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OZET

Karvakrol, Lamiaceae familyasinin ugucu yaglarinda bulunan bir bilesendir.
Antihepatotoksik, hepatoprotektif 6zelliginin yaninda karaciger rejenerasyonuna katkisinin
oldugu bilinmektedir. Karvakroliin, hiicre proliferasyonu ve rejenerasyon mekanizmasi
tizerine etkisi ile ilgili yapilan arastirmalar az sayidadir. Bu nedenle ¢aligmamizda,
sicanlarda %70 parsiyal hepatektomi (PH) sonrasi uyarilan karaciger rejenerasyonuna IL-

6/STAT3 ve MAPK yolaklar iizerinden karvakroliin etkisi arastirilmistir.

Calismamizda, agirliklart 250+£30 gr olan 3 aylik erkek Wistar albino sicanlardan
her grupta n=6 olacak sekilde 6 grup olusturulmustur. Grup I ve I, Sham gruplari; Grup III
ve IV, 1mL %0,9 NaCl; Grup V ve VI ise 73 mg.kg™ karvakrol verilen gruplardir. Grup
I, 1V, V ve VI hayvanlarina %68-70 PH yapilmistir. Cerrahi islemlerden 24 ve 48 saat
sonra diseksiyon yapilmistir. Serum Orneklerinde Alanine Transaminase (ALT) enzim
seviyeleri belirlenmistir. Karaciger rejenerasyon orani hesaplanmistir. Karaciger
kesitlerinde Hematoxylin ve Eosin (H&E) boyama ile histopatolojik analiz ve Proliferating
Cell Nuclear Antigen (PCNA) immunhistokimya boyama ile proliferasyon
degerlendirmeleri yapilmistir. Karacigerde, RT-PCR analizi ile IL-6/STAT3 ve MAPK
yolaklarindaki bazi genlerin ifade diizeylerine ve Western Blot analizi ile bu genlerin

protein ifadelerine bakilmistir.

Calismamizdan elde edilen tiim veriler istatistiksel olarak degerlendirilip gruplar
arasinda karsilagtirilmistir. Buna gore; PH’den 24 ve 48 saat sonra karvakroliin hepatosit

cogalmasi ve karaciger rejenerasyonu lizerine olumlu etki gosterdigi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Rejenerasyonu, IL-6/STAT3 Yolagi, SOCS3,
MAPK Yolagi, PCNA Indeksi.
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SUMMARY

Carvacrol is a component in the essential oil of Lamiaceae family. Besides
antihepatotoxic and hepatoprotective property is known that the contribution of liver
regeneration. The research of related to the effects on cell proliferation and regeneration
mechanism of carvacrol are merely. Therefore, in our study, 70% partial hepatectomy
(PH) after liver regeneration in rats, induced IL-6/STAT3 and MAPK pathways through

carvacrol effect was investigated.

In our study, 6 groups were created to be each group n = 6 with Wistar albino male
rats weighted 250+30 gr and 3 month old. Group I and Il, Sham operated; Group Il and
IV, 1ml 0.9% NaCl; The Group V and VI are the group that treated with 73 mg.kg™
carvacrol. 68-70% PH was performed to Group IlII, 1V, V, VI animals. Dissection was
performed 24 and 48 after surgical procedure. Alanine transaminase (ALT) enzyme levels
in serum samples were determined. The liver regeneration rate was calculated. In liver
sections, evaluation of histopathological analysis by staining Hematoxylin and Eosin
(H&E) and the proliferation by proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
immunohistochemical staining was performed. In the liver, certain genes expression in IL-
6/STAT3and MAPK pathways with RT-PCR analysis and protein expression of these
genes with Western blot analysis were measured.

All data obtained from this study were compared between groups were statistically
evaluated. Accordingly; 24 and 48 hours after PH carvacrol on hepatocyte proliferation

and liver regeneration was found to show a positive effect.

Key words: Liver Regeneration, IL-6/STAT3 Pathway, SOCS3, MAPK Pathway,
PCNA Index
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1. GIRIS VE AMAC

Karaciger, rejenerasyon kapasitesi ylksek ve karmasik fonksiyonlari olan bir
organdir. Herhangi bir hasar sonrasi karacigerde mitotik aktivite artar ve karaciger eski
kiitlesine yeniden ulasir (Taub, 2004; da Silva vd., 2013). Karaciger fonksiyonunun
yenilenmesi, karacigerin yeniden eski hacmine ulagsmasi ile olur (Miura vd., 2012). Sigan
karacigeri, parsiyal hepatektomi (PH) sonrasi 5-7 giinde eski hacmine kavusur (Taub,
2004; Miura vd., 2012).

Karaciger loblarinin  bir kisminin ¢ikarilmasi igleminde rejenerasyonun
gerceklesmesi icin karaciger kok hiicreleri veya progenitor hiicrelerin stok halinde olmasi
gerekmez. Karaciger rejenerasyonu olgun islevsel karaciger hiicrelerinin replikasyonu ve

cogalmasi ile olur (Taub, 2004).

Hepatik rejenerasyon; pankreas, diger ekstra hepatik organlar, duodenum, bazi
bezler ve karacigerin kendisinden salinan faktorler ile uyarilir (Taub, 2004; Fausto vd.,
2006). Rejenerasyon siirecinde; HGF, EGF, TGF-a, FGF gibi biiytime faktorleri; TNF-a,
IL-6 gibi sitokinler ve de norepinefrin, insiilin, biiylime hormonu, tiroid hormonu, esey
hormonlart gibi hormonlar ve transkripsiyon faktorleri énemli rol oynar (Taub, 2004;
Fausto vd., 2006; Guo vd., 2012; da Silva vd., 2013). Bu genler, rejenerasyonun farkli
zamanlarinda birbirleriyle iligkili olarak calisir ve herhangi bir gendeki islev kaybi

rejenerasyonu engeller (Fausto vd., 2006).

Bir sinyal molekiilii reseptoriine baglandiginda hiicre c¢ogalmasi, farklilagsmasi,
hareketi, metabolizmasi, davranisi ve apoptoz gibi 6nemli hiicre i¢i olaylar1 baglatir (Siimer
Turanligil ve Uyanikgil, 2010). Temel hiicre i¢i yolaklar, bir sinyali iletmek veya arttirmak
i¢in uyarilan hedef proteinleri igerir. Bir sinyalin artmasi, hiicre ¢ekirdegini uyarip gen
ifedesini diizenleyebilir. Bu yolaklardan biri de JAK/STAT yolagidir (Stimer Turanligil ve
Uyanikgil, 2010). JAK/STAT yolagi, sitokinler aracilifiyla aktive olur ve hiicre
proliferasyonunda etkilidir. PH sonrasinda rejenerasyonun baslamasinda, en 6énemli sinyal
yolaklarindan birisi de JAK/STAT iizerinden aktive olan IL-6/STAT3 yolagidir.
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Karaciger rejenerasyonu, normalde dinlenme halindeki hepatositlerin Go fazindan
¢ikip hiicre dongilisiine girmesiyle baslar. PH sonrasi, karacigerde TNF-a ve IL-6 diizeyleri
artar (Sudo vd., 2008). TNF-o komsu hiicrelerde NF-kB’nin ifade edilmesini saglar (Taub,
2004; da Silva vd., 2013). NF-kB’nin aktive olmasiyla da IL-6 salinimi artar. IL-6’nin
reseptoriine baglanmasinin ardindan sitoplazmada sirastyla JAK’lar ve STAT3 fosforlanir.
STAT3, dimerleserek c¢ekirdege girer ve DNA’ya baglanir. Bdylece hepatosit
proliferasyonu baslar (Guo vd., 2012; da Silva vd., 2013; Lepiller vd., 2013).
Hepatositlerde IL-6 sinyali, SOCS3’iin IL-6/STAT3 aracili uyarimi sonucu ile diizenlenir
(da Silva vd., 2013).

Karaciger rejenerasyonunda ve hepatosit sag kaliminda 6nemli yolaklardan birisi de
MAPK yolagidir. Biiyiime faktorleri, sitokinler ve hiicre dis1 sividaki proteinlerin hiicre
yiizeyindeki reseptoriine baglanmasi ile aktive olan bu yolakta gorevli proteinler, serin ve
treonin protein kinazlardir. Bunlar mitojenik yolaklar ile etkinlesip transkripsiyon

faktorlerinin DNA’ya baglanmasini saglar (Stimer Turanligil ve Uyanikgil, 2010).

Hiicrenin uyarilmasi ile Ras aktif hale geger. Ras aktivasyonu, GTPaz’1 aktive eden
proteinler tarafindan, GTP hidrolizi ile sonlanir. Aktif Ras proteinleri, RAF kinazlara
baglanir ve RAF kinazlarin hiicre zarina yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar (Dogan ve
Glig, 2004; Cooper ve Hausmann, 2006). RAF, MEK’in; MEK de ERK’in
fosforilasyonunu saglayip aktive eder (Hancock, 2005; Cooper ve Hausmann, 2006).
Aktive olan ERK, ¢ekirdek ve sitoplazmadaki diger protein kinazlar1 ve transkripsiyon
faktorlerini fosforlar. Aktif ERK’in hiicre c¢ekirdegine girip Elk’1 fosforillemesi ile acil

erken genlerin trankripsiyonu uyarilir (Hancock, 2005; Cooper ve Hausmann, 2006).

Cesitli nedenlerle hasar gormiis karacigerin daha ¢abuk iyilesmesi i¢in ila¢ tedavisi
gereklidir. Fakat kullanilan ilaglarin bazi yan etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle, son
yillarda dogal maddelerin kullanimi yayginlagmistir. Karacigerde PH ile ¢ikarilan parcanin

biiyiikliigii ve antioksidanlar da rejenerasyona etki eder (Gok¢imen vd., 1999).

Karvakrol, Lamiaceae familyasinin esansiyel yaglarinda fazla miktarda bulunan
fenolik monoterpen yapisinda bir bilesendir (Baser, 2008; Uyanoglu vd., 2008; Singletary,
2010). Karvakroliin antioksidan, antihepatotoksik ve hepatoprotektif etkilerinin oldugu
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bilinmektedir (Baser, 2008; Melo vd., 2010; Melo vd., 2013). Bu ¢ok sayida yararl
etkilerinin yan1 sira karvakrol, rejenere olan karaciger lizerine de olumlu etki gostermistir

(Uyanoglu vd., 2008).

Ugucu yaglarda bulunan karvakroliin biyoaktivitesi ile ilgili in vivo ve klinik
caligmalarin yetersiz olmasi nedeniyle molekiiler arastirmalara ihtiyag vardir (Baser, 2008;
Singletary, 2010). Karvakroliin, hiicre proliferasyonu ve rejenerasyon mekanizmasi {izerine
yapilan aragtirmalarin az sayida olmasi bu alanda yapilacak calismalara olan ihtiyaci
gostermektedir. Caligmamizda, sicanlarda PH sonrasi uyarilan karaciger rejenerasyonuna
karvakroliin IL-6/STAT3 ve MAPK yolagi tizerinden etkisi aragtirilmistir. Bu amagla, RT-
PCR yo6ntemi uygulanarak 1L-6, STAT3, NF-kB SOCS3, RAF-1, MEK1, MEK2, ERK1,
ERK2, EIk1, c-Myc ve Ets1’in gen ifadeleri ile Western Blot yontemi uygulanarak da bu
genlerin protein ifadelerine bakilmistir. Ayrica, karaciger hiicrelerinde beklenilen

proliferasyon da PCNA analizi ile ortaya konulmaya calisilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Karaciger Yapisi

Karaciger insanlarda 1200-1500g agirliginda bir organdir (Akin vd., 1992; Sherlock
ve Dooley, 2002; Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005). Cok yumusak ve esnek bir
yapida olan organ karin boslugunun sag iist kisminda, diyaframin altinda bulunur ve
kaburga kemikleri tarafindan korunur. Karaciger, diyafram tarafindan kalp ve akciger gibi
gogiis kafesine ait organlardan ayrilmistir (Sherlock ve Dooley, 2002; Dilek, 2003; Burtis
ve Ashwood, 2005).

Karaciger ince Ve sert bir fibroz zar olan glisson kapsiilii ile sarilidir. Bu bag doku
damar ve sinir kollar1 ve karaciger parankimi i¢in destekleyici bir i¢ yap1 saglar. Ayrica bu
kapsiil karacigerin sag ve sol loblarint olusturur. Sag lobun arka yiizeyinde kaudat lob, alt
yiizeyinde kuadrat lob yer alir. Siganlarda bunlara ek olarak kuyruk lobu da bulunmaktadir.
Loblarm her biri de lobiillere ayrilir. Karacigerin fizyolojik birimleri; silindirik yapida,
¢ap1 0,8-2mm ve boyu birkag mm olan bu lobiilleridir (Akin vd., 1992; Dilek, 2003; Burtis
ve Ashwood, 2005). Karaciger lobiilii vaskiiler damarlar, biliyer kanallar ve bag dokusu ile
ayrilmis ¢ok yiizlii yapida bir dokudur. Her lobiiliin merkezinde bulunan sentral ven
hepatik venlere acilir. Lobiiller arasinda bulunan portal ti¢lii; hepatik arter ve portal ven ile
safra kanallarindan olusmaktadir. Bu boélgelerde karacigere ulasan arter ve ven kani
hepatositler arasindaki sinusoidler araciligiyla sentral vene dokiiliir. Buradan da hepatik
venler sayesinde inferior vena cavaya bosalir. Kan akimi periferden merkeze dogrudur
(Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005). Sindirim sisteminden emilen besin maddelerince
zengin vendz kani tasiyan portal ven ve merkezi dolasimda oksijenlenmis kani tasiyan
hepatik arter ile karacigere kan saglanir (Sekil 2.1) (Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood,
2005). Lenfatik damarlar porta hepatis yakinindaki kii¢iik lenf bezleri icerisinde sonlanir
(Sherlock ve Dooley, 2002).

Tek tabakali, parankimal epitel hiicreleri sentral venden ¢ikip yayilirlar. Karaciger

hiicre tabakalarinin her iki tarafina da kan tasiyan vaskiiler kanallar ise sinusoidlerdir
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(Sekil 2.1). Sinusoidler sentral ven etrafinda zengin, lobiiller aras1 ve vaskiiler bir ag
olustururlar. Sinusoidleri endotelyal veya Kupffer hiicreleri kaplar. Kupffer hiicreleri
mononiikleer fagositik gérev yapan hepatik makrofajlardir. Karacigerin fagositoz 6zelligi
gosteren hiicrelerinden biri de dogal oldiriicti (natural Killer=NK) hiicreleridir. Kisa
psodopodlart ve graniilleri olan bu hiicreler karacigeri cesitli viral etkenlere karst korur

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

Endotelyal hiicreler ile hepatositler arasinda sinusoidler ile cevrelenen doku
araligina Disse aralig1 denir (Sekil 2.1). Disse araliginin icerdigi interstisyel sivi, kan ile
hepatosit arasinda madde alis verisini saglar (Akin vd., 1992; Dilek, 2003; Burtis ve
Ashwood, 2005). Disse araligi sinusoidlere desteklik yapan retikiiler fibril igerir, ancak
bazal lamina i¢ermez (Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005).

Yag depolayan ito hiicreleri ise; karaciger hasari sirasinda fibrozise neden olan
kollajeni sentezleyen fibroblastlara doniisiir. Disse araliginda bulunan ito hiicreleri ayrica

kan akisini da diizenler (Burtis ve Ashwood, 2005).

Karaciger dokusunun yaklasik %60°mn1 hepatositler olusturur. Hepatositler 20-
35um ¢apinda ¢ok koseli hiicreler olup karacigerin metabolik fonksiyonlarindan ve temel
biyokimyasal islemlerinden sorumludurlar. Hepatositlerin sinusoidlere bakan tarafindaki
hiicre zar1 ¢ok sayida mikrovillus icerir. Bu mikrovilluslar hiicrenin atilim ve emilimini
arttirir (Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005). Hepatosit yiizeyleri; gelen kana dogru
akan sinusoidal yilizey (sinusoid ve disse araligi), sinusoidal ylizeye bitisik hiicreler arasi

ylizey, kanalikular yiizeydir (Burtis ve Ashwood, 2005).

Hepatositler 1s1nsal simetriye gore dizilmis olup hiicreler periferden merkeze dogru

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

1. Perfierik zon (Zon I): Buradaki hiicrelerde graniillii endoplazmik retikulum ve
bol kristali mitokondriler bulunur. Bu hiicreler dolasimda herhangi bir sorun
oldugunda en gec¢ dlen ve rejeneratif 6zelligi en yiiksek olan hiicre grubudur

(Dilek, 2003).
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Ara zon (Zon II): Smirlart tam olarak belli olmayan bu hiicre grubunun

metabolik aktivitesi orta diizeydedir (Dilek, 2003).

Santral zon (Zon III): Sentral veni c¢evreleyen hiicre grubudur. Hiicreler
periferik zona gore daha az aktiftir. Buradaki hiicreler diiz endoplazmik
retikulum bakimindan zengin, diger organeller agisindan ise fakirdir. Perfiizyon
azaldiginda nekrozun, fizyolojik ve patolojik yag birikiminin ilk olarak

g6zlendigi alandir (Dilek, 2003).

Karacigerin biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlart;

1.

Sekresyon fonksiyonu: safra yolu ile bilirubin atilimi ve Dbilirubin
metabolizmasi, ksenobiyotik metabolizmasi ve atilima,

Sentez fonksiyonu: albumin, globulin, immunglobulinler, seruloplazmin,
transferin, koagulasyon proteinleri, fibronektin, lipoprotein sentezi, karaciger
enzimleri, iire sentezi, kreatin gibi proteinlerin sentezi,

Metabolik fonksiyon: amonyak metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi,
yag metabolizmasi, protein metabolizmasi,

Depolama fonksiyonu: vitaminlerin depolanmasi, demir depolanmasi, glikojen
depolanmasi,

Sindirim sisteminden kaynaklanan bakterilerin filtre edilmesi,

Gastrointestinal yolla safra salgilama,

Barsaktan donen kanin filtrasyonu bi¢ciminde maddeler halinde 6zetlenebilir

(Akin vd., 1992; Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005).
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Sekil 2.1. insan Kkaracigerinin anatomik ve histolojik yapis1 (Burtis ve
Ashwood, 2005).

Karaciger hastaliklarinda hepatositlerde olusan hasar1 ve karaciger hiicre nekrozunu
belirlemede kullanilan karaciger enzimlerinin baslicalar1 ALT, Aspartat Transaminaz
(AST), alkalen fosfataz (ALP), laktat dehidrogenaz (LDH) ve y-glutamat transpeptidaz
(GGT)’dir (Akin vd., 1992; Sherlock ve Dooley, 2002; Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood,
2005).

Aminotransferazlar; aminoasitler ile 2-okzo-asitlerin biribirine ¢evrilmesini amino

gruplarimin transferi yolu ile gerceklestiren enzimlerdir. Her enzimin 6zgiilliigii, amino
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grubu vericisi olarak kullanilan kendi aminoasitinden kaynaklanir. Ornegin; AST
enziminin amino grubu vericisi aspartat, ALT enziminin amino grubu vericisi ise alanin
aminoasitleridir. AST ve ALT ile katalizlenen bu reaksiyonlarda denge, sirasi ile aspartat
ve alanin olusumu yoniinde gergeklesir (Burtis ve Ashwood, 2005). ALT, SGPT (serum
glutamik pirtivik transaminaz); AST ise SGOT (serum glutamik oksaloasetik transaminaz)
olarak da adlandirilir. ALT, karacigerde bolca bulunurken, kalpte ve iskelet kasinda daha
az miktarlarda bulunur. AST ile karsilastirildiginda ALT miktar1 daha azdir. Bu nedenle
karacigerde olan bir hasari tespit etmede ALT’nin serumdaki artist AST’den daha
belirleyicidir. ALT enzimi hepatositlerde sadece sitosolde bulunur. Serumdaki normal
seviyesi 4-13 tinite/100 m1’dir (Akin vd., 1992; Dilek, 2003; Burtis ve Ashwood, 2005).

2.1.1. Sican karacigeri

Karaciger agirligi siganlarda, viicut agirliginin yaklasik %4’tini teskil etmektedir
(Palmes ve Spiegel, 2004). Sican karacigeri sag ve sol medyan, sag ve sol lateral ve kaudat
loblardan olusan multilobuler bir yapiya sahiptir. Ust iiste yignlar halinde bulunan sigan
karacigerinde sadece kaudat lob mide sayesinde bu yigindan ayrilir. Medyan lob, en biiyiik
lobdur ve sol lateral lob ile iliskilidir (Sekil 2.2) (Gershbein ve Elias, 1954; Martins ve
Neuhaus, 2007). Kaudat lob, portal ven ve inferior vena cavanin sol tarafinda ve sol lateral
lobun arkasinda konumlanmig olup (Martins ve Neuhaus, 2007), iki béliimden olusmustur
(Gershbein ve Elias, 1954; Martins ve Neuhaus, 2007).

Medyan Lob

Sag Lateral

Lob Sol Lateral

Lob

Kaudat Lob

Hepatik Portal Ven Safra Kanah

Sekil 2.2. Sican karacigeri (Waynforth ve Flecknell, 1994).



2.2. Karaciger Rejenerasyonu ve Molekiiler Mekanizmasi

2.2.1. Karaciger rejenerasyonunun asamalari

Rejenereasyon, bir doku veya organda meydana gelen hasarin giderilmesi yoniinde
olusan hipertrofik ve/veya hiperplazik bir yanittir (Gok¢imen vd., 1999; Taub, 2004). PH
sonrasi, karacigerin kalan loblarinin genislemesiyle rejenerasyon siirecine girilir (Fausto
vd., 2006) ki bu sirada karaciger fonksiyonlarini yerine getirmeye devam eder (Taub,
2004).

PH sonrasi rejenerasyon islevsel karaciger kiitlesinin azalmasina ve g¢ikarilan
karaciger lobunun biyiikligiine baghdir. 2/3’ten daha az olan PH uygulamalarinda
karaciger rejenerasyonu daha yavastir. %90 gibi daha biliylik miktarlarda PH
uygulamalarinda ise akut karaciger hasari ve hatta 6liim goriilebilir (Palmes ve Spiegel,
2004).

Karaciger rejenerasyonu, PH hasarindan sonra yaklasik 24 saat i¢inde hepatositlerin
Go’dan ¢ikip G1/S kontrol noktasina gegisi ile baslar (Taub, 2004; Zimmermann, 2004).
Zon I’den zon III’e dogru 36-48 saat i¢inde proliferasyon ger¢eklesir. PH’den 48 saat sonra
sinuzoidler ve Disse araligi yeniden yapilandigi gibi hepatik stellat hiicreleri eski
popiilasyonuna ulasir, ekstraselliiler matriks proteinleri yeniden sentezlenir (Zimmermann,
2004). PH sonrast MAPK, ERK, JNK gibi bir¢ok yolak ve NF-kB, STAT3, AP-1, C/EBP
gibi transkripsiyon faktorleri aktive olur (Taub, 2004).

Karaciger rejenerasyonu genel olarak 4 asamada gergeklesir (Taub, 2004;
Zimmermann, 2004);

1. Baslangig fazi,

2. Cogalma/Genigleme fazi,
3. Lobiiliin sekillenmesi,
4

Sonlanma fazi,
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2.2.1.1. Baslangic faz1

PH sonras1 kanda lipopolisakkarit seviyesi artar. Non-parankimal hiicreler aktive
olur ve TNF-a ve IL-6 seviyeleri artar. TNF-a ve IL-6, hepatositlerin Go’dan G;’e gegisini
uyarir. IL-6, IL-6R ve gpl30R ficlii kompleksi STAT3 lin uyarilmasini saglar ve hiicre
cogalmasi gergeklesir (Taub, 2004; Zimmermann, 2004; Fausto vd., 2006). Bu kompleks
MAPK yolagimni da aktive eder (Taub, 2004). NF-kB, JNK ve ERK aktivitesi artar (limuro
ve Fujimoto, 2010). Baglamanin ardindan 2 saat iginde; c-Fos, c-Jun, c-Myc aktive olur.
PH’den dakikalar sonra JNK/c-Jun yolagi aktive olur. Boylece siklin D1 sayesinde Gg’dan
G1’e gegis olur (Zimmermann, 2004) (Sekil 2.3).

2.2.1.2. Cogalma/genisleme fazi

Bu fazda hiicre dongiisiiniin ilerlemesi i¢in biiylime faktorleri ve TGF-a gorev alir.
Hepatosit biiylimesi, parankimal ve non-parankimal hiicreler arasindaki etkilesime baglidir.
Proliferasyon, siklinler ve siklin bagimli kinazlar (CDK) ile kontrol edilir. Hepatositlerde
G2/M gegisini, hiicre dongiisii bagimli niikklear protein diizenler (Zimmermann, 2004)
(Sekil 2.3).

TGF-a, non-parankimal hiicrelerde sentezlenir ve replikasyona paralel olarak
gerceklesir (Taub, 2004; Zimmermann, 2004; Gomez vd., 2007). HGF, PH sonrasi non-
parankimal hiicreler tarafindan iretilir ve hepatositlerdeki reseptorii iizerine etki ederek

rejenerasyonun ilerlemesini saglar (Taub, 2004; Zimmermann, 2004; Gomez vd., 2007).

VEGF sinuzoidal endoteliyal hiicreler ile etkilesim icindedir. HGF’nin artmasini
saglar. Hepatik biiylimeye etkisinin mekanizmasi bilinmemektedir (Taub, 2004). VEGF,
anjiyogenezde rol oynar (Tekkesin vd., 2011). EGF, duodenum tarafindan tretilir (Taub,
2004). Hepatosit tizerindeki reseptorlerine baglanarak proliferasyonda énemli bir rol oynar.
PH sonrasi, EGF uygulamasi karacigeri rejenerasyona yonlendirir (Gomez vd., 2007). EGF
reseptorii ve c-Met hepatositlerin hiicre dongiisii kontrol noktalarindan (G1/S, G,/M)

gecisini uyarir ve MAPK, STAT3, Pi3K/Akt ve ERK1/2 gibi yolaklar1 aktive eder. c-Met
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ERK1/2 aracilig1 ile GyM gecisini diizenler ve c-Met sinyalinin kaybi ile rejenerasyon

potansiyeli diiser (Gilgenkrantz ve Collin de I'Hortet, 2011).

2.2.1.3. Lobiiliin sekillenmesi

PH sonrasi rejenere olan karacigerde, 10-14 hiicrelik hepatosit kiimeleri olusur.
PH’den yaklasik 4 giin sonra hepatositler ile endoteliyal hiicreler arasinda baglanti kurulur.
Hepatik stellat hiicreleri ekstraselliiler matriksi iiretir ve karacigerin yeniden yapilanmasini
saglar (Taub, 2004). Karacigerin yeniden yapilanmasinda Connexin-32 (bir gap junction
proteini), Keratin-8 ve plazminojen aktivatorleri de gorev alir (Taub, 2004). Keratinler
hepatositlerin hayatta kalmasinda, strese direncte, apoptozda ve biitiinliigiin korunmasinda
etkilidir (Zimmermann, 2004). Apoptoz ve sag kalim arasindaki denge karacigerin yeniden

yapilanmasinda ¢ok 6nemlidir (Zimmermann, 2004) (Sekil 2.3).

2.2.1.4. Sonlanma fazi

Karaciger rejenere olup belirli bir biiyiikliige geldikten sonra ¢ogalma yaniti
sonlandirilir. Bu fazda, TGF-B ve aktivinler gorev alir. TGF-f ve aktivin, hepatositlerde
DNA sentezini inhibe eder ve hepatik organ kiitlesini diizenler (Zimmermann, 2004).
Ayrica karaciger rejenerasyonu sirasinda HGF'nin uyarict etkilerini diigiirtir. TGF-f'nin
anti-rejeneratif etkisinin hepatositlerde oksidatif stresin uyarimi tarafindan ayarlandigi

diistiniilmektedir (Gomez vd., 2007) (Sekil 2.3).

TGF-B, hepatic stellat hiicrelerinde iretilir ve hepatosit proliferasyonunun
inhibisyonunda gorevlidir. TGF-f’nin agir1 iiretimi fibrozis ve apoptoza neden olur (Taub,
2004). Rejenerasyon sirasinda hepatositlerde, proTGF-p aktivasyonunu uyarilir. Boylece
sonlanma yanit1 geldiginde hepatositlerde TGF-B/Smad yolagi aktive olur (Taub, 2004;
Zimmermann, 2004). TGF-, hepatositlerde siklin E salinimimi durdurur bdylece interfazda
Gi’den S fazina gegis durur (Taub, 2004). Ayrica TGF-B1, hepatosit apoptozunu uyarir.
Bu etki de sonlanma yanitina katkida bulunabilir (Zimmermann, 2004). SnoN ve Ski,
TGF-B/Smad yolagini baskilar. Rejenerasyon sirasinda ifadeleri artar. Smad proteinlerine

baglanarak sonlanmay1 durdururlar (Taub, 2004; Zimmermann, 2004).
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Aktivin A, hepatosit proliferasyonunu inhibe eder; follistatin aktive eder ve kiitle
artisina  katkida bulunur (Taub, 2004; Zimmermann, 2004). Follistatin hiicre
farklilasmasini ve biiylimesini diizenler (Gok¢imen vd., 1999). Aktivin A, bir otokrin
inhibitdr olarak hepatositlerde DNA sentezinin baslamasini engeller. Ayrica karaciger
kiitle kaybini1 ve follistatin ile engellenmis apoptozun baslamasini uyarir. PH sonrasi,

Aktivin A reseptorleri 24 saatte azalir, 72 saatte normale déner (Zimmermann, 2004).

HEPATOSIT LL
= /~—’—""’ = St S
// \\ \ g / *
/ \ / Mst1/2 =4Yap \
/ \\ ”/ \
\ Hicre e \
Dongisu
JAK/STATS TGFBR  ACVR
(2)
TNFa HB-EGF ] @\
EGF HGF .
TGFG STELLAT TGFB ctivin
HUCRESI
DUODENUM ENDOTELYAL
KUPFFER HUCRESI TUKRUK HEPATOSIT HUCRE

BEZI

Sekil 2.3. PH sonras1 karaciger rejenerasyonun asamalari: 1. Baslama faz 2.
Metabolik ve biiyiime faktorleri fazi 3. Sonlanma faz1 (Gilgenkrantz ve Collin de
I'Hortet, 2011).

2.2.2. Karaciger rejenerasyonunda gorevli bazi yolaklar

2.2.2.1. 1L-6/STATS yolag

Sitokinler, JAK/STAT yolagini aktive eder. JAK’lar tirozin rezidiilerini fosforile
eden kinazlardir. Bir ylizleri distaki sitokin ligandlarina, diger yiizleri de hiicre icine
uzanir. Cesitli sitokinler, farkl1 JAK proteinlerini aktive ederler. Memelilerde JAK1, JAK2,
JAK3 ve Tyk2 olmak tizere 4 farkli JAK molekiili tanimlanmistir (Kiligturgay, 2003;
Garbers vd., 2015).

PH sonrasinda karacigerin hiicre dongiisiine girmesinde TNF-a ve IL-6 dnemli rol

oynar. PH’nin ardindan non-parankimal hiicrelerde TNF-o ifadesi olur ve komsu
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hiicrelerde TNF-o/TNFR1 baglanmasi gerceklesir. NF-kB aktive olup DNA’ya baglanir ve
IL-6 ifadesi artar. Hepatositlerde IL-6, IL-6R1 reseptoriine baglandiginda JAK1’ler ve
reseptOriin uzun zincirlerinin tirozinleri JAK1’ler tarafindan fosforile olur. JAK1/STAT3
yolagi aktive olur. JAKI aktivasyonunun ardindan gp130 homodimerizasyonu gergeklesir
(Taub, 2004; Gao, 2005; da Silva vd., 2013). STAT3 sitoplazmada yer degistirip bu
reseptOr kinaz kompleksinin aktif bolgesine baglanir ve JAK1’ler ile fosforlanip aktiflesir.
Iki STAT3 molekiilii, dimerlesip niikleusa gecerek DNA’ya baglanir ve burada hedef
genlerin transkripsiyonunu baslatir (Gao, 2005; Guo vd., 2012; da Silva vd., 2013; Lepiller
vd., 2013). STAT3 ¢ekirdege girdiginde c-Fos, c-Jun, c-Myc, JunB, siklin D1, survivin,
Mcl-1, SOCS, C/EBPB, p21, Bcl-2, Bel-xL ve akut faz genleri gibi ¢ogu hedef genin
transkripsiyonunu saglar (Gao, 2005; Guo vd., 2012; Lepiller vd., 2013). Boylece hepatosit
proliferasyonu baslar, apoptoz da onlenmis olur (da Silva vd., 2013; Lepiller vd., 2013).
Hepatositlerde IL-6 sinyali, SOCS3’tin IL-6/STAT3 aracili uyarimi sonucu negatif
feedback ile diizenlenir (da Silva vd., 2013) (Sekil 2.4).

JAK/STAT yolagindaki gen mutasyonlart ciddi immunoljik problemlere yol
acabilir (Kiligturgay, 2003). IL-6/STAT3 yolagi, karacigerin korunmasinda ve
rejenerasyonunda; birgok apoptotik ve mitojenik proteinin uyarilmasinda énemli rol oynar
(Gao, 2005). STAT3 hiicre dongiisii kontrol noktalarinda, DNA tamirinde onemli rol
oynadigindan; IL-6/STAT3 yolagindaki bir aksaklik veya genlerde olusabilecek bir

mutasyon tiimor gelisimine neden olabilir (Isomoto vd., 2007; Reyhani, 2011).

i. NF-xB

NF-xB, B lenfosit hiicrelerinde tanimlanmistir. Karaciger homeostazisinin
korunmasinda, immun ve enflamatuar yamitin olusmasinda gorevli Onemli bir
transkripsiyon faktoriidiir (Ahn ve Aggarwal, 2005; limuro ve Fujimoto, 2010). Birgok
molekiil, niikleusa hizli sinyal ileten NF-«xB yolagimi kullanir (Kiligturgay, 2003).
Memelilerde 5 farkli NF-kB ailesi tanimlanmistir ve bu formlar birgok farkli homodimer
veya heterodimer olustururlar (Ahn ve Aggarwal, 2005; Sudo vd., 2008). NF-kB’nin en
yaygin formu p50 ve p65 heterodimerleridir (Sudo vd., 2008).
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Karaciger Akut-Faz Yanit Hepatoproteksiyon \
Rejenerasyonu (anti-apoptosis,
anti-nekrosis)

Sekil 2.4. IL-6/STAT3 yolagi ve yolakta gorevli proteinler (Taub, 2004).

NF-«kB ailesinin 5 iiyesi bulunmaktadir (Burkitt vd., 2015):
1. NF-kB1 (p50/6nciisii p105)

2 NF-xB2 (p52/6nciisii p100)
3 Rel A (p65)

4. Rel B
5

c-Rel

Uyarilmamis bir hiicrede NF-kB, sitoplazmada konumlanmistir. NF-kB, cesitli
sitokin ve mitojenler tarafindan aktive olur (Ahn ve Aggarwal, 2005). TNF-o, NF-xB’yi
TNFR’nin alt birimleri aracilifiyla aktive eder. TNF aracili NF-kB aktivasyonu,
fosforilasyon ve ubiquitin aracili protein yikimi ile inaktiflesen IkBa kinaz ile gergeklesir.
Boylece NF-kB serbest kalir ve sitoplazmadan niikleusa gegerek DNA’ya baglanir (Ahn ve
Aggarwal, 2005; limuro ve Fujimoto, 2010). NF-kB birgok genin regiilasyonunda gorev
alir. Ornegin; Gi’den S’e gecis icin gerekli olan siklin D1, anjiyogenez igin gerekli olan

adhezyon molekiilleri ve VEGF NF-«B tarafindan diizenlenir (Ahn ve Aggarwal, 2005).
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NF-«xB aktivasyonun bloke edilmesi; NF-kB yolaginda bulunan IkBa, IKK ve p65
proteinlerinin bloke edilmesi ile olur. Bu inhibisyon da; IxkBo degredasyonuna aracilik
eden proteozom inhibitorleri, IKK fosforilasyonuna aracilik eden kinaz inhibitorleri ile

gerceklesir (Ahn ve Aggarwal, 2005; limuro ve Fujimoto, 2010).

ii. IL-6

Sitokinler, hiicreler arasinda sinyal ileten, diizenleyici molekiillerdir. Farkl
dokularda ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanip bir¢ok farkli biyolojik fonksiyonlar1 kontrol
ederler. Hiicrelerde sentezlendiklerinde otokrin ve parakrin etki gosterirler. Sitokinler, 20-
30kDa agirliginda peptid veya glikoprotein yapisindaki ¢oziiniir maddelerdir (Kiligturgay,
2003).

IL-6, cesitli fonksiyonlar1 olan multifonksiyonel bir sitokindir (Rees vd., 1999;
Gao, 2005). Mononiiklear fagositler, damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitel
hiicreler ile bazi aktive T lenfosit hiicreleri tarafindan sentezlenirler (Khan, 2008). Immun

yanit, inflamatuar reaksiyon ve hematopoiezden sorumludur (Rees vd., 1999; Gao, 2005).

IL-6, karaciger rejenerasyonu sirasinda hasara karst koruyucu rol oynar ve hiicre
proliferasyonunda gorevlidir. 1L-6, hepatositleri uyararak cesitli akut faz proteinlerinin
tiretilmesini saglar (Rees vd., 1999; Gao, 2005; Khan, 2008). Rejenerasyon sirasinda, 1L-6
farkl1 hiicre tipleri lizerinde gesitli biyolojik aktiviteler gdsterir (Scotté vd., 1993).

PH sonrasi, TNF-o’nin uyarilmasiyla aktive olan IL-6, rejenerasyonu uyaran
onemli bir mitojen ve anti-apoptotik faktordiir (Fausto vd., 2006). IL-6 reseptoriine
baglandiginda, gp130 homodimerizasyonu veya IL-6R1/gp130 heterodimerizasyonu uyarir
(Gao, 2005).

IL-6 seviyesinin artmasi, otoimmun bozukluklara ve karsinoma gibi hastaliklara yol
acar. Insan IL-6 cDNA’s1; 4 sistein ile 2 disiilfit bag1 yapan 184 aminoasitlik bir protein
kodlar. Insan ve sican IL-6 proteini %58 oraninda benzerlik gosterir. Insanda, 1L-6’nin
benzer 4 korunmus sisteini varken; sicanlarda, buna ek olarak 1 tane de eslesmemis sistein

bulunmaktadir (Rees vd., 1999).



16

IL-6 ailesine ait 6 {iye vardir: IL-6, leukemia inhibitory factor (LIF), ciliary
neurotrophic factor (CNTF), oncostatin M (OSM), cardiotrophin-1 ve interlokin-11 (IL-
11). Bunlar, benzer sekilde 4 heliks demeti igerir ve sinyal igin gp130 proteinini kullanir.
Reseptoriine baglanan sitokin; ya gpl30 homodimerizasyonu ya da sitokine ozel

reseptorler ile gp130 heterodimerizasyonu uyarir (Gao, 2005; Garbers vd., 2015).

iii. STAT3

Cesitli sitokinler, farkli STAT proteinlerini aktive ederler. Memeli hiicrelerinde
STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATS5b ve STAT6 olmak lizere yedi STAT
proteini tanimlanmistir (Kiligturgay, 2003; Dogan ve Giig, 2004; Reyhani, 2011). IL-6 ve
IL-6 iliskili sitokinler basta olmak iizere, STAT3lin aktivasyonu fosforilasyon ile saglanir
(Taub, 2004). STAT3, akut faz yaniti, karaciger hasarina karsi koruma, karaciger
rejenerasyonu, glukoz homeostazisi ve hepatik lipid metabolizmasinda rol oynar (Gao,
2005). STAT3, hepatositlerin ¢ogalmasindan sorumlu bir transkripsiyon faktoridiir. IL-
6'nin hepatosit ylizeyindeki ilgili reseptoriine baglanmast sonucu JAK araciligiyla STAT3
aktivasyonu gerceklesir. Aktif STAT3 kompleksinin hiicre ¢ekirdegine girip DNA’ya
baglanmasiyla hiicre c¢ogalmasi ile ilgili genlerin transkripsiyonu baslar ve karaciger

rejenere olur (Taub, 2004; Gao, 2005).

STAT3 serin 727’den de fosforlanabilir ancak, onemli olan STAT3’iin tirozin
705’ten fosforlanmasi ile DNA’ya baglanabilme yetenegi kazanmasidir. PH sonrasi aktive
olan STAT ailesi iiyelerinin en Onemlisi STAT3’tlir. Diger taraftan STAT3:STAT3
homodimerinin DNA’ya baglanma aktivitesi, STAT1:STAT3 heterodimerinden ¢ok daha
yiiksektir (Campbell vd., 2001).

STAT proteinlerinde islevsel bolgeler;

1. Oligomerizasyon bolgesi: STAT tetrameri olusumunu saglar.

2. DNA’ya baglanma bolgesi: DNA’ya baglanip ligand uyarisina 6zgiil sinyal
olusumunu saglar.

3. SH2 (Src Homoloji-2) bolgesi: STAT-reseptor, STAT-JAK ve STAT-STAT
baglanmalarini saglar.

4. C-terminal ucu: Transkripsiyonel aktivitenin 6zgiinliigiinii ve kontroliinii saglar.
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5. Tirozin aminoasiti: N-ucundan yaklasik 700 aminoasit uzakliktadir. Tirozin

fosforilasyonu ile aktivite kazanir (Dogan ve Giig, 2004).

STAT3 aktivitesinin kontrolsiiz isleyisi timor gelisimine yol agar (Zimmermann,
2004). Bu, iki mekanizma araciligiyla olur. Bunlardan biri STAT’m siirekli
aktivasyonudur. Digeri ise STAT in C-ucunun mutasyona ugramasidir. Devamli olarak
aktif olan STAT proteini antiapoptotik yollar1 uyararak timor gelisiminde etkili olabilir.
Kontrolsiiz STAT3 aktivitesi, VEGF seviyesini arttirarak, timor anjiyogenezine sebep

olmaktadir (Dogan ve Giig, 2004).

STAT’larmn aktivasyonu, SOCS uyarilmasi aracilifiyla karsilikli olarak diizenlenir.
STAT’lar karaciger hastaliklarinin gelisimi ve ilerlemesini kontrol eder. STAT’larin

degisimi, insan karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Gao, 2005).

iv. ~SOCS3

SOCS ailesi proteinleri; karboksil ucunda bulunan SOCS kutusu, merkezi bir SH2
bolgesi ve c¢esitli uzunlukta N-terminal bolgesi igerir. SOCS proteinleri normalde hiicrede
inaktif halde bulunurlar. JAK/STAT yolaginin aktivasyonu ile hizli bir sekilde ifade edilip
JAK/STAT mekanizmasini durdururlar. SOCS proteinleri, STAT larin baglanacag1 yere
baglanarak sitokin sinyalini durdururlar. Ayrica JAK’mn aktivasyonunu, tirozin kinaz

reseptoriine baglanarak inhibe edip sitokin sinyalini diizenler (Reyhani, 2011).

SOCS3, sitokin sinyali baskilayicist olup IL-6 sinyalinin negatif diizenleyicisidir
(Guo wvd., 2012). SOCS3 geninin promotorunda STAT3’¢ baglanan bir bolge
bulunmaktadir (Reyhani, 2011). SOCS3, STAT3’{in fosforile olmasini1 engeller (Mao vd.,
2014). STAT3 fosforilasyonu ile SOCS3 ifadesi arasinda ters bir iliski vardir, SOCS3
promotorunun metilasyonu ile SOCS3 geni susturulur. SOCS3 ifadesinin yeniden
olusmasi, IL-6 aracili STAT3 fosforilasyonunun siiresini ve siddetini azaltir, hiicresel Mcl-

1 diizeyleri azalir. Mcl-1 apoptozu baskilar (Isomoto vd., 2007).
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Hiicre boliinmesi ile ilgili genlerin aktivasyonu da SOCS3 ifadesini aktive eder
(Taub, 2004; Elliott, 2008). SOCS fonksiyonundaki bir bozuluk; bazi kanserlere,

hematopoietik bozukluklara ve otoimmiin hastaliklara yol agar (Elliott, 2008).

V. c-Myc

c-Myc transkripsiyonu, STAT3 veya ERK’in ¢ekirdege girip DNA’ya baglanmasi
ile uyarilir (Gao, 2005; Pazarbasi vd., 2011). c-Myc proteini, gen ifadesinin
transkripsiyonel kontroliinii saglayan bir DNA baglanma proteinidir (Zhang ve Liu, 2002).
DNA iizerindeki 5’-CACGTG-3’ dizisini tanir (Seitz vd., 2011). c-Myc ve Ras birlikte

siklin E bagimli kinaz aktivitesinin olugmasini saglar (Zhang ve Liu, 2002).

Myec proteini, transkripsiyon aktivasyonu i¢in gerekli olan N-terminal ile DNA’ya
baglanmasi ve protein etkilesiminde 6nemli C-terminal bolgesine sahiptir. Myc molekiilii
sentezlenince hemen ¢ekirdege taginip burada Myc-associated factor X (Max) ile baglanip
transkripsiyonu saglar. Fakat Max, Myc’nin antagonisti olan Mad ile baglanarak
transkripsiyonu baskilayabilir (Cansiz, 2008; Seitz vd., 2011). Myc proteinleri, ¢esitli
transkripsiyon faktorlerini kodlar ve hiicre cogalmasi, biiylimesi, farklilasmasi ve

apoptozda énemli gorevleri vardir (Cansiz, 2008).

2.2.2.2. MAPK volag

MAPK yolagi, evrimsel olarak korunmus bir yolaktir. Hiicre gelisim, farklilagsma,
¢ogalma ve sag kalimmi kontrol eder (Cooper ve Hausmann, 2006). MAP kinazlar,
biiyiime faktorleri ve diger sinyal molekiilleriyle aktive olan serin ve treonin protein
kinazlardir. Mitojenik yolaklar ile etkinlesip ¢ekirdege gecer ve transkripsiyon
faktorlerinin DNA’ya baglanmasini saglar (Siimer Turanligil ve Uyanikgil, 2010). MAPK
ailesi dizi benzerligi ve islev agisindan 4 gruba ayrilir (Guégan vd., 2012):

1. ERKI1/2 (ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz)

2. P38

3. JNK (c-Jun NH2-terminal kinaz)

4. ERK5
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[k olarak ERK ailesinin iiyeleri tanimlanmistir. ERK yolagmin aktivasyonu GTP
bagimli ¢alisan bir protein olan Ras tarafindan diizenlenir. Bir protoonkogen olan Ras,
translasyon sonrasi modifikasyondan sonra hiicre zarina yerlesir. Normalde Ras proteinleri
inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar. Fakat hiicrenin uyarilmasi ile GDP’nin yerine GTP
baglanarak (Ras-GTP) Ras aktif hale gecer. Ras aktivasyonunda, SOS (son of sevenless)
ve Grb2 (growth-factor-receptor-bound protein 2) adaptor proteinleri rol oynar. Ras
aktivasyonu, GTPaz’1 aktive eden proteinler tarafindan, GTP hidrolizi ile sonlanmaktadir.
Aktif Ras proteinleri, RAF kinazlara baglanirlar ve RAF kinazlarin hiicre zarina
yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar (Dogan ve Giig, 2004; Cooper ve Hausmann, 2006)

(Sekil 2.5).

Biiyiime faktorleri, sitokinler ve ekstraselliller matriks proteinleri, hiicre
yiizeyindeki reseptorlerine baglandiginda Ras ve ardindan RAF-1 aktive olur. c-RAF-1,
MEK 1 ve 2’nin; MEK 1 ve 2 de ERK 1 ve 2’nin fosforilasyonunu saglayip aktive eder.
MEK, ERK’i hem treonin-183 hem de tirozin-185’den fosforiller (Hancock, 2005; Cooper
ve Hausmann, 2006). Aktive olan ERK, ¢ekirdek ve sitoplazmadaki diger protein kinazlari
ve transkripsiyon faktorlerini fosforlar. Aktif ERK’in ¢ekirdege girip Elk1’1 fosforillemesi
ile acil erken genlerin trankripsiyonu uyarilir (Hancock, 2005; Cooper ve Hausmann,
2006) (Sekil 2.5).

MAPK aktivasyonu sonucu ¢ekirdege gecen aktif ERK, hiicre dongiisii
ilerlemesinde gorevli transkripsiyon faktorlerini fosforile eder. Ayrica diger kinazlar da
fosforile ederek cekirdege geg¢melerini ve bunlarin da baska transkripsiyon faktorlerini
fosforile etmelerini saglar. En onemli transkripsiyon faktorleri arasinda bulunan Etsl,
Elk1, c-Myc, AP1, c-Fos ve c-Jun bu tip fosforilasyon ile uyarilirlar (Pazarbasi vd., 2011)
(Sekil 2.5). Bu olaylarin 6énemli bir sonucu olarak hiicrelerde siklin D trankripsiyonu
baglar. Siklin D birikimi de G; fazindaki hepatositlerde oldugu gibi hiicrelerin ¢ogunda

hiicre dongiisii ilerlemesini saglar (Pazarbasi vd., 2011).

Treonin veya tirozindeki fosforlardan birinin koparilmast sonucu MAPK’lar

inaktive olur (Cooper ve Hausmann, 2006).
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4/2) MAP K

Transkripsiyonel Dliizenleme

Sekil 2.5. MAPK yolag ve yolakta gorevli proteinler (Anonim, 2015).

i. RAF-1 (MAP kinaz kinaz kinaz)

RAF, hiicrenin normal ¢ogalmasini denetleyen bir protoonkogendir. RAF proteini,
amino ucunda bir diizenleyici bolge ve karboksil ucunda kinaz aktivitesinde gorevli
bolgeden olusur (Cooper ve Hausmann, 2006). RAF-1, Ras (Rat sarkoma)-GTPaz ile
MAPK/ERK yolag: arasinda diizenleyici rol oynar. Aktif Ras-GTP kopleksinin olusmasi
ile RAF, ¢ok sayida protein ile etkilesime geger. RAF hiicre zarindan sitozole tasinir.
Burada protein-tirozin ve protein-serin/treonin kinazlar tarafindan aktive olur. RAF

aktivasyonu da MAP kinaz kinaz aktivasyonunu baslatir (Cooper ve Hausmann, 2006).

ii. MEK (MAP kinaz kinaz)

MEK, MAP kinazZERK kinaz’dir. RAF-1’in aktive olmast MEKI
(MAP2K1=MAPKK1) ve MEK2 (MAP2K2=MAPKK?2)’yi aktive eder. MEK de threonin-

glutamin-tirozin dizisindeki treonin ve tirozin aminoasitlerinden fosforillenir. Bu
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fosforilasyon sonrast MAP kinaz kinaz ve devaminda MAP kinaz aktive olur. MEK1 ve

MEKZ2, ERK’i aktive eder (Cansiz, 2008; Siimer Turanligil ve Uyanikgil, 2010).

iii. ERK (MAP kinaz)

MAP kinaz ise sitoplazmadaki diger protein kinazlar1 ve hiicre iskeleti elemanlarini
ve/veya cekirdekte transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bdylece hiicrenin biyolojik
cevabi olusur (Cansiz, 2008). ERK1 (p44 MAPK) ve ERK2 (p42 MAPK), hiicre dongiisii
proteinlerinin (p21, siklin D1, Cdkl) uyarilmasim1 saglayan Elkl1, Etsl, c-Fos, c-Jun, c-
Myc, p53 gibi transkripsiyon faktorlerini igeren bir¢ok molekiilii fosforlar (Zhang ve Liu,
2002; Guégan vd., 2012).

MEK-ERK yolagi Gi/S, G,/M gegislerinin ve mitozun diizenlenmesinden
sorumludur (Zhang ve Liu, 2002; Guégan vd., 2012).

iv. Elkl

Elk1, Ets proto-onkogen ailesinin bir iiyesidir. Aktive ERK’in ¢ekirdege ge¢mesi
ile EIk1, SRE (serum response element)-SRF (serum response factor) ile baglanarak tiglii
kompleks olusturan bir transkripsiyon faktoriidiir. Boylece bu {iglii kompleks tarafindan
taninan bir diizenleyici dizi ile acil erken genlerin uyarimi saglanir (Cooper ve Hausmann,
2006).

V. Etsl

Etsl, Ets proto-onkogen ailesinin bir {iyesi olup Ozellikle DNA {izerindeki
GGAA/T dizisini tanir (Dittmer, 2003). Etsl, gesitli hiicrelerde sitokin gen ifadesini
kontrol eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Hematopoietik hiicrelerin farklilagmasi,

cogalmasi, tiimor gelisimi, anjiogenez ve apoptozda gorev alir (Dittmer, 2003).
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2.3. Karvakrol

Karvakrol, Lamiaceae familyasinin esansiyel yaglarinda fazla miktarda bulunan
fenolik monoterpen yapisinda bir bilesendir (Baser, 2008; Uyanoglu vd., 2008; Singletary,
2010). Karvakrol, kekigin ugucu yaginda %5-%75 oraninda bulunur ve biyolojik
aktivitesinden sorumludur (Baser, 2008). Karvakrolin antibakteriyel, antifungal,
antimutajenik, antigenotoksik ozelliklerinin yaninda antihepatotoksik ve hepatoprotektif
etkilerinin de oldugu bilinmektedir (Ipek vd., 2005; Baser, 2008; Melo vd., 2010; Melo
vd., 2013). Bu ¢ok sayida yararh etkilerinin yani1 sira karvakrol, rejenere olan karaciger
tizerine de olumlu etki gostermistir (Uyanoglu vd., 2008). Karvakroliin antioksidan 6zelligi
yapisinda bulunan hidroksil gruplart sayesindedir (Kulisic vd., 2004) (Sekil 2.6).
Karvakroliin, kapali formiilii C19H140’dur (Sekil 2.6). Siganlarda intraperitonel LD50: 73
mg.kg-1’dir (Azirak, 2007).

OH

Sekil 2.6. Karvakroliin (5-isopropyl-2-methylphenol) kimyasal yapis1 (Melo vd.,
2010).

Karvakroliin yara 1yilestirici etkisi, NIH3T3 fibroblast hiicreleri ile yapilan
caligmalarda 0,01-100ug/mL karvakrol uygulamasi ile ortaya konmustur. Bu calisma,
10ug/mL doza kadar olan karvakroliin, fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini arttirdigini
buna karsin 100pg/mL karvakroliin ise fibroblast hiicrelerine etki etmedigini gostermistir
(Baser, 2008). Ayrica karvakrol, akciger ve serviks kanserlerine karst 75-200 pg/mL dozda
etkili olmustur (Baser, 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Deneysel ¢alismamiz; Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Bolimii; Molekiiler Biyoloji ve Histoloji Arastirma Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi, Tip Fakiiltesi Yerel

Etik Kurulu’nun 335/2013 sayili izni ile yapilmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Tiim deney hayvanlar1 T.C. Saglik Bakanligi Refik Saydam Hifzissthha Merkez
Baskanligi, Deney Hayvanlari Uretim Laboratuvari’ndan temin edilerek deney siiresince
12:12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, 1s1 (2242°C) ve nemi (%45-50) otomatik
olarak ayarlanmis odalarda yasatilmistir. Deneye baslanmadan 6nce hayvanlarin bir hafta
ortam kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Bu siire icerisinde tiim si¢anlar polikarbonat

seffaf kafeslerde standart sigan yemi ile beslenmis ve siganlara gesme suyu verilmistir.

3.2. Deney Gruplari

Deneyde, ortalama agirliklart 250+30 gr olan Wistar albino irki 3 aylik erkek
sicanlar kullanilmistir. Bu deneklerden rastgele secilerek her grupta n=6 olacak sekilde 24

ve 48 saatlik 6 grup olusturulmustur. Bunlar;

GRUP I: Sham kontrol grubu hayvanlar1 olup, PH islemi gergeklestirilmeden

sadece cerrahi strese maruz birakilarak 24 saat sonra diseksiyonlar1 yapilmistir.

GRUP II: Sham kontrol grubu hayvanlar1 olup, PH islemi gergeklestirilmeden

sadece cerrahi strese maruz birakilarak 48 saat sonra diseksiyonlar1 yapilmistir.

GRUP III:  PH’den 1 saat once ImL 9%0,9 NaCl (SF) periton igine
(intraperitonel) enjekte edilerek 24 saat sonra diseksiyonlar1 yapilmistir.
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GRUP IV: PH’den 1 saat 6nce 1mL %0,9 NaCl (SF) ip yolla verilerek 48 saat

sonra diseksiyonlar1 yapilmistir.

GRUP V: PH’den 1 saat énce 73 mg.kg™ karvakrol ip yolla verilerek 24 saat

sonra diseksiyonlar1 yapilmistir.

GRUP VI:  PH’den 1 saat énce 73 mg.kg™ karvakrol ip yolla verilerek 48 saat

sonra diseksiyonlar1 yapilmistir.

Deneysel ¢aligmamizda kullanilan %99 safliktaki karvakrol, Prof. Dr. K.H.C. Baser
tarafindan, Origanum onites L. bitkisinden buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin
gaz kromotografisi/kiitle spektrometresi ile analizi yapilarak elde edilmistir (Ipek vd.,
2005).

3.3. Anestezi ve Cerrahi Islemler

Tim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Deney gruplarma ait hayvanlarin anestezisi, kas igine 10 mgkg™

ksilazin ve 70 mg.kg™ ketamin ile yapilmustir.

PH yapilan deney hayvani, sirt iistli pozisyonda, sicakligi ilik ve sabit olan
diseksiyon tablasina tespit edilmistir. Cerrahi uygulama bélgesinin %70’lik etilalkol ile
temizligi yapilmis olup Higgins ve Anderson’un (1931) teknigiyle PH gergeklestirilmistir.
Buna gore, deney hayvaninin karin bolgesinde viicuda paralel 2-3 cm’lik bir orta hat kesisi
yapilip karaciger loplarini birbirine baglayan zarlar ayrilarak karacigerin yaklasik %68-70
oraninda kiitlesini olusturan 6ndeki sag, orta ve sol yan loplart ayrilmistir. Bu loplara ait
hepatik arter, ven ve safra kanallarmin etrafindan atravmatik ipek iplik gecirilerek
baglanmis ve bagin lop tarafindan ve hemen iistiinden kesim gergeklestirilmistir. Her bir
hayvana yapilan cerrahiden sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine karst karin
bosluguna steril SF verilmistir. Laporoktomi bolgesi, kas ve deri kesileri ayr1 ayr1 fakat
devamli olarak 4/0 ipek iplikle dikilerek kapatilip antiseptik soliisyon ile temizlenmistir.

Cerrahi islem gormiis her bir deney hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmuis, tek bireylik,
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polikarbonat bilesimli ve seffaf nitelikteki kafeslere ayr1 ayr1 koyularak diyet degisikligi
yapilmaksizin gruplara bagl olarak 24 ve 48 saat boyunca yasatilmistir. Siire sonunda
deney hayvanlari, kalpten biitliin kanin alinmasi yoluyla oldiiriiliip orta hat kesisi

gergeklestirilerek karaciger doku 6rnekleri alinmustir.

3.4. Doku Orneklerinin Alnmasi ve Degerlendirilmesi

Tim gruplarda kalpten alinan kan ornekleri, Eppendorf marka, 5804 R model
santrifiij cihaz1 ile 10dk 3000 rpm devirde santrifiijlenerek serumlar elde edilmistir.
Polietilen tiiplere aktarilan serum Ornekleri biyokimyasal analizler i¢in -80°C derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

Tiim gruplarda kalpten kanin alinmasindan hemen sonra her bir hayvana ait
karaciger cikarilip serum fizyolojik ile hizli bir sekilde yikanmistir. %70 PH islemi
uygulanmis Grup III, IV, V ve VI’daki tiim deney hayvanlarinin kalan %30’luk
karacigerlerinin 24-48 saat sonraki agirlik degisimleri Precisa XB 220A marka ve model,
10-4 hassas terazi ile tartilarak belirlenmis ve Child vd.nin (1953) asagidaki formiili

kullanilarak rejenerasyon oranlari (RO) hesaplanmistir.

Otopsi sirasindaki Hepatektomiden sonra kalan
karaciger agirhigt - Karacigerin tahmini agirligi
Rejenerasyon Orani = x 100
(RO) Hepatektomi sirasinda alinan KC agirhigt

Karaciger dokusu iki kisma ayrilarak birinci kisim histolojik analizler i¢in %10°luk
notral formaldehit fiksasyon sivisma alinmustir. Ikinci kisim karaciger drnekleri ise RT-

PCR ve Western Blot analizleri i¢in -80°C derin dondurucuda saklanmustir.

3.4.1. Serum biyokimyasi

Karaciger hiicrelerinin olas1 fonksiyon bozuklugunu tespit etmek amaciyla

biyokimyasal olarak serum drneklerinde ALT enziminin seviyesi belirlenmistir. Olgiimler,
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HITACHI-917 oto analizorii ile Human (Human Gesellschaft fiir Biochemica und

Diagnostica mbH, Wiesbaden Germany) marka ticari kitler kullanilarak yapilmuistir.

3.4.2. Histolojik analizler

%10’luk noétral formaldehit sivisina alinan ve kimyasal fiksasyonu tamamlanan tiim
karaciger doku Orneklerine histolojik takip islemleri uygulanmis, parafin bloklar
hazirlanmistir. Bu bloklardan mikrotom (Leica RM 2025) kullanilarak 4-5 pm kalinliginda
kesitler alinmistir. Bu kesitlerin bir kisminda 1sik mikroskop diizeyde histopatolojik

incelemeler yapilmak tizere standart H&E boyama uygulanmistir.

3.4.2.1. immunohistokimya boyama

Kesitlerin diger bir kisminda ise hepatositlerde ¢ogalan hiicrelerin belirlenmesi igin
ticari PCNA antikorlar1 kullanilarak immunohistokimya uygulanmistir. PCNA boyama,
abcam ab18197 anti-PCNA antikoru kullanilarak asagida belirtilen malzeme ve yontem
kullanilarak yapilmistir. Her bir hayvana ait immiinohistokimya yapilmis karaciger
kesitlerinde hepatosit proliferasyonu incelenmistir. Mikroskobik olarak PCNA isaretli
karaciger hiicrelerinin ¢ekirdekleri kahverengi-kizil, mitotik aktivite gdstermeyen hiicreler
ise mavi-lacivert renkte goriintiilenmistir. Rastgele secilmis farkli kesit alanlarinda 1000
adet parankimal karaciger hiicresinde belirlenen PCNA pozitif ¢ekirdekli hiicrelerin

sayisinin % olarak ifadesiyle PCNA indeksi ¢ikarilmistir.

. 1L Sodyum sitrat tamponu pH 6.0

Tri-sodyum sitrat (di-hidrat) 2,99

Distile su 1000mL’de ¢6ziilmiistiir.
IM HCl ile pH 6.0’a ayarlanmstir.

0,5mL Tween 20 eklenmistir.

(Istenirse 4°C’de 3 aydan fazla saklanabilir.)

. Tris-buffer saline (TBS) pH 7.6
Sodyum klorid 89
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IM Tris HCI pH 7.6 20mL

Distile su ile 1000mL’ye tamamlandi.

Diluent ve yikama soliisyonu TBS Tween (TBS-T)

1 L TBS’de %0,1 oraninda (1mL) Tween 20 ¢oziilmiistiir.

Membran bloklama ajam

S5g yagsiz siittozu 100mL TBST’de ¢oziilmiistiir.

Uygulama basamaklari:

1.

N o g bk~ DD

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Mikrotomda 4-5um kalinliginda kesitler lam tizerine alinmis ve etiivde 60°C’de
45 dk inkiibe edilmistir.

Lamlar 3 defa 5’er dk ksilen ile yikanmustir.

Lamlar %100°’liik alkolde 3 defa 3’er dk yikanmustir.

Lamlar %95°lik alkolde 2 defa 3’er dk yikanmustir.

Lamlar %80°lik alkolde 2 defa 3’er dk yikanmustir.

Lamlar distile suda 5dk yikanmustir.

Lamlar, 10mM sodyum sitrat tamponunda (pH 6.0) 95-100°C’de inkiibe
edilmistir.

Lamlar ayn1 tampon igerisinde 20dk oda sicakliginda sogutulmustur.

TBST’de 1dk yikama yikanmaistir.

Her bir lama 100uL bloklama soliisyonu eklenip 20-30dk oda sicakliginda
inkiibe edilmistir.

Bloklama soliisyonu dokiildii. Her bir lama 100uL 1:500 oraninda sulandirilmis
primer antibody eklenip 45dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

Lamlar TBST ile 4 defa 5’er dk yikanmistir.

Lam tizerine renk gii¢lendirici (6rn: enzim) 30dk uygulanmistir.

Lamlar TBST ile 4 defa 5’er dk yikanmustir.

Distile su ile 1dk yikanmistir.

Lamlar %80’lik alkolde 2 defa 1’er dk yikanmistir.

Lamlar %95’lik alkolde 2 defa 1’er dk yikanmistir.

Lamlar %100’liik alkolde 3 defa 1’er dk yikanmustir.

Lamlar 3 defa 1’er dk ksilen ile yikanmustir.
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20. Lamlar entellan ile kapatilmistir.

Hazirlanan tiim doku kesitleri Olympus CX31 marka ve model 1s1k mikroskobunda
incelenerek Olympus Camedia marka, C-5060 model compact dijital kamera ile

fotograflandirilmstir.

3.4.3. RT-PCR analizi

NF-kB, IL-6, STAT3, SOCS3, c-Myc, RAF-1, MEK1, MEK2, ERK1, MAPKA4,
Elkl ve Etsl genlerini kodlayan gen bolgelerinin aktivitesi asagidaki malzeme ve

yontemler kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.4.3.1. Karaciger dokusundan RNA izolasyonu

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

1. 50-100mg karaciger doku 6rnegi 1mL TRIzol ve Next Advance ZrOB05-RNA
0,5mm RNase-free bilyeler kullanilarak Next Advance Bullet Blender Storm 24
homojenizator yardimiyla homojenize edilmistir.

2. TRIzol igeren lizatlar oda 1sisinda niikleoprotein komplekslerinin tamamen
ayrismasini saglamak amaciyla 5dk inkiibasyona birakilmistir.

3. Ardindan 0,2mL kloroform lizatlar iizerine eklenmistir ve 15sn boyunca elde
tiipler titrestirilerek calkalanmistir.

4. 2-3dk boyunca lizatlar oda 1sisinda inkiibasyona birakilmistir.

5. Ornekler 12000xg’de 15 dk +4°C’da santrifiij edilmistir.

6. Santriflij sonras1 karigim zayif faz, kirmizi fenol klorofom fazi, ara faz ve
renksiz RNA igeren ist faza ayrilmistir. (Ust fazin hacmi ~600uL’dir.)

7. RNA igeren renksiz iist fazdan RN Aaz-free tliplere ~400uL aktarilmistir.

8. Dabha sonra tiiplere esit hacimde %70 etanol ilave edilmistir.

9. Karisim iyice vortekslenmistir.
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21.

22.

23.
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Etanol ilave edildikten sonra olugabilecek cokeltileri dagitmak icin tiipler ters
yiiz edilmistir.

Orneklerden <700uL koleksiyon tiipleri igeren Spin kartuslara aktarilmistir.
12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir.

Koleksiyon tiipiinde biriken sivi atildi ve aynmi koleksiyon tiipii Spin kartusa
takilmistir.

Biitiin 6rnek islemden gecginceye kadar 12 ve 13. basamaklar tekrar edilmistir.
Spin kartuslarin tizerine 700uL Wash Buffer I ilave edilmistir. Kartuslar
12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde
biriken sivi ve ayni koleksiyon tiipii atilmistir. Spin kartusa yeni koleksiyon
tiipti takilmistir.

Kartusa etanollii Wash Buffer II’den 500uL ilave edilmistir.

12000xg’de oda sicakliginda 15sn santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde
biriken s1vi atilmig ve ayni koleksiyon tiipii Spin kartusa takilmistir.

16 ve 17. basamaklar tek seferligine tekrarlanmistir.

12000xg’de oda sicakliginda 1dk membran kuruyuncaya kadar santrifiij edildi.
Koleksiyon tiipii atilmistir ve Spin kartus geri kazanim tiipline yerlestirilmistir.
30-100uL RNaz-free su Spin kartuslarin merkezine ilave edilmistir.

Ornekler oda sicakliginda 1dk inkiibe edilmistir.

Geri kazanim tiipiine yerlestirilen Spin kartuslar oda sicakliginda >12000xg’de
2 dk santrifiij edilmistir.

Armdirilmig RNA’lar hemen kullanim i¢in birkag saat buz tizerinde ya da uzun

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

Elde edilen RNA’lar, NanoDrop ND_1000 Spectrophotometer cihazi ile 2pL 6rnek

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.4.3.2. RNA orneklerinden cDNA elde edilmesi

RT-PCR isleminde gerekli olan cDNA i¢in RNA o6rnekleri High-Capacity RNA-to-
cDNA™ Kit (Applied Biosysems, Cat. No: 4387406) kullanilarak belirtilen protokol

cercevesinde gerceklestirilmistir.
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1. ¢cDNA i¢cin RNA ornekleri konsantrasyonlart 2000ng’a esitlenmistir. 20uL
reaksiyon bagina total RNA’nin 2 pg kadar1 kullanabilir.

2. Kit pargalarinin buz tizerinde ¢oziilmiistiir.

3. Asagidaki tabloya gore, gerekli sayida reaksiyonlari hazirlamak icin gerekli

bilesenlerin hacmi hesaplanmuistir.

e 2X RT Buffer 10uL

e 20X Enzim Karigimi IuL

e RNA Ornegi 9uL’ye kadar

e Niikleaz Free Su 20uL’ye tamamlanmistir.
e Reaksiyon Bagina Toplam 20 pL

4. RT reaksiyon karigimi plate i¢ine boliinmistiir.

5. Plate’in lizeri optik adheziv film ile kaplanmistir.

6. Herhangi bir hava kabarcigini ortadan kaldirmak ve igerigin asagi inmesini
saglamak i¢in plate kisaca santrifiij edilmistir.

7. Reverse transkripsiyon reaksiyonunu baslatmak icin hazir olana kadar plate buz
lizerinde tutulmustur.

8. 37°C’de 1 saat reaksiyon i¢in inkiibe edildi. 5dk 95°C’ye kadar isitilarak
reaksiyon durduruldu ve 4°C’de tutulmustur (inkiibasyonun kolayhigi icin
reaksiyon, bir thermal cycler i¢inde gerceklestirilebilir).

9. Elde edilen cDNA, RT-PCR uygulamasi i¢in kullanilmistir (Elde edilen cDNA,

-15°C ile -25°C arasinda uzun siireli olarak saklanabilir).

3.4.3.3. RT-PCR islemi

Bu islem TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Cat. No:
1108124) kullanilarak {retici firma tarafindan verilen prosediir c¢ergevesinde

gerceklestirilmistir. Her bir kuyucuga,

1. cDNA o6rnekleri 100ng olacak sekilde niikleaz free su kullanilarak ayarlandi ve
9uL eklenmistir.
2. 2X TagMan Gene Expression Master Mix’ten 10uL eklenmistir.
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3. TagMan Gene Expression Assay’den 1uL eklenmistir. Plate’in iizeri optik
adheziv film ile kaplanmigtir.
4. RT-PCR islemi 50°C’de 2dk, 95°C’de 10dk, 95°C’de 15sn, 60°C’de 1dk
gergeklestirilmistir.
Gen ifadeleri B-Actin’e gore degerlendirildi. RT-PCR’da Life Technologies
marka primerler kullanilmistir. Kullanilan genlerin {iriin kodlar1 asagida
verilmistir:
B-Actin: Rn00667869_m1
NF«xB p65: Rn01399583 ml
IL-6: Rn01410330_m1
STAT3: Rn00562562_m1
SOCS3: Rn00585674_s1
c-Myc: Rn01519412 g1
RAF-1: Rn00466507_m1
MEK1: Rn01444760_m1
MEK?2: Rn00590971_m1
ERK1: Rn00820922_g1
MAPK4: Rn01523937_m1
Elk1: Rn01756649 g1
Etsl: Rn00561167_m1

3.4.4. Western Blot analizi
NF-kB, IL-6, STAT3, SOCS3, c-Myc, c-RAF/RAF-1, MEK1, MEK2, ERK1,

ERK1+ERK2, Elk1 ve Etsl protein ifadesi asagidaki malzeme ve yontemler kullanilarak

Olclilmiistiir.

3.4.4.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu, RIPA Buffer (sc-24948) kit kullanilarak asagida belirtilen

prosediire gore yapilmistir.
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1. Doku tartilip temiz bir tras bigagi kullanilarak ¢ok kiigiik parcalara bolinmiistiir.
Dondurulmus doku ¢ok ince bir sekilde dilimlenip proteaz inhibitorleri ve/veya
fosfataz inhibitorlerini igeren RIPA Buffer i¢inde eritilmistir. Dokunun her bir
grami i¢in 3mL soguk RIPA Buffer kullanilmistir.

2. Dokunun daha fazla pargalanmasi ve homojenize edilmesi i¢in yontem boyunca
4°C sicakligr muhafaza eden bir homojenizator kullanilmistir. 30dk boyunca buz
tizerinde inkiibasyona birakilmistir.

3. Homojenat mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. 4°C’de 10dk 10.000xg’de
santrifiij yapilmistir. Slipernatant atilip tekrar santrifiij edilmistir (Daha uzun bir

santrifiij yapilmasi, daha acgik/temiz bir lizat elde etmek i¢in gerekli olabilir).

Elde edilen homojenattan The Qubit 2.0 Fluorometer Quantitates cihazi ile total

protein miktar1 ol¢iilmiistiir. Protein miktarlart 60pg/puL’ye esitlenmistir.

3.4.4.2. SDS PAGE ve blotlama tamponlari

e 2X Elektroforez tamponu
12g Tris Base, 57,69 Glisin, 4g SDS tartilmistir ve 2L distile suda ¢ozdiiriilmiistiir.

Elektroforez sirasinda 1:1 oraninda sulandirilmistir.

e 1M Tris-HCI pH 8,8
12,1149 Tris-HCI tartilmistir ve 60mL distile suda ¢oziindiikten sonra pH 8,8’

ayarlanmigtir. Son hacim 100mL’ye distile su ile tamamlanmustir.

e 1M Tris-HCI pH 6,8
12,1149 Tris-HCI tartilmistir ve 60mL distile suda ¢6ziindiikten sonra pH 6,8’¢

ayarlanmistir. Son hacim 100mL’ye distile su ile tamamlanmustir.

e 6X Sample buffer
%60 Gliserol, 300mM Tris-HCI pH 6,8, 12mM EDTA, %12 SDS, 864mM -

Merkaptoetanol ve %0,05 bromfenol blue igermektedir.
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10mL i¢in;  6mL Gliserol
3mL 1M Tris-HCI pH 6,8
0,035 EDTA
1,29 SDS
600uL B-Merkaptoetanol
0,005g Bromfenol blue kullanilmistir.

%40’k Akrilamid/Bisakrilamid
19,48 akrilamid, 0,529 bisakrilamid 50mL suda ¢6ziilmiistiir.

e %10’luk AP
0,1g AP tartilarak ImL distile suda ¢oziilmiistiir (Taze hazirlanip kullanilmistir).

e %10’luk SDS
4g SDS tartilarak 40mL distile suda ¢oziilmiistiir.

e Transfer soliisyonu (pH 8,3)
25mM Tris-Base, 192mM Glisin, %7 Metanol ve %0,07 SDS igerir.
28,8264 Glisin, 6,057g Tris-Base, 1,49 SDS tartildi. 140mL Metanol kullanilmis ve

son hacim 2L’ye distile su ile tamamlanmistir.

e 1M Tris-HCIlpH 7,6
12,1149 Tris-HCI tartilmistir ve 60mL distile suda ¢dztindiikten sonra pH 7,6’ya

ayarlanmigtir. Son hacim 100mL’ye distile su ile tamamlanmustir.

e Tris-buffer saline (TBS) pH 7.6
Sodyum klorid 89
1M Tris HCI pH 7.6 20mL

Distile su ile 1000mL’ye tamamlanmuistir.

¢ Diluent ve yikama tamponu TBS Tween (TBS-T)
1L TBS’de %0,1 oraninda (ImL) Tween 20 ¢oziilmiistiir.
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e Membran bloklama ajani

S5g yagsiz siittozu 100mL TBST de ¢oziilmiistiir.

I. SDS PAGE

1. Ormnekler 90°C’nin iizerinde olan bir sicaklikta Sdk denatiire edilmistir.
Denatiirasyon sonrasi ornekler 10sn 12.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra
ornekler -20°C’de saklanmustir.

2. Aynistirma Jeli (%12°lik Jel)

Distile su 3,15mL
1M Tris-HCI pH 8,8 3,75mL
%40 Akrilamid/Bisakrilamid 3mL
%10’luk AP 100uL
%10’1uk SDS 100uL
TEMED 6uL

Yukaridaki malzemeler kullanilarak ayristirma jeli hazirlandiktan sonra cam plaklar
arasina dokiilmiistiir. Uzerine 1mL propanol ilave edilmistir. Jel donduktan sonra
propanol dokiilmiistiir.

3. Yigma Jeli

Distile su 2,329mL
1M Tris-HCI pH 8,8 375uL
%40 Akrilamid/Bisakrilamid 281uL
%10’luk AP 30pL
%10’luk SDS 30uL
TEMED 5uL

Y1gma jeli de donduktan sonra 6rnekler kuyucuklara yliklenmistir.

4. Proteinleri agirlik marker: olarak Sigma M4038 marker kullanilmistir.

S. Jel, 100V°da yaklasik 2 saat 10dk yiiriitme yapilmistir. Boyanin jelden
¢tkmamasina dikkat edilmistir.

6. Jel, Comassie Brilliant Blue ile boyanarak proteinlerin bantlar halinde

ayrildigr gozlenmistir (Sekil 3.1A).



35

3.4.4.3. Membrana aktarma

1.

Yiriitme isleminden sonra jel, blotlama icin 15dk transfer soliisyonunda
tutulmustur.

1 adet membran 8x9cm, 2 adet filtre kagidi 11x9cm ebatlarinda kesilmistir. (0,45
um pore size Nitrocellulose Pure Transfer Membrane (sc-3724) kullanilmustir.)
Membran 2dk distile su ile aktive edilmistir.

Membran ve filtre kagitlar1 transfer sollisyonuna alinip western kaseti
hazirlanmstir.

Transfer i¢in membran 70V’da 3 saat yiiriitiilmiistiir.

Transfer sonrasi jel Comassie Brilliant Blue ile boyanarak proteinlerin jelden
membrana gegip gegmedigi kontrol edilmistir (Sekil 3.1B).

Transfer sonrast membran Ponceau S soliisyonu (sc-301558) ile boyanmis ve
proteinlerin membrana aktarildigi gézlenmistir (Sekil 3.1C).

Antikorlar ile muamaele isleminden ©6nce membran, Ponceau S boyasinin

uzaklastirilmasi i¢in 0,1 M NaOH veya distile su ile yitkanmistir.

A B C

Sekil 3.1. SDS-PAGE ve Western Blot asamalarindaki jel ve membran
goriintiileri: A. Transfer oncesi jel, B. Transfer sonrasi jel, C. Ponceau S
soliisyonu ile membran.
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Blotlama islemi, Novex® Chemiluminescent Substrates (WP20005) kiti

kullanilarak asagida belirtilen prosediire gore gergeklestirilmistir:

1. Transfer sonrasi, herhangi bir jel parcasini kaldirmak ve soliisyon igeriklerini
gidermek i¢in iki kez 5dk su ile membran yikanmaistir.

2. 10-60dk oda sicakliginda bloklama soliisyonu igerisinde c¢alkalanarak (1
doniis/sn) ya da arzuya gore, calkalama yapmadan 4°C’de bir gece
bekletilmistir. Bloklama soliisyonu dikkatlice bosaltilmistir.

3. Sulandirilmis primer antikor soliisyonu eklenmistir. 30-60dk calkalanarak
inkiibasyona birakilmistir. Soliisyon dikkatlice bosaltilmistir. Primer antikorlar

1:500 oraninda sulandirilarak kullanilmistir.

IL-6/SATA3 yolagina ait kullanilan primer antikorlar (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) asagida verilmistir:

B-Actin (C4): sc-47778

NF«B p65 (C-20): sc-372

IL-6 (M-19): sc-1265

STAT3 (C-20): sc-482

SOCS3 (H-103): sc-9023

Ayrica MAPK yolagina ait primer antikorlar (Bioss Antibodies) asagida
verilmistir:

c-RAF/RAF-1: bs-1703R

MEKZ1: bs-1433R

MEK2: bs-0223R

ERK1: bs-1020R

ERK1+ERK2: bs-0022R

Elk1: bs-1398R

c-Myc: bs-4963R

Etsl: bs-1285R

4. Yikama soliisyonu membrani asacak hacimde eklenip 1dk calkalanarak

yikanmaistir. Sollisyon dikkatlice bosaltilmistir.
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Yikama soliisyonu eklenip calkalanarak 5dk yikanmistir. Soliisyon dikkatlice
dokiilmistiir. Bu adim 3 kez tekrarlanmistir.

Sulandirilmis sekonder antikor soliisyonu eklenmistir. 30dk inkiibe edilmistir.
Soliisyon dikkatlice bosaltilmistir. Sekonder antikorlar (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) 1:10000 oraninda sulandirilarak kullanilmistir. Kullanilan
sekonder antikorlar asagida verilmistir:

Donkey anti-goat 1gG-HRP: sc-2020

Goat anti-rabbit IgG-HRP: sc-2004

Goat anti-mouse 1gG-HRP: sc-2005

Yikama soliisyonu membrani asacak hacimde eklenip 1dk calkalanarak
yikanmstir. Soliisyon dikkatlice bosaltilmistir.

Yikama soliisyonu eklenip calkalanarak 5dk yikanmistir. Tampon dikkatlice
dokiilmistiir. Bu adim 3 kez tekrarlanmistir.

2dk boyunca suyla membran kisaca durulanmistir. Daha sonra soliisyon
dikkatlice dokiilmiistiir.

PVDF veya NC membranlarda, HRP chemiluminescent substrat reaktifi A ve
HRP chemiluminescent substrat reaktifi B esit hacimde karistirilir (0,06mL/cm2
membran yiizey alani kullanilmistir).

Membran temiz plastik bir sayfaya (6rn; seffaf temiz kopya materyali) alinip
antijen ile muamele edilmistir. Membranin kurumasina izin verilmemistir.
Membran {izerine chemiluminescent substrat ¢aligma soliisyonu pipetlenmistir.
Sonrasinda membran kaplanmistir.

1 dk boyunca HRP chemiluminescent substrati ile muamele edilmistir.

Filtre kagid1 vb. ile fazla HRP chemiluminescent substrati nazik bir sekilde
emdirilmistir. Fakat membranin kurumasina izin verilmemistir.

Goriintileme sirasinda kurumayi onlemek i¢in membran {izerine temiz bir
plastik parca Ortiilmiistiir. Plastik par¢a ortiiliirken membran iizerinde kabarcik
olusumu engellenmistir.

Kaset ya da goriintiileme sistemindeki kaplanmig film yerlestirilmis ve 1 sn’lik
yakalama siiresi ile birka¢ dk sinyal olusumu ve goriintii gelinceye kadar ¢ekim

yapilmistir.
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3.5. Ilstatistik

Kan serumunda belirlenen ALT seviyeleri, karaciger rejenerasyon oranlari
karaciger doku kesitlerinin incelenmesinden elde edilen PCNA indeks sonuglari, karaciger
dokularindan izole edilen IL-6, STAT3, NF-kB ve SOCS3 transkripsiyon seviyelerinin
gruplar arasindaki farklilik durumlari, IBM SPSS Statistics 20.0 paket programindaki tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda ise

Tukey ve LSD Testi kullanilmustir.

Tiim istatistik uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikan sayisal deger P<.05 oldugunda

deney gruplar1 arasindaki farklar anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Gruplara ait deney hayvanlarina ait kan serumlarinin biyokimyasal analizlerinden
elde edilen ALT seviyeleri, karaciger rejenerasyon oranlari, karaciger doku kesitlerinin
incelenmesinden elde edilen PCNA indeks sonuglari, karaciger dokularindan izole edilen
IL-6/STAT3 ve MAPK yolagina ait gen ve protein seviyelerinin gruplar arasindaki

farklilik durumlar1 kargilastirmali olarak degerlendirilmistir.

ALT seviyeleri, Sham gruplar1 olan Grup I ve II’ye gore, PH yapilan Grup III, IV,
V ve VI'da yiiksek seviyede bulunmustur. PH + %0,9 NaCl gruplar1 olan Grup Il ve
IV’iin ALT seviyesi, diger gruplardan yiiksek bulunmustur. Grup | ile 1I; Grup Il ile IV ve
Grup V ile VI arasinda zamana bagh olarak serum ALT seviyeleri diisiis gdstermistir. Ilk
24 saatte, karvakrol uygulamasi yapilan Grup V’te, Grup III’e gore daha disik ALT
seviyesi tespit edilmigtir. Ayni sekilde, 48 saat sonunda Grup VI ALT seviyesi, Grup IV’e
gore diisiik bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Gruplara ait serum ALT seviyeleri (Ortalama = Standart sapma).
*: P<.01 ve **: P<.001 SF’e gore; +: P<.001 Zamana gore anlaml1 fark vardir.

Istatistiksel olarak degerlendirme yapildiginda Grup III, IV ve V’in serum ALT
seviyelerinin Grup I’den ¢ok ileri derecede anlamli fark gosterdigi bulunmustur (P<.001).

Grup III, IV, V ve VI ise Grup II’ den ¢ok ileri derecede anlamli fark gostermistir
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(P<.001). Ayrica Grup VI, Grup III, IV ve V’ten istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede
anlamli fark gozlenmistir (P<.001). Grup I ile VI arasinda ve Grup III ile V arasinda
istatistiksel olarak ileri derecede anlamli fark gozlenmistir (P<.01). Grup III ile IV arasinda
anlamli fark gozlenirken; Grup I ile II arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir (Cizelge 4.1).

PH sonras1 meydana gelen karaciger hasar1 ve fonksiyon yetmezliginin sonucunda
yasam kaybi1 meydana gelebilir. Bu nedenle, kan serumdaki ALT seviyesinin tespit
edilmesi karacigerdeki olasi hasarin belirlenmesi i¢in 6nemlidir (Burtis ve Ashwood,
2005). Calismamizin bu sonuglar1 daha 6nce yapilan ¢alismalar ile karsilastirildiginda,
serum ALT seviyeleri agisindan benzerlik gostermektedir. Yapilan bu c¢alismalarda, PH
yapilmis hayvanlarda, Sham grubu hayvanlarina gore serum ALT seviyeleri genellikle artis
gostermistir (Sowa vd., 2008; Yilmaz vd., 2013). Miura vd. (2012) yaptig1 ¢calismada; %70
PH yapilmis sicanlarda, ALT seviyelerinin ilk 12 saatte en yiiksek diizeye ulastigini,
zamana bagli olarak giderek azaldigini ve 48. saatte kontrol grubu hayvanlarinin ALT
seviyesine yaklagtigini bildirmistir. Greif vd. (2010), %70 PH’den 30 dk once eritropoetin
uyguladiklari siganlarda, serum ALT seviyelerinin 48. saat sonunda kontrol grubuna yakin
bir degere diistiigiinii bildirmistir. Yapilmis olan benzer calismalarda da PH yapilmis
hayvan gruplarinda, Sham grubu hayvanlarin serum ALT seviyelerine gore yiiksek oldugu
ve tedavi sonrasinda ALT seviyelerinin diistiigii sonucuna varilmistir (Uyanoglu vd., 2008;
Yao vd., 2009; Seehofer vd., 2010). Slotta vd. (2010) farelere %68 PH’den 24 saat sonra
LPS uygulamasi yapmis ve bu hayvanlarin ALT seviyesinin, Sham grubu hayvanlarinin
ALT seviyesinden yiiksek oldugunu; PH gruplarinda simvastatinin doza bagli olarak ALT
seviyesini diistirdiigiinii gostermislerdir. Ancak, %70 PH o6ncesi likopen verilen gruba ait
hayvanlarin ALT seviyesinin, PH yapilan hayvanlarin ALT seviyesinden yiiksek oldugunu

rapor etmis olan aragtirma verileri de mevcuttur (Ayan vd., 2011).

Calismamiz sonuglari, yapilmis bu benzer c¢alismalarin sonuglarina gore
degerlendirildiginde, PH’den 24 ve 48 saat sonra PH gruplar1 ve karvakrol uygulanmis
gruplarda zamansal olarak tespit edilen serum ALT seviyesindeki azalma, karvakroliin

karaciger fonksiyonlar1 agisindan olumlu etkisini ortaya koyar niteliktedir.
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Calismamizda, karvakroliin %70 PH sonrasi rejenerasyon iizerine olan etkileri,
karacigerde gerceklesen zamana bagl agirlik degisimleri ele alinarak incelenmistir. %70
PH sonrast %30 oraninda kalan sigan karacigerinde, 24 ve 48 saat sonraki RO tespit
edilmistir. Grup III, IV, V ve VI’daki deney hayvanlarinin PH yapilarak alinmis olan
karaciger kisimlar1 ile 24-48 saat sonra yapilan diseksiyonlari sirasinda alinmis olan
karaciger kisimlarinin kiitle agirliklart kullanilarak RO hesaplanmistir. PH yapilmig SF
(Grup 11, 1V) ve karvakrol (Grup V, VI) gruplar1 aralarinda zamana bagli olarak RO’ nun
arttig1 gdzlenmistir. Grup V’in RO yiizdesi, Grup III’ten; Grup VI’iin RO yiizdesi ise Grup
IV’ten yiiksek bulunmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Gruplara ait karaciger rejenerasyon orani (Ortalama + Standart
sapma). **: P<.001 SF’e gore; +: P<.001 Zamana gore anlamli fark vardir.

PH sonrasi kalan karacigerin rejenerasyon oranina gore, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Buna gére Grup III, Grup IV ve VI’dan ¢ok
ileri derecede anlaml fark gdstermistir (P<.001). Ayrica Grup IV ile VI arasinda da ¢ok
ileri derecede anlamli fark gozlenmistir (P<.001). Grup IV ile V arasinda ileri derecede
anlaml fark bulunmustur (P<.01). Buna karsin Grup III ile V arasinda anlamli fark

bulunamamuistir (Cizelge 4.1).

Yapilan calismalarda, PH yapilan gruplarin, karaciger rejenerasyon oraninin

genellikle zamana bagh olarak arttigi vurgulanmistir (Nagasue vd., 1978; Selzner ve
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Clavien, 2000; Greif vd., 2010; Ringelhan vd., 2012). Uyanoglu vd. (2008) yaptiklari
calismanin sonucuna gore, %70 PH yapilan gruplar iginde karvakrol uygulamasi yapilan
grubun, uygulama yapilmamis gruba gore rejenerasyon oraninin daha yiiksek oldugunu
rapor etmislerdir. Benzer bir baska ¢alismada ise %70 PH’den 30 dk dnce eritropoetin

uygulanan grubun rejenerasyon oraninin, PH yapilan gruba gore daha fazla artis gosterdigi

bildirilmistir (Greif vd., 2010).

Karaciger agirligiin viicut agirligina orani belirlenerek yapilmis arastirmalarda da
zamana bagli olarak karacigerde kiitlesel artis tespit edilmistir (Shu vd., 2009; Guo vd.,
2012; Miura vd., 2012; Quétier vd., 2013). Guo vd. (2012) bu artisin 30 dk’dan sonra
oldugunu, Miura vd. (2012) da, bu artisin 7. giinden sonra azaldigini bildirmislerdir.

Calismamizda, %70 PH’den 1 saat Once karvakrol uygulanan Grup V ve VI
hayvanlarinin karaciger rejenerasyon orani, sirasiyla Grup III ve IV hayvanlarinin
karaciger rejenerasyon oranina gore daha yiliksek bulunmustur. Bu gruplardan, ayni siire
icinde tespit edilmis olan rejenerasyon kapasiteleri oransal olarak karsilastirildiginda,

karvakroliin katkis1 goz ard1 edilemeyecek nitelikte bulunmustur.

Calismamizda Grup I ve II’den olusan Sham gruplarina ait sicanlarin H&E
boyanmig karaciger doku kesitleri incelendiginde histolojik olarak herhangi bir doku
hasarina rastlanmamus olup, Klasik karaciger lobiil yapisinin korundugu goériilmistir (Sekil

4.3-4),

PH uygulanmis olan Grup III ve IV’e ait hayvanlarin karaciger kesitlerinde klasik
karaciger lobiil yapisinin korundugu ancak, hepatositlerde yogun bir sekilde vakuolizasyon
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5-7). Grup IV’e ait hayvanlarin karaciger kesitlerindeki
hepatositlerde mitozun ¢esitli sathalarinin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7).



Sekil 4.4. Grup II'ye ait hayvanlarin karaciger dokusu (H&E).
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vena
sentralis

Sekil 4.5. Grup III hayvanlarinin karaciger dokusundaki hepatositlerde
vakuolizasyon (/) (H&E).

‘vena
sentralis

Sekil 4.6. Grup III hayvanlarinin karaciger hepatosit sitoplazmasinda
vakuolizasyon goriiniimii (/) (H&E).
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vena
sentralis

Sekil 4.7. Grup IV'e ait hayvanlarin karaciger dokusunda vakuolizasyon
(7 ) ve mitotik goriiniimler (7 ) (H&E).

Karvakrol uygulanmis olan Grup V ve VI'ya ait hayvanlarin karaciger kesitlerinde,
goreceli olarak mitozun cesitli sathalarindaki hepatositlere daha sik rastlanmistir (Sekil
4.8-9). Klasik karaciger lobiil yapisinin korundugu bu gruplarda vakuolizasyonun nispeten

daha az oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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3
«
k

sentralis
4

Sekil 4.8. Grup V'e ait hayvanlarin karaciger dokusunda mitoz
boliinmenin ¢esitli safhalarindaki hepatositler (7 ) (H&E).

vena
sentralis

" g

Sekil 4.9. Grup VI hayvanlarimin karaciger dokusunda yer yer
vakuolizasyon (/) ve mitoz bolinmenin oldugu hepatosit

goriiniimleri (7 ) (H&E).
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Calismamizda, %70 PH’den 1 saat Once karvakrol uygulanan Grup V ve VI
hayvanlarinin karaciger rejenerasyon oranindaki artig, histolojik kesit incelemeleri
sirasinda gozlenmis olan mitoz bdliinmenin ¢esitli asamalarindaki hepatositlerin varligiyla
destek bulmustur. Benzer bicimde, PH sonrasi rejenere olan karacigerde mitoz boliinmenin
farkli sathalarinda go6zlenen hepatositlere sikga rastlanildigi belirtilmistir (Coelho vd.,
2007; Greif vd., 2010). Calismamizin Grup V ve VI hayvanlarinin karaciger kesitleri
incelendiginde, mitozun ¢esitli safhalarindaki hepatositlere Grup III ve IV hayvanlarinin
karaciger kesitlerine gore nispeten daha fazla rastlanmistir. Ancak, sadece mitoz boliinme

sathalariin yeterli bir veri parametresi olamayacagi diisiiniilmiistiir.

Normal bir mitoz boliinmenin olmasi i¢in Oncelikle DNA’nin iki katina ¢ikmasi
gerekmektedir. Hepatositelerde PH’den sonraki 12. saatte DNA sentezinin basladigi, 24.
saatte en st seviyeye ulastigi, fakat non-parankimal hiicrelerde ise bunun daha ge¢ oldugu
rapor edilmistir (Taub, 2004). DNA sentezinin kesintisiz bir sekilde devamliliginin
saglanmasi, S fazinda DNA polimeraz enzimine baglanan PCNA isimli kayan kiskag
proteininin gerekliliginden s6z edilmistir (Cooper ve Hausmann, 2006). Bu 6zel proteinin
hiicrelerde interfazin G; fazinda sentezlenmeye basladigi, S fazinda da en yiiksek seviyeye
ulastigr belirtilmistir (Karahan vd., 2008). Bu nedenle, karaciger rejenerasyonu agisindan
PCNA indeksi belirlenmesinin ¢alismamizin sonuglar1 agisindan daha yeterli ve 6nemli bir

veri olabilecegi diistintilmiistir.

PCNA ile immunohistokimyasal olarak boyanmis karaciger kesitlerini 1s1k
mikroskop diizeyde incelenmistir. Tiim gruplarin karaciger parankimal hiicrelerinde kizil-
kahverengi goriiniimlii ¢ekirdekleriyle ayirdedilen PCNA pozitif hiicrelere rastlanmistir
(Sekil 4.11). Grup I ve II’den olusan Sham grubu hayvanlarmin karaciger kesitlerinde bu
tip hepatositlerin miktar1 oldukc¢a az sayida belirlenmistir. Grup Il ve IV’den olusan SF
gruplarinda ise PCNA pozitif hiicrelerin sayisinda artis oldugu tespit edilmistir. Ancak, PH
yapilarak karvakrol uygulanan Grup V ve VI’da PCNA pozitif hiicrelerin yogun oldugu
ayrica, mitozun cesitli safhalarindaki hepatositlerin de bulundugu gozlenmistir (Sekil
4.11). Histolojik kesit incelemeleri sirasinda ortaya ¢ikarilan PCNA indeksleri agisindan
Sekil 4.10 ve Cizelge 4.1°de goriildiigii tizere Sham gruplar ile SF ve karvakrol gruplari
arasinda zamana bagl olarak artis oldugu tespit edilmistir. Buna gore; Grup I ve II

arasinda anlamli fark gézlenmezken, her iki grubun da diger gruplardan istatistiksel olarak



48

cok ileri derecede anlaml fark gosterdigi tespit edilmistir (P<.001). Grup III, Grup V’ten;
Grup IV ise Grup VI’dan ¢ok ileri derecede anlamli farkli bulunmustur (P<.001). Ayrica
PH yapilan, karvakrol ve SF gruplar1 arasinda zamana bagli olarak cok ileri derecede

anlaml fark gézlenmistir (P<.001).

Gultekin vd. (2013) 24. ve 48. saatlerde Sham grubu hayvanlarinin hepatositlerinde,
calismamiz sonuclarina paralel olarak, PCNA pozitif hiicreler tespit etmislerdir. PH
sonrasi, PCNA indeksinin 48. saatte en yiiksek oldugu ve ardindan zamanla azaldigi
bildirilmistir (Hosoya vd., 2013). PH sonrasi, PCNA indeksinin zamana bagli olarak artis
gosterdigi ¢ok ¢esitli ¢alismalarla da desteklenmistir (Gultekin vd., 2013; Kremer vd.,
2014; Tachibana vd., 2014). Ringelhan vd. (2012) ise c¢alismalarinda western blot
yontemini kullanarak PCNA’nin 2/3 PH sonrasi zamana bagimli sekilde arttigini rapor

etmislerdir.

Calismamizda, ayni saatlerde karvakrol uygulanan gruplara ait hayvanlarin
karaciger kesitlerinde saptanmis olan PCNA pozitif hiicrelerin sayis1 daha yliksek
bulunmustur. 24 ve 48’er saatlik ayni siire sonunda tespit edilmis olan PCNA pozitif hiicre
sayilarindaki artisin, karvakroliin  rejenerasyon siirecindeki olumlu etkisinden
kaynaklandig1 dusiiniilebilir. Arastirmalarinda, %70 PH yaptiklar1 iki grup deney
hayvanindan bir gruba tedavi amagh bisiklol uygulamig olan Yao vd. (2009), PCNA pozitif
hiicre sayisinin bisiklol uygulanmis grupta arttigini, ¢calismamiza paralel sekilde PH’den 48
saat sonra hepatositlerde gozledikleri vakuolizasyon olusumlarinin da oldukg¢a azaldigini

rapor etmislerdir.

Calismamizda ise tiim deney gruplarinda, histolojik olarak klasik lobiil yapisinin
korundugu goriiliirken, PH yapilmis hayvanlarinin yer aldigi gruplarda vakuolizasyon
haricinde herhangi bir doku hasarina rastlanmamistir. PH yapilarak gerceklestirilmis
benzer bazi ¢aligmalarda da histopatolojik olarak vakuolizasyonun oldugu vurgulanmistir
(Shu vd., 2009; Yao vd., 2009; Greif vd., 2010; Liu vd., 2011). Bunun yaninda,
calismamizda karvakrol uygulanan Grup V ve VI hayvanlarmin hepatositlerinde tespit
edilmis olan vakuolizasyonun, Grup III ve IV hayvanlarinda tespit edilenlerden goreceli

olarak daha az oldugu bulunmustur.
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Calismamizin histolojik degerlendirilmeleri sirasinda rastlamadigimiz ancak,
PH’nin verdigi hasara bagli olarak dokuda yogun bir sekilde niiklear infiltrasyon oldugunu
vurgulayan arastirmalar da bulunmaktadir (Benko vd., 2010; Slotta vd., 2010). Bu
patolojik olgunun yanisira, Tachibana vd. (2014), IL-6 geni susturulmus farelerde PH’den
24 ve 48 saat sonra dokuda nekroz oldugunu fakat yabanil tip hayvanlarda ise PH’den
sonra nekroz olmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde baska arastiricilar da PH sonrasi
nekroz (Benko vd., 2010; Gultekin vd., 2013) ve hepatik steatozis (Coelho vd., 2007; Shu
vd., 2009; Benko vd., 2010) tespit etmislerdir.

1 -

0,9 -
fis
0,8 - Mk EI
o m— btk
ity
§ 0,7 LR
e
[T} + G
06 - phttit
T Y phetpt
c *%k S
w— 0,5 - S
e
< Lty
0,4 - Lo e (A
2 bt ity phyty
St ekl
(&) SR R
. Fn iy
0 ] 3 +++++++++ ++++++++
a. L (b
e EEE
0: 2 - ittty e
Lkt
et
0,1 - e
&;}a i A
s 2

0 T T T T T 1
| 1l ] v \Y VI

Sekil 4.10. Gruplara ait PCNA indeksi (Ortalama + Standart sapma). **:
P<.001 SF’e gore; +: P<.001 Zamana gore anlamli fark vardir.
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Sekil 4.11. Tiim deney grubu hayvanlarina ait karaciger kesitlerinde PCNA pozitif
(77 ) ve PCNA negatif (/) hepatosit goriiniimleri (6l¢cii bar1 10 pm).
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Cizelge 4.1. Gruplara ait Serum ALT seviyeleri, karaciger RO ve PCNA indeksi
(Ortalama + Standart sapma).

GRUP ALT (U/L) RO (%) PCNA
I 24's 119,83+20,68 0,03+0,01
Sham
Il 48s 90,83+10,32 0,06+0,04
I 24s 370,50+40,86 13,58+1,84 0,22+0,09
SF
IV 485 309,67+13,82° 23,84+2.46" 0,49+0,09"
V  24s 370,50+40,86" 17,39+1,53 0,41+0,08"
Karvakrol

VI 485 309,67+13,82"* 32,57+2,847" 0,84+0,06""*

*: P<.01 ve **: P<.001 SF’e gore; +: P<.001 Zamana gore anlamh fark vardir.

Tiim calisma grubu hayvanlarina ait RT-PCR ve Westen Blot analizlerinden elde
edilen NF-xB, IL-6, STAT3, SOCS3, c-Myc gen ve protein ifadeleri gruplar arasinda

karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

2/3 oraninda PH uygulamasinin aragtiricilar tarafindan ¢ok yaygin olarak
kullanildig1, PH sonrasinda LPS miktarnin arttig1 ve buna bagl olarak TNF-a ile IL-6
ifadelerinin de arttig1 bilinmektedir (Taub, 2004). Rejenerasyon siirecinde JAK/STAT, NF-
kB, IL-6 gibi bircok yolagin aktive oldugunu (Li vd., 2014) 6zellikle NF-kB’nin, PH
sonrasi apoptozun Onlenmesinde, karciger fonksiyonunun korunmasinda ve sitokinlerin
ifade edilmesinde 6nemli rol oynadig: ifade edilmektedir (Takahashi vd., 2002). Bunlara
ek olarak c-Myc’nin direkt olarak STAT3 tarafindan aktive oldugu da bilinmektedir
(Debonera vd., 2001). Bu bilgiler 1s1ginda basta NF-xB olmak tizere IL-6, STAT3, SOCS3,
c-Myc gen ve protein ifadelerinin belirlenmesi, mevcut ¢alismamizin temel parametrelerini

olusturmustur.

NF-«xB gen ifadesi tiim gruplarda zamana bagli olarak artis gdstermistir. NF-xB gen
ifadesi bakimindan PH yapilan Grup III ve IV’te, Grup I ve II’ye gore artis gdzlenmistir.
Grup I’de, Grup V’ten; Grup II’de, Grup VI’dan diisiikk NF-xB gen ifadesi goriilmiistiir.
NF-kB ifadesi, karvakrol uygulanan Grup V’te Grup III’e gore yiiksek bulunmustur.
Benzer sekilde karvakrol uygulanan Grup VI'min gen ifadesi Grup IV’e gore artis
gostermistir (Sekil 4.12). Elde edilen bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde, NF-

kB gen ifadesi bakimindan gruplar arasinda anlamli farklar goézlenmistir (Cizelge 4.2).
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Grup I’in gen ifadesi, Grup II, IV, V ve VI’dan; Grup III’tin gen ifadesi ise Grup IV ve
VI’dan ¢ok ileri derecede anlamli fark gostermistir (P<.001). Grup III'iin NF-xB gen
ifadesi, Grup | ve V’ten; Grup II ise Grup VI’dan ileri derecede anlamli fark gostermistir
(P<.01). Grup I'nin NF-xB gen ifadesi, Grup III ve IV’ten anlamli derecede farkli
bulunmustur (P<.05). Grup IV ile Grup VI arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmemistir. PH sonrasi, karvakrol uygulanan Grup V ve VI’da NF-kB ifadesi

acisindan zamana bagli olarak istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (P<.05).

0,8 - +++

* %

i

+
2

Y

5!

(-aAcT)
o
~
7

P

X e
phpb
e

e
ettt

-

bttt

e
++++++++++
ke

L
+'I-

&,
S
2
!
ot

%
5!
2
L
LS

o+

NF-kB IFADESI 2
2

S I Y

L

"I'

L e o R
o+
o
e
o

L
++‘++
'I':'I-'I-'I-'I-'I-'L-

L

o+

o

o
%

S
++++++++

0,5 -

o+
o
L)

yd
L

%

y

R R R L S L DL D L R S

2
g

E
e

5
i
o

o

chtty
0 oG X 2 o o e e N e e o e e

%
i
o

o
o

s

%
i
et
o

A

e
o
et

g
i
&
%
2
ek
et
s

0,2 -
0,1 -

E S S L DL DR DR T L L T L R e o

R S S S L S L

o S S D DR R D RS RS L S e o o
L o 2 L,

0 E R e o oS SR DD SR DR e R e e S S e o e e

e e,
A RGN,
o R R,

o S S

o e o

s

R e

S N
TSR NI,
Pt I N

o e e o o O S
g e
o e e e o S DL S e

%

X o e o S S S S
'I-++++++++++++++++++++++++

o
.
L

%
i

++++++++++++++

-
e

o
!

=
e
Lt o R

o
SR

o+
o

.
L
L
o
o

5

4
2

ks

e
o

5
'I;.:I-

T
£
+'|'
e
0,
o+
<
!
o
B
e
o
&
o

o
o

B
i+
o

Rl

R

L
o

o
i
e
o

GRUPLAR

Sekil 4.12. Gruplara ait NF-kB gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma).
*#%: P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlaml fark vardir.

Western Blot analizlerimize gore IL-6/STAT3 yolagina ait proteinlerden NF-
«kB’nin Sham, SF ve karvakrol gruplarinda 24. saatte diisiik olan protein ifadesinin zamana
bagl olarak arttig1 goriilmiistiir. Grup III’te Grup V’ten; Grup IV’te, Grup VI’dan yliksek
NF-«B protein ifadesine rastlanmstir (Sekil 4.17).

Literatiir bilgisine bakildiginda, NF-xB ifadesinin PH’den sonraki 30. dk icinde
(Sanchez vd., 2004; Michalopoulos, 2013) baslaylp 14. giine kadar devam ettigi
bildirilmistir (Sanchez vd., 2004). 2/3 PH sonras1 NF-«xB aktivasyonunun 1-6 saat ve 24-36
saat arasinda belirgin bir sekilde arttigi gézlenmistir (Wuestefeld vd., 2003). Yapilan bir

calismada, farelerin safra kanali baglanmis ve bu islemden sonraki 3. ve 14. giinde
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intravendz olarak LPS verilmistir. 3. glin LPS grubunda yliksek seviyede belirlenmis olan
NF-kB ifadesi 14. giinde diisiik bulunmustur (lida vd., 2010). Bazi arastiricilar, PH
sonrasinda NF-kB ifadesini 30. dk’da gozlemis, 2. saatte bu ifadenin en iist diizeye
ulastigin1 ve daha az bir yogunlukta 4 saat boyunca siirdiiglinii ifade etmislerdir (Tiberio
vd., 2008). Kupffer hiicreleri ile ilgili bir ¢alismada %68 PH yapilan deney hayvanlarinda,
NF-«xB ifadesinin 5. giine kadar artis gosterdigi ve devaminda giderek azaldigi; Kupffer
hiicrelerinin harabiyetinde de ifade durumunun degismedigi 6ne siirtilmistiir (Abshagen
vd., 2007). Yang vd. (2005) ratlarda portal dali baglamis ve farkli zamanlarda NF-xB
ifadesini incelemistir. Buna gore, baglama yapilan ve yapilmayan gruplarda NF-kB ifadesi

zamanla artarak 48 saatte en iist diizeye ulasmis ve 7. giinde normale donm{istiir.

NF-xB ifadesi bakimindan yapilan ¢alismalarin bulgulariyla benzerlikler tasiyan
calismamizin bulgulari, genel olarak degerlendirildiginde, karvakroliin bu yolak {izerinde

olumlu etkiler ortaya koydugu dikkate deger bulunmustur.

IL-6 gen ifadesi; Grup I ve II’den olusan Sham gruplarinda, Grup III ve IV’den
olusan SF ve karvakrol uygulanan Grup V ve VI’da zamana bagh olarak diislis
gostermistir. Grup I ve II’de IL-6 gen ifadesi diisiik bulunurken PH yapilan Grup III, IV, V
ve VDl’da artis gézlenmistir. Grup III’lin gen ifadesi, tiim gruplardan yiiksek bulunmustur.
Karvakrol uygulanan Grup V’in IL-6 gen ifadesi, Grup III’lin seviyesine gore diisiis
gostermistir. Grup VI’'nin IL-6 gen ifadesi ise Grup IV’ten yiiksek bulundu (Sekil 4.13).
Calismamizda, 1L-6 gen ifadesi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur. Buna gore tiim gruplarin birbirinden istatistiksel olarak anlamli
derecede farkli oldugu goriilmiistiir (P<.05). Grup II ile III arasinda istatistiksel olarak ¢ok
ileri derecede anlamli fark (P<.001) gozlenirken; Grup II, Grup V ve VI’dan ileri derecede
anlamli fark (P<.01) gostermistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.13. Gruplara ait IL-6 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma). ***:
P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamli fark vardir.

Western Blot analizlerine goére Sham, SF ve karvakrol gruplarinda 24. saatte diisiik
olan IL-6 protein ifadesinin zamana bagl olarak arttigi goriilmiistir. Grup V’te, Grup
[IT’ten yiiksek; Grup VI’da, Grup IV ten diisiik IL-6 protein ifadesi tespit edilmistir (Sekil
4.17).

IL-6 ifadesinin, PH’den 1 saat sonra arttig1 bildirilmistir (Fausto vd., 2006; limuro
ve Fujimoto, 2010; Quétier vd., 2013). Ringelhan vd. (2012) RelA/p65 mutant farelerde
2/3 PH sonrasi1 IL-6 ifadesinin ilk 1 saat i¢inde yiikseldigini, 4. saate dogru azaldigini rapor
etmiglerdir. Bagka bir calismada da PH sonrasi IL-6 ifadesi ilk 3 saatte en iist
seviyedeyken, zamana bagli olarak 24 saate dogru diislis gozlenmistir (Moreno-Carranza
vd., 2013). Hosoya vd. (2013) ise yaptiklari ¢alismada 6. saatten 24. saate dogru zamana
bagl olarak IL-6 ifadesinin azaldigini bildirmislerdir. Sowa vd. (2008) ise siganlarda PH

sonrast IL-6 ifadesinin ilk 24 saatte artig gosterdigini, 48. saatte azaldigini bildirmislerdir.

Sozii edilen bu arastirmalarin sonuglar1 ile mevcut ¢alismamizin IL-6 gen ifadesi
sonuglari arasinda benzerlikler bulunmaktadir. Benzer bulgulara Kremer vd. (2014) %70
PH yapilmis siganlarda LPS’nin IL-6 ifadesine olan etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda da

rastlanilmistir. Onlarin ¢alismasinda ip yolla verdikleri LPS’nin, IL-6 ifadesini ilk 24 saat
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icerisinde en st seviyeye yikselttigini ve 48. saate dogru ise azalttigi bulgusuna
ulasilmistir. Bagka bir ¢calismada da PH yapilan hayvanlarda yiiksek seviyede belirledikleri
IL-6 ifadesinin, curcumin uygulamasindan sonraki 24. saatte azaldig1 bulgusuna varilmistir

(Seehofer vd., 2010)

Calismamizda, Grup V hayvanlarinin IL-6 ifadesinin, Grup III’den diisiik olmasi,
24 saat i¢inde karvakroliin yolak iizerine etkisinin olumlu yonde oldugunu gostermekte
ancak, Grup VI hayvanlarinin IL-6 ifadesinin, Grup IV’den yiiksek bulunmus olmasi, 48
saat icindeki boOyle bir degisikligin sasirtici olmasina sebep olmustur. Gen ifadesi
bakimindan durum boyle iken bazi arastiricilar da serumda tespit ettikleri IL-6 seviyesinin
24. saatte yiiksek oldugunu ve sonrasinda zamanla azaldigini belirtmistir (Shimizu vd.,
2009; Lai vd., 2013). %70 PH yapilan bir bagka arastirmanin sonuglarina gore ise 72. saat
sonunda serumda belirlenen IL-6’nin, PH yapilan gruplar ve karvakrol uygulanmig

gruplarin her ikisinde de ayn1 seviyede oldugu bildirilmistir (Uyanoglu vd., 2008).

PH sonrasi, karacigerde TNF-a ve IL-6 seviyelerinin arttig1 (Sudo vd., 2008), TNF-
a’nin komsu hiicrelerde NF-kB’nin ifade edilmesini sagladigi (Taub, 2004; da Silva vd.,
2013), NF-kB’nin aktive olmasiyla da IL-6 saliniminin arttig1 ve reseptore baglanmasinin
ardindan sitoplazmada sirasiyla JAK’larin ve STAT3lin fosforlandig: (da Silva vd., 2013)
bilinmektedir. Buna paralel olarak STAT3’iin bu sekilde 30 dk i¢inde pSTAT3 biciminde
aktive oldugu, 3 saat sonunda aktivitesinin en yliksek seviyeye ulastig1 ve 5 saatten fazla
devam ettigi de belirtilmektedir (Michalopoulos ve DeFrances, 1997). Kremer vd. (2014)
Smad3 geni susturulmus ve %70 PH yapilmis farelere 18. saatte LPS uygulayarak, PH’den
24 saat sonra hem yabanil tip hem de mutant farelerde pSTAT3 ifadesinin daha yogun
oldugu bulgusuna ulasmislardir. Yapilan calismalarda PH sonrasi, STAT3 ifadesinin 24.
saate kadar zamanla arttigt buna karsin pSTAT3’lin ise zamana bagli azaldigi
vurgulanmigtir (Hosoya vd., 2013; Tachibana vd., 2014). Baz1 arastiricilar PH sonrasi
STATS3 fosforilasyonunun 8. saatte yiiksek (Lonati vd., 2013; Quétier vd., 2013), 24. saatte
diistik oldugunu rapor etmislerdir (Lonati vd., 2013).

Calismamizin sonuglaria gére STAT3 gen ifadesi; Grup II’de, Grup I’e gore; Grup
IV’te, Grup III’e gore ve karvakrol gruplarinin her ikisinde de zamana bagli olarak diisiis

gostermistir. Grup V, tiim gruplardan ytliksek bulunurken; Grup VI, tiim gruplardan diisiik
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bulunmustur. Grup II’'nin STAT3 gen ifadesinin, VI’dan; Grup IV’in STAT3gen
ifadesinin ise Grup VI’dan yiiksek oldugu gozlenmistir. Grup I’in gen ifadesi Grup III’den
diisiik; Grup II’tin ifadesi Grup V’ten disiik bulunmustur (Sekil 4.14). Bu bulgular
dogrultusunda STAT3 gen ifadesi bakimindan istatistiksel degerlendirme yapildiginda,
Grup V’in STAT3 gen ifadesi, tiim gruplardan cok ileri derecede anlamli fark gostermistir
(P<.001). Grup II’iin, Grup II ve VI’dan ¢ok ileri derecede anlamli fark gosterdigi tespit
edilmistir (P<.001). Grup IV ile Grup VI arasinda da ¢ok ileri derecede anlamli fark
bulunmustur (P<.001). Grup I’in STAT3 gen ifadesi, Grup III ve VI’dan; Grup II’nin
STATS3 gen ifadesi Grup IV’ten ileri derecede anlamli farklilik gostermistir (P<.01). Sham
gruplart ve SF uygulanmis gruplar arasinda zamana bagli istatistiksel olarak anlamli fark
gozlenmistir (P<.05). STAT3 gen ifadesi bakimindan, Grup II ile VI arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamustir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.14. Gruplara ait STAT3 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma).
*#%. P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlaml1 fark vardir.

Calismamizda, STAT3 protein ifadesinin Sham, SF ve karvakrol gruplarinda 24.
saatte diisiik oldugu ancak zamana bagli olarak arttigi goézlenmistir. Grup II’te Grup
V’ten; Grup IV’te, Grup VI’dan diisiik NF-xB protein ifadesi belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Literatiirler incelendiginde, STAT3’iin PH’den 1saat sonra aktive oldugu ve bu
aktivasyonun 8 saatten fazla siirdiigii bilinmektedir (Michalopoulos, 2013). PH’den 1 saat
sonra STAT3 ifadesinin en yiiksek oldugu ve zamanla azaldigi (Wuestefeld vd., 2003);
%65 PH yapilan sicanlarda STAT3 ifadesinin 2. saatte en yiiksek degere ulastigi ve 4.
saatte distis gosterdigi (Tiberio vd., 2008); PH sonrasi STAT3’lin benzer sekilde hem
hepatositlerde hem de karaciger dokusunda 2. ve 6. saat sonunda zamana bagl arttigr (Li
vd., 2014) dikkat ¢ekmektedir. Sowa vd. (2008) arastirma makalelerinde %70 PH sonrasi
STAT3 ifadesinin zamanla azaldigina, 48 saat sonunda en diisiik seviyeye ulastigina yer
vermiglerdir. Yaptigimiz arastirmanin sonuglart daha Once yapilmis calismalarin
sonuglariyla uyumluluk gostermektedir. Arastirmamizdaki karvakrol gruplarindan 6zellikle
48. saatteki STAT3 gen ifadesinin azalmig seviyede tespit edilmis olmasi ilgi cekicidir.
Ciinkii, her ne kadar literatiir bilgileriyle desteklenmis olsa da 24. saate gore 48. saatte
STATS3 ifadesinin azalmasi beklenen bir sonu¢ olmamuistir. Bu nedenle, hepatositlerde 1L-6
sinyalinin, SOCS3’iin IL-6/STAT3 aracili uyarimi ile diizenleniyor (da Silva vd., 2013)

olmasi ¢alismamizin SOCS3 verileriyle bir biitiin olarak tartisiimasini gerektirmistir.

RT-PCR sonuglarma gore, SOCS3 gen ifadesi, Grup I ve II’de, Grup III ve IV’e
gore yiiksek bulunmustur. Karvakrol uygulamasi yapilan Grup V ve Grup VI'nin gen
ifadelerinin diger gruplardan yiiksek oldugu gozlenmistir. Grup II’de Grup I’e gore; Grup
IV’te Grup III’e gore zamana bagli olarak SOCS3 gen ifadesinin artis1 gézlenmistir. Buna
karsin Grup VI, Grup V’e gore zamana bagli olarak diisiis gostermistir (Sekil 4.15).
SOCS3 gen ifadelerine gore, Grup I ve II’de, Grup III, IV, V ve VI’dan istatistiksel olarak
anlaml fark gozlenmistir (P<.05). Ancak, Grup | ve II arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamistir. PH yapilan gruplarin hepsi, aralarinda istatistiksel olarak anlamli

derecede farklilik gostermistir (P<.05) (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.15. Gruplara ait SOCS3 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma).
*#%. P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamli fark vardir.

Western Blot sonuglarimizda, SOCS3’tin Sham, SF ve karvakrol gruplarinda 24.
saatte diisiik olan protein ifadesinin zamana bagl olarak arttig1 saptanmistir. Grup V’te,
Grup III’ten; Grup IV’te, Grup VI’dan yiiksek IL-6 protein ifadesi tespit edilmistir (Sekil
4.17).

SOCS3 ifadesinin, PH sonrasi1 artmaya basladii, 6 saat sonunda en yiiksek
seviyeye ulastigi ve zamanla azaldigi rapor edilmistir (Wuestefeld vd., 2003; Dierssen vd.,
2008). Farelerde 2/3 PH sonrasi fakli zamanlarda SOCS3’in CpG adalarinin
metilasyonunun 24. saatte yiiksek oldugu ancak 48. saatte diistiigii rapor edilmistir (Guo
vd., 2012). LPS enjeksiyonu yapilmis siganlarda PH’den sonra SOCS3 ifadesinin ilk 24
saat igerisinde en iist diizeye yiikseldigi, 48. saate dogru ise azaldigi gozlenmistir (Kremer
vd., 2014). Quétier vd. (2013) 2/3 PH yapilan farelerde, PH sonrasi 8. saatte SOCS3
ifadesinin en yiiksek oldugunu ve bu ifadenin 12. saatte diistiigiinii tespit etmislerdir. Ayni
sekilde Hosoya vd. (2013) %70 PH sonrast SOCS3 ifadesinin 6. saatte en iist seviyeye
ulagtigini, sonra 12. saate kadar azaldigin1 ve bundan sonra sabit kaldigini belirtmislerdir.
Benzer sekilde baska ¢alismalarda da SOCS3 ifadesinin zamanla azaldigi vurgulanmistir

(Lonati vd., 2013; Moreno-Carranza vd., 2013).
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Calismamizin sonuclarina goére c-Myc gen ifadesi; Grup II’de, Grup I'e gore
zamana bagli olarak artis goOstermistir. Buna karsilik PH yapilan SF ve karvakrol
uygulanmis gruplarda zamana bagh olarak diisiis gostermistir. Grup III, tiim gruplardan
yiiksek bulunurken Grup VI, tiim gruplardan diisiik bulunmustur. Grup V’in c-Myc gen
ifadesi, Grup III’iin; Grup VI’'nin c-Myc gen ifadesi, Grup IV’iin seviyesine gore diislis
gostermistir (Sekil 4.16). Istatistiksel olarak; Grup III’iin c-Myc gen ifadesi, tiim
gruplardan ¢ok ileri derecede anlamhi fark gostermistir (P <.001). Grup I’de, Grup IV ten;
Grup II’de VI’dan istatistiksel olarak cok ileri derecede anlamli fark gozlenmistir (P
<.001). Grup VI'nin, Grup IV ve V’ten ¢ok ileri derecede anlamli fark gosterdigi tespit
edilmistir (P<.001). Grup I’in c-Myc gen ifadesi, Grup II ve VI’dan ileri derecede anlaml1
farklilik gdstermistir (P<.01). Grup V ise Grup I ve IV’ten anlamh farklilik gostermistir
(P<.05) (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.16. Gruplara ait c-Myc gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma). ***:
P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlaml1 fark vardir.

c-Myc’nin Sham, SF ve karvakrol gruplarinda 24. saatte yiliksek olan protein
ifadesinin zamana bagli olarak diistiigii gézlenmistir. Grup III’te Grup V’ten yiiksek; Grup
VI’da, Grup IV’ten diisiik c-Myc protein ifadesine rastlanmistir (Sekil 4.17).
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Calismamiza paralel olarak Li vd. (2014) yaptiklar ¢alismada, mikroarray and RT-
PCR analizleri sonucunda, %70 PH sonrasi 24. saatte en yiiksek seviyede olan c-Myc RNA
ifadesinin 48 saat sonunda diistiigiinii bildirmislerdir. Benzer sekilde, PH sonras1 Myc’nin
hem hepatositlerde hem de karaciger dokusunda 2. ve 6. saat sonunda zamana bagh
azaldig1 belirtilmistir (Li vd., 2014). Li vd. (2002) yaptiklar1 ¢alismada, PH sonrasi 16.
saatte yiiksek olan c-Myc ifadesinin 24. saatte azaldigini vurgulamislardir. Bazi
calismalarda, farelerde PH’den 4 saat sonra c-Myec ifadesinin ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Su vd., 2002). Literatiir bilgilerine gére PH sonrasi, gp-130 yoksun farelerde c-Myc geni 6
saat i¢inde aktive olmustur. Ayni c¢alismada kontrol hayvanlarinda bulundugu gibi PH
sonrasit c-Myc’nin bazal ifadesi ve uyarilmasi gp-130 yoksun hayvanlarda azalmistir
(Wuestefeld vd., 2003). Buna karsin bazi ¢alismalarda, ratlarda karaciger nakli sonrasi c-
Myc RNA ifadesinin 48 saat sonunda arttig1 vurgulanmistir (Debonera vd., 2001). Pajaud
vd. (2015) yabanil tip farelerde %70 PH sonrasi 24. saatte diisiik olan c-Myc RNA
ifadesinin 48 saat sonunda arttigini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalarda, ratlarda
pankreatektomi sonrasi 3, 24, 48 ve 72. saatlerde Ol¢iilen c-Myc gen ifadesinin zamana
baglt olarak arttign vurgulanmistir (Silverman vd., 1990). %70 PH yapilmig yabanil tip
farelere gore TNFR-1 KO farelerde, c-Myc gen ifadesi artmig ve 24 saat boyunca
stirmiistiir (Shimizu vd., 2009). Chang vd. (2014) 2/3 PH sonrasi karaciger orneklerinde
yaptiklar1 mikroarray analizi sonucunda, c-Myc gen ifadesinin 30. saatte en yiiksek
seviyeye ulastifini, sonra distiigiinii ve 72. saate dogru tekrar ylikseldigini rapor

etmislerdir.
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Cizelge 4.2. IL-6/STAT3 yolagina ait gen ifadelerinin Ortalama = Standart sapma
degerleri.

Sham SF Karvakrol

| 1 1 v V VI
24s 48 s 24s 48 s 24s 48 s

NF-kB | 0,45+0,05 0,65+0,05 |0,57£0,02 0,72+0,03""" | 0,67£0,02"  0,75+0,03"
IL-6 1,57+0,09 0,76+0,05 | 2,73+0,07 1,85+0,04™ | 2,310,117 2,10+0,17""
STAT3 | 0,57£0,02 0,51£0,03 |0,65+0,03 0,59+0,02° | 1,12£0,02" 0,48+0,02" "
SOCS3 | 1,39+0,03 1,40£0,02 | 0,47+0,02 1,24+0,03"*" | 2,13£0,04" 1,63+0,03"
c-Myc | 0,50£0,03 0,79+0,08 | 1,73£0,04 0,88+0,15"*" | 0,70£0,09™" 0,25+0,01""**

**%: P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01 Zamana
gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamh fark vardir.

Calismamizin temel parametrelerinden NF-«xB, IL-6, STAT3, SOCS3 ve c-Myc’nin
gen ifadeleri, paylagilmis olan literatiir bilgileriyle yoguruldugunda bu bes faktoriin
birbirine bagimli oldugu bir kez daha ortaya konmustur. Hepatositlerde IL-6 sinyali,
SOCS3’iin IL-6/STAT3 aracili uyarimu ile diizenlenir (da Silva vd., 2013). NF-kB’nin
aktive olmasiyla salinimi artan IL-6, hiicre iginde STAT3 fosforlanmasini saglayarak
¢ekirdege girmesinin ardindan DNA’ya bagh bigimde hepatosit proliferasyonunu
baslatmaktadir (Guo vd., 2012; da Silva vd., 2013; Lepiller vd., 2013). c-Myc, STAT3’iin
hedefi olup hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglar (Debonera vd., 2001; Pazarbasi vd.,
2011). Calismamizin 24 saatlik Sham, PH ve karvakrol gruplarinda sirasiyla gen ifadesinin
artis gosterdigi tespit edilmistir. Benzer bulguya SOCS3 gen ifadesinde de rastlanilmistir.
Ancak, 48 saatlik verilere bakildiginda, karvakrol grubunda SOCS3’lin gergekten de siire
sonunda gorevini tamamlamis oldugunu diisiindiiglimiiz STAT3’li baskilarcasina artis
gosterdigi dikkate deger bulunmustur. Bu bulgu literatiire aykir1 gibi goriinse de
calismamizin 24. saatine gore 48. saatinde SOCS3 ifadesinde bir azalisin oldugu da gézden
kagmamistir. Calismamizin karvakrol grubunda bu azalisin sadece SOCS3 ile sinirh
olmadigi hem IL-6 hem de STAT3 ile c-Myc gen ifadelerinde de olusu dikkate deger
bulunmustur. Diger taraftan NF-kB ifadesinde gruplar arasinda ayni saatlerde artis tespit
ettigimiz ¢alismamizda, karvakroliin PH grubuna gore ifadeyi artirmast olumlu yonde bir

gelisme olmustur. Bir calismada PH sonrast NF-xB ifadesinin 1-6 saat ve 24-36 saat
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arasinda belirgin bir sekilde arttig1 gézlenmistir (Wuestefeld vd., 2003). Calismamizda 48.
saate gelindiginde de artis olmasi, karaciger rejenerasyonu ve iyilesmesi yoniinde
karvakroliin molekiiler mekanizmaya vermis oldugu katkiy1 diislindiirmektedir.
Karvakroliin bu katkis1 sadece NF-kB verileri ile destek bulmamis, zamana goére analiz
etmeye ve yorumlamaya calistifimiz 1L-6, STAT3 ve SOCS3’iin ifadeleri ile de destek

bulmustur.
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Sekil 4.17. 1L-6/STAT3 yolagina ait protein ifadelerinin Westen
Blot analizlerinden elde edilen bant goriintiileri.

Karacigerde mekanik stres; hepatik fibrozis, siroz, parsiyal hepatektomi ve
karaciger naklinde artabilir. Mekanik stres uyarimli ERK1/2 aktivasyonun karaciger
rejenerasyonunda dnemli rol oynadigini bilinmektedir. Upstream ve downstream sinyal
olaylarni tanimlamak iizere yapilmis ¢aligmalar, MAPK’larin mekanik ve oksidatif stres
bagimli diizenlenmesinin anlasilmasi yaninda hepatosit fonksiyonunun diizenlenmesinin
anlasilmasimi da saglar (Kim vd., 2005). Bu yiizden ¢alismamizda MAPK yolagindaki
molekiillerin durumlart da incelenmistir. Tim gruplarin hayvanlarina ait RT-PCR
analizlerinden elde edilen RAF1, MEK1, MEK2, MAPK4, ERK1, Elkl ve Etsl gen
ifadeleri; Westen Blot analizlerinden elde edilen c-RAF/RAF-1, MEK1, MEK2, ERK1,
ERK1+ERK2, EIkl ve Etsl protein ifadeleri gruplar arasinda karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.
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Hormonlar, biiyiime ve farklilasma faktdrleri MAPK sinyal yolunu kullanirlar. Bu
iletim yolu RAS aktivasyonu ile baslar ve sirasiyla RAF, MEK ve ERK proteinleri ile
ilerler. RAS, membrana baglh bir G proteini olup kinaz reseptoriinii aktive eder. Hiicrenin
uyarilmasi ile aktive olan RAS proteinleri RAF kinazlara kuvvetli bigcimde baglanirlar.
Ayrica, RAF kinazlarin hiicre zarina yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar. Ardindan,
MAPK sinyal yolag: aktivasyonunu takiben ERK1 ve ERK?2 aktive olur. Uyart, ¢ekirdekte
c-Jun ve c-Fos transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna neden olur. Boylece hiicrenin,

hayat dongiisiinde S fazina girmesi saglanir (Cansiz, 2008).

RAF-1 gen ifadeleri bakimindan ¢alismamizda Grup III, tiim gruplardan yiiksek
bulunurken Grup VI, tim gruplardan disiik bulunmustur. Grup II’de, Grup I’e gore
zamana bagl olarak artis gozlenmistir. Fakat PH gruplar1 kiyaslandiginda Grup III ve V’te
ilk 24 saatte yiiksek olan RAF-1 gen ifadesi, Grup IV ve VI’da 48 saat sonunda diisiis
gostermistir. Grup V’in RAF-1 gen ifadesi, Grup III’tin; Grup VI’nin RAF-1 gen ifadesi,
Grup IV’in seviyesine gore diisiis gostermistir (Sekil 4.18). Elde ettigimiz RAF-1 gen
ifadelerine gore; Grup I ve Grup III, birbirlerinden ve tiim gruplardan istatistiksel olarak
cok ileri derecede anlamli fark gostermistir (P<.001). Grup V ve VI'nin RAF-1 gen
ifadelerinde diger gruplara gore istatistiksel olarak c¢ok ileri derecede anlamli fark
bulunmustur (P<.001). Benzer sekilde Grup II ve IV’iin RAF-1 gen ifadeleri de diger
gruplardan istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede anlamli farklilik géstermistir (P<.001). PH
ile birlikte karvakrol uygulamasi yapilan Grup V ve VI arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmamistir (P<.05) (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.18. Gruplara ait RAF1 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma). ***:
P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamli fark vardir.

Western Blot analizlerimizin sunucuna gore, Sham ve SF gruplarinda 24. saatte
diisiik olan MAPK yolag1 proteinlerden RAF1 protein ifadesinin zamana bagli olarak
arttig1 goriilmiistiir. Buna karsin Grup V’te 24. saatte yiiksek olan RAF1 protein ifadesi 48.
saat sonunda azalmistir. Grup IIl’e gére Grup V’te ve Grup VI’ya gore de Grup IV’de
yiiksek RAF1 protein ifadesi tespit edilmistir (Sekil 4.22).

Literatiir taramalar1 yapildiginda konumuzla uyumlu calismanin ¢ok az sayida
oldugu gorilmistiir. Silverman vd. (1989) PH sonrasi c- RAF mRNA’sinin 24. saate kadar
arttigini, sonraki siiregte ise azaldigini rapor etmislerdir. Yapilan c¢alismalarda, ratlarda
pankreatektomi sonrasi 3, 24, 48 ve 72. saatlerde Slgiilen c- RAF1 gen ifadesinin zamana

bagli olarak arttig1 vurgulanmistir (Silverman vd., 1990).

RT-PCR sonuglarimiza gore, MEK1 gen ifadeleri bakimindan Grup III, tiim
gruplardan yiiksek seviyede iken; Grup VI, tiim gruplardan diisiik seviyede bulunmustur.
Grup II’de, Grup I’e gore zamana bagli olarak artis tespit edilmistir. Buna karsilik Grup 1l
ve Grup V’te ilk 24 saatte yiiksek olan MEKI1 gen ifadesi, Grup IV ve VI’da 48 saat
sonunda diisiis gostermistir. Grup V’in MEK1 gen ifadesinde, Grup III’e gore; Grup
VI'nin MEK1 gen ifadesinde de Grup IV’e gore diisiis goriilmiistiir. Grup V, Grup I’den;
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Grup VI ise Grup II’den diisiik seviyede belirlenmistir (Sekil 4.19). Calismamizda, Grup
[I'iin MEK1 gen ifadesi diger gruplardan istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede anlamli
fark sergilemistir (P<.001). Grup IV’iin MEK1 ifadesi, Grup I ve Grup V’in ifadesinden
cok ileri derecede anlamli fark gostermistir (P<.001). Grup VI’'min MEK1 gen ifadesinin
ise Grup II ve Grup IV’lin gen ifadesinden ¢ok ileri derecede anlamli1 fark gdsterdigi tespit
edilmistir (P<.001). Grup I ile IT ve Grup V ile VI arasinda ileri derecede anlamli fark
oldugu goriilmiistiir (P<.01). Benzer sekilde Grup I ile VI ve Grup II ile V arasinda ileri
derecede anlamli fark oldugu goriilmiistiir (P<.01) (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.19. Gruplara ait MEK1 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma).
*#%: P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlaml1 fark vardir.

Deney gruplarimiza ait MEK2 gen ifadesi sonuglariin Grup V’te en yiiksek, Grup
VI'da ise en diigiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica, PH yapilan Grup III ve V’te 24. saatte
yiiksek olan MEK2 gen ifadesi, Grup IV ve VI’da 48. saat sonunda diisiis géstermistir.
Sham gruplan kiyaslandiginda, 48. saatte daha yiiksek MEK2 gen ifadesi gozlenmistir.
Grup II’tin Grup I ve II’den yiiksek; Grup IV’iin de Grup II’den diisiik oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.20). Istatistik sonuglarimiz dogrultusunda, Grup 1 ve VI’nin MEK2
gen ifadesinin Grup III ve V’ten ¢ok ileri derecede anlamli fark gosterdigi bulunmustur
(P<.001). Grup II'nin ifadesinde Grup I ve VI’'nin ifadesine gore istatistiksel olarak ileri

derecede anlaml fark gozlenmistir (P<.01). MEK2 gen ifadesi, Grup IV ile V arasinda
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istatistiksel olarak ileri derecede anlamli fark sergilemistir (P<.01). Grup IV’iin MEK2 gen
ifadesinde ise Grup III ve VI’dan istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (P<.05).
Grup Il ile V arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<.05) (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.20. Gruplara ait MEK2 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma).
*#%. P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamli fark vardir.

Western Blot analizlerine gore; Sham ve karvakrol gruplarinda 24. saatte yiiksek
olan MEK1 ve MEK2 ifadesinin 48. saat sonunda diistiigli goriilmiistiir. Fakat bunun
aksine Grup III’te 24. saatte diisiik olan protein ifadelerinin Grup IV te arttig1 saptanmustir.
Her iki MEK protein ifadesi de Grup V ve VI’da, sirastyla Grup III ve IV’e gore azalma ile
sonuglanmustir (Sekil 4.22).

MAPK4 gen ifadeleri bakimindan en yiiksek deger Grup III’de iken; en diisiik
deger Grup IV’te goézlenmistir. Grup I[I’de Grup I’e gbére zamana bagli olarak artig
bulgularina rastlanmistir. Buna karsin Grup III ve V’te yiliksek olan MAPK4 gen ifadesi
sirastyla Grup IV ve VI’da zamana bagl olarak diislis gdstermistir. Grup III, Grup V’ten
yiiksek iken; Grup IV, Grup VI'ten diisiik seviyede bulunmustur. Grup I’de, Grup V ve
VI’dan diisiik; Grup 1I’de, Grup V ve VI’dan yiiksek bulgulara rastlanmistir (Sekil 4.21).
MAPK4 gen ifadesi istatistiksel olarak degerlendirildiginde Grup 11, Grup I, IV ve VI’dan
farkli iken (P<.001); Grup III tiim gruplardan farkli bulundu (P<.001). Grup V’te ise Grup
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II ve IV’e gore istatistiksel fark goézlenmistir (P<.05). Grup IV ile VI ve Grup V ile VI
arasinda fark tespit edilmemistir (P<.05) (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.21. Gruplara ait MAPK4 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma).
*#%: P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlaml fark vardir.

Shimizu vd. (2009), %70 PH yapilmis yabanil tip farelere gére TNFR-1 KO
farelerde, MAPKKK3 gen ifadesinin arttigini ve 24 saat boyunca siirdiiglinii
bildirmislerdir. Yine ayni calismada MAPKKKK3, MAPKKK4 (MEKK4) ve MAPKS8 gen
ifadesinin PH sonrasinda 12-24 saat aras;; MAPKKKK4 gen ifadesinin ise 24 saat sonra da
artis gosterdigini soylemislerdir (Shimizu vd., 2009). Arastiricilar ayni ¢alismalarinda
MAPKKK3 gen ifadesinin PH’den 3 saat sonra yavas yavas azalmaya basladigini;
MAPKK3 gen ifadesinin ise PH sonrasinda 0-24 saat arasi azaldigini bildirmislerdir
(Shimizu vd., 2009). Makino vd. (2011) yaptiklar1 calismada farelerde %90 PH’den 3 saat
sonra MAPK9, MAPKK4 ve MAPKKK3 ifadesinin azaldigin1 vurgulamislardir. Ayni
callsmada MAPKKK3’lin tercihen ERK2/ERKI1’i aktive ettigi bildirilmistir. Bazi
arastiricilar, MKK4’tin baskilanmasinin, MKK7 gibi diger MAPK ailesi iiyeleri aktive
ettigini ve boylece Elkl1 ifadesi arttigindan hepatosit rejenerasyonunun da arttigini rapor
etmislerdir (Wuestefeld vd., 2013). Ayn1 ¢alismada MKK4’iin baskilanmasinin p-RAF1
ifadesini arttirdigini; RAF1 ve MEK?2 ifadesini azalttigini vurgulamiglardir (Wuestefeld
vd., 2013).
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RAF-1(73 kDa)

Ets-1(52 kDa)

MEK2 (50 kDa)

MEKT1 (48 kDa)

Elk-1(47 kDa)

—ERK1(44 kDa)
—ERK2 (42 kDa)

ERK1 (44 kDa)

SR oo

Sekil 4.22. MAPK yolagina ait protein ifadelerinin Westen Blot
analizlerinden elde edilen bant goriintiileri.

Bulgularimiz, gruplarimiza ait ERK1 gen ifadesinin Grup III’te en yiiksek, Grup
VI’da ise en diisiik oldugunu gostermistir. ERK1 gen ifadesinin, Grup II’de Grup I’e gore
zamana bagl olarak arttigin1 gostermistir. Fakat PH yapilan SF gruplari olan Grup IV’te
Grup II’e gore zamana baglh olarak azalma tespit edilmistir. Benzer sekilde ERK1 gen
ifadesi, PH yapilan karvakrol gruplari olan Grup VI’da Grup V’e gére zamana bagli olarak
azalma goriilmistiir. Grup V ve Grup VI, sirasiyla Grup III ve Grup IV’ten disiik
bulunmustur (Sekil 4.23). Istatistiksel degerlendirmelerimize gore, Grup III’iin ERK1 gen
ifadesi tiim gruplardan ¢ok ileri derecede anlamli fark gostermistir (P<.001). ERK1 gen
ifadesi bakimmdan Grup V ile Grup VI arasinda istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede
anlamli fark saptanmistir (P<.001). Grup V’in gen ifadesi, Grup I ve II’den istatistiksel
olarak ileri derecede anlamli fark sergilemistir (P<.01). Grup IV ile Grup VI arasinda
istatistiksel olarak ileri derecede anlamli fark bulunmustur (P <.01). Grup I ile Grup IV

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (P<.05). (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.23. Gruplara ait ERK1 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma). ***:
P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamli fark vardir.

ERKI1 ve ERKI+ERK?2 protein ifadelerinin Western Blot bulgulart Sham, SF ve
karvakrol gruplarinda 24. saatte yiliksek oldugu ve 48. saat sonunda zamana bagl olarak
azaldig1 yoniinde olmustur. ERK1 protein ifadesi, Grup V’te Grup III’e gore; Grup VI'da
Grup IV’e gore artis belirlenmistir. Ancak ERK2 protein ifadesinde ise Grup V’te Grup
[II’e gore azalma; Grup VI’da Grup IV’e gore artma tespit edilmistir (Bkz Sekil 4.22).

Yoshiya vd. (2014) yaptiklar1 ¢caligmada, farelerde %70 PH sonrasi 1, 3, 6, 12, 24.
saatlerde ERK1/2 protein ifadesinin yaklasik olarak aymi seviyede oldugunu rapor
etmisledir. Ancak PH’den 24 saat 6nce ve PH sonrasi i.p. olarak verilen F13A maddesinin
ERK1/2 fosforilasyonunu 3. saatte sadece PH yapilan gruba gore 2 kat arttifini
bildirmislerdir (Yoshiya vd., 2014). Baska bir ¢alismada ise farelerde %70 PH’den 12
sonra ERK fosforilasyonu DMSO ve CBZ gruplarn arasinda fark gostermemis; ERK
protein ifadesi, p-ERK ifadesinden fazla bulunmustur (Kawaguchi vd., 2013). Hamano vd.
(2014), 2/3 PH sonrast ERK1/2 protein ifadesi p-ERK1/2 ifadesinden daha yogun
bulunmustur. Ayni ¢alismada, kontrol grubu farelerinde p-ERK1/2 / ERK1/2 oran1 PH’den
24, 36, 48 saat sonra zamana bagli olarak artmistir (Hamano vd., 2014). ERK1/2
fosforilasyonu kontrol grubu farelerinde PH’den 24 saat sonra saptanmis ve 48. saate kadar

stirmiistiir; fakat PH’den 24 saat sonra yiiksek yagl diyetle beslenen farelerde ERK1/2
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fosforilasyonu goriilememistir (Hamano vd., 2014). Bazi arastiricilar, yabanil tip ve
transgenik farelerde 2/3 PH’den 8 sonra ERK protein ifadesinin, p-ERK ifadesinden fazla
oldugunu bildirmislerdir (Quétier vd., 2013). Buna ek olarak; PH’den 8 sonra transgenik
farelere gore, yabamil tip farelerde ERK fosforilasyonun daha yiiksek oldugunu
vurgulamiglardir (Quétier vd., 2013). Pajaud vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada yabanil tip
farelerde ERK1/2 aktivasyonu 2-6 saat, 24-36 saat, 44-48 saat olmak tizere 3 ayri zaman
araliginda artis gostermistir. Ayni arastiricilar, Gstpl/2 geni susturulmus farelerde ise
sadece 2-6 saat aras1 ERK1/2 aktivasyonu oldugunu, diger saatlerde aktivasyon olmadigini
belirtmislerdir (Pajaud vd., 2015). Yapilan bagka bir ¢alismada, ERK protein ifadesinin
eritropoietin uygulamast yapilmis sicanlarda %70 PH’den 48 saat sonra, salin grubu

siganlarina gore 6nemli derecede arttigi savunulmustur (Greif vd., 2010).

RT-PCR sonuglarimiza gore, Elk1 gen ifadesinin Grup II’de Grup I’e gore arttigi
saptanmistir. En yiiksek Elkl gen ifadesi Grup III’te; en diisiikk ifade ise Grup VI’da
goriilmiistiir. Grup I ve II, Grup IV, V ve VI'dan yiiksek seviyelerde gozlendi. PH yapilan,
SF uygulamas1 yapilmis gruplarda 24. saatte yiiksek seviyede olan Elkl gen ifadesi 48.
saat sonunda diisiis gostermistir. Benzer sekilde, Grup V’e gore zamana bagli azalma Grup
VTI’da da gozlenmistir. Ayrica Grup III, Grup V’ten; Grup IV ise Grup VI’dan daha yiiksek
Elk1gen ifadesi vermistir (Sekil 4.24). Grup IV ve V’in Elk1gen ifadesi istatistiksel olarak,
Grup II ve III’iin ifadesinden farkli bulunmustur (P<.001). Grup VI’nin Elk1gen ifadesinin
ise Grup I, II ve II’in ifadesinden istatistiksel olarak farkli oldugu tespit edilmistir
(P<.001). Grup I, Grup [II’ten; Grup VI ise, Grup IV ve V’ten farkli bulundu (P<.01).
Grup I’de ise, Grup II, IV ve V’ten anlamli fark gozlenmistir (P<.05) (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.24. Gruplara ait EIk1 gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma). ***:
P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamli fark vardir.

Elkl protein ifadesi sonuglarina gore Sham ve karvakrol gruplarinda 48. saate
dogru bir azalma oldugu saptanmistir. Ancak bunun aksine SF gruplarinda, 24. saatte
diisiik olan Elk1 protein ifadelerinde 48. saate dogru bir artma oldugu belirlenmistir.
Ayrica, Elk1 protein ifadesi Grup V’te, Grup III’ten; Grup IV’te, Grup VI’dan daha yiiksek
seviyede bulunmustur (Bkz Sekil 4.22).

Bazi arastiricilar, 2/3 PH sonrasi karaciger Orneklerinde yaptiklar1 mikroarray
analizi sonucunda, EIk gen ifadesinin 24. satte en yiiksek seviyeye ulastigini, sonra
diistiigiinii ve 72. saate dogru tekrar yiikseldigini rapor etmislerdir (Chang vd., 2014; Guo
vd., 2014).

Bulgularimiz dogrultusunda Etslgen ifadesi Grup III’te en yliksek; Grup IV’te en
diisiik degere ulasmistir. Sham gruplarinda, PH yapilan SF ve karvakrol uygulamasi
yapilmis gruplarda 24. saatte yiiksek olan Etsl gen ifadesinin 48. saat sonunda azaldig:
goriilmiistiir. Grup V’te, Grup III’ten diisiik; Grup VI’da ise Grup IV’ ten yiiksek Ets1 gen
ifadesi tespit edilmistir. Ayrica Grup V, Grup I ve II’den yiiksek; Grup IV, Grup I ve
[I’den diisik deger sergilemistir (Sekil 4.25). Calismamizda, Grup III’iin Etsl gen
ifadesinde diger gruplardan (P<.001); Grup IV’in ifadesinde ise Grup I ve V’in
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ifadesinden istatistiksel olarak fark tespit edilmistir (P<.001). Etslgen ifadesi Grup V’de,
Grup II ve VI’dan farkli bulunmustur (P<.01). Grup Iile VI arasinda da istatistiksel olarak
fark gozlenmistir (P<.01). Grup II, Grup I ve V’ten fark belirlenmistir (P<.05). PH sonrasi
48. saat gruplar1 olan Grup IV ile VI arasinda Etsl gen ifadesi bakimindan istatistiksel
olarak bir fark gézlenmemistir (P<.05) (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.25. Gruplara ait Etsl gen ifadesi (Ortalama + Standart sapma). ***:
P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01
Zamana gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlaml fark vardir.

Ets1 protein ifadesi sonuglarina gore Sham ve karvakrol gruplarinda 48. saate dogru
bir azalma oldugu saptanmistir. Ancak bunun aksine SF gruplarinda, 24. saatte diisiik olan
Ets1 protein ifadesinde 48. saate dogru bir artma oldugu belirlenmistir. Ayrica Ets] protein
ifadesi Grup V’te, Grup II’'ten; Grup IV’te, Grup VI’dan daha yiiksek seviyede
bulunmustur (Bkz. Sekil 4.22).

Terada vd. (2005) yaptiklar1 ¢aligmada 1 saat iskemi ve 3, 6, 12, 24, 48, 72 saat
reperfiizyon sonrasi, Ets] mRNA ifadesinin 3-12 saat arasi; protein ifadesinin ise 6-24 saat
arasi artig gosterdigini bildirmislerdir. Buna karsin Tanaka vd. (2004) 1 saat iskemi ve 6,
12, 24, 48, 72 saat reperfliizyon sonrasi Ets-1 mMRNA ve protein ifadesinin 6 ile 24 saat

arasi artig gosterdigini ifade etmislerdir.
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Cizelge 4.3. MAPK yolagina ait gen ifadelerinin Ortalama + Standart sapma
degerleri.

Sham SF Karvakrol

| 1 1l v \Y Vi

24 s 48 s 24 s 48 s 24 s 48 s

RAF-1 | 0,65+0,14 0,99+0,059 | 1,33+0,09 0,95+0,05"* | 0,32+0,01" 0,23+0,003"
MEK1 |0,57+0,08 0,80+0,13 | 1,28+0,07 0,93+0,07""" | 0,53+0,10" 0,28+0,02" "
MEK2 | 0,62+0,11 1,15£0,02 | 1,36x0,11 0,97+0,03" | 1,51+0,43  0,60+0,09 "
ERK1 |0,50+0,03 0,56+0,12 | 1,29£0,04 0,71+0,08"" | 0,87+0,16 ~  0,45+0,12"**"*
MAPK4 | 0,55+0,09 1,78+0,06 | 3,04+0,70 0,37+0,02""* | 1,02+0,24"  0,65+0,04

Elk1 1,10£0,13  1,42+021 | 1,55+0,20 0,80+0,09" | 0,80+0,16"  0,30+0,06 "

Etsl 0,52+0,05 0,30+0,13 | 1,37+0,14 0,18+0,07"" | 0,54+0,06"" 0,25+0,008""

*¥%: P<.001 SF’e gore; +++: P<.001 Zamana gore; **P<.01 SF’e gore; ++: P<.01 Zamana
gore; *: P<.05 SF’e gore; +: P<.05 Zamana gore anlamh fark vardir.

Literatiir bilgilerine bakildiginda, STAT3, SOCS3 ve c-Myc gen ifadelerinin PH
sonrasi ilk 4 saat icinde arttig1 ve ardindan zamana bagli olarak 72. saat sonunda azaldigi
gozlenmistir (Lonati vd., 2013). Buna karsilik ayn1 ¢alismada IL-6 gen ifadesinin ise PH
sonrast ilk 24 saat i¢inde artti1 ve ardindan zamana bagl olarak 72. saat sonunda azaldig1
gozlenmistir (Lonati vd., 2013). limuro ve Fujimoto (2010), PH’den sonra ilk 24 saat
icinde NF-kB’nin DNA’ya baglanma aktivitesinin arttigin1 vurgulamiglardir. Bagka bir
calismada ise 24. saatte yiiksek olan ERK gen ifadesinin 30. saatte diistiigli, 36. saatte
tekrar attigi bildirilmistir (Xu vd., 2012). Ayni1 ¢alismada, Elkl gen ifadesinin ise 24-30
saat aras1 zamana bagli olarak artt1g1, ardindan azaldig: tespit edilmistir (Xu vd., 2012). Bu
arastirmalara paralel olarak, calismamizda RT-PCR analizlerinden elde edilen IL-6/STAT3
ve MAPK yolagina ait s6z konusu genlerin Akitn-f’ya gore artig-azalislar1 Cizelge 4.4’te

verilmistir.
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Cizelge 4.4. IL-6/STAT3 ve MAPK yolaklarina ait gen ifadelerinin artis ve azahslari.

Grup
Gen
NF-kB
IL-6
STAT3
SOCS3
c-Myc -0,21122
Rafl -0,00328
MEK1 -0,2062
MEK2 0,158404
MAPK4
ERK1

Elk1l 0,100812

Etsl

- ifadesi artan genler,

0,24
-0,12927
-0,04632
-0,06352

-0,0302

-0,28642
-0,20712

-0,30921

0,0229
-0,1391
-0,20023

- ifadesi azalan genler
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5. SONUC VE ONERILER

Sicanlarda parsiyal hepatektomi sonrasi uyarilan karaciger rejenerasyonuna
karvakrolin IL-6/STAT3 ve MAPK vyolaklar {izerinden etkisi arastirilmistir. Elde
ettigimiz sonuglara gore ip olarak letal dozda uygulanmasina ragmen karvakrol, PH sonrasi

rejenerasyonu pozitif yonde etkilemistir.

Sonug olarak ¢alismamizda, %70 PH’den 1 saat dnce ip olarak tek doz uygulanmis
olan karvakroliin sican karacigerinde rejenerasyonu artirarak/hizlandirarak fonksiyonel
yetmezligi ortadan kaldirdig: diisiincesine varilmistir. Ustelik bu diisiincemiz histopatolojik
degerlendirmelerimiz yaninda IL-6/STAT3 yolaginda gorevli NF-«kB, IL-6, STATS,
SOCS3 ve c-Myc’nin gen ve protein ifadeleri ile desteklenmistir. Karvakrol, bu yolaktaki
olumlu etkisini, MAPK yolagindaki gen ve protein ifadeleri iizerine de gostermistir.
Karvakroliin bu rejeneratif etkisinin tamamlayici tip uygulamalar1 agisindan Onemli
olabilecegini, calismamiza ek olarak karvakroliin ayni deneysel modelde, bu yolak
tizerinden farkli zaman ve dozlardaki etkilerinin de arastirilmasinin katki saglayabilecegi

goriisiindeyiz.
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Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimi / Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Ogretim iiyesi Yard. Dog. Dr. Mustafa UYANOGLU’n un arastirma
yiiriitiiciisii oldugu 335/2013 kayit numarah ve “Sican karacigerinde parsiyal hepatektomi sonrasi
karvakroliin 1l-6/stat-3 yolagima etkisi” konulu galisma; tarafimizdan degerlendirilmistir.

Deneyde, ortalama agirliklari 250+30 gr olan Wistar albino irki 3 ayhk erkek siganlar
kullamlacaktir. Bu deneklerden rastgele segilerek her grupta n=6 olacak sekilde 6 adet galisma grubu
olusturulacaktir. Bu gruplar;

GRUP I: Sham kontrol grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilmeden sadece
cerrahi strese maruz birakilacaktir. Cerrahi islemden 24 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.

GRUP 1I: Sham kontrol grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilmeden sadece
cerrahi strese maruz birakilacaktir. Cerrahi islemden 48 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.

GRUP II: Serum fizyolojik (SF) grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilecektir.
Parsiyal hepatektomiden 1 saat énce 1ml SF periton igine enjekte edilecektir. Cerrahi islemden 24 saat
sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.

GRUP IV: Serum fizyolojik (SF) grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilecektir.
Parsiyal hepatektomiden 1 saat nce 1ml SF periton igine enjekte edilecektir. Cerrahi islemden 48 saat
sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.

GRUP V: Karvakrol grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gerceklestirilecektir. Parsiyal
hepatektomiden 1 saat énce 73 mg.kg-1 karvakrol periton igine enjekte edilecektir. Cerrahi islemden
24 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacaktir.

GRUP VI: Karvakrol grubu olup parsiyal hepatektomi islemi gergeklestirilecektir. Parsiyal
hepatektomiden 1 saat dnce 73 mgkg-1 karvakrol periton igine enjekte edilecektir. Cerrahi islemden
48 saat sonra diseksiyon islemi uygulanacakuir.

Anestezi ve Cerrahi islemler:

Tiim cerrahi islemler steril ortamda ve steril cerrahi aletler kullanilarak gergeklestirilecektir. Deney
gruplarina ait hayvanlarin anestezisi, kas igine 10 mg.kg-1 ksilazin ve 70 mg.kg-1 ketamin verilerek
saglanacaktir. Parsiyal hepatektomi yapilacak deney hayvani, sirt iistii pozisyonda, sicakligi 1lik ve
sabit olan diseksiyon tablasina tespit edilip islem baslatilacaktir. Cerrahi uygulama bolgesi %70°lik
etilalkol ile temizligi yapilip Higgins ve Anderson’un (1931) teknigiyle parsiyal hepatektomi
gergeklestirilecektir. Buna gore, deney hayvaminin karin bélgesinde viicuda paralel 2-3 em’lik bir orta
hat kesisi yapilacak ve karaciger loplarii birbirine baglayan zarlar ayrilarak karacigerin yaklagik
9%68- 70 oraninda kiitlesini teskil eden ondeki sag. orta ve sol yan loplar ayrilacaktir. Bu loplara ait
hepatik arter, ven ve safra kanallarinin etrafindan atravmatik ipek iplik gegirilerek baglanacak ve bagin
lop tarafindan ve hemen iistiinden kesim gergeklestirilecektir. Her bir hayvana yapilan cerrahiden
sonra kaybolan sivinin hipovolemik etkilerine engel olunmasi i¢in karin bosluguna steril serum
fizyolojik verilecektir. Laporoktomi bélgesi, kas ve deri kesileri ayri ayri fakat devaml olarak 4/0 ipek
siitiirle dikilerek kapatilacak ve antiseptik soliisyon ile temizlenecektir. Cerrahi islem gormiis her bir
deney hayvani kimyasal sterilizasyonu yapilmis, tek bireylik, polikarbonat bilesimli ve seffaf
nitelikteki kafeslere ayri ayri koyularak diyet degisikligi yapilmaksizin gruplara bagli olarak 24 ve 48
saat boyunca yasatilacaktir. Siire sonunda deney hayvanlari, kalpten biitiin kanin alinmas yoluyla
6ldiiriilecek ve midline laporoktomi gergeklestirilerek karaciger doku 6rnekleri alinacaktir. Kullanilan
yontemler uluslararasi standardi olan yontemlerdir. Gerekli literatiirler verilmigtir. Calismanin
yapilmasinda, Komisyonumuzun olumsuz goriisii bulunmamaktadir.
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