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1. GİRİŞ 

Yaşlanma, bireyin hastalık gelişimine yatkınlığını artıran moleküler, 

hücresel ve fizyolojik değişikliklerle karakterize edilen çok faktörlü bir süreçtir [1, 

2]. Yaşlı nüfusun artması sonucu, 2010’da 524 milyon olan 65 yaş ve üstü bireylerin 

sayısının, 2050'de yaklaşık 1,5 milyara yaklaşması beklenmektedir. Beklenen 

yaşam süresinin artması ile birlikte yaşlılarda görülen kronik hastalıklar da 

artmaktadır [3]. Yaşlanma fibrozis için risk faktörü olarak kabul edilir ve bu süreç 

ile ilişkili olan karaciğer fibrozisi, kronik karaciğer hastalıklarının artan 

prevalansına ve ciddiyetine katkıda bulunur [4]. Fibrozis tedavi edilmediğinde; 

portal hipertansiyon, karaciğer yetmezliği ve karaciğer kanseri gibi ciddi 

komplikasyonları olan siroz ile sonuçlanabilir. Karaciğer fibrozisi için etkili ilaç 

olmaması, nakil yapılmak zorunda kalınması ve naklin yaşa bağlı komorbiteler 

nedeniyle başarı şansının az olması önemli sorunlardır [5]. 

Yaşlanma sürecinde karaciğerde, belirgin yapısal fonksiyonel değişiklikler 

gözlenir [6]. İlerleyen yaşla beraber bu değişiklikler karaciğerde fibrozise 

duyarlılığı artırır. Karaciğer fibrozisi kronik hasara yanıt olarak ekstrasellüler 

matriks (ECM) ve kolajen proteinlerinin birikimi ile birlikte geri dönebilen bir 

süreçtir. Karaciğer hasarı olduğunda, ECM'nin bileşimi ve yoğunluğu değişir. ECM 

bileşenlerinin üretimi neredeyse 6-8 kat artar. Fibrojenik olmayan tip IV kolajen, 

fibrojenik tip I ve II kolajen ile değiştirilir ve hücre dışı matrikse fibronektin, 

hyaluronik asit ve alfa düz kas aktin (-SMA) salgısına yol açar. Karaciğer 

parankimi ilerleyici skar dokusu ile yer değiştirir [7-9].  
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D-galaktoz kaynaklı yaşlanma modeli doğal yaşlanma sürecine benzemesi, 

uygulamasının kolay olması ve deney süresi boyunca hayvanların hayatta kalma 

oranlarının yüksek olması nedeniyle yaygın olarak tercih edilen bir modeldir. 

Vücutta D-galaktoz, galaktoz oksidaz tarafından hidrojen peroksit (H2 O2) 

oluşturmak üzere oksitlenir. D-Galaktoz yaşlanma modelinin, karaciğer fonksiyon 

parametrelerini bozduğu ve fibrojenik yanıtı aktive ettiği gösterilmiştir [10-13]. D-

Galaktozun kronik uygulamalarının karaciğerde oksidatif stres üzerinden 

inflamatuvar süreçleri aktive ettiği bilinmektedir  [10]. 

Uzun yaşam proteini olarak adlandırılan sirtuinler, genom stabilitesini ve 

homeostazisi devam ettirme özelliği ile yaşam süresini arttırabilen, Nikotinamid 

Adenin Dinükleotid (NAD) bağlı sınıf III histon/protein deasetilaz ailesinin 

üyelerindendir. Tanımlanan yedi sirtuin (SIRT) proteini vardır. Ailenin üyelerinin 

yaşlanma üzerinde rolleri farklıdır. SIRT2 seviyeleri yaşlanma ile artış gösterir. 

SIRT2nin, özellikle beyinde, hipokampus ve oligodendrositlerde yaşa bağlı olarak 

arttığı  [14],  böbrek, pankreas, testis, karaciğer ve yağ dokusunde ifade edildiği 

gösterilmiştir [15]. SIRT2 karaciğer fibrogenezinde kritik rol oynar ve insan 

fibrotik karaciğer hücrelerinde ekspresyonu artar [16]. 

TGF-β, Wnt/β-katenin ve PDGFB sinyalleri yaşlanma ile artmakta ve 

karaciğer yıldız hücreleri (HSC) aktivasyonunda rol oynamaktadır. TGF-β 

sinyalindeki artış, hücre dejenerasyonuna, doku fibrozisine, inflamasyona, 

rejenerasyon kapasitesinin azalmasına ve metabolik işlev bozukluğuna yol açabilir 

[17]. Hayvan modellerinde ve insanlarda viral hepatit dahil fibrotik karaciğer 

hastalıklarında serum ve karaciğer dokusunda TGF-β düzeylerinin arttığı 



3  

belirtilmiştir. TGF-β’nin aşırı ekspresyonunun, dokularda belirgin fibrotik 

değişiklikleri indüklediği,  Wnt/β-katenin sinyal aktivasyonunun karaciğer 

fibrozisine neden olduğu gösterilmiştir [18-21]. β-katenin sinyalindeki 

değişikliklerin, fibrozis için gerekli olan yıldız hücrelerinin aktivasyonuna yol 

açtığı, inhibe etmenin tedavi edici faydaları çalışmalarla gösterilmiştir [22, 23]. 

Farelerde, asetaminofen kaynaklı karaciğer hasarı modelinde, SIRT2 

inhibisyonu hepatotoksisiteyi önemli ölçüde azaltmıştır [24]. AGK2 (2-Cyano-3-

(5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl)-N-5-quinolinyl-2-propenamide) uygulaması; 

karbon tetraklorür (CCl 4) ve tiyoasetamid (TAA) tarafından indüklenen karaciğer 

hasarı modelinde karaciğer fibrozunu azaltmıştır [16]. 

 

SIRT2 inhibisyonu, TGF-β1 tarafından indüklenen SMAD2/3'ün 

fosforilasyonunu azaltarak fibrozisi azaltmıştır [25]. SIRT2'nin  β-katenin ile 

etkileşime girerek, β-katenin aracılı transkripsiyonel gen aktivasyonunu 

baskıladığı, Wnt sinyal yolunu engellediği ortaya konmuştur [26]. 

SIRT2 inhibisyonunun in vitro ve in vivo modellerde fibrozisi baskıladığını 

gösteren çalışmalar mevcuttur [27, 28]. SIRT2 insan karaciğerlerinde 

kolajen1A1 ve α-SMA ekspresyonu için kritik olan ERK aktivasyonunu 

düzenleyerek fibrogenezi arttıdığı gösterilmiştir [16]. 

D-galaktozun inflamatuvar yanıtı tetiklediği belirtilmiştir. D-

galaktoz verilen hayvanların , karaciğer dokularında TNF-α, IL-6, IL-1β, NF-κB, 

NOS ve siklooksijenaz 2 (COX2) gibi inflamatuvar belirteçlerde artış 

gözlenmiştir [10, 29]. 
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SIRT2 karaciğerde inflamasyona neden olurken, SIRT2 inhibiyonunun 

CCl 4 ile indüklenen fibrotik fare karaciğerinde inflamasyonu azalttığı 

gösterilmiştir [16].  

Çalışmamızda, D-galaktoz uygulamasının karaciğer dokusunda yapısal, 

fonksiyonel değişikliklere etkisi ve SIRT2 ile ilişkisi araştırılmıştır. Ayrıca AGK-2 

ile yapılan SIRT2 inhibisyonunun karaciğer fonksiyon parametreleri, fibrotik sinyal 

yolakları ve inflamatuvar sitokinler üzerindeki etkileri belirlendi. SIRT2 ve fibrozis 

ile ilgili çalışmalar literatürde çok kısıtlıdır. Dolayısıyla, bu çalışma ile ortaya 

konabilecek muhtemel ilişkiler, parametreler arasındaki korelasyonlar karaciğer 

yaşlanmasına ve fibrozisi kontrol eden yolakların aydınlatılmasına önemli katkı 

sağlayacaktır. 

Bu bağlamda çalışma için belirlenen spesifik hedefler şöyledir: 

1- D-galaktoza bağlı yaşlanma modelinde karaciğer dokusunda izlenen 

karaciğer indeksi (karaciğer ağırlığı/vücut ağırlığı), biyokimyasal (ALT, 

AST, trombosit miktarı, AST-ALT Oranı, AST-Trombosit Oranı İndeksi 

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

histolojik, fibrotik değişiklikler (kolajen 1,3 ve α-SMA) ve Fibronektin, β-

katenin, SIRT-2’nin immünohistokimyasal analiz ile belirlenmesi 

2- Yaşlanma modelinde karaciğer SIRT2 düzeyi western blot, NFĸB düzeyi, 

paraksonaz, IL1β ve IL 6 düzeyi ELISA ile TGF β, β-katenin genlerinin 

ifade düzeyinin gerçek zamanlı-polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmesi 

ve bu parametrelerin SIRT2 ile ilişkisinin kurulması  
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3- SIRT2 inhibisyonunun karaciğer dokusunda, biyokimyasal ve histolojik 

parametreler, TGF β, β katenin, PDGFB ve SIRT2 aktiviteleri üzerindeki 

etkilerinin belirlenmesi ve korelasyonların araştırılması hedeflenmektedir. 

Ayrıca bu çalışmadan elde edilecek sonuçlar yaşlanma sürecinde insidansı 

belirgin olarak artan kronik karaciğer hastalıklarının önlenmesi ve 

tedavisinde yeni hedefler tanımlanmasını da sağlayabilecektir. 

Çalışmamızda, 10 hafta boyunca subkutan D-galaktoz (150 mg/kg) 

uygulaması ile oluşturulan kolaylaştırılmış yaşlanma modelinde karaciğer 

dokusunda yapısal, fonksiyonel, biyokimyasal değişiklikler ve fibrozis 

mekanizması ile SIRT2 inhibitörü olarak AGK-2 uygulamasının, bu sürece olan 

etkisinin araştırılması amaçlandı.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Yaşlanma  

Yaşlanma, birçok organ sistemindeki aşamalı yapısal değişikliklerin yanı 

sıra hücresel fonksiyonun kademeli olarak azalması ile karakterize doğal, ilerleyici 

bir süreçtir. Aynı zamanda kalp, böbrek, nörodejeneratif hastalıklar, kanser ve 

diabetes mellitus gibi birçok kronik hastalığın gelişmesinde önemli bir risk 

faktörüdür [30, 31]. Tüm dünyada yaşlı nüfus oranı artmaktadır. Birleşmiş Milletler 

raporuna göre 2015 yılında 60 yaş ve üzeri %12 iken 2050 yılında %22 

beklenmektedir [32]. Yaşlılıkta izlenen hastalık sıklığındaki bu artış, bazı hastalık 

mekanizmaları ile yaşlanma mekanizmaları arasında benzerlikler olabileceğini 

düşündürmektedir. Dolayısıyla yaşlanma sürecinin geciktirilmesine yönelik 

hedeflerin belirlenmesi, zamanla gelişebilecek değişiklikleri önlemede önemli 

olacaktır. 

Karaciğer, makro besinlerin metabolizması, lipid ve kolesterol homeostazı, 

protein sentezi,  kan hacminin düzenlenmesi, kan pıhtılaşması için gerekli çeşitli 

faktörlerin sentezi, büyüme sinyal yollarının endokrin kontrolü ve çok sayıda 

sinyal yolunun modülasyonu, immünolojik fonksiyonlar, ilaçların ve diğer 

ksenobiyotiklerin metabolizma ve detoksifikasyonundan sorumlu vücudun en 

büyük organıdır [33]. Yaşa bağlı olarak karaciğer hacim, kan akımı, 

fonksiyonlarında görülen azalma yapısal ve hücresel değişimler fibrozisle 

sonuçlanabilir. Yaşlanma, karaciğer fibrozunun ilerlemesi için önemli bir risk 

faktörüdür [34]. 
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2.1.1. Yaşlanma ve Karaciğer 

Karaciğerde yaşa bağlı değişikliklerden en belirgin olan morfolojik özellik 

hacmindeki azalmadır. Şekil 2.1’de görüldüğü gibi,  karaciğer hücrelerinin hacmi, 

olgunluğa yaklaştıkça kademeli olarak artarken yaşlanma ile azalmaya başlar [35]. 

Yaşlanma ile birlikte karaciğer hacmi %20-40 azalmaktadır. Bu durum karaciğer 

kan akımındaki azalmayla ilişkilidir [36, 37]. Yaşlanma ile 65 yaş ve üzerindeki 

bireylerin, karaciğer kan akımı, 40 yaş ve altındakilere kıyasla yaklaşık %35 

oranında azalır. Kan akımındaki ve hacimdeki değişiklikler karaciğer 

metabolizmasını  etkilemektedir [38]. 

Yaşlanma; sinüzoidal endotel hücrelerinin kalınlığında %50 artma, 

endotelyal fenestraların sayısında ve çapında azalma, perisinüzoidal bazal laminada 

kolajen birikimi, von Willebrand faktör ve kolajen ekspresyonunda artış, caveolin-

1 ekspresyonunda azalma ile birliktedir [39]. 

Stellat hücre; Ito hücresi, yağ depolayan hücre, perisinüzoidal hücre, yıldız 

hücre veya liposit olarak da bilinmektedir. Disse'nin hücre dışı boşluğunda bulunan 

sinüzoidal endotel hücreleri saran uzun sitoplazmik uzantılara sahip bir 

perisittir. İto hücresi, A vitamini açısından zengin birçok lipid damlacıkları 

içerir. Birçok kronik karaciğer hastalığının erken evrelerinde, aktive olur ve kolajen 

gibi hücre dışı matris bileşenleri üreterek fibrozise katkıda bulunan bir hücredir. 

Stellat hücre aktif duruma geçtiğinde, lipit damlacıklarını kaybeder ve 

miyofibroblastik hale gelir [40]. Yaşlanma, stellat hücreler, içerdikleri lipid 

damlacıklarının boyutunda ve sayısında  artışa neden olmaktadır [41]. 
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. 

 

Şekil 2.1.Yaş ile karaciğer hastalıkları ilişkisi [4]. 

 

Hepatositlerin vakuolasyonu ve multifokal nekroz ve apoptoz artışı yanı sıra 

sıra hepatosit kordonlarının ışınsal düzenleniminde bozulma, hepatosit 

dejenarasyonu ve karaciğer sinuzoidlerinde dilatasyon yaşlanmaya eşik eden diğer 

değişikliklerdir. Yaşlanma ile ECM’de; Fibrojenik olmayan tip IV kolajen, 

Fibrojenik tip I ve III kolajen ile değiştirilir ve hücre dışı matrikse fibronektin, 

hyaluronik asit ve -SMA salgısı artar [8, 9]. Hepatositlerin bazal membranındaki 

mikrovillusların yanı sıra endotelyal hücre pencereleri kaybolur. Yaşlanma 

karaciğerde hücresel olarak, poliploidi (çekirdekler), karaciğer hücreleri içinde 

yoğun cisimciklerin (lipofuscin) birikmesi, düz endoplazmik retikulum alanı, 

mitokondri sayısı ve işlevinin azalmasına yol açar [36].  Yaşlanma, karaciğer 

sinüzoidal endotel hücreleri (LSEC'ler), Kupffer hücreleri ve yıldız hücreleri 
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(HSC'ler) üzerinde etkilidir [35]. Yaşlı bireylerin karaciğerinde poliploid 

hepatositlerin oranı %42'ye yükselir [42, 43]. 24 aylık  farelerin karaciğerlerinde 

poliploidi ile genişlemiş çekirdekler içeren hepatosit sayısının arttığı, gözlenirken; 

bu durum genç farelerde gözlenmemiştir [44].  

2.2. Karaciğer Fibrozisi  

Yaşlanma ile ilişkili olan karaciğer fibrozisi, kronik karaciğer hastalıklarının  

prevalansının ve şiddetinin artmasına katkıda bulunur [4]. Şekil 2.2’ de gösterildiği 

gibi, klinik açıdan büyük önem taşıyan karaciğer fibrozisi tedavi edilmediği 

takdirde, karaciğer sirozu ve hepatosellüler karsinoma (HCC) kadar 

ilerleyebilmektedir [45]. Siroz ve hepatosellüler kanser hastaları sosyal ve finansal 

yük oluşturur. Karaciğer hastalıkları, dünya çapında her yıl yaklaşık 2 milyon 

ölümden sorumludur; bunların yarısı siroz komplikasyonlarından, kalanı ise viral 

hepatit ve HCC'den kaynaklanmaktadır [46]. Siroz ve HCC şu anda dünya çapında 

en yaygın 11. ve 16. ölüm nedeni olarak kabul edilmektedir. Birlikte dünya 

çapındaki tüm ölümlerin %3,5'ini oluştururlar [47]. 
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Şekil 2.2.Yaşlanmanın karaciğerde fibrotik yanıta karşı duyarlılığı arttırma        

mekanizması [2, 48].   

Karaciğer fibrozisi, karaciğer hasarını takiben hücre ECM birikimi ile 

karakterize edilen geri dönüşümlü bir yara iyileşme yanıtıdır. Yanıt akut veya kendi 

kendini sınırlıyor ise, bu değişiklikler geçicidir ve karaciğer yapısı normal 

kompozisyonuna geri döner. Hasar devam ederse, kronik inflamasyon ve ECM 

birikimi ile karaciğer parankimi ilerleyici skar dokusu ile yer değiştirir.  

Karaciğer fibrojenezi, miyofibroblast aktivasyonu ve proliferasyonu ile 

başlatılır. Aktive edilmiş miyofibroblastlar, hasarlı karaciğerdeki ECM'nin ana 

kaynağını oluşturur. Şekil 2.3’de görüldüğü gibi, karaciğer fibrozisinin etiyolojisine 

bağlı olarak farklı hücre tipleri (endojen portal fibroblastlar, fibrositler, kemik iliği 

kaynaklı hücreler) miyofibroblastları aktive edebilir. Ancak aktive stellat hücreler 

fibrotik karaciğerdeki miyofibroblastların ana kaynağıdır [49]. Normal karaciğerde, 

HSC'ler Disse boşluğunda bulunur.  Karaciğer hasarı sonucunda aktive olarak, 
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miyofibroblast benzeri hücrelere transdiferansiye olur. Böylelikle kontraktil, 

proinflamatuvar ve fibrojenik özellikler kazanır. Aktive HSC'ler (aHSC'ler) 

karaciğerde önemli bir kolajen kaynağıdır, fibrotik karaciğerdeki toplam fibriler 

kolajen I'in %80’ini oluşturur [50, 51]. 

Sirotik karaciğerin, sağlıklı bir organdan altı kata kadar daha fazla kolajen 

ve proteoglikan içerdiği bilinmektedir. Aynı zamanda ECM proteinlerini, 

metaloproteinazların doku inhibitörlerini ve matriks metalloproteinazları 

(MMP'ler) bol miktarda salgılayabilirler [52]. HSC'lerin aktivasyonunda büyüme 

faktör sinyalleri (PDGF, EGF, TGF -α) önemli bir role sahiptir.  Bu büyüme 

faktörleri, ECM'nin yeniden şekillenmesini teşvik ederek kolajen oluşumuna neden 

olur.  Karaciğer fibrozu sırasında, özellikle kolajen I ve III açısından son derece 

zengin olan ekstraselüler matriksin sürekli birikimi, skar birikimine ve karaciğer 

fibrozisine yol açar [26, 53].  
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Şekil 2.3. Stellat hücre aktivasyonu ve miyofibroblast kaynakları [5]. 

HSC aktivasyonu ve fibrozis ilerleme sürecinde, Dönüştürücü Büyüme 

Faktörü Beta (TGF-β), Platelet Türevli Büyüme Faktörü (PDGF), WNT/β-katenin 

sinyal yolları önemli roller oynamaktadır. 

2.3. Karaciğer Fibrozis Sinyal Yolakları 

2.3.1. TGF-β sinyali 

TGF-β sinyal yolları, doku ve organların homeostazı için gerekli olan 

çoğalma, farklılaşma, göç veya hücre ölümü dahil olmak üzere farklı hücresel 

süreçlerin düzenlenmesinde ve çeşitli patolojik durumlarda önemli roller oynar. 

TGF-β1 sinyali, karaciğer fibrogenezinde stellat hücrelerin aktivasyonuna neden 

olan önemli ana sinyal yolu olarak bilinmektedir. TGF-β1 plazma seviyesinin, genç 

ve yaşlı insanlarda karşılaştırıldığında yaşlanma ile arttığı gösterilmiştir [54]. TGF-

β sinyalindeki artışın, hücre dejenerasyonuna, doku fibrozisine, inflamasyona, 
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rejenerasyon kapasitesinin azalmasına ve metabolik işlev bozukluğuna sebep 

olduğu belirtilmiştir [17]. Hayvan modellerinde, TGF-β’nin aşırı ekspresyonunun, 

çeşitli dokularda belirgin fibrotik değişiklikleri indüklediği gösterilmiştir [18]. 

Viral hepatit dahil fibrotik karaciğer hastalıklarında serum ve karaciğer dokusunda 

TGF-β düzeylerinin yükseldiği bulunmuştur. TGF-β, karaciğer hasarından 

inflamasyon ve fibrozise, fibrozisden siroz gelişimi ve hepatoselüler karsinoma 

kadar hastalığın ilerleme süreçlerinin tüm aşamalarına önemli rol oynamaktadır [5, 

19-21]. 

 

 

Şekil 2.4. TGF-β1 ile SMAD yolunun aktivastonu [5]. 

TGF-β ailesi; TGF-β1, TGF-β2 ve TGF-β3 olmak üzere üç benzer yapısal 

proteinden oluşur. TGF-β reseptörleri; tip I reseptörü (TβRI) ve tip II reseptörü 

(TβRII) olmak üzere TGF-β ‘nin sinyal iletimine aracılık eden serin-treonin kinaz 

ailesine ait reseptörlerdir. TGF-β ailesi üyeleri (TGF-β1, -β2 ve -β3) çeşitli fibrotik 

hastalıklarda indüklenir ve aktive edilir.  TGF-beta'nın üç izoformu arasında, alt tip 

TGF-β1, matriksi parçalayan proteolitik enzimlerin sentezini inhibe ederken, hücre 

dışı matriks proteinlerinin üretimini indükleyerek karaciğer fibrozis patogenezi ile 
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ilişkilendirilmiştir. TGF-β1, üç mekanizma yoluyla fibrogenezi destekler. İlk 

olarak, matris metalloproteinazları (MMP) baskılayarak ve metalloproteinazın 

doku inhibitörü (TIMP), plazminojen aktivatör inhibitörü gibi proteaz 

inhibitörlerini arttırarak ECM üretimini teşvik eder ve bozulmasını engeller. İkinci 

olarak, TGF-β1, tübüler EMT yoluyla miyofibroblast oluşumunu indükler. Üçüncü 

olarak, SMAD3 bağımlı veya SMAD bağımlı olmayan mekanizmalar yoluyla 

matris üretimini indükler [19, 55]. SMAD'a bağımlı TGF-β sinyal yolu çok iyi 

tanımlanmıştır. Normalde, TGF-β1 inaktif bulunur. TGF-β1, TGF-βR2'ye bağlanır. 

Sinyal iletimi için Tip II reseptörlere bağlanmış ligand kompleksinin tip I 

reseptörleri fosforile etmesi gerekmektedir.  Aktivasyonun ardından, tip I reseptör, 

hücre çekirdeğine sinyal taşıyan SMAD proteinlerini fosforlar ve aktive eder. 

SMAD 2/3 (R-SMAD) fosforilasyonu gerçekleşir. SMAD 4 (Co-SMAD) ile 

etkileşime girer. SMAD 2/3/4 kompleksi oluşur. Bu kompleks hedef genlerin 

ekspresyonunu düzenlemek için diğer transkripsiyon faktörleriyle iş birliği yaptığı 

çekirdeğe transloke olur. Böylelikle profibrotik genleri ve kolajen tip I 

ekspresyonunu indükleyebilir. TGF-β sinyal iletiminde, önemli role sahip olan 

SMAD proteinlerinin inhibisyonu ile TGF-β sinyal cevabı negatif yönde 

düzenlenebilmektedir. SMAD 6 ve 7 ise TGF-β sinyal iletimini bloke eden, 

inhibitör SMAD grubu olarak bilinmektedir. R-SMAD'lar, zara bağlı serin/treonin 

reseptörlerine bağlanır ve kinaz aktiviteleri ile aktive edilir. Bir yardımcı faktör 

olarak, Co-SMAD, çekirdeğe yer değiştiren bir kompleks oluşturmak için aktive 

edilmiş R-SMAD'lara bağlanır. I-SMAD'lar, R-SMAD'ların etkilerine karşı koyar, 

böylece çeşitli mekanizmalarla TGF- β1 sinyali üzerinde engelleyici bir etki ortaya 
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koyar [56]. Özetle TGF-β'deki artış, miyofibroblastlarda nükleer SMAD2/3 

birikimine neden olur ve inhibitör SMAD 6 ve SMAD 7'yi azaltır, böylece çok 

sayıda pro-fibrotik genin aktivasyonunu indükler [21, 57]. SMAD yoluna ek olarak, 

TGF-β reseptörleri ayrıca MAP kinazlar, fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K)/AKT, 

Ras, Rho ve  NF-kB dahil olmak üzere diğer alternatif yollar ile etkileşim yoluyla 

karaciğerde SMAD olmayan sinyal yanıtlarını başlatabilir [56].  

TGF-β sinyali hem karaciğer gelişimini hem de rejenerasyonu 

düzenler. TGF-β, gelişen karaciğer parankiminde hepatoblastların hepatositlere 

veya kolanjiyositlere farklılaşması ve biliyer morfogenez sürecinde etki eder. TGF-

β ayrıca fenotipik dönüşümleri de düzenler, özellikle epitelyal-mezenkimal geçişi 

(EMT) yönlendirir. TGF-β'nın hepatositlerde, fetal, neonatal ve erişkinlerde 

EMT'yi indüklediği gösterilmiştir [21].  

TGF-β, HSC aktivasyonu ve hücre dışı matriks üretimindeki rolü nedeniyle 

profibrojenik bir sitokin olarak kabul edilir. Karaciğer hasarı sırasında nekrotik 

hepatositler tarafından salınır. Karaciğerde hepatik stellat hücrenin (HSC) aktive 

olmasında ve ECM salgılayan miyofibroblastlara farklılaşmasında rol alarak 

fibrojenik yanıta katılır [58]. TGF-β1 sinyali, HSC apoptozunu inhibe eder ve 

HSC'leri, fibronektin ve kolajen tip I, III ve IV gibi aşırı miktarda matris proteini 

sentezlemeye teşvik eder [59]. Ayrıca TGF-β tarafından oksidatif stres indüksiyonu 

ve PDGFR-β ekspresyonu artar ve tüm bunlar HSC‘ye proliferatif özellik 

kazandırır [5, 60]. 

SMAD proteinlerinin genel yapısı, çeşitli SMAD kategorileri arasında 

birkaç farklılık dışında benzerdir. SMAD 3 doğrudan DNA'ya bağlanırken SMAD2 
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bağlanmadığından, bu iki SMAD'ın hedef genlerin düzenlenmesi üzerinde farklı 

etkileri olabilir. Hem SMAD2 hem de SMAD 3, karaciğer fibrozunda güçlü bir 

şekilde aktive olurken [61], sadece SMAD 3, fibrozisden sorumlu sinyal iletim 

yollarında anahtar rol oynar. Birçok fibrojenik gen (kolajen) ve belirteç (a-SMA ve 

E-cadherin) SMAD 3'e bağımlıdır ve SMAD 3, bu hedef genleri düzenleyen DNA 

dizilerine doğrudan bağlanır. TGF-β-aracılı SMAD 2/3 aktivasyonu, tip I ve III 

kolajenin transkripsiyonunu indükler ve karaciğer fibrozunu teşvik eder. Aynı 

zamanda TGF-β ile indüklenen SMAD 3, TIMP-1'i indükler, fibroblastlarda MMP-

1 aktivitesini inhibe eder böylece ECM bozulmasını engeller. SMAD 7'nin aşırı 

ekspresyonu sadece SMAD 2/3'ün aktivasyonunu inhibe etmekle kalmaz, aynı 

zamanda karaciğer fibrozisi ve inflamasyon sırasında NF-κB sinyalini de bloke eder 

[62]. TGF-β sinyal yoluyla HSC'lerin aktivasyonu, hem deneysel hayvan 

modellerinde hem de insan karaciğer hasarında ileri NASH’da önemli bir rol 

oynadığı gösterilmiştir [63, 64]. 

2.3.2. Wnt/β-katenin Sinyali 

Wnt/β-katenin sinyal yolu hücre proliferasyonu ve farklılaşmasının 

düzenlenmesi, embriyonik gelişim, homeostazın korunması, organ gelişimi gibi 

birçok fizyolojik süreç ile ilişkilidir [65]. Bununla birlikte, Wnt/β-katenin sinyali 

aktivasyonu, akciğer, böbrek, deri ve karaciğer dahil olmak üzere bir dizi organ 

sisteminde fibrozise neden olmaktadır [23, 48, 66]   

β-katenin, WNT sinyal yolunda hücre içi sinyal dönüştürücü olarak görev 

yapan ve CTNNB1 tarafından kodlanan, hücre yüzeyi kaderin protein 
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kompleksinin bir alt birimidir. β-katenin genellikle sitoplazmada bulunur ve 

yetişkin karaciğeri boyunca eksprese edilir. Santral veni çevreleyen hepatositlerde 

sitoplazmik ve nükleer yerleşime sahip olmasına rağmen, hepatik lobül boyunca 

hücre yüzeyinde de gözlenir [23]. β-katenin fonksiyonları, esas olarak, ~40 kDa 

moleküler ağırlığa sahip sisteinden zengin glikoproteinler olan ve ECM'de 

salgılanan Wnt proteinleri tarafından düzenlenir. Bu nedenle β-katenin, WNT 

sinyal yolunun kritik bir bileşenidir. Genellikle kazein kinaz I (CK), glikojen sentaz 

kinaz 3β (GSK3β), adenomatöz polipozis koli gen ürünü (APC), diversin ve axin 

içeren bir multiprotein degradasyon kompleksine bağlı bir şekilde bulunur. WNT 

inhibitör faktörü (WIF), soluble frizzled-related proteinler (sFRP'ler), Dickkopf 

(Dkk) ve cerberus gibi WNT inhibitörlerinin varlığında, WNT sinyali kapalı 

durumdadır [67]. Wnt/β-katenin sinyali aktif olmadığında, β-katenin’nin serin ve 

treonin kalıntıları degradasyon kompleksinde bulunan kinazlar tarafından (ilk 

olarak kazein kinaz 1tarafından daha sonra GSK3β) fosforile edilir ve β-transdusin 

içeren protein tarafından tanınır. Ardından ubiquitination ve proteozomal 

degradasyona uğrar [68].  

WNT proteinleri, biyoaktif hale dönüşmesi için  endoplazmik retikulumda 

Porcup tarafından palmitoillenir ve glikosile edilir [69]. Ardından wntless (WLS) 

proteini tarafından Golgi aygıtından salgılanmak üzere zara taşınır [70]. Salgılanan 

WNT, aktif WNT hücre yüzeyi reseptörüne (FZD) ve yardımcı reseptörüne (düşük 

yoğunluklu lipoprotein reseptörü ile ilgili protein 5 veya 6 (LRP5/6) otokrin veya 

parakrin bir şekilde bağlanarak β-katenin degradasyon kompleksini etkisiz hale 

getirir. Bozunma kompleksinin inhibisyonu üzerine, β-katenin salınır ve nükleer 
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translokasyona uğrar, burada hedef gen ekspresyonunu düzenlemek için T hücre 

faktörü/lenfoid güçlendirme faktörü (TCF/LEF) transkripsiyon faktörü 

kompleksine bağlanır.  β-katenin ile çeşitli transkripsiyon faktörleri arasındaki 

etkileşimler, karaciğer hücrelerinin birçok farklı fonksiyonunu kontrol etmesine 

izin verir. Örneğin, fibroblastların çoğalmasını, göçünü ve miyofibroblastlara 

dönüşümünü bu yolla indükleyebilir [65, 71]. Wnt/β-katenin sinyalinin HSC 

aktivasyonunda rol oynadığı düşünülmektedir. β-katenin sinyallindeki 

değişikliklerin, fibrozis için gerekli olan yıldız hücrelerinin aktivasyonuna ve 

karaciğer fibrozuna neden olduğu belirtilmiştir. β-katenini inhibe etmenin tedavi 

edici faydaları çalışmalarla gösterilmiştir [22, 23].  

 

             Şekil 2.5. β-katenin yoluyla WNT Sinyal aktivasyonu  [23] 
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WNT/β-katenin ve TGF-β etkileşimi: 

WNT/β-katenin sinyali ve TGF-β sinyali arasında bir etkileşim olduğu 

tanımlanmıştır. Çalışmalarda fibrotik yanıtın tetiklenmesi için bu iki yolun 

karşılıklı birlikte aktivasyonunun gerekli olduğu ortaya konmuştur. Birçok organda 

TGF-β'nin kanonik WNT sinyal yolunu aktive etme yeteneği ve bu mekanizmanın 

fibrotik süreçler üzerindeki fonksiyonel etkisi bildirilmiştir [72, 73]. Karaciğer 

fibrozisinde WNT yolu bileşenlerinin ve β-katenin  ekspresyonunun arttığı, β-

katenin’in TGF-β1/SMAD2/3 sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla fibroblast-

miyofibroblast dönüşümü ve epitelyal mezenkimal geçişi (EMT) desteklediği 

belirtilmiştir [74]. 

 

 

Şekil 2.6. TGF-β ve WNT /β-katenin  sinyal yolları arasındaki ilişki [72]. 
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İnsan fibrotik doku örneklerinde Wnt proteinlerinin ekspresyonunun arttığı 

ve Dickkopf-1'in ekspresyonunun azaldığını gözlenmiştir. TGF-β, Dickkopf-1'in 

ekspresyonunu azaltarak kanonik Wnt sinyalini p38'e bağlı bir şekilde uyarmaktadır 

[75]. TGF-β, PI3K aktivasyonu ile Akt fosforilasyonunu arttırır. β-katenin 

yıkımında rol oynayan bir enzim olan GSK3β'yi inaktive eder ve fibrotik etki 

gösterir [73]. Tüm bu bulgular, kanonik Wnt sinyalinin TGF-β-aracılı fibroz için 

gerekli olduğunun kanıtıdır.  

β-katenin ve NF-κB sinyali arasında karşılıklı bir ilişki olduğunu 

gösterilmiştir. β -katenin kaybının, hücrelerde NF- κB aktivasyonuna yol açtığı tam 

tersi artışının ise  NF- κB’yi baskıladığı bildirilmiştir [76]. TGF-β ve TNF-α, aktive 

edilmiş stellat hücrelerde NF-κB'yi arttırdığı gösterilmiştir. NF-kB’nin artışı, TGF-

β ile uyarılan apoptozise yol açmıştır. TGF-β, NF-κB, bcl-xL ve p21WAF1'i 

artırarak ve p53 gen ekspresyonunu azaltarak stellat hücrelerde apoptozu inhibe 

etmiştir [77].  

2.3.3. PDGF SİNYALİ 

PDFG sinyal yolu, çeşitli uyaranlara yanıt olarak kalıcı aktivasyon 

göstererek karaciğer fibrozun ilerlemesini kolaylaştırır. Aktive edilmiş HSC'nin 

önemli bir özelliği proliferatif olmalarıdır. Bu proliferatif etki büyük ölçüde 

PDGF’ye bağlanmaktadır. PDGF, stellat hücreler için en güçlü aktive edici faktör 

olduğu ve fibrotik karaciğerde ekpresyonunun arttığı ve inhibisyonunun deneysel 

karaciğer fibrogenezini zayıflattığı belirtilmiştir [53]. 

PDGF büyüme faktörleri ailesi, dört farklı gen tarafından kodlanan dört 

farklı polipeptit zincirinden oluşur. Klasik PDGF zincirleri olarak bilinenler, 
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PDGF-A ve PDGF-B ‘dir. Yeni PDGF zinciri olarak adlandırılan PDGF-C ve 

PDGF-D zincirleri ise daha sonradan keşfedilen diğer formlardır. Dört PDGF 

zinciri, homodimerizasyon veya heterodimerizasyon yoluyla disülfid bağlı dimerler 

halinde birleşerek beş farklı dimerik izoform oluşturur. Bunlar; PDGF-AA, PDGF-

AB, PDGF-BB, PDGF-CC ve PDGF-DD’dir. PDGF-C ve PDGF-D zincirlerini 

içeren heterodimer formu bulunmamaktadır [78]. PDGF'ler esas olarak parakrin 

şekilde hareket eder, ancak aynı zamanda otokrin veya endokrin tarzda da hareket 

ederek reseptörlerine bağlanabilir. PDGF ligandlarının bağlandığı, sınıf III 

Reseptör tirozin kinaz (RTK) ailesine ait olan ve protein tirozin kinaz işlevi gören 

PDGF alfa reseptörü (PDGFαR; Mw = 123 kDa) ve beta reseptörü (PDGFβR; Mw 

= 124 kDa) olmak üzere iki adet hücre yüzey reseptörü mevcuttur [79]. PDGF 

reseptörlerini tanıdığında, reseptör alt birimlerinin dimerizasyonunu ve 

otofosforilasyonunu destekleyen bir dizi olay ile hücresel çoğalma başlatılır. Bu 

süreç, Ras-mitojenle aktive olan protein kinaz yolu aktivasyonunu başlatır, hücre 

içi kalsiyumu arttırır ve protein kinaz C aktivasyonu ile sonuçlanır [80-82]. 

Dört PDGF alt biriminin, hepatik fibrozisin patogenezinde farklı roller 

üstlendiği gösterilmiştir. Karaciğer fibrozunda en belirgin olan PDGF izoformu 

PDGF-BB'dir. Ayrıca PDGF-B HSC'ler için en güçlü mitojenik faktör olarak 

bilinmektedir [51, 80]. PDGF-B aracılı PDGFRβ sinyalinin karaciğer fibrozunda 

önemli bir rol oynadığı çalışmalar da gösterilmiştir. Sirozlu ve hepatitli hastaların 

karaciğerinde artmış PDGF-B ve PDGFRβ ekspresyonu olduğu ortaya konmuştur 

[83]. 
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PDGF-BB, trombositler, monositler ve makrofajlar, aktive edilmiş Kupffer 

hücreleri, hepatositler, kolanjiyositler, stellat hücreler ve miyofibroblastlar gibi 

karaciğerin yerleşik ve infiltre edici hücreleri tarafından salgılanır. Karaciğer 

fibrojenezden sorumlu stellat hücreler, karaciğer hasarından sonra belirgin 

PDGFRβ ekspresyonu göstermektedir. Aktive edilmiş stellat hücreler ve 

miyofibroblastlar, PDGF-BB üretir ve diğer hücrelerin katkısı olmaksızın otokrin 

profibrotik döngü oluşturur. Böylelikle, PDGF-BB'nin karaciğer fibrojenezi 

sırasında stellat hücre proliferasyonuna aracılık eden önemli izoform olduğu 

görülmektedir. PDGF-BB ligandı, PDGFR-β'ye bağlanır, Ras'ı aktive eder ve 

mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/hücre dışı sinyalle düzenlenen kinaz 

(ERK) ve fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt/70-kDa ribozomal S6 kinaz 

(p70S6K) sinyal kaskadları başlatılır. Bu iki yol, HSC'lerde protein sentezini, 

profibrojenik genlerin transkripsiyonunu, çoğalmayı, hücre döngüsü kontrolünü ve 

apoptozu düzenler. PDGF-BB'nin inhibisyonu ve PI3K/Akt/p70S6K ve ERK sinyal 

yolaklarının bloke edilmesi sonucunda HSC apoptozunu indüklediği ve karaciğer 

fibrozunu azalttığı gösterilmiştir  [7, 84, 85]. 

PDGF ve TGFβ sinyali etkileşimi: 

PDGF-BB ve TGF-β en belirgin iki profibrotik büyüme faktörüdür ve 

karaciğer fibrozunun gelişiminde etkileşim içindedir. PDGF-BB, TGF-β ile birlikte 

fibroblast aktivasyonunu ve farklılaşmasını da indükleyerek, bu hücrelerde α-SMA 

ekspresyonunun artmasına neden olur [86]. TGF-β1'in PDGF-AA'yı 

indüklemediğini ancak PDGF-BB'nin mitojenik etkisinde bir artışa neden olduğu 

gösterilmiştir. Bu seçici etkinin, PDGFRβ mRNA seviyesinin ve PDGF-BB hücre 



23  

yüzeyi bağlanma bölgelerinin yukarı regülasyonu nedeniyle olduğu belirtilmiştir 

[87]. Aynı zamanda TGF-β1’in karaciğer stellat hücrelerinde, güçlü bir PDGFRβ 

indükleyicisi olduğu, bu nedenle çeşitli fibrotik hastalıklarda PDGF reseptörlerinin 

dokuya özgü önemli  düzenlemelerinin olduğu görünmektedir [60, 88].  

 

 

 

 

 

Şekil 2.7. PDGF ve TGF β sinyal yolları arasındaki ilişki [88]. 

 

Karaciğer fibrojenezinde yıldız hücrelerinin aktivasyonu sırasında otokrin veya 

parakrin kaynaklardan gelen TGF-β1, sessiz yıldız hücrelerinde PDGFRβ'nin 

transkripsiyonunu uyardığı Şekil 2.7’de gösterilmiştir [88].  
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2.4. D-Galaktoz’a bağlı yaşlanma modeli 

Yaşlanma modelleri arasında, kolay uygulanması, yan etkinin az olması, 

deney hayvanına zarar vermemesi ve deney süresi boyunca yüksek hayatta kalma 

oranı nedeniyle en çok tercih edilen modellerden biridir. D-galaktoz verilen 3 aylık 

sıçanların, 16-24 aylık yaştaki sıçanlara yapısal ve fonksiyonel olarak benzediği ve  

doğal yaşlanmaya benzer olduğu belirtilmiştir [89]. D galaktoz uygulaması ile ilgili 

olarak literatürde farklı doz (50 ila 1250 mg/kg/gün) ve süreler (6 ila 12 hafta) ve 

yaş grupları ( 6 hafta ila 6 ay ) bildirilmiştir [90]. 

D-galaktoz, vücutta ve birçok gıdada (bal, pancar, peynir, yoğurt, tereyağı, 

süt, kivi, soya sosu, erik, kuru incir, kiraz, kereviz) doğal olarak oluşan indirgen 

bir şeker olan aldoheksozdur. Kandaki normal D-galaktoz konsantrasyonu 

10 mg/dL'den azdır [91]. Sağlıklı bir yetişkin için, önerilen maksimum günlük doz 

50g galaktoz dur ve alımından sonra yaklaşık 8 saat içinde vücuttan atılır [92].  

Normalde D-galaktoz, galaktokinaz ve galaktoz-1-fosfat uridiltransferaz 

enzimleri tarafından glikoza metabolize edilir, daha sonra glikoz glikoliz yoluna 

girer veya karaciğer, kas ve yağ dokusunda glikojen olarak depolanır [93]. 

Kemirgenlere uygulanan uzun süreli D-galaktoz enjeksiyonu, galaktozun tamamen 

metabolize edilmesini engeller. Fazla D- galaktoz vücutta birikerek toksik etkileri 

olan galaktitole indirgenir. Galaktitol daha sonra enziminin etkisiyle galaktoz 

aldehit ve hidrojen peroksite oksitlenir. Bir reaktif oksijen türü (ROS) olarak 

hidrojen peroksit, reaksiyondan sonra hidroksil radikalleri üreterek, in vivo 

antioksidan aktivitenin azalmasına neden olur. Serbest radikallerin in vivo birikimi, 
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reaktif oksijen türleri tarafından daha da şiddetlenir. D- galaktoz ayrıca hücre içi 

Ca +2 /Mg +2 oranının artmasına mitokondriyal disfonksiyon ve fosfolipaz A2 

aktivasyonunun uyarılmasına neden olur [94, 95]. 

Yüksek doz D-galaktoza bağlı yaşlanmadan sorumlu olan mekanizmalar, 

Şekil 2.8’de gösterildiği gibi; oksidatif stres ve antioksidan savunma, inflamasyon, 

apoptoz olarak tanımlanabilir [96]. 

 

Şekil 2.8. Normal ve yüksek dozda D-galaktoz metabolizması  [3]. 

1. Galaktoz uygulamasına bağlı olarak interlökin 1 beta (IL-1β), interlökin 

6 (IL-6), tümör nekroz faktör alfa (TNF-α), nükleer faktör kappa b (NF-kB) gibi 

inflamatuvar sitokinlerin seviyelerinde artış,  hücresel yaşlanma ile ilişkili genler 

olan p16 , p53, p21 gen ekspresyonunda artma gösterilmiştir [10, 12, 96, 97]. 
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2. D- Galaktozun; karaciğer dokularında nitrik oksit (NO), MDA ve 8-

hidroksi-2-deoksiguanozini (8-OHdG) artırarak ve katalaz (CAT), glutatyon 

peroksidaz (GPx), SOD, nitrik oksit sentaz (NOS), glutatyon (GSH) ve toplam 

antioksidan kapasiteyi azaltarak oksidatif stresi indüklediği belirtilmiştir. Artan 

ROS karaciğer de HSC aktive ederek onları myoblastlara döndürmekte ve 

fibrojenik yanıtı aktive etmekte ve fibrotik alanlarda artışa neden olmaktadır [10-

13, 98]. 
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Şekil 2.9. D -galaktoz kaynaklı yaşlanma ile ilgili olası altta yatan mekanizmalar 

[97]. 

2.5. D-Galaktoz ve Karaciğer Fibrozisi 

2.5.1. D-Galaktoz’ un Karaciğer fonksiyonları üzerine etkisi 

Normal karaciğer fonksiyonları, aşırı etanol tüketimi, kronik hepatit B ve C 

virüsü enfeksiyonları, aflatoksinlerle kontamine gıdalar, obezite ve diyabet gibi 

metabolik bozukluklar gibi çeşitli etiyolojik faktörler tarafından değişebilir  

[99][100]. Alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalin 

fosfataz (ALP) ve gama-glutamiltransferaz (GGT) karaciğer fonksiyonunu 

gösteren belirteçlerdir. Karaciğer inflamasyonu veya disfonksiyonu sırasında bu 

enzimlerin aktivitesinin arttığı bilinmektedir. D-galaktoz uygulaması plazma, 

serum veya karaciğerde AST, ALP ve GGT enzimlerini aktivitesini artırır. Chen ve 

ark. yaptığı çalışmada, 150 mg /kg dozdan 8 hafta boyunca subkutan D-galaktoz 

uygulaması sonucunda; yüksek serum ALT ve AST seviyeleri, apoptoz ve 

inflamatuvar hücre artışı gözlenmiştir [12]. Saleh ve ark. yaptığı çalışmada 300 

mg/kg dozdan  6 hafta boyunca intraperitoneal D-galaktoz uygulaması sonucunda 

AST ve ALT serum seviyelerinde sırasıyla %45 ve %35 oranında artış 

göstermişlerdir [11]. 

Yaşlanma bozulmuş lipid metabolizması ile beraberdir. Yaşlanma ile 

birlikte, serumda trigliserit (TG) düzeyi artarken, yüksek yoğunluklu lipoprotein 

(HDL) seviyelerinin azaldığı  gösterilmiştir [101]. Zhou ve ark. yaptığı çalışmada, 

D-galaktoz uygulanan farelerin karaciğerlerinde belirgin lipid birikimi olduğu 

trigliserit seviyelerinin arttığı, HDL kolesterol ve HDL-TG oranının azaldığını 
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bildirilmiştir. D-galaktozun karaciğer hasarı için önemli bir risk faktörü olarak 

farelerin karaciğerlerinde lipid birikimi yoluyla oksidatif strese neden olduğu 

belirtilmiştir [98]. 

Paraksonaz-1 (PON1) karaciğerde sentezlenen bir enzimdir. Plazmada HDL 

ile birlikte bulunur. PON1’un en iyi bilinen ve ilk tanımlanan fonksiyonu, 

organofosfatlı nörotoksinleri, aromatik karboksilik asit esterlerini ve insektisidleri 

hidroliz etme yeteneğidir. PON1, LDL-kolesterolü oksidasyondan koruma, 

makrofajların 'köpük hücrelere' dönüşümünü ve homosistein tiolakton 

katabolizmasını azaltma gibi ana rolleri ile önemli bir antioksidan, anti-

inflamatuvar ve anti-aterojenik etkiye sahiptir [102]. Serum PON1 aktivitesi, yeni 

doğan ve prematüre infantlarda erişkin düzeyin yarısı kadardır. Erişkin düzeylerine 

doğumdan bir yıl sonra ulaşılır. PON1 aktivitesi, yetişkin değerlerine ulaştığında 

zaman içinde oldukça sabittir. Sıçanlarda, 3 ve 24 aylık hayvanlar arasında plazma 

ve karaciğer PON1 aktivitesinde hiçbir fark bulunmamıştır [103]. İlerleyen yaşla 

birlikte serum PON1 aktivitesinde bir azalma ve buna bağlı olarak HDL'nin 

koruyucu işlevlerinde azalma olduğunu belirtilmiştir [104].  

PON1 düzeyinde azalmanın karaciğer hasarına karşı duyarlılığı arttırdığı 

gösterilmiştir. Kronik karaciğer hastalıklarında serum PON1 aktivitesinin azaldığı, 

serum PON1 konsantrasyonu ve hepatik PON1 protein ekspresyonunun arttığı 

bildirilmiştir [105, 106]. Ferre ve ark yaptığı çalışmada, kronik hepatit ve karaciğer 

sirozunun erken evrelerinde gözlenen artmış oksidatif strese yanıt olarak veya 

artmış kolajen ekspresyonunun bir sonucu olarak serum PON1 aktivitesi ve 

karaciğer PON1 ekspresyonunun azaldığını bildirmiştir. Kronik karaciğer 
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hastalıklarında oksidatif stres, fibrozis ve karaciğer hücre apoptozunun 

düzenlenmesinde PON1'in aktif bir rolü olduğunu bildirmişlerdir [107].  

2.5.2. D-Galaktoz ’un Karaciğer inflamasyonu üzerine etkisi 

İnflamasyon karaciğer fibrogenezinde önemli rol oynamaktadır. Stellat 

hücrelerin aktivasyonunda , doğal öldürücü (NK) hücreler, T hücreleri, Kupffer 

hücreleri, makrofajlar, dendritik hücreler ve endotel hücreleri gibi diğer birçok 

hücre tipi rol almaktadır [19]. Kupffer hücre aktivitesi, nükleer faktör-kappa β'nın 

aktivitesini arttırır ve proinflamatuvar sitokin salgılanması artar. İnflamatuvar ve 

fibrojenik hücreler arasında pozitif geri besleme döngüsü vardır ve bu da artan 

fibrozis ile sonuçlanmaktadır [1]. Uyaran yokluğunda, NF-κB genellikle 

sitoplazmada aktif olmayan bir biçimde bulunur. Çeşitli inflamatuvar faktörler (IL-

1β, IL-6, TNF-α) tarafından uyarıldığında, NF-κB hedef genlerin transkripsiyonunu 

ve ekspresyonunu düzenlediği çekirdeğe hızla yer değiştirir [108]. Şekil 2.10’da 

görüldüğü gibi, NF-κB yaş ile artar. NF-κB, COX2 ve NOS üzerinden 

inflamasyonla ilişkili enzimleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu düzenler. D-

galaktoz uygulaması ile NF-κB'nin aktive olduğu gözlenmiştir. NF-κB'nin 

aktivasyonu ise, IL-1β, IL-6 ve TNF-α gibi proinflamatuvar sitokinlerin yukarı 

doğru regülasyonu ve IL-4 ve IL-10 gibi antiinflamatuvar sitokinlerin aşağı doğru 

regülasyonuna neden olur. İnflamatuvar kaskadın tetiklenmesi, karaciğer 

hücrelerinin apoptozisine, karaciğer fonksiyonlarının bozulmasına ve fibrozise yol 

açar [109-112]. 
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Şekil 2.10. Yaşlanma ve NF-κB sinyali ilişkisi [113]. 

Artmış NF-κB sinyalinin erken ve normal yaşlanmaya katkı sağladığı ortaya 

konmuştur. NF-κB sinyalin bloke edilmesinin yaşlanmayı önlediği bildirilmiştir 

[113].  

D-galaktozun oksidatif stres ile bağlantılı olarak, inflamatuvar yanıtı 

tetiklediği bilinmektedir. D-galaktoz verilen hayvanların , karaciğer dokularında 

TNF-α, IL-6, IL-1β, NF-κB, NOS ve siklooksijenaz2 (COX2) gibi inflamatuvar 

belirteçlerde artış gözlenmiştir [10]. 

2.5.3. D-Galaktoz‘ un fibrojenik sinyal yolakları ile ilişkisi  

Yaşlanan dokularda fibrozis sinyal yolaklarının (Wnt/ β-katenin ve TGF-β) 

indüklendiği bilinmektedir. D-Galaktoz uygulanan sıçanlarda fibrogenezin 

aktivasyonunda anahtar molekül olarak kabul edilen TGF-β düzeyinin karaciğer 

dokusunda arttığı gösterilmiştir [11]. D-galaktoz verilmesini takiben, ROS 

yapımının artışı karaciğer hasarında TGF-β salınımını indükler. Böylelikle ROS 

hem fibrozisi başlatır hem de devam ettir [114].  
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D- Galaktozun intraperitoneal uygulamasının karaciğer dokusunda fibrozis 

skorunu ve AGE’leri arttırdığı gösterilmiştir. AGE’lerin oluşumu artan ROS 

üretimi ile karaciğer dokusunda oksidatif strese neden olur. Böylelikle dokuda fazla 

kolajen lif üreten miyofibroblastların aktivasyonunu ve çoğalmasını uyarır [13]. 

2.6. Sirtuinler 

Uzun yaşam proteini olarak adlandırılan sirtuinler, genom stabilitesini ve 

homeostazisi devam ettirme özelliği ile yaşam süresini arttırabilen, Nikotinamid 

Adenin Difosfat (NAD) bağlı sınıf III histon/protein deasetilaz ailesinin 

üyelerindendir. Sirtuinler, yaşlanma, DNA onarımı, hücre döngüsü, enerji 

metabolizması ve stres koşulları altında hayatta kalma dahil olmak üzere sayısız 

hücresel sürecin düzenlenmesinde rol oynar.  Sirtuinlerin işlevleri bulundukları 

yere, enzim aktivitelerine ve doku tiplerine göre değişir. Sirtuin ekspresyonundaki 

değişiklikler metabolik sendrom, diyabet, kanser, böbrek hastalıkları ve yaşlanma 

gibi çeşitli hastalıklarda kritik öneme sahiptir.  SIRT1'den SIRT7'ye kadar olmak 

üzere memelilerde tanımlanan yedi sirtuin (SIRT) proteini vardır. SIRT1 ve SIRT2 

hem çekirdekte hem sitoplazmada, SIRT3, SIRT4 ve SIRT5 mitokondride, SIRT 6 

ve SIRT7  nükleusta bulunur. SIRT2 sitoplazmada en çok bulunan sirtuindir [115, 

116]. Ayrıca SIRT2 hücre döngüsüne bağlı bir şekilde çekirdeğe geçici olarak 

geçebilir [117]. Sirtuinler arasında SIRT1 en geniş substrat yelpazesine sahip ve en 

fazla sayıda fizyolojik yolu etkileyerek ailesinin en çok çalışılan üyesidir.  
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Çizelge 2.1. Sirtuinlerin Hücre Lokalizasyonu ve Enzimatik Aktiviteleri [15]. 
 

2.6.1. Sirtuinler ve Fibrozis 

Sirtuinler, fibrozisin başlangıcından ve gelişiminden sorumlu moleküler 

yolakları modüle etmede önemli rollere sahiptir. Sirtuinler, EMT, endotelyal 

mezenkimal geçiş (EndMT) gibi birçok fibrojenik sürecin ve TGF-β, Wnt/ β-

katenin dahil olmak üzere fibrozis sırasında aktive olan hücre içi fibrojenik sinyal 

yollarının modülasyonu ile fibrojenik yanıt üzerinde etkilidir. Ayrıca sirtuinler, 

ROS seviyeleri, NF-κB gibi fibrozisin diğer sinyal belirleyicilerini de düzenler 

[118]. Sirtuinlerin açık bir şekilde fibrozisi düzenlemesine rağmen, SIRT 

izoformlarına özgü, ilgili hücre tipleri açısından farklılıklar vardır. Bunlar, 

yanıtlardaki farklılıkları da açıklar.  
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Miyofibroblast farklılaşmasına ve aktivasyonuna katılan başlıca sinyal 

yolları kanonik ve kanonik olmayan TGF-β ve Wnt/ β-catenin yolaklarıdır. 

Sirtuinlerin hem kanonik hem de kanonik olmayan TGF-β sinyal yollarında yer alan 

proteinlerle etkileşime girdiği gösterilmiştir. SIRT1, SMAD proteinlerini deasetile 

ederek fibrotik süreçleri inhibe eder. SIRT1, SMAD4'ün deasetilasyonu, MMP-

7'nın aktivitesini baskılayarak pro-fibrotik TGF-β sinyalini inhibe ettiği 

belirtilmiştir [119]. Yaşlanma ile SIRT1 ekspresyonunun azalması, karaciğer 

hücreleri ve stellat hücrelerde alkolik karaciğer hasarını ve fibrozu 

şiddetlendirmektedir [120]. Çalışmalarda SIRT1 ekspresyonunun dokulardaki 

fibrotik yanıtı iyileştirdiği bildirilmiştir [121].  

SIRT3 aktivitesinin antifibrotik süreçlerle ilgili olduğu, SIRT3 ün, 

SMAD3'ün deasetilasyonu aracılığıyla kanonik TGF-β sinyal yolunu inhibe ettiği 

ve fibrotik yanıtı azaltığı gösterilmiştir [122]. Yapılan invivo/invitro çalışmalar, 

SIRT3 artışının mitokondriyal dinamiklerin ve NF-kB/TGF-β1/SMAD sinyal 

yolunun düzenlenmesi yoluyla fibrotik yanıtı azalttığını göstermiştir [123].   

SIRT4, SMAD4'ü deasetilleyerek antifibrotik aktivite gösterebilir [124]. 

Bununla birlikte SIRT4 'ü profibrotik, SIRT5'i ise antifibrotik olarak gösteren 

çalışmalar  da mevcuttur [125].  

SIRT6 aktive edilmiş HSC'ler ve fibrotik karaciğer üzerine yapılan 

çalışmalarda, antifibrotik aktivite göstermiştir. SIRT6 hem kanonik hem de kanonik 

olmayan TGF-β sinyal yolları ile etkileşime girerek antifibrotik aktivite 

sergilemiştir. SIRT6, fibrojenik protein SMAD2'yi deasetile ederek inhibe eder. 

Aynı hücresel sistemde SIRT6’nın TGFβ1-SMAD3 sinyal iletim yolunu inhibe 
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ettiği ve bu nedenle EMT'yi bloke ettiği ve bir antifibrotik ajan gibi davrandığı 

bildirilmiştir [126]. 

SIRT7; SMAD2, 3, 4 ve ERK proteinlerini düzenler. SIRT7'nin, TGF-β 

aktivitesini azaltarak kolajen ve a-SMA seviyelerini baskıladığı ve  SMAD3 

seviyelerini azaltarak  antifibrotik ortaya koyduğu gösterilmiştir [127]. Ancak 

SIRT7'nin profibrotik veya antifibrotik etkisi farklı çalışmalarda bildirilen uyumsuz 

sonuçlar nedeniyle tartışmalıdır. [128] 

SIRT1, β-katenin'i bağlar ve deasetile eder, böylece çekirdeğe yer 

değiştirmesini ve Wnt'ye bağlı gen ekspresyonunu inhibe eder. SIRT1’in azalması 

Wnt/β-katenin sinyalinde artışa neden olduğunu göstermiştir [129]. Benzer şekilde, 

SIRT2, β-katenin'i bağlayarak Wnt sinyalini inhibe eder [26]. Aksine, SIRT3 artan 

Wnt sinyal aktivitesi ilişkilendirilmiştir [130]. SIRT6, çekirdekte β-katenin ile 

moleküler bir kompleks oluşturur ve β-katenin hedef genlerinin promotör 

bölgelerindeki histonları deasetile eder. Sonuç olarak, profibrotik gen 

transkripsiyonu ortadan kalkar [126]. 

2.7. Sirtuin 2 

2.7.1. SIRT2 ve Yaşlanma 

Sirtuin 2 (SIRT2), NAD+'ya bağımlı sınıf III protein deasetilazlar olan 

sirtuin ailesine aittir.  Hücre döngüsünün düzenlemesinde, enerji metabolizmasında, 

inflamasyonda ve uzun ömürde önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir. SIRT2’nin 

vücutta çok çeşitli doku ve organda ekprese edildiği görülmektedir. Esas olarak 

beyinde, özellikle hipokampus, striatum ve oligodendrositlerde [14], bununla 

birlikte böbrek, pankreas, testis, karaciğer ve farelerde yağ dokusu dahil olmak 
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üzere metabolizma ile ilgili organlarda ekprese edilir [15]. SIRT2 α-tübülini 

deasetilasyona uğratarak mikrotübül dinamiklerini düzenler ve hücre döngüsünün 

ilerlemesinde rol alır [117]. SIRT2 protein ekspresyon seviyelerinin de hücre 

döngüsünün mitotik fazı sırasında arttığı ve aşırı ekspresyonunun mitozu 

geciktirdiği bildirilmiştir [131, 132]. Ayrıca SIRT2'nin inhibisyonunun 

antiapoptotik etkiye neden olduğu gösterilmiştir [133]. 

Yaşlanma sürecinde nörodejenerasyonu önlemede; SIRT1 aktivasyonu ile 

SIRT2 inhibisyonunun koruyucu olduğu gösterilmiştir [134]. 

SIRT2 inhibisyonunun yaşlanma ile artan çeşitli nörodejeneratif 

hastalıklarda nöron koruyucu etkisi bildirilmiştir. PD (Parkinson hastalık) 

modelinde, SIRT2 α-tübülin ve α-sinükleini deasetiller, mikrotübül dinamiklerini 

etkiler otofaji ve nöronal disfonksiyona katkıda bulunur. Aynı zamanda 

SIRT2, FOXO3a asetilasyonunu artırarak Bim seviyelerinde azalmaya yol açar, 

böylece apoptozu azaltır ve sonuçta Parkinson hastalığına yol açabilir. HD 

(huntington hastalık) modelinde, SIRT2'nin inhibisyonu, kolesterol sentezini 

düzenleyerek ve birikmiş mutant Huntingtin (mHtt) proteinini azaltarak nöron 

koruyucu etki sağlamaktadır [29, 135-138]. Yaşlanma ile sıçan beyin dokularında 

(serebral korteks, hipokampus) ve kolonik mukozada SIRT2 düzeyinin arttığı 

bildirilmiştir. [133, 139]. 

 

2.7.2. SIRT2 ve inhibisyonunun fibrozis üzerine etkisi 

SIRT2’nin fibrozis üzerindeki etkileri konusunda birbiri ile çelişkili 

çalışmalar mevcuttur. Farklı modellere bağlı (D-galaktoz, CCl4, TAA gibi) 
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oluşturulan fibrozis mekanizmasında organ fonksiyon bozukluğu ve fibrogenezin 

artması gerçekleşir. Bizim modelimizde D-galaktoz uygulamasına bağlı gelişen 

karaciğer fibrozisinde, SIRT2 protein düzeyi arttı. Çalışmamızla uyumlu olarak, 

CCl 4 ile indüklenen fibrotik fare karaciğerlerindeki stellat hücrelerde SIRT2'nin 

eksprese edildiği bildirilmiştir. İnsan fibrotik karaciğer hücrelerinde SIRT2 

ekspresyon artışı gösterilmiştir. SIRT2 miyofibroblast farklılaşması ve fibrotik 

süreçler üzerinde etkilidir. SIRT2 inhibisyonu insan karaciğerlerinde 

kolajen1A1 ve α-SMA ekspresyonu için kritik olan ERK aktivasyonunu 

düzenleyerek fibrogenezi azalttığı gösterilmiştir [16]. SIRT2 ekspresyonunun insan 

fibrotik böbrek dokularında ve UUO (tek taraflı üretral obstrüksiyon) farelerinin 

böbrek dokularında önemli ölçüde arttığı bildirilmiştir. SIRT2 inhibisyonu, UUO 

farelerinde kolajeni azaltıp, renal tübülointertisyel fibrozisi iyileştirmiştir [28]. 

SIRT2’nin fibrozis yapıcı etkisi yanında, SIRT2 nakavt farelerde hepatosit 

yaşlanması ve fibrozis görüldüğüne dair çalışmalar da bulunmaktadır. 

SIRT2 −/− farelerin 6 hafta boyunca %60 kcal yağ içeren yüksek yağlı diyet (YYD) 

ile beslendiklerinde, SIRT2 +/+ farelere göre, karaciğerlerinde α-SMA seviyesi, 

kolajen1A1 ve kolajen3A1, PDGFR-α, ALT ve AST düzeyleri artmıştır [140]. 

SIRT2 nakavt farelerde patolojik kardiyak hipertrofi ve fibrozisin arttığı 

gösterilmiştir [141]. 

İnsanlar ve fareler üzerinde yapılan araştırmalar, SIRT2 ekspresyonunun 

MDM2 ve ERK/c-MYC yollarının kontrolü ile profibrotik süreçleri indüklediği 

gösterilmiştir [16, 28].  
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SIRT2, fibrotik süreçleri esas olarak TGFβ1 ve Wnt/β-katenin yollarının 

düzenlenmesi yoluyla kontrol edebilir. SIRT2 ve β-katenin ilişkisi ile ilgili çelişkili 

bulgular vardır. SIRT2 doğrudan β-katenin'e bağlanır. SIRT2 nakavt fare 

embriyonik fibroblastlarda nükleer β-katenin proteininde artış gözlenmiştir. 

SIRT2'nin β-katenin ile etkileşime girerek gen aktivasyonunu baskıladığı, Wnt 

sinyal yolunu engellediği ortaya konmuştur [26]. Bağırsak epitel hücrelerinde 

SIRT2'nin β-katenin deasetilasyonu yoluyla Wnt sinyalini inhibe ettiğini 

gösterilmiştir [142]. 

TGF-β1 stimülasyonu, fibroblast hücre kültürünü aktive ederek 

fibroblastlarda SIRT2 protein seviyelerini yükseltmiştir. AGK2, TGF-β1 ile 

indüklenen fibroblast aktivasyonunu azaltırken, tübüler epitel hücre dizilerinde a-

SMA, kolajen III ve fibronektinin artışını önleyememiştir. Ancak fibroblast hücre 

dizilerinde a-SMA, kolajen III ve fibronektin seviyelerini azaltmıştır  [28].  

SIRT2, nükleer faktör κB (NF-κB) gibi fibrozisin diğer sinyal 

belirleyicilerinide düzenler. SIRT2’nin NF-κB alt birimi p65'i Lys-310'da doğrudan 

bağlayarak ve deasetilleyerek anti-inflamatuvar etki gösterdiği, NF-κB tarafından 

düzenlenen inflamatuvar gen ekspresyonunun azalttığı bildirilmiştir [143, 144].  

AGK-2 uygulamasının TAA kaynaklı karaciğer hasarını (histopatalojik 

skoru) ve fonksiyonlarını (AST ve ALT) iyileştirdiği, pro-inflamatuvar sitokinleri 

(iNOS, TNF-α, IL-1β) ve apoptozu (kaspaz 3, Bax) azalttığı bildirilmiştir [29]. 

Arteaga ve ark. çalışmalarında, karbon tetraklorür (CCl 4) ve tiyoasetamid 

(TAA) tarafından indüklenen karaciğer hasarı modelinde AGK2 uygulaması 

karaciğer fibrozunu azaltmıştır [16]. Farelerde, asetaminofen kaynaklı karaciğer 
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hasarı modelinde, AGK2 tedavisinin hepatotoksisiteyi (S6K1 sinyal yolunu inhibe 

edip ER stresini azaltarak) önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir [24].  

AGK2 ile yapılan SIRT2 inhibisyonunda, yaşlı sıçanların beyin dokusunda 

oksidatif strese karşı koruyucu olduğu,  salermid aracılı SIRT2 inhibisyonunun, 

sıçan hipokampüsünde oksidatif stresi, apoptozu (Bax, Bim ) azaltırken; GSH ve 

antiapototik olan BCL2  düzeyini artırdığı belirtilmiştir [133, 139].  

 

 

Şekil 2.11. SIRT2 ve Fibrozis ile ilişkili hücre içi sinyal mekanizması [125]. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

 

3.1. Gereç 

 

G.Ü.ET-20.011 kod numaralı ve "D-Galaktoz ile İndüklenmiş Yaşlanma 

Modelinde Gelişen Fibrozis Mekanizmasına SIRT2 İnhibisyonunun Etkisi'' başlıklı 

araştırma çalışmasında deney hayvanının tüm dokularının kullanımı için izin 

alınmıştır. Bu çalışma için ise, Gazi Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’ndan 21.02.2020 tarih ve 66332047-604.01.02-E.27799 sayılı karar ile aynı 

deney hayvanlarının farklı dokusu kullanılmak üzere G.Ü.ET-21.032 etik kurul 

onayı alınmıştır. 

 

İzin ile 32 adet Sprague Dawley sıçanın karaciğer dokuları kullanıldı.  

 

3.1.1. Araştırma planı ve deney grupları 

 

Çalışmada toplam 32 adet genç erkek (3 aylık) Sprague Dawley sıçan 

kullanıldı. 2 tane sıçan ön çalışmada kullanılarak D-galaktoza bağlı fibrozis modeli 

test edildi. Literatürde 150 mg/kg D-galaktoz uygulaması ile 6 ya da 8 haftada 

böbrek fibrozisi oluştuğu belirtilmiştir [89]. Ancak 1. sıçanı 8. Haftada feda 

ettiğimizde, fibrozisi göstermek için Masson Trikrom ile boyanan karaciğer ve 

böbrek doku kesitlerinde kolajen lif dağılımında belirgin yoğunluk izlenmedi. 

Karaciğer dokusundaki değişimler fibrozis açısından yeterli bulunmadı. İlk sıçanın 
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değerleri ve histolojik bulguları fibrozis için yeterli olmadığı için 2. Sıçana 2 hafta 

daha 150mg/kg D-galaktoz uygulamasına devam edildi. 10 haftalık uygulama 

sonunda histolojik olarak karaciğer ve böbrekte fibrozis gözlendi. Ön çalışma 

yapılması sonucu modelin oluşması için gereken süre 8 hafta değil 10 hafta olarak 

belirlenmiştir. Ardından kontrol ve deney grupları olmak üzere 4 grup oluşturuldu. 

Bu gruplara D-galaktoz ve spesifik SIRT2 inhibitörü olarak AGK-2 uygulandı. 

Çalışmada sıçanlara uygulaması yapılan maddeler ve dozları, uygulama süresi ve 

şekli Çizelge 3.1’de özetlenmiştir. 

 
Çizelge 3.1. Kontrol ve deney grupları 
 

Gruplar Uygulanan Madde ve Dozu Uygulama 

şekli 

Denek 

sayısı 

Süre 

Kontrol %0,9 salin 0.5 mL 

 

Subkutan 6 70 

gün 

D-galaktoz (D-GAL) D-galaktoz,150 mg /kg/gün Subkutan 9 70 

gün 

D-galaktoz + AGK-2 D-galaktoz, 150 mg/kg/gün 

AGK-2, 10μM/bw 

Subkutan 8 70 

gün 

D-galaktoz+ 

%4DMSO+PBS 

D-galaktoz, 150 mg/kg/gün 

DMSO,10 μl/bw 

Subkutan 8 70 

gün 

 
 

D-galaktoz serum fizyolojik içinde çözülerek (150 mg /kg 0.5 cc sc) 

hızlandırılmış yaşlanma modeli oluşturuldu. Spesifik SIRT2 inhibitörü olarak 

uygulanan AGK-2 (2-Cyano-3-[5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl]-N-5-quinolinyl-

2-propenamide) ise önce dimetil sülfoksit (DMSO) içinde çözülüp sonra PBS 

tamponu (pH 7,4) ile dilüe edilerek (%4 DMSO-PBS) hazırlandı. Kontrol grubuna 
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0.5 mL%0.9 salin, deney gruplarına ise D-galaktoz ve %4’lük DMSO’lu PBS ile 

hazırlanan AGK-2, %4’lük DMSO’lu PBS enjeksiyonları yapıldı. 

Enjeksiyon uygulaması 10 hafta (70 gün) boyunca saat 10:00-12:00 arasında 

yapıldı. Çalışma grubunu oluşturan tüm sıçanlar laboratuvar ortamında, 12 saat 

aydınlık/12 saat karanlık döngüsünde, normal musluk suyu ve standart sıçan yemi 

ile beslenildi. Uygulama sonrası böbrek fonksiyonunun değerlendirmek amacıyla, 

her hayvanın 24 saatlik idrarının toplaması için 1 gün önceden farklı günlerde bütün 

hayvanlar metabolik kafese yerleştirildi. 10. haftanın sonunda ketamin-ksilazin (40-

5mg/kg) anestezik maddesi altında sıçanların vücut ağırlıkları tespit edilip, 

intrakardiyak kan alınarak feda edildi. Alınan doku örneklerinin ıslak ağırlıkları 

tartılıp histoloji için doku örnekleri ayrıldıktan sonra sıvı azotta dondurularak 

çalışılmak üzere -80 °C’de muhafaza edildi. Alınan kan ve idrar örnekleri ise aynı 

gün Gazi Üniversitesi Hastanesi Biyokimya merkez laboratuvarında Beckman 

AU5800 marka otomatik biyokimyasal analiz cihazı kullanılarak ölçüldü. 

 

 

3.1.2. Kullanılan laboratuvar aletleri ve cihazlar  

 

Çalışmamızda kullanılan alet ve cihazlar yer aldıkları Gazi Üniversitesi, 

Fizyoloji ve Histoloji Embriyoloji Araştırma Laboratuvarları ve Ankara 

Üniversitesi Tıbbi Onkoloji Araştırma Laboratuvarında kullanılan donanımlar 

Çizelge 3.2’ de listelenmiştir. 
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Çizelge 3.2. Laboratuvarında kullanılan donanımlar 

 
Kuruluşta Bulunan Altyapı/Ekipman 
Türü, Modeli 
(Laboratuvar, Araç, Makine-Teçhizat, vb.) 

              Projede Kullanım Amacı 

Real time PCR cihazı (Ankara UTF Tıbbi 
Onkoloji Araştırma Laboratuvarı) 

Gerçek zamanlı-PCR analizi 

Görüntüleme cihazı (BİORAD) (Ankara 
UTF Tıbbi Onkoloji Araştırma 
Laboratuvarı) 

Western blot yönteminde, bantların 
görüntülenmesi 

Soğutmalı Santrifüj (Hettich) (Gazi UTF 
FİZYOLOJİ AD) 

Biyokimyasal analiz 

Mikrosantrifüj (Hettich) (Ankara UTF Tıbbi 
Onkoloji Araştırma Laboratuvarı) 

Biyokimyasal analiz 

Hassas Terazi (Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) Doku tartımı ve solüsyon hazırlama 
+4 oC buzdolabı (Arçelik, Türkiye) ve -20 oC 
derin dondurucu (Gazi UTF FİZYOLOJİ 
AD) 

Solüsyon saklama 

-80 oC derin dondurucu (Sanyo, Japonya) 
(Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) 

Örnek saklama 

Vorteks (Nüve NM 110-020488 Türkiye) 
(Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) 

Biyokimyasal ölçümlerde numune 
homojenizasyonu 

Benmari (Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) Çalışma öncesi inkübasyon 

Sonikatör (Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) Doku homojenize edilmesi 

Homojenizatör (Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) Doku homojenize edilmesi 
BioTek ELx 800 Bioelisa Reader (Amerika) Protein ölçümü  
Saf su cihazı (Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) Deneyler için saf/deiyonize su elde etmek 
Sıvı Azot tank ve depo sistemi (İnternational 
cryogenics Inc. IC 10 R) (Gazi UTF 
FİZYOLOJİ AD) 

Alınan örneklerin dondurulmasında 
kullanılacak 

Güç Kaynağı (Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) 
Dokuların önce sıvı azot daha sonar 
dondurucuda saklanması amacıyla 

Ph metre (Gazi UTF FİZYOLOJİ AD) 
Çalışmada kullanılacak olan çözeltilerin 
pH değerlerinin ayarlanmasında 

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

Western blot ile protein tayini. Transfer 
ve yürütme sistemi. 

Mikrotom (Leica SM 2000, Germany) (Gazi 
UTF HİSTOLOJİ ve EMBRİYOLOJİ AD) 

Histokimyasal ve immünohistokimyasal 
boyamalar için kesit alınacaktır. 
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3.1.3. Kullanılan ticari kitler, antikorlar ve kimyasal sarf maddeler 

 

Çalışmada kullanılan çeşitli kimyasal ve sarf maddeler (Çizelge 3.3), ticari 

kitler (Çizelge 3.4) ve Western blot yöntemi ve immuhistokimyasal analizler için 

kullanılan antikorlar imalatçı firma, katalog ve lot numaraları, uygun dilüsyon 

oranları (Çizelge 3.5) gibi özellikleri ile çizelgede listelenmiştir. 

Çizelge 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 (ZnSO4) Carlo Erba Reagent 

Sulfanilamide (SA) Sigma-Aldrich 

Vanadium(III) chloride (VaCl2) MERCK, Germany 

N-(1-Naphthyl)ethylene-diamine  

dihydrochloride (NEDD) 

MERCK, Germany 

Sodium Nitrate Fisher Scientific 

Sodyum Hidroksit MERCK, Germany 

Fosfat tamponu (PBS) (10x) Echotechbiotechnology 

Potasyum klorür (KCl) MERCK, Germany 

Sodyum klorür (NaCl) Riedel-de Haen, Seelze, Germany 

Protein ekstraksiyon solüsyonu (Pro-Prep 

TM ) 

İntron Biotechnology 

RIPA lysis buffer  Santa Cruz  Biotechnology, TX, USA 

Işık mikroskobu (Leica DM 4000B, 
Germany) (Gazi UTF HİSTOLOJİ ve 
EMBRİYOLOJİ AD) 

Mikroskobik Değerlendirme için 
kullanılcaktır. 

Metabolik kafes (GÜDAM) Son 24 saatlik idrarların toplanması 
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Sığır serum albümini (BSA) Pierce TM (Thermofisher Scientific),IL, USA 

Protein standardı (SeeBlue® Plus2 Pre-

Stained Standart) 

Thermofisher Scientific, MA, USA 

Nitroselülöz membran (0,2 μm) BIO-RAD, Hercules, CA, USA 

Tris Glisin Buffer(TG) BIO-RAD, Hercules, CA, USA 

Gliserol İnvitrogen, CA, USA 

Tris Buffer Salin (TBS) BIO-RAD, Hercules, CA, USA 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) MERCK, Germany 

Bromofenol mavisi Santa Cruz  Biotechnology, TX, USA 

β-merkaptoetanol Santa Cruz  Biotechnology, TX, USA 

Metanol Sigma-Aldrich 

%40 Acrylamide/Bis solüsyonu, 29:1 BIO-RAD,Hercules, CA, USA 

Amonyum per sülfat (APS) Thermoscientific, USA 

Tetrametil- etilendiamin (TEMED) İnvitrogen, CA, USA 

Yağsız süt tozu (Blotto, non-fat dry milk) Santa Cruz  Biotechnology, TX, USA 

Tween 20 Bioshop Canada Inc. 

X-ray film solüsyonu-developer, ILFORD 

ILFOSOL 3 

HARMAN Technology Limited, UK 

X-ray film solüsyonu-fixer, ILFORD 

RAPİD 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, İZMİR 

Microseal B Adhesive saels,100 BIO-RAD, Hercules, CA, USA 

Primer Sentezi Oligomer biotechnology, Ankara 

Prob Sentezi Oligomer biotechnology, Ankara 

Pap Pen Patolab, İstanbul 

Teksoll Tekkim 

Ksilen Tekkim 

Parafin Patolab, İstanbul 

Cıtrate Buffer Thermofisher Scientific, MA, USA 

Entellan  MERCK, Germany 
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% 37’lik Formaldehit Tekkim 

 

  Çizelge 3.4.Ticari kitler   

 
Ticari Kitler Marka 

Rat NFkB (NFkappa B)ELISA Kit ELK Biotechnology,Wuhan 

Rat IL 1b (interlökin 1 beta) ELISA Kit ELK Biotechnology,Wuhan 

Rat IL6 (interlökin 6) ELISA Kit ELK Biotechnology,Wuhan 

Paraksonaz Enzim Test Kiti Rel Assay Diagnostik Turkey 

Pierce BCA Protein Ölçüm Kiti Thermofisher Scientific, USA 

Kemilüminesans substrat Kiti (ECL Western 

Blotting Substrate) 

Pierce TM (Thermofisher 

Scientific), USA 

Nücleospin RNA izolasyon Kiti Macherey-Nagel,Germany 

cDNA sentez Kiti  BIO-RAD, Hercules, CA, USA 

PAS Stain Kit Beslab, Turkey 

Masson Trıchrome 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 

  Çizelge 3.1. Antikorlar ve uygun dilüsyon oranları 

Antikor Dilüsyon 

oranı 

Katalog 

numara 

Lot numara İmalatçı Firma 

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

SIRT2 (anti-rabbit 
monoclonal) 

1:500 sc-28298 A1121 SantaCruz  
Biotechnology, 
TX, USA 

Goat- anti mouse 
IgG(H+L) sekonder 
antikor 

1:2000 62-6520 RF238896 İnvitrogen 

Beta catenin Polyclonal 
Antibody 

 1:100 bs-1165R A109199336 Bioss, USA 

Fibronectin Polyclonal 
Antibody 

 1:100 bs-0666R BJ01021050 Bioss, USA 
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α-Sma Polyclonal 
Antibody 

 1:100 E-AB-
34268 

ACO283 Elabscience 
Biotechnology 
Inc, USA 

Kollojen1 Polyclonal 
Antibody 

 1:100 bs-
104123R 

BJ12169300 Bioss, USA 

Kollojen 3 Polyclonal 
Antibody 

 1:100 bs-0549R BJ11098955 Bioss, USA 

 

 

3.2. Yöntem 

 

D-Galaktoz’a bağlı yaşlanma modelinde sıçanların izole karaciğer 

dokularında, karaciğer indeksi (Yaş karaciğer ağırlığı / vücut ağırlığı oranı) 

hesaplandı. Karaciğer fonksiyon analizi tespiti için alanin aminotransferaz (ALT), 

aspartat aminotransferaz (AST), trombosit sayısı, açlık glukozu, Lipid panelleri 

(total kolestrol, HDL, LDL, trigliserit) Gazi Üniversitesi Hastanesi Biyokimya 

merkez laboratuvarında Beckman AU5800 markalı otomatik biyokimyasal analiz 

cihazı kullanılarak ölçüldü. Ölçümler sonucunda, AST- ALT Oranı, AST-

Trombosit Oranı İndeksi (APRI) hesaplandı. APRI skoru (AST / Normalin üst 

limiti 40 IU/L) /trombosit sayısı × 100 formülü kullanılarak hesaplandı. 

Karaciğer dokusunda meydana gelen fibrotik değişimleri değerlendirmek 

için (kolajen lif yoğunluk yüzdesi) Masson trikrom boyaması yapıldı. Ayrıca 

Fibronektin , kolajen tip1 ve tip3, β-katenin, α-SMA, SIRT-2 primer antikorlarının 

uygun dilüsyonlarda kullanılmasıyla immuhistokimyasal analizleri yapıldı. 

Yaşlanma modelinde karaciğer SIRT2 düzeyi western blot yöntemi ile, 

NFĸB düzeyi, paraksonaz, IL 1β ve IL 6 düzeyi tayini için ELISA yöntemi 

kullanıldı.  
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TGF β, β-katenin, PDGF BB genlerinin ifade düzeyi gerçek zamanlı-

polimeraz zincir reaksiyonu yöntemi ile gösterildi. 

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

ile tayini 

Western Blot Analizi; dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi 

sağlayan bir tekniktir. Bu şekilde ilgilenilen bir proteinin örnekte bulunup 

bulunmadığı ve bulunuyorsa yarı kantitatif olarak farklı gruplar arasındaki miktarı 

hesaplanabilir. Çalışmamızda SIRT2 ve yükleme kontrolü olarak β-aktin 

proteinlerinin ekspresyonları Western blot yöntemi ile gösterilmiştir. Western blot 

yöntemi; örneklerin hazırlanması, jel dökümü, yükleme, yürütme, transfer, 

bloklama, primer ve sekonder antikor yükleme, görüntüleme ve analiz 

basamaklarından oluşur. 

Western blot yöntemi sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi 

(SDS-PAGE) için gerekli olan çözeltiler: 

Jel dökümü için hazırlanan çözeltiler 

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

 6 g tris baz 60 ml distile su ile çözdürüldü. 

 HCl ile pH ayarı yapıldı. (pH 6,8) 

 Son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlandı. 
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 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 (Tris baz MA:121,14 g/mol) 

 18,15 g tris baz 60 ml distile su ile çözdürüldü. 

 HCl ile pH ayarı yapıldı (pH 8,8) 

 Son hacim distile su ile 100 ml’ ye tamamlandı. 

 %10 (w/v) SDS 

 10 g SDS 100 ml distile su ile çözdürüldü. 

 %10 (w/v) APS 

 0,1 g APS 1 ml distile su ile çözdürüldü. 

 Günlük taze hazırlanması gerekir. 

 

 Ayırma jeli (resolving gel) % 12’ lik, 10 ml (2 jel için)  

 4,25 ml distile su  

 3 ml % 40’ lık Acrylamide/Bis solüsyonu  

 2,5 ml 1,5 M tris (pH 8,8) 

 100 μl % 10’ luk SDS  

 100 μl % 10’ luk APS  

 10 μl TEMED 

 Yığınlama jeli (stacking gel) % 6’ lık 5 ml (2 jel için) 
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 2,9 ml distile su  

 0,75 ml % 40’ lık Acrylamide/Bis solüsyonu 

 1,25 ml 0,5 M tris (pH 6,8) 

 50 μl % 10’ luk SDS  

 50 μl % 10’ luk APS  

 5 μl TEMED 

 

Yükleme, yürütme, transfer ve bloklama aşamaları için hazırlanan çözeltiler 

 %0,5 (w/v) Bromofenol mavisi 

 0,025 gr bromofenol mavisi 5 ml distile su içinde çözdürüldü. 

 Steril filtreden geçirildi 

 Örnek tamponu (sample buffer) (×2) stok 

 1,25 ml tris-HCl (0,5 M pH 6,8)  

 2,5 ml gliserol 

 2 ml %10’ luk SDS 

 0,2 ml %0,5’ lik bromofenol mavisi  

 Son hacim 9,5 ml olacak şekilde distile su ile tamamlandı. 

 Hazırlanan bu stok çözeltiden kullanılmadan hemen önce 950 μl alındı ve 50 µl 

β-merkaptoetanol ilave edilerek 1 ml’ye tamamlandı. 
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 Yürütme tamponu (running buffer) (×10) stok, pH 8,3 

 30,3 g tris baz  

 144 g glisin 

 10 g SDS  

 Son hacim 1 L olacak şekilde distile su içinde çözdürüldü. 

 100 ml stok yürütme tamponu distile su ile 1 L’ ye tamamlandı (1X). 

 Transfer tamponu (transfer buffer) (×10) stok 

 30,3 g tris baz  

 144 g glisin 

 Son hacim 1 L olacak şekilde distile su içinde çözdürüldü. 

 100 ml stok transfer tamponu ve 200 ml metanol, distile su ile 1 L’ye tamamlandı 

(1X). 

 Yıkama tamponu (TBS-T; Tris Buffered Saline with Tween 20) (×10) stok, pH 

7,5  

 12,11 g tris baz 

 87,66 g NaCl  

 5 ml tween 20  

 800 ml distile suda çözdürüldü ve konsantre HCl ile pH ayarı yapıldı (pH 7,5) 

 Son hacim distile su ile 1 L’ ye tamamlandı. 

 100 ml stok yıkama tamponu distile su ile 1 L’ ye tamamlandı (1X). 
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 Membran bloklama tamponu (%5’ lik) 

 %5 Süt Tozu için, 5 gr yağsız süt tozu tartıldı, son hacim 100 ml olacak şekilde 

yıkama tamponu ile tamamlandı. 

 Transfer işlemi sonrasında tüm membranlar, membranı kaplayacak miktarda 

kullanılan bu tampon içinde (yaklaşık 25 ml) + 4 °C’ de gece boyunca bloklandı.  

 Antikor tamponu (%5’ lik) 

 Membranların primer ve sekonder antikorlar ile inkübasyonu için kullan bu 

tampon esasen uygun antikor dilüsyonlarının yapıldığı (Çizelge 3.) membran 

bloklama tamponudur. Tüm antikorlar için %2’ lik süt tozunda bloklama yapıldı. 
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Örneklerin hazırlanması 

SDS-PAGE için kullanılacak karaciğer doku örnekleri aşağıdaki işlem sırası takip 

edilerek hazırlandı: 

 Karaciğer dokularından 20 mg tartıldı. 

 Kuru buz üzerinde tartımı yapılan örnekler üzerine 500 μl lizis tamponu (pH 

7,4) eklendi. 

 Kullanılan lizis tamponu (RIPA Lysis Buffer System, Santa Cruz 

Biotechnology, TX, USA); 1 ml’de 10 μl 200 mM phenylmethanesulfonyl 

floride (PMSF), 10 μl 100 mM sodium orthovanadate ve 10 μl proteaz 

inhibitör kokteyli içerir.  

 Doku homojenizatörü (Sonics vibracell, %50 amplitüd, 15-20 sn) ile 

homojenatlar hazırlandı.  

 Homojenatlar kuru buz üzerinde 15-20 dk kadar inkübe edildi. 

 İnkübasyon işleminden sonra homojenatlar 10.000 g +4 °C’de 10 dk santrifüj 

edildi. 

 Temiz ependorflara alınan süpernatanlar ikinci kez santrifüj edildi.  

 Süpernatanlar için alikotlama yapıldı ve –80 °C’de saklandı. 
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Total protein düzeylerinin ölçümü 

 

Hazırlanan örnek süpernatanlarında total protein düzeyini ölçmek için BCA Protein 

ölçüm kiti (Pierce BCA Protein Assay Kit, Ref:23225, lot#UD282967, Thermo 

Scientific, USA) kullanılarak, önerilen prokotokol referans alındı.  

Çalışmamızda BCA kiti ile protein tayini için sırasıyla aşağıdaki işlemler yapıldı; 

 Protein standardı olarak kit içerisinde bulunan Albumin standart ampulü (2 

mg/ml) kullanılarak stok hazırlandı. 

 Stok BSA’nın PBS ile uygun dilüsyonları hazırlanarak sırasıyla; 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 şekilde 7 protein standardı hazırlandı 

 Mikroplakanın kuyucuklarına ikişer tekrarlı olmak üzere önce standartların 

her birinden 10 µl, sonra PBS ile 30 kat dilue edilen örneklerin her birinden 

10 µl yükleme yapıldı. 

 Standartlar ve örneklerin üzerine 200 µl Çalıştırma Reaktifi eklendi. 

 Mikroplaka, shaker=karıştırıcı ile 30 sn örnek/standart ile reaktif karıştırıldı. 

 Mikroplaka üzeri seal ile kaplanarak 37 °C’de 30 dk inkübe edildi. 

 595 nm’ de absorbans ölçümü yapıldı.  

 7 standardın absorbans ölçümleri kullanılarak Microsoft Office Excel’ de 

konsantrasyon-absorbans eğrisi oluşturuldu. Elde edilen lineer eğrinin 

denklemi (ycons = axabs + b) örneklerdeki protein miktarının (mg/ml) 

hesaplanmasında kullanıldı.  
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 Son olarak, örnekler 30 kat dilüe edilmiş olduğu için hesaplanan protein 

ölçümleri dilüsyon katsayısı (×30) ile çarpıldı. 

 

SDS-PAGE için jel dökümü  

 

 SDS-PAGE için 10 ml %12’lİk ayırma jeli (resolving gel) ve 5 ml %6’lIk 

yığınlama jeli (stacking gel) döküldü.  

 Jel döküm işlemi için BIO-RAD, Mini protean system (Hercules, CA, 

USA), jel dökme standları, camları, tarakları ve diğer aparatları kullanıldı. 

 %12 ve %6’lIk jeller, çalışmamızda kullandığımız proteinin moleküler 

ağırlığı göz önüne alınarak tercih edildi.  

 Jel dökümünde ilk olarak ayırma jeli çözeltisi (içerik Kullanılan çözeltiler 

kısmında verilmiştir) hazırlandı. Bu jele APS ve TEMED eklendikten sonra 

hızlıca temiz cam plakaların arasına döküldü (5 ml kadar) ve üzeri distile su 

ile kaplandı. 

 Ayırma jelinin polimerize olması beklendikten sonra (yaklaşık 45 dk) jelin 

yüzeyindeki su dökülüp ayırma jelinin üzerine yığınlama jeli için hazırlanan 

çözelti (2 jel için 5 ml) döküldü.  

 Yükleme kuyucuklarının oluşması için tarak (1 mm, 15 kuyulu) yerleştirildi. 

 Jelin polimerizasyonu için 45 dk beklendi. 
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Jel elektroforezi 

Karaciğer dokusundan hazırlanan her bir örnek için, 20 µg proteini içerecek şekilde 

yükleme çözeltileri hazırlandı. Total protein içeriği 50 mg/ml olarak ölçülen bir 

doku örneğinden 20 µg protein yüklemesi yapmak (son hacim 10 µl olacak şekilde) 

için aşağıda örnek olarak verilen hesaplama kullanıldı: 

Örnek yükleme çözeltisi:  

 Örnek tamponu (sample buffer):  (×2) hazırlanmış stoktan 5 µl  

 Örnek: 0,4 µl [(20 µg protein yüklemek için gerekli volüm=20/protein 

konsantrasyonu) formülü ile hesaplandı ve 0,4 = 20 / 50 şeklinde bulundu]. 

 Distile su: Örnek yükleme çözeltisinin son hacmini 10 µl’ ye tamamlamak için 

4,6 µl distile su 

Yukarda gösterilen hesaplama şekliyle, her bir örnek 0,2 ml’ lik ependorflar içinde 

hazırlanarak, protein denaturasyonu için 95 °C’ de 5 dk kaynatıldı (Eppendorf, 

Thermomixer Compact). Soğuması için buz içine alınan örnekler, tüm hacim 

alınarak jel kuyularına yüklendi. Her bir jelin ilk kuyusu protein standardı olacak 

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

USA) 3 µl ile yüklendi. Moleküler ağırlıkların (kDa) belirlenmesinde bu protein 

standardı referans alındı. Örneklerin jellere yüklenmesi tamamlandıktan sonra 

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

plakaları kapatacak miktarda yürütme tamponu (running buffer, pH 8,3) ile 

dolduruldu. Güç kaynağı (Consort E835, Electrophoresis Power Supply) 100 V’ a 
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ayarlanarak yaklaşık 2 saat boyunca elektroforez işlemi sürdürüldü. Elektroforez 

işlemi ile proteinler jelde moleküler ağırlıklarına göre ayrıştı. 

Proteinlerin membrana transferi  

 Jelde moleküler ağırlıklarına göre ayrışan proteinlerin nitrosellüloz 

membrana transferi için ıslak transfer modülü (BIO-RAD, Mini 

protean system, Hercules, CA, USA) kullanıldı.  

 Transfer modülüne yerleştirilecek kasetin aparatları, süngerler ve 

filtre kağıtları transfer tamponu içinde ıslatıldı.  

 Nitrosellüloz membran (162-0112, BIO-RAD, Hercules, CA, USA) 

da 1-2 dk distile su içinde ıslatıldı.  

 Elektroforez işlemi tamamlanınca cam plakalar distile sudan 

geçirildi.  

 Cam plakalar ayırıcı aparat ile açıldı ve jel dikkatlice çıkarılıp 

transfer tamponu içine alındı. 

 Transfer kasedi, artı kutuptan eksi kutuba doğru sırasıyla; sünger, 

filtre kağıdı, membran, jel, filtre kağıdı, sünger olacak şekilde 

hazırlandı. 

 Kasetler transfer modülüne yerleştirildi.  

 Tank uygun miktarda transfer tamponu ile dolduruldu.  

 Güç kaynağı sabit 350 mA ve 1saat süreye ayarlandı.  

 Transfer işlemi ile jelden membrana proteinlerin transferi sağlandı. 
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Bloklama ve antikor yükleme 

 Transfer işlemi tamamlandıktan sonra membranlar yıkama tamponu olarak 

kullanılan TBST içinde 5 dk yıkandı.  

 Membranlar %5’lik yağsız süt tozu ile hazırlanan bloklama tamponu içine 

alındı. 

 +4°C’de çalkalayıcı (Mini Rocker MR-1, BOECO) üzerinde gece boyunca 

inkübe edildi.  Bu işlem ile hedef protein için membranlar üzerindeki non-

spesifik bağlanma bölgeleri engellenmiş oldu.  

 Bloklama işleminden sonra membranlar yıkama tamponu ile 3 kez, 5’er dk 

yıkandı.  

 Hedef proteinler için seçilen primer antikorların (SIRT2, β-aktin) uygun 

dilüsyonları (Çizelge 3.) %5’lik süt tozu ile hazırlanan antikor tamponuyla 

yapıldı.  

 Membranlar primer antikorlar ile +4 °C’de çalkalayıcı üzerinde 1,5 saat 

inkübe edildi. 

 Primer antikorlarla inkübasyon işleminden sonra membranlar yıkama 

tamponu ile 3 kez, 5’er dk yıkandı.  

 Sekonder antikor HRP (horseradish peroxidase)-konjuge, yağsız süt tozu 

%5’lik süt tozu ile hazırlanan antikor tamponuyla uygun oranda dilüe edildi 

(Çizelge 3.) ve membranlar oda sıcaklığında, 1,5 saat boyunca sekonder 

antikor ile inkübe edildi.  

 Sekonder antikorlarla inkübasyon işleminden sonra membranlar yıkama 

tamponu ile 3 kez 5’er dk yıkandı. 
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Görüntüleme ve analiz  

 Hedef protein bantlarının görünür hale getirilmesi için 

kemilüminesans kit (ECL Western Blotting Substrate, Pierce™ 

(Thermo Sci.), IL, USA) kullanıldı.  

 Kit içinde bulunan iki tampon çözelti 1:1 oranında karıştırılarak 

hazırlandı. 

 Bu tampon karışımıyla Membran yüzeyi kaplandı ve 1 dk inkübe 

edildi. 

 BİORAD görüntüleme sistemi kullanılarak hedef protein bantları 

görüntülendi ve TIFF ve JPEG formatında kaydedildi. 

 Bant yoğunluklarının hesaplanmasında Image J programı kullanıldı. 

 Hedef proteinlerin bant yoğunlukları yükleme kontrolü olarak 

seçilen β-aktine oranlanarak hesaplandı. 

 

3.2.2. Dokularda TGF-β, β KATENİN ve PDGFBB ekspresyon düzeyinin 

Gerçek Zamanlı-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) ile Saptanması: 

RNA izolasyonu  

 Doku örneklerinde RNA izolasyonu (Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA Mini 

Isolation Kit, 50 preps, Katalog No:740955.50) kit ile çalışıldı. Kitlerin uygulama 

aşamasında üreticinin önerdiği protokol referans alınarak deney basamakları 

tamamlandı. 

 

Deney Öncesi Hazırlık 
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 Kit içindeki RA3 buffer (12 ml) içine 48 ml %96-100 Et-OH eklendi. 

 rDNase içine 550 µl RNase free su eklendi.  

 Örnek sayısına göre aliquotlanıp -30 o C’ye kaldırıldı. (9 PCR tüpü) 

Örneklerin Hazırlanması  

 -80 o C’deki sıçan karaciğer dokularından hassas tartıda yaklaşık 20 mg 

doku lam üzerinde bistüri yardımıyla kesilerek tartımı yapıldı ve dokular 

ependorflara alındı. 

 

NucleoSpin RNA izolasyon kiti protokolü 

1. Hücre Lizisi 

 20 mg karaciğer dokusunun üzerine lizis buffer olan 350 µl RA1 ile 3,5 µl 

β-merkaptoetanol eklendi. 

2. Dokunun Homojenizasyonu 

 Sonikatör (SONICS-Vibracell) cihazında %50 ayarda 8 saniye tutarak 

homojen hale gelene kadar (max 15 sn) homojenize edildi (buz üzerinde 

çalışılmalıdır.). 

 Doku homojenatları 3000 RPM, +4 o C’de 5 dk santrifüj edildi 

süpernatantları alınacaktı fakat çökmediği görülünce bu aşamadan 

vazgeçildi. 

3. Lizatın Filtrasyonu 

 Mor renkteki NucleoSpin Filtresi 2 ml’lik collection tüp içine 

yerleştirildi. 
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 Lizat eklendi. 

 11.000 x g’de 1 dakika +4 o C’de santrifüj edildi. 

4. RNA’nın kolona bağlanma şartlarının ayarlanması 

 4. adımda kullanılan filtre, collection tüpten çıkarılarak ve collection 

tüp üzerine 350 µl %70 Et-OH (soğuk) eklendi. 

 5 kere up and down yapılarak homojen dağıtıldı. 

5. RNA’nın kolona bağlanması 

 Açık mavi renkteki NucleoSpin RNA kolonu, collection tüp üzerine 

yerleştirildi. 

 Her bir örnek 2-3 kere pipetaj yapıldıktan sonra kolona yüklendi. 

 11.000 x g’de 30 saniye +4 o C’de santrifüj edilir. 

 Kolon yeni bir collection tüpe alındı. 

6. Silika Membrana Desalting yapılması 

 Kolon üzerine 350 µl MDB (Membran Desalting Buffer) eklendi. 

 11.000 x g’de 1 dakika +4 o C’de santrifüj edildi. 

7. DNA’nın kesilmesi 

 Steril 1,5 ml’lik ependorf içinde her bir örnek için 10 µl rDNase ve 

90 µl Reaction Buffer for rDNase ekleyip mix hazırlandı ve 

karıştırıldı. 

 Silica membrana 95 µl DNase reaction mixture eklemesi yapıldı. 

 Oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edildi. 

8. Silica membranın yıkanması ve kurutulması 
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1. yıkama 

 Kolon üzerine 200 µl RAW2 buffer eklendi. 

 11.000 x g’de 30 saniye +4 o C’de santrifüj edildi. 

 Kolonu yeni bir collection tüpe alındı. 

2. yıkama 

 Kolon üzerine 600 µl RA3 buffer eklendi. 

 11.000 x g’de 30 saniye +4 o C’de santrifüj edildi. 

 Flowthrough atıldı. 

3. yıkama 

 Kolon üzerine 250 µl RA3 buffer eklendi. 

 11.000 x g’de 2 dakika +4 o C’de santrifüj edildi. 

 Collection tüp atılırak ve yerine elüsyon yapılacak olan 1,5 ml’lik ependorfu 

yerleştirildi. 

9. RNA’nın elüsyonu 

 Kolon üzerine 60 µl RNase-free su (kit içinde verilen) eklenir ve 2 dk inkübe 

edildi. 

 11.000 x g’de 1 dakika +4 o C’de santrifüj edildi. 

 RNA konsantrasyonları ve 260/280 nm dalga boylarında absorbansları 

Nanodrop (Thermo Scientific) ile (ng/µl) olarak ölçülerek ve 500 ng 

çekmek için gerekli hacimler hesaplandı. 
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Çizelge 3.6. Kontrol ve deney grupları total RNA izolasyonu sonrası elde edilen 

RNA miktarları ve saflık oranları  

 

 

 
CDNA Sentezi 

Doku örneklerinde cDNA sentez (BIO-RAD, iScript™ cDNA Synthesis Kit, 

100x20 µl rxn, Katalog No: 1708891) kiti ile çalışıldı. Kitlerin uygulama 

aşamasında üreticinin önerdiği protokol referans alınarak deney basamakları 

tamamlandı. Total RNA izolasyonu gerçekleştirildikten sonra ve daha sonra ticari 

kit yardımıyla mRNA dan cDNA sentezi elde edildi. Elde edilen cDNA örnekleri 
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ve aşağıdaki primerler kullanılarak ilgili genler GZ-PZR ile amplifiye edildi. 

Primer ve Prob konsantrasyonları aşağıdaki hesaplamalar yapılarak hazırlanmıştır. 

 

Forward ve Reverse Primerlerin konsantrasyonu; 

 10 µM (pmol/µl) konsantrasyondan 0,6 µl çekilir. 

 0,6 µl x
ଵ଴ ௣௠௢௟

µ୪
= 6 pmol     

 
଺ ௣௠௢௟

ଶ଴ µ୪
= 300 𝑛𝑀   Bu sonuca göre qPCR kitindeki (150-

900 nM aralığında kalıyoruz) 

Probe konsantrasyonu; 

 10 µM (pmol/µl) konsantrasyondan 0,4 µl çekilir. 

 0,4 µl x
ଵ଴ ௣௠௢௟

µ୪
=  4 pmol     

 
ସ ௣௠௢௟

ଶ଴ µ୪
= 200 𝑛𝑀   Bu sonuca göre qPCR kitindeki (150-

250 nM aralığında kalıyoruz) 

 Primer ve problar hazırlanır. Deneylerde amplifiye edilecek 

sıçan genleri için aşağıdaki primerler kullanıldı: 
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  Çizelge 3.7.GZ-PZR amplifikasyonunda kullanılacak olan gen ve 
   prob dizileri  
 
 

 

 

 

              Çizelge3.8. GZ-PZR kullanılacak olan qpcr mix deney setleri 
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Hafif bir vortex ve spin ardından aşağıda tablodaki ayarlamalar yapılarak    

deney setleri cihaza (BIO-RAD CFX96 Real-Time PCR) yüklendi. 

            Çizelge 3.9. Deney setleri cihaza yüklenmeden önce yapılan ayarlamalar  

 

Ct (Cycle thresohld) değeri alınamayan PDGF-BB geni için tekrar deneme 

yapıldı. Fakat genin eksprese olduğu örnek belirtilen Ct değerleri arasında 

bulunamadı. Ct’ler geç alındı, cDNA miktarı arttırılması gerekti ve yeni cDNA 

sentezlendi. İlk örnek denememizde, Ct’ler geç alındı, cDNA miktarı arttırılması 

gerekti ve yeni cDNA sentezlendi. Bu aşamada K3 (1 µl cDNA + 2,18 µl dsu), K4 

(1 µl cDNA + 2,09 µl dsu), G5 (1 µl cDNA + 1,9 µl dsu) örneklerinden tekrar 500 

ng/µl hazırlandı ve 1 µg’lık RNA ile başlanılan 20 µl’lik hacimde cDNA sentezi 

yapıldı. Daha önce hazırlanan cDNA miktarları üzerine eklenip daha konsantre bir 

cDNA havuzu oluşturuldu. Bu havuzdan alınan cDNA lar sentez için kullanıldı. Bu 

şekilde yapıldığında Beta Aktin Ct değerleri daha önce görüldü ve kabul edildi. 

Deney prosedürü uygulandı. 
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3.2.3 NFKB, IL1β, IL6, Paraksonaz protein ekspresyonunun Sandviç ELISA 

(Enzyme-linked immunosorbent assay) yöntemi ile tayin edilmesi 

Karaciğer doku örneklerinde NFKB, IL1β, IL6 ve Paraksonaz enzim 

ekspresyonunun kantitatif ölçümü için ticari ELISA kitleri (Rat IL6 (Interleukin 6) 

ELISA Kit 96 Testlik, ELK biotechonology, Katalog No: ELK1158, Rat IL1β 

(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 çalışıldı. Kitlerin 

uygulama aşamasında üreticinin önerdiği protokol referans alınarak deney 

basamakları tamamlandı.  

ELISA için doku homojenatlarının hazırlanması 

 0,020 g tartılan karaciğer dokusu buz üzerine alınarak 500 μl 

RIPA solüsyonu her bir örneğe eklendi.  

 Doku homojenizasyonu Sonics vibracell aracılığıyla (%50 

amplitüd, 15-20 sn) homojenize edildi ve bu homojenatlar 30 dk boyunca 

buz üzerinde inkübasyona bırakıldı. 

 İnkübasyon süresi biter bitmez homojenatlar, +4 °C’de ve 

13.000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. 

 Süpernatanlar çalışılıncaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. 
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IL6 protein ekspresyonunun ELISA yöntemi ile saptanması: 

IL6 protein protein miktarının ELISA ile saptanmasında Rat IL6 (Interleukin 

6) 96 Testlik ELISA Kiti (Katalog No: ELK1158, ELK biotechonology) kullanıldı. 

Kitlerin uygulama aşamasında üreticinin önerdiği protokol referans alındı. 

Kitin içeriği: 

      Antikor ile kaplanmış mikroplaka 12 strip x 8 kuyu 

      Standart (liyofilize)  

 Standart Seyreltici Tampon 20 mL  

 Biyotinlenmiş Antikor (100×)  

 Biyotinlenmiş Antikor Seyreltici 12 mL  

 Streptavidin-HRP Tampon (100×) 120 µL  

 HRP Seyreltici 12 mL 

 Yıkama Tamponu (25×) 20 mL  

 TMB Substrat Solüsyonu 9 mL  

 Durdurma Solüsyonu 6 mL  

 Plaka Kapakları  

 Kullanım klavuzu  

Kitin çalışma prensibi: 

Bu kitte uygulanan test prensibi Sandviç enzim immunoassay'dir. Bu kitte 

sağlanan mikrotitre plakası, Interleukin 6(IL6)'ya özgü bir antikorla önceden 
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kaplanmıştır. Standartlar ve numuneler, uygun mikrotitre plaka kuyularına yüklenir 

ve ardından (IL6)'ya özgü biyotin-konjuge antikor eklendi. Daha sonra Horseradish 

Peroxidase'e (HRP) konjuge Avidin her mikroplaka kuyusuna eklenerek ve inkübe 

edildi. TMB substrat solüsyonu eklendikten sonra, yalnızca IL6, biotin-konjuge 

antikor ve enzim-konjuge Avidin içeren kuyucuklar da renkte değişiklik 

gözlendi. Enzim-substrat reaksiyonu, sülfürik asit çözeltisi ilave edilerek 

sonlandırılırdı ve renk değişimi 450nm ± 10nm dalga boyunda spektrofotometrik 

olarak ölçüldü. Örneklerdeki IL6 konsantrasyonu, daha sonra standartların Optical 

Density (O.D.) değerleriyle karşılaştırılarak değerlendirildi. Çıkan absorbans 

sonuçları total protein miktarına oranlanarak hesaplandı. R2 değeri aşağıdaki gibi 

bulundu. 

 

 

Şekil 3.1. IL6’nın standart eğri R2 değeri 

y = 598,77x3 + 395,52x2 - 210,15x + 0,1705
R² = 0,9982
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IL1β protein ekspresyonunun ELISA yöntemi ile saptanması: 

IL1β protein protein miktarının ELISA ile saptanmasında Rat IL1β 

(Interleukin 6) 96 Testlik ELISA Kiti (Katalog No: ELK1272, ELK 

biotechonology) kullanıldı. Kitlerin uygulama aşamasında üreticinin önerdiği 

protokol referans alındı. 

Kitin içeriği: 

      Antikor ile kaplanmış mikroplaka 12 strip x 8 kuyu 

      Standart (liyofilize)  

 Standart Seyreltici Tampon 20 mL  

 Biyotinlenmiş Antikor (100×)  

 Biyotinlenmiş Antikor Seyreltici 12 mL  

 Streptavidin-HRP Tampon (100×) 120 µL  

 HRP Seyreltici 12 mL 

 Yıkama Tamponu (25×) 20 mL  

 TMB Substrat Solüsyonu 9 mL  

 Durdurma Solüsyonu 6 mL  

 Plaka Kapakları  

 Kullanım klavuzu 

 Kitin çalışma prensibi: 
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Bu kitte uygulanan test prensibi Sandviç enzim immunoassay'dir. Bu kitte 

sağlanan mikrotitre plakası, Interleukin 1 Beta (IL1β)'ye özgü antikorla önceden 

kaplanmıştır. Standartlar ve numuneler, uygun mikrotitre plaka kuyularına 

yüklendi ve ardından IL1β 'ye özgü biyotin-konjuge antikor eklendi. Daha sonra 

Horseradish Peroxidase'e (HRP) konjuge Avidin her mikroplaka kuyusuna 

eklenerek inkübe edildi. TMB substrat solüsyonu eklendikten sonra, sadece IL1β, 

biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge Avidin içeren kuyucuklarda renkte 

değişiklik gözlendi. Enzim-substrat reaksiyonu, sülfürik asit çözeltisi ilave edilerek 

sonlandırılırdı ve renk değişimi 450nm ± 10nm dalga boyunda spektrofotometrik 

olarak ölçüldü. Örneklerdeki IL1β konsantrasyonu, daha sonra standartların O.D. 

değerleriyle karşılaştırılarak değerlendirildi. Çıkan absorbans sonuçları total 

protein miktarına oranlanarak hesaplandı. R2 değeri aşağıdaki gibi bulundu: 

 

Şekil 3.2. IL1β’nin standart eğri R2 değeri 

y = 20312x4 - 15058x3 + 3819,6x2 - 181,82x + 0,2623
R² = 0,9991
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NFAP (NFKB Activating Protein) protein ekspresyonunun ELISA yöntemi ile 

saptanması: 

NFAP protein miktarının ELISA ile saptanmasında Rat NFKAP 96 Testlik 

ELISA Kiti (Katalog No: ELK7219, ELK biotechonology) kullanıldı. Kitlerin 

uygulama aşamasında üreticinin önerdiği protokol referans alındı. 

Kitin içeriği: 

      Antikor ile kaplanmış mikroplaka 12 strip x 8 kuyu 

      Standart (liyofilize)  

 Standart Seyreltici Tampon 20 mL  

 Biyotinlenmiş Antikor (100×)  

 Biyotinlenmiş Antikor Seyreltici 12 mL  

 Streptavidin-HRP Tampon (100×) 120 µL  

 HRP Seyreltici 12 mL 

 Yıkama Tamponu (25×) 20 mL  

 TMB Substrat Solüsyonu 9 mL  

 Durdurma Solüsyonu 6 mL  

 Plaka Kapakları  

 Kullanım klavuzu 

 Kitin çalışma prensibi: 

Bu kitte uygulanan test prensibi Sandviç enzim immunoassay'dir. Bu kitte 

sağlanan mikrotitre plakası, NFKB Aktive Edici Proteine (NKAP) özgü bir 
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antikorla önceden kaplanmıştır. Standartlar ve numuneler, uygun mikrotitre plaka 

kuyularına yüklendi ve ardından NKAP özgü biyotin-konjuge antikor 

eklendi. Daha sonra Horseradish Peroxidase'e (HRP) konjuge Avidin her 

mikroplaka kuyusuna eklenerek inkübe edildi. TMB substrat solüsyonu 

eklendikten sonra, yalnızca NKAP, biotin-konjuge antikor ve enzim-konjuge 

Avidin içeren kuyucuklarda renkte değişiklik gözlendi. Enzim-substrat reaksiyonu, 

sülfürik asit çözeltisi ilave edilerek sonlandırılırdı ve renk değişimi 450nm ± 10nm 

dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçüldü. Örneklerdeki NKAP, 

konsantrasyonu, daha sonra standartların O.D. değerleriyle karşılaştırılarak 

değerlendirildi. Çıkan absorbans sonuçları total protein miktarına oranlanarak 

hesaplandı. R2 değeri aşağıdaki gibi bulundu: 

 

Şekil 3.3. NFKB’nin standart eğri R2 değeri 

 
 
 

y = -9381,2x5 + 9250,3x4 - 2921,2x3 + 377,6x2 - 14,324x + 0,0024
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Paraoksonaz-1 (PON1) Aktivite Ölçümü Kiti: 

Paraoksonaz-1 enzim aktivitesi ELISA ile saptanmasında, Paraoxonase-1 

(PON-1) Enzim Aktivite Kiti (Rel Assay Diagnostics®, Turkey Katalog No: 

RL0031) kullanıldı. Kitlerin uygulama aşamasında üreticinin önerdiği protokol 

referans alındı. 

Kitin içeriği: 

 Tampon 1 (T1): Tris Buffer Solüsyonu 30ml 

 Tampon 2 (T2): Substrat Solüsyonu 6ml 

Doku homojenizasyonu 

 Dokular 1/9 oranında (0,1 gr doku: 0,9ml 50 mmollık pH:7.40 

fosfat tamponu) fosfat tamponu ile homojenize edildikten sonra 7000 rpm 

+ 4' de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatanlar ependorfa alındı. 

Kitin çalışma prensibi ve Test prosedürü: 

Bu kitte uygulanan test prensibi Sandviç enzim immunoassay'dir. Tam 

otomatik paraoksonaz aktivite ölçüm yöntemi, iki farklı tampon solüsyonu 

kullanıldı. İlk tampon Tris tamponudur ve ayrıca PON1 enziminin bir kofaktörü 

olan kalsiyum içerir. İkinci tampon, yeni geliştirilmiş stabil bir substrat 

solüsyonudur. Örneklere, Tampon 1 ve tampon2 eklenerek karıştırıldı. 

Paraoksondan üretilen p-nitrofenolün absorbansının lineer artışı, kinetik ölçüm 
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modunda takip edildi. Paraokson hidroliz (dietilpnitrofenilfosfat oluşum) hızı, 37 

°C'de 412 nm'de absorpsiyon artışı izlenerek ölçüldü. Üretilen p-nitrofenol miktarı, 

pH 8.5'te molar absorpsiyon katsayısından 18.290 M-1 cm-1 olarak hesaplandı. 

Paraoksonaz aktivitesi U/L serum olarak ifade edildi. 

3.2.4. Histolojik Yöntem 

Işık Mikroskobik Yöntem: 

Deney sonunda gruplara ait karaciğer dokuları ışık mikroskobik inceleme 

amacıyla %10’ luk formaldehit solüsyonuna alınarak tespit edildi. Histolojik takip 

işlemleri sonrası dokular parafine gömülerek bloklama yapıldı. Elde edilen parafin 

bloklardan mikrotom cihazı ile (RM 2245, Germany) 4 µm kalınlığında kesitler 

alınarak Hematoksilen-Eosin (HE), Masson’s Trichrome (MT) boyamaları 

yapılarak immunohistokimyasal analizler için hazır hale getirildi.  

Hematoksilen-Eosin (HE) Boyama Protokolü: 

Tüm deney gruplarına ait karaciğer kesitlerinin deparafinizasyon işlemi 

sonrasında, kesitler azalan etil etil alkol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70) 

10’ar dakika süreyle tutuldu. Akan musluk suyu altında 5 dk yıkanan kesitler 

yıkama sonrasında 10 dakika boyunca Harris Hematoksilen solüsyonunda boyandı. 

Boyanma sonrasında tekrar 10 dakika akar suda yıkama işlemi gerçekleşti. 

Hematoksilen ile boyanan kesitler asit- alkol solüsyonuna batırılarak akan musluk 

suyu altında tekrar 10 dakika yıkandı. Yıkama sonrası Eosin boya solüsyonunda 10 

dk süresince boyanan kesitler, 10 dakika daha akan musluk suyu ile yıkandı. 

Yıkama sonrasında kesitler dehidratasyon amacıyla sırasıyla, artan (%70, %80, 
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%90 ve %100’lük) etil alkol serilerinden geçirildi. Ksilolde bekletilen kesitler 

entellan kapama mediumu kullanılarak kapatıldı. Boyanan kesitler Leica DM 

4000B (Germany) bilgisayar destekli ışık mikroskobunda Leica LAS V 4.9 

programı kulllanılarak görüntülendi. Hematoksilen-Eosin boyama sonrasında 

karaciğer kesitlerinde randomize seçilen 6 farklı alanda histopatolojik skorlama 

yapıldı. Skorlama 1: Hasar yok; 2:Hafif hasar; 3: Orta hasar; 4: Şiddetli hasar 

derecelerinden oluştu [42]. 

Masson’s Trichrome Boyama Protokolü: 

Karaciğer kesitleri deparafinize edilerek boyamaya hazır hale getirildi. 

Weigert Iron Hematoxylin A ve B solüsyonlarının karışımında 15 dk bekletilen 

kesitler hızlıca distile sudan geçirildi. Pikrik asit alkolik solüsyonunda 4 dk tutulan 

kesitler tekrar distile su ile yıkandı. Ponceau asit Fuksin solüsyonu ile 15 dk 

muamele edilen kesitlerin tekrar distile su ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

Phosphomolybdic asit solüsyonunda 5 dk bekletilen kesitler yıkama işlemi 

yapılmadan Masson Anilin Blue solüsyonuna etkisine bırakıldı. Distile su ile 

yıkamanın ardından alkol serilerinden geçirilen kesitler kapama mediumu entellan 

ile kapatılarak görüntülemeye geçildi. Boyama sonrasında mavi renkte izlenen 

kolajen liflerin preparattaki alan yüzdeleri ImageJ (National Institutes of Health, 

USA) programı kullanılarak hesaplandı [145].  

3.2.5. İmmunohistokimyasal Analiz 

İmmünohistokimyasal analizler için karaciğer dokularına ait parafin 

bloklardan alınan kesitler deparafinizasyon işleminin ardından azalan alkol 

serilerinden (%100, %96, %90, %80 ve %70) geçirildi. Dehidrate edilen dokular 
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alkolden uzaklaştırılmak için 2 kez 5’er dakika distile sudan geçirildi ve sitrat 

tamponu (HDF, Türkiye) (pH 6.0) ile yüksek ısıda antijen retrival işlemi uygulandı. 

Kesitler 3 kez 5’er dakika distile sudan geçirildi. Ardından dokuların çevresi doku 

sınırlayıcı kalem ile Pap pen (Patolab) ile sınırlandırıldı. Dokular 3 kez 3’er dakika 

PBS (Phosphate Buffer Saline), (Thermo, AP-9009-10, UK) (pH:7.4) ile yıkandı. 

Daha sonra, 10 dakika %3’lük hidrojen peroksit (Thermo, TA-125-HP, UK) 

uygulandı. PBS ile yıkanan kesitler 5 dakika UltraV block (Ultra Vision Detection 

System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP, Thermo, TP-125-HP, UK) ile 

muamele edildi. Kesitler uygun dilüsyonda 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 -SMA (Bioss, 1:100), primer antikorları 

ile bir gece boyunca + 4’ C’ de inkübe edildi. Daha sonra kesitler 3 kez 3’er dakika 

PBS ile yıkandı. Yıkama sonrasında 10 dakika biotinli sekonder antikor uygulandı 

ve PBS ile tekrar yıkama yapıldı. Yıkamanın ardından 10 dk streptavidin peroksidaz 

enzim kompleksine etkin bırakılan kesitler 3 kez 3’er dakika PBS ile yıkanarak, 

diaminobenzedin (DAB) substratı içeren kromojen DAB (Thermo, TA-125-HD, 

UK) kullanılarak immün tepkimenin ortaya çıkması sağlandı. Zemin boyasında 

Mayer’in Hematoksilen’i (Thermo, TA-125-MH, UK) kullanıldı. Yıkanan kesitler 

artan alkol serilerinden geçirilerek, 20 dakika ksilolde bekletildi. Sonrasında 

entallan kapama mediumu ile kapatılarak Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar 

destekli ışık mikroskobunda Leica LAS V4.9 (Germany) programı kullanılarak 

görüntülenmesi gerçekleştirildi. SIRT-2, Fibronektin, Tip I Kolajen, Tip III 

Kolajen, Beta-katenin ve -SMA antikorlarına ait immunopozitif alan yüzdesi 
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ImageJ (National Institutes of Health, USA) programı kullanılarak, x200 

büyültmede her kesitte randomize seçilen beş farklı alanda değerlendirildi [146]. 

3.2.6. Kullanılan istatistiksel yöntem 

Çalışmamızda, elde edilen değerler ortalama ± S.E.M olarak ifade 

edilmiştir. Analizler için IBM SPSS Statistics 22 programı kullanıldı. Gruplar 

arasındaki farklılıkları değerlendirmek için One-Way ANOVA testi kullanıldı. 

İstatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanırsa her bir gruptan elde edilen ortalama 

değerler Tukey’in post-hoc testi kullanılarak karşılaştırma yapıldı. Histopatolojik 

değerleri analiz etmek için Kruskal-Wallis testi kullanıldı. Bu analizde median 

değerleri kullanılmış olup p <0.05 ise istatistiki olarak anlamlı kabul edilmiştir.
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4. BULGULAR 

 

4.1. Karaciğer indeksi 

Çalışma öncesi ve sonrası (10 hafta) sıçanların beden ağırlığı ve karaciğer 

ıslak organ ağırlığı ve karaciğer indeksi (Yaş karaciğer ağırlığı / vücut ağırlığı 

oranı) çizelge 4.1’de gösterilmiştir.  

Uygulama öncesi ve sonrasında; vücut ağırlıkları ,  karaciğer ıslak organ 

ağırlığı ve karaciğer organ indeksi verileri kontrol grubu ile  karşılaştırıldığında  

deney gruplarında farksız bulundu (p>0,05).  

 

Gruplar İlk vücut 

ağırlığı (gr) 

Son vücut 

ağırlığı (gr) 

KC ıslak organ 

ağırlığı (gr) 

KC organ 

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  329,25±26,3  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. Ağırlık ölçümlerinin ve karaciğer organ indeksinin ortalama değerleri 
± standart hata değerleri 
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4.2. Karaciğer fonksiyon testleri ve diğer biyokimyasal analizleri 

 

Lipid panelleri (total kolesterol, HDL, LDL, VLDL, trigliserit) 

değerlendirildiğinde HDL, LDL, Total Kolesterol değerlerinde gruplar arasında bir 

anlamlılık izlenmedi. Ancak VLDL ve Trigliserit düzeyinin D-GAL+AGK2 

grubunda diğer 3 gruba kıyasla anlamlı olarak daha düşük olduğu görüldü (p<0,05). 

Lipid panelleri ölçüm sonuçları şekil 4.1’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.1. Plazma LDL (A), HDL (B), Total kolesterol (C), VLDL (D), Trigliserit 

(E) düzeylerindeki değişimler. (LDL: düşük yoğunluklu lipoprotein, HDL: yüksek 

yoğunluklu lipoprotein, VLDL: çok düşük yoğunluklu lipoprotein) 
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*Kontrol, DMSO+D-Gal ve D-Gal gruplarına kıyasla p<0,05  

 

Kanda biyokimyasal ve karaciğer fonksiyon testleri değerlendirildiğinde: 

Hb, PLT ve ALT düzeyleri gruplar arasında farksız bulundu. D-Galaktoz 

uygulaması AST düzeyini, kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak yükseltirken, 

AGK-2 uygulaması D-GAL grubuna kıyasla AST düzeyini anlamlı olarak düşürdü 

(p<0,05).  

Karaciğer fonksiyon göstergesi olarak kullanılan iki parametre AST/ALT 

oranı ve APRI (AST/trombosit oranı) indeksidir. Her iki parametrenin de artması 

karaciğer fonksiyon bozukluğunu gösterir. AST/ALT oranı gruplar arasında 

değerlendirildiğinde, D-GAL grubunda, kontrol ve DMSO+D-GAL grubuna 

kıyasla anlamlı olarak artarken, (p<0,05), AGK-2 uygulaması, AST/ALT oranını 

anlamlı olarak azalttı (p<0,05). 

 

APRI (AST/trombosit oranı indeksi) gruplar arasında değerlendirildiğinde, 

D- GAL grubunda kontrol ve DMSO+D-GAL gruplarına kıyasla artış izlenirken 

(p<0,05), AGK2 uygulaması APRI skorunu azalttı (p<0,05). 

Gruplar AST(IU/L) ALT(IU/L) AST/ALT  
Oranı 
 

AST/Trombosit 
Oranı İndeksi 
(APRI)  
 

Kontrol 105,4±10,9 32,1±5 2,9±0,2 0,35±0,05 
DMSO+D-galaktoz 92,7±15,1 32,8±4,3 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. Karaciğer fonksiyon analizi için ALT ve AST düzeyi, AST/ALT 
Oranı, APRI İndeksi ortalama ± standart hata değerleri 
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Şekil 4.2. Plazma hemoglobin (A), PLT (B), AST (C), ALT (D), AST/ALT (E), 

AST/PLT (F) düzeylerindeki değişimler (PLT: trombosit sayısı, AST: aspartat 

aminotransferaz   ALT: alanin aminotransferaz)  
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*Kontrol ve DMSO+D-Gal gruplarına kıyasla p<0,05  

# D-Gal grubuna kıyasla p<0,05  

 

4.3. SIRT2 protein ekspresyonundaki değişimler   

Western blot analizi ile elde edilen sonuçlara göre karaciğer dokusunda SIRT2 

protein ekspresyonu, D-GAL grubunda diğer 3 gruba kıyasla anlamlı olarak 

artarken (p<0,05), D-GAL+AGK2 grubunda ise kontrol ve D-GAL+DMSO 

gruplarına göre anlamlı olarak azaldı. Galaktozun SIRT2’yi artırdığı, AGK2 

uygulamasının ise inhibe ettiği görüldü (p<0,05). 

 

 

Şekil 4.3. Karaciğer dokusunda SIRT2 protein ekpresyonundaki değişimler. 

Western blot yöntemi ile çalışılan SIRT2 ekpresyonu β-actin ile normalize edildi.  
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*Kontrol, DMSO+D-Gal, D-Gal+AGK2 gruplarına kıyasla p<0,05  

 #Kontrol, DMSO+D-Gal, D-Gal gruplarına kıyasla p<0,05  

  
Resim 4.1. Kontrol ve Deney gruplarına ait karaciğer kesitleri SIRT-2 

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

:D-GAL; D: D-GAL+AGK2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200). 

SIRT-2 immunoreaktivite alanı immünohistokimyasal analiz ile gruplar arasında 

değerlendirildiğinde, AGK2 uygulaması DMSO+D-GAL grubuna göre anlamlı 

olarak SIRT2 immunoreaktivite alanını azalttı (p=0,011). (Resim 4.1).  

 

4.4. NFkB, IL1β, IL6, Paraoksonaz protein ekspresyonundaki değişimler   

Antioksidan, antinflamatuvar bir enzim olan Paraoksonaz plazma düzeyi, kontrol 

grubunda 3 gruba kıyasla anlamlı olarak yüksek bulundu. D-GAL uygulaması 

paraksonaz enzim düzeyini kanda anlamlı olarak düşürdü (p<0,001). D- 
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GAL+AGK2 ve D-GAL gruplarının paraksonaz enzim düzeyleri 

karşılaştırıldığında farksız bulundu (p=0,104). 

Paraksonaz karaciğer doku düzeyi değerlendirildiğinde gruplar arasında anlamlı bir 

değişim olmamasına rağmen, HDL ile paraksonaz doku düzeyi arasında pozitif 

korelasyon görüldü (r:1 p: p<0,001).  

Karaciğer fibrozisinde inflamatuvar sitokin olan IL1β ve IL-6 düzeyleri ölçüldü. D-

GAL uygulaması IL1β karaciğer doku düzeyini kontrole göre anlamlı olarak arttırdı 

(p<0,05), AGK2 uygulaması ise, IL1β düzeyini diğer 3 gruba göre anlamlı olarak 

düşürdü (p<0,05). 

AGK2 uygulaması, IL6 düzeyini diğer tüm gruplara (D-GAL, DMSO+D-GAL ve 

kontrol) göre anlamlı olarak düşürdü (p<0,05). Diğer grupların arasında fark 

görülmedi. 

NFkB karaciğer doku düzeyi değerlendirildiğinde, D-GAL uygulanan gruplarda 

kontrole kıyasla anlamlı azalma görüldü (p<0,05). 

 
Gruplar IL1β 

Protein 

düzeyi 

(ng/mg) 

IL6  

Protein 

düzeyi 

(ng/mg) 

NFkB 

Protein 

düzeyi 

(µg/mg) 

Paraoksonaz 

(Doku)  

(U/L) 

Paraoksonaz 

(Plazma) 

(U/L) 

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

D-Galaktoz 

+DMSO 

15,9+1,5 53,9+5,5 0,36+0,16 107,7+16,7 185,4+27,9 

D-Galaktoz 17,6+1,7 52,6+9,4 0,38+0,15 111+20,3 142,7+41 

D-Galaktoz 

+AGK2  

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

 
    Çizelge 4.3. Kontrol ve deney gruplarının NFKB, IL1β, IL6 düzeyleri ortalama ± 

standart hata değerleri 
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Şekil 4.4. Karaciğer dokusunda IL 1β (A), IL 6 (B), NF-kB (C), Paraoksonaz doku 

(D) düzeyleri ile plazma Paraoksonaz (E) seviyesindeki değişimler. (IL 1β: 

interlökin 1 beta, IL 6: interlökin 6, NF-kB: nükleer faktör kappa B) 
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*Kontrol grubuna kıyasla p<0,05  

#Kontrol, DMSO+D-Gal, D-Gal gruplarına kıyasla p<0,05  

 

4.5 TGF-β, β KATENİN ve PDGFBB ekspresyon düzeyi değişimleri  

Karaciğer fibrozisinde rolü olan TGF-β, β katenin ve PDGFBB düzeyleri Gerçek 

Zamanlı-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) analizi ile çalışıldı. GZ-PZR 

analizi sonucunda elde edilen, TGF-β, β katenin ve PDGFBB optimizasyon 

eğrileri aşağıda sunulmuştur. 

 

  

Şekil 4.5. TGF β geni için GZ-PZR de yapılan optimizasyon eğrileri örnekleri 
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Şekil 4.6. Beta katenin geni için GZ-PZR de yapılan optimizasyon eğrileri 

örnekleri 

 

 

 Şekil 4.7. PDGF BB geni için GZ-PZR de yapılan optimizasyon eğrileri örnekleri 

Normalizsayon için kullanılan housekeeping gen (HKG) β-aktin’dir. Şekil 4.8’de 

β-aktin optimizasyon eğrisi gösterilmektedir. 
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       Şekil 4.8. β-aktin geni için GZ-PZR de yapılan optimizasyon eğrileri 

örnekleri 

           

D-Galaktoz uygulaması, kontrol ve DMSO+D-GAL grubu ile karşılaştırıldığında 

TGF-β düzeyinde anlamlı artışa neden olurken, AGK2 uygulaması TGF-β 

düzeyinde anlamlı azalmaya yol açtı (p<0,05). Şekil 4.5 ‘de optimizasyon eğrileri, 

şekil 4.9.A’da kontrol ve deney gruplarının TGF-β ekspresyon değişimleri 

gösterilmiştir.  

D-Galaktoz uygulaması, kontrol ve DMSO+D-GAL grubu ile karşılaştırıldığında β 

katenin düzeyinde anlamlı artış yaparken, AGK2 uygulaması β katenin düzeyinde 

anlamlı azalmaya yol açtı (p<0,05). Şekil 4.9.B’de kontrol ve deney gruplarının β 

katenin ekspresyon değişimleri gösterilmiştir. 

GZ-PZR analizinde, optimizasyon eğrilerinin elde edilebilmesi için, Ct (döngü eşik 

değeri) pozitif değerde olmalıdır.  Ancak Şekil 4.7 ‘de gösterildiği gibi PDGF-BB 

geni, döngü eşik değerinin altında kalmış ve optimizasyon eğrileri alınamamıştır. 
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PDGF-BB geni için 2 tekrar deneme yapılmasına rağmen sonuç değişmemiştir. Bu 

nedenle PDGFBB‘nin tüm gruplarda karaciğer dokusunda ekprese olmadığı 

düşünüldü.  

  

 

 

Şekil 4.9. Karaciğer dokusunda TGF β1 (A) ve β-catenin (B) mRNA ekspresyon 

değişimleri 

*Kontrol ve DMSO+ D-Gal gruplarına kıyasla p<0,05  

# D-Gal grubuna kıyasla p<0,05  

İmmünohistokimyasal analiz ile D–GAL uygulaması tüm gruplarda (DMSO+D-

GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK2) karaciğer dokusunda β-katenin 

immunreaktivitesini, kontrol grubuna göre arttırdı (sırasıyla, p=0,004; p=0,001 ve 

p<0,001). AGK-2 uygulaması D-GAL grubuna göre β-katenin immün aktivitesini 

azaltmakla beraber bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Diğer gruplar 

β-katenin açısından birbirinden farksız bulundu (sırasıyla, p=1,000 ve p=1,000) 

(Resim 4.2).   
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Resim 4.2. Kontrol ve Deney gruplarına ait karaciğer kesitleri Beta Katenin 

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

D-GAL; D: D-GAL+AGK2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200). 

 

4.6. Histopatolojik Bulgular ve İmmunohistokimyasal Analiz Sonuçları 

4.6.1. Karaciğer dokularının histopatolojik skorlaması 

Karaciğer dokularının histopatolojik skorlaması sonrasında, kontrol grubuna ait 

kesitlerde vena centralis çevresinde poligonal forma sahip hepatositlerin normal 

ışınsal düzenlenimde olduğu, bazı hepatositlerin binuklear olduğu ayırt edildi. 

Hepatosit dejenarasyonuna rastlanmazken, v. Centralis çevresi ve portal alanda 

inflamasyon izlenmedi (Resim 4.3).  
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D-GAL uygulaması (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK2) kontrol 

grubuna göre histolojik skoru artırdı (sırasıyla p<0,001; p<0,001 ve p<0,001).  

DMSO+D-GAL ve D- GAL gruplarında ise inflamasyonun yanı sıra hepatosit 

kordonlarının ışınsal düzenleniminde bozulma, hepatosit dejenarasyonu ve 

karaciğer sinuzoidlerinde dilatasyon dikkat çeken bulgulardandı. Histopatolojik 

skorlamanın istatistiksel değerlendirmesi sonucunda ise iki grup arasında anlamlılık 

izlenmedi (p=0,234).  

AGK2 uygulaması ise diğer iki gruba göre (D-GAL ve DMSO+D-GAL) histolojik 

inceleme sonrasında lenfosit infiltrasyonyu azaltıp, hepatosit yapısal bütünlüğünü 

korudu ve histopatolojik skoru azalttı (p=0,003). 
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Res൴m 4.3. Kontrol ve Deney gruplarına a൴t karac൴ğer dokularının Hematoks൴len- 

Eos൴n ൴le boyanmış görüntüler൴ ൴zlenmekte. Vena central൴s etrafında pol൴gonal 

hepatos൴tlerden oluşan ışınsal düzenlen൴me sah൴p kordonlar (), Hepatos൴t 

dejenarasyonu (), Hepatos൴t kordonlarında düzens൴zl൴k (), ൴nflamasyon (), 

karac൴ğer s൴nuzo൴dler൴nde d൴latasyon (►) görülmekted൴r (HE, X100 ve X200) 
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4.6.2.Kontrol ve deney gruplarının kolajen lif yoğunluğu değişimleri 

 

Karaciğer dokularının kolajen lif yoğunluğu ve fibrotik değişimleri incelemek 

amacıyla uygulanan Masson’s Trichrome boyaması sonrası, mavi renkte boyanan 

kolajen lif alan yüzdesi ölçülerek istatistiksel olarak değerlendirildi. Kontrol grubu, 

D-galaktoz uygulanan gruplar (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK2) ile 

karşılaştırıldığında vena centralis çevresinde ve portal alanlarda kolajen lif dağılımı 

normal izlendi (sırasıyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). AGK2 uygulaması vena 

centralis ve portal alanlarda kolajen lif alan yüzdesini D-GAL grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşürdü (p=0,027). DMSO+D-GAL grubunda 

ise kolajen lif yoğunluğu azalış gösterse de bu değer istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı (p=1,000). DMSO+D-GAL ve D-GAL grubunda istatistiksel olarak 

anlamlılık izlenmedi (p= 0,322). (Resim 4.4). 
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Res൴m 4.4. Kontrol ve Deney gruplarına a൴t karac൴ğer dokularında kolajen l൴f 

dağılımı ൴zlenmekte. Mav൴ renkte boyanan () kolajen l൴fler görülmekted൴r (MT, 

X200) 
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4.6.3.Karaciğer dokularının fibronektin immunreaktivitesi 

Fibronektin immunpozitif alanı kontrol grubunda DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-

GAL +AGK2 gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı şekilde düşüktü 

(sırasıyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). Diğer gruplar arasında istatistiksel olarak 

bir anlamlılık izlenmedi (Resim 4.5).  

 

Resim 4.5. Kontrol ve Deney gruplarına ait karaciğer kesitleri Fibronektin 

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

:D-GAL; D: D-GAL+AGK2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200 

 

4.6.4.Karaciğer dokularının tip 1 kolajen immunreaktivitesi 

Tip I kolajene ait immunreaktivite kontrol grubunda, D-GAL uygulanan gruplara 

göre (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL+AGK2) istatistiksel olarak anlamlı 



97  

düşük bulundu (sırasıyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). D-GAL grubunda 

DMSO+D-GAL ve D-GAL +AGK2 gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı 

artış gözlenirken (sırasıyla, p=0,015 ve p=0,001), DMSO+D-GAL ve D-GAL 

+AGK2 grupları arasında istatistiksel olarak anlamlılık izlenmedi (p=1,000) 

(Resim 4.6).  

 

Resim 4.6. Kontrol ve Deney gruplarına ait karaciğer kesitleri Tip I Kolajen 

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

:D-GAL; D: D-GAL+AGK2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200). 

4.6.5.Karaciğer dokularının tip III kolajen immunreaktivitesi 

D-Galaktoz uygulaması (DMSO+D-GAL, D-GAL ve D-GAL+AGK2) Tip III 

kolajen immunpozitif alanını, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde artırdı (sırasıyla, p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). AGK uygulaması ise Tip 
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III immunreaktivite üzerinde anlamlı değişikliğe neden olmadı (p=1,000) (Resim 

4.7). 

 

Resim 4.7. Kontrol ve Deney gruplarına ait karaciğer kesitleri Tip III Kolajen 

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

:D-GAL; D: D-GAL+AGK2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200). 

 

4.6.6.Karaciğer dokularının -SMA immunreaktivitesi 

-SMA immunreaktivite alanı kontrol grubunda, tüm deney gruplarına (DMSO+D-

GAL, D-GAL ve D-GAL +AGK2) göre anlamlı olarak düşük bulundu (sırasıyla, 

p<0,001; p<0,001 ve p<0,001). AGK2 uygulaması ise -SMA düzeyini anlamlı 

olarak azalttı (p=0,020) (Resim 4.8).  
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Resim 4.8. Kontrol ve Deney gruplarına ait karaciğer kesitleri -SMA 

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

D-GAL; D: D-GAL+AGK2 grubu, DAB-Hematoksilen, X200). 

 

  Çizelge 4.4 Kontrol ve deney gruplarının Fibronektin, Tip I kolajen, Tip III kolajen, 
-SMA, Histopatolojik skor, Kolajen lif yoğunluğu, SIRT2, β-catenin 
ortalama ± standart hata değerleri 

Gruplar Kontrol  D-Galaktoz+ 

%4DMSO+PBS 

D-Galaktoz D-Galaktoz 
+AGK2 

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 4,37±1,65 2,68±1,16 

Tip III kolajen 0,88±0,54 6,62±3,18 7,24±2,90 6,53±2,94 

-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 yoğunluğu 0,90±0,63 5,57±3,74 7,11±3,47 4,68±3,05 

SIRT2 0,64±0,37 1±0,72 0,85±064 0,70±1 

β-katenin 0,38±0,25 2,20±2,9 1,85±1,89 1,64±2 

 
 

 

4.6.7. Korelasyon Sonuçları 

Korelasyon Sonuçları aşağıdaki gibidir: 

SIRT2 için western ve IHC sonuçları pozitif korelasyon gösterdi (r=0,691, 

p<0,001): 

SIRT2 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 1β (r= 0,712, p<0,001), TGF 1β (r= 

0,490, p=0,028), β-katenin mRNA ekspresyonu (r= 0,515, p=0,006) ile pozitif 

korelasyon gösterdi. 

SIRT2 IHC: ASL/ALT (r=0,608, p=0,013), AST/PLT (r=0,502, p=0,024), β-

katenin mRNA (r=0,576, p=0,008), β-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 

yoğunluğu (0,466, p=0,029), IL 1β (r= 0,622, p=0,006) ile pozitif korelasyon 

gösterdi. 

β-katenin için mRNA ve IHC sonuçları pozitif korelasyon gösterdi (r=0,672, 

p=0,002): 

β-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 I kolajen (r=0,433, p=0,05) ile pozitif korelasyon 

gösterdi. 
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β-katenin IHC: 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 yoğunluğu (r=0,525, p=0,012) 

ile pozitif yönde, NF-kβ (r=-0,475, p=0,03) ile negatif yönde korelasyon gösterdi. 

 

-SMA IHC: β-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 yoğunluğu (r=0,768, p<0,001) ile pozitif yönde; 

Paraoksonaz plazma (r=-0,573, p=0,007) ve NF-kβ (r=-0,833, p<0,001) ile negatif 

yönde korelasyon gösterdi. 

 

Karaciğer organ ağırlığı: Sıçan son vücut ağırlığı (r=0,725, p=0,000), HDL 

düzeyi (r=0,372, p=0,061), Paraoksonaz doku düzeyi (r=0,449, p=0,024) ile pozitif 

yönde, SIRT2 IHC (r=-0,421, p=0,046) ile negatif yönde korelasyon gösterdi. 

 

Karaciğer organ indeksi: ALT (r=0,480, p=0,044), total kolestrol (r=0,443, 

p=0,058), kolajen lif yoğunluğu (r=0,453, p=0,068) ile pozitif korele iken, NF-kβ 

(r=-0,495, p=0,023) ve IL1β (r=-0,439, p=0,068) ile negatif korelasyon gösterdi. 

 

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

p=0,059) ile pozitif yönde korelasyon gösterdi. 

 

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

negatif yönde korelasyon gösterdi. 
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AST değeri: SIRT2 western (r=0,454, p=0,034) AST/ALT oranı (r=0,729, 

p=0,000), AST/trombosit oranı (r=0,813, p=0,000), β-katenin mRNA (r=0,461, 

p=0,047) ile pozitif korelasyon gösterdi. 

HDL değeri: Total kolestrol (r=0,860, p=0,000) ile pozitif korelasyon gösterdi. 

Total kolestrol değeri: 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 yoğunluğu (r=0,514, 

p=0,029) ile pozitif yönde, IL6 (r=-0,522, p=0,032) ve β (r=-0,409, p=0,059) ile 

negatif yönde korelasyon gösterdi. 

VLDL değeri: Sıçan vücut ilk ağırlığı (r=-0,503, p=0,040)   ile negatif yönde vücut 

son ağırlığı (r= 0,621 p=0,002) ve Trigliserit düzeyi (r= 1, p=0,000) ile pozitif 

yönde korelasyon gösterdi. 

Trigliserit değeri: Sıçan vücut ilk ağırlığı (r=-0,500, p=0,041)   ile negatif yönde, 

vücut son ağırlığı (r= 0,625 p=0,002) ile pozitif yönde korelasyon gösterdi. 

AST/ALT oranı: AST (r= 729, p=0,000), AST/Trombosit oranı (r= 0,721, 

p=0,000), Tip I kolajen (r=0,474, p=0,047), SIRT2 IHC (r= 0,608, p=0,013), 

kolajen lif yoğunluğu (r= 0,462 p=0,062) ve β-katenin (r= 0,468, p=0,043) ile 

pozitif yönde korelasyon gösterdi. 

 

AST/Trombosit oranı: 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 oranı (r=0,721, p=0,000), β-katenin 

(r= 0,684 p=0,001) ile pozitif yönde, PLT (r=-0,451, p=0,027) ile negatif yönde 

korelasyon gösterdi. 
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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), -

SMA (r=0,692, p=0,000), histopatolojik skor (r=0,611, p=0,002), kolajen lif 

yoğunluğu (r=0,741, p=0,000) ile pozitif yönde, Paraoksonaz plazma düzeyi (r=-

0,527, p=0,027), IL6 (r=-0,539, p=0,017), NF-kβ (r=-0,730, p=0,000) ile negatif 

yönde korelasyon gösterdi. 

 

Tip I kolajen IHC: SIRT2 western (r=0,485, p=0,014), Total kolestrol (r=0,518, 

p=0,028), AST/ALT oranı (r=0,474 p=0,047), β-katenin IHC (r= 0,426 p=0,048), 

Tip III kolajen (r=0,648, p=0,000), -SMA (r=0,822, p=0,000), histopatolojik skor 

(r=0,798, p=0,000), kolajen lif yoğunluğu (r=0,757, p=0,000) ile pozitif yönde, 

Paraoksonaz plazma düzeyi (r=-0,577, p=0,006), NF-kβ (r=-0,708, p=0,000) ile 

negatif yönde korelasyon gösterdi. 

 

Tip III kolajen IHC: Total kolestrol (r=0,566, p=0,014), β-katenin IHC (r= 0,406 

p=0,061), Fibronektin (r= 0,592 p=0,003), -SMA (r=0,689, p=0,000), 

histopatolojik skor (r=0,773, p=0,000), kolajen lif yoğunluğu (r=0,748, p=0,000) 

ile pozitif yönde, Paraoksonaz plazma düzeyi (r=-0,712, p=0,000), NF-kβ (r=-

0,771, p=0,000) ile negatif yönde korelasyon gösterdi. 

 

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

p=0,002), -SMA (r=0,856, p=0,000), SIRT IHC (r= 0,464 p=0,026), TGF β1 
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mRNA (r=0,540, p=0,025) ile pozitif yönde, Paraoksonaz plazma düzeyi (r=-0,676 

p=0,001), NF-kβ (r=-0,870, p=0,000) ile negatif yönde korelasyon gösterdi. 

 

Kolajen lif yoğunluğu: AST/ALT oranı (r=0,462, p=0,062), β-katenin IHC (r= 

0,525 p=0,012), -SMA (r=0,768, p=0,000), histopatolojik skor (r=0,784, 

p=0,000), SIRT2 IHC (r=0,466, p=0,029), β-katenin mRNA (r=0,402, p=0,064), 

TGF β1 mRNA (r=0,463, p=0,071) ile pozitif yönde, Paraoksonaz plazma düzeyi 

(r=-0,635 p=0,003), NF-kβ (r=-0,785, p=0,000) ile negatif yönde korelasyon 

gösterdi. 

 

Paraoksonaz plazma düzeyi: Hb değeri (r= 0,409, p=0,059), IL6 (r=0,525, 

p=0,015), NF-kβ (r= 0,651, p=0,001) ile pozitif yönde 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), -SMA (r= -0,573, p=0,007), histopatolojik skor (r= -0,676, p=0,001), 

kolajen lif yoğunluğu (r= -0,635, p=0,003) ile negatif yönde korelasyon gösterdi. 

 

Paraoksonaz doku düzeyi: Karaciğer organ ağırlığı (r= 0,449, p=0,024) ve sıçan 

son vücut ağırlığı (r= 0,430, p=0,032) ile pozitif korelasyon bulundu. 

 

IL1 β düzeyi: SIRT2 western (r=0,712 p=0,000), SIRT2 IHC (r=0,622, p=0,006), 

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

p=0,068) ile negatif korelasyon gösterdi. 
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IL6 düzeyi: Paraoksonaz plazma düzeyi (r= 0,525 p=0,015), IL1β (r= 0,596, 

p=0,007), NF-kβ (r=0,592, p=0,003) ile pozitif yönde, Total kolestrol (r=-0,522, 

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

 

 NF-kβ düzeyi: Paraoksonaz plazma düzeyi (r= 0,651 p=0,001) ve IL 6 (r= 0,592,  

p=0,003) ile pozitif yönde, karaciğer 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), 

-SMA (r= -0,883, p=0,000), histopatolojik skor (r= -0,870, p=0,000), kolajen lif 

yoğunluğu (r= -0,785, p=0,000) negatif korelasyon gösterdi. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



106  

 
 
Şekil 4.10. D-galaktoz uygulaması ile artan ve azalan parametreler 

 
Şekil 4.11. AGK2 uygulaması ile azalan parametreler  

 

  
 

AST
AST/ALT oranı

APRI 
SIRT2(western ve ıhc)

TGF β 
βcatenin(IHC,western)

-SMA 

Histopatolojik Skor
Kolajen Lif Yoğunluğu

Tip I kollajen 
Tip III kolajen 

IL1 β 

Paraoksonaz plazma düzeyi
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5.TARTIŞMA 

Karaciğer hastalıkları, dünya çapında her yıl yaklaşık 2 milyon ölümden 

sorumludur; bunların yarısı siroz komplikasyonlarından, diğer yarısı ise viral 

hepatit ve HCC'den kaynaklanmaktadır [46]. Yaşlanma ile ilişkili olarak kronik 

karaciğer hastalık riskini arttıran fibrozis karaciğer hasarını takiben hücre dışı 

matriks (ECM) birikimi ile karakterize edilen geri dönüşümlü bir yara iyileşme 

yanıtıdır. Karaciğer hasarı akut ve kendini sınırlar ise geri dönebilir ve iyileşme ile 

sonlanırken, hasar devam ederse kronik inflamasyon ve ECM birikimi sonucu 

parankim skar dokusu ile yer değiştirir. 

D-galaktoza bağlı model, yaşlanma çalışmalarında sıklıkla kullanılır. D-

galaktoz, normal konsantrasyonlarda glikoza metabolize edilir. D-galaktoz verilen 

3 aylık sıçanların, 16-24 aylık yaştaki sıçanlara morfolojik ve fonksiyonel olarak 

benzediği ve doğal yaşlanmayı taklit ettiği gösterilmiştir [89]. D Galaktozun 

konsantrasyonu ideal değerlerin üzerine çıktığında, hidrojen peroksit oluşturmak 

üzere galaktoz oksidaz tarafından oksitlenir. Yüksek doz D-galaktoza bağlı 

yaşlanmadan sorumlu olan mekanizmalar, oksidatif stres, inflamasyon, apoptoz 

olarak tanımlanmaktadır [96].  

Oksidatif stres yaşlanma sürecinde hala kabul gören ve apoptoz, 

inflamasyon üzerinden farklı epigenetik mekanizmaları uyaran bir süreçtir. D 

galaktoz modelinde de farklı süre ve denek uygulamasına karşın karaciğerde 

oksidatif stresin [10, 12, 98] tıpkı doğal yaşlanmada olduğu gibi  [147-149] arttığı 

gösterilmiştir. Reaktif oksijen ürünleri, stellat hücreleri aktive ederek onları 
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miyoblastlara dönüştürür ve fibrojenik yanıtı indükleyerek, fibrotik alanlarda artışa 

neden olur [11-12]. Oksidatif stres; protein, lipid ve DNA bileşenlerinin değişimleri 

ile karaciğer hasarına, kronik karaciğer yetmezliği, karaciğer fibrozisi ve yaşlanma 

gibi birçok hastalığa neden olur [34]. 

D-galaktozun karaciğer hasarı için önemli bir risk faktörü olduğu, 

karaciğerde lipid birikimi yoluyla oksidatif strese neden olduğu bilinmektedir.  

 D-galaktoz ile indüklenen yaşlanma ile lipid metabolizmasının bozulduğu 

gösterilmiştir. Zhou ve ark., D-galaktoz uygulanan farelerin karaciğerlerinde 

belirgin lipid birikimi olduğu trigliserit seviyelerinin arttığı, HDL kolesterol ve 

HDL-TG oranının azaldığı, Kolesterol ve LDL-C seviyelerinde anlamlı bir 

değişiklik olmadığını bildirilmiştir [98]. Zhang ve ark; D-galaktoz ile indüklenen 

yaşlanmada, farelerin karaciğer ve serumunda TC, TG ve LDL-C önemli ölçüde 

arttığını; serumdaki HDL-C’nin azaldığını göstermiştir [150]. Wistar albino 

sıçanlara uygulanan D-Galaktozun (200mg/kg IP) TG ve TC seviyelerini 

,500mg/kg dozunda  6 haftalık uygulamanın ise TG, LDL ve VLDL düzeyini 

arttırdığı gösterilmiştir [151, 152]. Çalışmamızda D-galaktoz uygulamasının lipid 

panelleri üzerinde anlamlı etkisi görülmedi. 

Paraoksonaz 1 (PON1) serumda ve karaciğerde bulunan bir ester 

hidrolazdır. Kronik karaciğer hastalıklarıda dahil olmak üzere oksidatif stresi içeren 

çeşitli hastalıklarda ve yaşlanmada dolaşımdaki PON1 seviyelerinin azaldığı ve 

değişikliğin karaciğer hasarının derecesi ile ilişkili olduğun belirtilmiştir. Kronik 

hepatit veya karaciğer sirozu olan hastalarda serum PON1 aktivitesinin önemli 

ölçüde azalmıştır. Ferre ve ark, karbon tetraklorür ile indüklenen fibrozis 
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modelinde, sıçanlarda hepatik PON1 aktivitesinin azaldığı bunun sonucunda artan 

lipid peroksidasyonunun karaciğer hasarına neden olduğunu ortaya koymuştur 

[107, 153]. Yaşlanma ile lipid peroksidasyonu artarken, serum paraokosonaz 

düzeyleri azalmaktadır [154]. Seres ve arkadaşları; PON1 aktivitesi ile yaş arasında 

negatif ilişki olduğunu göstermiştir [104]. Çalışmamızda, D-galaktoz uygulaması 

plazma Paraoksonaz düzeyini azaltmıştır. Paraoksonaz plazma düzeyi ile, histolojik 

parametreler ve fibrozis belirteçleri arasında önemli korelasyonlar bulunmuştur. 

Paraoksonaz plazma düzeyi, Fibronektin, Tip I kolajen, Tip III kolajen, -SMA, 

histopatolojik skor, kolajen lif yoğunluğu ile negatif yönde korelasyon gösterdi. Bu 

korelasyonlar Paraoksonaz plazma düzeyinin azalmasının fibrogenez ile ilişkili 

olabileceğini düşündürmektedir. Paraksonaz karaciğer doku düzeyi gruplar 

arasında farksız iken, HDL, karaciğer ve vücut ağırlığı ile paraksonaz doku düzeyi 

arasında pozitif korelasyon görülmüştür. Karaciğerin en yüksek PON1'e sahip 

organ olması nedeniyle, serum PON1 seviyesinin ana kaynağı olduğu 

düşünülmektedir [155]. Ancak, plazma düzeyinin azalması doku düzeyinin 

değişmemesi, hepatik PON1 gen ekspresyonunun düzenlenmesinde rol oynayan 

başka moleküler mekanizmalar olabileceğini düşündürmüştür.  

Çalışmamızda, sıçanların başlangıç ve uygulama sonrası ağırlık değişimi, 

karaciğer ağırlığı ve organ indeksi değerlendirildi. D-GAL uygulaması ağırlık 

değişimi ve karaciğer organ indeksinde anlamlı bir değişikliğe yol açmadı. D-

galaktoz uygulamasının (6-12 hafta 150 mg/kg) farelerde ve sıçanlarda vücut 

ağırlığı üzerinde anlamlı bir değişikliğe neden olmadığı yönündeki çalışmalar bizim 

sonuçlarımızla uyumlu iken; [156-158] farklı iki çalışmada; 8 hafta boyunca 
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subkutan 150 mg/kg ve 200 mg/kg dozda intragastrik gavaj ile uygulanan D-

galaktozun, farelerde vücut ağırlığı ve karaciğer organ indeksini azalttığı 

gösterilmiştir [12, 98]. Çalışmamızda karaciğer ağırlığında ve indeksinde azalma 

gözlenmediği halde bu parametreler fibroziste rol oynayan SIRT2 ve IL1β ile 

negatif korele  bulundu. Ayrıca, Karaciğer organ ağırlığı; HDL Paraoksonaz doku 

düzeyi ile pozitif yönde, Karaciğer organ indeksi, IL1β ile negatif korele  bulundu.  

Farklı dozlarda D-GAL uygulamasının karaciğerde ALT ve AST 

seviyelerini arttırdığı gösterilmiştir [151, 10-12]. Buna karşın yine D-galaktoz 

uygulamasını takiben (12 hafta 150 mg/kg, 300 mg/kg 8 hafta) ALT seviyesinde 

değişiklik olmadığını bildiren çalışmalar da mevcuttur [157][159]. Çalışmamızda 

ALT, AST enzim düzeyleri, AST-Trombosit Oranı İndeksi (APRI) ve AST/ALT 

oranı değerlendirildi.  AST düzeyi, AST-/ALT oranı ve APRI indeksi anlamlı 

olarak arttı. CCl4 (2 ml/kg, 8 hafta boyunca haftada iki kez i.p) uygulaması sonucu 

oluşan karaciğer hasarında AST, ALT ve APRI indeksi artmıştır. Bu parametreler 

karaciğer inflamasyon ve fibrotik parametreleri olarak kabul edilir [160]. 

Çalışmamızda AST değeri, AST/ALT oranı ve APRI indeksi ile pozitif korelasyon 

gösterdi. 

İnflamasyon karaciğer fibrogenez mekanizmasında önemli rol 

oynamaktadır. Sıçanlarda D- Galaktoz uygulamasının (200 mg/kg/gün 8 hafta 

intragastrik) IL-1β  düzeyini arttırdığı gösterilmiştir [161]. Wistar albino sıçanlarda 

D-Galaktoz (200 mg/kg/gün 8 hafta intraperitoneal) uygulaması karaciğerde  

inflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve NF-kB  artışına yol açmıştır [151]. Farklı bir 

çalışmada D-galaktozun (150 mg/kg/gün 6hafta s.c) fare karaciğerinde IL-1β gen 
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ekspresyonunu belirgin şekilde artırırken, IL6 düzeyinde anlamlı bir değişikliğe 

neden olmadığı gösterilmiştir [156]. Lin ve ark, D-galaktozun NF–kB, IL–1β ve 

IL–6'nın mRNA ekspresyonunu arttırdığını bildirmiş olmasına karşın [162], D-

galaktozun farelerin hipokampüsündeki NF-κB ekspresyonun da anlamlı bir 

değişikliğe neden olmadığı da gösterilmiştir [163]. Çalışmamızda ise D-Galaktoz 

uygulamasının IL-1β ve IL6 düzeyini arttırdığı, NF-kB düzeyini ise kontrol 

grubuna göre azaltığı görüldü. Çalışmamızda, IL1 β düzeyi; SIRT2 (W ve IHC), IL 

6 ile pozitif yönde, karaciğer organ indeksi ile negatif korelasyon gösterdi.  

TGF-β sinyalindeki artışın, hücre dejenerasyonuna, doku fibrozisine, 

inflamasyona, rejenerasyon kapasitesinin azalmasına ve metabolik işlev 

bozukluğuna katkıda bulunduğu belirtilmiştir [17]. Fibrotik hastalıkların mortalite 

ve morbitesi yaşlanma ile artar [164, 165]. TGF-β1 plazma seviyesinin, genç ve 

yaşlı insanlarda karşılaştırıldığında yaşlanma ile arttığı gösterilmiştir [54]. TGF-β, 

pro-fibrotik yolun aktivasyonunda en önemli faktördür [18, 54]. D Galaktoz ( 300 

mg/kg/gün 6hafta )  uygulaması sonrası sıçanlarda TGF-β düzeyinin karaciğer 

dokusunda arttığı ve fibrozisi indüklediği gösterilmiştir [11]. Chang ve ark, 8 

haftalık sprague dawley sıçanlara uygulanan D-galaktozun (8 hafta boyunca 150 

mg/kg/gün) kalp dokusunda TGF-β1düzeyini artırdığı ve fibrozise yol açtığını 

göstermiştir [166]. 

Fibro-proliferatif hastalıklarda ilgili diğer bir moleküler yol WNT’dir [82]. 

Wnt sinyal kaskadının artmış ve sürekli aktivasyonu bir miyofibroblast fenotipine 

doğru hücre farklılaşması ile sonuçlanır, böylece çeşitli memeli organlarında 

fibrozise yol açar [167]. D-Galaktoz uygulamasının, Wnt sinyalinin efektörü olan 
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β-katenin'in nükleer translokasyonunu tetiklediği,  19 wnt arasından 15’ini 

indüklendiği gösterilmştir [48]. 8 hafta boyunca uygulanan D-galaktoz enjeksiyonu 

ile indüklenen yaşlanma  modelinde Wnt/β-katenin sinyalinin aktive olduğu ve β-

katenin’in hem sitoplazmada hem de çekirdekte biriktiği gösterilmiştir [168]. D-

galaktozun Wnt/ β -katenin/TCF-4 sinyalinin aşırı aktivasyonuna neden olduğunu 

bildirilmiştir [169].  

PDGF-B aracılı PDGFRβ sinyalinin karaciğer fibrozunda önemli bir rol 

oynadığı çalışmalar da gösterilmiştir. PDGF-BB'nin inhibisyonunun karaciğer 

fibrozunu azalttığı kanıtlanmıştır [83, 84].  

Yaşlanan dokularda fibrozis sinyal yolaklarının (Wnt/ β-katenin ve TGF-β) 

aktive olduğu bilinmektedir [54]. Fibrozisde rol alan sinyal yolaklarının (TGF β, β 

katenin, PDGFBB) gerçek zamanlı PCR analizinde, karaciğer dokusunda TGF β, β 

katenin düzeyi D-galaktoza bağlı yaşlanma modelinde   arttığı bulundu. β-katenin 

aktivitesi PCR yanında immünohistokimyasal olarak da çalışıldı. D-galaktoz 

uygulaması karaciğer dokusunda β-catenin immunreaktivitesini artırdı. β-katenin 

mRNA ekpsresyonu; AST, AST/ALT oranı, APRI indeksi, Tip I ve Tip III kolajen 

ile pozitif korelasyon gösterdi. β-katenin (IHC); Tip I kolajen, -SMA,  

histopatolojik skor, kolajen lif yoğunluğu ile pozitif yönde korele bulundu ki bu 

parametreler fibrozis de rol oynar. Proliferasyon ile ilgili diğer bir büyüme faktörü 

olan PDGFBB ise çalışmamızda aktivite göstermemiştir.  

Sirtuin ailesi, organizmanın ömrünü uzatan NAD bağımlı deasetilazlardır. 

Sirtuinler, hücresel enflamatuar yanıt, oksidatif stres ve fibrozis dahil olmak üzere 

çeşitli hücresel süreçleri düzenlediği bilinmektedir [115, 116, 138]. Aileden en çok 
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çalışılan SIRT1 yaşlanan dokularda azalmakta, ekspresyonunun arttırılması yaşam 

süresinin uzaması ve diğer yaşlanma karşıtı etkiler ile ilişkilendirilmiştir [170]. 

Diğer bir üye olan SIRT2 Böbrek, karaciğer, pankreas, testis ve farelerde yağ 

dokusu dahil olmak üzere metabolik olarak aktif organlarda eksprese olur [15]. 

SIRT2 aktivitesi yaşlanma ile artış gösterir. Fare beyin ve omuriliğinde [14], sıçan 

beyin dokuları; serebral korteks ve hipokampusde [133], santral sinir sistemi 

dışında ise kolonik mukozada yaşla birlikte arttığı bildirilmiştir [139]. 

Sirtuinlerin karaciğer fibrozis patogenezine katılma mekanizmaları 

birbirinden çok farklıdır, bu da esas olarak hücrede ki lokalizasyonu ve enzimatik 

aktivitelerdeki farklılıktan kaynaklanabilir [118]. Yaşlanma ile SIRT1 

ekspresyonunun azalması, karaciğer hücreleri ve stellat hücrelerde alkolik karaciğer 

hasarını ve fibrozu şiddetlendirmektedir [120]. İnflamatuvar yanıt, miyofibroblast 

farklılaşması ve fibrotik süreçlerde rol alan SIRT2’in rolü ise çelişkili 

çalışmalardan dolayı tartışmalıdır.  

Deneysel hayvan modellerinde ve insan çalışmalarında fibrotik dokularda 

SIRT2 ekpresyonunun arttığı bildirilmiştir [16, 25, 27]. Karaciğer fibrozisinde 

SIRT2 ekpresyonunun arttığı ve bu artışın karaciğerde kolajen1A1 ve α-SMA 

ekspresyonu için kritik olan ERK aktivasyonunu düzenleyerek fibrogeneze yol 

açtığı, CCl 4 ile indüklenen fibrotik fare karaciğerlerindeki stellat hücrelerde SIRT2 

ekspresyonunun arttığını bildirmiştir [16]. SIRT2 ekspresyonu insan fibrotik 

böbrek dokularında ve UUO (tek taraflı üretral obstrüksiyon) farelerinin böbrek 

dokularında arttığı gösterilmiştir [28]. SIRT2 nin fibrozis ile ilişkisine karşın, 
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SIRT2 nakavt modellerde görülen fibrozis bu konuda çelişkili sonuçlar olduğunu 

göstermektedir [140]. 

4 aylık sıçanlara yapılan D-galaktoz uygulamasının (500mg/kg, 6 hafta 

subkutan) beyin dokusunda SIRT2 düzeyini artırdığı bildirilmiştir [171]. 

Çalışmamızda D-galaktoz uygulamasının (150mg/kg, 10 hafta subkutan) karaciğer 

dokusunda SIRT2 düzeyini arttırdığı gösterildi. 

SIRT2 aktivitesi western blot yönteminden farklı olarak 

immünohistokimyasal (IHC) olarak da çalışıldı. Çalışmamızda, D-GAL 

uygulaması; karaciğer SIRT-2 immunoreaktivite alanında anlamlı değişikliğe 

neden olmadı. AGK2 uygulaması ise, DMSO+D-GAL grubuna göre anlamlı olarak 

SIRT2 immunoreaktivite alanını azalttı. SIRT2 (IHC) ; AST/ALT , APRI indeksi, 

β-katenin (mRNA ,IHC) Tip I kolajen, histopatolojik skor, kolajen lif yoğunluğu, 

IL 1β ile pozitif korelasyon gösterdi. SIRT2 fibrozis mekanizmasını kolaylaştıran 

faktörlerle pozitif korele bulundu. 

Fibrozis mekanizmasında TGF beta, WNT/βkatenin, SIRT2 aktivitesinin ve 

IL-1β düzeyinin D- galaktoza bağlı olarak arttığı görüldü 

SIRT2 inhibisyonunun koruyucu etkileri, çeşitli karaciğer hayvan 

modellerinde bildirilmiştir. Spesifik bir SIRT2 inhibitörü olan AGK-2 

uygulamasının TAA kaynaklı karaciğer hasarını (histopatalojik skoru) ve 

fonksiyonlarını (AST ve ALT) iyileştirdiği, pro-inflamatuvar sitokinleri (iNOS, 

TNF-α, IL-1β) ve apoptozu (kaspaz 3, Bax) azalttığı bildirilmiştir [29]. Arteaga ve 

ark. çalışmasında, karbon tetraklorür (CCl 4) ve tiyoasetamid (TAA) tarafından 

indüklenen karaciğer hasarı modelinde AGK2 uygulaması karaciğer fibrozunu 
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azaltmıştır [16]. Farelerde, asetaminofen kaynaklı karaciğer hasarı modelinde, 

AGK-2 tedavisinin hepatotoksisiteyi (S6K1 sinyal yolunu inhibe edip ER stresini 

azaltarak) önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir [24]. Karaciğer dışında; akciğer ve 

böbrek gibi diğer organlarda AGK-2’nin koruyucu olduğu ve fibrozisi baskıladığı 

bildirilmiştir [25, 28, 172]. Aksine SIRT2 nakavt deneysel hayvan modellerinde 

karaciğer ve kalpte fibrozise yol açtığına dair çalışmalarda yer almaktadır. Yüksek 

yağlı diyet (YYD) ile beslenen SIRT2-/- fareler, SIRT2 +/+ farelere 

göre karaciğerlerinde α-SMA seviyesi, kolajen1A1 ve kolajen3A1, PDGFR-α 

düzeyleri artmıştır [140]. Yaşlanmaya bağlı anjiyotensin II (Ang II) kaynaklı 

kardiyak hipertrofi modelinde, SIRT2 ekspresyonu, kalbi kardiyak hipertrofi ve 

fibrozise karşı korumuştur. SIRT2 nakavt farelerde patolojik kardiyak hipertrofi ve 

fibrozisin arttığı gösterilmiştir [141]. Bu farklılıklar, SIRT2'nin fibrozisdeki farklı 

rollerine bağlanabilir. SIRT2 ekpresyonu (W); AST , APRI indeksi, Tip I kolajen 

,IL 1β, TGF β1, β-katenin mRNA ekspresyonu ile pozitif korelasyon gösterdi 

SIRT2’nin fibrozis üzerindeki etkileri göz önüne alındığında, AGK-2 ile 

inhibisyonunun fibrozis mekanizmaları ve karaciğer fonksiyonu üzerine etkisini 

araştırdık. AGK-2 uygulamasının SIRT2 ekspresyonunu inhibe ettiği Western blot 

yöntemi ile gösterildi (Şekil 4.3). AGK-2, SIRT2’nin immünohistokimyasal 

analizinde anlamlı olarak azalmaya yol açtı (Resim 4.1).  SIRT2 için western ve 

IHC sonuçları pozitif korelasyon gösterdi. 

AGK-2 uygulaması sıçanlarda, plazma AST düzeyini, AST/ALT oranını, 

APRI skorunu azalttı. Çalışmamızda DMSO; AST enzim düzeyi ve AST/ALT oranı 

ve APRI skorunu azaltarak karaciğer fonksiyonlarını iyileştirdi. DMSO’nun (0.1 
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ml/kg) yüksek olmayan dozlarda kullanıldığında, serbest radikal süpürücü özelliği 

olduğu bildirilmiştir [173]. Yapılan çalışmalarda DMSO’nun yararlı etkilerinin 

altında yatan fizyolojik ve farmakolojik mekanizmalar tam olarak bilinmemekle 

birlikte, organlara kan akışını artırma, inflamatuvar hücrelerin alımını ve 

aktivasyonunu azaltma ve bir antioksidan ve serbest radikal süpürücü olarak 

hareket etme yeteneğinin bulunduğu öne sürülmüştür [174, 175]. DMSO'nun çeşitli 

karaciğer hasarı veya hepatotoksisite koşulları altında koruyucu etkileri 

belgelenmiştir [175, 176].  

AGK-2 uygulaması kanda VLDL ve trigliserit düzeyini anlamlı olarak 

azalttı. AGK-2’nin bu koruyucu etkileri, yaşlanma ile karaciğer fonksiyonlarındaki 

ve lipid profilindeki bozuklukları azaltmada etkili olabileceğini düşünmekteyiz.  

D GAL uygulaması ile azalan plazma Paraoksonaz değeri üzerinde AGK-

2’nin etkisi görülmedi.  

SIRT2 yaşlanma ve inflamasyon ile ilgili gen düzenlemesinde önemli rol oynayan 

NF-κB ile ilişkilidir [144]. SIRT2’nin, nükleer faktör κB (NF-κB) alt birimi p65'i 

doğrudan bağlayıp deasetilleyerek anti-inflamatuvar etki gösterdiği, NF-κB 

tarafından düzenlenen pro inflamatuvar gen ekspresyonunu azalttığı belirtilmiştir 

[143, 144]. Buna karşın, SIRT2 -/- (nakavt farelerde), deneysel kolit modelinde NF-

κB asetilasyonunu artırarak, inflamatuvar yanıtı tetiklediği de gösterilmiştir [177]. 

SIRT2 nakavt farelerde, lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonunu takiben NF-κB'nin 

hiperasetilasyonu ve proinflamatuvar sitokinlerde artış, mikroglialarda morfolojik 

değişiklikler gözlenmiştir. Mikrogliada SIRT2’nin nakavt edilmesi, inflamatuvar 

belirteçlerin ekspresyonunu, serbest radikallerin üretimini ve nörotoksisiteyi 
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önemli ölçüde arttırırken, NF-κB'yi asetilasyonunu artırarak proinflamatuvar etki 

sergilemiştir [178]. SIRT2’nin inflamasyondaki işlevi net değildir. İnflamasyonu 

önleyebileceğini destekleyen çalışmalar yanında teşvik edebileceğini öne süren 

çalışmalarda vardır [179]. SIRT2, NF-κB'nin transkripsiyonunu aktive ederek 

inflamasyonu ve nöronal hücre ölümünü artırmıştır [180]. AGK2 (0.1–10 μM) 

uygulaması NF-κB'nin aktivasyonunu baskılayarak, proinflamatuvar sitokin (TNF-

a, IL-1β, IL-4 ve IL-6) seviyelerini düşürürerek akciğerde anti-inflamatuvar etki 

göstermiştir [172]. AGK2, karaciğer dokusunda TAA kaynaklı NF-κB sinyalini 

inhibe ederek anti-inflamatuvar etki göstermiştir [29].  

 

AGK-2 uygulamasının CCl 4 ile indüklenen fibrotik fare karaciğerinde 

inflamatuvar yanıtları azaltarak koruyucu etki yaptığı da gösterilmiştir. Tıpkı 

SIRT2 gibi SIRT2 nin inhibisyonu konusunda birbiri ile çelişen çalışmalar 

mevcuttur. [16]. Çalışmamızda ise, AGK2 uygulaması NFkB düzeyinde anlamlı bir 

değişikliğe yol açmazken; IL-1β ve IL6 düzeylerinin azalttı. IL1 β düzeyi; SIRT2 

(W ve IHC), IL 6 ile pozitif yönde, karaciğer organ indeksi ile negatif korelasyon 

gösterdi. Bu sonuçlar inflamasyon göstergelerinden IL1β’nin SIRT2 ile birlikte 

çalıştığını göstermektedir.  

Fibroblast hücre kültüründe TGF-β1 stimülasyonunun, fibroblastlarda 

SIRT2 protein seviyelerini yükseltiği gösterilmiştir [28]. Farelerde bleomisin 

kaynaklı pulmoner fibrozis modelinde, SIRT2 inhibisyonu, TGF-β1 tarafından 

indüklenen SMAD2/3'ün fosforilasyonunu azaltarak fibrozisi azaltmıştır [25]. 
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PCR analizi ile araştırılan TGF β1 mRNA düzeyi AGK2 uygulaması ile 

karaciğerde anlamlı olarak azaldı.  Bu bulgular SIRT2 inhibisyonunun fibrozis 

sinyal yolaklarının modülasyonu ile antifibrotik etki gösterdiğini 

düşündürmektedir.  

Li ve ark.  normal bağırsak epitel hücrelerinde SIRT2'nin β-katenin 

deasetilasyonu yoluyla Wnt sinyalini inhibe ettiğini göstermişlerdir [142]. 

SIRT2'nin β-katenin seviyelerini arttırdığını, inhibisyonunun ise β-katenin 

seviyelerini düşürdüğünü bildiren çalışmalar vardır [181, 182] SIRT2 nakavt fare 

embriyonik fibroblastlarda doğal tip farelere kıyasla aktif olan nükleer β-katenin 

proteininde artış gözlenmiştir. İnaktif formda sitoplazmik β-katenin artışının ise 

doğal tipte daha fazladır [26]. SIRT2 ve β-katenin ilişkisi ile ilgili çelişkili bulgular, 

bu konunun daha fazla araştırılması gerektiğini göstermektedir. 

Çalışmamızda AGK-2 uygulaması ile β-katenin aktivitesinin azaldığı 

görüldü. β-catenin için mRNA ve IHC sonuçları pozitif korelasyon gösterdi.  AGK-

2 uygulaması Lenfosit infiltrasyonunu azaltıp, hepatosit yapısal bütünlüğünü 

korudu ve histopatolojik skoru azalttı. Fibronektin, Tip I Kolajen, Tip III Kolajen 

düzeylerini etkilenmezken, vena centralis ve portal alanlarda kolajen lif 

yoğunluğunu ve -SMA düzeyini azalttı. Ponnusamy ve ark, AGK ile SIRT2 

inhibisyonu yaptıkları çalışmalarında AGK2’nin doza ve zamana bağlı olarak 

böbreklerde fibroblast aktivasyonu inhibe ettiği, AGK2'nin doza bağlı olarak -

SMA, kolajen I ve fibronektin ekspresyonunu azaltığı belirtilmiştir.  AGK2 25 μM 

konsantrasyonda -SMA ekspresyonunu önemli ölçüde azaltırken, kolajen I ve 

fibronektin seviyelerini etkilememiş. 50 μM konsantrasyonda tüm bu moleküllerin 
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seviyesinde önemli bir azalmaya, 100 μM AGK2 ile ise ifadelerinde 3 kat azalmaya 

yol açmıştır [27]. He ve ark., AGK2 uyguladıkları UUO (tek taraflı üretral 

obstrüksiyon) farelerinde kolajen birikimini azaldığını göstermiştir. Tübül epitel 

hücre kültüründe TGF-β1 ile uyarılma sonucunda -SMA, kolajen III ve 

fibronektin ekspresyon artışı gözlenirken AGK-2 uygulaması bu artışı 

önleyememiştir. Oysa ki  böbrek intertisyel fibroblast hücre dizisinde AGK-2 

uygulaması etkili olmuştur [28]. Bu sonuç SIRT2’nin hücreye bağlı işlevsellik 

sergilediğini göstermektedir. SIRT2'nin inhibisyonu (10 uM AGK2), TGF-β1 ile 

uyarılmış kültüre edilmiş akciğer fibroblastlarında, fibronektin, kolajen I ve -

SMA ekspresyonunu azaltmıştır [172]. Literatürdeki bu bulgular, AGK2’nin doza 

ve zamana bağlı olarak fibrotik belirteçlerin ekspresyonunu etkilediğini 

düşündürmüştür. 

Çalışmamızda, histolojik olarak kolajen 1,3 ve -SMA düzeyi 

immünohistokimyasal olarak incelenmiştir. Masson trikrom ve PAS boyaması 

yapılmış. Yaşlanma ile karaciğer dokusunda Fibronektin, Tip I Kolajen, Tip III 

Kolajen, -SMA, kolajen lif yoğunluğu ve histopatalojik skor arttı. Histopatolojik 

skorda inflamasyonun yanı sıra hepatosit kordonlarının ışınsal düzenleniminde 

bozulma, hepatosit dejenarasyonu ve karaciğer sinuzoidlerinde dilatasyon dikkat 

çeken bulgulardandı. 

Çalışmamızda Plazma Paraksonaz Aktivitesi ile Fibronektin, Tip I Kolajen, 

Tip III Kolajen düzeyleri, Histopatolojik skor ve Kolajen lif yoğunluğu negatif 

korelayon gösterdi. a-SMA IHC; β-katenin, Fibronektin, Tip I kolajen, Tip III 
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kolajen, Histopatolojik skor, Kolajen lif yoğunluğu ile pozitif yönde; paraksonaz-

plazma ve NF-kB ile negatif yönde korelasyon gösterdi. 

Fibronektin ile SIRT2 (W) pozitif yönde; Kolajen 1, Histopatolojik skor ve 

Kolajen lif yoğunluğu ile SIRT2 (IHC) pozitif korelasyon gösterdi. 

Çalışmamızda, D-GAL bağlı yaşlanma modelinde SIRT2’nin, karaciğer 

üzerinde yapısal değişiklikler, fonksiyonel kayıpları ve fibrozis mekanizmasına 

etkileri araştırılarak, inhibisyonunun kronik karaciğer hastalıklarında yeni bir tedavi 

stratejisi olacağını düşündürmektedir. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

D-galaktoz uygulaması ile oluşturulan hızlandırılmış yaşlanma modelinde, 

SIRT2 inhibitörü olarak AGK-2 uygulamasının, etkisini incelediğimiz 

calışmamızda elde ettiğimiz sonuçları aşağıdaki gibi özetlemek mümkündür; 

 D galaktoz uygulaması; karaciğer fonksiyon göstergelerinden AST, 

AST/ALT oranı, APRI indeksini artırırken, Paraksonaz plazma 

düzeyini azaltmış ve karaciğer fonksiyonlarında bozukluğa sebep 

olmuştur. 

 D galaktoz uygulaması; fibrozis ile ilişkili sinyal yolaklarından, TGF β, 

β katenin (IHC, western) mRNA düzeyini artırdı. 

İmmünohistokimyasal analizde ise; -SMA, Tip I kolajen, Tip III 

kolajen, Histopatolojik Skor ve Kolajen lif yoğunluğunu artırmıştır.  

 D galaktoz uygulaması; IL1 β ve SIRT2 düzeyini artırmıştır. 

 AGK2 uygulaması, AST, AST/ALT oranı, APRI indeksin, VLDL ve 

Trigliserit düzeyini azaltmıştır. AGK2’nin karaciğer fonksiyonlarını 

iyileştirdiğini düşündürmektedir. 

 AGK2 uygulaması; fibrozis ile ilişkili sinyal yollarından TGF β, β 

katenin mRNA düzeyini azaltmıştır. İmmünohistokimyasal analizde 

ise; -SMA, Histopatolojik Skor ve Kolajen Lif Yoğunluğu 

azalmasına sebep olmuştur. 

 AGK2 uygulaması, IL1β ve IL6’yı azalatarak anti inflamatuvar etki 

sergilemiştir. 
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 AGK2, immünohistokimya ve western analizinde SIRT2 düzeyini 

azaltmıştır. 

D-galaktoz’a bağlı yaşlanma modeli karaciğer fibrozisi oluşturmaktadır. 

Fibrozis mekanizmasında SIRT2, TGF-β ve β katenin artmıştır. SIRT2’nin spesifik 

inhibitörü olan AGK-2’nin uygulamasının, karaciğerde yaşlanmaya bağlı görülen 

fibrotik değişiklikleri tersine çevirmede ve fonksiyon kayıplarını iyileştirmede 

etkili olduğunu düşünüyoruz. Çalışmamızda SIRT2’nin fibrozis mekanizmasında 

yer almasına karşın, SIRT2’nin dokuya özgü işlevselliği, ilgili hücre tipleri 

açısından farklılıklar sergilemesi ve literatürde birbiri ile çelişkili çalışmaların 

bulunması, SIRT2’nin etkilerinin ortaya konması için daha ileri çalışmalara ihtiyaç 

duyulduğunu göstermektedir. 

Çalışmamızın kısıtlılıklarına değinecek olursak; 

 Karaciğer dokusunda inflamasyon için ELİSA yöntemi ile bakılan 

inflamatuvar sitokinler IL-6, IL-1β, NF-kB düzeyleri PCR veya Western 

Blot yöntemi ile gösterilmesi çalışmanın bulgularını destekleyecektir.  

 PDGFB düzeyi, farklı yöntemlerle (Western Blot Yöntemi) ile kontrol 

edilmelidir. 

 Yapılan ön çalışmada, 10 hafta olarak belirlenen D-galaktoz uygulaması 

bazı parametrelerde değişikliğe neden olmamıştır. Uygulamanın daha 

uzun süre devamı karaciğerdeki etkileri daha belirgin hale getirebilir.  

 AGK2’nin farklı doz ve sürelerle çalışılması SIRT2’nin rolünü 

açıklamak için gereklidir. 
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8.ÖZET 
 
D-GALAKTOZ İLE İNDÜKLENMİŞ YAŞLANMA MODELİNDE GELİŞEN 
KARACİĞER FİBROZİSİNDE SIRT2 İNHİBİSYONUNUN ETKİSİ 

 (Uzmanlık Tezi) 
 

  Aslı Nur BAHAR 
  GAZİ ÜNİVERSİTESİ  

TIP FAKÜLTESİ FİZYOLOJİ ANABİLİM DALI 
 

Mart 2022 

ÖZET 

Çalışamamızda, D-galaktozun neden olduğu yaşlanma modelinde, AGK-2 ile 
yapılan SIRT2 inhibisyonunun karaciğer fonksiyonlarına etkisi, fibrozis ve 
inlamasyon gibi patolojik süreçlerdeki rolünün belirlenmesi amaçlanmıştır. 
Çalışmada toplam 32 adet 3 aylık sprague dawley sıçan kullanıldı. Sıçanlar; kontrol, 
%4DMSO+PBS+DMSO+D-GAL, D-GAL, D-GAL+AGK2 şeklinde 4 gruba 
ayrıldı. Deney ve kontrol gruplarına 10 hafta D-galaktoz (150 mg / kg / gün), 
spesifik SIRT2 inhibitörü olarak AGK-2 (10µM/bw), %4DMSO+PBS ve serum 
fizyolojik uygulaması yapıldı. Alınan karaciğer dokularında; biyokimyasal 
parametreler (ALT, AST, trombosit miktarı, LDH, HDL, VLDL, total kolestrol, 
trigliserit) çalışıldı. AST-ALT Oranı, AST-Trombosit Oranı İndeksi (APRI), 
karaciğer indeksi (karaciğer ağırlığı/vücut ağırlığı) hesaplandı. Yaşlanma 
modelinde karaciğer SIRT2 düzeyleri western blot ve immünohistokimyasal analiz 
ile belirlendi. Paraksonaz plazma ve doku düzeyleri, NFĸB, IL 1β ve IL 6 düzeyi 
ELISA ile çalışıldı. TGF β, β katenin, PDGFBB genlerinin ifade düzeyi gerçek 
zamanlı-polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlendi. Histolojik fibrotik değişiklikler 
(Kolajen 1,3 ve α-SMA, Fibronektin, β katenin) immünohistokimyasal analiz ile 
belirlendi. Kolajen lif yoğunluğu değerlendirmesi ve histopatolojik skorlama 
yapıldı. Bu parametrelerin SIRT2 ile ilişkisi kuruldu. İstatiksel değerlendirme için 
One-Way ANOVA testi kullanıldı (p<0,05). Bulgularımız D-Galaktoz uygulaması 
ile AST, AST-ALT Oranı, APRI, SIRT2 protein ekspresyonu, IL1β, TGF β, β 
katenin, Tip I kolajen, Tip III kolajen ve α-SMA, kolajen lif yoğunluğu ve 
histopatolojik skorun arttığı, ALT ve lipid panelerinin değişmediği, paraksonaz 
plazma ve NFĸB düzeyinin azaldığı görüldü. AGK-2 uygulamasının ise; 
karaciğerde yaşlanmaya bağlı görülen fibrotik değişiklikleri tersine çevirmede ve 
yaşlanmaya bağlı fonksiyon kayıplarını iyileştirmede etkili olabileceğini 
düşündürmektedir.  
 
Anahtar Kelimeler: D-Galaktoz, Fibrozis, SIRT2 inhibisyonu, TGFβ, β catenin, 
karaciğer 
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9.ABSTRACT 
 
EFFECT OF SIRT2 INHIBITION ON HEPATIC FIBROSIS THAT DEVELOPS 

IN THE D-GALACTOSE-INDUCED AGING MODEL  
(Residency Thesis) 

Aslı Nur BAHAR 

GAZİ UNIVERSITY 
FACULTY OF MEDİCİNE 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 (10µM/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, NFĸB, IL 1β and IL 6 levels were studied by ELISA. 
Expression level of TGF β, β catenin, PDGFBB genes determined by real-time-
polymerase chain reaction. Histological fibrotic changes (Collagen1,3and α-SMA, 
Fibronectin, β-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, IL1β, TGF β, β catenin, Type I collagen, Type III 
collagen and α-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 NFĸB 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, TGFβ, β catenin, liver 
             

 



141  

 
10.EKLER 
 

 
 



142  

11.ÖZGEÇMİŞ 
 
 

Adı: ASLI NUR 
 
Soyadı: BAHAR 
 
Doğum Yeri ve Tarihi: ACIPAYAM 1992 
 
Eğitimi: 

Tıpta Uzmanlık Eğitimi: 

2018-2022 Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji AbD. 

Tıp Eğitimi: 

2015-2017 Gülhane Üniversitesi Tıp Fakültesi      

2011-2014 Cumhuriyet Üniversitesi Tıp Fakültesi 

  

Lise 

2006-2010   Afyon Anadolu Öğretmen Lisesi                
 
Yabancı Dili: İngilizce 
 

Üye Olduğu Bilimsel Kuruluşlar: 

-Türk Fizyolojik Bilimler Derneği (TFBD) 

 

Bilimsel Etkinlikler: 

Kurs ve Eğitimler: 

 
- Tıpta İletişim Becerileri Temel Eğitimi, 19-20 Eylül 2019 
- Deney Hayvanları Uygulama ve Etik Kursu, Gazi Üniversitesi 

Laboratuar Hayvanları Yetiştirme ve Deneysel Araştırmalar Merkezi, 
14.01.2019- 22.01.2019 

- TÜBİTAK 2237B Bilimsel Eğitim Etkinliklerini Destekleme 
Programı kapsamında düzenlenen Sağlık Bilimleri Alanlarında 
Araştırma Projesi Hazırlama ve Yürütme Eğitimi Kursu, 11-13 
Temmuz 2020 

- TÜBİTAK 2237A Bilimsel Eğitim Etkinliklerini Destekleme 
Programı kapsamında düzenlenen Deney Hayvanlarına Sterotaksik 



143  

Uygulamaları Kursu, 22-25 Ekim 2020 
- TÜBİTAK 2237A Bilimsel Eğitim Etkinliklerini Destekleme 

Programı kapsamında Tıp Fakültesi Lisansüstü Öğrencilerine 
Yönelik Laboratuvar Hayvanlarında İleri Düzey Deneysel 
Araştırmalar Kursu, 31 Mayıs- 03 Haziran 2021 

- Sağlık Bilimlerinde Bilimsel Ar-Ge Projesi Yazma Uygulamalı 
Eğitimi, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi, 3 Eylül 2021 

-  
Bilimsel Etkinlikler: 

- 45. Ulusal Fizyoloji Kongresi 31 Ekim-1 Kasım 2019 
- 46. Ulusal Fizyoloji Kongresi 8-10 Ekim 2021 

 
Yayınlar: 

- Ulusal bilimsel toplantılarda sunulan ve bildiri kitaplarında basılan bildiriler: 
 

- Bahar, Aslı Nur; Muratoğlu, Saide; Keskin-Aktan ,  Arzu; Akbulut, 
K.G (2019).  The Effect of Salermide Administration on The 
Oxidative Stress in The Kidney Tissue During Aging. ACTA 
PHYSILOGICA Volume:227 Special Issue: SI Supplement:722 
Pages: 120 Meeting Abstract: P138. (45. Ulusal Fizyoloji Kongresi, 
PS138, Palm Wings Ephesus Hotel Kongre Merkezi, 31 Ekim-3 
Kasım 2019, Kuşadası, Aydın) 
 

- Bahar, Aslı Nur; Keskin-Aktan , Arzu; Akbulut, K.G (2021).  The 
Effect of Curcumin Administration on Oxidative Stress in Thymus 
Tissue and Plasma in Aging. ACTA PHYSILOGICA Volume:234 
Special Issue: SI Supplement: 724 Meeting Abstract: P18. (46. Ulusal 
Fizyoloji Kongresi, PS18, 8-10 Ekim 2021) 

 
 


