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1. GIRIS

Yaslanma, bireyin hastalik gelisimine yatkinligin1 artiran molekiiler,
hiicresel ve fizyolojik degisikliklerle karakterize edilen ¢ok faktorlii bir siiregtir [1,
2]. Yaslh niifusun artmasi sonucu, 2010°da 524 milyon olan 65 yas ve iistii bireylerin
sayisinin, 2050'de yaklasik 1,5 milyara yaklagmasi beklenmektedir. Beklenen
yasam siiresinin artmasi ile birlikte yaghilarda goriilen kronik hastaliklar da
artmaktadir [3]. Yaslanma fibrozis i¢in risk faktorii olarak kabul edilir ve bu siireg
ile 1iliskili olan karaciger fibrozisi, kronik karaciger hastaliklarinin artan
prevalansina ve ciddiyetine katkida bulunur [4]. Fibrozis tedavi edilmediginde;
portal hipertansiyon, karaciger yetmezligi ve karaciger kanseri gibi ciddi
komplikasyonlar1 olan siroz ile sonug¢lanabilir. Karaciger fibrozisi i¢in etkili ilag
olmamasi, nakil yapilmak zorunda kalinmasi ve naklin yasa bagli komorbiteler
nedeniyle basari sansinin az olmasi énemli sorunlardir [5].

Yaslanma siirecinde karacigerde, belirgin yapisal fonksiyonel degisiklikler
gozlenir [6]. Ilerleyen yasla beraber bu degisiklikler karacigerde fibrozise
duyarlilig1 artirir. Karaciger fibrozisi kronik hasara yanit olarak ekstraselliiler
matriks (ECM) ve kolajen proteinlerinin birikimi ile birlikte geri donebilen bir
stirectir. Karaciger hasar1 oldugunda, ECM'nin bilesimi ve yogunlugu degisir. ECM
bilesenlerinin tiretimi neredeyse 6-8 kat artar. Fibrojenik olmayan tip IV kolajen,
fibrojenik tip I ve II kolajen ile degistirilir ve hiicre dis1 matrikse fibronektin,
hyaluronik asit ve alfa diiz kas aktin (a-SMA) salgisina yol acar. Karaciger

parankimi ilerleyici skar dokusu ile yer degistirir [7-9].



D-galaktoz kaynakli yaglanma modeli dogal yaslanma siirecine benzemesi,
uygulamasinin kolay olmasi ve deney siiresi boyunca hayvanlarin hayatta kalma
oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle yaygin olarak tercih edilen bir modeldir.
Viicutta D-galaktoz, galaktoz oksidaz tarafindan hidrojen peroksit (H2O>)
olusturmak {izere oksitlenir. D-Galaktoz yaslanma modelinin, karaciger fonksiyon
parametrelerini bozdugu ve fibrojenik yanit1 aktive ettigi gosterilmistir [10-13]. D-
Galaktozun kronik uygulamalarinin karacigerde oksidatif stres {izerinden
inflamatuvar siirecleri aktive ettigi bilinmektedir [10].

Uzun yasam proteini olarak adlandirilan sirtuinler, genom stabilitesini ve
homeostazisi devam ettirme 6zelligi ile yasam siiresini arttirabilen, Nikotinamid
Adenin Diniikleotid (NAD) bagli simif III histon/protein deasetilaz ailesinin
tiyelerindendir. Tanimlanan yedi sirtuin (SIRT) proteini vardir. Ailenin {iyelerinin
yaslanma iizerinde rolleri farklidir. SIRT2 seviyeleri yaslanma ile artis gosterir.
SIRT2nin, 6zellikle beyinde, hipokampus ve oligodendrositlerde yasa bagl olarak
arttigr [14], bdobrek, pankreas, testis, karaciger ve yag dokusunde ifade edildigi
gosterilmigtir [15]. SIRT2 karaciger fibrogenezinde kritik rol oynar ve insan
fibrotik karaciger hiicrelerinde ekspresyonu artar [16].

TGF-B, Wnt/B-katenin ve PDGFB sinyalleri yaslanma ile artmakta ve
karaciger yildiz hiicreleri (HSC) aktivasyonunda rol oynamaktadir. TGF-f
sinyalindeki artig, hiicre dejenerasyonuna, doku fibrozisine, inflamasyona,
rejenerasyon kapasitesinin azalmasina ve metabolik islev bozukluguna yol agabilir
[17]. Hayvan modellerinde ve insanlarda viral hepatit dahil fibrotik karaciger

hastaliklarinda serum ve karaciger dokusunda TGF-f diizeylerinin arttig1



belirtilmistir. TGF-B’nin asir1  ekspresyonunun, dokularda belirgin fibrotik
degisiklikleri indiikledigi, = Wnt/B-katenin sinyal aktivasyonunun karaciger
fibrozisine neden oldugu gosterilmistir [18-21]. B-katenin sinyalindeki
degisikliklerin, fibrozis igin gerekli olan yildiz hiicrelerinin aktivasyonuna yol

actig1, inhibe etmenin tedavi edici faydalari ¢caligmalarla gosterilmistir [22, 23].

Farelerde, asetaminofen kaynakli karaciger hasart modelinde, SIRT2
inhibisyonu hepatotoksisiteyi onemli Ol¢iide azaltmistir [24]. AGK2 (2-Cyano-3-
(5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl)-N-5-quinolinyl-2-propenamide)  uygulamasi;
karbon tetrakloriir (CCl 4) ve tiyoasetamid (TAA) tarafindan indiiklenen karaciger

hasari modelinde karaciger fibrozunu azaltmistir [16].

SIRT2 inhibisyonu, TGF-B1 tarafindan indiiklenen SMAD2/3'lin
fosforilasyonunu azaltarak fibrozisi azaltmistir [25]. SIRT2'nin B-katenin ile
etkilesime girerek, [-katenin aracili transkripsiyonel gen aktivasyonunu
baskiladig1, Wnt sinyal yolunu engelledigi ortaya konmustur [26].

SIRT?2 inhibisyonunun in vitro ve in vivo modellerde fibrozisi baskiladigini
gosteren caligsmalar mevcuttur [27, 28]. SIRT2 insan karacigerlerinde
kolajen1 Al ve a-SMA ekspresyonu i¢in kritik olan ERK aktivasyonunu
diizenleyerek fibrogenezi arttidig1 gosterilmistir [16].

D-galaktozun  inflamatuvar  yamit1  tetikledigi  belirtilmistir. D-
galaktoz verilen hayvanlarin , karaciger dokularinda TNF-q, IL-6, IL-1p, NF-xB,
NOS ve siklooksijenaz 2 (COX2) gibi inflamatuvar belirteglerde artig

gbzlenmistir [10, 29].



SIRT2 karacigerde inflamasyona neden olurken, SIRT2 inhibiyonunun
CCl4ile indiiklenen fibrotik fare karacigerinde inflamasyonu azalttigi
gosterilmistir [16].

Calismamizda, D-galaktoz uygulamasinin karaciger dokusunda yapisal,
fonksiyonel degisikliklere etkisi ve SIRT?2 ile iligkisi arastirilmistir. Ayrica AGK-2
ile yapilan SIRT?2 inhibisyonunun karaciger fonksiyon parametreleri, fibrotik sinyal
yolaklar1 ve inflamatuvar sitokinler iizerindeki etkileri belirlendi. SIRT2 ve fibrozis
ile ilgili caligmalar literatiirde ¢ok kisithidir. Dolayisiyla, bu calisma ile ortaya
konabilecek muhtemel iligkiler, parametreler arasindaki korelasyonlar karaciger
yaslanmasina ve fibrozisi kontrol eden yolaklarin aydinlatilmasina 6énemli katki
saglayacaktir.

Bu baglamda calisma i¢in belirlenen spesifik hedefler sdyledir:

1- D-galaktoza bagli yaslanma modelinde karaciger dokusunda izlenen
karaciger indeksi (karaciger agirhigi/viicut agirligl), biyokimyasal (ALT,

AST, trombosit miktar;, AST-ALT Orani, AST-Trombosit Orant Indeksi

(APRI), lipid paneli (LDH, HDL, VLDL, total kolestrol, trigliserit),

histolojik, fibrotik degisiklikler (kolajen 1,3 ve a-SMA) ve Fibronektin, -

katenin, SIRT-2’nin immiinohistokimyasal analiz ile belirlenmesi

2- Yaslanma modelinde karaciger SIRT2 diizeyi western blot, NFkB diizeyi,
paraksonaz, IL1P ve IL 6 diizeyi ELISA ile TGF B, B-katenin genlerinin
ifade diizeyinin gercek zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmesi

ve bu parametrelerin SIRT?2 ile iliskisinin kurulmasi



3- SIRT2 inhibisyonunun karaciger dokusunda, biyokimyasal ve histolojik
parametreler, TGF B,  katenin, PDGFB ve SIRT2 aktiviteleri iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi ve korelasyonlarin arastirilmasi hedeflenmektedir.
Ayrica bu ¢alismadan elde edilecek sonuglar yaslanma siirecinde insidansi
belirgin olarak artan kronik karaciger hastaliklarinin o6nlenmesi ve

tedavisinde yeni hedefler tanimlanmasini da saglayabilecektir.

Calismamizda, 10 hafta boyunca subkutan D-galaktoz (150 mg/kg)
uygulamasi ile olusturulan kolaylastirilmis yaslanma modelinde karaciger
dokusunda yapisal, fonksiyonel, biyokimyasal degisiklikler ve fibrozis
mekanizmasi ile SIRT2 inhibitérii olarak AGK-2 uygulamasinin, bu siirece olan

etkisinin arastirilmasi amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yaslanma

Yaslanma, bir¢ok organ sistemindeki asamali yapisal degisikliklerin yani
sira hiicresel fonksiyonun kademeli olarak azalmasi ile karakterize dogal, ilerleyici
bir siirectir. Ayn1 zamanda kalp, bobrek, norodejeneratif hastaliklar, kanser ve
diabetes mellitus gibi birgok kronik hastalifin gelismesinde Onemli bir risk
faktoriidiir [30, 31]. Tiim diinyada yasl niifus oran1 artmaktadir. Birlesmis Milletler
raporuna gore 2015 yilinda 60 yas ve tlizeri %12 iken 2050 yilinda %22
beklenmektedir [32]. Yaslilikta izlenen hastalik sikligindaki bu artig, bazi hastalik
mekanizmalar ile yaslanma mekanizmalar1 arasinda benzerlikler olabilecegini
diistindiirmektedir. Dolayisiyla yaslanma siirecinin geciktirilmesine yonelik
hedeflerin belirlenmesi, zamanla gelisebilecek degisiklikleri dnlemede Onemli
olacaktir.

Karaciger, makro besinlerin metabolizmasi, lipid ve kolesterol homeostazi,
protein sentezi, kan hacminin diizenlenmesi, kan pihtilagsmasi icin gerekli ¢esitli
faktorlerin sentezi, biiylime sinyal yollarinin endokrin kontrolii ve ¢ok sayida
sinyal yolunun modiilasyonu, immiinolojik fonksiyonlar, ilaglarin ve diger
ksenobiyotiklerin metabolizma ve detoksifikasyonundan sorumlu viicudun en
bliylik organmidir [33]. Yasa bagh olarak karaciger hacim, kan akimu,
fonksiyonlarinda goriilen azalma yapisal ve hiicresel degisimler fibrozisle
sonuclanabilir. Yaslanma, karaciger fibrozunun ilerlemesi i¢in 6nemli bir risk

faktoriidiir [34].



2.1.1. Yaslanma ve Karaciger

Karacigerde yasa bagh degisikliklerden en belirgin olan morfolojik 6zellik
hacmindeki azalmadir. Sekil 2.1°de goriildiigli gibi, karaciger hiicrelerinin hacmi,
olgunluga yaklastikca kademeli olarak artarken yaslanma ile azalmaya bagslar [35].
Yaslanma ile birlikte karaciger hacmi %20-40 azalmaktadir. Bu durum karaciger
kan akimindaki azalmayla iliskilidir [36, 37]. Yaslanma ile 65 yas ve iizerindeki
bireylerin, karaciger kan akimi, 40 yas ve altindakilere kiyasla yaklasik %35
oraninda azalir. Kan akimindaki ve hacimdeki degisiklikler karaciger
metabolizmasini etkilemektedir [38].

Yaslanma; siniizoidal endotel hiicrelerinin kalinliginda %50 artma,
endotelyal fenestralarin sayisinda ve ¢apinda azalma, perisiniizoidal bazal laminada
kolajen birikimi, von Willebrand faktdr ve kolajen ekspresyonunda artis, caveolin-
1 ekspresyonunda azalma ile birliktedir [39].

Stellat hiicre; Ito hiicresi, yag depolayan hiicre, perisiniizoidal hiicre, y1ldiz
hiicre veya liposit olarak da bilinmektedir. Disse'nin hiicre dis1 boslugunda bulunan
siniizoidal endotel hiicreleri saran uzun sitoplazmik uzantilara sahip bir
perisittir. Iito hiicresi, A vitamini agisindan zengin bircok lipid damlaciklari
icerir. Bir¢ok kronik karaciger hastaliginin erken evrelerinde, aktive olur ve kolajen
gibi hiicre dis1 matris bilesenleri iireterek fibrozise katkida bulunan bir hiicredir.
Stellat hiicre aktif duruma gegtiginde, lipit damlaciklarint kaybeder ve
miyofibroblastik hale gelir [40]. Yaslanma, stellat hiicreler, igerdikleri lipid

damlaciklarinin boyutunda ve sayisinda artisa neden olmaktadir [41].
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Sekil 2.1.Yas ile karaciger hastaliklar1 iligkisi [4].

Hepatositlerin vakuolasyonu ve multifokal nekroz ve apoptoz artig1 yani sira
sira  hepatosit kordonlarinin 1smsal  diizenleniminde bozulma, hepatosit
dejenarasyonu ve karaciger sinuzoidlerinde dilatasyon yaslanmaya esik eden diger
degisikliklerdir. Yaslanma ile ECM’de; Fibrojenik olmayan tip IV kolajen,
Fibrojenik tip I ve III kolajen ile degistirilir ve hiicre dis1 matrikse fibronektin,
hyaluronik asit ve a-SMA salgisi artar [8, 9]. Hepatositlerin bazal membranindaki
mikrovilluslarin yami sira endotelyal hiicre pencereleri kaybolur. Yaslanma
karacigerde hiicresel olarak, poliploidi (¢ekirdekler), karaciger hiicreleri i¢inde
yogun cisimciklerin (lipofuscin) birikmesi, diiz endoplazmik retikulum alani,
mitokondri sayisi ve islevinin azalmasina yol acar [36]. Yaslanma, karaciger

sintizoidal endotel hiicreleri (LSEC'ler), Kupffer hiicreleri ve yildiz hiicreleri



(HSC'ler) iizerinde etkilidir [35]. Yaslt bireylerin karacigerinde poliploid
hepatositlerin oran1 %42'ye yiikselir [42, 43]. 24 aylik farelerin karacigerlerinde
poliploidi ile genislemis ¢ekirdekler igeren hepatosit sayisinin arttig1, gézlenirken;
bu durum geng farelerde gézlenmemistir [44].
2.2. Karaciger Fibrozisi

Yaslanma ile iliskili olan karaciger fibrozisi, kronik karaciger hastaliklarinin
prevalansinin ve siddetinin artmasina katkida bulunur [4]. Sekil 2.2 de gosterildigi
gibi, klinik agidan biiyiik 6nem tasiyan karaciger fibrozisi tedavi edilmedigi
takdirde, karaciger sirozu ve hepatoselliller karsinoma (HCC) kadar
ilerleyebilmektedir [45]. Siroz ve hepatoselliiler kanser hastalar1 sosyal ve finansal
yiik olusturur. Karaciger hastaliklari, diinya capinda her yil yaklasik 2 milyon
6limden sorumludur; bunlarin yarisi siroz komplikasyonlarindan, kalani ise viral
hepatit ve HCC'den kaynaklanmaktadir [46]. Siroz ve HCC su anda diinya ¢apinda
en yaygin 11. ve 16. 6lim nedeni olarak kabul edilmektedir. Birlikte diinya

capindaki tiim Sliimlerin %3,5'ini olustururlar [47].



Artan prevelans;

Artan duyarhhk; Ol dta

Alkol Yaslanma Insdlin Direnci
llaglar Hucresel Yaslanma
Toksinler

Lipid Birikimi
Mitokondriyval disfonksiyen

- v

! =
Stellat HOcre Aktivasyonu Inflamsasyon, Otolg Steatoz
h i . + " -
Fibirarxis l B, | inflamasyon |
Kronik Hepatit s
Karaciger Transplant « Siroz * Giam
: Hepatoseliiler karsinom *

Sekil 2.2.Yaslanmanin karacigerde fibrotik yanita karst duyarliligi arttirma
mekanizmasi [2, 48].

Karaciger fibrozisi, karaciger hasarin1 takiben hiicre ECM birikimi ile
karakterize edilen geri doniisiimlii bir yara iyilesme yanitidir. Yanit akut veya kendi
kendini smirhiyor ise, bu degisiklikler gecicidir ve karaciger yapist normal
kompozisyonuna geri doner. Hasar devam ederse, kronik inflamasyon ve ECM
birikimi ile karaciger parankimi ilerleyici skar dokusu ile yer degistirir.

Karaciger fibrojenezi, miyofibroblast aktivasyonu ve proliferasyonu ile
baglatilir. Aktive edilmis miyofibroblastlar, hasarli karacigerdeki ECM'nin ana
kaynagini olusturur. Sekil 2.3’de goriildiigii gibi, karaciger fibrozisinin etiyolojisine
bagl olarak farkli hiicre tipleri (endojen portal fibroblastlar, fibrositler, kemik iligi
kaynakl1 hiicreler) miyofibroblastlar1 aktive edebilir. Ancak aktive stellat hiicreler
fibrotik karacigerdeki miyofibroblastlarin ana kaynagidir [49]. Normal karacigerde,
HSC'ler Disse boslugunda bulunur. Karaciger hasar1 sonucunda aktive olarak,
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miyofibroblast benzeri hiicrelere transdiferansiye olur. Bdylelikle kontraktil,
proinflamatuvar ve fibrojenik Ozellikler kazanir. Aktive HSC'ler (aHSC'ler)
karacigerde 6nemli bir kolajen kaynagidir, fibrotik karacigerdeki toplam fibriler
kolajen I'in %80’ini olusturur [50, 51].

Sirotik karacigerin, saglikli bir organdan alt1 kata kadar daha fazla kolajen
ve proteoglikan igerdigi bilinmektedir. Aynmi zamanda ECM proteinlerini,
metaloproteinazlarin  doku inhibitorlerini  ve matriks metalloproteinazlar
(MMP'ler) bol miktarda salgilayabilirler [52]. HSC'lerin aktivasyonunda biiyiime
faktor sinyalleri (PDGF, EGF, TGF -a) onemli bir role sahiptir. Bu biiylime
faktorleri, ECM'nin yeniden sekillenmesini tesvik ederek kolajen olusumuna neden
olur. Karaciger fibrozu sirasinda, 6zellikle kolajen I ve III agisindan son derece
zengin olan ekstraseliiler matriksin stirekli birikimi, skar birikimine ve karaciger

fibrozisine yol agar [26, 53].
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Sekil 2.3. Stellat hiicre aktivasyonu ve miyofibroblast kaynaklari [5].

HSC aktivasyonu ve fibrozis ilerleme siirecinde, Doniistiirlicii Biiylime
Faktorii Beta (TGF-f), Platelet Tiirevli Biiyiime Faktorii (PDGF), WNT/B-katenin
sinyal yollar1 6nemli roller oynamaktadir.

2.3. Karaciger Fibrozis Sinyal Yolaklar:
2.3.1. TGF-p sinyali

TGF-B sinyal yollar, doku ve organlarin homeostazi i¢in gerekli olan
cogalma, farklilasma, go¢ veya hiicre 6limii dahil olmak {izere farkli hiicresel
sireclerin diizenlenmesinde ve ¢esitli patolojik durumlarda 6nemli roller oynar.
TGF-B1 sinyali, karaciger fibrogenezinde stellat hiicrelerin aktivasyonuna neden
olan 6nemli ana sinyal yolu olarak bilinmektedir. TGF-B1 plazma seviyesinin, geng
ve yagli insanlarda karsilastirildiginda yaslanma ile arttig1 gosterilmistir [54]. TGF-

B sinyalindeki artisin, hiicre dejenerasyonuna, doku fibrozisine, inflamasyona,
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rejenerasyon kapasitesinin azalmasina ve metabolik islev bozukluguna sebep
oldugu belirtilmistir [17]. Hayvan modellerinde, TGF-B’nin asir1 ekspresyonunun,
cesitli dokularda belirgin fibrotik degisiklikleri indiikledigi gosterilmistir [18].
Viral hepatit dahil fibrotik karaciger hastaliklarinda serum ve karaciger dokusunda
TGF-B diizeylerinin yiikseldigi bulunmustur. TGF-B, karaciger hasarindan
inflamasyon ve fibrozise, fibrozisden siroz gelisimi ve hepatoseliiler karsinoma
kadar hastaligin ilerleme siireclerinin tiim agsamalarina 6nemli rol oynamaktadir [5,

19-21].

Sekil 2.4. TGF-B1 ile SMAD yolunun aktivastonu [5].

TGF-p ailesi; TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 olmak {izere {i¢ benzer yapisal
proteinden olusur. TGF-P reseptorleri; tip I reseptorii (TBRI) ve tip II reseptorii
(TBRII) olmak iizere TGF-B ‘nin sinyal iletimine aracilik eden serin-treonin kinaz
ailesine ait reseptorlerdir. TGF-p ailesi iiyeleri (TGF-B1, -B2 ve -B3) cesitli fibrotik
hastaliklarda indiiklenir ve aktive edilir. TGF-beta'nin ii¢ izoformu arasinda, alt tip
TGF-B1, matriksi parcalayan proteolitik enzimlerin sentezini inhibe ederken, hiicre

dis1 matriks proteinlerinin liretimini indiikleyerek karaciger fibrozis patogenezi ile
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iliskilendirilmistir. TGF-B1, {ic mekanizma yoluyla fibrogenezi destekler. ilk
olarak, matris metalloproteinazlart (MMP) baskilayarak ve metalloproteinazin
doku inhibitoérii (TIMP), plazminojen aktivatdr inhibitorii gibi proteaz
inhibitorlerini arttirarak ECM iiretimini tesvik eder ve bozulmasini engeller. ikinci
olarak, TGF-B1, tiibiiler EMT yoluyla miyofibroblast olusumunu indiikler. Ugiincii
olarak, SMAD3 bagimli veya SMAD bagimli olmayan mekanizmalar yoluyla
matris Uretimini indiikler [19, 55]. SMAD'a bagimli TGF-f sinyal yolu ¢ok iyi
tanimlanmistir. Normalde, TGF-B1 inaktif bulunur. TGF-B1, TGF-BR2'ye baglanir.
Sinyal iletimi i¢in Tip II reseptdrlere baglanmis ligand kompleksinin tip I
reseptorleri fosforile etmesi gerekmektedir. Aktivasyonun ardindan, tip I reseptor,
hiicre c¢ekirdegine sinyal tasiyan SMAD proteinlerini fosforlar ve aktive eder.
SMAD 2/3 (R-SMAD) fosforilasyonu gerceklesir. SMAD 4 (Co-SMAD) ile
etkilesime girer. SMAD 2/3/4 kompleksi olusur. Bu kompleks hedef genlerin
ekspresyonunu diizenlemek i¢in diger transkripsiyon faktorleriyle is birligi yaptigi
cekirdege transloke olur. Boylelikle profibrotik genleri ve kolajen tip I
ekspresyonunu indiikleyebilir. TGF-f sinyal iletiminde, 6nemli role sahip olan
SMAD proteinlerinin inhibisyonu ile TGF-f sinyal cevabi negatif yonde
diizenlenebilmektedir. SMAD 6 ve 7 ise TGF-B sinyal iletimini bloke eden,
inhibitér SMAD grubu olarak bilinmektedir. R-SMAD'lar, zara bagl serin/treonin
reseptorlerine baglanir ve kinaz aktiviteleri ile aktive edilir. Bir yardimci faktor
olarak, Co-SMAD, cekirdege yer degistiren bir kompleks olusturmak i¢in aktive
edilmis R-SMAD'lara baglanir. -SMAD'lar, R-SMAD'larin etkilerine kars1 koyar,

bdylece ¢esitli mekanizmalarla TGF- B1 sinyali lizerinde engelleyici bir etki ortaya
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koyar [56]. Ozetle TGF-P'deki artis, miyofibroblastlarda niikleer SMAD2/3
birikimine neden olur ve inhibitor SMAD 6 ve SMAD 7'yi azaltir, boylece ¢ok
sayida pro-fibrotik genin aktivasyonunu indiikler [21, 57]. SMAD yoluna ek olarak,
TGF-B reseptorleri ayrica MAP kinazlar, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT,
Ras, Rho ve NF-kB dahil olmak iizere diger alternatif yollar ile etkilesim yoluyla
karacigerde SMAD olmayan sinyal yanitlarini1 baslatabilir [56].

TGF-B sinyali hem karaciger gelisimini hem de rejenerasyonu
diizenler. TGF-B, gelisen karaciger parankiminde hepatoblastlarin hepatositlere
veya kolanjiyositlere farklilagmasi ve biliyer morfogenez siirecinde etki eder. TGF-
B ayrica fenotipik dontisiimleri de diizenler, 6zellikle epitelyal-mezenkimal gegisi
(EMT) yonlendirir. TGF-B'nin  hepatositlerde, fetal, neonatal ve eriskinlerde
EMT'yi indiikledigi gosterilmistir [21].

TGF-B, HSC aktivasyonu ve hiicre dig1 matriks iiretimindeki rolii nedeniyle
profibrojenik bir sitokin olarak kabul edilir. Karaciger hasar1 sirasinda nekrotik
hepatositler tarafindan salinir. Karacigerde hepatik stellat hiicrenin (HSC) aktive
olmasinda ve ECM salgilayan miyofibroblastlara farklilagmasinda rol alarak
fibrojenik yanita katilir [58]. TGF-B1 sinyali, HSC apoptozunu inhibe eder ve
HSC'leri, fibronektin ve kolajen tip I, III ve IV gibi asir1 miktarda matris proteini
sentezlemeye tesvik eder [59]. Ayrica TGF-f tarafindan oksidatif stres indiiksiyonu
ve PDGFR-B ekspresyonu artar ve tim bunlar HSC‘ye proliferatif 6zellik
kazandirir [5, 60].

SMAD proteinlerinin genel yapisi, ¢esiti SMAD kategorileri arasinda

birkag farklilik diginda benzerdir. SMAD 3 dogrudan DNA'ya baglanirken SMAD2
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baglanmadigindan, bu iki SMAD'in hedef genlerin diizenlenmesi iizerinde farkli
etkileri olabilir. Hem SMAD2 hem de SMAD 3, karaciger fibrozunda giiglii bir
sekilde aktive olurken [61], sadece SMAD 3, fibrozisden sorumlu sinyal iletim
yollarinda anahtar rol oynar. Birgok fibrojenik gen (kolajen) ve belirte¢ (a-SMA ve
E-cadherin) SMAD 3'e bagimlidir ve SMAD 3, bu hedef genleri diizenleyen DNA
dizilerine dogrudan baglanir. TGF-B-aracili SMAD 2/3 aktivasyonu, tip I ve III
kolajenin transkripsiyonunu indiikler ve karaciger fibrozunu tesvik eder. Ayni
zamanda TGF-B ile indiiklenen SMAD 3, TIMP-1'"i indiikler, fibroblastlarda MMP-
1 aktivitesini inhibe eder boylece ECM bozulmasini engeller. SMAD 7'nin asir1
ekspresyonu sadece SMAD 2/3'lin aktivasyonunu inhibe etmekle kalmaz, ayni
zamanda karaciger fibrozisi ve inflamasyon sirasinda NF-kB sinyalini de bloke eder
[62]. TGF-B sinyal yoluyla HSC'lerin aktivasyonu, hem deneysel hayvan
modellerinde hem de insan karaciger hasarinda ileri NASH’da 6nemli bir rol

oynadig1 gosterilmistir [63, 64].

2.3.2. Wnt/B-katenin Sinyali

Wnt/B-katenin sinyal yolu hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinin
diizenlenmesi, embriyonik gelisim, homeostazin korunmasi, organ gelisimi gibi
bir¢ok fizyolojik siireg ile iligkilidir [65]. Bununla birlikte, Wnt/B-katenin sinyali
aktivasyonu, akciger, bobrek, deri ve karaciger dahil olmak iizere bir dizi organ

sisteminde fibrozise neden olmaktadir [23, 48, 66]

B-katenin, WNT sinyal yolunda hiicre ici sinyal doniistiiriicii olarak gérev

yapan ve CTNNBI tarafindan kodlanan, hiicre  yilizeyi kaderin  protein
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kompleksinin bir alt birimidir. p-katenin genellikle sitoplazmada bulunur ve
yetiskin karacigeri boyunca eksprese edilir. Santral veni ¢evreleyen hepatositlerde
sitoplazmik ve niikleer yerlesime sahip olmasina ragmen, hepatik lobiil boyunca
hiicre yiizeyinde de gdzlenir [23]. B-katenin fonksiyonlari, esas olarak, ~40 kDa
molekiiler agirliga sahip sisteinden zengin glikoproteinler olan ve ECM'de
salgilanan Wnt proteinleri tarafindan diizenlenir. Bu nedenle B-katenin, WNT
sinyal yolunun kritik bir bilesenidir. Genellikle kazein kinaz I (CK), glikojen sentaz
kinaz 3B (GSK3p), adenomatdz polipozis koli gen liriinii (APC), diversin ve axin
iceren bir multiprotein degradasyon kompleksine bagl bir sekilde bulunur. WNT
inhibitor faktori (WIF), soluble frizzled-related proteinler (sFRP'ler), Dickkopf
(Dkk) ve cerberus gibi WNT inhibitorlerinin varliginda, WNT sinyali kapali
durumdadir [67]. Wnt/B-katenin sinyali aktif olmadiginda, f-katenin’nin serin ve
treonin kalintilar1 degradasyon kompleksinde bulunan kinazlar tarafindan (ilk
olarak kazein kinaz 1tarafindan daha sonra GSK3p) fosforile edilir ve B-transdusin
iceren protein tarafindan tanmir. Ardindan ubiquitination ve proteozomal

degradasyona ugrar [68].

WNT proteinleri, biyoaktif hale doniismesi i¢in endoplazmik retikulumda
Porcup tarafindan palmitoillenir ve glikosile edilir [69]. Ardindan wntless (WLS)
proteini tarafindan Golgi aygitindan salgilanmak {izere zara taginir [70]. Salgilanan
WNT, aktif WNT hiicre yiizeyi reseptoriine (FZD) ve yardime1 reseptoriine (diisiik
yogunluklu lipoprotein reseptorii ile ilgili protein 5 veya 6 (LRP5/6) otokrin veya
parakrin bir sekilde baglanarak B-katenin degradasyon kompleksini etkisiz hale

getirir. Bozunma kompleksinin inhibisyonu iizerine, B-katenin salinir ve niikleer
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translokasyona ugrar, burada hedef gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in T hiicre
faktori/lenfoid giliclendirme  faktoérii (TCF/LEF) transkripsiyon faktorii
kompleksine baglanir. [B-katenin ile ¢esitli transkripsiyon faktorleri arasindaki
etkilesimler, karaciger hiicrelerinin bir¢ok farkli fonksiyonunu kontrol etmesine
izin verir. Ornegin, fibroblastlarin ¢ogalmasimni, gdciinii ve miyofibroblastlara
doniigiimiinii bu yolla indiikleyebilir [65, 71]. Wnt/B-katenin sinyalinin HSC
aktivasyonunda rol oynadigr disiiniilmektedir. B-katenin sinyallindeki
degisikliklerin, fibrozis ic¢in gerekli olan yildiz hiicrelerinin aktivasyonuna ve
karaciger fibrozuna neden oldugu belirtilmistir. B-katenini inhibe etmenin tedavi

edici faydalar ¢aligmalarla gosterilmistir [22, 23].

() —_

Target genes

[ R AR R R

Sekil 2.5. B-katenin yoluyla WNT Sinyal aktivasyonu [23]
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WNT/B-katenin ve TGF- etkilesimi:

WNT/B-katenin sinyali ve TGF-f sinyali arasinda bir etkilesim oldugu
tanimlanmistir. Caligmalarda fibrotik yanitin tetiklenmesi icin bu iki yolun
karsilikli birlikte aktivasyonunun gerekli oldugu ortaya konmustur. Bir¢ok organda
TGF-B'nin kanonik WNT sinyal yolunu aktive etme yetenegi ve bu mekanizmanin
fibrotik siirecler lizerindeki fonksiyonel etkisi bildirilmistir [72, 73]. Karaciger
fibrozisinde WNT yolu bilesenlerinin ve B-katenin ekspresyonunun arttigi, -
katenin’in TGF-B1/SMAD2/3 sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla fibroblast-
miyofibroblast doniisiimii ve epitelyal mezenkimal gecisi (EMT) destekledigi

belirtilmistir [74].

Sekil 2.6. TGF-B ve WNT /B-katenin sinyal yollar1 arasindaki iligki [72].
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Insan fibrotik doku &rneklerinde Wnt proteinlerinin ekspresyonunun arttig
ve Dickkopf-1'in ekspresyonunun azaldigin1 gézlenmistir. TGF-f, Dickkopf-1'in
ekspresyonunu azaltarak kanonik Wnt sinyalini p38'e bagl bir sekilde uyarmaktadir
[75]. TGF-B, PI3K aktivasyonu ile Akt fosforilasyonunu arttirir. B-katenin
yikiminda rol oynayan bir enzim olan GSK3f'yi inaktive eder ve fibrotik etki
gosterir [73]. Tiim bu bulgular, kanonik Wnt sinyalinin TGF-B-aracilt fibroz i¢in
gerekli oldugunun kanitidir.

B-katenin ve NF-kB sinyali arasinda karsilikli bir iliski oldugunu
gosterilmistir. B -katenin kaybinin, hiicrelerde NF- kB aktivasyonuna yol a¢tig1 tam
tersi artisinin ise NF- «B’yi baskiladigi bildirilmistir [76]. TGF-$ ve TNF-a, aktive
edilmis stellat hiicrelerde NF-«xB'yi arttirdig1 gosterilmistir. NF-kB’nin artis1, TGF-
B ile uyarilan apoptozise yol agmistir. TGF-B, NF-xB, bcl-xL ve p21WAFI1'i
artirarak ve p53 gen ekspresyonunu azaltarak stellat hiicrelerde apoptozu inhibe
etmistir [77].

2.3.3. PDGF SINYALI

PDFG sinyal yolu, ¢esitli uyaranlara yanit olarak kalic1 aktivasyon
gostererek karaciger fibrozun ilerlemesini kolaylastirir. Aktive edilmis HSC'nin
onemli bir 6zelligi proliferatif olmalaridir. Bu proliferatif etki biiylik olgiide
PDGF’ye baglanmaktadir. PDGF, stellat hiicreler icin en giiglii aktive edici faktor
oldugu ve fibrotik karacigerde ekpresyonunun arttig1 ve inhibisyonunun deneysel
karaciger fibrogenezini zayiflattig1 belirtilmistir [53].

PDGF biiylime faktorleri ailesi, dort farkli gen tarafindan kodlanan dort

farkli polipeptit zincirinden olusur. Klasik PDGF zincirleri olarak bilinenler,
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PDGF-A ve PDGF-B ‘dir. Yeni PDGF zinciri olarak adlandirilan PDGF-C ve
PDGF-D zincirleri ise daha sonradan kesfedilen diger formlardir. Dért PDGF
zinciri, homodimerizasyon veya heterodimerizasyon yoluyla disiilfid bagl dimerler
halinde birleserek bes farkli dimerik izoform olusturur. Bunlar; PDGF-AA, PDGF-
AB, PDGF-BB, PDGF-CC ve PDGF-DD’dir. PDGF-C ve PDGF-D zincirlerini
iceren heterodimer formu bulunmamaktadir [78]. PDGF'ler esas olarak parakrin
sekilde hareket eder, ancak ayn1 zamanda otokrin veya endokrin tarzda da hareket
ederek reseptorlerine baglanabilir. PDGF ligandlarinin baglandigi, smif III
Reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesine ait olan ve protein tirozin kinaz islevi goren
PDGEF alfa reseptorii (PDGFaR; Mw = 123 kDa) ve beta reseptorii (PDGFBR; Mw
= 124 kDa) olmak {izere iki adet hiicre ylizey reseptorii mevcuttur [79]. PDGF
reseptorlerini  tanidiginda, reseptdr alt birimlerinin dimerizasyonunu ve
otofosforilasyonunu destekleyen bir dizi olay ile hiicresel ¢ogalma baglatilir. Bu
stire¢, Ras-mitojenle aktive olan protein kinaz yolu aktivasyonunu baglatir, hiicre
ici kalsiyumu arttirir ve protein kinaz C aktivasyonu ile sonuglanir [80-82].

Dort PDGF alt biriminin, hepatik fibrozisin patogenezinde farkli roller
istlendigi gosterilmistir. Karaciger fibrozunda en belirgin olan PDGF izoformu
PDGF-BB'dir. Ayrica PDGF-B HSC'ler i¢in en giiclii mitojenik faktor olarak
bilinmektedir [51, 80]. PDGF-B aracili PDGFR} sinyalinin karaciger fibrozunda
onemli bir rol oynadig1 calismalar da gosterilmistir. Sirozlu ve hepatitli hastalarin
karacigerinde artmis PDGF-B ve PDGFRJ ekspresyonu oldugu ortaya konmustur

[83].
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PDGF-BB, trombositler, monositler ve makrofajlar, aktive edilmis Kupffer
hiicreleri, hepatositler, kolanjiyositler, stellat hiicreler ve miyofibroblastlar gibi
karacigerin yerlesik ve infiltre edici hiicreleri tarafindan salgilanir. Karaciger
fibrojenezden sorumlu stellat hiicreler, karaciger hasarindan sonra belirgin
PDGFRp ekspresyonu gostermektedir. Aktive edilmis stellat hiicreler ve
miyofibroblastlar, PDGF-BB iiretir ve diger hiicrelerin katkisi olmaksizin otokrin
profibrotik dongii olusturur. Bdylelikle, PDGF-BB'nin karaciger fibrojenezi
sirasinda stellat hiicre proliferasyonuna aracilik eden onemli izoform oldugu
goriilmektedir. PDGF-BB ligandi, PDGFR-f'ye baglanir, Ras't aktive eder ve
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
(ERK) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt/70-kDa ribozomal S6 kinaz
(p70S6K) sinyal kaskadlar1 baslatilir. Bu iki yol, HSC'lerde protein sentezini,
profibrojenik genlerin transkripsiyonunu, ¢ogalmay1, hiicre dongiisii kontroliinii ve
apoptozu diizenler. PDGF-BB'nin inhibisyonu ve PI3K/Akt/p70S6K ve ERK sinyal
yolaklarinin bloke edilmesi sonucunda HSC apoptozunu indiikledigi ve karaciger
fibrozunu azalttig1 gosterilmistir [7, 84, 85].

PDGF ve TGFp sinyali etkilesimi:

PDGF-BB ve TGF-B en belirgin iki profibrotik biiylime faktoriidiir ve
karaciger fibrozunun gelisiminde etkilesim i¢indedir. PDGF-BB, TGF- ile birlikte
fibroblast aktivasyonunu ve farklilasmasini da indiikleyerek, bu hiicrelerde a-SMA
ekspresyonunun  artmasina neden olur [86]. TGF-fl'in PDGF-AA'y1
indiiklemedigini ancak PDGF-BB'nin mitojenik etkisinde bir artisa neden oldugu

gosterilmistir. Bu secici etkinin, PDGFR3 mRNA seviyesinin ve PDGF-BB hiicre
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ylizeyi baglanma bolgelerinin yukari regiilasyonu nedeniyle oldugu belirtilmistir
[87]. Aynm1 zamanda TGF-B1’in karaciger stellat hiicrelerinde, giiclii bir PDGFRf
indiikleyicisi oldugu, bu nedenle ¢esitli fibrotik hastaliklarda PDGF reseptorlerinin

dokuya 6zgii 6nemli diizenlemelerinin oldugu goriinmektedir [60, 88].
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Sekil 2.7. PDGF ve TGF B sinyal yollar1 arasindaki iliski [88].
Karaciger fibrojenezinde yildiz hiicrelerinin aktivasyonu sirasinda otokrin veya

parakrin kaynaklardan gelen TGF-B1, sessiz yildiz hiicrelerinde PDGFRB'nin

transkripsiyonunu uyardigi Sekil 2.7°de gosterilmistir [88].
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2.4. D-Galaktoz’a bagh yaslanma modeli

Yaglanma modelleri arasinda, kolay uygulanmasi, yan etkinin az olmasi,
deney hayvanina zarar vermemesi ve deney siiresi boyunca yiiksek hayatta kalma
orani nedeniyle en ¢ok tercih edilen modellerden biridir. D-galaktoz verilen 3 aylik
siganlarin, 16-24 aylik yastaki sicanlara yapisal ve fonksiyonel olarak benzedigi ve
dogal yaslanmaya benzer oldugu belirtilmistir [89]. D galaktoz uygulamasi ile ilgili
olarak literatiirde farkl doz (50 ila 1250 mg/kg/glin) ve siireler (6 ila 12 hafta) ve

yas gruplari ( 6 hafta ila 6 ay ) bildirilmistir [90].

D-galaktoz, viicutta ve birgok gidada (bal, pancar, peynir, yogurt, tereyagi,
siit, kivi, soya sosu, erik, kuru incir, kiraz, kereviz) dogal olarak olusan indirgen
bir seker olan aldoheksozdur. Kandaki normal D-galaktoz konsantrasyonu
10 mg/dL'den azdir [91]. Saglikli bir yetiskin i¢in, onerilen maksimum giinliik doz

50g galaktoz dur ve alimindan sonra yaklagik 8 saat i¢inde viicuttan atilir [92].

Normalde D-galaktoz, galaktokinaz ve galaktoz-1-fosfat uridiltransferaz
enzimleri tarafindan glikoza metabolize edilir, daha sonra glikoz glikoliz yoluna
girer veya karaciger, kas ve yag dokusunda glikojen olarak depolanir [93].
Kemirgenlere uygulanan uzun siireli D-galaktoz enjeksiyonu, galaktozun tamamen
metabolize edilmesini engeller. Fazla D- galaktoz viicutta birikerek toksik etkileri
olan galaktitole indirgenir. Galaktitol daha sonra enziminin etkisiyle galaktoz
aldehit ve hidrojen peroksite oksitlenir. Bir reaktif oksijen tiirii (ROS) olarak
hidrojen peroksit, reaksiyondan sonra hidroksil radikalleri iireterek, in vivo

antioksidan aktivitenin azalmasina neden olur. Serbest radikallerin in vivo birikimi,
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reaktif oksijen tiirleri tarafindan daha da siddetlenir. D- galaktoz ayrica hiicre ici

Ca ™ /Mg *? oranmin artmasina mitokondriyal disfonksiyon ve fosfolipaz A2

aktivasyonunun uyarilmasina neden olur [94, 95].

Yiiksek doz D-galaktoza baglh yaslanmadan sorumlu olan mekanizmalar,

Sekil 2.8’ de gosterildigi gibi; oksidatif stres ve antioksidan savunma, inflamasyon,

apoptoz olarak tanimlanabilir [96].
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Sekil 2.8. Normal ve yliksek dozda D-galaktoz metabolizmast [3].

1. Galaktoz uygulamasina bagl olarak interlokin 1 beta (IL-1f), interlokin
6 (IL-6), tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), niikleer faktor kappa b (NF-kB) gibi
inflamatuvar sitokinlerin seviyelerinde artig, hiicresel yaslanma ile iligkili genler

olan pl16, p53, p21 gen ekspresyonunda artma gosterilmistir [10, 12, 96, 97].
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2. D- Galaktozun; karaciger dokularinda nitrik oksit (NO), MDA ve 8-
hidroksi-2-deoksiguanozini (8-OHdG) artirarak ve katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), SOD, nitrik oksit sentaz (NOS), glutatyon (GSH) ve toplam
antioksidan kapasiteyi azaltarak oksidatif stresi indiikledigi belirtilmistir. Artan
ROS karaciger de HSC aktive ederek onlart myoblastlara dondiirmekte ve

fibrojenik yanit1 aktive etmekte ve fibrotik alanlarda artisa neden olmaktadir [10-

13, 98].
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Sekil 2.9. D -galaktoz kaynakli yaglanma ile ilgili olas1 altta yatan mekanizmalar

[97].

2.5. D-Galaktoz ve Karaciger Fibrozisi
2.5.1. D-Galaktoz’ un Karaciger fonksiyonlari iizerine etkisi

Normal karaciger fonksiyonlari, asir1 etanol tiiketimi, kronik hepatit B ve C
virlisi enfeksiyonlari, aflatoksinlerle kontamine gidalar, obezite ve diyabet gibi
metabolik bozukluklar gibi ¢esitli etiyolojik faktorler tarafindan degisebilir
[99][100]. Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalin
fosfataz (ALP) ve gama-glutamiltransferaz (GGT) karaciger fonksiyonunu
gosteren belirteclerdir. Karaciger inflamasyonu veya disfonksiyonu sirasinda bu
enzimlerin aktivitesinin arttig1 bilinmektedir. D-galaktoz uygulamasi plazma,
serum veya karacigerde AST, ALP ve GGT enzimlerini aktivitesini artirir. Chen ve
ark. yaptig1 ¢alismada, 150 mg /kg dozdan 8 hafta boyunca subkutan D-galaktoz
uygulamas1 sonucunda; yiiksek serum ALT ve AST seviyeleri, apoptoz ve
inflamatuvar hiicre artis1 goézlenmistir [12]. Saleh ve ark. yaptigi1 ¢alismada 300
mg/kg dozdan 6 hafta boyunca intraperitoneal D-galaktoz uygulamasi sonucunda
AST ve ALT serum seviyelerinde sirasiyla %45 ve %35 oraninda artis
gostermiglerdir [11].

Yaslanma bozulmus lipid metabolizmasi ile beraberdir. Yaslanma ile
birlikte, serumda trigliserit (TG) diizeyi artarken, yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir [101]. Zhou ve ark. yaptig1 ¢alismada,
D-galaktoz uygulanan farelerin karacigerlerinde belirgin lipid birikimi oldugu

trigliserit seviyelerinin artti§i, HDL kolesterol ve HDL-TG oraninin azaldigini
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bildirilmistir. D-galaktozun karaciger hasari i¢in dnemli bir risk faktdrii olarak
farelerin karacigerlerinde lipid birikimi yoluyla oksidatif strese neden oldugu
belirtilmistir [98].

Paraksonaz-1 (PON1) karacigerde sentezlenen bir enzimdir. Plazmada HDL
ile birlikte bulunur. PON1’un en iyi bilinen ve ilk tanimlanan fonksiyonu,
organofosfatli norotoksinleri, aromatik karboksilik asit esterlerini ve insektisidleri
hidroliz etme yetenegidir. PONI1, LDL-kolesterolii oksidasyondan koruma,
makrofajlarin = 'kopiik  hiicrelere' doniisiimiinii ve homosistein tiolakton
katabolizmasini azaltma gibi ana rolleri ile Onemli bir antioksidan, anti-
inflamatuvar ve anti-aterojenik etkiye sahiptir [102]. Serum PON1 aktivitesi, yeni
dogan ve prematiire infantlarda eriskin diizeyin yaris1 kadardir. Eriskin diizeylerine
dogumdan bir yil sonra ulasilir. PON1 aktivitesi, yetiskin degerlerine ulastiginda
zaman i¢inde oldukga sabittir. Siganlarda, 3 ve 24 aylik hayvanlar arasinda plazma
ve karaciger PON1 aktivitesinde higbir fark bulunmamustir [103]. Ilerleyen yasla
birlikte serum PON1 aktivitesinde bir azalma ve buna bagli olarak HDL'nin
koruyucu islevlerinde azalma oldugunu belirtilmistir [104].

PONI1 diizeyinde azalmanin karaciger hasarina karsi duyarlilig1 arttirdigy
gosterilmistir. Kronik karaciger hastaliklarinda serum PON1 aktivitesinin azaldig,
serum PONI1 konsantrasyonu ve hepatik PON1 protein ekspresyonunun arttigi
bildirilmistir [105, 106]. Ferre ve ark yaptig1 ¢alismada, kronik hepatit ve karaciger
sirozunun erken evrelerinde gozlenen artmis oksidatif strese yanit olarak veya
artmis kolajen ekspresyonunun bir sonucu olarak serum PONI1 aktivitesi ve

karaciger PONI1 ekspresyonunun azaldigini bildirmistir. Kronik karaciger
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hastaliklarinda oksidatif stres, fibrozis ve karaciger hiicre apoptozunun
diizenlenmesinde PON1'in aktif bir rolii oldugunu bildirmislerdir [107].
2.5.2. D-Galaktoz *un Karaciger inflamasyonu iizerine etkisi

Inflamasyon karaciger fibrogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Stellat
hiicrelerin aktivasyonunda , dogal oldiiriici (NK) hiicreler, T hiicreleri, Kupffer
hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler ve endotel hiicreleri gibi diger birgok
hiicre tipi rol almaktadir [19]. Kupffer hiicre aktivitesi, niikleer faktor-kappa B'nin
aktivitesini arttirir ve proinflamatuvar sitokin salgilanmasi artar. inflamatuvar ve
fibrojenik hiicreler arasinda pozitif geri besleme dongiisli vardir ve bu da artan
fibrozis ile sonug¢lanmaktadir [1]. Uyaran yoklugunda, NF-kB genellikle
sitoplazmada aktif olmayan bir bigimde bulunur. Cesitli inflamatuvar faktorler (IL-
1B, IL-6, TNF-a) tarafindan uyarildiginda, NF-kB hedef genlerin transkripsiyonunu
ve ekspresyonunu diizenledigi ¢ekirdege hizla yer degistirir [108]. Sekil 2.10°da
goriildiigli gibi, NF-xB yas ile artar. NF-xB, COX2 ve NOS iizerinden
inflamasyonla iligkili enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu diizenler. D-
galaktoz uygulamasi ile NF-xB'nin aktive oldugu gozlenmistir. NF-kB'nin
aktivasyonu ise, IL-1f3, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinlerin yukari
dogru regiilasyonu ve IL-4 ve IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokinlerin asag1 dogru
regiillasyonuna neden olur. Inflamatuvar kaskadin tetiklenmesi, karaciger
hiicrelerinin apoptozisine, karaciger fonksiyonlariin bozulmasina ve fibrozise yol

acar [109-112].
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Sekil 2.10. Yaslanma ve NF-«B sinyali iligkisi [113].

Artmis NF-kB sinyalinin erken ve normal yaglanmaya katki sagladigi ortaya
konmustur. NF-xB sinyalin bloke edilmesinin yaslanmay1 onledigi bildirilmistir
[113].

D-galaktozun oksidatif stres ile baglantili olarak, inflamatuvar yaniti
tetikledigi bilinmektedir. D-galaktoz verilen hayvanlarin, karaciger dokularinda
TNF-a, IL-6, IL-1B, NF-xB, NOS ve siklooksijenaz2 (COX2) gibi inflamatuvar
belirteclerde artis gozlenmistir [10].

2.5.3. D-Galaktoz‘ un fibrojenik sinyal yolaklar ile iliskisi

Yaslanan dokularda fibrozis sinyal yolaklarinin (Wnt/ B-katenin ve TGF-3)
indiiklendigi bilinmektedir. D-Galaktoz wuygulanan si¢canlarda fibrogenezin
aktivasyonunda anahtar molekiil olarak kabul edilen TGF-B diizeyinin karaciger
dokusunda arttig1 gosterilmistir [11]. D-galaktoz verilmesini takiben, ROS
yapiminin artig1 karaciger hasarinda TGF-f salinimini indiikler. Boylelikle ROS

hem fibrozisi baslatir hem de devam ettir [114].
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D- Galaktozun intraperitoneal uygulamasinin karaciger dokusunda fibrozis
skorunu ve AGE’leri arttirdig1 gosterilmistir. AGE’lerin olusumu artan ROS
tiretimi ile karaciger dokusunda oksidatif strese neden olur. Boylelikle dokuda fazla
kolajen lif iireten miyofibroblastlarin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini uyarir [13].
2.6. Sirtuinler

Uzun yasam proteini olarak adlandirilan sirtuinler, genom stabilitesini ve
homeostazisi devam ettirme 6zelligi ile yasam siiresini arttirabilen, Nikotinamid
Adenin Difosfat (NAD) baghh simif III histon/protein deasetilaz ailesinin
tiyelerindendir. Sirtuinler, yaslanma, DNA onarimi, hiicre dongiisli, enerji
metabolizmasi ve stres kosullar1 altinda hayatta kalma dahil olmak {izere sayisiz
hiicresel stirecin diizenlenmesinde rol oynar. Sirtuinlerin islevleri bulunduklar
yere, enzim aktivitelerine ve doku tiplerine gore degisir. Sirtuin ekspresyonundaki
degisiklikler metabolik sendrom, diyabet, kanser, bobrek hastaliklar: ve yaglanma
gibi ¢esitli hastaliklarda kritik 6neme sahiptir. SIRT1'den SIRT7'ye kadar olmak
tizere memelilerde tanimlanan yedi sirtuin (SIRT) proteini vardir. SIRT1 ve SIRT2
hem ¢ekirdekte hem sitoplazmada, SIRT3, SIRT4 ve SIRTS mitokondride, SIRT 6
ve SIRT7 niikleusta bulunur. SIRT?2 sitoplazmada en ¢ok bulunan sirtuindir [115,
116]. Ayrica SIRT2 hiicre dongiisiine bagl bir sekilde ¢ekirdege gecici olarak
gegebilir [117]. Sirtuinler arasinda SIRT1 en genis substrat yelpazesine sahip ve en

fazla sayida fizyolojik yolu etkileyerek ailesinin en ¢ok calisilan tiyesidir.
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SIRTUINLER SINIF LOKALIZASYON ENZIMATIK AKTIVITE

SIRTL 1 Nukleus, Sitozol Deasetilasyon
SIRT2 1 Sitozol, Nukleus Deasetilasyon,
Demiristolasyon
SIRT3 1 Mitokondri Deasetilasyon
SIRT4 I Mitokondri ADP-ribosilasyon
Deasetilasyon,
SIRTS il Mitokondri Demalonilasyon,
Desiiksinilasyon
Deasetilasyon,
SIRT6 v Nukleus ADP-ribosilasyon
SIRT7 v Nukleolus| Deasetilasyon

Cizelge 2.1. Sirtuinlerin Hiicre Lokalizasyonu ve Enzimatik Aktiviteleri [15].

2.6.1. Sirtuinler ve Fibrozis

Sirtuinler, fibrozisin baslangicindan ve gelisiminden sorumlu molekiiler
yolaklar1 modiile etmede Onemli rollere sahiptir. Sirtuinler, EMT, endotelyal
mezenkimal ge¢is (EndMT) gibi birgok fibrojenik siirecin ve TGF-B, Wnt/ -
katenin dahil olmak iizere fibrozis sirasinda aktive olan hiicre i¢i fibrojenik sinyal
yollarinin modiilasyonu ile fibrojenik yanit {izerinde etkilidir. Ayrica sirtuinler,
ROS seviyeleri, NF-kB gibi fibrozisin diger sinyal belirleyicilerini de diizenler
[118]. Sirtuinlerin acik bir sekilde fibrozisi diizenlemesine ragmen, SIRT
izoformlarina o6zgili, ilgili hiicre tipleri acisindan farkliliklar vardir. Bunlar,

yanitlardaki farkliliklar1 da agiklar.
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Miyofibroblast farklilagmasimna ve aktivasyonuna katilan baslica sinyal
yollar1 kanonik ve kanonik olmayan TGF-B ve Wnt/ B-catenin yolaklaridir.
Sirtuinlerin hem kanonik hem de kanonik olmayan TGF-f} sinyal yollarinda yer alan
proteinlerle etkilesime girdigi gosterilmistir. SIRT1, SMAD proteinlerini deasetile
ederek fibrotik siirecleri inhibe eder. SIRT1, SMAD4'in deasetilasyonu, MMP-
7'nin  aktivitesini baskilayarak pro-fibrotik TGF-B sinyalini inhibe ettigi
belirtilmistir [119]. Yaslanma ile SIRT1 ekspresyonunun azalmasi, karaciger
hiicreleri ve stellat hiicrelerde alkolik karaciger hasarin1t ve fibrozu
siddetlendirmektedir [120]. Calismalarda SIRT1 ekspresyonunun dokulardaki

fibrotik yaniti iyilestirdigi bildirilmistir [121].

SIRT3 aktivitesinin antifibrotik stireglerle ilgili oldugu, SIRT3 iin,
SMAD?3"in deasetilasyonu araciligiyla kanonik TGF-f3 sinyal yolunu inhibe ettigi
ve fibrotik yaniti azaltigi gosterilmistir [122]. Yapilan invivo/invitro ¢alismalar,
SIRT3 artisinin mitokondriyal dinamiklerin ve NF-kB/TGF-B1/SMAD sinyal
yolunun diizenlenmesi yoluyla fibrotik yanit1 azalttigini géstermistir [123].

SIRT4, SMAD4' deasetilleyerek antifibrotik aktivite gosterebilir [124].
Bununla birlikte SIRT4 'i profibrotik, SIRTS' ise antifibrotik olarak gosteren
calismalar da mevcuttur [125].

SIRT6 aktive edilmis HSC'ler ve fibrotik karaciger iizerine yapilan
caligmalarda, antifibrotik aktivite gostermistir. SIRT6 hem kanonik hem de kanonik
olmayan TGF-f sinyal yollar1 ile etkilesime girerek antifibrotik aktivite
sergilemistir. SIRT6, fibrojenik protein SMAD2'y1 deasetile ederek inhibe eder.

Ayni hiicresel sistemde SIRT6’nin TGFB1-SMAD3 sinyal iletim yolunu inhibe
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ettigi ve bu nedenle EMT'yi bloke ettigi ve bir antifibrotik ajan gibi davrandigi
bildirilmigtir [126].

SIRT7; SMAD2, 3, 4 ve ERK proteinlerini diizenler. SIRT7'nin, TGF-3
aktivitesini azaltarak kolajen ve a-SMA seviyelerini baskiladigt ve SMAD3
seviyelerini azaltarak antifibrotik ortaya koydugu gosterilmistir [127]. Ancak
SIRT7'nin profibrotik veya antifibrotik etkisi farkli caligsmalarda bildirilen uyumsuz

sonuclar nedeniyle tartismalidir. [128]

SIRT1, PB-katenin'i baglar ve deasetile eder, boylece c¢ekirdege yer
degistirmesini ve Wnt'ye bagli gen ekspresyonunu inhibe eder. SIRT1’in azalmasi
Wnt/B-katenin sinyalinde artisa neden oldugunu géstermistir [ 129]. Benzer sekilde,
SIRT2, B-katenin'i baglayarak Wnt sinyalini inhibe eder [26]. Aksine, SIRT3 artan
Wnt sinyal aktivitesi iliskilendirilmistir [130]. SIRT6, cekirdekte B-katenin ile
molekiiler bir kompleks olusturur ve p-katenin hedef genlerinin promotdr
bolgelerindeki  histonlar1  deasetile eder. Sonu¢ olarak, profibrotik gen
transkripsiyonu ortadan kalkar [126].

2.7. Sirtuin 2
2.7.1. SIRT2 ve Yaslanma

Sirtuin 2 (SIRT2), NAD+'ya bagimli smif III protein deasetilazlar olan
sirtuin ailesine aittir. Hiicre dongiisiiniin diizenlemesinde, enerji metabolizmasinda,
inflamasyonda ve uzun 6miirde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. SIRT2’nin
viicutta ¢cok cesitli doku ve organda ekprese edildigi goriilmektedir. Esas olarak
beyinde, Ozellikle hipokampus, striatum ve oligodendrositlerde [14], bununla

birlikte bobrek, pankreas, testis, karaciger ve farelerde yag dokusu dahil olmak
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lizere metabolizma ile ilgili organlarda ekprese edilir [15]. SIRT2 a-tiibiilini
deasetilasyona ugratarak mikrotiibiil dinamiklerini diizenler ve hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde rol alir [117]. SIRT2 protein ekspresyon seviyelerinin de hiicre
dongiisiiniin mitotik fazi sirasinda arttigit ve asir1 ekspresyonunun mitozu
geciktirdigi  bildirilmistir  [131, 132]. Ayrica SIRT2'min inhibisyonunun
antiapoptotik etkiye neden oldugu gosterilmistir [133].

Yaslanma siirecinde ndrodejenerasyonu dnlemede; SIRT1 aktivasyonu ile
SIRT2 inhibisyonunun koruyucu oldugu gosterilmistir [ 134].

SIRT2 inhibisyonunun yaslanma ile artan cesitli noérodejeneratif
hastaliklarda noéron koruyucu etkisi bildirilmistir. PD (Parkinson hastalik)
modelinde, SIRT2 a-tiibiilin ve a-siniikleini deasetiller, mikrotiibiil dinamiklerini
etkiler otofaji ve noronal disfonksiyona katkida bulunur. Aynm1 zamanda
SIRT2, FOXO3a asetilasyonunu artirarak Bim seviyelerinde azalmaya yol agar,
boylece apoptozu azaltir ve sonucta Parkinson hastaligina yol acabilir. HD
(huntington hastalik) modelinde, SIRT2'min inhibisyonu, kolesterol sentezini
diizenleyerek ve birikmis mutant Huntingtin (mHtt) proteinini azaltarak ndron
koruyucu etki saglamaktadir [29, 135-138]. Yaslanma ile sican beyin dokularinda
(serebral korteks, hipokampus) ve kolonik mukozada SIRT2 diizeyinin arttig1

bildirilmigtir. [133, 139].

2.7.2. SIRT2 ve inhibisyonunun fibrozis iizerine etkisi
SIRT2’nin fibrozis iizerindeki etkileri konusunda birbiri ile c¢eligkili

calismalar mevcuttur. Farkli modellere bagli (D-galaktoz, CCl4, TAA gibi)
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olusturulan fibrozis mekanizmasinda organ fonksiyon bozuklugu ve fibrogenezin
artmasit gergeklesir. Bizim modelimizde D-galaktoz uygulamasina bagli gelisen
karaciger fibrozisinde, SIRT2 protein diizeyi artti. Calismamizla uyumlu olarak,
CCl 4 e indiiklenen fibrotik fare karacigerlerindeki stellat hiicrelerde SIRT2'nin
eksprese edildigi bildirilmistir. Insan fibrotik karaciger hiicrelerinde SIRT2
ekspresyon artis1 gosterilmistir. SIRT2 miyofibroblast farklilasmasi ve fibrotik
stirecler lizerinde etkilidir. SIRT2 inhibisyonu insan karacigerlerinde
kolajen1 Al ve a-SMA ekspresyonu i¢in  kritik olan ERK aktivasyonunu
diizenleyerek fibrogenezi azalttig1 gosterilmistir [16]. SIRT2 ekspresyonunun insan
fibrotik bobrek dokularinda ve UUO (tek tarafli iiretral obstriiksiyon) farelerinin
bobrek dokularinda 6nemli dlc¢lide arttigr bildirilmistir. SIRT2 inhibisyonu, UUO
farelerinde kolajeni azaltip, renal tiibiilointertisyel fibrozisi iyilestirmistir [28].

SIRT2’nin fibrozis yapici etkisi yaninda, SIRT2 nakavt farelerde hepatosit
yaglanmas1 ve fibrozis goriildiigline dair c¢alismalar da bulunmaktadir.
SIRT2 "~ farelerin 6 hafta boyunca %60 kcal yag iceren yiiksek yaglh diyet (YYD)
ile beslendiklerinde, SIRT2 " farelere gére, karacigerlerinde a-SMA seviyesi,
kolajen1 A1 ve kolajen3A1, PDGFR-a, ALT ve AST diizeyleri artmistir [140].
SIRT2 nakavt farelerde patolojik kardiyak hipertrofi ve fibrozisin arttig
gosterilmistir [141].

Insanlar ve fareler iizerinde yapilan arastirmalar, SIRT2 ekspresyonunun
MDM2 ve ERK/c-MYC yollarinin kontrolii ile profibrotik siiregleri indiikledigi

gosterilmistir [16, 28].
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SIRT?2, fibrotik siirecleri esas olarak TGFB1 ve Wnt/B-katenin yollarinin
diizenlenmesi yoluyla kontrol edebilir. SIRT2 ve B-katenin iligkisi ile ilgili ¢eligkili
bulgular vardir. SIRT2 dogrudan [-katenin'e baglanir. SI/RT2 nakavt fare
embriyonik fibroblastlarda niikleer P-katenin proteininde artis goézlenmistir.
SIRT2'nin B-katenin ile etkilesime girerek gen aktivasyonunu baskiladigi, Wnt
sinyal yolunu engelledigi ortaya konmustur [26]. Bagirsak epitel hiicrelerinde
SIRT2'nin B-katenin deasetilasyonu yoluyla Wnt sinyalini inhibe ettigini
gosterilmistir [142].

TGF-B1 stimiilasyonu, fibroblast hiicre kiiltiiriinii aktive ederek
fibroblastlarda SIRT2 protein seviyelerini ylikseltmistir. AGK2, TGF-B1 ile
indiiklenen fibroblast aktivasyonunu azaltirken, tiibiiler epitel hiicre dizilerinde a-
SMA, kolajen III ve fibronektinin artisin1 dnleyememistir. Ancak fibroblast hiicre
dizilerinde a-SMA, kolajen III ve fibronektin seviyelerini azaltmistir [28].

SIRT2, niikleer faktéor «B (NF-xB) gibi fibrozisin diger sinyal
belirleyicilerinide diizenler. SIRT2’nin NF-kB alt birimi p65'i Lys-310'da dogrudan
baglayarak ve deasetilleyerek anti-inflamatuvar etki gosterdigi, NF-xB tarafindan
diizenlenen inflamatuvar gen ekspresyonunun azalttig1 bildirilmistir [143, 144].

AGK-2 uygulamasinin TAA kaynakli karaciger hasarimi (histopatalojik
skoru) ve fonksiyonlarin1 (AST ve ALT) iyilestirdigi, pro-inflamatuvar sitokinleri
(INOS, TNF-a, IL-1B) ve apoptozu (kaspaz 3, Bax) azalttig1 bildirilmistir [29].
Arteaga ve ark. calismalarinda, karbon tetrakloriir (CCl4) ve tiyoasetamid
(TAA) tarafindan indiiklenen karaciger hasart modelinde AGK2 uygulamasi

karaciger fibrozunu azaltmistir [16]. Farelerde, asetaminofen kaynakli karaciger
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hasar1t modelinde, AGK2 tedavisinin hepatotoksisiteyi (S6K1 sinyal yolunu inhibe
edip ER stresini azaltarak) onemli 6l¢iide azalttig1 gdsterilmistir [24].

AGK2 ile yapilan SIRT2 inhibisyonunda, yash si¢anlarin beyin dokusunda
oksidatif strese karsit koruyucu oldugu, salermid aracilt SIRT2 inhibisyonunun,
sican hipokampiisiinde oksidatif stresi, apoptozu (Bax, Bim ) azaltirken; GSH ve

antiapototik olan BCL2 diizeyini artirdig1 belirtilmistir [133, 139].
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Sekil 2.11. SIRT2 ve Fibrozis ile iligkili hiicre i¢i sinyal mekanizmasi [125].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

G.U.ET-20.011 kod numaral ve "D-Galaktoz ile Indiiklenmis Yaslanma
Modelinde Gelisen Fibrozis Mekanizmasina SIRT2 Inhibisyonunun Etkisi" basliklt
arastirma c¢aligmasinda deney hayvaninin tim dokularmin kullanimi i¢in izin
almmustir. Bu calisma igin ise, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 21.02.2020 tarih ve 66332047-604.01.02-E.27799 sayil1 karar ile ayn1
deney hayvanlarmin farkli dokusu kullanilmak iizere G.U.ET-21.032 etik kurul

onay1 alinmistir.

Izin ile 32 adet Sprague Dawley siganin karaciger dokulari kullamldu.

3.1.1. Arastirma plani ve deney gruplari

Calismada toplam 32 adet geng erkek (3 aylik) Sprague Dawley sigan
kullanildi. 2 tane si¢an 6n ¢aligmada kullanilarak D-galaktoza bagl fibrozis modeli
test edildi. Literatiirde 150 mg/kg D-galaktoz uygulamasi ile 6 ya da § haftada
bobrek fibrozisi olustugu belirtilmistir [89]. Ancak 1. sican1 8. Haftada feda
ettigimizde, fibrozisi gostermek i¢in Masson Trikrom ile boyanan karaciger ve
bobrek doku kesitlerinde kolajen lif dagiliminda belirgin yogunluk izlenmedi.

Karaciger dokusundaki degisimler fibrozis agisindan yeterli bulunmada. Ilk sicanin
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degerleri ve histolojik bulgular fibrozis i¢in yeterli olmadigi icin 2. Sicana 2 hafta
daha 150mg/kg D-galaktoz uygulamasina devam edildi. 10 haftalik uygulama
sonunda histolojik olarak karaciger ve bobrekte fibrozis gdzlendi. On calisma
yapilmasi sonucu modelin olugmasi i¢in gereken siire 8 hafta degil 10 hafta olarak
belirlenmistir. Ardindan kontrol ve deney gruplari olmak iizere 4 grup olusturuldu.
Bu gruplara D-galaktoz ve spesifik SIRT2 inhibitdrii olarak AGK-2 uygulandi.
Calismada sicanlara uygulamasi yapilan maddeler ve dozlari, uygulama siiresi ve

sekli Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Kontrol ve deney gruplari

Gruplar Uygulanan Madde ve Dozu | Uygulama Denek | Siire
sekli sayis1

Kontrol %0,9 salin 0.5 mL Subkutan 6 70
glin

D-galaktoz (D-GAL) | D-galaktoz,150 mg /kg/giin | Subkutan 9 70
glin

D-galaktoz + AGK-2 | D-galaktoz, 150 mg/kg/giin | Subkutan 8 70
AGK-2, 10uM/bw giin

D-galaktoz+ D-galaktoz, 150 mg/kg/giin | Subkutan 8 70
%4DMSO-+PBS DMSO,10 ul/bw giin

D-galaktoz serum fizyolojik i¢inde c¢oziilerek (150 mg /kg 0.5 cc sc)
hizlandirilmis yaslanma modeli olusturuldu. Spesifik SIRT2 inhibitorii olarak
uygulanan AGK-2 (2-Cyano-3-[5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl]-N-5-quinolinyl-
2-propenamide) ise once dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziiliip sonra PBS

tamponu (pH 7,4) ile diliie edilerek (%4 DMSO-PBS) hazirlandi. Kontrol grubuna
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0.5 mL%0.9 salin, deney gruplarina ise D-galaktoz ve %4’lik DMSO’lu PBS ile
hazirlanan AGK-2, %4’liik DMSO’lu PBS enjeksiyonlar1 yapild:.

Enjeksiyon uygulamasi 10 hafta (70 giin) boyunca saat 10:00-12:00 arasinda
yapildi. Calisma grubunu olusturan tiim siganlar laboratuvar ortaminda, 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde, normal musluk suyu ve standart sican yemi
ile beslenildi. Uygulama sonras1 bobrek fonksiyonunun degerlendirmek amaciyla,
her hayvanin 24 saatlik idrarinin toplamasi i¢in 1 giin dnceden farkli giinlerde biitiin
hayvanlar metabolik kafese yerlestirildi. 10. haftanin sonunda ketamin-ksilazin (40-
Smg/kg) anestezik maddesi altinda sicanlarin viicut agirliklari tespit edilip,
intrakardiyak kan alinarak feda edildi. Alinan doku o6rneklerinin 1slak agirliklar
tartilip histoloji i¢in doku Ornekleri ayrildiktan sonra sivi azotta dondurularak
calisilmak tizere -80 °C’de muhafaza edildi. Alinan kan ve idrar 6rnekleri ise ayni
giin Gazi Universitesi Hastanesi Biyokimya merkez laboratuvarinda Beckman

AU5800 marka otomatik biyokimyasal analiz cihazi kullanilarak 6l¢iildii.

3.1.2. Kullanilan laboratuvar aletleri ve cihazlar

Calismamizda kullanilan alet ve cihazlar yer aldiklari Gazi Universitesi,

Fizyoloji ve Histoloji Embriyoloji Arasgtirma Laboratuvarlar1 ve Ankara

Universitesi Tibbi Onkoloji Arastirma Laboratuvarinda kullanilan donanimlar

Cizelge 3.2’ de listelenmistir.
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Cizelge 3.2. Laboratuvarinda kullanilan donanimlar

Kurulusta Bulunan Altyapr/Ekipman
Tiirii, Modeli
(Laboratuvar, Arag, Makine-Techizat, vb.)

Projede Kullanim Amaci

Real time PCR cihazi (Ankara UTF Tibbi
Onkoloji Aragtirma Laboratuvari)

Gergek zamanli-PCR analizi

Goriintilleme cihazi (BIORAD) (Ankara
UTF T1bbi Onkoloji Arastirma
Laboratuvar)

Western blot bantlarin

goriintiilenmesi

yonteminde,

Sogutmali Santrifiij (Hettich) (Gazi UTF
FiZYOLOJI AD)

Biyokimyasal analiz

Mikrosantrifiij (Hettich) (Ankara UTF Tibbi
Onkoloji Aragtirma Laboratuvari)

Biyokimyasal analiz

Hassas Terazi (Gazi UTF FIZYOLOJI AD)

Doku tartimi ve soliisyon hazirlama

+4 °C buzdolabi (Argelik, Tiirkiye) ve -20 °C
derin dondurucu (Gazi UTF FiZYOLOJI
AD)

Soliisyon saklama

-80 °C derin dondurucu (Sanyo, Japonya)

Ornek saklama

(Gazi UTF FIZYOLOIJI AD)
Vorteks (Niive NM 110-020488 Tiirkiye) | Biyokimyasal ~ Olglimlerde  numune
(Gazi UTF FIZYOLOIJI AD) homojenizasyonu

Benmari (Gazi UTF FIZYOLOJI AD)

Calisma Oncesi inkiibasyon

Sonikator (Gazi UTF FIZYOLOJI AD)

Doku homojenize edilmesi

Homojenizator (Gazi UTF FIZYOLOJI AD)

Doku homojenize edilmesi

BioTek ELx 800 Bioelisa Reader (Amerika)

Protein olgiimii

Saf su cihaz1 (Gazi UTF FIZYOLOIJI AD)

Deneyler i¢in saf/deiyonize su elde etmek

S1v1 Azot tank ve depo sistemi (International
cryogenics Inc. IC 10 R) (Gazi UTF
FiZYOLOJI AD)

Orneklerin  dondurulmasinda

kullanilacak

Alinan

Gii¢ Kaynag1 (Gazi UTF FIZYOLOJI AD)

Dokularin 6nce sivi azot daha sonar
dondurucuda saklanmas1 amaciyla

Ph metre (Gazi UTF FIZYOLOIJI AD)

Calismada kullanilacak olan ¢ozeltilerin
pH degerlerinin ayarlanmasinda

Biorad Mini-PROTEAN Tetra Cell, Mini
Trans-Blot Module, and PowerPac Basic
Power (Gazi UTF FIZYOLOJI AD)

Western blot ile protein tayini. Transfer
ve ylriitme sistemi.

Mikrotom (Leica SM 2000, Germany) (Gazi
UTF HISTOLOJI ve EMBRIYOLOJI AD)

Histokimyasal ve immiinohistokimyasal
boyamalar i¢in kesit alinacaktir.
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Istk  mikroskobu (Leica DM 4000B,
Germany) (Gazi UTF HISTOLOJI ve
EMBRIYOLOIJI AD)

Mikroskobik Degerlendirme icin

kullanilcaktir.

Metabolik kafes (GUDAM)

Son 24 saatlik idrarlarm toplanmasi

3.1.3. Kullanilan ticari Kitler, antikorlar ve kimyasal sarf maddeler

Calismada kullanilan ¢esitli kimyasal ve sarf maddeler (Cizelge 3.3), ticari

kitler (Cizelge 3.4) ve Western blot yontemi ve immuhistokimyasal analizler i¢in

kullanilan antikorlar imalat¢1 firma, katalog ve lot numaralari, uygun diliisyon

oranlar1 (Cizelge 3.5) gibi 6zellikleri ile ¢izelgede listelenmistir.

Cizelge 3.3. Kimyasal Sarf Maddeler

Kimyasal Sarf Maddeler

Markalar

D-GALAKTOZ Cayman chemical company,USA
AGK-2 Cayman chemical company,USA
DMSO Bioshop, Canada

Zinc sulfate heptahydrate (ZnSOs) Carlo Erba Reagent
Sulfanilamide (SA) Sigma-Aldrich

Vanadium(III) chloride (VaCl,)

MERCK, Germany

N-(1-Naphthyl)ethylene-diamine

MERCK, Germany

dihydrochloride (NEDD)

Sodium Nitrate Fisher Scientific

Sodyum Hidroksit MERCK, Germany

Fosfat tamponu (PBS) (10x) Echotechbiotechnology

Potasyum kloriir (KCI) MERCK, Germany

Sodyum kloriir (NaCl) Riedel-de Haen, Seelze, Germany
Protein ekstraksiyon soliisyonu (Pro-Prep | Intron Biotechnology

™)

RIPA lysis buffer Santa Cruz Biotechnology, TX, USA
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Si1gir serum albiimini (BSA)

Pierce ™ (Thermofisher Scientific),IL, USA

Protein standardi (SeeBlue® Plus2 Pre-
Stained Standart)

Thermofisher Scientific, MA, USA

Nitroseliilléz membran (0,2 pm)

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Tris Glisin Buffer(TG) BIO-RAD, Hercules, CA, USA
Gliserol Invitrogen, CA, USA
Tris Buffer Salin (TBS) BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

MERCK, Germany

Bromofenol mavisi

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

B-merkaptoetanol

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Metanol

Sigma-Aldrich

%40 Acrylamide/Bis soliisyonu, 29:1

BIO-RAD,Hercules, CA, USA

Amonyum per siilfat (APS)

Thermoscientific, USA

Tetrametil- etilendiamin (TEMED)

Invitrogen, CA, USA

Yagsiz siit tozu (Blotto, non-fat dry milk)

Santa Cruz Biotechnology, TX, USA

Tween 20

Bioshop Canada Inc.

X-ray film sollisyonu-developer, ILFORD
ILFOSOL 3

HARMAN Technology Limited, UK

X-ray film ILFORD

RAPID FIXER

soliisyonu-fixer,

HARMAN Technology Limited, UK

Medikal X-ray film/ MXG film (18x24)

Carestream Health, Inc., NY, USA

Q PCR mix

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Hardshell PCR plate

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

dNTP

Medgenetics, iIZMIR

Microseal B Adhesive saels,100

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

Primer Sentezi

Oligomer biotechnology, Ankara

Prob Sentezi

Oligomer biotechnology, Ankara

Pap Pen Patolab, Istanbul
Teksoll Tekkim
Ksilen Tekkim
Parafin Patolab, Istanbul

Citrate Buffer

Thermofisher Scientific, MA, USA

Entellan

MERCK, Germany
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% 37’lik Formaldehit Tekkim
Cizelge 3.4.Ticari kitler
Ticari Kitler Marka

Rat NFkB (NFkappa B)ELISA Kit

ELK Biotechnology, Wuhan

Rat IL 1b (interlokin 1 beta) ELISA Kit

ELK Biotechnology, Wuhan

Rat IL6 (interlokin 6) ELISA Kit

ELK Biotechnology, Wuhan

Paraksonaz Enzim Test Kiti

Rel Assay Diagnostik Turkey

Pierce BCA Protein Olgiim Kiti

Thermofisher Scientific, USA

Kemiliiminesans substrat Kiti (ECL Western

Blotting Substrate)

Pierce ™ (Thermofisher

Scientific), USA

Niicleospin RNA izolasyon Kiti

Macherey-Nagel, Germany

cDNA sentez Kiti

BIO-RAD, Hercules, CA, USA

PAS Stain Kit

Beslab, Turkey

Masson Trichrome Kit

Beslab, Turkey

Polyvalent (Rabbit-Mouse) HRP Kit

Thermofisher Scientific, USA

DAB Plus Chromogen & Substrate System

Thermofisher Scientific, USA

Hydrogen Peroxide Block Kit

Thermofisher Scientific, USA

Cizelge 3.1. Antikorlar ve uygun diliisyon oranlari

Antikor Diliisyon | Katalog Lot numara | Imalatc1 Firma
orant numara

B-actin sekonder 1:2000 sc-47778 | C1921 SantaCruz
Biotechnology,
TX, USA

SIRT2 (anti-rabbit | 1:500 sc-28298 Al121 SantaCruz

monoclonal) Biotechnology,

TX, USA

Goat- anti mouse | 1:2000 62-6520 RF238896 Invitrogen

IgG(H+L) sekonder

antikor

Beta catenin Polyclonal | 1:100 bs-1165R | A109199336 | Bioss, USA

Antibody

Fibronectin  Polyclonal | 1:100 bs-0666R | BJ01021050 | Bioss, USA

Antibody
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a-Sma Polyclonal | 1:100 E-AB- ACO283 Elabscience

Antibody 34268 Biotechnology

Inc, USA
Kollojenl  Polyclonal | 1:100 bs- BJ12169300 | Bioss, USA
Antibody 104123R

Kollojen 3 Polyclonal | 1:100 bs-0549R | BJ11098955 | Bioss, USA
Antibody

3.2. Yontem

D-Galaktoz’a bagli yaslanma modelinde siganlarin izole karaciger
dokularinda, karaciger indeksi (Yas karaciger agirhigi / viicut agirligi orani)
hesaplandi. Karaciger fonksiyon analizi tespiti i¢in alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST), trombosit sayisi, aglik glukozu, Lipid panelleri
(total kolestrol, HDL, LDL, trigliserit) Gazi Universitesi Hastanesi Biyokimya
merkez laboratuvarinda Beckman AU5800 markali otomatik biyokimyasal analiz
cihazi kullanilarak o&lgiildii. Olgiimler sonucunda, AST- ALT Orani, AST-
Trombosit Oran1 Indeksi (APRI) hesaplandi. APRI skoru (AST / Normalin iist
limiti 40 IU/L) /trombosit sayist x 100 formiilii kullanilarak hesaplandi.

Karaciger dokusunda meydana gelen fibrotik degisimleri degerlendirmek
icin (kolajen lif yogunluk ylizdesi) Masson trikrom boyamasi yapildi. Ayrica
Fibronektin , kolajen tip1 ve tip3, f-katenin, a-SMA, SIRT-2 primer antikorlarmin
uygun dillisyonlarda kullanilmasiyla immuhistokimyasal analizleri yapildi.

Yaslanma modelinde karaciger SIRT2 diizeyi western blot yontemi ile,
NFkB diizeyi, paraksonaz, IL 1P ve IL 6 diizeyi tayini i¢in ELISA yOntemi

kullanildi.
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TGF B, B-katenin, PDGF BB genlerinin ifade diizeyi ger¢ek zamanli-

polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile gosterildi.

3.2.1.SIRT2 protein ekspresyonunun Western-Blotting/SDS-PAGE metodu

ile tayini

Western Blot Analizi; dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi
saglayan bir tekniktir. Bu sekilde ilgilenilen bir proteinin 6rnekte bulunup
bulunmadig1 ve bulunuyorsa yar1 kantitatif olarak farkli gruplar arasindaki miktar1
hesaplanabilir. Caligmamizda SIRT2 ve yiikleme kontrolii olarak p-aktin
proteinlerinin ekspresyonlar1 Western blot yontemi ile gosterilmistir. Western blot
yontemi; Orneklerin hazirlanmasi, jel dokiimii, yiikleme, yliriitme, transfer,
bloklama, primer ve sekonder antikor yiikleme, goriintileme ve analiz

basamaklarindan olusur.

Western blot yontemi sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi

(SDS-PAGE) i¢in gerekli olan ¢ozeltiler:

Jel dokiimii icin hazirlanan ¢ozeltiler

e 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (Tris baz MA:121,14 g/mol)

v' 6 g tris baz 60 ml distile su ile ¢ozdiiriildii.
v' HCl ile pH ayari1 yapildi. (pH 6,8)

v" Son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlandi.
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1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 (Tris baz MA:121,14 g/mol)

18,15 g tris baz 60 ml distile su ile ¢ozdiiriildii.
HCl ile pH ayar1 yapild1 (pH 8,8)

Son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlandi.

%10 (w/v) SDS

10 g SDS 100 ml distile su ile ¢ozdiiriildii.

%10 (w/v) APS

0,1 g APS 1 ml distile su ile ¢ozdiiriildi.

Giinliik taze hazirlanmasi gerekir.

Ayirma jeli (resolving gel) % 12’ lik, 10 ml (2 jel i¢in)

4,25 ml distile su

3 ml % 40’ lik Acrylamide/Bis soliisyonu
2,5ml 1,5 M tris (pH 8,8)

100 pul % 10’ luk SDS

100 pul % 10’ luk APS

10 ul TEMED

Yiginlama jeli (stacking gel) % 6’ lik 5 ml (2 jel i¢in)
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v' 2,9 ml distile su

v' 0,75 ml % 40’ lik Acrylamide/Bis soliisyonu
v 1,25 ml 0,5 M tris (pH 6,8)

v 50 ul % 10’ luk SDS

v 50 ul % 10’ luk APS

v" 5 ul TEMED

Yiikleme, viirtitme, transfer ve bloklama asamalari icin hazirlanan ¢ozeltiler

e 9%0,5 (w/v) Bromofenol mavisi

v 0,025 gr bromofenol mavisi 5 ml distile su i¢inde ¢ozdiirtildii.

v Steril filtreden gegirildi

e Ornek tamponu (sample buffer) (x2) stok

v 1,25 ml tris-HCI (0,5 M pH 6,8)

v' 2,5 ml gliserol

v 2ml %10’ luk SDS

v 0,2 ml %0,5” lik bromofenol mavisi

v" Son hacim 9,5 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

v' Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden kullanilmadan hemen 6nce 950 pl alindi ve 50 pl

B-merkaptoetanol ilave edilerek 1 ml’ye tamamlandi.
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e Yiiriitme tamponu (running buffer) (x10) stok, pH 8,3

v 30,3 g tris baz

v’ 144 g glisin

v 10 g SDS

v" Son hacim 1 L olacak sekilde distile su i¢inde ¢ozdiiriildii.

v 100 ml stok yiiriitme tamponu distile su ile 1 L’ ye tamamlandi (1X).

e Transfer tamponu (transfer buffer) (x10) stok

v 30,3 g tris baz
v’ 144 g glisin
v" Son hacim 1 L olacak sekilde distile su i¢inde ¢ozdiiriildii.

v" 100 ml stok transfer tamponu ve 200 ml metanol, distile su ile 1 L’ye tamamlandi

(1X).

e Yikama tamponu (TBS-T; Tris Buffered Saline with Tween 20) (x10) stok, pH

7,5

v 12,11 g tris baz

v’ 87,66 g NaCl

v' 5 ml tween 20

v' 800 ml distile suda ¢6zdiiriildii ve konsantre HCI ile pH ayar1 yapildi (pH 7,5)
v" Son hacim distile su ile 1 L ye tamamland.

v 100 ml stok yikama tamponu distile su ile 1 L’ ye tamamlandi (1X).
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e Membran bloklama tamponu (%5’ lik)

v’ %5 Siit Tozu i¢in, 5 gr yagsiz siit tozu tartildi, son hacim 100 ml olacak sekilde
yikama tamponu ile tamamlandi.
v’ Transfer islemi sonrasinda tiim membranlar, membrani1 kaplayacak miktarda

kullanilan bu tampon i¢inde (yaklasik 25 ml) +4 °C’ de gece boyunca bloklandi.

e Antikor tamponu (%5’ lik)

v' Membranlarin primer ve sekonder antikorlar ile inkiibasyonu icin kullan bu
tampon esasen uygun antikor diliisyonlarinin yapildig1 (Cizelge 3.) membran

bloklama tamponudur. Tiim antikorlar i¢in %2’ lik siit tozunda bloklama yapildi.
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Orneklerin hazirlanmasi

SDS-PAGE ig¢in kullanilacak karaciger doku 6rnekleri asagidaki islem sirasi takip

edilerek hazirlandi:

>

>

Karaciger dokularindan 20 mg tartildi.

Kuru buz iizerinde tartimi1 yapilan 6rnekler iizerine 500 pl lizis tamponu (pH
7,4) eklendi.

Kullanilan lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz
Biotechnology, TX, USA); 1 ml’de 10 pul 200 mM phenylmethanesulfonyl
floride (PMSF), 10 ul 100 mM sodium orthovanadate ve 10 pl proteaz
inhibitdr kokteyli icerir.

Doku homojenizatorii (Sonics vibracell, %50 amplitiid, 15-20 sn) ile
homojenatlar hazirlandi.

Homojenatlar kuru buz lizerinde 15-20 dk kadar inkiibe edildi.

Inkiibasyon isleminden sonra homojenatlar 10.000 g +4 °C’de 10 dk santrifiij
edildi.

Temiz ependorflara alinan slipernatanlar ikinci kez santrifiij edildi.

Stipernatanlar icin alikotlama yapildi ve —80 °C’de saklandi.
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Total protein diizeylerinin olciimii

Hazirlanan 6rnek siipernatanlarinda total protein diizeyini 6l¢mek icin BCA Protein

Olciim kiti (Pierce BCA Protein Assay Kit, Ref:23225, 1ot#UD282967, Thermo

Scientific, USA) kullanilarak, 6nerilen prokotokol referans alindu.

Calisgmamizda BCA Kkiti ile protein tayini i¢in sirasiyla asagidaki islemler yapilds;

>

YV V VYV VvV V

Protein standardi olarak kit igerisinde bulunan Albumin standart ampulii (2
mg/ml) kullanilarak stok hazirlandi.

Stok BSA’nin PBS ile uygun diliisyonlar1 hazirlanarak sirasiyla; 2 mg/ml,
1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml ve 0 mg/ml
olacak sekilde 7 protein standardi hazirland1

Mikroplakanin kuyucuklarina ikiser tekrarl olmak iizere 6nce standartlarin
her birinden 10 pl, sonra PBS ile 30 kat dilue edilen 6rneklerin her birinden
10 pl yiikleme yapildu.

Standartlar ve 6rneklerin tizerine 200 pl Calistirma Reaktifi eklendi.
Mikroplaka, shaker=karistirict ile 30 sn 6rnek/standart ile reaktif karigtirildi.
Mikroplaka tizeri seal ile kaplanarak 37 °C’de 30 dk inkiibe edildi.

595 nm’ de absorbans dl¢timii yapildi.

7 standardin absorbans Sl¢iimleri kullanilarak Microsoft Office Excel’ de
konsantrasyon-absorbans egrisi olusturuldu. Elde edilen lineer egrinin
denklemi (ycons = axabs + b) orneklerdeki protein miktarinin (mg/ml)

hesaplanmasinda kullanildi.
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» Son olarak, ornekler 30 kat diliie edilmis oldugu i¢in hesaplanan protein

Olciimleri diliisyon katsayisi (x30) ile ¢arpild.

SDS-PAGE icin jel dokiimii

» SDS-PAGE i¢in 10 ml %12’lik ayirma jeli (resolving gel) ve 5 ml %6°11k
yiginlama jeli (stacking gel) dokiildii.

» Jel dokiim islemi i¢in BIO-RAD, Mini protean system (Hercules, CA,
USA), jel dokme standlari, camlari, taraklar1 ve diger aparatlar1 kullanildi.

» %12 ve %6’llk jeller, calismamizda kullandigimiz proteinin molekiiler
agirhigi goz oniine alinarak tercih edildi.

» Jel dokiimiinde ilk olarak ayirma jeli ¢ozeltisi (igerik Kullanilan ¢ozeltiler
kisminda verilmistir) hazirlandi. Bu jele APS ve TEMED eklendikten sonra
hizlica temiz cam plakalarin arasina dokiildi (5 ml kadar) ve tizeri distile su
ile kaplandi.

» Ayirma jelinin polimerize olmasi beklendikten sonra (yaklasik 45 dk) jelin
ylizeyindeki su dokiiliip ayirma jelinin iizerine yiginlama jeli i¢in hazirlanan
cozelti (2 jel i¢in 5 ml) dokiildii.

» Yikleme kuyucuklarinin olugsmasi i¢in tarak (1 mm, 15 kuyulu) yerlestirildi.

» Jelin polimerizasyonu i¢in 45 dk beklendi.
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Jel elektroforezi

Karaciger dokusundan hazirlanan her bir 6rnek i¢in, 20 pg proteini icerecek sekilde
yiikleme ¢ozeltileri hazirlandi. Total protein icerigi 50 mg/ml olarak dlgiilen bir
doku 6rneginden 20 ug protein yiiklemesi yapmak (son hacim 10 pl olacak sekilde)

icin asagida ornek olarak verilen hesaplama kullanildi:

Ornek yiikleme ¢ozeltisi:

> Ornek tamponu (sample buffer): (x2) hazirlanmis stoktan 5 pl

> Omek: 0,4 pl [(20 pg protein yiiklemek icin gerekli voliim=20/protein
konsantrasyonu) formiilii ile hesapland1 ve 0,4 = 20 / 50 seklinde bulundu].

> Distile su: Ornek yiikleme ¢ozeltisinin son hacmini 10 ul’ ye tamamlamak igin
4,6 ul distile su

Yukarda gosterilen hesaplama sekliyle, her bir 6rnek 0,2 ml’ lik ependorflar icinde

hazirlanarak, protein denaturasyonu i¢in 95 °C’ de 5 dk kaynatildi (Eppendorf,

Thermomixer Compact). Sogumasi i¢in buz igine alinan Ornekler, tim hacim

alinarak jel kuyularina yiiklendi. Her bir jelin ilk kuyusu protein standardi olacak

sekilde (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard, Thermo Fisher Scientific, MA,

USA) 3 ul ile yiiklendi. Molekiiler agirliklarin (kDa) belirlenmesinde bu protein

standard: referans alindi. Orneklerin jellere yiiklenmesi tamamlandiktan sonra

elektroforez tanki (Mini protean system, BIO-RAD, Hercules, CA, USA) cam

plakalar1 kapatacak miktarda yiiriitme tamponu (running buffer, pH 8,3) ile

dolduruldu. Gii¢ kaynag1 (Consort E835, Electrophoresis Power Supply) 100 V’ a
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ayarlanarak yaklagik 2 saat boyunca elektroforez islemi siirdiiriildii. Elektroforez

islemi ile proteinler jelde molekiiler agirliklarina gore ayristi.

Proteinlerin membrana transferi

>

YV V V V¥V

Jelde molekiiler agirliklarina gore ayrisan proteinlerin nitroselliiloz
membrana transferi i¢in 1slak transfer modiilii (BIO-RAD, Mini
protean system, Hercules, CA, USA) kullanild1.

Transfer modiiliine yerlestirilecek kasetin aparatlari, siingerler ve
filtre kagitlar1 transfer tamponu i¢inde 1slatildi.

Nitroselliiloz membran (162-0112, BIO-RAD, Hercules, CA, USA)
da 1-2 dk distile su i¢inde 1slatildi.

Elektroforez islemi tamamlaninca cam plakalar distile sudan
gegirildi.

Cam plakalar ayiric1 aparat ile agildi ve jel dikkatlice ¢ikarilip
transfer tamponu i¢ine alind1.

Transfer kasedi, art1 kutuptan eksi kutuba dogru sirasiyla; siinger,
filtre kagidi, membran, jel, filtre kagidi, siinger olacak sekilde
hazirlandi.

Kasetler transfer modiiliine yerlestirildi.

Tank uygun miktarda transfer tamponu ile dolduruldu.

Gli¢ kaynagi sabit 350 mA ve lsaat siireye ayarlandi.

Transfer islemi ile jelden membrana proteinlerin transferi saglandi.
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Bloklama ve antikor yiikleme

>

Transfer islemi tamamlandiktan sonra membranlar yikama tamponu olarak
kullanilan TBST i¢inde 5 dk yikandi.

Membranlar %5°lik yagsiz siit tozu ile hazirlanan bloklama tamponu i¢ine
alindi.

+4°C’de calkalayici (Mini Rocker MR-1, BOECO) iizerinde gece boyunca
inkiibe edildi. Bu islem ile hedef protein i¢in membranlar {izerindeki non-
spesifik baglanma bolgeleri engellenmis oldu.

Bloklama isleminden sonra membranlar yikama tamponu ile 3 kez, 5’er dk
yikandi.

Hedef proteinler i¢in se¢ilen primer antikorlarin (SIRT2, B-aktin) uygun
diliisyonlar (Cizelge 3.) %5 lik siit tozu ile hazirlanan antikor tamponuyla
yapild.

Membranlar primer antikorlar ile +4 °C’de ¢alkalayici iizerinde 1,5 saat
inkiibe edildi.

Primer antikorlarla inkiibasyon isleminden sonra membranlar yikama
tamponu ile 3 kez, 5’er dk yikandu.

Sekonder antikor HRP (horseradish peroxidase)-konjuge, yagsiz siit tozu
%S5’lik siit tozu ile hazirlanan antikor tamponuyla uygun oranda diliie edildi
(Cizelge 3.) ve membranlar oda sicakliginda, 1,5 saat boyunca sekonder
antikor ile inkiibe edildi.

Sekonder antikorlarla inkiibasyon isleminden sonra membranlar yikama

tamponu ile 3 kez 5’er dk yikandu.
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Goritintiileme ve analiz

» Hedef protein bantlarmin  goriiniir hale getirilmesi  igin
kemiliiminesans kit (ECL Western Blotting Substrate, Pierce™
(Thermo Sci.), IL, USA) kullanildi.

» Kit iginde bulunan iki tampon ¢ozelti 1:1 oraninda karistirilarak
hazirlandi.

» Bu tampon karigimiyla Membran yiizeyi kaplandi ve 1 dk inkiibe
edildi.

> BIORAD goriintiileme sistemi kullanilarak hedef protein bantlart
goriintiilendi ve TIFF ve JPEG formatinda kaydedildi.

» Bant yogunluklarinin hesaplanmasinda Image J programi kullanildi.

» Hedef proteinlerin bant yogunluklar1 yiikleme kontrolii olarak

secilen B-aktine oranlanarak hesaplandi.

3.2.2. Dokularda TGF-p, p KATENIN ve PDGFBB ekspresyon diizeyinin
Ger¢ek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) ile Saptanmasi:

RNA izolasyonu

v' Doku 6rneklerinde RNA izolasyonu (Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA Mini
Isolation Kit, 50 preps, Katalog No:740955.50) kit ile ¢alisildi. Kitlerin uygulama
asamasinda lreticinin Onerdigi protokol referans alinarak deney basamaklar

tamamlandi.

Deney Oncesi Hazirlik
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» Kit igindeki RA3 buffer (12 ml) igine 48 ml %96-100 Et-OH eklendi.
» rDNase i¢ine 550 ul RNase free su eklendi.

> Ornek sayisina gore aliquotlanip -30 o C’ye kaldirildi. (9 PCR tiipii)

Orneklerin Hazirlanmasi

» -80 o C’deki sican karaciger dokularindan hassas tartida yaklasik 20 mg
doku lam {izerinde bistiiri yardimiyla kesilerek tartimi yapildi ve dokular

ependorflara alindi.

NucleoSpin RNA izolasyon kiti protokolti

1. Hiicre Lizisi
» 20 mg karaciger dokusunun tizerine lizis buffer olan 350 pul RA1 ile 3,5 ul

B-merkaptoetanol eklendi.

2. Dokunun Homojenizasyonu
» Sonikatér (SONICS-Vibracell) cihazinda %50 ayarda 8 saniye tutarak
homojen hale gelene kadar (max 15 sn) homojenize edildi (buz iizerinde
calisilmalidir.).
» Doku homojenatlar1 3000 RPM, +4 o C’de 5 dk santrifiij edildi
slipernatantlar1 alimacakti fakat ¢Okmedigi goriiliince bu asamadan

vazgegildi.

3. Lizatin Filtrasyonu
» Mor renkteki NucleoSpin Filtresi 2 ml’lik collection tiip igine

yerlestirildi.
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> Lizat eklendi.

» 11.000 x g’de 1 dakika +4 o C’de santrifiij edildi.

4. RNA’nin kolona baglanma sartlarinin ayarlanmasi
» 4. adimda kullanilan filtre, collection tiipten ¢ikarilarak ve collection
tiip tizerine 350 pl %70 Et-OH (soguk) eklendi.

» 5 kere up and down yapilarak homojen dagitildu.

5. RNA’nin kolona baglanmasi
» Acik mavi renkteki NucleoSpin RNA kolonu, collection tiip {izerine
yerlestirildi.
» Her bir 6rnek 2-3 kere pipetaj yapildiktan sonra kolona yiiklendi.
» 11.000 x g’de 30 saniye +4 o C’de santrifiij edilir.

» Kolon yeni bir collection tiipe alindi.

6. Silika Membrana Desalting yapilmas1
» Kolon iizerine 350 ul MDB (Membran Desalting Buffer) eklendi.

» 11.000 x g’de 1 dakika +4 o C’de santrifiij edildi.

7. DNA’nin kesilmesi
» Steril 1,5 mI’lik ependorf i¢inde her bir 6rnek i¢in 10 pl rDNase ve
90 ul Reaction Buffer for rDNase ekleyip mix hazirland1 ve
karistirildi.
» Silica membrana 95 ul DNase reaction mixture eklemesi yapildi.

» Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

8. Silica membranin yikanmasi ve kurutulmasi
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1. yikama
» Kolon iizerine 200 ul RAW2 buffer eklendi.
» 11.000 x g’de 30 saniye +4 o C’de santrifiij edildi.

» Kolonu yeni bir collection tiipe alindi.

2. yikama
» Kolon iizerine 600 ul RA3 buffer eklendi.
» 11.000 x g’de 30 saniye +4 o C’de santrifiij edildi.

» Flowthrough atildi.

3. yikama
» Kolon iizerine 250 ul RA3 buffer eklendi.
» 11.000 x g’de 2 dakika +4 o C’de santrifiij edildi.
» Collection tiip atilirak ve yerine eliisyon yapilacak olan 1,5 ml’lik ependorfu

yerlestirildi.

9. RNA’n eliisyonu
» Kolon lizerine 60 ul RNase-free su (kit i¢inde verilen) eklenir ve 2 dk inkiibe
edildi.
» 11.000 x g’de 1 dakika +4 o C’de santrifiij edildi.
» RNA konsantrasyonlari ve 260/280 nm dalga boylarinda absorbanslari
Nanodrop (Thermo Scientific) ile (ng/ul) olarak oSlgiilerek ve 500 ng

cekmek i¢in gerekli hacimler hesaplandi.
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Cizelge 3.6. Kontrol ve deney gruplari total RNA izolasyonu sonrasi elde edilen

RNA miktarlar1 ve saflik oranlari

Sican Karaciger RNA Konsantrasyonlar: ve safiklar (KONTROL GRUBU)

K1 K3 K4 K5 K6
RNA SAFLIK 2.15 2.15 2.14 217 2.16
RNA CONS. (ng/nl) 2212,6 15943 1549,1 24532 2106,6

Sican Karaciger RNA Konsantrasyonlar: ve safliklar1 (GALAKTOZ-DMSO GRUBU)

D1 D2 D3 D4 D35 D6 D7 D8

RNA SAFLIK 2.13 2.16 2.13 2.14 2.16 2.13 2.13 2.16

RNA CONS. 25941 | 23331 | 24412 | 31685 | 19984 | 24211 | 26517 (24910

Sican Karaciger RNA Konsantrasyonlar ve safliklari (GALAKTOZ GRUBU)

Gl G2 G3 G4 Gs G6 G7 Gs | GI0
RNA
2.14 2.15 2.13 2.13 2.14 2.16 2.15 212 1213
SAFLIK
RNA 2531
3004,2 39884 | 32085 | 2996,1 | 14739 | 2217,6 | 20573 | 26236
CONS. 0

Sican Karaciger RNA Konsantrasyonlar: ve safhiklar1 (GALAKTOZ-ACGK2 GRUBU)

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8

RNASAFLIK | 2.4 2.15 2.14 2.16 2.15 2.14 2.14 2.15

RNACONS. | 28422 [ 2078,7 | 25062 | 25398 | 30595 | 24095 [ 318835 | 36333

CDNA Sentezi

Doku 6rneklerinde cDNA sentez (BIO-RAD, iScript™ cDNA Synthesis Kit,
100x20 pl rxn, Katalog No: 1708891) kiti ile ¢alisildi. Kitlerin uygulama
asamasinda lireticinin 6nerdigi protokol referans alinarak deney basamaklari
tamamlandi. Total RNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra ve daha sonra ticari

kit yardimiyla mRNA dan cDNA sentezi elde edildi. Elde edilen cDNA &rnekleri
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ve asagidaki primerler kullanilarak ilgili genler GZ-PZR ile amplifiye edildi.

Primer ve Prob konsantrasyonlar1 agsagidaki hesaplamalar yapilarak hazirlanmistir.

Forward ve Reverse Primerlerin konsantrasyonu,

v 10 uM (pmol/pl) konsantrasyondan 0,6 pl ¢ekilir.

10 pmol

v 0,6 ul x = 6 pmol

v 62p Orr:l)l = 300nM Bu sonuca gore qPCR kitindeki (150-

900 nM araliginda kaliyoruz)

Probe konsantrasyonu;

v 10 uM (pmol/pul) konsantrasyondan 0,4 ul ¢ekilir.

10 pmol

v 0,4 ul x = 4 pmol

v —4; Orr:l)l = 200nM Bu sonuca gore qPCR kitindeki (150-

250 nM araliginda kaliyoruz)
v Primer ve problar hazirlanir. Deneylerde amplifiye edilecek

sican genleri i¢in asagidaki primerler kullanildi:
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Cizelge 3.7.GZ-PZR amplifikasyonunda kullanilacak olan gen ve

prob dizileri

Gen Baz (bp)
Rat Beta Actin Forward primer | RBact_F1 5' - TGTCACCAACTGGGACGAT - 3' 19
Reverse primer | Rbact Rl | 5~ GGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC-3' 21
Probe Rbact_P1 | 5'~FAM - CACTTTCTACAATGAGCTGCGTGTGG - TAMRA - 3" 26
Rat Beta Katenin | Forward primer | Rbcat_F1 | 5'- TACGAGAAGCTCCTGTGGAC -3’ 20
Reverse primer | Rbcat_R1 | 5'~ GCTGCATCGGACAAGTTTCT -3 20
Probe Rbcat_P1 | 5'-FAM - CATCGTGGAAGCTGGTGGGATGCAGG - TAMRA - 3' 26
Rat TGF Beta 1 Forward primer | RTGFB1 F1 | 5'~ CGCAACAACGCAATCTATGAC-3' 21
Reverse primer | RTGFB1_R1 | 5'~TGTTGCTCCACAGTTGACTTG -3’ 2
Probe RTGFB1_P1 | 5'~FAM - CAGTGCCAGAACCCCCATTGCTGTCC - TAMRA -3 2%
Rat PDGF-88 Forward primer | RPDGFB_F1 | 5~ GGTGCAGGTGAGAAAGATCG -3’ 20
Reverse primer | RPDGFB_R1 | 5'~ CTCGATGCTCCCTGGATGTC 3" 20
Probe RPDGFB_P1 | 5'~FAM - GTGTGAGACAGTAGTGACCCCTCGGC-TAMRA-3' 26

Cizelge3.8. GZ-PZR kullanilacak olan gpcr mix deney setleri

Beta Katenin qPCR icin deney mix tablosu

Component 1 Rxn 100 Rxn
iTaq Universal Probes
1
Supermix {2X) 7,5 ul 750 K
Forward Primer (10uM) 0,45 ul 45 ul
Reverse Primer (10uM) 0,45 ul 45 ul
Probe (10uM) 0,3 ul 30 ul
Nuclease-free water 3,3 ul 330 ul
cDNA Template 3 ul -
Total Vol 15 i 96 well'e 12,5 ul olarak

bolunecek.

TGF Beta 1 gPCR icin deney mix tablosu

Component 1 Rxn 100 Rxn
iTaq Universal Probes
Supermix (2X) 7,5 ul 7508
Forward Primer (10uM) 0,45 ul 45 ul
Reverse Primer (10uM) 0,45 ul 45 ul
Probe (10uM) 0,3 ul 30 ul
Nuclease-free water 3,3 ul 330 ul
cDNA Template 3 ul -
Total Volume 15 96 welle 12,5 ul olarak

bolinecek.

PDGF-BB gPCR icin deney mix tablosu

Component 1 Rxn 100 Rxn
iTaq Universal Probes
7,5 ul 750 pl
Supermix (2X) S K W
Forward Primer (10uM) 0,45 pl 45 pl
Reverse Primer (10uM) 0,45 ul 45 ul
Probe (10uM) 0,3 ul 30 pl
Nuclease-free water 3.3 ul 330 ul
cDNA Template 3 ul -
96 Ve 12,5 ul ol k
Total Volume 15 ul welte "S5 plolara

bolunecek.
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Hafif bir vortex ve spin ardindan asagida tablodaki ayarlamalar yapilarak
deney setleri cihaza (BIO-RAD CFX96 Real-Time PCR) yiiklendi.

Cizelge 3.9. Deney setleri cihaza yiiklenmeden 6nce yapilan ayarlamalar

Reaction Temperature Time Cycle
Polymerase Activation and DNA

Denaturation 3¢ 30sec !
Denaturation 95¢C 5 sec 40
Annealing/Extention 60°C 30 sec
Reaksiyon 53

dakika strlyor.

Ct (Cycle thresohld) degeri alinamayan PDGF-BB geni i¢in tekrar deneme
yapildi. Fakat genin eksprese oldugu oOrnek belirtilen Ct degerleri arasinda
bulunamadi. Ct’ler ge¢ alindi, cDNA miktar1 arttirilmasi gerekti ve yeni cDNA
sentezlendi. {1k drnek denememizde, Ct’ler ge¢ alindi, cDNA miktar1 arttirilmasi
gerekti ve yeni cDNA sentezlendi. Bu asamada K3 (1 pul cDNA + 2,18 ul dsu), K4
(1 ul cDNA + 2,09 pul dsu), G5 (1 ul cDNA + 1,9 ul dsu) 6rneklerinden tekrar 500
ng/ul hazirland1 ve 1 pg’lik RNA ile baslanilan 20 pl’lik hacimde cDNA sentezi
yapildi. Daha 6nce hazirlanan cDNA miktarlari iizerine eklenip daha konsantre bir
c¢DNA havuzu olusturuldu. Bu havuzdan alinan cDNA lar sentez i¢in kullanildi. Bu
sekilde yapildiginda Beta Aktin Ct degerleri daha 6nce goriildii ve kabul edildi.

Deney prosediirii uygulandi.
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3.2.3 NFKB, IL1p, IL6, Paraksonaz protein ekspresyonunun Sandvi¢ ELISA

(Enzyme-linked immunosorbent assay) yontemi ile tayin edilmesi

Karaciger doku oOrneklerinde NFKB, IL1B, IL6 ve Paraksonaz enzim
ekspresyonunun kantitatif 6l¢iimii i¢in ticari ELISA kitleri (Rat IL6 (Interleukin 6)
ELISA Kit 96 Testlik, ELK biotechonology, Katalog No: ELK1158, Rat IL1f
(Interleukin 1 Beta) ELISA Kit 96 Testlik, ELK biotechonology, Katalog No:
ELK1272, Rat NKAP (NFKB Activating Protein) ELISA Kit 96 Testlik, ELK
biotechonology, Katalog No: ELK7219, Paraoxonase-1 (PON-1) Enzim Aktivite
Kiti, Rel Assay Diagnostics® ,Turkey Katalog No: RL0031) ile ¢alisildi. Kitlerin
uygulama asamasinda iireticinin Onerdigi protokol referans alinarak deney

basamaklar1 tamamlandi.

ELISA icin doku homojenatlarinin hazirlanmasi

» 0,020 g tartilan karaciger dokusu buz iizerine alinarak 500 pl
RIPA soliisyonu her bir 6rnege eklendi.

» Doku homojenizasyonu Sonics vibracell araciligiyla (%50
amplitiid, 15-20 sn) homojenize edildi ve bu homojenatlar 30 dk boyunca
buz iizerinde inkiibasyona birakildi.

> Inkiibasyon siiresi biter bitmez homojenatlar, +4 °C’de ve
13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

» Siipernatanlar ¢aligilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.
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IL6 protein ekspresyonunun ELISA yontemi ile saptanmasi:

IL6 protein protein miktarinin ELISA ile saptanmasinda Rat IL6 (Interleukin
6) 96 Testlik ELISA Kiti (Katalog No: ELK1158, ELK biotechonology) kullanildi.

Kitlerin uygulama asamasinda iireticinin 6nerdigi protokol referans alindi.

Kitin igerigi:

> Antikor ile kaplanmis mikroplaka 12 strip x 8 kuyu
> Standart (liyofilize)

> Standart Seyreltici Tampon 20 mL

> Biyotinlenmis Antikor (100x)

> Biyotinlenmis Antikor Seyreltici 12 mL
> Streptavidin-HRP Tampon (100%) 120 uLL
> HRP Seyreltici 12 mL

> Yikama Tamponu (25%) 20 mL

> TMB Substrat Soliisyonu 9 mL

> Durdurma Soliisyonu 6 mL

> Plaka Kapaklari

> Kullanim klavuzu

Kitin ¢alisma prensibi:

Bu kitte uygulanan test prensibi Sandvi¢ enzim immunoassay'dir. Bu kitte

saglanan mikrotitre plakasi, Interleukin 6(IL6)'ya 06zgii bir antikorla dnceden
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kaplanmistir. Standartlar ve numuneler, uygun mikrotitre plaka kuyularimna ytiklenir
ve ardindan (IL6)'ya 6zgii biyotin-konjuge antikor eklendi. Daha sonra Horseradish
Peroxidase'e (HRP) konjuge Avidin her mikroplaka kuyusuna eklenerek ve inkiibe
edildi. TMB substrat soliisyonu eklendikten sonra, yalnizca IL6, biotin-konjuge
antikor ve enzim-konjuge Avidin igeren kuyucuklar da renkte degisiklik
gbzlendi. Enzim-substrat reaksiyonu, siilfiirik asit c¢ozeltisi ilave edilerek
sonlandirilirdi ve renk degisimi 450nm + 10nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak 6l¢iildii. Orneklerdeki IL6 konsantrasyonu, daha sonra standartlarin Optical
Density (O.D.) degerleriyle karsilastirilarak degerlendirildi. Cikan absorbans
sonuglari total protein miktarma oranlanarak hesaplandi. R? degeri asagidaki gibi

bulundu.

y =598,77x3 + 395,52x? - 210,15x + 0,1705
R?=0,9982

Standard Curve (IL-6)
600

500
400
300
200

100

IL-6 Konsantrasyonu (pg/ml)

o

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
-100

Corrected OD450 nm

Sekil 3.1. IL6 nin standart egri R? degeri
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IL1p protein ekspresyonunun ELISA yontemi ile saptanmasi:

ILIB protein protein miktarmin ELISA ile saptanmasinda Rat IL1J3
(Interleukin  6) 96 Testlik ELISA Kiti (Katalog No: ELKI1272, ELK
biotechonology) kullanildi. Kitlerin uygulama asamasinda iireticinin Onerdigi

protokol referans alindi.

Kitin igerigi:

> Antikor ile kaplanmis mikroplaka 12 strip x 8 kuyu
> Standart (liyofilize)

> Standart Seyreltici Tampon 20 mL

> Biyotinlenmis Antikor (100x)

> Biyotinlenmis Antikor Seyreltici 12 mL
> Streptavidin-HRP Tampon (100%) 120 uLL
> HRP Seyreltici 12 mL

> Yikama Tamponu (25%) 20 mL

> TMB Substrat Soliisyonu 9 mL

> Durdurma Soliisyonu 6 mL

> Plaka Kapaklari

> Kullanim klavuzu

Kitin ¢alisma prensibi:
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Bu kitte uygulanan test prensibi Sandvi¢ enzim immunoassay'dir. Bu kitte
saglanan mikrotitre plakasi, Interleukin 1 Beta (IL1B)'ye 0zgii antikorla 6nceden
kaplanmistir. Standartlar ve numuneler, uygun mikrotitre plaka kuyularina
yiiklendi ve ardindan IL1J 'ye 6zgii biyotin-konjuge antikor eklendi. Daha sonra
Horseradish Peroxidase'e (HRP) konjuge Avidin her mikroplaka kuyusuna
eklenerek inkiibe edildi. TMB substrat soliisyonu eklendikten sonra, sadece IL1f,
biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin iceren kuyucuklarda renkte
degisiklik gozlendi. Enzim-substrat reaksiyonu, stilfiirik asit ¢ozeltisi ilave edilerek
sonlandirilirdi ve renk degisimi 450nm + 10nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak 6lciildii. Orneklerdeki IL1P konsantrasyonu, daha sonra standartlarin O.D.
degerleriyle karsilagtirilarak degerlendirildi. Cikan absorbans sonuglari total

protein miktarma oranlanarak hesaplandi. R? degeri asagidaki gibi bulundu:

Standard Curve (IL-1beta) y=20312x*-15058x +3819,6x2 - 181,82 + 0,2623
R? = 0,9991

1200

o
o
o

200

1
i

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
-200

Corrected OD450 nm

IL-1beta Konsantrasyonu (pg/ml)
N
o
o

Sekil 3.2. IL1B nin standart egri R? degeri
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NFAP (NFKB Activating Protein) protein ekspresyonunun ELISA yontemi ile

saptanmasi:

NFAP protein miktarmm ELISA ile saptanmasinda Rat NFKAP 96 Testlik
ELISA Kiti (Katalog No: ELK7219, ELK biotechonology) kullamldi. Kitlerin

uygulama asamasinda iireticinin 6nerdigi protokol referans alindi.

Kitin igerigi:

> Antikor ile kaplanmis mikroplaka 12 strip x 8 kuyu
> Standart (liyofilize)

> Standart Seyreltici Tampon 20 mL

> Biyotinlenmis Antikor (100x)

> Biyotinlenmis Antikor Seyreltici 12 mL
> Streptavidin-HRP Tampon (100%) 120 uLL
> HRP Seyreltici 12 mL

> Yikama Tamponu (25%) 20 mL

> TMB Substrat Soliisyonu 9 mL

> Durdurma Soliisyonu 6 mL

> Plaka Kapaklari

> Kullanim klavuzu

Kitin ¢alisma prensibi:
Bu kitte uygulanan test prensibi Sandvi¢ enzim immunoassay'dir. Bu kitte

saglanan mikrotitre plakasi, NFKB Aktive Edici Proteine (NKAP) 06zgii bir
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antikorla 6nceden kaplanmistir. Standartlar ve numuneler, uygun mikrotitre plaka
kuyularina yiiklendi ve ardindan NKAP 06zgii biyotin-konjuge antikor
eklendi. Daha sonra Horseradish Peroxidase'e (HRP) konjuge Avidin her
mikroplaka kuyusuna eklenerek inkiibe edildi. TMB substrat soliisyonu
eklendikten sonra, yalnizca NKAP, biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge
Avidin iceren kuyucuklarda renkte degisiklik gézlendi. Enzim-substrat reaksiyonu,
stilfiirik asit ¢ozeltisi ilave edilerek sonlandirilirdi ve renk degisimi 450nm + 10nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak &lgiildii. Orneklerdeki NKAP,
konsantrasyonu, daha sonra standartlarin O.D. degerleriyle karsilastirilarak
degerlendirildi. Cikan absorbans sonuclar1 total protein miktarina oranlanarak
hesaplandi. R? degeri asagidaki gibi bulundu:

y =-9381,2x5 + 9250,3x% - 2921,2x3 + 377,6x2 - 14,324x + 0,0024
Standard Curve (NFKB) R? = 0,9999

12

=
o

oo

NFKB Konsantrasyonu (ng/ml)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Corrected OD450 nm

Sekil 3.3. NFKB’nin standart egri R? degeri
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Paraoksonaz-1 (PON1) Aktivite Ol¢iimii Kiti:

Paraoksonaz-1 enzim aktivitesi ELISA ile saptanmasinda, Paraoxonase-1
(PON-1) Enzim Aktivite Kiti (Rel Assay Diagnostics®, Turkey Katalog No:
RLO0031) kullamldi. Kitlerin uygulama asamasinda iireticinin &nerdigi protokol

referans alindi.

Kitin igerigi:

» Tampon 1 (T1): Tris Buffer Soliisyonu 30ml

» Tampon 2 (T2): Substrat Soliisyonu 6ml

Doku homojenizasyonu

» Dokular 1/9 oraninda (0,1 gr doku: 0,9ml 50 mmollik pH:7.40
fosfat tamponu) fosfat tamponu ile homojenize edildikten sonra 7000 rpm

+4' de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatanlar ependorfa alindi.

Kitin ¢aligma prensibi ve Test prosediirii:

Bu kitte uygulanan test prensibi Sandvi¢ enzim immunoassay'dir. Tam
otomatik paraoksonaz aktivite Olciim yontemi, iki farkli tampon soliisyonu
kullanild. ik tampon Tris tamponudur ve ayrica PON1 enziminin bir kofaktérii
olan kalsiyum igerir. Ikinci tampon, yeni gelistirilmis stabil bir substrat
soliisyonudur. Orneklere, Tampon 1 ve tampon2 eklenerek karistirildi.

Paraoksondan iiretilen p-nitrofenoliin absorbansinin lineer artigi, kinetik 6l¢iim
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modunda takip edildi. Paraokson hidroliz (dietilpnitrofenilfosfat olusum) hizi, 37
°C'de 412 nm'de absorpsiyon artis1 izlenerek &lgiildii. Uretilen p-nitrofenol miktari,
pH 8.5'te molar absorpsiyon katsayisindan 18.290 M-1 cm-1 olarak hesaplandi.

Paraoksonaz aktivitesi U/L serum olarak ifade edildi.

3.2.4. Histolojik Yontem
Isik Mikroskobik Yontem:

Deney sonunda gruplara ait karaciger dokular1 151k mikroskobik inceleme
amaciyla %10’ luk formaldehit soliisyonuna alinarak tespit edildi. Histolojik takip
islemleri sonras1 dokular parafine gomiilerek bloklama yapildi. Elde edilen parafin
bloklardan mikrotom cihazi ile (RM 2245, Germany) 4 um kalinliginda kesitler
almarak Hematoksilen-Eosin (HE), Masson’s Trichrome (MT) boyamalar
yapilarak immunohistokimyasal analizler i¢in hazir hale getirildi.
Hematoksilen-Eosin (HE) Boyama Protokolii:

Tim deney gruplarina ait karaciger kesitlerinin deparafinizasyon islemi
sonrasinda, kesitler azalan etil etil alkol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70)
10’ar dakika siireyle tutuldu. Akan musluk suyu altinda 5 dk yikanan kesitler
yikama sonrasinda 10 dakika boyunca Harris Hematoksilen soliisyonunda boyandi.
Boyanma sonrasinda tekrar 10 dakika akar suda yikama islemi gercgeklesti.
Hematoksilen ile boyanan kesitler asit- alkol soliisyonuna batirilarak akan musluk
suyu altinda tekrar 10 dakika yikandi. Yikama sonrasi Eosin boya soliisyonunda 10
dk siiresince boyanan kesitler, 10 dakika daha akan musluk suyu ile yikandi.

Yikama sonrasinda kesitler dehidratasyon amaciyla sirasiyla, artan (%70, %80,
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%90 ve %100’lik) etil alkol serilerinden gecirildi. Ksilolde bekletilen kesitler
entellan kapama mediumu kullanilarak kapatildi. Boyanan kesitler Leica DM
4000B (Germany) bilgisayar destekli 1sik mikroskobunda Leica LAS V 4.9
programi kulllanilarak goriintiilendi. Hematoksilen-Eosin boyama sonrasinda
karaciger kesitlerinde randomize secilen 6 farkli alanda histopatolojik skorlama
yapildi. Skorlama 1: Hasar yok; 2:Hafif hasar; 3: Orta hasar; 4: Siddetli hasar
derecelerinden olustu [42].

Masson’s Trichrome Boyama Protokolii:

Karaciger kesitleri deparafinize edilerek boyamaya hazir hale getirildi.
Weigert Iron Hematoxylin A ve B soliisyonlarinin karisiminda 15 dk bekletilen
kesitler hizlica distile sudan gegirildi. Pikrik asit alkolik soliisyonunda 4 dk tutulan
kesitler tekrar distile su ile yikandi. Ponceau asit Fuksin soliisyonu ile 15 dk
muamele edilen kesitlerin tekrar distile su ile yikama islemi gergeklestirildi.
Phosphomolybdic asit soliisyonunda 5 dk bekletilen kesitler yikama islemi
yapilmadan Masson Anilin Blue soliisyonuna etkisine birakildi. Distile su ile
yikamanin ardindan alkol serilerinden gegirilen kesitler kapama mediumu entellan
ile kapatilarak goriintiilemeye gecildi. Boyama sonrasinda mavi renkte izlenen
kolajen liflerin preparattaki alan ylizdeleri ImageJ (National Institutes of Health,
USA) programi kullanilarak hesaplandi [145].

3.2.5. Immunohistokimyasal Analiz

Immiinohistokimyasal analizler igin karaci§er dokularmna ait parafin

bloklardan alman kesitler deparafinizasyon isleminin ardindan azalan alkol

serilerinden (%100, %96, %90, %80 ve %70) gecirildi. Dehidrate edilen dokular
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alkolden uzaklastirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan gecirildi ve sitrat
tamponu (HDF, Tiirkiye) (pH 6.0) ile yiiksek 1s1da antijen retrival igslemi uygulandi.
Kesitler 3 kez 5’er dakika distile sudan gecirildi. Ardindan dokularmn ¢evresi doku
sinirlayict kalem ile Pap pen (Patolab) ile sinirlandirildi. Dokular 3 kez 3’er dakika
PBS (Phosphate Buffer Saline), (Thermo, AP-9009-10, UK) (pH:7.4) ile yikandi.
Daha sonra, 10 dakika 9%3’liikk hidrojen peroksit (Thermo, TA-125-HP, UK)
uygulandi. PBS ile yikanan kesitler 5 dakika UltraV block (Ultra Vision Detection
System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP, Thermo, TP-125-HP, UK) ile
muamele edildi. Kesitler uygun diliisyonda SIRT-2 (Santa Cruz, 1:100),
Fibronektin (Bioss, 1:100), Tip I Kolajen (Bioss, 1:100), Tip III Kolajen (Bioss,
1:100), Beta-Katenin (Bioss, 1:100) ve a-SMA (Bioss, 1:100), primer antikorlar1
ile bir gece boyunca + 4’ °C’ de inkiibe edildi. Daha sonra kesitler 3 kez 3’er dakika
PBS ile yikandi. Yikama sonrasinda 10 dakika biotinli sekonder antikor uygulandi
ve PBS ile tekrar yikama yapildi. Yikamanin ardindan 10 dk streptavidin peroksidaz
enzim kompleksine etkin birakilan kesitler 3 kez 3’er dakika PBS ile yikanarak,
diaminobenzedin (DAB) substrati iceren kromojen DAB (Thermo, TA-125-HD,
UK) kullanilarak immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi. Zemin boyasinda
Mayer’in Hematoksilen’i (Thermo, TA-125-MH, UK) kullanildi. Yikanan kesitler
artan alkol serilerinden gecirilerek, 20 dakika ksilolde bekletildi. Sonrasinda
entallan kapama mediumu ile kapatilarak Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar
destekli 151k mikroskobunda Leica LAS V4.9 (Germany) programi kullanilarak
goriintiilenmesi gerceklestirildi. SIRT-2, Fibronektin, Tip I Kolajen, Tip III

Kolajen, Beta-katenin ve a-SMA antikorlarina ait immunopozitif alan ytlizdesi
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ImageJ (National Institutes of Health, USA) programi kullanilarak, x200
biiyliltmede her kesitte randomize segilen bes farkli alanda degerlendirildi [146].

3.2.6. Kullanilan istatistiksel yontem

Calismamizda, elde edilen degerler ortalama + S.E.M olarak ifade
edilmistir. Analizler i¢in IBM SPSS Statistics 22 programi kullanildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar1 degerlendirmek icin One-Way ANOVA testi kullanild.
Istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanirsa her bir gruptan elde edilen ortalama
degerler Tukey’in post-hoc testi kullanilarak karsilagtirma yapildi. Histopatolojik
degerleri analiz etmek icin Kruskal-Wallis testi kullanildi. Bu analizde median

degerleri kullanilmis olup p <0.05 ise istatistiki olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Karaciger indeksi

Calisma Oncesi ve sonrasi (10 hafta) siganlarin beden agirligi ve karaciger

1slak organ agirligi ve karaciger indeksi (Yas karaciger agirhigi / viicut agirlig

orani) cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Uygulama 6ncesi ve sonrasinda; viicut agirliklari , karaciger 1slak organ

agirhigi ve karaciger organ indeksi verileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda

deney gruplarinda farksiz bulundu (p>0,05).

Gruplar flk viicut Son viicut KC 1slak organ KC organ
agirligi (gr) agirhig (gr) agirhig (gr) indeksi
(mg/gr)
Kontrol 242,5+11,39 317,16+17,6 8,3610+0,08 2,61+0,08
DMSO+ D-galaktoz | 244+6,75 329,25426,3 9,0528+0,54 2,68+0,12
D-galaktoz 242,14+12 318+30,96 8,6871+0,96 2,69+0,06
D-galaktoz+AGK2 254,8+20,68 306,28+12,7 9,0850+1,07 2,72+0,08

Cizelge 4.1. Agirlik 6l¢iimlerinin ve karaciger organ indeksinin ortalama degerleri
+ standart hata degerleri
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4.2. Karaciger fonksiyon testleri ve diger biyokimyasal analizleri

Lipid panelleri (total kolesterol, HDL, LDL, VLDL, trigliserit)
degerlendirildiginde HDL, LDL, Total Kolesterol degerlerinde gruplar arasinda bir
anlamlilik izlenmedi. Ancak VLDL ve Trigliserit diizeyinin D-GAL+AGK2
grubunda diger 3 gruba kiyasla anlamli olarak daha diisiik oldugu gériildii (p<0,05).

Lipid panelleri 6l¢iim sonuglari sekil 4.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.1. Plazma LDL (A), HDL (B), Total kolesterol (C), VLDL (D), Trigliserit
(E) diizeylerindeki degisimler. (LDL: diisiik yogunluklu lipoprotein, HDL: yiiksek
yogunluklu lipoprotein, VLDL: ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein)
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*Kontrol, DMSO+D-Gal ve D-Gal gruplarina kiyasla p<0,05

Kanda biyokimyasal ve karaciger fonksiyon testleri degerlendirildiginde:
Hb, PLT ve ALT diizeyleri gruplar arasinda farksiz bulundu. D-Galaktoz
uygulamas1 AST diizeyini, kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak ytikseltirken,
AGK-2 uygulamas1 D-GAL grubuna kiyasla AST diizeyini anlamli olarak diisiirdii
(p<0,05).

Karaciger fonksiyon gostergesi olarak kullanilan iki parametre AST/ALT
orani ve APRI (AST/trombosit orani) indeksidir. Her iki parametrenin de artmasi
karaciger fonksiyon bozuklugunu gosterir. AST/ALT orami gruplar arasinda
degerlendirildiginde, D-GAL grubunda, kontrol ve DMSO+D-GAL grubuna
kiyasla anlamli olarak artarken, (p<0,05), AGK-2 uygulamasi, AST/ALT oranini

anlamli olarak azaltt1 (p<0,05).

APRI (AST/trombosit orani indeksi) gruplar arasinda degerlendirildiginde,
D- GAL grubunda kontrol ve DMSO+D-GAL gruplarina kiyasla artig izlenirken

(p<0,05), AGK2 uygulamas1 APRI skorunu azaltt1 (p<0,05).

Gruplar AST{U/L) | ALT(IU/L) AST/ALT AST/Trombosit
Oram Oran1  Indeksi
(APRI)
Kontrol 105,4+10,9 | 32,1+5 2,9+0.2 0,35+0,05
DMSO+D-galaktoz | 92,7+15,1 32,8443 2,9+0.4 0,32+0,05
D-galaktoz 127,6+£16,8 | 33,7+2 3,9+0,6 0,46+0,07
D-galaktoz +AGK2 | 106,2+19,3 | 33,6+4,5 3,2+0,4 0,36+0,02

Cizelge 4.2. Karaciger fonksiyon analizi i¢cin ALT ve AST diizeyi, AST/ALT
Orani, APRI indeksi ortalama =+ standart hata degerleri
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Sekil 4.2. Plazma hemoglobin (A), PLT (B), AST (C), ALT (D), AST/ALT (E),
AST/PLT (F) diizeylerindeki degisimler (PLT: trombosit sayisi, AST: aspartat
aminotransferaz ALT: alanin aminotransferaz)
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*Kontrol ve DMSO+D-Gal gruplarina kiyasla p<0,05

#* D-Gal grubuna kiyasla p<0,05

4.3. SIRT?2 protein ekspresyonundaki degisimler

Western blot analizi ile elde edilen sonuglara gore karaciger dokusunda SIRT2
protein ekspresyonu, D-GAL grubunda diger 3 gruba kiyasla anlamli olarak
artarken (p<0,05), D-GAL+AGK2 grubunda ise kontrol ve D-GAL+DMSO
gruplarmma gore anlamli olarak azaldi. Galaktozun SIRT2’yi artirdigi, AGK2

uygulamasinin ise inhibe ettigi goriildi (p<0,05).

Kontrol DMSO+D-Gal D-Gal D-Gal+AGK2
| A

I I
! \( \ [ ) 1 \
S S ——— .‘.ﬂ‘ 43 kDa

B-actin | e 42 kDa
Sirt2/p-actin
2.0
*
1.54 I
#
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2
o° o
1o xv~°
o‘?
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Sekil 4.3. Karaciger dokusunda SIRT2 protein ekpresyonundaki degisimler.

Western blot yontemi ile ¢alisilan SIRT2 ekpresyonu B-actin ile normalize edildi.
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*Kontrol, DMSO+D-Gal, D-Gal+AGK2 gruplarina kiyasla p<0,05

*Kontrol, DMSO+D-Gal, D-Gal gruplarima kyasla p<0,05
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Resim 4.1. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger kesitleri SIRT-2

immunohistokimyasal goriintiileri izlenmekte (A: Kontrol; B: DMSO+D-GAL; C
:D-GAL; D: D-GAL+AGK?2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200).

SIRT-2 immunoreaktivite alan1 immiinohistokimyasal analiz ile gruplar arasinda
degerlendirildiginde, AGK2 uygulamast DMSO+D-GAL grubuna gore anlamli

olarak SIRT2 immunoreaktivite alanini azaltt1 (p=0,011). (Resim 4.1).

4.4. NFkB, IL1p, IL6, Paraoksonaz protein ekspresyonundaki degisimler
Antioksidan, antinflamatuvar bir enzim olan Paraoksonaz plazma diizeyi, kontrol
grubunda 3 gruba kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu. D-GAL uygulamasi

paraksonaz enzim diizeyini kanda anlamli olarak disiirdii (p<0,001). D-
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GAL+AGK2 ve D-GAL gruplarinin  paraksonaz enzim  diizeyleri
karsilastirildiginda farksiz bulundu (p=0,104).

Paraksonaz karaciger doku diizeyi degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir
degisim olmamasina ragmen, HDL ile paraksonaz doku diizeyi arasinda pozitif
korelasyon goriildii (r:1 p: p<0,001).

Karaciger fibrozisinde inflamatuvar sitokin olan IL1f ve IL-6 diizeyleri 6l¢iildii. D-
GAL uygulamasi IL1J karaciger doku diizeyini kontrole gére anlamli olarak arttirdi
(p<0,05), AGK2 uygulamasi ise, IL1f diizeyini diger 3 gruba gore anlamli olarak
diisiirdii (p<0,05).

AGK2 uygulamasi, IL6 diizeyini diger tiim gruplara (D-GAL, DMSO+D-GAL ve
kontrol) gdre anlamli olarak diisiirdii (p<0,05). Diger gruplarin arasinda fark
goriilmedi.

NFkB karaciger doku diizeyi degerlendirildiginde, D-GAL uygulanan gruplarda

kontrole kiyasla anlamli azalma goriildii (p<0,05).

Gruplar IL1B IL6 NFkB Paraoksonaz | Paraoksonaz
Protein Protein Protein (Doku) (Plazma)
diizeyi diizeyi diizeyi (U/L) (U/L)
(ng/mg) | (ng/mg) | (ng/mg)

Kontrol 15,2+2 64,6+22 | 1,6+0,19 110,2+14,8 237,2+15,8

D-Galaktoz 15,9+1,5 | 53,9+5,5 | 0,36+0,16 | 107,7+16,7 185,4+27,9

+DMSO

D-Galaktoz 17,6+1,7 | 52,6+9.4 | 0,38+0,15 | 111+20,3 142,7+41

D-Galaktoz 12,3+0,5 | 35,9+7,2 | 0,21+0,17 | 114,8+9,7 116+14,1

+AGK2

Cizelge 4.3. Kontrol ve deney gruplarimin NFKB, IL1f, IL6 diizeyleri ortalama +
standart hata degerleri

85




IL1B IL6
25+ 80+
*
{1 60
5 L 5 Lo L
¢ * g -w ;
; E= =3 g 404 o
E E e
g 2 20- ﬁ
: S
T 0- T T
> Y S > 2 Nag
joid 3 & /< o
O‘ xv.c, +°° )tQ‘ o' x?.c’
N O A
O‘b @aj 0’0
Q ) Q
NF-kB Paraksonaz
2.0- 150-
15 T L
1004 o
o e
E 4 0. o i
B o | e
-
" . . 50- s
0.5 ] I e
: : Iﬂﬁﬁ[ﬂ m‘:‘
0.0- .l T 0- T
A Y Y
N & &
+° x¥ +° xv
& &
E Q Q
Paraksonaz (plazma)
300-
*
200 T *
'n"nn
4
’ T .
i e
100 =
0- T T
& 9@\ op
< Q
© <%
&
&

Sekil 4.4. Karaciger dokusunda IL 1B (A), IL 6 (B), NF-kB (C), Paraoksonaz doku
(D) diizeyleri ile plazma Paraoksonaz (E) seviyesindeki degisimler. (IL 1f:

interlokin 1 beta, IL 6: interlokin 6, NF-kB: niikleer faktor kappa B)
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*Kontrol grubuna kiyasla p<0,05

*Kontrol, DMSO+D-Gal, D-Gal gruplarina kiyasla p<0,05

4.5 TGF-p, p KATENIN ve PDGFBB ekspresyon diizeyi degisimleri
Karaciger fibrozisinde rolii olan TGF-p, B katenin ve PDGFBB diizeyleri Gergek
Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) analizi ile ¢alisildi. GZ-PZR
analizi sonucunda elde edilen, TGF-f,  katenin ve PDGFBB optimizasyon

egrileri asagida sunulmustur.

Amplification
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Sekil 4.5. TGF B geni i¢cin GZ-PZR de yapilan optimizasyon egrileri drnekleri
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Sekil 4.6. Beta katenin geni i¢in GZ-PZR de yapilan optimizasyon egrileri

ornekleri

Amplification

RFU

Cycles

Sekil 4.7. PDGF BB geni i¢in GZ-PZR de yapilan optimizasyon egrileri 6rnekleri
Normalizsayon i¢in kullanilan housekeeping gen (HKG) B-aktin’dir. Sekil 4.8’de

B-aktin optimizasyon egrisi gosterilmektedir.
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Sekil 4.8. B-aktin geni icin GZ-PZR de yapilan optimizasyon egrileri

ornekleri

D-Galaktoz uygulamasi, kontrol ve DMSO+D-GAL grubu ile karsilastirildiginda
TGF-B diizeyinde anlamli artisa neden olurken, AGK2 uygulamasi TGF-B
diizeyinde anlaml1 azalmaya yol a¢t1 (p<0,05). Sekil 4.5 ‘de optimizasyon egrileri,
sekil 4.9.A’da kontrol ve deney gruplarinin TGF- ekspresyon degisimleri
gosterilmistir.

D-Galaktoz uygulamasi, kontrol ve DMSO+D-GAL grubu ile karsilastirildiginda 8
katenin diizeyinde anlamli artis yaparken, AGK2 uygulamasi B katenin diizeyinde
anlamli azalmaya yol act1 (p<0,05). Sekil 4.9.B’de kontrol ve deney gruplarinin 3
katenin ekspresyon degisimleri gosterilmistir.

GZ-PZR analizinde, optimizasyon egrilerinin elde edilebilmesi i¢in, Ct (dongii esik
degeri) pozitif degerde olmalidir. Ancak Sekil 4.7 ‘de gosterildigi gibi PDGF-BB

geni, dongii esik degerinin altinda kalmis ve optimizasyon egrileri alinamamuistir.
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PDGF-BB geni i¢in 2 tekrar deneme yapilmasina ragmen sonug degismemistir. Bu

nedenle PDGFBB‘nin tiim gruplarda karaciger dokusunda ekprese olmadigi

distiniildii.
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Sekil 4.9. Karaciger dokusunda TGF B1 (A) ve B-catenin (B) mRNA ekspresyon
degisimleri

*Kontrol ve DMSO+ D-Gal gruplarina kiyasla p<0,05

#* D-Gal grubuna kiyasla p<0,05

Immiinohistokimyasal analiz ile D-GAL uygulamasi tiim gruplarda (DMSO+D-
GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK2) karaciger dokusunda [-katenin
immunreaktivitesini, kontrol grubuna goére arttirdi (sirasiyla, p=0,004; p=0,001 ve
p<0,001). AGK-2 uygulamasi D-GAL grubuna gore B-katenin immiin aktivitesini
azaltmakla beraber bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Diger gruplar
B-katenin agisindan birbirinden farksiz bulundu (sirasiyla, p=1,000 ve p=1,000)

(Resim 4.2).
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Resim 4.2. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger kesitleri Beta Katenin
immunohistokimyasal goriintiileri izlenmekte (A: Kontrol; B: DMSO+D-GAL; C:

D-GAL; D: D-GAL+AGK?2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200).

4.6. Histopatolojik Bulgular ve Immunohistokimyasal Analiz Sonuclar

4.6.1. Karaciger dokularmin histopatolojik skorlamasi

Karaciger dokularmin histopatolojik skorlamasi sonrasinda, kontrol grubuna ait
kesitlerde vena centralis ¢evresinde poligonal forma sahip hepatositlerin normal
1sinsal diizenlenimde oldugu, bazi hepatositlerin binuklear oldugu ayirt edildi.
Hepatosit dejenarasyonuna rastlanmazken, v. Centralis ¢evresi ve portal alanda

inflamasyon izlenmedi (Resim 4.3).
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D-GAL uygulamast (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK2) kontrol
grubuna gore histolojik skoru artird1 (sirastyla p<0,001; p<0,001 ve p<0,001).
DMSO+D-GAL ve D- GAL gruplarinda ise inflamasyonun yani sira hepatosit
kordonlarinin 1smnsal diizenleniminde bozulma, hepatosit dejenarasyonu ve
karaciger sinuzoidlerinde dilatasyon dikkat ¢eken bulgulardandi. Histopatolojik
skorlamanin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda ise iki grup arasinda anlamlilik
izlenmedi (p=0,234).

AGK2 uygulamasi ise diger iki gruba gore (D-GAL ve DMSO+D-GAL) histolojik
inceleme sonrasinda lenfosit infiltrasyonyu azaltip, hepatosit yapisal biitiinliigiinii

korudu ve histopatolojik skoru azaltti (p=0,003).
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Kontrol

DMSO

D-Gal

D-Gal+AGK2

Resim 4.3. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger dokularinin Hematoksilen-
Eosin ile boyanmig goriintiileri izlenmekte. Vena centralis etrafinda poligonal
hepatositlerden olusan 1sinsal diizenlenime sahip kordonlar (=), Hepatosit
dejenarasyonu (*), Hepatosit kordonlarinda diizensizlik (<), inflamasyon (=),

karaciger sinuzoidlerinde dilatasyon (P ) goriilmektedir (HE, X100 ve X200)
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4.6.2.Kontrol ve deney gruplarinin kolajen lif yogunlugu degisimleri

Karaciger dokularinin kolajen lif yogunlugu ve fibrotik degisimleri incelemek
amaciyla uygulanan Masson’s Trichrome boyamas1 sonrasi, mavi renkte boyanan
kolajen lif alan yiizdesi 6l¢iilerek istatistiksel olarak degerlendirildi. Kontrol grubu,
D-galaktoz uygulanan gruplar (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK?2) ile
karsilagtirildiginda vena centralis ¢evresinde ve portal alanlarda kolajen lif dagilim1
normal izlendi (sirasiyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). AGK2 uygulamasi vena
centralis ve portal alanlarda kolajen lif alan yiizdesini D-GAL grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiirdii (p=0,027). DMSO+D-GAL grubunda
ise kolajen lif yogunlugu azalis gosterse de bu deger istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=1,000). DMSO+D-GAL ve D-GAL grubunda istatistiksel olarak

anlamlilik izlenmedi (p= 0,322). (Resim 4.4).
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Resim 4.4. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger dokularinda kolajen lif
dagilimi izlenmekte. Mavi renkte boyanan (%) kolajen lifler goriilmektedir (MT,

X200)
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4.6.3.Karaciger dokularmin fibronektin immunreaktivitesi

Fibronektin immunpozitif alan1 kontrol grubunda DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-
GAL +AGK2 gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde dugiiktii
(strastyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak

bir anlamlilik izlenmedi (Resim 4.5).

Resim 4.5. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger kesitleri Fibronektin
immunohistokimyasal goriintiileri izlenmekte (A: Kontrol; B: DMSO+D-GAL; C

:D-GAL; D: D-GAL+AGK?2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200

4.6.4.Karaciger dokularmin tip 1 kolajen immunreaktivitesi
Tip I kolajene ait immunreaktivite kontrol grubunda, D-GAL uygulanan gruplara

gore (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL+AGK?2) istatistiksel olarak anlamli
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diisiik bulundu (sirasiyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). D-GAL grubunda
DMSO+D-GAL ve D-GAL +AGK2 gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
artis gozlenirken (sirasiyla, p=0,015 ve p=0,001), DMSO+D-GAL ve D-GAL
+AGK2 gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamlilik izlenmedi (p=1,000)

(Resim 4.6).

Resim 4.6. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger kesitleri Tip 1 Kolajen
immunohistokimyasal goriintiileri izlenmekte (A: Kontrol; B: DMSO+D-GAL; C
:D-GAL; D: D-GAL+AGK?2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200).

4.6.5.Karaciger dokularmin tip III kolajen immunreaktivitesi

D-Galaktoz uygulamasi (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL+AGK2) Tip III
kolajen immunpozitif alanini, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli

sekilde artird1 (sirasiyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). AGK uygulamasi ise Tip
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III immunreaktivite iizerinde anlamli degisiklige neden olmadi (p=1,000) (Resim

4.7).

Resim 4.7. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger kesitleri Tip III Kolajen
immunohistokimyasal goriintiileri izlenmekte (A: Kontrol; B: DMSO+D-GAL; C

:D-GAL; D: D-GAL+AGK?2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200).

4.6.6.Karaciger dokularmin a-SMA immunreaktivitesi

a-SMA immunreaktivite alan1 kontrol grubunda, tiim deney gruplaria (DMSO+D-
GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK2) gore anlamli olarak diigiik bulundu (sirasiyla,
p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). AGK2 uygulamasi ise a-SMA diizeyini anlaml

olarak azaltt1 (p=0,020) (Resim 4.8).
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Resim 4.8. Kontrol ve Deney gruplarina ait karaciger kesitleri a-SMA

immunohistokimyasal goriintiileri izlenmekte (A: Kontrol; B: DMSO+D-GAL; C:

D-GAL; D: D-GAL+AGK?2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200).

Cizelge 4.4 Kontrol ve deney gruplarinin Fibronektin, Tip I kolajen, Tip III kolajen,
a-SMA, Histopatolojik skor, Kolajen lif yogunlugu, SIRT2, B-catenin
ortalama =+ standart hata degerleri

Gruplar Kontrol D-Galaktoz+ D-Galaktoz | D-Galaktoz
%4DMSO-+PBS TAGK2
Fibronektin 0,44+0,44 | 4,26+2,83 4,48+2,58 | 3,61+2,33
Tip I kolajen 0,73+0,95 3,10+1,31 437£1,65 | 2,68+1,16
Tip III kolajen 0,88+0,54 | 6,6243,18 7,24+2,90 | 6,53+2,94
o-SMA 0,26+0,26 | 4,04+1,62 4,12+1,44 | 2,93+0,97
Histopatolojik skor 1,17+0,38 | 2,65+0,67 2,96+0,41 | 2,38+0,66
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Kolajen lif yogunlugu | 0,90+0,63 5,57+£3,74 7,11£3,47 | 4,68+3,05

SIRT2 0,64+0,37 140,72 0,85+064 0,70+1
B-katenin 0,38+0,25 2,20+2,9 1,85+1,89 | 1,64+2

4.6.7. Korelasyon Sonuclari

Korelasyon Sonuglar1 agagidaki gibidir:

SIRT2 icin western ve IHC sonuclar1 pozitif korelasyon gosterdi (r=0,691,
p<0,001):

SIRT?2 ekpresyonu (western): AST (r=0,454, p=0,034), AST/PLT (r= 0,563, p=
0,007), Tip I kolajen (r=0,485, p=0,014), IL 1B (r= 0,712, p<0,001), TGF 1B (r=
0,490, p=0,028), B-katenin mRNA ekspresyonu (r= 0,515, p=0,006) ile pozitif
korelasyon gosterdi.

SIRT2 IHC: ASL/ALT (r=0,608, p=0,013), AST/PLT (r=0,502, p=0,024), B-
katenin mRNA (r=0,576, p=0,008), B-katenin IHC (r= 0,520, p=0,019), Tip I
kolajen (r=0,502, p=0,017), histopatolojik skor (r=0,464, p=0,026), kolajen lif
yogunlugu (0,466, p=0,029), IL 1B (r= 0,622, p=0,006) ile pozitif korelasyon
gosterdi.

p-katenin icin mRNA ve IHC sonuclari pozitif korelasyon gosterdi (r=0,672,
p=0,002):

p-katenin mRNA: AST (r=0,461, p=0,047), AST/ALT (r=0,468, p=0,043),
AST/PLT (r=0,684, p=0,001), Tip [ kolajen (r=0,433, p=0,05) ile pozitif korelasyon

gosterdi.
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B-katenin ITHC: Tip I kolajen (r=0,426, p=0,048), aSMA (r=0,453, p=0,03),
histopatolojik skor (r=0,549, p=0,007), kolajen lif yogunlugu (r=0,525, p=0,012)

ile pozitif yonde, NF-kB (r=-0,475, p=0,03) ile negatif yonde korelasyon gosterdi.

o-SMA THC: B-katenin (r=0,453, p=0,03), Fibronektin (r=0,692, p<0,001), Tip I
kolajen (r=0,822, p<0,001), Tip III kolajen (r=0,689, p<0,001), histopatolojik skor
(r=0,856, p<0,001), kolajen lif yogunlugu (r=0,768, p<0,001) ile pozitif yonde;
Paraoksonaz plazma (r=-0,573, p=0,007) ve NF-kB (r=-0,833, p<0,001) ile negatif

yonde korelasyon gosterdi.

Karaciger organ agirhgi: Sican son viicut agirhig (r=0,725, p=0,000), HDL
diizeyi (r=0,372, p=0,061), Paraoksonaz doku diizeyi (r=0,449, p=0,024) ile pozitif

yonde, SIRT2 THC (r=-0,421, p=0,046) ile negatif yonde korelasyon gosterdi.

Karaciger organ indeksi: ALT (r=0,480, p=0,044), total kolestrol (r=0,443,
p=0,058), kolajen lif yogunlugu (r=0,453, p=0,068) ile pozitif korele iken, NF-kf3

(r=-0,495, p=0,023) ve IL1B (r=-0,439, p=0,068) ile negatif korelasyon gosterdi.

Hb degeri: PLT (r=0,570, p=0,003) ve paraokonaz plazma diizeyi (r=0,409,

p=0,059) ile pozitif yonde korelasyon gosterdi.

PLT degeri: AST/trombosit oran1 (r=-0,451, p=0,027) ve (r=-0,567, p=0,009) ile

negatif yonde korelasyon gosterdi.
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AST degeri: SIRT2 western (r=0,454, p=0,034) AST/ALT oran1 (r=0,729,
p=0,000), AST/trombosit oran1 (r=0,813, p=0,000), B-katenin mRNA (r=0,461,
p=0,047) ile pozitif korelasyon gdsterdi.

HDL degeri: Total kolestrol (r=0,860, p=0,000) ile pozitif korelasyon gosterdi.
Total kolestrol degeri: Fibronektin (r=0,519, p=0,027), Tip III kolajen (r=0,566,
p=0,014), histopatolojik skor (r=0,433, p=0,064), kolajen lif yogunlugu (r=0,514,
p=0,029) ile pozitif yonde, IL6 (r=-0,522, p=0,032) ve B (r=-0,409, p=0,059) ile
negatif yonde korelasyon gosterdi.

VLDL degeri: Sigcan viicut ilk agirligi (r=-0,503, p=0,040) ile negatif yonde viicut
son agirhig (= 0,621 p=0,002) ve Trigliserit diizeyi (r= 1, p=0,000) ile pozitif
yonde korelasyon gosterdi.

Trigliserit degeri: Sican viicut ilk agirligi (r=-0,500, p=0,041) ile negatif yonde,
viicut son agirlig (r= 0,625 p=0,002) ile pozitif yonde korelasyon gosterdi.
AST/ALT orami: AST (r= 729, p=0,000), AST/Trombosit oram1 (r= 0,721,
p=0,000), Tip I kolajen (1=0,474, p=0,047), SIRT2 IHC (r= 0,608, p=0,013),
kolajen lif yogunlugu (r= 0,462 p=0,062) ve B-katenin (r= 0,468, p=0,043) ile

pozitif yonde korelasyon gosterdi.

AST/Trombosit orani: SIRT2 western (r=0,538, p=0,007), SIRT2 IHC (r=0,502,
p=0,024), AST (r=0,813, p=0,000), AST/ALT oran1 (r=0,721, p=0,000), B-katenin
(r= 0,684 p=0,001) ile pozitif yonde, PLT (r=-0,451, p=0,027) ile negatif yonde

korelasyon gosterdi.
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Fibronektin IHC: Total kolestrol (r=0,519, p=0,027), Tip I kolajen (r=0,707,
p=0,000), Tip III kolajen (r=0,592, p=0,000), SIRT2 IHC (r=0,403, p=0,070), a-
SMA (r=0,692, p=0,000), histopatolojik skor (r=0,611, p=0,002), kolajen Ilif
yogunlugu (r=0,741, p=0,000) ile pozitif yonde, Paraoksonaz plazma diizeyi (r=-
0,527, p=0,027), IL6 (r=-0,539, p=0,017), NF-kB (r=-0,730, p=0,000) ile negatif

yonde korelasyon gosterdi.

Tip I kolajen IHC: SIRT2 western (r=0,485, p=0,014), Total kolestrol (r=0,518,
p=0,028), AST/ALT orami (r=0,474 p=0,047), B-katenin THC (r= 0,426 p=0,048),
Tip III kolajen (r=0,648, p=0,000), a-SMA (r=0,822, p=0,000), histopatolojik skor
(r=0,798, p=0,000), kolajen lif yogunlugu (r=0,757, p=0,000) ile pozitif yonde,
Paraoksonaz plazma diizeyi (r=-0,577, p=0,006), NF-kB (r=-0,708, p=0,000) ile

negatif yonde korelasyon gosterdi.

Tip III kolajen IHC: Total kolestrol (r=0,566, p=0,014), B-katenin IHC (r= 0,406
p=0,061), Fibronektin (r= 0,592 p=0,003), a-SMA (1=0,689, p=0,000),
histopatolojik skor (r=0,773, p=0,000), kolajen lif yogunlugu (r=0,748, p=0,000)
ile pozitif yonde, Paraoksonaz plazma diizeyi (r=-0,712, p=0,000), NF-kp (r=-

0,771, p=0,000) ile negatif yonde korelasyon gosterdi.

Histopatolojik skor: B-katenin IHC (r= 0,549 p=0,007), Fibronektin (r= 0,611

p=0,002), a-SMA (r=0,856, p=0,000), SIRT IHC (= 0,464 p=0,026), TGF Bl
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mRNA (r=0,540, p=0,025) ile pozitif yonde, Paraoksonaz plazma diizeyi (r=-0,676

p=0,001), NF-kB (r=-0,870, p=0,000) ile negatif yonde korelasyon gosterdi.

Kolajen lif yogunlugu: AST/ALT oran1 (r=0,462, p=0,062), B-katenin IHC (r=
0,525 p=0,012), a-SMA (r=0,768, p=0,000), histopatolojik skor (r=0,784,
p=0,000), SIRT2 IHC (r=0,466, p=0,029), B-katenin mRNA (r=0,402, p=0,064),
TGF Bl mRNA (r=0,463, p=0,071) ile pozitif yonde, Paraoksonaz plazma diizeyi
(r=-0,635 p=0,003), NF-kB (r=-0,785, p=0,000) ile negatif yonde korelasyon

gosterdi.

Paraoksonaz plazma diizeyi: Hb degeri (= 0,409, p=0,059), IL6 (r=0,525,
p=0,015), NF-kB (r= 0,651, p=0,001) ile pozitif yonde korelasyon, fibronektin (r=
-0,507 p=0,027), Tip I kolajen (r= -0,577, p=0,006), Tip III kolajen (r= -0,712,
p=0,000), a-SMA (r=-0,573, p=0,007), histopatolojik skor (r=-0,676, p=0,001),

kolajen lif yogunlugu (r= -0,635, p=0,003) ile negatif yonde korelasyon gosterdi.

Paraoksonaz doku diizeyi: Karaciger organ agirlig1 (r= 0,449, p=0,024) ve sican

son viicut agirhig: (r= 0,430, p=0,032) ile pozitif korelasyon bulundu.

IL1 B diizeyi: SIRT2 western (r=0,712 p=0,000), SIRT2 THC (r=0,622, p=0,006),

IL 6), (r=0,596, p=0,007) ile pozitif yonde, karaciger organ indeksi (r=-0,439

p=0,068) ile negatif korelasyon gosterdi.
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IL6 diizeyi: Paraoksonaz plazma diizeyi (= 0,525 p=0,015), IL1B (r= 0,596,
p=0,007), NF-kB (r=0,592, p=0,003) ile pozitif yonde, Total kolestrol (r=-0,522,

p=0,032) ve Fibronektin (r=-0,539, p=0,017) negatif korelasyon gdsterdi.

NF-kp diizeyi: Paraoksonaz plazma diizeyi (r= 0,651 p=0,001) ve IL 6 (r= 0,592,
p=0,003) ile pozitif yonde, karaciger organ indeksi (r=-0,495 p=0,023), HDL (r= -
0,372 p=0,067), Total kolestrol (r= -0,409 , p=0,059), Fibronektin (r= -0,730
p=0,000), Tip I kolajen (r=-0,708, p=0,000), Tip III kolajen (r=-0,771, p=0,000),
a-SMA (r= -0,883, p=0,000), histopatolojik skor (r= -0,870, p=0,000), kolajen lif

yogunlugu (r= -0,785, p=0,000) negatif korelasyon gosterdi.
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Sekil 4.10. D-galaktoz uygulamasi ile artan ve azalan parametreler

SIRT2(western ve ihc)
TGF B
Bcatenin(IHC,western)
a-SMA
Histopatolojik Skor

Kolajen Lif Yogunlugu
Tip | kollajen
Tip lll kolajen
IL1B

Paraoksonaz plazma diizeyi

Sekil 4.11. AGK2 uygulamasi ile azalan parametreler

AST
AST/ALT
APRI
VLDL
Trigliserit
SIRT2(western ve 1hc)
TGFB
B catenin
a-SMA
Histopatolojik skor
Kolajen lif yogunlugu

LB
IL6
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5.TARTISMA

Karaciger hastaliklari, diinya ¢apinda her yil yaklasik 2 milyon 6liimden
sorumludur; bunlarin yaris1 siroz komplikasyonlarindan, diger yarisi ise viral
hepatit ve HCC'den kaynaklanmaktadir [46]. Yaslanma ile iliskili olarak kronik
karaciger hastalik riskini arttiran fibrozis karaciger hasarimi takiben hiicre dist
matriks (ECM) birikimi ile karakterize edilen geri doniisiimlii bir yara iyilesme
yanitidir. Karaciger hasar1 akut ve kendini sinirlar ise geri donebilir ve iyilesme ile
sonlanirken, hasar devam ederse kronik inflamasyon ve ECM birikimi sonucu
parankim skar dokusu ile yer degistirir.

D-galaktoza bagli model, yaslanma calismalarinda siklikla kullanilir. D-
galaktoz, normal konsantrasyonlarda glikoza metabolize edilir. D-galaktoz verilen
3 aylik si¢anlarin, 16-24 aylik yastaki siganlara morfolojik ve fonksiyonel olarak
benzedigi ve dogal yaslanmayi taklit ettigi gosterilmistir [89]. D Galaktozun
konsantrasyonu ideal degerlerin {izerine ¢iktiginda, hidrojen peroksit olusturmak
tizere galaktoz oksidaz tarafindan oksitlenir. Yiiksek doz D-galaktoza bagh
yaslanmadan sorumlu olan mekanizmalar, oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz

olarak tanimlanmaktadir [96].

Oksidatif stres yaslanma silirecinde hala kabul goéren ve apoptoz,
inflamasyon iizerinden farkli epigenetik mekanizmalar1 uyaran bir siiregtir. D
galaktoz modelinde de farkli siire ve denek uygulamasina karsin karacigerde
oksidatif stresin [10, 12, 98] tipk1 dogal yaslanmada oldugu gibi [147-149] artt1g1

gosterilmistir. Reaktif oksijen iriinleri, stellat hiicreleri aktive ederek onlari
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miyoblastlara doniistiiriir ve fibrojenik yanit1 indiikleyerek, fibrotik alanlarda artisa
neden olur [11-12]. Oksidatif stres; protein, lipid ve DNA bilesenlerinin degisimleri
ile karaciger hasarina, kronik karaciger yetmezligi, karaciger fibrozisi ve yaglanma

gibi bir¢ok hastaliga neden olur [34].

D-galaktozun karaciger hasari i¢in Onemli bir risk faktorii oldugu,

karacigerde lipid birikimi yoluyla oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir.

D-galaktoz ile indiiklenen yaslanma ile lipid metabolizmasinin bozuldugu
gosterilmigtir. Zhou ve ark., D-galaktoz uygulanan farelerin karacigerlerinde
belirgin lipid birikimi oldugu trigliserit seviyelerinin arttigr, HDL kolesterol ve
HDL-TG oraninin azaldigi, Kolesterol ve LDL-C seviyelerinde anlamli bir
degisiklik olmadigini bildirilmistir [98]. Zhang ve ark; D-galaktoz ile indiiklenen
yaslanmada, farelerin karaciger ve serumunda TC, TG ve LDL-C 6nemli Ol¢iide
arttigini; serumdaki HDL-C’nin azaldigini gdstermistir [150]. Wistar albino
sicanlara uygulanan D-Galaktozun (200mg/kg IP) TG ve TC seviyelerini
,500mg/kg dozunda 6 haftalik uygulamanin ise TG, LDL ve VLDL diizeyini
arttirdigr gosterilmistir [151, 152]. Calismamizda D-galaktoz uygulamasinin lipid

panelleri tizerinde anlaml etkisi goriilmedi.

Paraoksonaz 1 (PONI1) serumda ve karacigerde bulunan bir ester
hidrolazdir. Kronik karaciger hastaliklarida dahil olmak tizere oksidatif stresi igeren
cesitli hastaliklarda ve yaslanmada dolagimdaki PON1 seviyelerinin azaldigi ve
degisikligin karaciger hasarmin derecesi ile iliskili oldugun belirtilmistir. Kronik
hepatit veya karaciger sirozu olan hastalarda serum PONI1 aktivitesinin 6nemli
Olclide azalmistir. Ferre ve ark, karbon tetrakloriir ile indiiklenen fibrozis
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modelinde, siganlarda hepatik PON1 aktivitesinin azaldig1 bunun sonucunda artan
lipid peroksidasyonunun karaciger hasarina neden oldugunu ortaya koymustur
[107, 153]. Yaslanma ile lipid peroksidasyonu artarken, serum paraokosonaz
diizeyleri azalmaktadir [154]. Seres ve arkadaslari; PONT1 aktivitesi ile yas arasinda
negatif iliski oldugunu gostermistir [104]. Calismamizda, D-galaktoz uygulamasi
plazma Paraoksonaz diizeyini azaltmistir. Paraoksonaz plazma diizeyi ile, histolojik
parametreler ve fibrozis belirtecleri arasinda 6nemli korelasyonlar bulunmustur.
Paraoksonaz plazma diizeyi, Fibronektin, Tip I kolajen, Tip III kolajen, a-SMA,
histopatolojik skor, kolajen lif yogunlugu ile negatif yonde korelasyon gosterdi. Bu
korelasyonlar Paraoksonaz plazma diizeyinin azalmasinin fibrogenez ile iliskili
olabilecegini diistindiirmektedir. Paraksonaz karaciger doku diizeyi gruplar
arasinda farksiz iken, HDL, karaciger ve viicut agirlig1 ile paraksonaz doku diizeyi
arasinda pozitif korelasyon goriilmiistiir. Karacigerin en yiliksek PON1'e sahip
organ olmast nedeniyle, serum PONI seviyesinin ana kaynadi oldugu
diistiniilmektedir [155]. Ancak, plazma diizeyinin azalmasi doku diizeyinin
degismemesi, hepatik PON1 gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan
baska molekiiler mekanizmalar olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Calismamizda, siganlarin baglangi¢c ve uygulama sonrasi agirlik degisimi,
karaciger agirligit ve organ indeksi degerlendirildi. D-GAL uygulamasi agirlik
degisimi ve karaciger organ indeksinde anlamli bir degisiklige yol agmadi. D-
galaktoz uygulamasmin (6-12 hafta 150 mg/kg) farelerde ve siganlarda viicut
agirhigi izerinde anlamli bir degisiklige neden olmadig1 yoniindeki ¢alismalar bizim

sonuglarimizla uyumlu iken; [156-158] farkli iki ¢alismada; 8 hafta boyunca
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subkutan 150 mg/kg ve 200 mg/kg dozda intragastrik gavaj ile uygulanan D-
galaktozun, farelerde viicut agirhigi ve karaciger organ indeksini azalttigi
gosterilmistir [12, 98]. Calismamizda karaciger agirliginda ve indeksinde azalma
gozlenmedigi halde bu parametreler fibroziste rol oynayan SIRT2 ve ILIf ile
negatif korele bulundu. Ayrica, Karaciger organ agirligr; HDL Paraoksonaz doku
diizeyi ile pozitif yonde, Karaciger organ indeksi, IL1p ile negatif korele bulundu.

Farkli dozlarda D-GAL uygulamasinin karacierde ALT ve AST
seviyelerini arttirdigi gosterilmistir [151, 10-12]. Buna karsin yine D-galaktoz
uygulamasini takiben (12 hafta 150 mg/kg, 300 mg/kg 8 hafta) ALT seviyesinde
degisiklik olmadigini bildiren ¢aligmalar da mevcuttur [157][159]. Calismamizda
ALT, AST enzim diizeyleri, AST-Trombosit Oran1 indeksi (APRI) ve AST/ALT
orani degerlendirildi. AST diizeyi, AST-/ALT oran1 ve APRI indeksi anlamli
olarak artti. CCls (2 ml/kg, 8 hafta boyunca haftada iki kez i.p) uygulamasi sonucu
olusan karaciger hasarinda AST, ALT ve APRI indeksi artmistir. Bu parametreler
karaciger inflamasyon ve fibrotik parametreleri olarak kabul edilir [160].
Calismamizda AST degeri, AST/ALT oran1 ve APRI indeksi ile pozitif korelasyon
gosterdi.

Inflamasyon  karaciger fibrogenez mekanizmasinda &nemli  rol
oynamaktadir. Siganlarda D- Galaktoz uygulamasinin (200 mg/kg/giin 8 hafta
intragastrik) IL-1f diizeyini arttirdig1 gosterilmistir [161]. Wistar albino siganlarda
D-Galaktoz (200 mg/kg/giin 8 hafta intraperitoneal) uygulamasi karacigerde
inflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve NF-kB artisina yol agmistir [151]. Farkli bir

calismada D-galaktozun (/50 mg/kg/giin 6hafta s.c) fare karacigerinde IL-1 gen
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ekspresyonunu belirgin sekilde artirirken, IL6 diizeyinde anlamli bir degisiklige
neden olmadig1 gosterilmistir [156]. Lin ve ark, D-galaktozun NF-kB, IL-1p ve
IL—-6'nin mRNA ekspresyonunu arttirdigini bildirmis olmasina karsin [162], D-
galaktozun farelerin hipokampiisiindeki NF-kB ekspresyonun da anlamli bir
degisiklige neden olmadig1 da gosterilmistir [163]. Calismamizda ise D-Galaktoz
uygulamasinin IL-1B ve IL6 diizeyini arttirdigi, NF-kB diizeyini ise kontrol
grubuna gore azaltig1 goriildi. Calismamizda, IL1 S diizeyi; SIRT2 (W ve THC), IL

6 ile pozitif yonde, karaciger organ indeksi ile negatif korelasyon gdsterdi.

TGF-B sinyalindeki artigin, hiicre dejenerasyonuna, doku fibrozisine,
inflamasyona, rejenerasyon kapasitesinin azalmasmma ve metabolik islev
bozukluguna katkida bulundugu belirtilmistir [17]. Fibrotik hastaliklarin mortalite
ve morbitesi yaslanma ile artar [164, 165]. TGF-B1 plazma seviyesinin, geng ve
yaslt insanlarda karsilastirildiginda yaslanma ile arttig1 gosterilmistir [54]. TGF-j,
pro-fibrotik yolun aktivasyonunda en 6nemli faktordiir [18, 54]. D Galaktoz ( 300
mg/kg/giin 6hafta ) uygulamasi sonrasi siganlarda TGF-f diizeyinin karaciger
dokusunda arttig1 ve fibrozisi indiikledigi gosterilmistir [11]. Chang ve ark, 8
haftalik sprague dawley siganlara uygulanan D-galaktozun (8 hafta boyunca 150
mg/kg/giin) kalp dokusunda TGF-Bldiizeyini artirdigi ve fibrozise yol agtigini
gostermistir [166].

Fibro-proliferatif hastaliklarda ilgili diger bir molekiiler yol WNT dir [82].
Whnt sinyal kaskadinin artmis ve siirekli aktivasyonu bir miyofibroblast fenotipine
dogru hiicre farklilagmasi ile sonuglanir, boylece ¢esitli memeli organlarinda

fibrozise yol agar [167]. D-Galaktoz uygulamasinin, Wnt sinyalinin efektorii olan
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B-katenin'in niikleer translokasyonunu tetikledigi, 19 wnt arasindan 15’ini
indiiklendigi gosterilmstir [48]. 8 hafta boyunca uygulanan D-galaktoz enjeksiyonu
ile indiiklenen yaslanma modelinde Wnt/B-katenin sinyalinin aktive oldugu ve [3-
katenin’in hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte biriktigi gosterilmistir [168]. D-
galaktozun Wnt/ B -katenin/TCF-4 sinyalinin asir1 aktivasyonuna neden oldugunu
bildirilmigtir [169].

PDGF-B aracili PDGFR sinyalinin karaciger fibrozunda énemli bir rol
oynadig1 calismalar da gosterilmistir. PDGF-BB'nin inhibisyonunun karaciger

fibrozunu azalttig1 kanitlanmistir [83, 84].

Yaslanan dokularda fibrozis sinyal yolaklarinin (Wnt/ B-katenin ve TGF-f3)
aktive oldugu bilinmektedir [54]. Fibrozisde rol alan sinyal yolaklarinin (TGF f3,
katenin, PDGFBB) gercek zamanli PCR analizinde, karaciger dokusunda TGF §,
katenin diizeyi D-galaktoza bagli yaslanma modelinde arttig1 bulundu. B-katenin
aktivitesi PCR yaninda immiinohistokimyasal olarak da c¢alisildi. D-galaktoz
uygulamasi karaciger dokusunda B-catenin immunreaktivitesini artirdi. S-katenin
mRNA ekpsresyonu; AST, AST/ALT orani, APRI indeksi, Tip I ve Tip III kolajen
ile pozitif korelasyon gosterdi. pS-katenin (IHC); Tip 1 kolajen, a-SMA,
histopatolojik skor, kolajen lif yogunlugu ile pozitif yonde korele bulundu ki bu
parametreler fibrozis de rol oynar. Proliferasyon ile ilgili diger bir biiylime faktorii
olan PDGFBB ise ¢alismamizda aktivite gostermemistir.

Sirtuin ailesi, organizmanin émriinii uzatan NAD bagimli deasetilazlardir.
Sirtuinler, hiicresel enflamatuar yanit, oksidatif stres ve fibrozis dahil olmak iizere

cesitli hiicresel siirecleri diizenledigi bilinmektedir [115, 116, 138]. Aileden en ¢ok
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caligilan SIRT1 yaslanan dokularda azalmakta, ekspresyonunun arttirilmasi yasam
siiresinin uzamasi ve diger yaslanma karsit1 etkiler ile iligkilendirilmistir [170].
Diger bir iiye olan SIRT2 Bobrek, karaciger, pankreas, testis ve farelerde yag
dokusu dahil olmak iizere metabolik olarak aktif organlarda eksprese olur [15].
SIRT?2 aktivitesi yaglanma ile artig gosterir. Fare beyin ve omuriliginde [14], sican
beyin dokulari; serebral korteks ve hipokampusde [133], santral sinir sistemi

disinda ise kolonik mukozada yasla birlikte arttig1 bildirilmistir [139].

Sirtuinlerin karaciger fibrozis patogenezine katilma mekanizmalar
birbirinden ¢ok farklidir, bu da esas olarak hiicrede ki lokalizasyonu ve enzimatik
aktivitelerdeki farkliliktan kaynaklanabilir [118]. Yaslanma ile SIRTI
ekspresyonunun azalmasi, karaciger hiicreleri ve stellat hiicrelerde alkolik karaciger
hasarmi ve fibrozu siddetlendirmektedir [120]. Inflamatuvar yanit, miyofibroblast
farklilagsmas1 ve fibrotik siireglerde rol alan SIRT2’in rolii ise ¢eliskili

caligsmalardan dolay1 tartigmalidir.

Deneysel hayvan modellerinde ve insan c¢alismalarinda fibrotik dokularda
SIRT2 ekpresyonunun arttig1 bildirilmistir [16, 25, 27]. Karaciger fibrozisinde
SIRT2 ekpresyonunun arttigi ve bu artisin karacigerde kolajenlAl ve a-SMA
ekspresyonu i¢in kritik olan ERK aktivasyonunu diizenleyerek fibrogeneze yol
actig1, CCl 41le indiiklenen fibrotik fare karacigerlerindeki stellat hiicrelerde SIRT2
ekspresyonunun arttigint bildirmistir [16]. SIRT2 ekspresyonu insan fibrotik
bobrek dokularinda ve UUO (tek taraflr iiretral obstriiksiyon) farelerinin bobrek

dokularinda arttig1 gosterilmistir [28]. SIRT2 nin fibrozis ile iliskisine karsin,
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SIRT?2 nakavt modellerde goriilen fibrozis bu konuda ¢eligkili sonuglar oldugunu
gostermektedir [140].

4 aylik sicanlara yapilan D-galaktoz uygulamasinin (500mg/kg, 6 hafta
subkutan) beyin dokusunda SIRT2 diizeyini artirdig1 bildirilmistir [171].
Calismamizda D-galaktoz uygulamasinin (/50mg/kg, 10 hafta subkutan) karaciger
dokusunda SIRT2 diizeyini arttirdig1 gosterildi.

SIRT2  aktivitesi  western  blot  yonteminden  farkli  olarak
immiinohistokimyasal (IHC) olarak da c¢alisildi. Calismamizda, D-GAL
uygulamasi; karaciger SIRT-2 immunoreaktivite alaninda anlamli degisiklige
neden olmadi. AGK2 uygulamasi ise, DMSO+D-GAL grubuna gore anlamli olarak
SIRT2 immunoreaktivite alanimi azaltti. SIRT2 (IHC) ; AST/ALT , APRI indeksi,
B-katenin (mRNA ,IHC) Tip I kolajen, histopatolojik skor, kolajen lif yogunlugu,
IL 1P ile pozitif korelasyon gdsterdi. SIRT2 fibrozis mekanizmasini kolaylastiran

faktorlerle pozitif korele bulundu.

Fibrozis mekanizmasinda TGF beta, WNT/Bkatenin, SIRT2 aktivitesinin ve
IL-1p diizeyinin D- galaktoza bagl olarak arttig1 goriildii

SIRT2 inhibisyonunun koruyucu etkileri, ¢esitli karaciger hayvan
modellerinde bildirilmistir. Spesifik bir SIRT2 inhibitorii olan AGK-2
uygulamasinin TAA kaynakli karaciger hasarint (histopatalojik skoru) ve
fonksiyonlarmi (AST ve ALT) iyilestirdigi, pro-inflamatuvar sitokinleri (iNOS,
TNF-a, IL-1B) ve apoptozu (kaspaz 3, Bax) azalttig1 bildirilmistir [29]. Arteaga ve
ark. calismasinda, karbon tetrakloriir (CCl4) ve tiyoasetamid (TAA) tarafindan

indiiklenen karaciger hasar1 modelinde AGK2 uygulamas1 karaciger fibrozunu
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azaltmistir [16]. Farelerde, asetaminofen kaynakli karaciger hasar1 modelinde,
AGK-2 tedavisinin hepatotoksisiteyi (S6K1 sinyal yolunu inhibe edip ER stresini
azaltarak) onemli 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir [24]. Karaciger disinda; akciger ve
bobrek gibi diger organlarda AGK-2’nin koruyucu oldugu ve fibrozisi baskiladigi
bildirilmigtir [25, 28, 172]. Aksine SIRT2 nakavt deneysel hayvan modellerinde
karaciger ve kalpte fibrozise yol agtigina dair ¢alismalarda yer almaktadir. Yiiksek
yagh diyet (YYD) ile beslenen SIRT2” fareler, SIRT2 " farelere
gore karacigerlerinde a-SMA seviyesi, kolajenlAl ve kolajen3A1, PDGFR-a
diizeyleri artmistir [140]. Yaslanmaya bagli anjiyotensin II (Ang II) kaynakli
kardiyak hipertrofi modelinde, SIRT2 ekspresyonu, kalbi kardiyak hipertrofi ve
fibrozise karst korumustur. SIRT2 nakavt farelerde patolojik kardiyak hipertrofi ve
fibrozisin arttig1 gosterilmistir [141]. Bu farkliliklar, SIRT2'nin fibrozisdeki farkli
rollerine baglanabilir. SIRT2 ekpresyonu (W); AST , APRI indeksi, Tip I kolajen
JIL 1B, TGF B1, B-katenin mRNA ekspresyonu ile pozitif korelasyon gosterdi

SIRT2’nin fibrozis lizerindeki etkileri goz oniine alindiginda, AGK-2 ile
inhibisyonunun fibrozis mekanizmalar1 ve karaciger fonksiyonu iizerine etkisini
arastirdik. AGK-2 uygulamasinin SIRT2 ekspresyonunu inhibe ettigi Western blot
yontemi ile gosterildi (Sekil 4.3). AGK-2, SIRT2’nin immiinohistokimyasal
analizinde anlaml1 olarak azalmaya yol agt1 (Resim 4.1). SIRT2 i¢in western ve
IHC sonuglar1 pozitif korelasyon gosterdi.

AGK-2 uygulamasi siganlarda, plazma AST diizeyini, AST/ALT oranini,
APRI skorunu azaltti. Calismamizda DMSO; AST enzim diizeyi ve AST/ALT orani

ve APRI skorunu azaltarak karaciger fonksiyonlarini iyilestirdi. DMSO’nun (0.1
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ml/kg) yiiksek olmayan dozlarda kullanildiginda, serbest radikal siipiiriicii 6zelligi
oldugu bildirilmistir [173]. Yapilan ¢aligmalarda DMSO’nun yararh etkilerinin
altinda yatan fizyolojik ve farmakolojik mekanizmalar tam olarak bilinmemekle
birlikte, organlara kan akisin1 artirma, inflamatuvar hiicrelerin alimini ve
aktivasyonunu azaltma ve bir antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii olarak
hareket etme yeteneginin bulundugu 6ne stiriilmiistiir [ 174, 175]. DMSO'nun ¢esitli
karaciger hasar1 veya hepatotoksisite kosullar1 altinda koruyucu etkileri
belgelenmistir [175, 176].

AGK-2 uygulamas1 kanda VLDL ve trigliserit diizeyini anlamli olarak
azaltti. AGK-2’nin bu koruyucu etkileri, yaslanma ile karaciger fonksiyonlarindaki
ve lipid profilindeki bozukluklar1 azaltmada etkili olabilecegini diistinmekteyiz.

D GAL uygulamas ile azalan plazma Paraoksonaz degeri iizerinde AGK-
2’nin etkisi goriilmedi.

SIRT2 yaslanma ve inflamasyon ile ilgili gen diizenlemesinde 6nemli rol oynayan
NF-«B ile iligkilidir [144]. SIRT2 nin, niikleer faktdr kB (NF-kB) alt birimi p65'i
dogrudan baglayip deasetilleyerek anti-inflamatuvar etki gosterdigi, NF-xB
tarafindan diizenlenen pro inflamatuvar gen ekspresyonunu azalttig1 belirtilmistir
[143, 144]. Buna karsin, SIRT2 *~ (nakavt farelerde), deneysel kolit modelinde NF-
kB asetilasyonunu artirarak, inflamatuvar yanit1 tetikledigi de gosterilmistir [177].
SIRT2 nakavt farelerde, lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonunu takiben NF-xB'nin
hiperasetilasyonu ve proinflamatuvar sitokinlerde artis, mikroglialarda morfolojik
degisiklikler gozlenmistir. Mikrogliada SIRT2’nin nakavt edilmesi, inflamatuvar

belirteglerin ekspresyonunu, serbest radikallerin iiretimini ve ndrotoksisiteyi
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onemli 6l¢iide arttirirken, NF-xB'yi asetilasyonunu artirarak proinflamatuvar etki
sergilemistir [178]. SIRT2’nin inflamasyondaki islevi net degildir. Inflamasyonu
Onleyebilecegini destekleyen caligmalar yaninda tesvik edebilecegini One siiren
calismalarda vardir [179]. SIRT2, NF-kB'nin transkripsiyonunu aktive ederek
inflamasyonu ve noéronal hiicre 6limini artirmistir [180]. AGK2 (0.1-10 uM)
uygulamasi NF-kB'nin aktivasyonunu baskilayarak, proinflamatuvar sitokin (TNF-
a, IL-1pB, IL-4 ve IL-6) seviyelerini diisiiriirerek akcigerde anti-inflamatuvar etki
gostermistir [172]. AGK2, karaciger dokusunda TAA kaynakli NF-kB sinyalini

inhibe ederek anti-inflamatuvar etki gostermistir [29].

AGK-2 uygulamasimin CCl 4ile indiiklenen fibrotik fare karacigerinde
inflamatuvar yanitlar1 azaltarak koruyucu etki yaptigi da gosterilmistir. Tipki
SIRT2 gibi SIRT2 nin inhibisyonu konusunda birbiri ile ¢elisen g¢alismalar
mevcuttur. [16]. Calismamizda ise, AGK2 uygulamasi NFkB diizeyinde anlamli bir
degisiklige yol agmazken; IL-1p ve IL6 diizeylerinin azaltti. IL] S diizeyi; SIRT2
(W ve IHC), IL 6 ile pozitif yonde, karaciger organ indeksi ile negatif korelasyon
gosterdi. Bu sonuglar inflamasyon gostergelerinden IL1B’nin SIRT?2 ile birlikte
calistigin1 gostermektedir.

Fibroblast hiicre kiiltiiriinde TGF-B1 stimiilasyonunun, fibroblastlarda
SIRT2 protein seviyelerini ylikseltigi gosterilmistir [28]. Farelerde bleomisin
kaynakli pulmoner fibrozis modelinde, SIRT2 inhibisyonu, 7GF-f1 tarafindan

indiiklenen SMAD2/3'iin fosforilasyonunu azaltarak fibrozisi azaltmistir [25].
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PCR analizi ile arastirilan TGF 1 mRNA diizeyi AGK2 uygulamas: ile
karacigerde anlamli olarak azaldi. Bu bulgular SIRT2 inhibisyonunun fibrozis
sinyal  yolaklarinin  modiilasyonu ile antifibrotik etki  gosterdigini
diistindiirmektedir.

Li ve ark. normal bagirsak epitel hiicrelerinde SIRT2'min [-katenin
deasetilasyonu yoluyla Wnt sinyalini inhibe ettigini gostermiglerdir [142].
SIRT2'nin B-katenin seviyelerini arttirdigini, inhibisyonunun ise [-katenin
seviyelerini diisiirdiigiini bildiren ¢aligmalar vardir [181, 182] SIRT2 nakavt fare
embriyonik fibroblastlarda dogal tip farelere kiyasla aktif olan niikleer B-katenin
proteininde artis gdzlenmistir. inaktif formda sitoplazmik B-katenin artisinin ise
dogal tipte daha fazladir [26]. SIRT2 ve B-katenin iliskisi ile ilgili ¢eligkili bulgular,
bu konunun daha fazla arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

Calismamizda AGK-2 uygulamasi ile p-katenin aktivitesinin azaldig
goriildii. B-catenin icin mRNA ve IHC sonuglar1 pozitif korelasyon gosterdi. AGK-
2 uygulamast Lenfosit infiltrasyonunu azaltip, hepatosit yapisal biitiinligiini
korudu ve histopatolojik skoru azaltti. Fibronektin, Tip I Kolajen, Tip III Kolajen
diizeylerini etkilenmezken, vena centralis ve portal alanlarda kolajen lif
yogunlugunu ve a-SMA diizeyini azaltti. Ponnusamy ve ark, AGK ile SIRT2
inhibisyonu yaptiklar1 ¢alismalarinda AGK2’nin doza ve zamana baglh olarak
bobreklerde fibroblast aktivasyonu inhibe ettigi, AGK2'in doza bagli olarak a-
SMA, kolajen I ve fibronektin ekspresyonunu azaltigi belirtilmistir. 4AGK2 25 uM
konsantrasyonda a.-SMA ekspresyonunu 6nemli olgiide azaltirken, kolajen I ve

fibronektin seviyelerini etkilememis. 50 uM konsantrasyonda tiim bu molekiillerin
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seviyesinde onemli bir azalmaya, 100 4uM AGK2 ile ise ifadelerinde 3 kat azalmaya
yol agmistir [27]. He ve ark., AGK2 uyguladiklart UUO (tek tarafli {iiretral
obstriiksiyon) farelerinde kolajen birikimini azaldigini gostermistir. Tiibiil epitel
hiicre kiiltiirtinde TGF-B1 ile uyarilma sonucunda o-SMA, kolajen III ve
fibronektin ekspresyon artis1 gozlenirken AGK-2 uygulamasi bu artisi
onleyememistir. Oysa ki bobrek intertisyel fibroblast hiicre dizisinde AGK-2
uygulamasi etkili olmustur [28]. Bu sonu¢ SIRT2’nin hiicreye baglh islevsellik
sergiledigini gostermektedir. SIRT2'nin inhibisyonu (10 uM AGK?2), TGF-B1 ile
uyarilmis kiiltiire edilmis akciger fibroblastlarinda, fibronektin, kolajen I ve a-
SMA ekspresyonunu azaltmistir [172]. Literatiirdeki bu bulgular, AGK2’nin doza
ve zamana baglh olarak fibrotik belirteclerin ekspresyonunu etkiledigini
distindlirmustiir.

Calismamizda, histolojik olarak kolajen 1,3 ve a-SMA diizeyi
immiinohistokimyasal olarak incelenmistir. Masson trikrom ve PAS boyamasi
yapilmis. Yaslanma ile karaciger dokusunda Fibronektin, Tip I Kolajen, Tip III
Kolajen, a-SMA, kolajen lif yogunlugu ve histopatalojik skor artti. Histopatolojik
skorda inflamasyonun yani sira hepatosit kordonlarinin 1sinsal diizenleniminde
bozulma, hepatosit dejenarasyonu ve karaciger sinuzoidlerinde dilatasyon dikkat
ceken bulgulardandi.

Calismamizda Plazma Paraksonaz Aktivitesi ile Fibronektin, Tip I Kolajen,
Tip III Kolajen diizeyleri, Histopatolojik skor ve Kolajen lif yogunlugu negatif

korelayon gosterdi. a-SMA [HC; B-katenin, Fibronektin, Tip I kolajen, Tip III
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kolajen, Histopatolojik skor, Kolajen lif yogunlugu ile pozitif yonde; paraksonaz-
plazma ve NF-kB ile negatif yonde korelasyon gosterdi.

Fibronektin ile SIRT2 (W) pozitif yonde; Kolajen 1, Histopatolojik skor ve
Kolajen lif yogunlugu ile SIRT2 (IHC) pozitif korelasyon gosterdi.

Calismamizda, D-GAL baglh yaslanma modelinde SIRT2’nin, karaciger
tizerinde yapisal degisiklikler, fonksiyonel kayiplar1 ve fibrozis mekanizmasina
etkileri arastirilarak, inhibisyonunun kronik karaciger hastaliklarinda yeni bir tedavi

stratejisi olacagini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
D-galaktoz uygulamasi ile olusturulan hizlandirilmis yaslanma modelinde,
SIRT2 inhibitorii olarak AGK-2 uygulamasinin, etkisini inceledigimiz
calismamizda elde ettigimiz sonuclar1 asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir;
v' D galaktoz uygulamasi; karaciger fonksiyon gostergelerinden AST,
AST/ALT oram, APRI indeksini artirirken, Paraksonaz plazma
diizeyini azaltmis ve karaciger fonksiyonlarinda bozukluga sebep

olmustur.

v D galaktoz uygulamasi; fibrozis ile iligkili sinyal yolaklarindan, TGF f,
p  katenin (IHC, western) mRNA diizeyini artirdi.
Immiinohistokimyasal analizde ise; o-SMA, Tip I kolajen, Tip III

kolajen, Histopatolojik Skor ve Kolajen lif yogunlugunu artirmistir.
v' D galaktoz uygulamasi; IL1 p ve SIRT2 diizeyini artirmustir.

v AGK2 uygulamasi, AST, AST/ALT orani, APRI indeksin, VLDL ve
Trigliserit diizeyini azaltmistir. AGK2’nin karaciger fonksiyonlarini
tyilestirdigini diistindiirmektedir.

v' AGK2 uygulamasi; fibrozis ile iliskili sinyal yollarindan TGF B, B
katenin mRNA diizeyini azaltmistir. immiinohistokimyasal analizde
ise; a-SMA, Histopatolojik Skor ve Kolajen Lif Yogunlugu

azalmasina sebep olmustur.

v AGK2 uygulamasi, IL1p ve IL6’y1 azalatarak anti inflamatuvar etki
sergilemistir.
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v' AGK2, immiinohistokimya ve western analizinde SIRT2 diizeyini

azaltmistir.

D-galaktoz’a baglh yaslanma modeli karaciger fibrozisi olusturmaktadir.
Fibrozis mekanizmasinda SIRT2, TGF-B ve  katenin artmistir. SIRT2 nin spesifik
inhibitorii olan AGK-2’nin uygulamasinin, karacigerde yaslanmaya bagli goriilen
fibrotik degisiklikleri tersine c¢evirmede ve fonksiyon kayiplarini iyilestirmede
etkili oldugunu diisiinliyoruz. Calismamizda SIRT2’nin fibrozis mekanizmasinda
yer almasina karsin, SIRT2’nin dokuya o6zgili islevselligi, ilgili hiicre tipleri
acisindan farkliliklar sergilemesi ve literatiirde birbiri ile celigkili ¢alismalarin
bulunmasi, SIRT2’nin etkilerinin ortaya konmasi i¢in daha ileri caligmalara ihtiyag

duyuldugunu gostermektedir.
Calismamizin kisithiliklarina deginecek olursak;

> Karaciger dokusunda inflamasyon icin ELISA yontemi ile bakilan
inflamatuvar sitokinler I[L-6, IL-1f3, NF-kB diizeyleri PCR veya Western
Blot yontemi ile gosterilmesi ¢calismanin bulgularini destekleyecektir.

» PDGFB diizeyi, farkli yontemlerle (Western Blot Yontemi) ile kontrol
edilmelidir.

» Yapilan 6n calismada, 10 hafta olarak belirlenen D-galaktoz uygulamasi
baz1 parametrelerde degisiklige neden olmamustir. Uygulamanin daha
uzun siire devami karacigerdeki etkileri daha belirgin hale getirebilir.

» AGK2’nin farkli doz ve siirelerle calisilmast SIRT2’nin roliinii

aciklamak i¢in gereklidir.
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8.0ZET

D-GALAKTOZ iLE INDUKLENMIS YASLANMA MODELINDE GELISEN
KARACIGER FIBROZISINDE SIRT2 INHIBISYONUNUN ETKISI
(Uzmanlik Tezi)

Asli Nur BAHAR
GAZI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI FiZYOLOJI ANABILIM DALI

Mart 2022
OZET

Calisamamizda, D-galaktozun neden oldugu yaslanma modelinde, AGK-2 ile
yapilan SIRT2 inhibisyonunun karaciger fonksiyonlara etkisi, fibrozis ve
inlamasyon gibi patolojik siireclerdeki roliiniin belirlenmesi amaclanmstir.
Calismada toplam 32 adet 3 aylik sprague dawley si¢an kullanildi. Siganlar; kontrol,
%4DMSO+PBS+DMSO+D-GAL, D-GAL, D-GAL+AGK2 seklinde 4 gruba
ayrildi. Deney ve kontrol gruplarma 10 hafta D-galaktoz (150 mg / kg / giin),
spesifik SIRT?2 inhibitorii olarak AGK-2 (10uM/bw), %4DMSO+PBS ve serum
fizyolojik uygulamasi yapildi. Alinan karaciger dokularinda; biyokimyasal
parametreler (ALT, AST, trombosit miktari, LDH, HDL, VLDL, total kolestrol,
trigliserit) calisildi. AST-ALT Orani, AST-Trombosit Oran1 Indeksi (APRI),
karaciger indeksi (karaciger agirligi/viicut agirligl) hesaplandi. Yasglanma
modelinde karaciger SIRT2 diizeyleri western blot ve immiinohistokimyasal analiz
ile belirlendi. Paraksonaz plazma ve doku diizeyleri, NFkB, IL 1P ve IL 6 diizeyi
ELISA ile calisildi. TGF B, B katenin, PDGFBB genlerinin ifade diizeyi gercek
zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlendi. Histolojik fibrotik degisiklikler
(Kolajen 1,3 ve a-SMA, Fibronektin, B katenin) immiinohistokimyasal analiz ile
belirlendi. Kolajen lif yogunlugu degerlendirmesi ve histopatolojik skorlama
yapildi. Bu parametrelerin SIRT?2 ile iliskisi kuruldu. Istatiksel degerlendirme igin
One-Way ANOVA testi kullanildi (p<0,05). Bulgularimiz D-Galaktoz uygulamasi
ile AST, AST-ALT Orani, APRI, SIRT2 protein ekspresyonu, IL1B, TGF B, B
katenin, Tip I kolajen, Tip II kolajen ve a-SMA, kolajen lif yogunlugu ve
histopatolojik skorun arttigi, ALT ve lipid panelerinin degismedigi, paraksonaz
plazma ve NFxB diizeyinin azaldig1 goriildii. AGK-2 uygulamasinin ise;
karacigerde yaslanmaya bagl goriilen fibrotik degisiklikleri tersine ¢evirmede ve
yaslanmaya bagli fonksiyon kayiplarini iyilestirmede etkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: D-Galaktoz, Fibrozis, SIRT2 inhibisyonu, TGFB, B catenin,
karaciger
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9.ABSTRACT

EFFECT OF SIRT2 INHIBITION ON HEPATIC FIBROSIS THAT DEVELOPS
IN THE D-GALACTOSE-INDUCED AGING MODEL
(Residency Thesis)

Ashi Nur BAHAR

GAZI UNIVERSITY
FACULTY OF MEDICINE DEPARTMENT OF PHYSIOLOGY
March 2022

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the role of SIRT2 inhibition with AGK-2
in pathological processes such as fibrosis and inflammation in the aging model
caused by D-galactose. A total of 32, 3-month-old Sprague Dawley rats were used.
Rats; were divided into 4 groups as control, %4DMSO+PBS +D-GAL, D-GAL, D-
GAL+AGK2. D-galactose (150 mg / kg / day), AGK-2 (10uM/bw),
%4DMSO+PBS and saline as a specific SIRT2 inhibitor were applied to the
experimental and control groups for 70 days. In the liver tissues; biochemical
parameters (ALT, AST, platelet, LDH, HDL, VLDL, total cholesterol, triglyceride)
were studied. AST-ALT Ratio, AST-Platelet Ratio Index (APRI), liver index (liver
weight/body weight) were calculated. Liver SIRT2 levels in an aging model were
determined by western blot and immunohistochemical analysis. Paraoxonase
plasma and tissue levels, NFxB, IL 1B and IL 6 levels were studied by ELISA.
Expression level of TGF B, B catenin, PDGFBB genes determined by real-time-
polymerase chain reaction. Histological fibrotic changes (Collagen1,3and a-SMA,
Fibronectin, [B-catenin) were determined by immunohistochemical analysis.
Collagen fiber density assessment and histopathological scoring were performed.
These parameters were associated with SIRT2. One-Way ANOVA test was used
for statistical evaluation (p<0.05). Our findings showed that AST, AST-ALT Ratio,
APRI, SIRT2 protein expression, IL13, TGF B, B catenin, Type I collagen, Type I11
collagen and a-SMA, collagen fiber density and histopathological score increased
with D-Galactose application. It was observed that ALT and lipid panels did not
change, and paraoxonase plasma and NFxB levels decreased. As for the AGK-2
application; We think that it may be effective in reversing aging-related fibrotic
changes in the liver and improving aging-related loss of function.

Key Words: D-Galactose, Fibrosis, SIRT2 inhibition, TGFp, B catenin, liver
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