT-PCR analizlerinde kullanilan termal dongii protokolii.

Sicaklik (°C) [ Sure Dongl Adim
95 5 dk
95 15sn Cycling
60 30 sn x40 Stage
72 30 sn
95 15 sn
60 B | goocamy | MO

) Curve
95 15 sn ile okuma Stage
60 15 sn

3.3.3. Western Blot Analizi

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla Qubit 6l¢iim karisimi hazirlanmistir.
Olgiimler, Qubit Protein Assay Kit ve Qubit Protein Broad Range Assay Kit Kitleri
kullanilarak gerceklestirildi. Her bir 6rnek icin ¢alisma ¢ozeltisi, 199 pL Qubit Protein
Buffer ile 1 uL Qubit Protein Reagent karistirilarak hazirlandi. Olgiim islemi sirasinda 0,5
mL’lik Qubit dl¢lim tiipline dnce 198 pL hazirlandi buffer karisimi eklendi, ardindan 2 pL
protein 6rnegi ilave edildi. Hazirlanan karisim oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildikten

sonra floresan 6l¢timii yapildu.

Olgiim sonucunda elde edilen degerler, uygulanan diliisyon katsayisi ile carpilarak

orneklerin nihai protein konsantrasyonu hesaplandi.

Jel Elektroforezine Hazirhk amaciyla ik olarak o6rneklerin konsantrasyonlari

FORMUL 2’ e gore ayarlandh.
M1.V1 = M2.V2

FORMUL 2
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Western blot analizinde her bir 6rnek i¢in gerekli olan ¢ozelti miktarlar1 Cizelge 3.6’da

sunulmustur.

Cizelge 3.6. Western blot analizinde her bir drnek igin gerekli olan ¢dzelti miktarlar

Bir Ornek I¢in Gereken Soliisyon Miktari

LDS Sample Buffer 2,5 L

Sample Reducing Agent 1 uL

Ornek -Hesaplanan miktar (uL)
Distile Su 6,5 YL - (sample)
Toplam 10 pL

Hazirlanan tiipler 70 °C ‘de 10 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda buz iizerinde
ya da +4 °C ‘de bir siire bekletildi. Jelde Yiiriitme Islemi icin Bolt ™% 4-12 Bis-Tris Plus
Jel kullanima hazirlandi. Yiiriitme islemi Running Buffer 1X soliisyonu ile
gergeklestirildi. Birinci kuyucuga marker konuldu. 200 voltta yaklasik olarak 30-35 dk
yiirtitme iglemi yapildi.

Proteinlerin membrana transfer islemi Thermo Fisher Scientific iBlot 2 Dry
Blotting System cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Jel, haznesinden ¢ikarilmadan once saf
su igeren bir kapta yikanarak ayrilmasi kolaylastirildi. Daha sonra jel kdselerinden spatula
yardimiyla dikkatli bir sekilde kaldirildi ve iist kapak yavasca cikarilarak jel ayrildi.
Transfer islemi, cihazin sandvig¢ tipindeki 6zel membran aktarim sistemi olan iBlot 2
Transfer Stacks kullanilarak gergeklestirildi. Transfer siirecinde 20 volt elektrik akimi

uygulanarak yaklagik 7 dakika igerisinde proteinlerin membrana aktarimi tamamlandi.

Transfer asamasinin ardindan bloklama soliisyonu hazirlandi. Bu islem i¢in iBind
Flex Solution Kit kullanildi. Bloklama soliisyonu hazirlanirken 40 mL saf su, 10 mL 5X
buffer ve 500 pL 100X additive soliisyon karistirildi. Transfer tamamlandiktan sonra jel
uzaklastirildt ve transfer kagidi iizerindeki jel goriintiisii kesilerek ayrildi. Membran,
hazirlanan bloklama soliisyonu igerisine yerlestirilerek yaklasik 5 dakika inkibasyona
birakildi.



32

Antikor inkiibasyon islemi Invitrogen iBind Flex Western System cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. Bu islem i¢in cihazla uyumlu bloklama, yikama ve antikor

soliisyonlar1 hazirlandi.

Deneyde kullanilan antikorlar asagida verilmistir:
. B-Actin Antibody, Rabbit mAb, A026, ABclonal Technology
. c-Myc Antibody, Rabbit pAb, E-AB-30975, Elabscience

. Sekonder antikor: HRP Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), Catalog No:
AS014, ABclonal

Protein molekiiler agirlik belirteci olarak Invitrogen SeeBlue Plus2 Prestained
Standard kullanilda.

Bloklama soliisyonu her bir antikor igin 2 mL olacak sekilde hazirlandi ve
hazirlanacak antikor sayisina bagli olarak 2,5 mL’lik tiipler veya falcon tiiplerine
dagitilmistir. Ardindan gerekli pipetleme islemleri gerceklestirildi. Membran islemi
oncesinde iBind Flex Western Device kartt 10 mL bloklama soliisyonu ile 1slatilmigtir.
Membranin yerlestirilecegi bolgeye ayni solusyondan 1 mL daha eklendi. Daha sonra
membran karta ters yonde yerlestirildi ve silindir yardimiyla tizerinden gegilerek yiizeye
diizglin sekilde temas etmesi saglandi. Membran cihaz igerisinde yaklasik 3 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra kemiliiminesans goriintileme asamasina
gecilmis ve ECL soliisyonu hazirlandi . Bu amagla 1 mL luminol/enhancer soltisyonu ile 1
mL peroksidaz soliisyonu karistirildi. Ardindan cihazdan g¢ikarilan membran hazirlanan

soliisyon igerisine yerlestirildi.

Sisteme 0Ozgii kart iizerinde gerceklestirilen birincil ve ikincil antikor baglanma

basamaklar1 yaklasik 2,5 saat icerisinde tamamlandi. Protein bantlarinin goriintiilenmesi
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icin kemillminesans goriintiileme yontemi kullanildi . Bu yontemde luminol temelli
kimyasal reaksiyon prensibi esas alindigindan, sekonder antikora 6zgii substrat olarak ECL

Western Blotting Substrate tercih edildi.

1:1 oraninda hazirlanan ECL soliisyonu igerisinde membran karanlik ortamda
yaklasik 5 dakika inkiibe edilmis ve ardindan goriintiileme islemine gecildi. Membran
GenBox Imaging System cihazina yerlestirilmis ve elde edilen goriintiiler bilgisayara bagh

yazilim araciligiyla kaydedildi.

Deneyde kullanilan protein Ornekleri jel kuyularma 50 pg olacak sekilde

hesaplanarak yiiklenmis ve elektroforez igslemi bu kosullar altinda gergeklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Deney gruplarina ait kan orneklerinden elde edilen serumlarda ALT dizeyleri
Olctilerek karaciger fonksiyonlar1 degerlendirildi. Karaciger dokularindan hazirlanan
homojenize ornekler molekiiler biyolojik analizlerde kullanilmis ve ilgili genlerin
ekspresyon duzeyleri belirlendi Elde edilen veriler, deneysel gruplar arasindaki

farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirildi.

4.1. Biyokimyasal Analiz Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

Karaciger hasarmin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan biyokimyasal
gostergelerden biri serum transaminazlardir. Bu enzimler igerisinde alanin aminotransferaz
(ALT), karaciger dokusuna Ozgiilliigiiniin yiiksek olmasi nedeniyle karaciger
fonksiyonlarin degerlendirilmesinde daha duyarh bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir.
Parsiyel hepatektomi (pHx) sonrasinda gallik asidin karaciger fonksiyonlari {izerindeki
potansiyel etkilerini degerlendirmek amaciyla serum ALT dlzeyleri analiz edildi. Elde
edilen veriler dogrultusunda her bir gruba ait ortalama degerler ve standart sapmalar

hesaplanarak Cizelge 4.1°de yer almaktadir.

Cizelge 4.1. Gruplara gore ALT degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalari.

Grup Mean £ SD
SHAM 45.02+1.44
Grup Il (PHx + SF)
227.50 + 44.52
(6 saat)
Grup Il (PHx + SF)
380.47 + 94.65

(12 saat)

Grup Il (PHx + SF)
352.00 £ 108.60
(24 saat)

Grup Il (PHx + SF)
208.30 £ 41.91
(48 saat)
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Cizelge 4.1. Gruplara gore ALT degerlerinin ortalamalar1 ve standart
sapmalar1 (devam).

Grup Mean + SD
Grup 1 (PHx + SLY)
148.00 + 15.66
(6 saat)
Grup I (PHx + SLY)
(12 saat) 324.21 +£58.85

Grup I (PHx + SLY)
299.17 £ 32,51
(24 saat)

Grup I (PHx +SLY)
70.50 + 12.21
(48 saat)

Grup IV (PHx + GA)
166.00 + 42.19
(6 saat)

Grup IV (PHx + GA)
370.40 + 103.03
(12 saat)

Grup IV (PHx + GA)
318.93+71.29
(24 saat)

Grup IV (PHx + GA)
130.00 + 23.02
(48 saat)

Calismamizda kismi hepatektomi sonrasit serum ALT diizeylerinin zamana bagh
degisimi degerlendirildiginde, 6. saatte tiim deney gruplarinda SHAM grubuna kiyasla
anlamli bir artis oldugu goriilmektedir Sekil 4.1.A . Bu erken donemde gozlenen ALT
yiikselmesi, PHx sonrasinda hepatoseliiler membran biitlinliigiiniin bozulmaya basladigin
ve akut hasar yanitinin aktive oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle GIII-1 grubunda ALT
duzeylerinin GII-1 ve GIV-1 gruplarina gore daha diisik seyretmesi, Gallik asit
uygulamasinin erken akut fazda karaciger hiicrelerini kismen koruyucu bir etki
gosterebilecegine isaret etmektedir. Buna karsin PHx+SF (GII-1) ve PHx+GA (GIV-1)
gruplarinda daha belirgin ALT artis1 izlenmis olup, bu gruplarda erken donemde

hepatoseliiler stresin daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
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PHx sonrasi 12. saatlik zaman diliminde serum ALT diizeylerinin tiim deney
gruplarinda belirgin sekilde ylikseldigi ve SHAM grubuna kiyasla anlamli farklilik
gosterdigi saptanmistir p<0,0001; Sekil 4.1.B . Bu zaman noktasinda gruplar arasinda ALT
diizeyleri agisindan belirgin bir ayrisma gozlenmemesi, uygulanan tedavilerin bu fazda

hepatoseliiler hasarin siddeti iizerinde sinirli bir etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

24. saatte serum ALT diizeylerinin tiim gruplarda en yiliksek degerlere ulastigi
gorilmektedir Sekil 4.1.C . Bu bulgu, 24. saatin hepatoseliiler hasarin en yogun olarak
izlendigi ve ayn1 zamanda rejeneratif siireglerin metabolik acidan en aktif oldugu dénem
oldugunu goéstermektedir. Bu zaman noktasinda GIV-3 grubunda ALT duzeylerinin GII-3
ve GllI-3 gruplarina kiyasla daha diisiik seyretmesi, silimarin bu fazda hiicre membran
stabilitesini destekleyerek hepatoprotektif bir etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.
Buna karsilik GA uygulanan grupta ALT diizeylerinin gorece yiiksek kalmasi, bu ajaninin
gec akut fazda artan metabolik aktiviteyle iliskili olarak enzim salinimini artirabilecegine

isaret etmektedir.

PHx sonrasi 48. saatte serum ALT diizeylerinin tiim gruplarda belirgin sekilde
azaldigi gozlenmistir Sekil 4.1.D . Bu diisiis, hepatoseliiler biitiinliiglin yeniden
saglanmaya basladigimi ve toparlanma fazma girildigini gdstermektedir. Ozellikle GIII-4
grubunda ALT duzeylerinin SHAM’a daha yakin degerlere gerilemesi, GA grubu geg
fazda karaciger hasarinin ¢oziilmesine katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Buna
karsin GII-4 grubunda ALT diizeylerinin gorece yiiksek kalmasi, tasiyiciya bagh olarak

lyilesme siirecinin daha yavas ilerledigini gostermektedir.
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Sekil 4.1 Deney gruplarinda saatlere gore ALT (U/L) diizeyleri. (A) 6 saat (B) 12 saat (C) 24 saat
ve (D) 48 saat. a: SHAM grubundan farki, b: Grupll’den farki, ¢: Gruplll’ten farki temsil
etmektedir. (1: p<0,05, 2:p<0,01, 3:p<0,001, 4:p<0,0001).

Literatiirde, PHx sonras1 48-72 saatlik donemde serum transaminaz diizeylerinin
hizla azaldig1 ve 3-5 giin icerisinde bazal degerlere yaklastigi bildirilmistir (Kohler vd.,
2019). Sonug olarak, ¢alismamiz, serum ALT diizeylerindeki zamansal degisimin, kismi
hepatektomi sonrast hepatosit hasarmin, uygulanan tedavilere bagli olarak farkl
asamalarda degisen yanitlarla dinamik bir siire¢ oldugunu gosterdigini ortaya koymaktadir.
Bununla birlikte, ALT diizeylerinin tek basina karaciger hasarinin derecesini tam olarak
yansitmadigi disiintilmektedir; bu nedenle, biyokimyasal bulgular molekiiler ve
histopatolojik verilerle birlikte degerlendirilmelidir. Ayrica, farkli terapdtik ajanlarin
karaciger rejenerasyonu iizerindeki etkilerinin kapsamli bir sekilde incelenmesi, karaciger

koruma ve rejenerasyon mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina katkida bulunacaktir.
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Cesitli calismalar, silimarin ve gallik asidin karaciger hasarina karsi koruyucu
etkiler sergiledigini ve bu etkilerin temel olarak antioksidan ve antiinflamatuar
Ozellikleriyle iliskili oldugunu ortaya koymustur. Silimarinin; oksidatif stresin
baskilanmasi, lipid peroksidasyonunun azaltilmasi ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun
inhibe edilmesi yoluyla, ilaglara veya cerrahi girisimlere bagli gelisen akut karaciger hasari
modellerinde alanin aminotransferaz (ALT) aktivitesini anlamli diizeyde azalttig1

bildirilmistir (Polyak vd., 2013; Federico vd., 2017).

Benzer bicimde, son donem literatiirde gallik asidin belirgin hepatoprotektif
Ozelliklere sahip oldugu vurgulanmaktadir. Gallik asit uygulamasinin; lipid
peroksidasyonunu baskilamasi, endojen antioksidan enzimlerin aktivitesini artirmasi ve
proinflamatuar sitokin iiretimini azaltmasi yoluyla deneysel karaciger hasari modellerinde
ALT diizeylerinde anlamli diisiislere neden oldugu gosterilmistir (Kang vd., 2019; Zhang
vd., 2021). Bu calismada, diger hepatektomi gruplariyla karsilastirildiginda, silimarin (GII-
3) ve gallik asit (GIV-3) uygulanan gruplarda 24. saatte ALT duzeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma saptanmistir. Bu bulgu, her iki bilesigin kismi hepatektomi
sonrasinda gelisen hepatoseliiler hasar1 azaltmada potansiyel bir koruyucu role sahip
olabilecegini diistindiirmektedir. Gozlenen bu iyilesmenin, silimarin ve gallik asidin
antiinflamatuar ve antioksidatif 6zellikleri araciligiyla hepatosit biitiinliigiinii korumasi ve

rejeneratif siirecleri desteklemesiyle iligkili olabilecegi degerlendirilmektedir.

Onceki calismalarda, deneysel hayvan modellerinde kismi hepatektomi sonrasi
ALT dizeylerinin genellikle 48-72 saat i¢inde azalma egilimi gosterdigi ve bu durumun
hepatik adaptasyon ve rejenerasyon mekanizmalarinin aktivasyonunu yansittigi
bildirilmistir (Furuta vd., 2000; Aoki vd., 2001; Uyanoglu vd., 2008). Bu literatirle
uyumlu olarak, calismamizda tiim hepatektomi gruplarinda 24. saatte ALT diizeylerinde
bir diisiis gozlenmis; bu azalmanin silimarin ve gallik asit uygulanan gruplarda daha

belirgin oldugu tespit edilmistir.
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4.1.1. Molekuler Biyolojik Sonuclar1 v Analitik Degerlendirmesi

Bu boélimde, RT-PCR ve Western blot yontemleriyle elde edilen molekuler
duzeydeki veriler aktarildi ve degerlendirildi. Yapilan analizler, parsiyel hepatektomi
sonrasinda karacigerde meydana gelen hiicresel proliferasyon, biyime surecleri ve ilgili
sinyal yolaklarindaki degisimlerin incelenmesi amaciyla gergeklestirildi. RT-PCR ile
secilen genlerin transkripsiyon dizeyleri, Western blot ile ilgili proteinlerin ekspresyon
durumlart incelendi, bdylece gen-protein iliskileri biitiinciil olarak degerlendirildi. Elde
edilen sonuglar, gruplar arasindaki biyolojik farkliliklarin ve deneysel protokollerin

hiicresel yanitlar tizerindeki etkilerinin anlagilmasina temel olusturdu.

4.1.1.1.RT-PCR Analizi Sonuclar1 ve Degerlendirilmesi

RT-PCR analizleri kapsaminda STAT3 ve c-Myc genlerinin relatif ekspresyon
diizeyleri Cizelge (4.2)’de 6zetlenmistir. Elde edilen veriler, parsiyel hepatektomi sonrasi
hiicresel proliferasyon ve biiyiime siireclerinde bu genlerin gruplar arasinda farkl
seviyelerde diizenlendigini ortaya koymaktadir. Ayrica, PCR analizleri sonucunda elde
edilen ortalama (Mean) + standart sapma (SD) degerleri, Cizelge 4.2°de sunulmustur. Bu
cizelge, Olclimlerin istatistiksel dagilimmi gostermekte ve gruplar arasindaki

karsilastirmalarin giivenilirligini desteklemektedir.

Cizelge 4.2. Genlerin Ekspresyon Duzeyleri (Mean £ SD).

Grup STAT3 c-Myc
SHAM 1.08 £ 0.50 1.02+0.23
Gll-1 1.04 +£0.45 0.94+£0.38
GllI-2 0.52 +0.28 0.55+£0.14
GllI-3 0.48 +£0.19 0.46+£0.21
Gll-4 1.3+10 0.38 £0.25
GlllI-1 1.26 +0.41 1.46 +0.88
Glll-2 2.62 + 2.65 2.19+1.60
GllI-3 0.50 £ 0.07 1.06 £0.27
Glll-4 0.53+0.13 1.43+0.49
Glv-1 0.56 +0.22 1.34+1.09
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Cizelge 4.2. Genlerin Ekspresyon Duzeyleri (Mean + SD)(devam).

Grup STAT3 c-Myc

GlV-2 0.66 £0.13 0.50+0.14
GIV-3 0.78+£0.14 1.89+£2091
Glv-4 0.61+0.14 3.66 1.43

STAT3 gen ekspresyonunun zamana bagli degisimi Sekil 4.2°te gosterilmistir.
6. saatte STAT3 ekspresyon diizeyleri gruplar arasinda anlamli farkliliklar gostermistir. Bu
zaman noktasinda Grup IV’in STAT3 ekspresyonu kontrol grubuna (p<0.0001), Grup
[I’ye (p<0.001) ve Grup III’e (p<0.01) kiyasla anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur. Grup
III'te STAT3 ekspresyonu kontrol grubuna gore artis egilimi gostermekle birlikte
istatistiksel olarak smurli diizeyde kalmistir. Bu bulgular, erken fazda STAT3
aktivasyonunun Ozellikle Grup IV’te belirgin sekilde uyarildigini gostermektedir Sekil
4.2.A.

12. saatte gruplar arasinda STAT3 ekspresyonu agisindan belirgin farkliliklar
izlenmistir. Grup III’tin STAT3 ekspresyonu, kontrol grubuna (p<0.01) ve Grup II’ye
(p<0.0001) kiyasla anlamli derecede artmistir. Buna karsilik Grup II ve Grup IV’iin
STAT3 ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmustur
(swrastyla p<0.01 ve p<0.01) Sekil 4.2.B. Bu sonuglar, 12. saatte STAT3 aktivasyonunun
Grup III’te baskin hale geldigini diislindiirmektedir.

24. saatte STAT3 ekspresyonundaki gruplar arast farkliliklarin stirdiigi
gbzlenmistir. Bu zaman noktasinda Grup II’iin STAT3 ekspresyonu, kontrol grubuna
(p<0.01) ve Grup II’ye (p<0.0001) kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Buna
karsilik Grup I ve Grup IV’iin STAT3 ekspresyonu kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
azalmistir (p<0.001) Sekil 4.2.C. Bu bulgular, 24. saatte STAT3 aktivasyonunun Grup

III’te devam ettigini gostermektedir.

48. saatte STAT3 ekspresyon diizeylerinde genel olarak diisiis egilimi gézlenmistir.
Bu zaman noktasinda Grup IV’iin STAT3 ekspresyonu, kontrol grubuna (p<0.01), Grup
II’ye (p<0.01) ve Grup III’e (p<0.01) kiyasla anlaml1 derecede daha diisiik bulunmustur.
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Diger gruplar arasinda belirgin bir farklilik izlenmemistir (Sekil 4.2.D). Bu sonuglar, geg
fazda STATS3 aktivasyonunun 6zellikle Grup IV’te baskilandigini géstermektedir.
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Sekil 4.2. Deney gruplarinda saatlere gére STAT3 gen ekspresyon diizeyleri. (A) 6 saat (B) 12 saat
(C) 24 saat ve (D) 48 saat. a: SHAM grubundan farki, b: GruplII’den farki, c:Grup I1I’ten farki
temsil etmektedir.( 2: p<0.01, 3: p<0.001 ve 4: p<0.0001).

Giincel caligmalar, hepatotomi ve parsiyel hepatektomi sonrasi karaciger
rejenerasyonunun baslatilmasinda 1L-6/STAT3 sinyal yolunun merkezi bir rol oynadigin
gostermektedir. IL-6’nin gp130 araciligiyla STAT3 1 fosforile etmesi, hepatositlerin hiicre
dongiisiine girmesini saglayarak akut faz yanitin1 ve rejeneratif gen ekspresyonunu
tetiklemektedir (Cressman vd., 1996; Taub, 2004). Bununla birlikte, STAT3
aktivasyonunun zamansal diizenlenmesi rejenerasyonun basarisi agisindan kritik olup, asir
veya diizensiz aktivasyonun inflamatuvar yaniti artirarak doku iyilesmesini olumsuz

etkileyebilecegi bildirilmektedir (Yu vd., 2009).

Literatiirde, STAT3’lin erken fazda aktive olmasmin rejenerasyonun baslatilmasi

icin gerekli oldugu, orta fazda ise proliferatif yanitin siirdiirilmesinde etkili oldugu
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belirtilmistir. Ozellikle 24. saatin STAT3 aktivasyonunun zirve yaptig1 kritik bir zaman
noktasi oldugu vurgulanmaktadir (Haga vd., 2005; Michalopoulos, 2017). Ge¢ fazda ise
STAT3 aktivasyonunun azalmakla birlikte tamamen ortadan kalkmamasi, doku yeniden

yapilanmasi ve hepatik homeostazin saglanmasi agisindan 6nemlidir (Klein vd., 2019).

Calismamizda, PHx+SF grubu (GII) ile Galik Asit (GA) uygulanan gruplar (GIV)
degerlendirildiginde, STAT3 ekspresyonunun zamana bagli olarak farkli sekilde modiile
edildigi gorilmektedir. Erken donemde, Ozellikle 6. saatte Grup IV’te STAT3
ekspresyonunun belirgin sekilde artmasi, akut faz yanitinin giiglii bi¢imde aktive edildigini
diistindiirmektedir. Erken fazda (12. saat), Grup 1V (gallik asit)’te STAT3 ekspresyonunun
kontrol grubuna kiyasla baskilanmis olmasi, GA’nin hepatotomi sonrasi gelisen akut
inflamatuvar yanmiti sinrlayict bir etki gosterdigini diistindiirmektedir. STAT3’lin erken
donemde inflamasyonla iliskili sinyallerde aktif rol oynadigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, bu baskilanma gallik asidin antiinflamatuvar 6zellikleriyle uyumlu
goriinmektedir. Bu durum, erken fazda asir1 inflamasyonun kontrol altina alinmasinin,
daha diizenli bir rejeneratif siirecin baslamasi agisindan koruyucu bir mekanizma

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Orta fazda (24. saat), gallik asit grubunda STAT3 diizeylerinin silimarin grubuna
ve SHAM grubuna kiyasla diisiik seyretmesi, GA’nin proliferatif yanit1 STAT3 araciligiyla
dogrudan artirmak yerine, rejeneratif siireci dolayli mekanizmalar {izerinden modiile
ettigini gostermektedir. Bu bulgu, gallik asidin hepatosit proliferasyonundan ziyade
hiicresel stres yanitlarinin diizenlenmesi ve oksidatif hasarin azaltilmasi yoluyla iyilesmeye

katk1 sagladig goriistinti desteklemektedir.

Geg fazda (48. saat), STAT3 ekspresyonunun genel olarak azalmasi, rejenerasyon
stirecinin proliferatif fazdan onarim ve doku stabilizasyonu fazina gegtigini gostermektedir.
Bu donemde Grup IV (gallik asit)’te STAT3 diizeylerinin baskilanmis olmasi, gallik asidin
gec fazda STAT3 aracili antiapoptotik sinyalleri sinirlayarak kontrollii bir doku yeniden
yapilanmasini destekledigini diisiindiirmektedir. Asir1 veya uzamis STAT3 aktivasyonunun
fibrotik siirecleri tetikleyebilecegi goz onilinde bulunduruldugunda, bu durum gallik asidin

rejeneratif yanit1 dengeleyici bir rol tistlendigine isaret etmektedir.
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Silimarin  grubunda g0zlenen daha yliksek STAT3 aktivasyonu ile
karsilagtirildiginda, gallik asidin IL-6/STAT3 yolunu daha sinirli ve zamana duyarh
bicimde modiile ettigi goriilmektedir. Bu farklilik, gallik asidin karaciger rejenerasyonunu
giiclii bir proliferatif uyarim yerine, inflamasyonun kontrolii, oksidatif stresin azaltilmasi

ve hiicresel homeostazin korunmasi tizerinden destekledigini diisindiirmektedir.

Sonug olarak, bu c¢alismanin bulgular1 gallik asidin hepatotomi sonras1 donemde
IL-6/STAT3 sinyal yolunu baskilayici ve dengeleyici bigimde diizenledigini, bdylece
karaciger rejenerasyonunu zamana bagli olarak modiile ettigini ortaya koymaktadir. Gallik
asidin erken fazda inflamatuvar yaniti siirladigi, orta fazda rejeneratif siireci stabilize
ettigi ve ge¢ fazda kontrollii onarim mekanizmalarini destekledigi sdylenebilir. Bu yonuyle
gallik asit, karaciger cerrahisi sonrasi iyilesme siireglerinde rejenerasyonu asir1 uyarimdan
koruyan ve fizyolojik smirlar icinde tutan potansiyel bir terapdtik ajan olarak

degerlendirilebilir.

c-Myc gen ekspresyonunun zamana bagli degisimi Sekil 4.3’te gosterilmistir.
6. saatte c-Myc ekspresyonu gruplar arasinda anlamli farkliliklar gostermistir. Bu zaman
noktasinda Grup II’lin c-Myc ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore anlamli derecede
artmis olup (p<0.01), Grup II’ye kiyasla da daha yliksek bulunmustur (p<0.05). Grup IV’te
c-Myc ekspresyonu, kontrol grubuna gore artis gostermekle birlikte Grup III’e kiyasla daha
diisiik diizeyde saptanmistir (p<0.05) (Sekil 4.3.A) . Bu bulgular, erken fazda c-Myc

aktivasyonunun 6zellikle Grup III’te belirginlestigini gostermektedir.

12.saatte gruplar arasinda c-Myc ekspresyon diizeyleri acisindan belirgin
farkliliklar izlenmistir. En yiiksek c-Myc ekspresyonu Grup III’te saptanmis ve bu artis
kontrol grubuna (p<0.0001) ve Grup II’ye (p<0.01) kiyasla anlamli bulunmustur. Buna
karsilik Grup IV’iin c-Myc ekspresyonu, kontrol grubuna (p<0.01), Grup II’ye (p<0.05) ve
Grup IIT’e (p<0.0001) gore anlamli derecede daha diisiik diizeyde belirlenmistir (Sekil
4.3.B) . Bu sonuglar, 12. saatte c-Myc aktivitesinin Grup III’te maksimum diizeye

ulastigini diislindiirmektedir.

24. saatte c-Myc ekspresyonundaki gruplar arasi farkliliklarin devam ettigi
gbzlenmistir. Bu zaman noktasinda Grup II’'nin c-Myc ekspresyonu kontrol grubuna

kiyasla anlamli derecede artmistir (p<0.001). Ancak Grup III’iin ekspresyon diizeyi, Grup
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II’ye gore daha diisiik bulunmustur (p<0.05). Grup IV’te ise c-Myc ekspresyonu tiim

gruplar arasinda en diisiik diizeyde saptanmis ve hem Grup II’ye hem de Grup III’e kiyasla

anlamli derecede azalmistir (p<0.0001) (Sekil 4.3.C). Bu bulgular, 24. saatte c-Myc

aktivasyonunun Grup II’de baskin hale geldigini gostermektedir.

48.saatte genel olarak c-Myc ekspresyon diizeylerinde 6nceki zaman noktalarina

kiyasla nispi bir azalma egilimi goézlenmistir. Bununla birlikte Grup II’iin c-Myc

ekspresyonu kontrol grubuna gore halen anlamli derecede yliksek bulunmustur (p<0.01).

Grup IV’in ekspresyon diizeyi ise Grup III’e kiyasla anlamli derecede daha diisiik

saptanmustir (p<0.001) (Sekil 4.3.C). Bu sonuglar, c-Myc aktivasyonunun ge¢ fazda Grup

III’te siirdliglinii, Grup I'V’te ise baskilanmaya devam ettigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.3. Deney gruplarinda saatlere gore c-Myc gen ekspresyon diizeyleri. (A) 6 saat (B) 12 saat
(C) 24 saat ve (D) 48 saat. a:SHAM grubundan farki, b: Grup II’den farki, c:Grup III’ten farki
temsil etmektedir.( 1: p<0.05, 2: p<0.01, 3: p<0.001 ve 4: p<0.0001).
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2/3 parsiyel hepatektomi (PHX) sonrasi karaciger rejenerasyonunun en erken
molekiiler yanitlarindan biri, hemen erken yanit genleri arasinda yer alan c-Myc
ekspresyonunun hizli ve gegici indiiksiyonudur. c-Myc, hepatositlerde hiicre biyumesi,
ribozomal biyogenez, metabolik aktivasyon ve hicre dongiisiine giris igin gerekli
transkripsiyonel programin baslatilmasinda merkezi bir rol oynayan bir transkripsiyon
faktoriidiir (Taub, 2004 ; Fausto vd., 2006). Onceki ¢alismalarda, 2/3 PHx sonrasinda c-
Myc mRNA ve protein diizeylerinin ilk birka¢ saat i¢inde belirgin sekilde arttigi ve bu
artisin hepatositlerin G, fazindan ¢ikiginin temel gostergelerinden biri oldugu bildirilmistir
(Morello, vd., 1990; Michalopoulos, 2007). Bu erken c-Myc aktivasyonu, rejeneratif
yanitin baglatilmasi i¢in gerekli kabul edilmekte, ancak ekspresyonun stresi ve dizeyi

rejenerasyonun fizyolojik sinirlar icinde kalmasi agisindan kritik 6nem tasimaktadir.

Calismamizda, c-Myc ekspresyonu bakimindan PHx uygulanan gruplarda SHAM
grubuna kiyasla artis oldugu, ancak GA uygulanan Grup IV’te bu artisin daha dengeli ve
kontrollii bir seyir izledigi goriildii. Ozellikle 24. ve 48. saatlerde gozlenen c-Myc
ekspresyon diizeyleri, hepatositlerin rejeneratif yaniti baglattigini ancak proliferatif
aktivitenin agir1 uyarilmadigimi disiindiirmektedir. GA uygulamasinin, c-Myc aracili erken
transkripsiyonel yaniti baskilamadan modiile ettigi ve bu sayede rejenerasyon siirecini
fizyolojik smirlar igerisinde yonlendirdigi degerlendirilebilir. c-Myc ekspresyonunun
uzamig veya asirt artis gOstermesinin, Kkontrolsliz hicre proliferasyonu ve
hepatokarsinogenez ile iliskili oldugu bilinmektedir (Beer, vd., 2004; Murphy, vd., 2008).
Bu baglamda, GA uygulanan Grup IV’te c-Myc diizeylerinin SHAM ve diger PHx
gruplarina kiyasla asir1 ylikselmemesi, karaciger rejenerasyonunun saglikli ve kontrollii bir
sekilde ilerledigine isaret edebilir. Ilerleyen zaman noktalarinda c-Myc ekspresyonunda
gozlenecek bir azalma, hepatositlerin proliferatif fazdan ¢ikip doku organizasyonu ve
fonksiyonel olarak iyilesme siirecine girdigini destekleyen 6nemli bir gosterge olacaktir.
Sonug olarak, bu ¢alisma GA uygulamasinin, 2/3 PHx sonras1 karaciger rejenerasyonunda
c-myc aracili erken molekiiler yanit1 diizenleyici bir etki gosterebilecegini ve rejeneratif
proliferasyonu fizyolojik sinirlar i¢inde tutarak doku onarimina katki sagladigim

distindiirmektedir.
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4.1.1.2._ Western Blot Analizi Sonuclari ve Degerlendirilmesi

Western blot analizleri kapsaminda hedef proteinlerin kantitatif olarak
degerlendirilebilmesi amaciyla, oncelikle doku orneklerinden toplam protein izolasyonu
gergeklestirilmis ve elde edilen protein konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3’da sunulmustur. Bu
konsantrasyonlar esas alinarak her bir Ornek i¢in esit miktarda protein jel iizerine
yiiklenmis, elde edilen Western blot bant goriintiileri Sekil 4.4’de verildi. c-myc proteinine
ait bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak kullanilan B-aktin referans alinarak
normalize edildi. Farkli deney gruplar1 ve zaman araliklar1 arasinda belirlenen degisimler,
parsiyel hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonu surecinde c-myc ekspresyonunun
hem zamana hem de uygulamaya bagli olarak diizenlendigini gostermektedir. Her iki
proteine ait ortalama ekspresyon degerleri ile standart sapma sonuglar1 Cizelge 4.4’te yer
almakta olup, gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar bu veriler temel alinarak

gerceklestirildi.

Elde edilen bulgular, RT-PCR analizlerindke mRNA duzeyinde go6zlenen
degisimlerin protein diizeyine yansiylp yansimadigmnin ortaya konulmasma imkan
saglamis; ayrica deneysel uygulamalarin erken donem rejeneratif sinyal mekanizmalar

tizerindeki etkilerinin daha biitiinciil bir yaklasimla degerlendirilmesine katki sundu.

Cizelge 4.3. Protein Olgiim Sonuglar:

SHAM 42,6
GlI-3 34,6
Gll-4 34,2
GllIl-2 31,0
GllII-3 28,6
Glll-4 28,0
GlvV-2 32,4
GIV-3 24,8

GIV-4 28,0
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Cizelge 4.4. Protein Ifade Diizeylerinin Istatistiksel (Mean + SD)

Mean + SD
GRUP
B-aktin c-Myc

SHAM 1.00 £ 0.00 1.00 + 0.00
GII-3 0.74+0.01 0.33+0.02
GlI-4 0.74 £0.005 1.31+0.01
Glll-2 1.26+0.01 3.73+0.09
GII1-3 0.85+0.005 0.45 £ 0.02
GllII-4 0.87 £0.005 1.16 £ 0.011
GlIv-2 1.087 £ 0.005 2.92 £0.07
GIV-3 0.087 £ 0.005 0.85+0.01
Glv-4 1.00+0.00 1.23 £ 0.005

Goriintiileme Sonuclari

SHAM GII3 GlI4 GllI2 GII3 GlIl4 GIV2 GIV3 GIV4

————
————
— S — | ——

Sekil 4.4. Western Blot analizinde elde edilen p-aktin ve c-Myc
proteinlerine ait bant goruntdleri.

p-aktin (46 kD)

c-Myc (46 kD)

[-aktin Sekil 4.5’te
gosterilmektedir. 12. saatte B-aktin ekspresyonu GllI-2 ve gallik asit uygulanan GIV-2

ekspresyon diizeylerinin zamana baghh degisimi

grubunda, SHAM grubuna kiyasla ileri derecede anlamli olarak artmistir (p<0,0001)
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(Sekil 4.5.A). GIII-2 ve GIV-2 gruplart arasinda ekspresyon diizeyleri birbirine
oldukca yakin olup, her iki grupta da SHAM grubuna gore belirgin bir yiikselme
g6zlenmistir. Bu bulgu, erken fazda B-aktinin protein yiikleme kontrolii olmasinin yani
sira uygulanan islemlere yanit verebilecegini diisiindiirmektedir.

24. saatte B-aktin diizeyleri incelendiginde, GIII-3 grubunda ekspresyonun
SHAM ve GII-3 gruplarina kiyasla anlamli derecede arttig1 belirlenmistir (p<0,0001).
En yuksek ekspresyon diizeyi gallik asit uygulanan GIV-3 grubunda saptanmis olup, bu
artts SHAM, GII-3 ve GIII-3 gruplarinin tiimiine gore ileri derecede anlamlidir
(p<0,0001) (Sekil 4.5.B). Bu sonuglar, 24. saat fazinda B-aktin ekspresyonunun
uygulanan maddeye duyarli sekilde artigim ve gallik asidin bu artist
belirginlestirdigini gostermektedir.

48. saatte B-aktin ekspresyonunun SHAM grubuna kiyasla GllI-4 grubun
p<0,0001 diizeyinde anlamli bulunurken, GIII-4 grubunda artis daha belirgin hale
gelmistir (p<0,0001). En yiiksek ekspresyon diizeyi yine gallik asit uygulanan GIV-4
grubunda saptanmis ve bu grup SHAM, GII-4 ve GIII-4 gruplarma kiyasla ileri
derecede anlaml farklilik gdstermistir (p<0,0001)(Sekil 4.5.C). Bu bulgular, ge¢ fazda
B-aktin duzeylerindeki artis egiliminin devam ettigini ve gallik asidin bu artisi

giiclendiren bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.5. Deney gruplarinda saatlere gore B-aktin protein ekspresyon diizeyleri. (A) 12 saat (B)

24 saat (C) 48 saat ve a:SHAM grubundan farki, b: GrupII’den farki,c:Grup III’ten farki temsil
etmektedir(p<0.0001).

Bu c¢alismada [B-aktin protein ekspresyonunun zamana ve uygulanan maddelere
bagl olarak degistigi gosterilmistir. Ozellikle GIII ve gallik asit uygulanan GIV
gruplarinda, 12., 24. ve 48. saatlerde SHAM grubuna kiyasla anlamli artislar saptandi. Bu
bulgular, B-aktinin yalnizca bir yiikleme kontrolii olarak degil, ayn1 zamanda hiicresel
yanitlarin bir gostergesi olarak da degiskenlik gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Gallik
asidin antioksidan, anti-inflamatuvar ve hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 modiile edici etkileri
daha onceki ¢alismalarda bildirilmistir. Literatiirde gallik asidin Akt, ERK ve STAT3 gibi
sinyal yolaklar1 {izerinden hiicresel yanitlar1 etkileyebildigi ve protein ekspresyon
profillerinde degisikliklere yol actigi gosterilmistir (Xia vd., 2013; Lin vd., 2021). Bu
mekanizmalar, ¢aligmamizda gallik asit uygulanan gruplarda gozlenen B-aktin artigini

aciklayabilecek olas1 yollar arasinda yer almaktadir.

Ote yandan, B-aktinin klasik bir “housekeeping protein” olmasina ragmen, hiicre
iskeleti organizasyonu, proliferasyon ve stres yanitlarinda aktif rol oynadigi bilinmektedir.
Onceki galigmalar, p-aktin ekspresyonunun deneysel kosullara ve hiicresel duruma bagl
olarak degisebilecegini ortaya koymustur (Perrin vd., 2015). Bu baglamda, ¢alismamizda
Ozellikle ge¢ fazda gallik asit uygulanan gruplarda gozlenen artis, hiicresel adaptasyon ve

yapisal yeniden diizenlenme siirecleriyle iligkili olabilir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular gallik asidin zamana bagli olarak B-aktin
ekspresyonunu artirdigint ve bu proteinin deneysel kosullara duyarli bir yanit

gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Bu durum, Western blot analizlerinde B-aktinin
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kullaniminin yorumlanmasinda dikkatli olunmasi gerektigini ve ek dogrulayici kontrollerin

Oonemini vurgulamaktadir.

c-Myc protein  ekspresyonunun zamana baglh degisimi  Sekil 4.6’de
gosterilmektedir. 12. saatte c-Myc ekspresyonu GllI-2 ve gallik asit uygulanan GIV-2
grubunda, SHAM grubuna kiyasla ileri derecede anlamli olarak artmistir (p<<0,0001). En
yuksek ekspresyon diizeyi GllI-2 grubunda saptanmis olup, bu artis GIV-2 grubuna kiyasla
da anlamlidir (p<0,0001)(Sekil 4.6.A). Bu bulgular, erken fazda c-Myc aktivasyonunun
ozellikle GIII grubunda daha belirgin oldugunu gostermektedir.

24.saatte c-Myc ekspresyonunun genel olarak azaldigi gozlenmistir. Bu zaman
noktasinda Gl1I-3 ve GlII-3 gruplarinda c-Myc diizeyleri SHAM grubuna kiyasla anlaml
sekilde dismiis (p<0,0001), buna karsin gallik asit uygulanan GIV-3 grubunda
ekspresyonun diger deney gruplarina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,0001)
(Sekil 4.6.B). Bu durum, gallik asidin orta fazda c-myc ekspresyonunu baskilanmaya karsi

koruyucu bir etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

48. saatte c-Myc ekspresyonunun tiim deney gruplarinda SHAM grubuna kiyasla
yeniden arttig1 goriilmiistiir. GII-4 grubunda gozlenen artis anlamli iken (p<0,0001), GIII-4
grubunda ekspresyon diizeyleri nispeten daha disiik kalmistir. En yiiksek c-Myc
ekspresyonu bu zaman noktasinda gallik asit uygulanan GIV-4 grubunda saptanmis ve bu
grup SHAM, GlI-4 ve GllI-4 gruplarina kiyasla ileri derecede anlamli farklilik gostermistir
(p<0,0001) (Sekil 4.6.C). Bu bulgular, ge¢ fazda gallik asidin c-Myc ekspresyonunu

yeniden artiric1 bir etkiye sahip olabilecegini ortaya koymaktadir.



o1

A B
45 -
4.2 ] a 2]
> 3.5 = ac z 35 1
o 34 - 9 31
o >
@25 - g 25 -
£ 2 g) 2 -
[}
915 - 515 abc
1 1 a ab
021 o M
0 0.
SHAM  GlII-2  GIV-2 SHAM GII-3  GlII-3  GIV-3
GRUPLAR GRUPLAR
C
45 -
4 .
% 3.5 -
S 31
P25 -
SR
X 1.5 - ab abc
l .
0 -

SHAM GlI-4 Glll-4 GIV-4
GRUPLAR

Sekil 4.6. Deney gruplarinda saatlere gére c-Myc protein ekspresyon duzeyleri. (A) 12 saat (B) 24
saat (C) 48 saat ve . a:SHAM grubundan farki, b: GrupII’den farki,c:Grup III’ten farki temsil
etmektedir.(p<0.0001).

Elde edilen veriler, c-Myc’in karaciger rejenerasyonunun erken, orta ve ge¢ fazinda
onemli bir proliferatif diizenleyici oldugunu dogrular niteliktedir (Taub, 2004 ; Fausto vd.,
2006). PHx sonrasi artan c-Myc diizeyleri, literatiirde tanimlanan hiicresel uyarilma
fazlariyla uyumludur. Silimarin ve gallik asit uygulamalarinin, farkli saatlerde c-Myc
ekspresyonunu anlamli sekilde modiile ettigi gdzlenmistir. Silmarin uygulamasinin orta ve
ge¢ fazda c-Myc diizeylerini diisiirmesi, antioksidan ve antiproliferatif etkilerle
aciklanabilir (Surai, 2015; Federico vd., 2017). Gallik asidin erken ve orta fazlarda c-Myc
ekspresyonunu artirmasi veya baskilamasi, bilesigin giiclii antioksidan etkisi ve proliferatif
sinyal modiilasyonu ile iliskilendirilebilir (Lu vd., 2006; You ve Park, 2010). Genel olarak,
silmarin ve gallik asidin c-Myc yolaklarmi farkli zaman araliklarinda diizenleyerek

karaciger rejenerasyonuna katki sagladigi goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizdan elde edilen sonuglar, gallik asidin (GA) parsiyel hepatektomi
sonrasinda karaciger rejenerasyon siirecini zamana bagimli ve diizenleyici bir mekanizma
ile etkileyebilecegini ortaya koymaktadir. Bu diizenleyici etkinin ise 6zellikle STAT3 ve c-
Myc aracili sinyal yolaklari tizerinden gerceklesebilecegi degerlendirilmektedir. STAT3 ve
c-Myc, hepatosit proliferasyonu, hiicre déngisunin dizenlenmesi ve doku yenilenmesi
stireglerinde rol alan 6nemli transkripsiyon faktorleri olmakla birlikte, bu yolaklarin asir1
ya da uzamis aktivasyonunun rejeneratif siireci olumsuz etkileyebilecegi de bilinmektedir.
STAT3 gen ckspresyonu incelendiginde, erken fazda (6. saat) gallik asit uygulanan
gruplarda sham grubuna kiyasla kontrollii bir aktivasyon egilimi gdézlenmis, bu durum
GA’nin parsiyel hepatektomi sonrasi erken donemde olusan sinyal yanitini diizenleyici
yonde etkiledigini diisiindlirmiistiir. 12. saatte STAT3 ekspresyonunun genel olarak arttigi
ancak gallik asit grubunda bu artisin siirli kaldigi, GA’nin erken proliferatif yaniti asiri
uyarmaktan ziyade dengeledigini gostermektedir. Bu bulgular, STAT3’in parsiyel
hepatektomi sonrasi erken yanit genlerinden biri oldugunu, gallik asidin ise bu yaniti

kontrollii bir sekilde modiile ettigini desteklemektedir.

24. ve 48. saatlerde STAT3 eckspresyonunun gallik asit grubunda baskilanmig
dizeylerde seyretmesi, rejenerasyon siirecinin proliferatif fazdan onarim ve doku
stabilizasyonu fazina gectigini gostermektedir. Bu donemde STAT3 aktivasyonunun sinirl
tutulmasi, gallik asidin ge¢ fazda asir1 proliferasyon ve olasi fibrotik yanitlar1 engelleyici
bir rol istlendigini diisiindiirmektedir. c-Myc gen ekspresyon sonuglari
degerlendirildiginde, 12. saatte c-Myc diizeylerinin belirgin sekilde artti§i ve bu artigin
ozellikle deney gruplarinda daha giiclii oldugu goriilmiistiir. c-Myc’in erken fazda artisi,
hepatositlerin hiicre dongiisiine girisini ve proliferatif yanitin baglatilmasini destekleyen bir
mekanizma olarak degerlendirilebilir. 24. saatte baz1 gruplarda c-Myc ekspresyonunun
azalmasi, bu genin gegici ve faza 6zgii bir diizenleyici oldugunu diisiindiirmektedir. Buna
karsin, gallik asit uygulanan grupta c-Myc diizeylerinin korunmasi veya yeniden artis
gostermesi, gallik asidin proliferatif sinyallerin siirekliligini destekleyebilecegine isaret

etmektedir. 48. saatte c-Myc ekspresyonunun yeniden yikselmesi, rejenerasyonun geg
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fazinda hiicresel yenilenmenin devam ettigini gostermektedir. STAT3 ve c-Myc birlikte
degerlendirildiginde, gallik asidin bu iki yolak arasinda fonksiyonel bir baglantiy1
giiclendirdigi sOylenebilir. Literatiirde STAT3’iin c-Myc transkripsiyonunu dogrudan veya
dolayli olarak uyardigi bildirilmistir. Bu baglamda, calismamizda gozlenen STAT3
aktivasyonunun c-Myc ekspresyonundaki artisi desteklemis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ayrica, gallik asidin IL-6 yolunu aktive ettigi géz Oniine alindiginda, IL-6 (zerinden
STAT3 ve c-Myc gibi proliferatif genleri es zamanli olarak uyarilmasi olasi
goriinmektedir. Bu calismanin bir diger dnemli sonucu, gallik asidin etkilerinin pozitif
kontrol olarak kullanilan diger ajanlarla karsilagtirildiginda benzer hatta bazi zaman
noktalarinda daha belirgin olmasidir. Bu durum, gallik asidin farmakolojik olarak farkli
mekanizmalar iizerinden etki gosterebilecegini ve karaciger rejenerasyonuna katkida

tamamlayici bir ajan olabilecegini gostermektedir.

5.1. Gelecek Perspektifi

Bu ¢alismadan elde edilen bulgular, gallik asidin STAT3 ve c-Myc yolaklari
tizerinden hepatosit proliferasyonunu destekledigini  gostermektedir; ancak bu

mekanizmalarin tam olarak agiklanabilmesi i¢in ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

e Gallik asidin STAT3 ve c-Myc aktivasyonunu dogrudan m1 yoksa
PIBK/AKT gibi iist yolaklar araciligtyla mi gerceklestirdiginin
aydinlatilmas1 gerekmektedir.

e STAT3 ve c-Myc arasindaki olasi zaman bagimli etkilesimlerin
molekiiler diizeyde arastirilmasi énemlidir.

e QGallik asidin farkli dozlarda uygulanmasinin bu yolaklar Gzerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi, doz-yanit iligkisinin ortaya konmasina

katki saglayacaktir.

Sonug olarak, gallik asidin parsiyel hepatektomi sonrasi karaciger rejenerasyonunu
destekleyici etkilerinin, STAT3 ve c-Myc gibi temel proliferasyon yolaklari {izerinden
gerceklestigi diisiiniilmekte olup, bu bulgular gallik asidin terapotik potansiyeline yonelik

onemli veriler sunmaktadir.
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