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OZET

Kronik Karaciger Fibrozu Olusturulan Geng¢ ve Yash Farelerde Inflamatuar ve Anti-
Inflamatuar Sitokin Genlerinin ifade Edilme Diizeyinin Arastiriimasi

Amac: Viicudumuzdaki en biiylik organ olan karacigerin immiin sistem {izerindeki
etkisi tam olarak bilinmemektedir. Projemizin amaci, kronik karaciger fibrozu esnasinda
karaciger ve sekonder lenfoid organ olan dalakta gelisen hiicresel yanitin molekiiler diizeyde
analizi ve ayrica geng ve yasli deneklerden elde edilen verilerin karsilastirilarak yaglanmanin
karacigerdeki immiin yanit lizerine etkisinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: Kronik fibroz modeli olusturmak amaciyla BALB/c farelere ip.
Thioacetamide enjeksiyonu yapilmistir. Tiim gruplarda karaciger ve dalak dokularinda
inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokin genlerinin ifade edilme diizeyleri arastirilmus,
karaciger dokularinda histolojik ve immiinohistokimyasal analizler yapilmistir.

Bulgular: Geng fibrotik deneklerin karaciger dokularinda TNF-¢, IL-10 ve TGF-4
gen ifade diizeyleri geng naive deneklere gore artis gosterirken, ROR-x,ve IFN-y gen ifade
diizeylerinde azalma saptanmistir. Dalak dokularinda ise GATA-3, FOXP3 ve TNF-« gen
ifade diizeyleri artis gostermistir. Yash fibrotik deneklerin karaciger dokularinda ROR-#, T-
bet, IL-10 ve IFN-y gen ifadeleri yash naive deneklere gore azalmaktadir. Dalakta ise T-bet
ve IFN-y gen ifade seviyeleri azalmistir. Yaslanma ile beraber karaciger dokusunda T-bet,
IL-10 ve TGF-g gen ifadelerinde artis saptanmistir. Ayrica yash deneklerin dalaklarinda
TGF-4, IL-17, ROR-»t ve IL-2 disindaki tiim genlerin ifade diizeyleri artmigtir.

Sonug: Karaciger fibrozu esansinda geng bireylerde karacigerin hem inflamatuar hem
de anti-inflamatuar yaniti destekledigi, dalakta ise anti-inflamatuar yaniti destekledigi
anlasilmaktadir. Yaslanmaya bagli olarak fibroza karsi verilen immiin yanitin farklilik
gosterdigi anlagilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Fibrozis, Karaciger, Dalak, Sitokin
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ABSTRACT

Investigation of the Expression Level of Inflammatory and Anti-Inflammatory
Cytokine Genes in Young and Aged Mice with Chronic Liver Fibrosis

Aim:The effect of the liver, the largest organ in our body, on the immune system is
not fully known. The aim of our project is to analyze the cellular response that develops in
the liver and the spleen, at molecular level during chronic liver fibrosis, and also to
investigate the effect of aging on the immune response in the liver by comparing the data
obtained from young and old subjects.

Material and Method: In order to create chronic fibrosis model thioacetamide was
injected via i.p route to BALB/c mice. The expression levels of inflammatory and anti-
inflammatory cytokine genes in liver and spleen tissues were investigated in all groups, and
histological and immunohistochemical analyzes were performed on liver tissues.

Results: TNF-«, IL-10 and TGF-£ gene expression levels in liver tissues of young
fibrotic subjects increased compared to young naive subjects, while ROR-#, IL-4 and IFN-y
gene expression levels decreased. GATA-3, FOXP3 and TNF-« gene expression levels
increased in spleen tissues. ROR-#, T-bet, IL-10 and IFN-»gene expressions in the liver
tissues of elderly fibrotic subjects decreased compared to elderly naive subjects. In the spleen,
T-bet and IFN-ygene expression levels decreased. T-bet, IL-10 and TGF-£ gene expressions
increased in liver tissue as a result of aging. In addition, expression levels of all genes except
TGF-4, IL-17, ROR-» and IL-2 increased in the spleens of elderly subjects.

Conclusion: Our findings reveal that the liver supports both the inflammatory and
anti-inflammatory response in young individuals during liver fibrosis, while the spleen
supports the anti-inflammatory response. It appears that the immune response to fibrosis
varies depending on aging.

Key Words: Fibrosis, Liver, Spleen, Cytokine
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1. GIRIS

Karaciger fibrozu, karacigerde meydana gelen ¢esitli kronik hastaliklar nedeniyle
ekstraseliiler matriks proteinlerinin yiiksek miktarda birikmesi sonucu ortaya ¢ikan, patolojik
bir durumdur ve diinya ¢apinda morbidite ve mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir (1).
Fibroz; hepatoseliiler Oliimiin oldugu hastaliklarin hemen hemen tiimiinde ortaya
cikabilmektedir. Bu hastaliklar arasinda, kronik viral hepatit, alkolsiiz yagl karaciger
hastalig1, toksik hepatit, alkolik karaciger hastalifi, kolestatik ve otoimmiin karaciger
hastalig1 gibi gesitli hastaliklar bulunmaktadir (2). Fibrozun ilerlemesi ile gelisen son donem
karaciger hastaligi tim diinyada 6nemli bir saglik sorunudur. Son donem karaciger
hastaliginda bugiin en etkili tedavi yontemi karaciger naklidir ancak karaciger naklinin
basarist1 dondr bulunamayisi, es zamanli olarak diger dokular1 etkileyen sekonder
hastaliklarin varligi ve nakil sonrasi hastaligin niiksii gibi nedenlerle etkilenmektedir (3). Bu
nedenle karaciger fibrozunun mekanizmasmin aydinlatilmasi teshis ve tedavisinde
kullanilabilecek buluslarin oniinii agacaktir.

Karaciger fibrozunda klinik olarak go6zlenen splenomegali ve hipersplenizm
olusumlarinin yami sira dalagin karacigere portal kan akim yoluyla bagli olmasi ve
splenektomi yapilan fibrozis vakalarinda iyilesmelerin olmasi bu organi fibrozis geligimi ile
ilgili olarak potansiyel bir hedef haline getirmektedir (4). Bu konuda daha Once
laboratuvarimizda gergeklestirdigimiz ¢alismalar sonucunda deneysel fibrozis modeli
olusturulan deneklerin dalaklarinda CD4*CD25'FOXP3* regiilator T-lenfosit ve
CD19"CD5*Cd1d"9" regiilatér B-lenfosit diizeylerinde saglikli kontrol grubuna gore belirgin
diizeyde artis oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar, bir yara iyilesmesi olsada, karacigerde
var olan bir inflamasyon aninda major sekonder lenfoid organ olan dalakta inflamasyonun
baskilanmasima yonelik hiicre grubunun tespit edilmis olmasi cevaplanmayr bekleyen
sorulart agiZa ¢ikarmaktadir. Hem bu sorulari cevaplayabilmek hem de karacigerin immiin
sistem tizerindeki etkisini anlayabilmek ic¢in arastirmamizda karaciger fibrozu esnasinda
karaciger ve dalakta inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin ifade edilme diizeyleri
arastirilip, veriler her iki organ i¢in karsilastirilacaktir. Bilindigi iizere, hiicresel ve salgisal
immiin yanitta etkili olan yardimci T-lenfositlerin farklilasmasi ile immiin yanitin

inflamatuar ya da anti-inflamatuar yonde gelisip gelismeyecegi belli olmaktadir. Bu noktada
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belirleyici olan ve arastirmayi planladigimiz faktorlerden bir tanesi de reaksiyonun son
basamaginda yer alan transkripsiyon faktorleridir. Ayrica yaslanmanin immiin sistem
tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Yaslanma etkisiyle immiin hiicrelerin etkinligi, sayisi,
tirettikleri sitokinlerin ¢esitliligi gibi ¢esitli 6zelliklerde farkliliklar yasandigi bilinmektedir
(5, 6). Bu yiizden ¢alismamizda yasa bagli olarak gelisebilecek immiinolojik degisikliklerin
de ortaya konulmasi icin karaciger fibrozunun geng¢ ve yash fareler iizerindeki etkilerini
arastirmak tizere gen¢ ve yasli BALB/c fareler kullanilacaktir. Fibroz gelisen deneklerin
karaciger ve dalaklarinda bazi inflamatuar sitokinler (I1L-2, IL-6, IFN-y, /L-12, IL-17, TNF-
) ve bazi anti-inflamatuar sitokinler (IL-4, IL-/0, TGF}p) ve bu sitokinlerin uyarimi sonucu
T-hiicrelerinin alt tiplerine farklilasmasinda rol alan transkripsiyon faktorlerinin [T-bet (T-
box transcription factor), GATA3( GATA binding protein 3), RORyT( Retinoic acid-releated
orphan receptors gamma T), FOXP3( Forkhead box P3)] gen ifadelerinin incelenmesi ve
karsilastirilmasinin yani sira elde edilen karaciger dokularindan histolojik ve biyokimyasal

analizler gergeklestirilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger

Karaciger, viicutta bulunan en biiylik organdir ve bir¢ok farkli islevi yerine
getirmektedir. Eriskin bir bireyin karaciger agirlig1 yaklasik olarak 1500 gr olup, bu agirlik
viicut agirhi@inin yaklasik %2’sini olusturmaktadir (7). Karaciger bir¢ok fizyolojik siiregte
rol alan bir organdir, bunlara makro besin metabolizmasi, kan hacminin diizenlenmesi,
bagisiklik sisteminin desteklenmesi, biiylime sinyal yolaklarinin endokrin kontroli, lipid ve
kolesterol homeostazi ve birgok ilagin dahil oldugu ksenobiyotik bilesiklerin par¢alanmasi
dahildir. Makro besinlerin islenmesi, ayristirilmast Ve metabolizmasi diger tiim islemleri
yiritmek igin gereken enerjiyi saglar ve bu nedenle karacigerin en oOnemli islevleri
arasindadir. Ayrica, karacigerin glukozu glikojen formunda saklayarak aglik durumuna
cevaben glikojenik yollarla glikoz saglamasi kritik 6neme sahiptir. Karaciger, lipitleri okside
eder fakat adipoz doku gibi diger dokularda salgilanmasi ve depolanmasi igin fazla lipidi
paketleyebilir. Son olarak, karaciger protein ve amino asit metabolizmasinin ana isleyicisidir,
kanda salgilanan proteinlerin gogunlugundan, amino asitlerin enerji i¢in islenmesinden ve
protein parcalanmasindan olusan azotun iire metabolizmas1 yoluyla bertaraf edilmesinden
sorumludur. Biitin bu onemli gorevlerinden dolay1 ¢esitli sebeplerden (6rnegin viral
enfeksiyon, asir1 beslenme veya onkolojik yiik) kaynaklanan karaciger yetmezligi kiiresel
capta 6nemli bir saglik sorunudur (8).

Karaciger fibrozunun patolojisini kavrayabilmek i¢in saglikli bir karacigerdeki temel
hiicresel yapilanmay1 bilmek gerekir. Karacigerin islevsel birimine karaciger lobiilii denir.
Insan Karacigerinde yaklasik 50.000-100.000 adet lobiil bulunmaktadir (9). Karaciger
lobiilleri siniizoidal liimenlerden olugmaktadir, siniizoidal liimenin etrafinini karaciger
voliimiiniin yaklasik %80 kadarini olusturan hepatosit adi verilen karacigerin parankim
hiicreleri kaplar. Hepatositler ile siniizoidal endotel hiicreleri arasindaki bolgeye disse
boslugu adi verilir. Hepatik Stellat Hiicreleri (HSH) disse boslugunda yer alir. Bu bosluk
parankimal hiicrelerin fonksiyonunu korumak i¢in gerekli olan metabolik aligverisi
saglamaktadir. Kan akimi ile hepatositler arasindaki bu baglantiyr kurmak i¢in diisiik

yogunluklu bazal membran benzeri bir matriks igerir. Bununlarin diginda siniizoid yapisi



icerisinde siniizoidal endotel hiicreleri iizerine tutunmus Kupffer hiicreleri yer almaktadir

(10) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Saglikli Bir Karaciger Siniizoidal Lumen Yapisi ve Hiicre Tipleri (11).

2.2, Karaciger Fibrozu

Hepatik fibrozis, fibroblastlarin ve miyofibroblastlarin (MF), cogalmasi ve
aktivasyonunun bir sonucu olarak karacigerde ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin
asirt birikmesi ile meydana gelmektedir (12). Hasarlanmanin akut veya kendi kendini
sinirladigr durumlarda degisiklikler gegicidir ve karaciger mimarisi normal yapisina geri
donebilmektedir. Bu durumun aksine hasarlanma devam ederse, kronik inflamasyon ve ECM
bilesenlerinin birikimi devam ederek zamanla karaciger parankiminin yara dokusu ile yer
degistirmesine yol agmaktadir. ECM bilesenlerinin disse boslugunda birikmesi, endotelyal
tabakanin karakteristik olan gegirgen por yapilarinin kaybina yol agarak, portal venéz akim
ve hepatositler arasindaki ¢ift yonlii metabolik alisverisin bozulmasina neden olur (Sekil 2.2).
Fibrozis boyunca yara dokunun siirekli olarak birikmesi, bir zaman sonra parankima ve
damar yapisini bozarak yiiksek mortalite oranlarina sahip olan siroz ile sonuglanabilir (13,
14). Bu son asamaya ilerleme tipik olarak degisken ve yavas bir sekilde ger¢eklesmektedir.
Kronik karaciger hasar1 olan hastalarda siroz cevresel ve genetik faktorlerinde etkisine bagh
olarak yaklasik 20 ile 40 yillik bir zaman araliginda gelismektedir (14). Karaciger fibrozu
biiyiik dl¢iide asemptomatik gelisir ancak siroza ilerlemesi ciddi morbidite ve mortalite riski

tasir. Siroz Amerika Birlesik Devletleri'nde neoplastik olmayan sindirim sistemi hastaliklari
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arasinda en ¢ok Oliime sebep olan hastaliktir ve yilda yaklagik 30000 6liime neden
olmaktadir, buna ek olarak siroz olusumu sonras1 goriilen karaciger kanseri sebebiyle her yil
10000 olim meydana gelmektedir (15). Karaciger fibrozunun etiyolojisinin daha iyi
anlasilmasinin, potansiyel tedavi edici stratejiler ve teshis edici araglar gelistirmede yarar
saglayacagi disiiniilmektedir. Gilinlimiizde siroz i¢in en etkili tedavi yontemi karaciger
naklidir. Ancak donér bulunamayisi, es zamanl olarak diger dokulari etkileyen sekonder
hastaliklarin varlig1 ve nakil sonrasi hastaligin niiksii gibi nedenler nakil tedavisinin
basarisini1 sinirlamaktadir. Bu sebeple Karaciger fibrozu mekanizmalar1 aydinlatilarak, fibroz
ilerlemesini durdurmaya yonelik tedavi stratejileri gelistirmek amaglanmaktadir (3).
Fibrozisin gelisimi ile ilgili farkli yolaklar tanimlanmistir. Bunlarin etiyolojisinin
temelinde hasarin bolgesi (portal veya merkezi), fibrojenik hiicrelerin nereyle iliskili olarak
kaynaklandig1 ve baskin fibrojenik mekanizmalar vardir (13). Kronik viral hepatit B ve C,
koprii fibrozunun baglica sebebidir ve portal merkezi septa olusumu ile sonuglanir.
Perisiniizoidal veya periselliiler fibroz tipik olarak alkolle iliskili bozukluklarda ve non
alkolik yagl karaciger hastaliginda goriiliir. Alkole bagli fibroz siniizoidler veya hepatosit
etrafindaki disse ¢evresinde ekstraseliiler matriksin birikmesi ile karakterize edilir. Biliyer
fibroz, safra kanallariin ve periduktiiler miyofibroblastlarin proliferasyonunu igerir, bu da
karaciger nodiillerini ¢evreleyen portal-portal fibrotik septa olusumuna yol agar (14).
Fibrozisin anlasilmasindaki en 6nemli gelisme HSH hiicrelerinin hem normal hem de
fibrotik karacigerde ECM bilesenlerinin birikimini diizenlediginin kesfedilmesidir. HSH
hiicreleri ilk olarak 1876 yilinda Karl Wilhelm von Kupffer tarafindan tanimlanmistir ve
karacigerdeki yerlesik hiicrelerin yaklasik %10'unu olustururlar. Bu hiicre tipinin en belirgin
ozelligi sitoplazmik lipit damlaciklarinda A vitamini depolamasidir. HSH’ler karaciger
siniizoidal endotel hiicreleri ve hepatositler arasindaki disse subendotelyal boslugunda
endotel hiicrelerine bitisik halde veya hepatositlerin mikrovilluslari igerisine gdmiilii olarak
yer alirlar. Ayrica, HSH’ler birbirleriyle sinir sonlanmalari ile baglanti yaparlar. Normal
karacigerde HSH'ler proliferatif olmayan, suskun bir fenotip gosterir. Ancak karacigerin
yaralanma, iltihaplanma, hepatit B viriisii (HBV) veya hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonu
gibi patolojik kosullara maruz kalmasi sonucu hasar gdren hepatositler ve inflamatuar
hiicreler, biiytime faktorleri ve pro-fibrojenik sitokinleri serbest birakirlar. Bu uyaranlara

maruz kalan HSH hiicreleri suskun halden aktif duruma gegerek proliferatif, inflamatuar tipte



yiksek ECM bilesen iiretimi ile karakterize kontraktil ve fibrojenik MF hiicrelerine
doniiserek fibrozu baslatirlar (Sekil 2.2) (11, 16-18).
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Sekil 2.2. Fibrotik Karaciger Siniizoidal Liimen Yapisi (11).

MEF hiicrelerin birincil ve en dnemli kaynagi HSH hiicreleridir ancak bagka tipte
hiicrelerde MF hiicrelerine doniisebilmektedir. Bu hiicrelerden portal fibroblastlar; portal
alanlarin bag dokusundaki konumlarindan dolayi, yerlesik fibroblastlarin aktivasyonu MF
hiicreye doniisiimiinde ve 6zellikle de iskemi ve kolestaz ile iligkili hastaliklarda 6nemlidir
(19-21). Bunun disinda dolasimdaki fibrositlerde MF hiicre olusumuna katkida
bulunabilirler. Birgcok arastirma, karaciger hasarini takiben, kemik iliginin karaciger
fibrozunun ilerlemesine katilabilecek MF benzeri hiicreler sagladigint gostermistir (22-24).
Epitel hiicreleri, epitelyal mezenkimal gegis (EMT) olarak bilinen biyolojik bir islemle 6lii
veya zarar gormiis hepatositlerin yerine gecerek fibroza katkida bulunabilirler. Ciinkii bu
hiicreler dokuda gog edebilen, apoptoza direnci yiiksek, yiiksek miktarda ECM iiretimi ve
ECM’nin farkli sekilde yapilanmasina neden olan fibroblastik tipli hiicrelerdir (21, 25, 26).
Bu durum sadece doku rejenerasyonu ve fibroz ile degil, ayn1 zamanda timdriin ilerlemesi

ile de yakindan iligkilendirilmistir (Sekil 2.3) (27).
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Sekil 2.3. Karaciger Fibrozunda Miyofibroblast Hiicrelerin Kaynaklar: (11).

2.2.1. Fibrozda Ekstraseliiler Matriks

Normal sartlarda karacigerdeki ECM’in yikimi ve sentezi arasinda son derece
kusursuz diizenlenmis bir denge vardir. Bu denge Matriks Metalloproteinazlar (MMP) ve
metalloproteazlarin spesifik doku inhibitorleri [ ing. Tissue Inhibitors of Metalloproteinase
(TIMP)] arasindaki denge ile saglanir. Matriksinler olarak da bilinen MMP'ler, kollajen6z ve
kollajendz olmayan ECM substratlarini parcalayan kalsiyum bagimli enzimlerden olusan bir
ailedir ve. ECM’nin miktarin1 siki bir sekilde diizenlemektedirler. MMP’ler TIMP'ler
tarafindan kontrol edilirler (28, 29). TIMP’ler geri doniisiimlii MMP'lerin aktif bolgesine
baglanir ve MMP’lerin aktivitesini antagonize ederek karaciger hasari sirasinda biriken
matriksin yikiminin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Ayrica TIMP-1'in HSH'ler tizerinde
antiapoptotik bir etkisi vardir; yaralanma sirasinda aktif HSH'lerin temizlenmesini dnler ve
B hiicresi lenfoma 2'min [ ing. B-cell lymphoma-2 (Bcl-2)] indiiksiyonu ile hayatta
kalmalarini destekler (30). HSH'lerinde hasarli karacigerde 6nemli bir TIMP kaynagi oldugu
diistiniilmektedir. Fibrozis esnasinda miyofibroblast hiicrelerin matriks yikimini engelleyici

TIMP’leri yiiksek miktarda ifade etmesi Karacigerdeki TIMP / MMP oranindaki artisa sebep



olarak ECM’in MMP’ler tarafindan yikiminin inhibe edilmesine neden olur ve sonug olarak
ortamda ECM birikerek fibroza sebep olur (13, 31-33).

Hepatik fibrozis, karaciger parankimi i¢in fonksiyonel ve yapisal biitlinliik saglayan
ECM’in hem kalitesini hem de bilesenlerinin miktari etkiler. Kronik karaciger hasari
sirasinda, ortamda ECM birikmesiyle birlikte fibrotik septa kalinlasmasi ve kollajenlerin
kimyasal capraz bag yapmalart sonucu hepatik fibroz gelisir. Bunun disinda ECM
igerigindeki degisiklikler dogrudan fibrogenezi uyarabilir (34). Karacigerdeki en 6nemli
yapisal ECM bilesenleri kolajen, proteoglikanlar, laminin, fibronektin ve matriksdeki
hiicresel proteinlerdir. Normal karacigerde disse boslugunun diisiik yogunluklu matriksi esas
olarak kolajen IV ve VI'dan olusur ancak Karaciger hasari gerceklestigi zaman matriks
icerigindeki fibril kollajenlerin tipi degiserek kollajen I, 111 ve fibronektin agirlikli bir yapiya
dontisiir (35, 36). ECM bilesimindeki bu kantitatif ve kalitatif degisiklikler matriks mikro
ortamini degistirir ve siniizoidal liimen ile hepatositler arasindaki iki yonlii plazma akisina

fonksiyonel ve fiziksel bir engel olusturarak hepatik fonksiyonu bozar (Sekil 2.2) (14).

2.3. Fibrozis ve Immiin Sistem Tliskisi

Immiin sistem, enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalara kars1 viicudu koruyan
hiicre ve molekiillerden olugmaktadir. Immiin sistem dogal bagisiklik ve kazanilmis
bagisiklik adi verilen mekanizmalar sayesinde yiiriitiillmektedir. Dogal bagisikligin
bilesenleri mikroorganizmalara karsi ilk savunmay1 gostermektedir. Bu bilesenler epitel
doku, antimikrobiyal iriinler gibi kimyasal ve fiziksel bariyerler, hiicresel bilesenler,
fagositler, kompleman sistem ve sitokinlerdir. Dogal bagisiklik  hiicreleri
mikroorganizmalarin sahip oldugu patojenle iliskili molekiiler 6rgiileri [ ing. Pathogen
Associated Molecular Patterns (PAMP)], 6rgii taniyan reseptorler [ ing. Pattern Recognition
Receptors (PRR)] araciligiyla taniyarak algilamakta ve immiin yanit olusturmaktadir.
Mikroorganizmalara karsi ilk yanit1 veren dogal bagisiklik sisteminin yanit1 6zgiil degildir
ve mikroorganizmalarin ortak patojenik yapilarii taniyarak tepki vermektedir. Bunlara
lipopolisakkaritler (LPS), peptidoglikan, flajellin ve viriis, bakteri, mantar ve protozolardan
kaynaklanan niikleik asitler 6rnek olarak verilebilir. Kazanilmig immiin yanit dogal immiin
yanita gore antijenlere kars1 daha 6zgiil ve giiclii yanit vermektedir. Kazanilmig immiin

yanitin en 6nemli 6zelligi hafiza olusturmasi ve ayn1 antijenle tekrar karsilagti§i zaman hizl



ve gliclii sekilde yanit verebilmesidir. Kazanilmis immiin yanit antijen sunan hiicrelerin
antijenleri peptid yapilarina indirgeyerek T hiicrelerine sunmasi ile gerceklesir. Lenfositler
ylzeylerinde bulunan ¢esitli reseptorler sayesinde lipid, protein, niikleik asit veya
polisakkarit yapidaki antijenik yapilar1 taniyabilmektedir (37, 38).

Kronik inflamasyon ve fibroz ayrilmaz bir sekilde baglantilidir ve yara olusum
bolgelerindeki immiin efektor hiicreler, lokal fibroblastlar ve doku makrofajlar1 arasindaki
etkilesimler karaciger hasarinin sonucunu belirlemektedir. Inflamasyon ve fibrozu yéneten
siireclerin daha iyi anlasilmasiyla, hem kazanilmis hem de dogal bagisiklik sistemlerinin
fibrozisin diizenlenmesinde rol oynadig1 agikliga kavusmustur (39). Immiin sistemin dogal
ve kazanilmis bagigiklik hiicreleri ve bu hiicrelerin salgiladiklari sitokin, kemokin ve biiyiime
faktorleri gibi tirtinler, HSH aktivasyonununda iginde bulundugu fibrozisin temelinde yatan
mekanizmalarda 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 2.4) (17, 40, 41).
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Sekil 2.4. Fibrozda Rol Alan Immiin Sistem Hiicreleri (11).

2.4. Sitokinler

Sitokinler bir¢cok bagisiklik ve inflamatuar reaksiyona aracilik eden immiin Sistem
hiicreleri, parankimal ve parankimal olmayan hiicreler de dahil olmak iizere cesitli hiicre
tipleri tarafindan salgilanan ¢Oziinlir peptitlerdir. Viral ajanlar, alkol tiiketimi,
hepatotoksinler ve otoimmiinite gibi faktorler sebebiyle hasarlanan karacigerde; Kupffer

hiicreleri, hepatositler, HSH’ler, dogal Katil [ ing. Natural Killer (NK)] hiicreleri, lenfositler
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ve dendritik hiicreler gibi hiicre tipleri sitokinler iireterek fibrozis siirecinde rol alirlar (14,
42).

Karacigerde tiretildigi bilinen en 6nemli sitokinler, Transforming Growth Factor B
(TGF-B) , Tiimor Nekroz Faktor- alpha (TNF-a) , Interlokin 1, 6, 10 (IL-1, IL-6, IL-10) ve
Interferon Gamma (IFN-y) *dir (43). Bu sitokinlerin yaklasik %80-90°1 Kupffer hiicreleri
tarafindan retilir. Farkli karaciger hastaliklarinda sitokin g¢esitlerinin seviyelerinde
degisiklikler gdzlenmektedir. Ornegin; kronik alkolik karaciger hastaliginda TNF-a, IL-1,
IL-6 ve kemokin IL-8 iiretimi artarken, alkolsiiz yagh karaciger hastaliginda ise TNF-a
onemli bir araci olarak 6n plana ¢ikar (44).

Fibrozis siirecinde profibrotik sitokinler arasindan en 6nemlisi olarak tanimlanan
TGF-B, miyofibroblast farklilasmas: ve aktivasyonunda 6nemli rol almasmin yani sira
miyofibroblastlar tarafindan kendi iiretimini uyarir ve otokrin bir dongii olusturur. Bu durum
fibrozda bir tedavi stratejisi olarak diisliniilmiis ve anti-TGF-f denemeleri deneysel
fibrogenez tedavisi igin basartyla kullanilmistir. Ancak, TGF-f pleiotropik dogasi nedeniyle
fibroz disinda bir¢ok hiicresel siirecte rol almaktadir (45). TGF-B yolaginin farmakolojik
olarak genis ¢apta hedeflenmesi muhtemelen sorunlu olacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
TGF-B fibrogenez stimiilasyonunun altinda yatan temel mekanizmanin aydinlatilmasi,
ozellikle profibrojenik TGF-B sinyallemesini hedefleyen yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in

gereklidir (39).

2.5. Fibroziste Dogal Bagisiklik Hiicreleri

2.5.1. Hepatik Makrofajlar

Toplam karaciger hiicre popiilasyonunun %15'ini olusturan Kupffer hiicreleri,
dolagimdaki monositlerden tiiretilen doku makrofajlaridir. Makrofajlar fibrotik yara olusumu
ve fibroz ¢6ziilmesinin kritik belirleyicileridir. Bu hiicrelerin karaciger patofizyolojisinde bir
¢ok mekanizmada 6nemli rol aldigi bilinmektedir. Kupffer hiicreleri karacigerde antijen
sunumu yapabilir. Kupffer hiicreleri ¢ok sayida pro-inflamatuar ve fibrojenik araciyi iireterek
dogal bagisiklik ve inflamatuar yanitlart diizenlerler (46, 47). Fibroblastlarin makrofajdan
iiretilen TGF-B1 veya IGF (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii) ile aktivasyonu, matriks

yeniden modellemesini baglatmak icin fibroblast gen ekspresyonunda bir gegis (degisim)
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saglar bu durum fibrogenezin erken bir 6zelligidir (30). Kupffer hiicreleri, kronik hasarlanma
karsisinda HSH’lerin aktivasyonunu tesvik ederek veya tam tersine, regresyon sirasinda
(¢6ziinme) HSH’lerin apoptozunu indiikleyerek karaciger fibrozu lizerinde zit etkiler ortaya
cikarir. Bu farkl roller, makrofaj fonksiyonunun mikro ortamdaki sitokinlere yanit olarak
fibrojenez sirasinda degistigini gostermektedir (48).

Kupffer hiicreleri ayn1 zamanda gastrointestinal sistemden tiiretilen endotoksinlerde
dahil olmak tizere bakteri lirtinleri i¢in ilk temas noktasidir. Bu nedenle Kupffer hiicreleri ana
ligandi LPS olan dogal bagisiklik reseptorii Toll benzeri Reseptor 4 [ ing. Toll like
Receptor(TLR)-4]’1 olduk¢a fazla miktarda ifade ederler. TLR'ler PAMP’lar1 taniyan ve
konagin mikrobik enfeksiyonu saptamasina izin veren yiiksek oranda korunmus bir reseptor
ailesidir ve karaciger fibrozu ile yakindan iligkilidir (46, 47). LPS uyarmm ile uyarilan
Kupffer hiicreleri TLR4 sinyali ile TNF-a, IL-1 ve IL-6 dahil olmak iizere diger birgok
profibrojenik sitokinin ifade edilmesini uyarir (39). HSH'ler de dahil olmak iizere ¢ogu
yerlesik karaciger hiicresi TLR4'i ifade eder (49). TLR4'lin LPS ile aktivasyonu HSH’lerin
TGF-B sinyaline duyarliligini artirirarak fibrozu artirir (50).

Kupffer hiicrelerinin fibrozdaki rolleri izerinde bazi arastirmalar yapilmistir. Karbon
tetra kloriir (CCls) ile fibroz olusturulan si¢anlarda Gadolinyum kloriir kullanilarak Kupffer
hiicrelerinin ekarte edilmesi sonrasi fibroza yonelik azalan histolojik bulgular ve TGF-
ifadesinin artmamasinin siganlarda CCls kaynakli hepatik fibrozun zayiflamasina neden
oldugu gosterilmistir (51). Baska 6nemli bir bilgi ise Kupffer hiicrelerinde bolca bulunan
TLR genindeki iki tek niikleotid polimorfizmi (D299G ve T399I), kronik hepatit C viriisii
olan hastalarda fibroza ilerleme riskini oldukga diisiirerek avantaj saglamaktadir (52, 53).
TLR9 da HSH hiicreleri tarafindan ifade edilen bir reseptordiir apoptotik hepatosit DNA’s1
ile aktive olur ve kollajen tiretirler (54). TLR9 ihitiva etmeyen transgenik fareler deneysel

karaciger hasar modelinde fibrozun daha az oldugu gériilmiistiir (55).

2.5.2. NK ve NKT hiicreleri

Karaciger, bagirsak ve sistemik dolasim arasindaki stratejik konumu ile siirekli olarak
bakteriyel iirlinlere, toksinlere ve gida kaynakli antijenlere maruz kalmaktadir. NK ve NK-
T hiicreler bulasici mikroplar ve neoplastik hiicreler ile miicadelede ilk savunma hattini

olusturmaktadirlar. Lenfositlerden ayr1 bir grup olarak degerlendirilen NK hiicreleri viral
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patojenlere kars1 ve timor hiicrelerine karsi gelisen immiin yanitta 6n safta gorev almaktadir.
Bu gorevinde enfekte ve/veya malign hiicrelere karsi perforin ve granzim gibi litik enzimleri
kullanirlar. NK hiicrelerinin islevleri, uyarici ve inhibitor reseptorlerden gelen sinyallerin
dengesi ile kontrol edilir. NK hiicreleri periferik kandaki diisiikk yiizdelerinin aksine
karacigerdeki yerlesik lenfoid hiicrelerin biiyiik kismini olusturur. Bu hiicreler TNF ile
ilisikili apoptoz ligandina (TRAIL) bagimli olarak HSH apoptozunun indiiklenmesi ve
antifibrotik sitokinlerin tiretimi yoluyla fibroza karsi1 koruyucu bir rol istlenirler (56).

NK hiicreleri de ifade ettikleri TLR'leri sayesinde hepatik fibroz patogenezine
katilirlar. NK hiicreleri TLR3 uyarimu ile aktive olduklarinda IFN-y iiretimi yoluyla HSH
hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurarak apoptozunu indiikler ve HSH hiicrelerinin
oliimiine sebep olur ve bu sayede de karaciger fibrozunu inhibe ettigi gosterilmistir. Yapilan
arastirmalar sonucunda NK hiicrelerinin yok edilmesi ve fonksiyonlarinda bozulma olamsi
karaciger fibrozunu arttirdig1 gosterilmistir (39, 57).

Insan NKT hiicreleri, hem T hiicre belirteglerini (af-TCR) hem de NK hiicre
belirteglerini (NK1.1/CD161) ifade eden heterojen bir hiicre grubudur. NKT hiicreleri normal
karaciger dokularinda bulunur ve nekro-inflamatuar aktivite oldugu durumlarda sayilari
artar. Kronik viral hepatitte NKT hiicrelerinin fibroz ilerlemesini destekleyen IL-4 ve IL-
13’iin de dahil oldugu profibrotik sitokinleri salgiladiklari gosterilmistir (58). Ayrica NKT
hiicrelerinin ekarte edildigi deneysel modellerde, NKT bulunmayan farelerin CCls ile

indiiklenen karaciger hasarina ve fibrozise kars1 daha dayanikli oldugu gosterilmistir (59).

2.5.3. Dendritik Hiicreler

Dendritik hiicreler karaciger bagisikligini modiile eden siireclerin merkezindedir.
Dendritik hiicreler ¢ogu zaman gii¢lii bagisiklik tepkilerine aracilik etselerde karaciger
dendritik hiicreleri belirgin sekilde tolerojenik bir fenotip sergiler ve hepatik toleransin
temelini olustururlar. Dendritik hiicreler fibrotik hepatik dokudaki lokositlerin yaklagik
%25'ini temsil eder. Dendritik hiicre fonksiyonunun tolerojenikten immiinojenik etki
gosteren hale doniismesi, karaciger fibrozundaki immiinolojik ve inflamatuar degisikliklerin
temelini olusturur. Karaciger fibrozisinin fare modelindeki g¢alismalar, fibrozda hepatik
dendritik hiicre popiilasyonunun bes kat arttigini, aktif bir ylizey fenotipi aldigini ve en

onemlisi NK hiicrelerini, T hiicrelerini ve HSH'leri uyarmak i¢in bir yetenek kazandigim
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gostermistir. Ayrica dendritik hiicrelerin ekarte edilmesi, fibrotik karacigerde yiiksek
seviyelerde iiretilen bir¢ok inflamatuar aract maddenin tamamen ortadan kalkmasina sebep

olmustur (39).

2.5.4.Notrofiller

Notrofiller dolasimda en fazla bulunan 16kosit popiilasyonudur ve bakteri, maya ve
mantar gibi ¢ogu patojen tiirline karsi ilk savunma hattin1 temsil eden, yiiksek miktarda
bulunmalarina ragmen kisa dmiirli hiicrelerdir. Notrofiller inflamasyon alanindan toplanip
yikilmak istenen mikroorganizma pargalarini hiicre i¢ine alarak enzimatik yolla yikan dogal
immiin Sistem hiicreleridir. Ancak nétrofillerin yiiksek aktivasyonunun karaciger hasarini
artirabildigi belirtilmektedir (60).

Notrofiller, karaciger hasarini takiben dogal bagisiklik sisteminin erken tepkisinde rol
oynamaktadir ve ozellikle hem alkollii hem de non-alkolik steatohepatitte (NASH) o6ne
cikmaktadir. Ayrica, IL-8 de dahil olmak iizere ¢ok sayida kemokin tarafindan hasarli

karacigere dogru go¢ etmek tizere uyarilabilirler (165).

2.6. Fibrozda Kazanilmis Bagisikhik

T lenfositler, B lenfositlerle birlikte adaptif immiin sistemin hiicresel olan
komponentlerini olustururlar. Kemik iliginden koken alan T lenfositler timusta olgunlasir ve
kan dolasimina gecer. Dolasimda bulunan lenfositlerin %60-80 kadarmi T hiicreleri
olusturur, bunlarin tigte ikisi CD4", {igte biri CD8" yiizey belirteglerini tasir. Karacigerde ise
bu oran tersine déonmiistiir. CD4" hiicreler CD8" hiicrelerin iki katidir (10) Naive CD4* T
hiicreleri salgiladiklart sitokinlere gére ve ortamda bulunan sitokinlerin etkisi ile farkl alt
gruplara ayrilir. Farklh karaciger hastaliklarinda immiin sistemin hiicreleri tarafindan ifade
edilen sitokin profilide farklilik gostermektedir. Fibroz esnasinda iiretilen sitokinlerin tipi ve
miktart naive T lenfositlerin farklilasacagi yardimer T lenfosit alt tiplerini belirlemektedir.
Bunlar farkli immiin 6zelliklere sahip yardimci T lenfosit-1[ing. T helper-1 (Tn1)], yardimci
T lenfosit-2 [ing. T helper-2 (Tw2)], yardimer T lenfosit-17 [ing. T helper-17 (Tw17)],
regiilator T lenfositler, [ing. Regulatory T-lymphocytes (Treg)] hiicreleridir. Bu doniisiimii
indiikleyen farkli sitokinler ve transkripsiyon faktorleri vardir. Tul aracili immiin yanit,

hiicre i¢i ve dis1 mikroorganizmalara kars1 fagosit aracili savunmada yer alirken T2 aracili
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immiin yanit ise, helmintik enfeksiyonlara karsi, IgE ve eozinofil-mast hiicresi aracili immiin
yanit1 gii¢lendirir (10, 12, 61).

Naive T hiicresi aktivasyonunun baslangicinda ortamda IFN-y ve IL-12 sitokinlerinin
baskin olmasi durumunda TH1 gelisimi indiiklenir. Bu sitokinler enfeksiyon esnasinda dogal
bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. Ornegin, NK hiicreleri IFN-y'nin en 6nemli
kaynaklaridir. IFN-y ve IL-12'yi de igeren bir¢ok anahtar sitokin Janus Kinaz [ ing. Janus
Kinases (JAK)]-Sinyal Dontistiiriicti ve Transkripsiyon Aktive Edici [ing. Signal Transducer
And Activator of Transcription (STAT)] hiicre i¢i sinyal yolunu uyararak spesifik gen
aglarmin aktivasyonunu saglar. JAK ve STAT ailelerinin farkli iiyeleri farkli sitokinlerle
aktive edilir. IFN-y ve IL-12'nin naive T lenfosit reseptorlerine baglanmasiyla STATI1 ve
STAT4 arac1 molekiilleri aktive olur ve bu sayede Thl1 farklilasmasinin regiilatorii olan T-
bet trasnkripsiyon faktorii uyarilarak IFN-y iireten Tnl tipi hiicreler olusur. Bu hiicreler
antifibrotik etki gosteren IFN-y’y1 tiretirler (61) (sekil 2.5).

Th2 tipi hiicrelerin gelisimi igin IL-4 gereklidir. IL-4 reseptoriiniin ligandi ile
baglanmasi sonrast STAT6 molekiilii aktive olur ve sonrasinda STAT6 transkripsiyon
faktorii olan GATAS3lin ifadesine neden olur. Bu durum naive T hiicresinin TH2 hiicresine
dontigmesini saglar. GATA3 aym1 zamanda kendi ifadesini de indiikleyerek T2
farklilasmasinin stabil olmasini saglar (Sekil 2.5). Th2 tipi hiicreler IL-4, IL-13 gibi anti-
inflamatuar sitokinleri tiretirler, T2 alt tipi immiinitede doku tamirini yoneten hiicre tipidir
ve karacigerde fibrotik etki gosterirler. Doku inflamasyonunu azaltarak ve 6nemli doku
rejenerasyon mekanizmalarini aktive ederek koruyucu aktivite gosterirler (12, 61, 62).
Ancak; IL-4 ve IL-13 karacigerdeki hasar kroniklestigi zaman fibrotik etki gostermektedir.
Ornegin IL-13, fibroz esnasinda kollejen iiretimini ve fibroz gelisimi ile ilgili genleri a-diiz
kas aktin [ ing. a -smooth muscle actin (a -SMA)] ve bag dokusu biiylime faktorii [ ing.
Connective Tissue Growth Factor (CTGF)] direkt olarak indiikledigi bilinmektedir (62).

Thl ve T2 hiicrelerinin birbirini antagonize ettikleri bilinmektedir IL-4, Th2
gelisimini tesvik eder ve TH1 gelisimini antagonize ederken, IFN-y ve IL-2, Th1 gelisimini
tesvik eder ve Th2 gelisimini antagonize eder. Thl/TH2 dengesi fibrosizde onemli bir
kavramdir (12).

TH17 gelisimi icin IL-6 sinyali ile STAT3 aktivasyonu saglanmalidir. STAT3’iin

aktive olmastyla bu hiicreler IL-23 reseptorii ifade etmeye baslarlar ve bu sayede 1L-23’1in
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reseptore baglanmasi TH17’nin efektor fonksiyon kazanmasina neden olur. Th17 hiicre
faklilasmasinin transkripsiyon faktorii veya ana diizenleyicisi bir niikleer hormon reseptorii
olan RORYT 'dir. TH17 farklilasmasi i¢in ortamda IL-6 ve TGF-B’nin yiiksek miktarlarda
olmas1 gereklidir. IL-17°de HSH’leri aktive ederek fibrotik etki gosteren bir sitokindir (Sekil
2.5) (12).

Treg hiicreler T efektor hiicrelerinin baskilanmasi yoluyla immiinolojik self toleransin
siirdiiriilmesi ve yabanci antijenlere karsi immiin yanitlarin diizenlenmesi i¢in 6nemlidir.
Treg hiicreler giiglii bir immiinosiipresif faktor olan; ancak buna karsin en giiglii profibrotik
sitokinlerden biri olan TGF-B’y1 iiretebilir (12).

Treg hiicreleri sitokin tiretimini ve HSH hiicrelerini baskilayarak antifibrotik etki
gosterirler. Naive T hiicreleri ortamda TGF-p ve IL-2 oldugu, IL-6'nin ve diger pro-
inflamatuar sitokinlerin olmadig1 kosullarda iTreg hiicrelerine farklilagirlar. Bu yilizden
ortamda TGFp’nin varliginda IL-6’nin  bulunup bulunmamasi Treg veya Twnl7
farklilagsmasinda belirleyicidir. IL-6’nin durumu patojenlerin varligi veya yoklugu ile
diizenlenir. Patojen varliginda IL-6 tiretimi uyarilirken; yoklugunda IL-6 iiretimi diigiiktiir ve
bu durum bagisiklik bastirici Treg hiicrelerinin farklilagmasini destekleyerek istenmeyen
bagisiklik tepkilerini ve fibrozisi onler. iTreg hiicreleri, transkripsiyon faktorii FOXP3 ve
hiicre yiizeyt CD25'in ifadesi ile ayirt edilir. iTreg hiicreleri bagisiklik tepkilerini ve
inflamasyonu baskilamak i¢in inhibe edici bir sekilde hareket eden IL-10" un yani1 sira TGF-
B tretebilir ve daha fazla iTreg farklilasmasini destekleyecek sekilde hareket edebilir.
STATS'in IL-2 ile aktivasyonu, iTreg farklilasmasinda 6nemlidir ve FOXP3 ekspresyonunun
akis yoniinde harekete geger (Sekil 2.5) (12, 61, 63).

Bu tezde sectigimiz transkripsiyon faktorleri ve sitokin genleri T hiicre
farklilasmasinin anlasilabilmesi i¢in se¢ilmis anahtar genlerdir. (IL-2, 1L-4, IL-6, IL-10, IL-
12, IL-17, TNF-a, IFN-y, TGF-B, GATA-3, RORyt, T-bet, FOXP3) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. T Hiicre Farklilasmasinda Gorevli Sitokinler ve Transkripsiyon Faktorleri (38).

2.7. immiinosenesens

Giliniimiizde immiin sistemin yaslanma siireci ile birlikte niteliksel ve niceliksel
degisimlere ugradigi artik bilinen bir durumdur. Immiinosenesens adi verilen bu siiregte
mortalite ve morbidite artmaktadir (64, 65). Yaslilik donemindeki hormonal degisiklikler,
telomerazlarin kisalmasi, metabolik degisiklikler, hematopoiteik kok hiicre miktarinin
azalmasi, timus bezinin kii¢iilmesi gibi ¢esitli nedenler immiin sistemi etkilemektedir.
Immiin sistemdeki yaslanmaya bagl degisiklikler; enfeksiyona yatkinlik, yeni antijenlere
kars1t yetersiz immiin yanit verilmesi, as1 yaniti yetmezligi, otoimmiinite ve kanserde artis,
T ve B lenfositlerin tirettikleri sitokin ¢esidi ve seviyesindeki degisiklikler, antijene spesifik
lenfositlerin aktivitelerinin azalmasi ve antijen sunumunda yetersizlik 6n planda yer alan
immiinsenensens etkilerdir (66, 67).

Yaslanma notrofiller, NK hiicreleri, dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi dogal
immiin sistem hiicrelerinin yanisira adaptif immiin sistemin hiicrelerinde de aktivasyon
bozulmalarina sebep olmaktadir. Ancak, immiin sistemde yasa bagli olarak en yikici
degisiklikler adaptif immiin sistemde meydana gelmektedir (68, 69).

Yasl bireylerin nétrofillerinde bir takim islev bozukluklar1 (kemotaksis, fagositoz,
serbest radikallerin {iretimi ve apoptoza yatkinlik gibi) goriildiigii bildirilmistir. Yaslilikla
birlite TLR’ler gibi PAMP’lar1 taniyan yiizey reseptorlerinin ifadesi ve fonksiyonunun yani
sira sitokin tretimi ve doku uygunluk kompleksi siif II [ing. Major Histocompabilty

16



Complex Il (MHC-I) ] antijenleri gibi diger yiizey molekiillerinin ifadeside azalmaktadr.
Bu nedenle, enfeksiyonlara karsi savunmada ilk hatt1 olusturan bu hiicrelerin bozulmasi
yaslilar i¢in 6nemli bir immiinolojik problem olusturmaktadir (70). Yash bireylerde monosit
ve makrofajlarin aktiviteleri ve salgiladiklar1 IL-6 ve TNF-a, CCLS5 seviyelerinin azaldigi
bildirilmistir (71, 72). NK hiicrelerinin miktari ilerleyen yasla birlikte sayica artsada
fonksiyonlariin azaldigi bildirilmistir. Geng NK hiicreleri aktive olmak i¢in yagl hiicrelere
gore daha az miktarda TNF-a gereksinimi duydugu bildirilmistir. Yas ilerledik¢e azalan
TNF-o NK hiicre aktivasyonundaki azalmayi agiklayabilir (71).

Yaslanma ile birlikte immiin sistemin ugradigi 6nemli degisikliklerden birisi de T
lenfosit olgunlagmasinin gergeklestigi timusta genel olarak kitlesel bir kii¢iilme olmasidir.
Yetmis yasindaki bir bireyde aktif timus alani toplam hacmin %10’u kadardir. Buna bagl
olarak yas ilerledik¢e timusu terk eden naive T lenfosit sayisida azalmaktadir. Yasla birlikte
apoptoz mekanizmalar1 Fas-FasL, kaspaz 3 ve kaspaz 8 yolaginin aktivasyonundaki artis
CD4" ve CD8" T lenfositlerde kantitatif azalmaya sebep olmaktadir. Yash bireylerde naive
T lenfositlerde 6nemli oranda kisalmis tolemeraz, repertuarda kisitlanma, IL-2 yapiminda
azalma, efektor hiicrelerin Kklonal g¢ogalmasi ve farklilasmasinda bozulma gibi cesitli
fonksiyonlarda genglere gore defekt gozlenir. Bunun sonucu olarakta, yash bireylerde yeni
antijenlere kars1 efektif immiin cevapta azalma goriiliir. T lenfosit fonksiyonlarini baskilayan
bir diger molekiil, makrofajlardan salinan Prostoglandin E2 (PGE2)’dir. PGE2’nin yash
farelerde ve insanlarin aktif makrofajlarinda arttigi saptanmistir. Bu artigin  1L-12
salgilanmasini baskiladigi, T hiicre aktivitesini sinirlandirdig saptanmistir (73).

T lenfositlerin aktiflesmesinde T hiicre reseptorii, CD3 reseptori ile antijen sunan
hiicreler arasindaki etkilesimleri baglatan ve siirdliren IL-2’dir. Yasla birlikte lenfosit ile
antijen sunan hiicre etkilesiminde azalma, IL-2 iiretiminde diisme gozlenir. Yardimci
kostimiilator olarak gérev yapan CD40L, CD25, CD28, CD62L gibi molekiillerin iretimi
azalir (68).

Yashilikta, T helper aktivitesindeki azalmaya bagli B lenfosit fonksiyonlarinda
azalmanin yaninda kemik iliginde pro ve pre B lenfosit sayisinda azalma olmaktadir. Yasla
birlikte salgisal immiin yanit kalitesi azalmakta, spesifik ve etkili antikor yapimi, antikor
affinitesi, IgG izotip degisimi azalirken, 6zgiil olmayan antikor yanit1 artig gostermektedir.

Oto-antikor artis1 ve bu duruma bagli olarak otoimmiin hastalikta artig gozlenmektedir (74).
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Yaslilikta, iiretilen sitokin profilinde de degisiklikler ger¢ceklesmektedir. Yaslanma ile
sitokin profili iliskisi tizerine yapilan bir¢ok c¢alismada sitokinlerin miktar1 ve ¢esidinin
degistigi saptanmistir. Ornegin Lorena ve ark. (6) yaptiklar: bir arastirmada 1L-12p70, IL-
1B, TNF-a, IL-6 ve IL-10'un dolasimdaki seviyeleri yas ile pozitif korelasyon gosterirken IL-

17’nin yas ile negatif kolerasyon gosterdigi tespit etmislerdir.

2.8. Yashhk ve Karaciger

Yaslanma, viicutta yapisal degisiklikler veya islevsel bozukluklar nedeniyle
homeostazisi siirdiirme yeteneginin yavas yavas kaybedildigi ve bu yilizden disaridan
gelebilecek hasar etkenlerine karsi viicudun savunmasiz hale geldigi bir durumdur (75).
Yaglanma ¢ogu kronik hastalik i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. Sosyoekonomik gelismeler
ve tibbi bakim hizmetlerinin ilerlemesi sayesinde, insanlarin yasam 6mrii istikrarl bir sekilde
artmaktadir. Bu durum, diinyadaki yasl niifusunda dramatik bir artisa yol agmuistir.
Diinyadaki 60 yas ve tizerindeki niifus 2015 yili itibariyle 900 milyondur ve 2050 yilina
gelindiginde toplam 2 milyar olmas1 beklenmektedir. Yasli bireyler serebrovaskiiler hastalik,
kanser ve diyabet, gorme bozuklugu, isitme kaybi, artrit ve bunama gibi hastaliklara daha
yatkindir (76). Yaslanma ile iliskili olarak saglikli karaciger ve karaciger hastaliklarindaki
degisiklikler konusunda calismalar yapilmistir (77). Yaslanma siireci hepatik yapi ve
fonksiyonun kademeli olarak degismesinin yani1 sira karaciger siniizoidal endotel
hiicrelerinin de dahil oldugu cesitli karaciger hiicrelerindeki degisikliklerle iligkilidir (78).
Yaglanma ayrica cesitli karaciger hastaliklar1 i¢in riskleri artirabilir ve olumsuz bir
prognostik faktor olarak rol oynayabilir ve bu da mortalite oraninda bir artisa neden olur (76).

Yaslanma ile birlikte Karacigerin hacmi ve kan akisinin yavas yavas azaldigi
bildirilmektedir. Ultrason kullanilarak yapilan arastirmalara gore, yaslandik¢a karaciger
hacmi %20-40 azalmaktadir (76). Bu degisiklikler, karacigerdeki kan akisindaki diisiisle
iliskilidir, ¢iinkii 65 yas ve istii olan bireylerin 40 yasin altindaki bireylerele kiyaslayinca
karacigerin kan hacminde yaklasik %35 azalma oldugu saptanmistir (79, 80).

Karaciger hiicrelerinde yaslanma ile ilgili degisiklikler arasinda hacim degisiklikleri,
poliploidi ¢ekirdekleri, karaciger hiicrelerinde lipofuskin birikimi, graniilsiiz endoplazmik
retikulum alanlarinin azalmasi, mitokondrilerin fonksiyonlarin1 kaybetmesi ve sayica

azalmasi gozlemlenir (75). Karaciger hiicrelerinin hacmi orta yas donemi yaklastik¢a
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kademeli olarak artar, ancak yaslandikca tekrar azalmaya baslar. Lipofuskinler son derece
yiiksek ¢apraz bag yapma yetenegine sahip protein agregatlaridir. Oksidatif stres sebebiyle
zarar goren ve denatlire olan proteinlerin hiicre igerisinde parcalanamadigl zaman
olusmaktadir. Lipofuskinler, hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin artmasinda ve hiicre yasam
stiresinin  kisalmasina sebep olmaktadir (81). Yaslanmanin bir sonucu olarak,
hepatositlerdeki poliploidi, mitokondrinin sayisindaki azalma ve islev bozuklugu siklikla bir
arada goriilme egilimindedir ve ATP diizeyinde diisiise neden olmaktadir (82, 83). Ayrica
yaslanma ile birlikte graniilsiiz endoplazmik retikulum alani azalir, bu da karacigerdeki
mikrozomal proteinlerin sentezini azaltmaktadir (77).

Yaslanmanin karaciger siniizoidal endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri ve HSH
tizerinde ne tiir bir etkisi oldugu hakkinda bilinenler pek fazla degildir. Bazi calismalar
yaslanmanin siniizoidal vaskiiler sistemde 6nemli bir morfolojik degisiklige neden olarak
karacigerin islevini olumsuz etkiledigini one siirmiistiir (84). Yaslilikta sintizoidal endotel
hiicrelerin kalinlig1 % 50 oraninda genislerken fenestrasyonlarin (gézeneklerin) sayisi ve ¢api
azalir (85, 86). Kupffer hiicrelerinin yaslilikla birlikte sayilarinin ve aktivasyonunun arttigi
bilinmektedir. Kupffer hiicrelerinin islevi, karaciger siniizoidal vaskiiler sistemdeki antijen-
antikor komplekslerini veya yaslanan hiicre fragmanlar1 gibi nanopartikiilleri
uzaklastirmaktir (87). Son zamanlarda yapilan bir arastirmada 73 donérden elde edilen
karaciger hiicrelerinin telomerlerinin uzunlugu analiz edilmis ve telomerlerin uzunlugunda
yaslanmaya bagli azalmanin sadece Kupffer hiicreleri ve HSC'lerle sinirli oldugu ve
kolanjositler ve hepatositlerin uzunlugunun azalmadigi bildirmistir (88).

Yasilikla birlite gelisen artmis oksidatif stres, artmis inflamatuar yanit,
mitokondrilerin sayisal ve fonksiyonel olarak azalmasi gibi degisiklikler karacigerdeki
hasara kars1 verilen hiicresel yanitlar1 dnemli dlciide etkiler. Intraperitoneal yolla etanol veya
tiyoasetamid enjeksiyonu ile olusturulan akut karaciger hasarinin, yash siganlarda geng
siganlara kiyasla siddetli oldugu gorilmiistiir (89, 90). Yashi hayvanlarda muhtemelen
endojen hasarlarin birikmesinden kaynaklanan DNA hasar1 toksik ajanlara maruz
kalindiginda onarimin yetersiz olmasina sebep olmaktadir. Yaslanma karacigerin rejeneratif
yetenegi azalttigi ve bu durumun karaciger restorasyonunu onemli dlgiide geciktirdigi

bulunmustur (76).
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2.9. Dalak ve Fibrozis Iliskisi

En biiylik sekonder lenfoid organ olan dalak, karin boslugunun iist sol kadraninda
diyaframa yakin yer alan kapsiillii bir organdir. Erigkin bir insanin dalagi yaklasik 13x8 cm
boyutunda ve 180-250 gr agirligindadir. Dalagin dis katmani kollajen liflerden yapili bir
kapsiilden ibarettir ve bu kapsiil kisa trabekiilalar olarak organin parenkimine girer. Bu yapi,
retikiiler agla birlikte iki ana tip dalak dokusunu destekler; dalak kesitinde koyu renkli
goriilen bolgelere kirmizi pulpa soluk renkli goriilen bolgelere ise beyaz pulpa adi verilir.
Ucgiincii bir kompartman ise marjinal bolgedir ve beyaz pulpanin dis sinirinda bulunur.
Kirmiz1 pulpa vendz siniizoidlerden ve hiicresel kordonlardan olusmustur ve igerisinde
dinlenme halindeki makrofajlar, eritrositler, trombositler, graniilositler, lenfositler ve ¢esitli
plazma hiicreleri bulunur. Beyaz pulpa dalaga giren atar damarlarin en son u¢ kisimlar1 olan
merkezi arteriol ¢evresindeki lenfoid dokudur. T hiicreleri ve B hiicreleri ve bol miktarda
antijen sunucu hiicre ihtiva eder. Bu dokuda periarteriolar lenfoid kilif olarak adlandirilan
bolge T hiicrelerini igeren bdlgedir ve merkezi arterioliin etrafini sarar. Marjinal bolge ise B
hiicreler, makrofajlar ve dendritik hiicreleri igerir (91, 92).

Dalak bagisiklik cevabinin koordinatorliigii, kan elemanlarinin onarimi ve miktarinin
kontrolii, kanin filtre edilmesi, kanda dolasan graniilosit ve trombositlerin depolanmasi1 gibi
onemli siireglerde rol oynar. Fetiiste ayrica hematopoezin 6nemli dlglide yapildig bir yerdir
ve postnatal olarak bu gorevi belli patolojik kosullarda tekrar iistlenebilir. Tiim bunlara
ragmen dalak yasam icin esansiyel degildir, dalagin ¢ikarilmasi halinde bir¢ok fonksiyonu
karaciger ve diger mononiikleer fagositik sistem dokulari tarafindan yerine getirilebilir.
Karaciger, vaskiiler siniizoidleri kaplayan biiylik fagositik Kupffer hiicreleri kiitlesiyle,
partikiil antijenlerin kan dolasimindan temizlenmesine ve enfeksiyona kars1 dirence 6nemli
bir katkida bulunur. Bakteri ve viriislerin komplemanla kaplanmasiyla olusturulan immiin
kompleks siklikla karaciger tarafindan temizlemesine ragmen, geriye kalan kismi ise dalak
tarafindan temizlenir. Dalagin viicut disina c¢ikarildigi durumlarda patojenlere karsi
savunmada c¢ogunlukla gorevi karaciger devralir, ne var ki dalak, kapsiillii bakterilerin
temizlenmesinde elzemdir (91-93).

Lenf sistemi konak¢inin igerisinde yaygin bigimde dagilmistir ve bu sayede periferik
dokulara erigebilen antijenlere kars1i giiclii bir sekilde antikor ve T hiicresi yaniti

verilebilmektedir. Bununla birlikte dalak dogrudan dolagima baglidir antijenlere karsi lenf
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diigimleri veya diger lenfoid dokulara gore ¢ok daha etkili sekilde yanit vermektedir. Sonug
olarak, dalak yapisindaki lenfositik doku, dolasan elemanlar ve mononiikleer fagositik
hiicreler tarafindan olusturuldugundan hem dogal bagisiklikta hem de kazanilmis bagisilikta
diizenleyici bir rol oynamaktadir (91, 92).

Dalagin portal dolasim yoluyla karacigere bagli olmasi nedeniyle karaciger fibrozu
olan hastalarin biiyiik bir kisminda splenomegali gorilmektedir. Daha 6nceki ¢alismalar, bu
dalak anormalliklerinin karaciger fibrozunun siroza ilerlemesini destekleyebilecegini ve
bircok olas1 yoldan hastalik prognozunu siddetlendirebilecegini ileri stirmektedir. Birgok
aragtirma dalak makrofajlarinin pro-fibrojenik TGF-B1 kaynagi oldugunu ve fibrozise
katkida bulundugunu séylemektedir. Ayrica bir takim arastirmalar splenektominin karaciger
fibrozu ve rejenerasyon parametrelerini gelistiritken serum TGF- B diizeylerini 6nemli
olglide azalttig1 bildirilmistir. Bunun disinda dalakta bulunan fibrotik etkili Th2 tipi yardimci
T lenfositlerin karacigere gog¢ ederek burada fibrotik yanit1 tetikledigi diisiinilmektedir (94).

2.10. Thioacetamide (TAA) Aracih Karaciger Fibroz Modeli

Deneysel hayvan modelleri, fibrozis olusumunu, gelisimini ve geri doniisim
mekanizmalarini arastirmak ve yeni anti-fibrotik tedaviler gelistirebilmek i¢in 6nemlidir. Bu
konuda en bilinen modeller kemirgenler kullanilarak olusturulan modellerdir. Fareler daha
diisiik maliyetleri ve az miktarda terapotik madde gerektirmeleri sebebiyle en ¢ok tercih
edilen deney hayvanlarinin baginda gelmektedir (95).

TAA aracili kronik karaciger fibroz modeli oldukg¢a sik kullanilan bir modeldir.
TAA’nm toksik hale gelmesi i¢in bir metabolik aktivasyon gereklidir. CYP450 enzimleri
tarafindan katalize edilen bu biyoaktiflestirme islemi, genel toksisiteden sorumlu
Thioacetamide Kiikiirtdioksit olusumuyla sonuglanir. Karaciger fibrozunun Thioacetamide
Kiikiirtdioksit ile indiiklenmesinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak anlagilamamastir.
Ancak, yag asidi f oksidasyonu, dall1 zincirli amino asitler ve metionin bozulmast ile iligkili
enzimlerin azalan ifadesi, lipit peroksidasyonu ve oksidatif strese bagli proteinlerin
ifadesindeki artis ile agiklanabilir. Sonug olarak HSH aktivasyonu ile sonlanan siddetli bir
oksidatif hasar gergeklesir. Kronik karaciger fibroz modelinde TAA, 6-8 hafta arasinda
haftada 3 kez 100 ila 200 mg/kg viicut agirlifinda intraperitoneal olarak verilir. Bu

hayvanlarda sentrilobiiler nekroz ve hafif inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile birlikte alanin
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aminotransferaz  (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) serum seviyelerinin
yiikselmesiyle biiylimiis bir karaciger goriiliir. Son zamanlarda, bu model haftada 3 kez 150
mg / kg dozunda 8 ila 12 hafta arasinda standartlastirilmistir. Agizdan tatbik edildiginde,
viicut agirligia gore 200 ila 300 mg/kg ve daha yiiksek dozlar 16 hafta boyunca kullanilir.
Ayrica C57BL/6 fareleri, igme suyunda 300 mg/L'lik oral yoldan uygulandiginda énemli bir
fibroz gelismesi i¢in 2-4 ay gereklidir (96).

2.11.  Fibrozun Coziinmesi ve Anti-fibrotik Stratejiler

Giliniimiizde son donem karaciger rahatsizliginda en etkili tedavi yontemi karaciger
transplantasyonudur. Ne var Ki, transplantasyonun olduk¢a maliyetli ve yiiksek
komplikasyon riskine sahip bir tedavi olmasi nedeniyle, arastirmacilar farkli medikal tedavi
arayislarina yonelmislerdir. Fibroz tedavisinde hedef, hasar etkeninin ortadan kaldirilmasi,
karacigerdeki inflamatuar yanitin baskilanmasi, HSH aktivasyonunun engellenmesi ve ECM
yikiminin saglanmasidir. Bu sayede fibrozun gerilereyerek kendiliginden iyilesmesi
beklenmektedir. Yapilan arastirmalar sonucunda hayvan modelleri ve insanlarda hem
karaciger fibrozunun hem de sirozun gerileyebildigi gosterilmistir. Fibrozisin tersine
cevrilmesi artik klinikte bir gercektir ve basarili bir sekilde tedavi edilen farkli etiyolojilerde
kronik karaciger hastalig1 olan hastalardan alinan biyopsi 6rneklerinin seri degerlendirmesi,
fibrozun ¢ift yonlii bir siire¢ oldugunu karacigerin iyilesme ve yeniden modelleme i¢in dogal
bir kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir (97). Deney hayvanlar ile yapilan fibroz
modellerinde fibrozise neden olan etkenin ortadan kaldirilmasi fibroziste gerilemeye sebep
olmaktadir. Insanlarda da hemen hemen her ¢esit fibrozis etkeninin basaril bir sekilde tedavi
edilmesi fibrozisi tersine ¢evirebilmektedir. (14, 97, 98)

Deney hayvanlarinda yapilan safra kanali ligasyonu ve karbon tetrakloriir (CCls )
uygulmasi fibroz ilerlemesi ve ¢oziiniirligii ile ilgili arastirmalarda kullanilan diger iki
onemli deneysel modeldir. Biliyer tikanikligi tersine c¢evirmek igin bir bilio-jejunal
anastomozun kurulmasindan 4-6 hafta sonra veya CCls uygulamasinin kesilmesinden hemen
sonra spontan olarak fibrozun ¢oziilmeye basladigi gézlenmistir (14).

Sirozun tersine g¢evrilmesine yonelik arastirmalardan biriside Issa ve ark. (99)
tarafindan yapilmistir, 12 haftalik bir CCls uygulamasinin ardindan toksin uygulamasinin

kesilmesinden sonra ilk patolojik degerlendirmede makro ve mikronodiiler sirozun bir arada
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var oldugu ortaya konulmustur. Ancak, bir yil sonraki incelemede ise mikronodiiler sirozun
yerini, makronodiiler sirozun aldig1 goriilmiistiir. Ayrica, CCls uygulamasinin kesilmesiyle
Matriks Metalloproteinazlarin doku inhibitorleri [ing. Tissue Inhibitors of Matrix
Metalloproteinase (TIMP)] mRNA seviyesinin azaldigi ve HSH hiicrelerinin apoptoza
ugradigi belirtilmistir.

Karaciger fibrozundaki spontan ¢o6ziinmenin en belirgin sebebi hepatik MF
hiicrelerinin apoptozu oldugu ortaya koyulmustur. Bu yanit kemirgen modellerinde iyi
karakterize edilmis olsa da, insan hastaligindaki kanitlar sinirlidir. Ayrica, insan hepatik
MF'si kemirgen hiicrelerine gore nispeten daha yiiksek Bcl-2 seviyelerine sahiptir, bu
nedenle de proapoptotik uyaranlara daha direngli ve apoptoza daha az duyarlidirlar (100).

MF hiicrelerinin apoptozla ortadan kaldirilmasi fibrozis ¢oziiniirliigii i¢in kritik
goriindiigiinden, kapsamli galismalarla altta yatan mekanizmalar arastirilmistir. Ornegin
Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB), aktivasyonunun MF hiicrelerin apoptozunu inhibe ettigi
bildirilmigtir. HSH aktivasyonu sirasinda, transkripsiyonel olarak aktif NF-kB seviyesi
onemli Gl¢iide artar, bdylece hem proinflamatuar ve profibrotik genlerin (IL-6, IL-8, MCP 1
ve ICAM1) ifadesi uyarilir hem de apoptoza direng kazanilir (14). Bunlar gibi karaciger
fibrogenezinin altinda yatan mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi ile birlikte antifibrotik
tedavilerin gelisimi de hiz kazanmistir. Bir ¢ok hayvan modeli imit vaat etmektedir, ancak
hicbir ilag, klinik kullanim i¢in antifibrotik ajan olarak onaylanmamaistir. Bu yaklasimlardan
en temeli primer hastalig1 ortadan kaldirmaya yo6nelik tedavilerdir, viral hepatitlerde antiviral
ilaglarin kullanim1 bu stratejiye bir 6rnek olarak verilebilir. Sanyal ve ark (98). yaptiklari
arastirmada kronik HBV enfeksiyonu olan hastalarda, HBV'nin tenofovir disoproxil fumarat
ile 5 yil gibi uzun siireli baskilanmasinin, fibroz ve sirozun gerilemesine yol agtigini
belirtmislerdir. Bunlarin disinda bir ¢ok tedavi stratejisi denenmis ve hala denemeler devam
etmektedir. Bunlar arasinda resveratrol gibi antioksidanlarin kullanimi, kaspaz inhibitorleri,
sitokin antagonistleri, TGF-f inhibitorleri, TIMP inhibitorleri, apoptozu tesvik edici
ligandlar, ECM yikimini sitiimiile edici molekiiller gibi tedavi denemeleri hala siirmektedir
(98). Ornegin bu 6nemli arastirmalardan bir digeri , E vitamini ve sentetik bir Peroksizom
Proliferator Aktive Reseptor Gamma [ing. Peroxisome Proliferator Activated Receptor
Gamma (PPARY)] ligand: olan pioglitazon ile kontrol plasebonun karsilastirilmasidir, E

vitamini fibroziste bir azalmaya yol acarken, pioglitazon da ise azalmis iltihap ve
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transaminazlar gosterilmistir, ancak istenmeyen yan etkilere sahiptir (101). Bununla birlikte,
Elafibranor isimli PPARa,8, agonisti kullanilan ¢alismalar, yan etkileri olmadig: i¢in daha
umut verici gériinmektedir (102). Son cesaret verici ararstirmalardan bir tanesi bir farnesoid
X reseptorli agonisti lizerine yapilan bir faz 2 ¢alismasinda, NASH'in fibroz ve histolojik
ozelliklerinde iyilesme rapor edilmistir. Bu molekiilin su anda NASH'de etkili olup
olmadigini devam eden bir faz 3 ¢alismasi kesin olarak saptamaya c¢alisilmaktadir (103).
Yakin zamanda bir CCR2 / CCR5 antagonistinin NASH'de fibrozis iyilesmesi sagladigi
gostermistir.  Bu  bilesik simdi aym1 zamanda primer sklerozan kolanjitte
degerlendirilmektedir (104).

Dalaktaki anormalliklerinin hedeflenmesinin karaciger fibrozu tedavisinde onemli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda sirozla iligkili Oliimciil komplikasyonlari
tyilestirmek i¢in splenektomi kullanilmistir. Bununla birlikte, trombositopeni gibi
engelleyici durumlari olan bir¢ok hasta i¢in splenektomiye bir alternatif gereklidir. Fibrozisle
birlikte goriilen splenomegali ve hipersplenizmin mTOR sinyal yolunun aktivasyonu 6nemli
Olglide artirdig1 gozlenmistir. Bu sebeple splenomegali ve hipersplenizmin iyilesmesi igin
dalak mTOR sinyallemesinin hedeflenmesininde potansiyel terapotik degerin bulundugu
diistiniilmektedir. Dalak makrofajlarinda TGF-p tiretiminin inhibisyonunun, karaciger sirozu
ilerlemesinin tedavisinde baska bir terapotik hedef olabilecegi diisiiniilmektedir. Dalak
makrofaj veya T hiicresi aktivasyonunu segici olarak modiile eden terapiler, bu bagigiklik
hiicrelerinin hepatik fibrojenezin arttirilmasi ile baglantili oldugu i¢in yararli olabilir. Bu
yaklasimlarin oniindeki en biiylik engellerden biri geleneksel olarak terapotik ajanlarin dalak
lizerine se¢ici olarak etki edememesidir. Bununla birlikte, bu sorun, yeni ve hedeflenmis ilag
dagilimi i¢in nanoparcaciklarin kullanilmasiyla atlatilabilir. Farelerde LPS kaynakli sistemik
inflamasyon sirasinda nanopartikiil dagilimi lizerine yapilan bir ¢aligmada, incelenen diger
tim organlara kiyasla dalakta farkli boyutlardaki nanopargaciklarinin tutuldugu
gosterilmistir (94). Ozet olarak molekiiler mekanizmalar aydinlandik¢a hedef molekiiller

lizerine tedavi stratejleri gelismeye devam etmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullamlan Arac ve Gerecler

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de, kimyasallar, ¢ozeltiler ve kitler ise Tablo

3.2’de Ozetlenmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar.

Cihaz

Marka/Model/Ulke

PZR Cihazi

Gergek Zamanli PZR Cihazi
Mikro Voliim Spektrofotometre

Jel Goriintiileme Sistemi
Masaiistii Santrifiij Cihazi
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Elektroforez Tanki

-80°C Derin Dondurucu
Buzdolabi

Mikrodalga Firin

Su Saflastirma Sistemi
Hassas Otomatik Pipetler
Hassas Terazi

pH Metre

Manyetik Karistirici
Vorteks

Mikrotom

Isik Mikroskobu

ELISA Okuyucu

BIO-RAD/ MyCycler/ USA
QIAGEN/ Rotor gene Q/ Germany
Maestro/ MN-913/ Taiwan
KODAK /Gel Logic 2200/ USA
Hettich-Zetrifugen/ Micro 200/Germany
Wealtec/ Elite 300/USA
BIO-RAD/ USA

Niive /DF 490/ Tiirkiye
Altus/AL370/ Tiirkiye
Beko/MD/Tiirkiye

Millipore /Direct-Q3/Germany
Eppendorf/Germany

ADAM/ NBL 2541/UK

HANNA/ HI2211/italy
CAT/M13/Germany

BIOSAN/ FV-2400/Lativa

Leica /RM2145/USA

Leica /[DFC280/USA
BIO-RAD/CODA/USA
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Tablo 3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal, Cozelti ve Kitler.

Kimyasal/Cozelti/Kit

Marka/Tanimlayici Kod

Thioacetamide (TAA) (C2HsNSI)

Ethanol Absolut (C2HsO)

10X Tris Asetat Tamponu (TAE)

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS)

Etidyum Bromiir ( C21H20N3Br)

Agaroz

GelPilot 100bp DNA Ladder

RNA Saflastima Kiti (RNeasy Plus Mini Kit )
PZR Kiti (RT? SYBR Green qPCR Mastermix)
cDNA Sentez Kiti — (RT? HT First Strand Kit 96)
Fare ALT-AST ELISA Kiti

Ksilen [CsHa(CHa)2]

Hematoksilen C16H1406

Eozin CyHsBrsOs

Uranil Asetat C4HsOsU

Kursun Sitrat (C¢Hs07)2Pbs

Gluteraldehit Solusyonu (%25) OHC(CH2)sCHO
Osminyum Tetroksit Solusyonu (%4) OsO4
Aseton CH3zCOCHjs

Araldit CY212

DDSA (Dodecenly Succinic Anhydride), C16H2603
BDMA (Benzyl Dimethylamine), CeHsCH2N(CHs)

Trisodyum sitrat, HOC(COONa)(CH.COONa),
Sodyum hidroksit, NaOH
BSA (Bovine Serum Albumin)

a-Smooth Muscle Actin Fare Monoklonal Antikor

Anti Mouse 1gGk Sekonder Antikor
Hidrojen Peroksit H.O-
10X Tris Buffered Saline with Tween® 20

Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 50X

Schiff Solusyonu

Acros Organics, CAS No: 62-55-5
Sigma, CAS No: 64-17-5

Invitrogen, Cat No: 15558-026

Sigma, Cat No: D8537

Sigma, CAS No: 1239-45-8

Sigma, CAS No: 9012-36-6

Qiagen, Cat No: 239035 Lot No: 142358923
Qiagen, Cat No: 74134 Lot No: 148032608
Qiagen, Cat No :330501 Lot No: 7480757
Qiagen, Cat No: 330411Lot No: 7480743
Cloud-Clone SEB214Mu

Sigma, CAS No: 1330-20-7

Merck, CAS No: 517-28-2

Merck, CAS No: 15086-94-9
Polysciences, CAS No0:6159-44-0

Sigma, CAS No: 6107-83-1

Merck, CAS No: 111-30-8

Merck, CAS No: 20816-12-0

Sigma, CAS No: 67-64-1

Sigma

Supelco, CAS No: 26544-38-7

Sigma, CAS No: 103-83-3

SAFC, CAS No: 6132-04-3

Merck, CAS No: 1310-73-2

Capricorn Scientific,Cat No: BSA-1U
Cell Signaling Technology, Product No:
56856S

Santa Cruz, Cat No: sc-516102
Sigma,CAS No: 7722-84-1

Cell Signalin Technology, Product No: 9997
Supelco, CAS No: 7411-49-6

Sigma
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3.2. Farelerin Temini ve Bakimi

Bu arastirma icin, inénii Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlar yerel etik
kurulundan 11/05/2017 tarihli ve 2017/A-35 protokol no’lu karar ile etik onay alinmustir (EK
1). Arastirmada geng gruplar i¢in 14 haftalik yasli gruplar i¢in ise 78 haftalik erkek BALB/c
tiirii deney fareleri kullanilmistir. Arastirmada kullanilan BALB/c fareler, Inénii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezinden temin edilerek
kullanilmistir. Calisma biitcesinin tamami TUBITAK tarafindan desteklenen 1002/217S290
no’lu projeden karsilanmistir. Deney siiresince fareler sicakligin 21° C ve ortam neminin
%55-60 oldugu, 12 saat 151k (08:00-20:00 saatleri), 12 saat karanlik uygulanan odalarda
tutuldu ve tiim deney hayvanlar1 deney siiresince standart fare yemi ile ad libitum olarak

beslendiler.

3.3. Deney Gruplarmnin Olusturulmasi

Oncelikle gruplarda yer almas1 gereken hayvan sayisini belirlemek i¢in gii¢ analizi
yapildi. Yapilan gii¢ analizinde tipl hata a=0.05 ve tip 2 hata 1-p=0.80 alindiginda kontrol
grubuna gore TGF-B1 deki ortalama gen miktarindaki artisin 2 birim olmasi i¢in her bir
grupta en az 8 denek olmasi gerektigi hesaplanmigtir. Daha sonra hayvanlar geng hayvanlarin
olusturdugu 3 grup ve yasli hayvanlarin olusturdugu 3 grup olmak iizere toplam 6 gruba
ayrildi. Fibroz gruplarina 12 hafta boyunca iki giinde bir haftada 3 defa intraperitoneal (i.p.)
yoldan 100mg/kg viicut agirhgi dozunda PBS igerisinde ¢oziilmis TAA verildi.
Uygulanacak TAA dozu literatiirde daha 6nceden uygulanan sekilde yapilmistir (105). TAA,
deney hayvanlarina haftada 3 giin olacak sekilde giin asir1 enjekte edildi. Deney gruplar1 su
sekilde belirlenmistir;

Gen¢ Fibroz Grubu; Bu grupta geng hayvanlara 12 hafta boyunca ip. yolla (100
mg/kg/viicut agirligl) PBS’de ¢6ziilmiis TAA enjeksiyonu yapildi. Yash Fibroz Grubu; Bu
grupta yash hayvanlara 12 hafta boyunca ip. yolla (100 mg/kg/viicut agirligi) PBS’de
¢coziilmiis TAA enjeksiyonu yapildi. Gen¢ PBS; bu grupta gen¢ hayvanlara ip olarak (100
mg/kg/viicut agirhigl) PBS enjeksiyonu yapildi Yash PBS; bu grupta yash hayvanlara ip
olarak (100 mg/kg/viicut agirhigl) PBS enjeksiyonu yapildi. Gen¢ Naive ve Yash Naive

gruplara enjeksiyon yapilmamaisir.
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3.4. Dokularin Alinmasi ve Orneklerin Analizleri

Son uygulamadan 24 saat sonra hayvanlar yiiksek doz anestezi altinda sakrifiye edildi.
Molekiiler, 1s1tk mikroskobik, elektron mikroskobik ve biyokimsal tetkikler igin hizlica
karaciger, dalak ve kan oOrnekleri alindi. Gruplardan alinan doku ornekleri mRNA
seviyelerinin tespiti i¢in, buz lizerinde steril sartlarda kiigiik parcalar halinde kesildi ve hizli
bir sekilde RNA saflastirma islemine gecildi. Histolojik incelemeler i¢in alinan doku
ornekleri %10’luk formaldehit i¢ine alindi. Elektron mikroskobik incelemeler icin alinan
ornekler %2.5’luk gluteraldehit soluyonu igerisine alindi. ELISA analizleri i¢in alinan kan

orneklerinden serumlari ayrilarak -80 °C’de saklandi.

3.5. Karacigerde Fibroz Tespiti

Karaciger fibrozunun olusup olusmadigi farkli parametrelerin takibi ile tespit
edilmistir. Bu parametreler, deney hayvanlarmin karaciger agirligi/viicut agirligi orani,
karaciger makroskopik goriintiisii, serum ALT, AST diizeyleri ve karacigerin histopatolojik
analizleridir. Deney hayvanlarina yogun anestezi verilerek deneyin sonlandirilmasindan 6nce
deneklerin viicut agirliklari, deneyin sonlandirilmasi sonrasi deneklerin karaciger agirliklari
oOlciildii. Karacigerlerin makroskopik goriintiilemeleri yapild: ve histopatolojik incelemeye
alindi. Serum orneklerinde ALT, AST diizeyleri kantitatif testler fareye 6zgiil Enzyme-
Linked Immunosorbant Assay (ELISA) ticari kiti (Cloud-Clone SEB214Mu; PRC) ile
calisild.

3.6. ELISA Analizleri

Deneklerin ALT ve AST seviyeleri ELISA yontemi ile firmanin onerdigi sekilde
ol¢iildii. Prosediir kisaca su sekildedir; ilk olarak serum 6rnekleri ve standartlar mikroplakaya
eklendikten sonra 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra plate igerindeki sivilar dokiildii,
ve kit icerisinde bulunan “Detection Reagent A” solusyonu eklenerek tekrar 37°C’de 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra mikroplate icerisindeki solusyon uzaklastirildi ve
kuyucuklar 3 kez yikama solusyonu ile yikandi. Yikama solusyonu uzaklastirildiktan sonra

kuyucuklara kit icerisinde yer alan “Detection Reagent B” solusyonu eklendi ve 37°C’de 30
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dk inkiibe edildi, sonrasinda 5 kez yikama islemine tabi tutuldu. Bir sonraki adimda
kuyucuklara substrat soliisyonu eklendi, plaklar 37°C’de 15 dk inkiibe edildi ve olusan
reaksiyon stop soliisyonu eklenerek durduruldu. Son olarak kuyucuklardaki absorbans
degerleri vakit kaybetmeden ELISA okuyucusunda 450 nm’de okutularak degerlendirildi.
Standart egri, her plak icin uygun olan standartlar ile olusturuldu. Orneklere ait ALT ve AST

diizeyleri, standart egri lizerinde isaretlenerek pg/ml cinsinden belirlendi.

3.7. Mikroskopik Analizler

Histolojik hasarin belirlenmesi ve diizeyinin saptanmasi amaciyla her gruptaki deney
hayvanlariin karacigerleri makroskopik inceleme sonrasi %10 nétral tamponlu formalin ile
tespit edildi ve rutin doku takip islemleri uygulandi (Tablo 3.3). Takip isleminden sonra
parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan bu parafin bloklardan mikrotom ile kesilen 5 pum
kalinligindaki kesitler lam tizerine alinarak Hematoksilen&Eozin (H&E), Periyodik Asit
Shiff (PAS) ve Trikrom boyama yéntemleri ile boyandi. Immunohistokimyasal boyama igin

alinan kesitler polizin kapli lamlar {izerine alindi.

Tablo 3.3. Rutin Doku Takip islemleri.

Deney Basamaklari, Uygulanan Cozelti/Kimyasal Uygulama Siiresi
Su (distile olmayan) 1 saat, 2 Tekrar
%80 Alkol 1 saat

%96 Alkol 1 saat, 2 Tekrar
Absolii Alkol 1 saat, 2 Tekrar
Ksilen 1 saat, 3 Tekrar
Parafin 1 saat, 4 Tekrar

3.7.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Karacigerin inflamasyon diizeyi ve fibroz olusumu H&E boyama ile saptanmustir.
Lamlara alinan doku 6rnekleri 60°C’de 1 saat bekletilerek parafinin erimesi saglandi ve daha

sonra rutin H&E boyama teknigi uygulandi. Deney prosediirii Tablo 3.4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.4. Hematoksilen&Eozin Boyama Y 6ntemi.

Deney Basamaklari, Uygulanan Cozelti/Kimyasal Uygulama Siiresi
Ksilen 5 dakika, 3 tekrar
%96 Alkol 3 dakika, 3 tekrar
Absolii Alkol 3 dakika, 2 tekrar
Distile Suda Yikama 2 dakika
Hematoksilen 10 dakika

Su (Distile olmayan) 20 dakika

Eozin 2 dakika

%96 Alkol 3 dakika, 3 tekrar
Ksilen 5 dakika, 3 tekrar

3.7.2. Periyodik Asit-Schiff Boyama

Karacigerin glikojen depolama durumu, sitoplazmik inkliizyonlarin dagilimi ve seroid
pigmentin hepatosit igindeki varlig1 Periyodik Asit Schiff boyama yontemi ile saptanmistir.

Deney prosediirii Tablo 3.5’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.5. Periyodik Asit-Schiff Boyama Yontemi.

Deney Basamaklari, Uygulanan Cozelti/Kimyasal Uygulama Siiresi
Ksilen 5 dakika, 3 Tekrar
%80 Alkol 3 dakika

%96 Alkol 3 dakika, 2 Tekrar
Absoli Alkol 3 dakika, 2 Tekrar
Su (Distile olmayan) 5 dakika
Periyodik Asit 5 dakika

Distile Suda Yikama 5 dakika

Schiff Solisyonu 15 dakika
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Suda (Distile olmayan) Yikama
Hematoksilen

Suda (Distile olmayan) Yikama
%96 Alkol

Absoli Alkol

Ksilen

10 dakika

5 dakika

5 dakika

3 dakika, 2 Tekrar
3 dakika, 2 Tekrar
5 dakika, 3 Tekrar

3.7.3. Trikrom Boyama

Fibroz olusumuna eslik eden bag ve destek dokusu olusumu Gomori’nin trikrom

boyama yontemi ile saptanmistir. Deney prosediirii Tablo 3.6’da 6zetlenmistir.

Tablo 3.6. Trikrom Boyama Y ontemi.

Deney Basamaklari, Uygulanan Cézelti/Kimyasal

Uygulama siiresi

Ksilen

%80 Alkol

%96 Alkol

Absoli Alkol

Distile Suda Yikama

Demirli Hematoksilen

Suda (Distile olmayan) Yikama
Biebrich Scarlet — Asit Fuksin
Distile Suda Yikama
Fosfomolibdik Asit — Fosfotungustik Asit Soliisyonu
Light Green

Distile Suda Yikama
Fosfotungustik Asit

%96 Alkol

Absolii Alkol

Ksilen

5 dakika, 3 Tekrar
3 dakika

3 dakika, 2 Tekrar
3 dakika, 2 Tekrar
5 dakika

10 dakika

5 dakika

15 dakika

5 dakika

15 dakika

1 dakika

5 dakika

15 dakika

3 dakika, 2 Tekrar
3 dakika, 2 Tekrar
5 dakika, 3 Tekrar
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3.7.4. immunohistokimyasal Boyama

Karaciger fibroz olusumunda belirleyici bir belirte¢ olan Diiz Kas Aktin [ing. Smooth

Muscle Actin (SMA)] diizeyindeki artis a-SMA immiinohistokimyasal boyama uygulanarak

arastirilmistir. Uygulanan boyama yonteminin ayrintilar1 Tablo 3.7’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.7. Immiinohistokimyasal Boyama Y éntemi.

Deney Basamaklari, Uygulanan Cozelti/ Kimyasal

Uygulama Siiresi

Antijen Retrieval Asamasi

Distile Su

PBS

H>0> (Hidrojen Peroksit) Asamasi
PBS

Protein Blok Asamasi

Primer Antikor Asamasi

PBS

Sekonder Antikor

PBS

Streptavadin Peroksidaz (HRP) Asamasi
Kromojen Asamasi

PBS

Distile Su

Hematoksilen

Suda (Distile olmayan) Yikama
Distile Su

16 dakika

3 dakika

5 dakika

10 dakika

5 dakika

5 dakika

2 saat

5 dakika, 2 Tekrar
10 dakika

5 dakika, 2 Tekrar
10 dakika

10 dakika

3 dakika

3 dakika

1 dakika

5 dakika

5 dakika

3.8. Kaesitlerin incelenmesi

Kesitler kor bir arastirmaci tarafindan 151k mikroskobunda incelendi ve goriintii analiz

sisteminde (Leica QWin) goriintiilendi. Hasar, inflamasyon diizeyi ve rejenerasyonun sayisal

olarak analizi i¢in karaciger fibrozunda siklikla kullanilan Knodell skorlama sistemi
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kullanilmistir. Buna gore degerlendirme ana kriterleri boliik-parcali nekroz, intralobular
dejenerasyon, portal inflamasyon ve fibroz ana basliklari olarak belirtildi. Bu ana basliklarda
boliik-pargali nekroz igin hi¢ (0 puan); hafif (1 puan); orta siddette (3 puan); belirgin (4 puan
); orta siddette ve koprii nekrozlu ( 5 puan); belirgin ve koprii nekrozlu (6 puan); cok loblu
nekroz (10 puan) olarak degerlendirildi. intralobular dejenerasyon ise; hi¢ (0 puan), hafif (1
puan), orta siddette (3 puan), belirgin (4 puan) olarak degerlendirildi. Portal inflamasyon ise;
hi¢ (0 puan), hafif (1 puan), orta (3 puan), belirgin (4 puan) olarak degerlendirildi. Fibroz
basligi ise; hic (0 puan); portal dagilimli fibroz (1 puan), koriilii fbroz (3 puan), siroz (4 puan)
olarak degerlendirildi. Histolojik puan yukarida sayilan 4 degerlendirmenin toplamini ifade

etmektedir.

3.9. Transmisyon Elektron Mikroskopi

Karacigerden alman yaklasik 1 mm?® boyutundaki dokular %2,5’luk gluteraldehit
cozeltisi igerisinde +4°C’de 12 saat tespit edildi. Daha sonra Leica EM AMW cihaz ile
elektron mikroskobu doku takibi yapilarak dokular silikon kaliplar igerisinde rezinle
bloklandi. Rezin igine gémiilen dokular 45°C’de 4 saat, 60°C’de 24 saat polimerizasyona
birakildi. Polimerize olan rezin bloklari trimlendikten (Leica EM trimmer) sonra
ultramikrotom (Leica Ultracut R) ile 80 nm kalinliginda kesitler bakir gridler {izerine alindi.
Daha sonra Kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlama islemine tabi tutudu ve son
olarak kesitler Zeiss Libra 120 TEM ile incelenerek fotograflar alindi. Prosediiriin ayrintilari

Tablo 3.8’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.8. Elektron Mikroskpta Doku Takibi ve Grid Boyama (Kontrastlama) Y 6ntemi.

EM Doku Takibi Prosediirii Kontrastlama
Uygulanan Uygulama  Uygulama Uygulanan Uygulama bi¢imi
cozelti sicakhi@1 ve Tekrar sayisi cozelti
siiresi
1. PBS 20°C, 2dk 3 Tekrar 1.Uranil Asetat  5dk
2.0smium 20°C, 90dk 1 kez 2.Deiyonize su 1dk
Tetroksit %1
3. PBS 20°C, 2dk 4 Tekrar 3.Kursun Sitrat 3 dk 4°C, karanlikta
4. Aseton %30  20°C, 5dk 1 kez 4.Deiyonize su 1dk, 5 tekrar

5. Aseton %50 20°C, 5dk 1 kez

6. Aseton %70 20°C, 5dk 1 kez

7. Aseton %90 20°C, 5dk 2 Tekrar
8. Aseton %100 20°C, 2 dk 3 Tekrar
9. Araldit %50 20°C, 2 dk 3 Tekrar
10. Araldit %75 20°C, 2 dk 3 Tekrar
11. Araldit %100 20°C, 2 dk 3 Tekrar

3.10. Molekiiler Analizler

3.10.1. RNA Saflastirma

Total RNA fare karaciger ve dalak dokularindan RNeasy Plus Mini kit (Qaigen,
Germany) (Cat. No. 74134 Lot:148032608) ile izole edildi. Dokulardan toplam RNA
saflagtirmas1 firmanin 6nerdigi kit protokoliine gore asagidaki metotla yapildi. Bu protokole
gore once 50-100 mg aras1 doku tartildi, iizerine % 5 (w/v) olacak sekilde RLT Buffer
eklendi. Daha sonra homojenizatérde 13500 rpm de yaklasik 2 dakika homojenize edildi.
Homojenattan yaklasik 750 pl alinarak eppendorf tiiplerine konuldu ve 15000 rpm de
+4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. 700 pl siipernatant alindi, tizerine 700 pl etanol (%70)
eklendi ve karistirildi. Elde edilen karisimdan 700ul kit kolonuna eklendi ve 15 sn santrifiij
edildi. Alt tiipteki s1vi dokiildii kalan 700 pl numune eklenerek tekrar 10000 rpm de 15 sn
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santrifiij edildi. Kolon altindaki tiipte kalan sivi dokiildiikten sonra 700 pl “RW1 Buffer”
eklendi ve 12000 rpm’ de 15 sn santrifiij edildi. Kolon altindaki tiip igerisindeki sivi dokiiliip
tiip tekrar takildiktan sonra hazirlanmig 500 pl “RPE Buffer” eklenerek 12000 rpm’ de 15 sn
santrifiij edildi sonra alttaki siv1 dokiilerek tekrar “RPE Buffer” ile yikama tekrarlandi. Kolon
altindaki tiip igerisindeki s1v1 dokiildiikten sonra hicbir sey eklemeden 15000 rpm de 180 sn.
santrifiij edilerek filtrenin kurumasi saglandi. Kolon altindaki tiip ¢ikarilip temiz steril bir
Eppendorf tiip takildi. Kolona 50ul RNase igermeyen su eklendi ve 60 sn. 10000 rpm’de
santrifiij edildi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, cDNA'da
kullanim i¢in buz iistiinde bekletildi. Uzun siireli depolama igin ise -80°C’ye kaldirildi.
RNA varhigr ve kalitesi spektrofotometre cihazi ile degerlendirildi. Absorbans
degerleri uygun olmayan Orneklerin RNA saflastirma islemi tekrarlandi. Aozeor2s0 orani
yaklagik 2.0-2.3 olan 6rneklerde RNA varligi gorsel olarak teyit edilmek amaciyla jel
elektroforezinde yiriitiildii. Bu amacgla 1X TAE tamponu igerisinde %1'lik agaroz jel
hazirlandi ve 20 ng/ul konsantrasyonda 15 upl 6rnek 3 ul 6X yiikleme tamponu ile
karistirlarak yiiklendi ve 25 dakika 110 Volt'da kosturuldu. Jellerin goriintiisii, KODAK Gel
Logic 2200 Imaging System jel goriintiileme cihazinda elde edildi ve 28S ve 18S keskin
ribozomal RNA bantlarinin elde edildigi ve herhangi bir yikimin olmadigi RNA’lar cDNA

isleminde kullanildi.

3.10.2. Komplementer DNA (cDNA) Elde Edilmesi

Bu calisma i¢in QIAGEN, RT? HT First Strand Kit (96) (Cat.N0.330411) (Lot No.
7480743) kullanildi. cDNA eldesi igin 1000ng RNA o6rnegi ticari kitte belirtilen tampon
cozeltiler ile karistirilarak ticari kit kullanma kilavuzunda belirtildigi gibi 5 dakika 37°C 1s1
blogunda bekletildikten sonra reverse transkriptaz karisimai ile karistirilarak thermal cycler'da
42°C’de 15 dakika, 95°C’de 5 dakika reaksiyona birakildi. Reaksiyon sonunda elde edilen
cDNA'lar Gergek Zamanli Polimeraz Zincir reaksiyonu igin kullanilana kadar -80 °C'de derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.10.3. Ger¢ek Zamanh PZR ile Gen Ifadesinin Tayini

Bu ¢alisma i¢in QITAGEN, RT2 SYBR Green qPCR Mastermix (Cat.N0.330501) (Lot
No.7480757) kiti kullanma kilavuzunda belirtildigi sekilde kullanildi. Analiz 6ncesi her bir
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gen icin PZR karisimi hazirlandi. Kit igerisinde bulunan RT? SYBR Green Mastermix’ten
her bir drnek igin 12.5 ul, RNase-free sudan 6.5 ul, RT? gPCR Primer Assay’den 1 pl aliarak
0.2 ml'lik tiipler igerisine eklendi. Hazirlanan karisim ilgili gen tiiplerine 20’ser ul olarak
dagitildi. Daha sonra her bir gen i¢in 5 ul cDNA bu karisima eklendi. Tiiplerin agzi
kapatilarak RT-PZR c¢arkina yerlestirildi. Cark Rotor Gene cihazina yerlestirilerek PZR
sartlar1 95°C de 10 dakika (1 dongii), 95°C'de 15 saniye ve 60°C'de 60 saniye (40 dongii)
olacak sekilde ¢alisildi. Calismada kullanilan IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, TNF-¢,
IFN-y, TGF-8, GATA-3, RORjt, T-bet, FOXP3 GAPDH genlerine 6zgii primerler ile ilgili

bilgiler Tablo 3.9 da sunulmustur.

Tablo 3.9. Kullanilan Primerlerin Ozellikleri.

Gen Referans Referans Baz Biiyiikliigii
Segment Pozisyon (bp)
IL-2 NM_008366.3 128 111
IL-4 NM_021283.2 277 115
IL-6 NM_001314054.1 120 178
IL-10 NM_010548.2 104 81
IL-12b NM_001303244.1 1025 114
IL-17a NM_010552.3 129 174
TNF-q, NM_013693.3 897 93
IFN-y NM_008337.4 330 95
GATA3 NM_008091.3 1674 191
RORyT NM_011281.3 1190 95
T-bet NM_019507.2 1377 161
FOXP3 NM_054039.2 3586 177
TGF-41 NM_011577.2 1576 63
GAPDH NM_008084.3 499 140
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3.10.4. PZR Uriinlerinin Goriintiilenmesi

PZR iirtinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendi. 100 baz ¢iftlik standart DNA markirt
ile beraber her bir gen igin 15ul PZR iiriinti ve 3ul 6X yiikleme boyasi (ing. loading dye)
karistirilarak %2'lik agaroz jelde 100 volt 30 dakika kosturuldu. Jellerin goriintiisii KODAK
Gel Logic 2200 Imaging System jel goriintiilleme cihazinda elde edildi ve kaydedildi.

3.11. istatistiksel Analizler

Arastirmanin verileri web tabanli online istatistik programi (http://biostatapps.
inonu.edu.tr/) kullanilarak analiz edildi (106). Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
Wilk testiyle degerlendirildi. Varyanslarin homojen olup olmadigini belirlemek i¢in Levene
Testi kullanildi. Normal dagilim gosteren gruplar arasi karsilagtirmalar icin Tek Yonli
Anova testi uygulandi. Normal dagilim gosteren verilerin Ikili karsilastirmalari igin
varyanslarin homojen oldugu durumlarda Tukey testi yapilirken, varyanslarin homojen
olmadig1 durumlarda ise Tamhane T2 testi yapildi. Normal dagilim gdstermeyen veriler igin
gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal-Wallis H testi ile yapildi ve sonrasinda ikili

karsilastirmalar i¢in Conover testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut/Karaciger Agirhgi ve Biyokimyasal Analizler

Deney hayvanlarinin deneyin son giiniindeki viicut agirh@inin karaciger agirligina
orani analiz edilmistir. Buna gore; TAA ile karaciger fibrozunun olusturulmasi hem gen¢ hem
de yashi deneklerde naive gruplara gore belirgin diizeyde viicut/karaciger agirlik oraninda
azalmaya neden olmaktadir. Fibrotik gen¢ ve yash deneklerin viicut/karaciger agirlik oranlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Tampon ¢ozelti PBS’in
gen¢ ve yash deneklere uygulanmasi, gen¢ ve yash naive gruplarla karsilastirildiginda
Viicut/Karaciger agirlik oraninda belirgin bir degisiklige neden olmamustir (Tablo 4.1).

Fibroz gelisimi ile beraber gen¢ ve yash deneklerin serum ALT degerlerinde belirgin
diizeyde artig saptanirken, serum AST diizeyi sadece gen¢ deneklerde fibroz gelisimi

sonrasinda belirgin diizeyde artis gostermektedir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Viicut /Karaciger Agirlik Oranlart ve Biyokimyasal Degerlendirmeler.

Grup Viicut/Karaciger ALT(ng/mL) AST(ng/mL)
Geng Naive 17.92 +1.09 4.99 +1.65 9.25+3.05
Yash Naive 18.86 + 0.89 6.85+3.15 17.78 £ 5.15
Geng Fibroz 14.77 £1.12" 23.88 £9.69" 23.87+11.78"
Yash Fibroz 14.68 +1.16* 14.43 + 6.53* 14.96 +5.16
Gen¢ PBS 17.33 £0.72 6.56 £2.20 10.2+2.25
Yash PBS 18.30 £ 0.61 6.12+1.12 932+1.12

Geng Naive, Yasglt Naive, Geng Fibroz, Yash Fibroz gruplarina ilaveten sulandirma tamponu PBS'in enjekte
edildigi Gen¢ PBS ve Yasli PBS gruplarinda viicut/karaciger agirlik orani, serum ALT, AST diizeylerinin
ortalamasi + standart sapma degerleri ile beraber sunulmustur. Viicut/Karaciger agirlik oran verilerinde *
sembolii Geng¢ Naive-Geng Fibroz arasindaki istatistiksel farki (p<0.001); # sembolii ise Yash Naive-Yagh
Fibroz gruplari arasindaki fark: simgelemektedir (p<0.001).
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4.2, Makroskobik Gozlemler

Deney sonunda sakrifiye edilen farelerin karaciger dokular1 incelendigi zaman Geng
Naive, Yasl Naive, Geng PBS vs Yagh PBS gruplarinda karaciger koyukahve renkte parlak
ve normal goriiniimde izlendi (Sekil 4.1-A) Geng TAA ve Yash TAA gruplariin

karacigerinin normalden daha biiyiik soluk ve piiriizlii bir yapida oldugu gézlenmistir (Sekil
4.1-B).

Sekil 4.1. Deneklerin Makroskobik Karaciger Goriintiisii.

4.3. Histolojik Degerlendirmeler

Karaciger dokusundaki histolojik degerlendirmede inflamasyon diizeyi ve fibroz

olusumu hematoksilen-eozin (H&E) boyama ile saptanmustir (Sekil 4.2/A1-D4).
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Geng
Fibroz

Sekil 4.2. H&E Boyama.

Fibroz esnasinda karacigerde mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve inflamasyon kaynakli dejenerasyonun H&E
boyama ile analizi. Geng Naive grupta santral ven (Cv), portal alan (oklar), normal histolojik goriiniimde
karaciger parankimi ve hepatositler (yildiz) gosterilmistir (A1, x20; A2, x40). Geng fibroz grupta santral ven
(Cv), portal alanda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (oklar), portal alanlar arasinda perilobiiler fibrozis ve
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok bast) gosterilmistir (B1, x10; B2, x20). Ayrica, apoptotik cisimcik (ok
bas1) x20 biiyiitmede gosterilmistir (B2). Yasli Naive grupta santral ven (Cv), fokal nekroz alanlari (ok), normal
histolojik goriiniimde hepatositler (yildiz) gozlenmistir (C1 ve C2, x20). Yash fibroz grupta ise, santral ven
(Cv), santral inflamasyon ve nekroz (ince ok), portal alanda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (kalin oklar),
portal alanlar arasinda kdpriilesme nekrozu, perilobiiler fibrozis ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok bas1)
gozlenmistir (D1, x10 ve D2, x20).
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Fibroz olusumuna eslik eden bag ve destek doku olusumu Gomori’nin trikrom
boyama yontemi ile saptanmistir. Gruplara ait temsili goriintiler Sekil 4.3/A-D’de
sunulmustur. Geng Naive grupta trikrom boyama goriintiisiinde portal alan (oklar), normal
histolojik goriintimde karaciger parankimi ve hepatositler (yildiz) goriilmektedir (Sekil
4.3/A); Geng Fibroz grupta trikrom boyama goriintiisiinde santral ven (Cv), portal alan
(oklar), periportal fibrozis (ok basi) goriilmektedir (Sekil 4.3/B); Yash Naive grubta trikrom
boyma goriintiisiinde portal alan (oklar), normal histolojik goriinimde karaciger parankimi
ve hepatositler (yildiz) goriilmektedir (Sekil 4.3/C); Yash Fibroz grubunda ise; trikrom

boyama sonrasi portal alanda fibrozis, nekroz ve inflamatuar hiicre infiltrasyonu (oklar),

periportal fibrozis (ok bagi) goriilmektedir (Sekil 4.3/D).

Geng Naive (A), Geng Fibroz (B) Yasl Naive (C) ve Yasl Fibroz (D) gruplarinin karaciger doku kesitlerine ait
Trikrom boyama gorintiileri sunulmustur. (x20). Yildizlar normal histolojik goriiniimde karaciger parankimi ve
hepatositleri, oklar A, B, ve C sekilllerinde Portal alami, D seklinde ise portal alanda fibrozis, nekroz ve

inflamatuar hiicre infiltrasyonunu, okbasi ise periportal fibrozisi temsil etmektedir.
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Karacigerin glikojen depolama durumu, sitoplazmik inkliizyonlarin dagilim1 ve seroid
pigmentin hepatosit igindeki varligi PAS boyama yontemi ile saptanmistir, Sekil 4.4/A-D’
de gruplara ait temsili goriintiiler sunulmustur. Gen¢ Naive grubun PAS boyama
goriintlisiinde santral ven (Cv), hepatositlerde PAS boyanma (yildiz) (Sekil 4.4/A), Geng
Fibroz grubun PAS boyama goriintiisiinde santral ven (Cv), hepatositlerde PAS pozitif
boyanma (yildiz), vakuoler sitoplazmali, PAS negatif hepatositler (ok) (Sekil 4.4/B), Yash
Naive grubun PAS boyama goriintiisiinde Santral ven (Cv), hepatositlerde PAS pozitif
boyanma (yildiz) (Sekil 4.4/C), Yash Fibroz grubun PAS boyama goriintiisiinde santral ven
(Cv), santral hepatosit nekrozu ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ok) hepatositlerde zayif

PAS pozitif boyanma (yildiz) (Sekil 4.4/D) goriilmektedir.

Sekil 4.4. PAS Boyama

Geng Naive (A), Geng Fibroz (B) Yaslh Naive (C) ve Yash Fibroz (D) gruplarimin karaciger doku kesitlerinde
PAS boyama goriintiileri sunulmustur (x40). Yildizlar PAS pozitif boyanan bolgeleri, oklar ise B seklinde PAS
negatif hepatositleri, D seklinde inflamatuvar hiicre infiltrasyonunu temsil etmektedir.
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Karaciger fibroz olusumunda belirleyici bir belirteg olan a-SMA diizeyindeki artis
immiinohistokimyasal boyama ile fibrotik karaciger kesitlerinde gosterilmistir. Sekil 4.5/A-
D’de gruplara ait temsili goriintiiler sunulmustur. Geng Naive grupta perisinuzoidal alanda
SMA immunreaktivitesi zayif pozitif (ok), hepatositlerde SMA immunreaktivitesi negatif
(yildiz) ( Sekil 4.5/A), Geng Fibroz grupta immiinohistokimya boyama goriintiisiinde nekroz
ve fibroz alanlar igindeki hepatositlerde SMA immiinreaktivitesi kuvvetli pozitif (ok),
hepatositlerde SMA immiinreaktivitesi negatif (yildiz) (Sekil 4.5/B). Yasl Naive grubun o-
SMA boyamasinda ise perisinuzoidal alanda SMA immiinreaktivitesi orta derecede pozitif
(ok bas1), SMA immiinreaktivitesi zayif pozitif hepatositler (ok), SMA immiinreaktivitesi
negatif hepatositler (yildiz) (Sekil 4.5/C), Yash Fibroz grubunda ise hepatositlerde SMA
immiinreaktivitesi kuvvetli pozitif (ok), SMA immiinreaktivitesi negatif hepatositler (yildiz)
(Sekil 4.5/D) gozlenmistir.

Sekil 4.5. IHC boyama
Geng Naive (A), Geng Fibroz (B) Yaslt Naive (C) ve Yasli Fibroz (D) gruplarinin karaciger doku kesitlerinde
o-SAM immiinohistokimya boyama goriintiilleri sunulmustur (x20). Yildizlar hepatositlerde negatif SMA

immiinreaktivitesini, oklar A ve C Seklinde zayif pozitif, B ve D sekillerinde hepatositlerde ise kuvvetli pozitif

SMA immiinreaktivitesini, Ok basi ise orta derecede pozitif SMA immiinreaktivitesini temsil etmektedir.
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4.4, Knodell Skorlama

Histolojik kantitatif degerlendirme Knodell skorlama ile gergeklestirilmistir. Buna
gore; TAA ile olusturulan karaciger fibrozu belirgin diizeyde erezyonal nekroz, inflamasyon,
lobular nekroz ve fibroz olusumuna neden olmaktadir. Histolojik analiz sonucu yash fibrotik
karaciger kesit goriintiilerinde geng fibrotik gruba gore anlamli diizeyde artis oldugu
saptanmistir. PBS tampon ¢ozeltisinin karaciger kesitlerinde saglikli gruplara gére anlamli bir

histolojik degisiklige neden olmadigi tespit edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Karaciger Dokularinda Histolojik Degerlendirme.

Patolojik Ozellikler
Gruplar Erezyon Lobular Fibroz Inflamasyon ~ Toplam
Nekroz Dejenerasyon ve (maks.53)
Fokal Nekroz
Geng Naive 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.1+0.31 0.1
Yash Naive 0.0+£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.6 +0.51 0.6
Geng Fibroz 3.1 +0.56* 1.60 + 0.96* 1.80+1.03* 1.80+1.03* 8.3*
Yash Fibroz 5.3+ 0.67%% 3.6+£0.51%% 25+1.08*% 3.3+048*% 14.7%
Geng PBS 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0
Yash PBS 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0+£0.0 0.1+0.31 0.1

Tablodaki degerler tiim deneklerden elde edilen analiz sonuglarinin ortalamasini, + standart sapma'y1
gostermektedir. *, Geng Naive grubu ile Geng Fibroz grubu degerleri arasindaki; #, Yasli Naive grubu ile Yaslh
Fibroz grubu degerleri arasindaki; $ sembolii ise Geng Fibroz ile Yash Fibroz gruplar1 arasindaki istatistiksel

farki simgelemektedir ( p<0.05).

4.5. Transmisyon Elektron Mikroskobik Bulgular

Geng Naive grubun transmisyon elektron mikroskopta incelenen karaciger kesitleri

normal ultrastriiktiirel yapida degerlendirildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Geng¢ Naive Grup TEM goriintiileri.
Hepatosit Hiicre ¢ekirdegi (N) ve Mitokondriler (oklar) (A: TEMx8000, B: TEMx6300)

Geng Fibroz grubun incelenen karaciger kesitlerinde hepatosit nukleus sinirlarinda
diizensizlik (girintili-¢ikintili), mitokondrilerde matriks yogunlagmasi, pyknosis, krista kaybi
ve dejenerasyon izlendi. Ayrica hepatositlerin sitoplazmasinda lizozomlar ve miyelin figiirler

igeren otofagozomlar tespit edildi (Sekil 4.7)

TR Nt T ¥ 7

Sekil 4.7. Geng Fibroz Grup TEM goriintiileri.

A: Hepatosit hiicre ¢ekirdegi (N), Yogunlasmis Mitokondri (kalin ok), Mitokondri dejenerasyonu (ok ucu),
Lizozom (ince ok). TEMx8000. B: Hepatosit hiicre ¢ekirdegi (N), Hepatosit hiicre ¢ekirdeginin sinirindaki
girintili gikintili diizensizlik (iggen), Mitokondri yogunlagmasi (kalin ok), Mitokondri dejenerasyonu (ince ok),
otofagozom (ok ucu). TEMx8000

Yasli Naive grubun incelenen kesitlerde hepatositlerin mitokondrilerde matriks
yogunlagmasi, pyknosis izlendi. Ayrica uzamis-biikiilmiis deforme sekilli mitokondrilerde
tespit edildi. Hepatositlerde minimal diizeyde intrasitoplazmik 6dem, kii¢iik lizozomlar ile

farkli ¢aplarda lipid vakulleri goriildii (Sekil 4.8).

45



Sekil 4.8. Yash Naive Grup TEM Goriintiileri.

A: Hepatosit hiicre ¢ekirdegi (N), mitokondrial matriks yogunlagmasit (kalin ok), uzamig biikiilmiis sekilli
mitokondriler, (ok ucu), lysosome (ince ok). TEM, x6300, B: Hepatosit hiicre ¢ekirdegi (N), yogunlagmis
mitokondri (kalin ok), uzamis biikiilmiis sekilli mitokondriler, (ok ucu), lipid vakiiolii (Lv). TEM, x6300

Yagli Fibroz grubunun incelenen kesitlerde hepatosit nukleuslarinda sekil
deformasyonu, sitoplazmada yogun lipofuskin birikimleri ve lizozomlar saptandi. Ayrica
hepatosit sitoplazmasinda farkli ¢aplarda hidropik vakuoller igeren hepatositler goriildii.
Mitokondriyonlarda matriks yogunlasmasi ve kristalarinda lizis (ing.mitochondria cristae
lysis) mevcuttu. Parankimal alanlarda hepatositler arasinda fibriler kollajen igeren fibrozis

alanlar1 dikkati gekti (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Yash Fibroz Grup TEM Gdriintiileri.

A: Hepatosit hiicre ¢gekirdegi (N), Mitokondrilerde yogunlasmis matriks ve kristalarin lizize ugramasi (oklar),
lipofuskin graniilleri ve lizozomlar (5 kollu yildiz), fibriler kollajen igeren fibrozis alanlari (4 kollu yildiz).
TEM, x6300 B: Hepatosit hiicre ¢ekirdegi (N), hidrofik vakiioller (Hv), lipofuskin graniilleri ve lizozomlar (5
kollu yildiz), fibriler kollajen igeren fibrozis alanlar1 (4 kollu yildiz), TEM, x6300
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4.6. Molekiiler Genetik Bulgular

4.6.1.RNA Agaroz Jel Elektroforezi

Dalak ve karaciger orneklerinden RNA izolasyonu sonrasi elde edilen RNA'lar

agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek 28S ve 18S RNA'lar goriintiilenmistir (Sekil 4.10).

28S RNA
18S RNA

Sekil 4.10. RNA’larin %1 Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

A; Geng Naive grup Karaciger dokusundan elde edilen RNA &rnegi, B; Geng Naive grup Dalak dokusundan

elde edilen RNA 6rnegi C; Yash Fibroz grup Karaciger dokusundan elde edilen RNA 6rnegi D; Yash Fibroz

grup Dalak dokusundan elde edilen RNA 6rnegini simgelemektedir.
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Elde edidlen RNA’ larin 260/280 nm’deki absorbas degerleri Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. Elde Edilen RNA Miktarlar1 ve Absorbans Degerleri.

Ornek RNA ng/ml 260/280 Ornek RNA ng/ml 260/280
GNK1 705 2.32 GND 1 219 1.99
GNK2 1006 2.13 GND 2 193 2.15
GNK3 856 2.13 GND 3 791 2.14
GNK4 1316 2.16 GND 4 1456 2.12
GNK5 824 2.12 GND 5 1726 2.08
GNKG6 907 2.14 GND 6 1461 2.13
GNK7 1203 2.15 GND 7 613 2.15
GNK8 842 2.13 GND 8 1225 2.12
GFK 1 1580 2.12 GFD 1 188 2.12
GFK 2 1224 2.17 GFD 2 1053 2.13
GFK 3 1176 2.15 GFD 3 977 2.16
GFK 4 1149 2.14 GFD 4 1043 2.16
GFK 5 466 2.14 GFD 5 935 2.15
GFK 6 883 2.17 GFD 6 98,6 2.05
GFK 7 1463 2.15 GFD 7 223 2.1
GFK 8 1044 2.16 GFD 8 287 2.07

GNK; Geng¢ Naive Karaciger oérneklerini, GFK; Geng Fibroz Karaciger 6rneklerini, GND; Geng Naive Dalak

orneklerini, GFD; Geng Fibroz Dalak 6rneklerini simgelemektedir.
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4.6.2. Ger¢cek Zamanh PZR ile Gen ifadesi Analizi Bulgular

Elde edilen RNA'lardan cDNA elde edilmis ve sonrasinda gen ifade diizeyleri
arastirtlmistir. Gen ifadelerinin ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile
tayini sonrast her gene ait reaksiyon triiniiniin varlig1 karaciger (Sekil 4.11-A) ve dalak

(Sekil 4.11-B) i¢in agaroz jel elektroforezinde gosterilmistir.

Lol oy B

. 5 Y.
110 112 117 TGF-f  T-Bet TNF.a RORyT FOXP3 IFN-y GATA

-2 4 -6

_—-;.'SOIOO

[ o e 0000
AT —— » 00ep
V'V A T Y BUTSIERy V oV

4 100 bp
W6 M0 12 W17 TGRB T-Bet TNFa RORYT FOXP3 IFNw GATA3 GAPOH —° °F W

- -

Sekil 4.11. Gergek Zamanli PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi.

Deneklerin Karaciger ve Dalak 6rneklerinden RNA izolasyonu sonrast cDNA eldesi ve real time PZR sonunda PZR
drtnlerinin  jel elektroforezinde goriintillenmesini gostermektedir A; Karaciger 6rneklerine ait PZR iriinlerinin jel
goriintiislinii B; Dalak 6rneklerine ait PZR iriinlerinin jel goriintiisiinii gostermektedir. PZR {iriinlerinin baz biiyiikliikleri;
IL-2 (111bp), IL-4 (115bp), IL-6 (178bp), IL-10 (81bp), IL-12 (114bp), IL-17 (174bp), TGF-B (64bp), Thet (161bp), TNF-
a (93bp), RORyT(95bp), IFN-y (95bp), GATA3(191bp), GAPDH (140bp).
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Her bir primer icin elde edilen melting point grafigi Sekil 4.12-4.25’de gosterilmistir.

Sekil 4.12. IL-2 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

e & 6 6 70 71 72 13 74 75 78 T 78 19 8 & &2 8 84 & 8 & 8 8 9 9 @2 e 94 95 98 9
°c

Sekil 4.13. IL-4 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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6 67 6 63 70 71 72 73 T4 35 78 7T 78 78 80 81 8 83
o

Sekil 4.14. IL-6 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

8¢

e 67 88 88 W T 72 73 74 75 76 77 78 79 80 & 82 83
°c

Sekil 4.15. IL-10 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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Sekil 4.16. IL-12 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

Sekil 4.17. IL-17 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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es 67 68 6 70 T 72 73 74 75 78 77 78 79 8 & & 83
°c

Sekil 4.18. IFN-y Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

84

oF idT

86 67 68 68 70 7 72 73 74 75 T8 7T 78 79 8 81 82 8 84

°c

Sekil 4.19. TNF-«a Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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Sekil 4.20. TGF-/ Geninin Erime Noktasi Grafigi.

Sekil 4.21. Thet Geninin Erime Noktasi Grafigi.
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oF idT

Sekil 4.22. RORyT Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

oF idT

Sekil 4.23. GAPDH Geninin Erime Noktas1 Grafigi.
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e 67 88 88 W T 7273 74 75 %8 77 78 79 8 & 8 8 84 85 8 & 8 8 9 9 ez 83 84 9 86 97

Sekil 4.24. GATA3 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

e 67 88 88 W T 7273 74 75 %8 77 78 79 8 & 8 8 84 85 8 & 8 8 9 9 ez 83 84 9 86 97

Sekil 4.25. FOXP3 Geninin Erime Noktas1 Grafigi.

Gen ifadelerinin hesaplanmasinda Livak Metodu olarak da bilinen 2° #2T metodu
kullanilmistir (107), hesaplamalar kisaca su sekilde yapilmistir ; Oncelikle 3 er tekrarli olarak
calisilan hedef genler ve house-keepin gen olan GAPDH geninin her 6rnek igin ortalama
Threshold Cycle (Ct) degerleri hesap edildi. Daha sonra tiim deneklerin hedeflenen Gen Ct
degerinden Housekeeping Gen Ct degeri ¢ikarilarak ACT degeri hesaplandi. Bunu takiben
deney grubundaki 6rneklerin ACT degerinden kontrol grubunun ACT degeri ¢ikarilarak tiim
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orneklerin AACt degeri hesaplandi. Son olarak ise 22T formiilii ile artis miktar kat

degisimi olarak ifade edildi.

4.7. inflamatuar Yanmittan Sorumlu Sitokin Genlerinin (IL-2, 1L-6, 1L-12, 1L-17,
IFN-yve TNF-q) ifade Edilme Diizeyleri

Inflamatuar immiin yanittan sorumlu sitokin genlerinden IL-2'nin Kkaraciger ve
dalaktaki ifade edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirmalarinda istatistiki olarak
anlamli bir degisim tespit edilememistir. (Sekil 4.26).

KARACIGER DALAK

6,001 8,001
5,00
6,00

4,00

3,007

IL-2 (2-24CT)

2,00

IL-2 (2°34CT)

2,004
1,007 h—

,00 1

Geng Geng Yasli Yasl Geng Geng Yash Yash
Naive  Fibroz Naive  Fibroz Naive  Fibroz  Naive  Fibroz

,00

Sekil 4.26. Inflamatuar Sitokin IL-2 Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Diizeyleri.

‘0’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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Inflamatuar immiin yanittan sorumlu sitokin genlerinden IL-6’nin Karacigerdeki ifade
edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda istatistiki olarak anlamli bir degisim
tespit edilememistir. Dalak dokusundaki incelemelerde herhangi bir uygulama yapilmayan
yash ve geng¢ gruplarin karsilastirilmasinda Yasli Naive grubunda IL-6 ifadesi Geng Naive
gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ayrica
dalak dokusunda Yasl Fibroz grubunun IL-6 seviyeleri Geng Fibroz grubuna gore anlamli
bir sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.27).

KARACIGER DALAK
40,001 o 10,00
9 (=]
8,00
30,004
2 e .
3 ‘a’ 6,00 ]
- -
(I'\I 20,00 (I"-l o
p— p—
o & 4,00
[ @ 1
~ ~]
~ 10,00 ~
2,001 %
100 - % ,00
Geng  Geng Yasli Yash Gen¢  Gen¢  Yash  Yash
Naive  Fibroz Naive  Fibroz Naive  Fibroz Naive Fibroz

Sekil 4.27. inflamatuar Sitokin IL-6 Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yasli Naive arasindaki; 0 simgesi Geng Fibroz-Yash Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir.‘o’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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Inflamatuar immiin yanittan sorumlu sitokin genlerinden IL-/2’nin Karacigerdeki
ifade edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda istatistiki olarak anlamli bir
degisim tespit edilememistir. Dalak dokusundaki incelemelerde herhangi bir uygulama
yapilmayan yasli ve gen¢ gruplarin karsilastirilmasinda Yasli Naive grubunda IL-12 ifadesi
Geng Naive gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek bulunmustur
(p<0,001) Ayrica dalak dokusunda Yasli Fibroz grubunun IL- seviyeleri Geng Fibroz
grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.28).

KARACIGER DALAK

30,00 - 8,007
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20,00
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T T T T

15,00
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2,00

5,00

=

Geng Geng Yash Yash Geng Geng Yagh Yagh
Naive  Fibroz Naive  Fibroz Naive  Fibroz Naive  Fibroz

004 100

Sekil 4.28. Inflamatuar Sitokin IL-12 Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yasli Naive arasindaki istatistiksel farki; 6 simgesi Geng Fibroz-Yash Fibroz arasindaki

gostermektedir.‘o’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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Inflamatuar immiin yanittan sorumlu sitokin genlerinden IL-17’nin Karaciger ve
dalaktaki ifade edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirmalarinda istatistiki olarak

anlaml1 bir degisim tespit edilememistir (Sekil 4.29).

KARACIGER DALAK
5,00 180000,00
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Naive  Fibroz Naive  Fibroz Naive Fibroz Naive Fibroz

Sekil 4.29. Inflamatuar Sitokin IL-17 Geninin Karaciger ve Dalaktaki ifade Diizeyleri.

‘0’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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Inflamatuar immiin yamittan sorumlu sitokin genlerinden IFN-ynin Karaciger
dokusundaki incelemelerinde Geng Fibroz grubundaki IFN-ygen ifadesinin Geng Naive
gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiis gOsterdigi tespit edilmistir
(p<0.001). Yash fibroz grubundaki IFN-ygen ise Yash Naive gruba oranla anlamli bir
bicimde diislis gosterdigi tespit edilmistir (p<0.001). Dalak dokusundaki incelemelerde
herhangi bir uygulama yapilmayan yash ve gen¢ gruplarin karsilastiriimasinda Yaslh Naive
grubunda IFN-y ifadesinin Gen¢ Naive gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.001). Yash Fibroz grubunun IFN-y seviyeleri
Yasli Naive Grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur (p<0,05). Yash Fibroz

grubunun IFN-yseviyeleri Geng Fibroz grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0,05) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Inflamatuar Sitokin IFN-y» Geninin Karaciger ve Dalaktaki ifade Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yasli Naive arasindaki; # simgesi Geng Naive- Geng Fibroz arasindaki; 0 simgesi Geng

Fibroz-Yagli Fibroz arasindaki; y simgesi Yasli Naive-Yagl Fibroz arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.
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Inflamatuar immiin yamittan sorumlu sitokin genlerinden TNF-o’nin Karaciger
dokusundaki incelemelerinde Geng Fibroz grubundaki TNF-« gen ifadesinin Geng Naive
gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001).
Dalak dokusundaki incelemelerde herhangi bir uygulama yapilmayan yasl ve geng gruplarin
karsilastirilmasinda Yasli Naive grubunda TNF-« ifadesinin Geng¢ Naive gruba gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Geng
Fibroz grubundaki TNF-« gen ifadesinin Geng Naive gruba oranla istatistiksel olarak anlamli

bir sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. inflamatuar Sitokin TNF-a Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yagli Naive arasindaki; # simgesi Geng Naive- Geng Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir.‘o’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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4.8. Anti-inflamatuar immiin Yamittan Sorumlu Sitokin Genlerinin (IL-4, IL-

10, TGF-p) ifade Edilme Diizeyleri

Anti-inflamatuar immiin yanmittan sorumlu sitokin genlerinden IL-4’iin Karaciger
dokusundaki incelemelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilememistir.
Dalak dokusundaki incelemelerde herhangi bir uygulama yapilmayan yasli ve geng gruplarin
karsilagtirilmasinda Yash Naive grubunda IL-4 ifadesinin Geng Naive gruba gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Yash Fibroz
grubundaki IL-4 gen ifadesinin Geng Fibroz gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Anti-Inflamatuar Sitokin IL-4 Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yagl Naive arasindaki; 0 simgesi Geng Fibroz-Yaslh Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir.
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Anti-Inflamatuar immiin yanittan sorumlu sitokin genlerinden IL-/0’un Karaciger
dokusundaki incelemelerinde Geng Fibroz grubundaki IL-10 gen ifadesinin Geng Naive
gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).
Yasli fibroz grubundaki IL-10 gen ifadesinin Yasli Naive grubundaki ifadesine gore anlamli
sekilde daha diisiik oldupu tespit edilmisitr (p<0,05). Herhangi bir uygulama yapilmayan
yaslt ve gen¢ gruplarin karsilastiritlmasinda Yasli Naive grubunda IL-10 ifadesinin Geng
Naive gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). Yash Fibroz grubundaki IL-10 gen ifadesinin Geng Fiboz gruba oranla istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde diislis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). Dalak dokusundaki
incelemelerde herhangi bir uygulama yapilmayan yaslh ve genc¢ gruplarin karsilastirilmasinda
Yaslt Naive grubunda IL-10 ifadesinin Geng Naive gruba gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Yaslh Fibroz grubundaki IL-10 gen
ifadesinin Geng Fibroz gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir (p<0,5) (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Anti-Inflamatuar Sitokin IL-10 Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yasl Naive arasindaki; # simgesi Geng Naive- Geng Fibroz arasindaki; 6 simgesi Geng
Fibroz-Yagli Fibroz arasindaki; w simgesi Yashi Naive-Yasli Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir. 0’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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Anti-Inflamatuar immiin yanittan sorumlu sitokin genlerinden TGF-f’nin Karaciger
dokusundaki incelemelerinde Geng Fibroz grubundaki TGF-f gen ifadesinin Geng Naive
gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001).
Herhangi bir uygulama yapilmayan yash ve geng¢ gruplarin karsilastirilmasinda Yash Naive
grubunda TGF-$ ifadesinin Geng Naive gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir(p<0,05). TGF-£ geninin dalak dokusundaki ifade edilme

diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda istatistiki olarak anlamli bir degisim tespit

edilememistir. (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Anti-Inflamatuar Sitokin TGF-$ Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yagli Naive arasindaki; # simgesi Geng Naive- Geng Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir.
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4.9. inflamatuar ve Anti-inflamatuar Sitokinlerin Salimminda Rol Alan
Transkripsiyon Faktorii Genlerinin (FOXP3, GATA3, RORyT, TBET) ifade

Edilme Diizeyleri

T hiicresi farklilasmasindan sorumlu transkripsiyon faktorii genlerinden FOXP3’{in
karacigerdeki ifade edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda istatistiki olarak
anlamli bir degisim tespit edilememistir. Dalak dokusundaki incelemelerde herhangi bir
uygulama yapilmayan yasli ve gen¢ gruplarin karsilastirilmasinda Yash Naive grubunda
FOXP3 ifadesinin Gen¢ Naive gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p<0,001), Gen¢ Fibroz Grubunda FOXP3 ifadesinin Geng Naive
gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05) Yasli Fibroz grubunun FOXP3 seviyeleri Geng Fibroz Grubuna gore anlamli bir
sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. FOXP3 Transkripsiyon Faktdr Geninin Karaciger ve Dalaktaki ifade Edilme
Diizeyleri

* simgesi Geng Naive-Yasli Naive arasindaki; # simgesi Geng Naive- Geng Fibroz arasindaki; 0 simgesi Geng

Fibroz-Yagli Fibroz arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.‘o’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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T hiicresi farklilagsmasindan sorumlu transkripsiyon faktorii genlerinden GATA3’{in
karacigerdeki ifade edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda istatistiki olarak
anlamli bir degisim tespit edilememistir. Dalak dokusundaki incelemelerde herhangi bir
uygulama yapilmayan yash ve geng gruplarin karsilagtirilmasinda Yasli Naive grubunda
GATAS3 gen ifadesinin Geng Naive gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,001). Geng Fibroz grubundaki GATA3 gen ifadesinin

Geng Naive gruba gore anlamli sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). (Sekil
4.36).
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Sekil 4.36. GATA3 Transkripsiyon Faktér Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Edilme
Diizeyleri

* simgesi Geng Naive-Yagsli Naive arasindaki; # simgesi Gen¢ Naive- Geng Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir.‘o’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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T hiicresi farklilagmasindan sorumlu transkripsiyon faktorii genlerinden RORyt’nin
karacigerdeki ifade edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda Geng Fibroz
grubundaki RORyt gen ifadesinin Geng Naive gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldig1 tespit edilmistir (p<0,001). Yash fibroz grubundaki RORyt gen ifadesinin
Yaslt Naive grubundaki ifadesine gore anlamli sekilde azaldigi tespit edilmisitr (p<0,001).
Dalak dokusundaki incelemelerde istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisiklik tespit
edilememistir. (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. RORyt Transkripsiyon Faktér Geninin Karaciger ve Dalaktaki Ifade Edilme
Diizeyleri

# simgesi Geng Naive- Geng Fibroz arasindaki; y simgesi Yasli Naive-Yaslh Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir.‘o’ sembolii u¢ degerleri simgelemektedir.
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T  hiicresi farklilagmasindan sorumlu transkripsiyon faktorii genlerinden Tbet’in
karacigerdeki ifade edilme diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmalarinda Herhangi bir
uygulama yapilmayan yash ve geng gruplarin karsilastirilmasinda Yasl Naive grubunda
Thet gen ifadesinin Geng Naive gruba gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Yash Fibroz grubundaki Thet gen ifadesinin Yasl Naive
gruba oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilmistir
(p<0,01). Dalak dokusundaki incelemelerde herhangi bir uygulama yapilmayan yasli ve geng
gruplarin karsilastirilmasinda Yaslh Naive grubunda Tbet ifadesinin Geng Naive gruba gore
istatiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Yash
Fibroz grubundaki Thet gen ifadesinin Yasli Naive gruba oranla istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde daha disiik oldugu tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38. Tbet Transkripsiyon Faktér Geninin Karaciger ve Dalaktaki ifade Edilme
Diizeyleri.

* simgesi Geng Naive-Yasli Naive arasindaki; y simgesi Yaslt Naive-Yasli Fibroz arasindaki istatistiksel farki

gostermektedir.‘0’ sembolii ug degerleri simgelemektedir.

69



Tablo 4.4. Dalak dokusunun gruplar arasindaki gen ifadesi kat degisimleri

Geng Naive grubu ile
kiyaslandigi zaman

Geng Naive grubu ile

kiyaslandig1 zaman

Yash Naive grubu
ile kiyaslandigi

Geng¢ Fibroz grubu
ile kiyaslandigi

Geng Fibroz Yash Naive zaman Yash Fibroz zaman Yash Fibroz
grubundaki kat grubundaki kat grubundaki kat grubundaki kat
degisimleri degisimleri degisimleri degisimleri
Kat .. Kat .. Kat <. -
degisimi P92 gesicimi P UM gesicimi P 92T gesigimi P deger!
FOXP3 | 2.03 p<0.05  4.54 p<0.001  1.53 — 3.43 p<0.05
GATA3 | 2.92 p<0.05 4.02 p<0.001  1.16 — 1.60 —
RORyT 2.1 — 3.1 — 0.96 — 1.43 —
T-BET  0.97 — 1.38 p<0.05 _ 0.99 —
IL-2 1.16 — 2.27 — 1,19 — 2.33 —
IL-4 1.22 — 60.27 p<0.001  0.84 — 413 p<0.001
IL-6 1.22 — 3.42 p<0.05 0.82 — 2.30 p<0.05
IL-10 2.69 — 5.75 p<0.05 1.79 — 3.84 p<0.05
IL-12 0.98 — 3.28 p<0.001  0.62 — 2.06 p<0.05
IL-17 331233.30 — 9,22 — 9627.04 — 0.268 —
IFN-y  1.05 — 2171 p<0.001 _ 8.97 p<0.05
TNF- | 1.90 p<0.05 1.73 p<0.05 1.42 — 1.29 —
TGF-p  4.60 — 5.55 — 0.78 — 0.94 —

Kirmizi ile gosterilen kat degisimleri gen ifadesindeki azalmayi, Yesil ile gosterilen kat degisimleri gen

ifadesindeki artiglar1 gostermektedir p<0.05 istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Tablo 4.5. Karaciger dokusunun gruplar arasindaki gen ifadesi kat degisimleri

Geng Naive grubuile  Geng Naive grubuile  Yash Naive grubu  Geng Fibroz grubu

kiyaslandigi zaman kiyaslandig1 zaman ile kiyaslandigi ile kiyaslandigi
Geng Fibroz Yash Naive zaman Yash Fibroz zaman Yash Fibroz
grubundaki kat grubundaki kat grubundaki kat grubundaki kat
degisimleri degisimleri degisimleri degisimleri
Kat . . Kat . . Kat . . Kat -
degisimi P9 gesicimi P UM gesicimi P 92T gesigimi P deger!
FOXP3 2.20 — 3.06 — 0.52 — 0.72 —
GATA3 1.6 — 1.47 — 1.02 — 1.04 —
T-BET 1.30 — 2.83 p<0.05
IL-2 1.20 — 1.19 —
IL-4 0.65 — 1.77 —
IL-6 5.77 — 3.93 —
IL-10 2.69 p<0.05 4.89 p<0.05
IL-12 7.10 — 2.65 —
IL-17 2.37 — 2.70 —
TNF-a | 9.56 p<0.001  3.28 — 1.45 — 0.50 —
TGF-p 290 p<0.001 2.72 p<0.05 0.78 — 0.73 —

Kirmizi ile gosterilen kat degisimleri gen ifadesindeki azalmayi, Yesil ile gosterilen kat degisimleri gen
ifadesindeki artiglar1 gostermektedir p<0.05 istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.
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5. TARTISMA

Viicudumuzdaki en biiyiik organ olan karacigerin immiin sistem iizerindeki etkisi tam
olarak bilinmemektedir. Bu arastirma projesinde farelerde TAA enjeksiyonu ile gelistirilmis
deneysel kronik karaciger fibrozu modelinde karaciger ve sekonder lenfoid organ olan
dalakta gelisen T-lenfosit yanitlarinin molekiiler diizeyde analizi ve ayrica geng ve yash
deneklerden elde edilen verilerin karsilastirilarak yaslanmanin karaciger ve dalaktaki immiin
yanit lizerine etkisi arastirllmistir. Arastirmamizin amacina yonelik olarak geng¢ ve yash
farelerin karaciger ve dalak dokularinda, inflamatuar (IL-2, IFN-y, 1L-17, IL-12p40, IL-6,
TNF-¢@) ve anti-inflamatuar (IL-4, IL-10, TGF-p) sitokin genlerinin ve yardimci T-lenfosit
farklilasmasinda rol alan transkripsiyon faktor genlerinin (Thet, GATA3, RORyT, FOXP3)
ifadesinde meydana gelebilecek degisiklikler gercek zamanli PZR yontemiyle arastirilmistir.

Arastirmamizda uyguladigimiz TAA ile indiiklenen karaciger fibrozis modeli, etik ve
bilimsel a¢idan uygun bir model olmasi nedeniyle tercih edilmistir. TAA ile indiiklenen
karaciger fibrozu kemirgenlerde insandaki fibrozis patolojisine benzer degisikliklere sebep
olan ve siklikla kullanilan bir modeldir (108, 109). TAA ile fibroz olusturulmasindan sonra
deney gruplarinda karacigerin fonksiyonu hakkinda bilgi veren serum ALT ve AST
diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Saglikli bireylerde ve karacigerin fonksiyonunu tamamiyle kaybettigi
durumlarda dolasimda oldukg¢a diistiik seviyelerde bulunan ALT ve AST enzimleri karaciger
hasarinda hepatosit yikiminin ve 6liimiiniin artmasi sebebiyle hiicre zar1 disina c¢ikar ve
serumdaki seviyeleri yiikselir. Karaciger fibrozunda da ALT ve AST enzimlerinin serumdaki
diizeylerinin arttig1 bilinmektedir (110). Bizim arastirmamizda literatiire benzer sekilde geng
ve yash gruplarda TAA uygulanan gruplarin ALT degerleri naive guruplara gore yiiksek
bulunmustur. AST degerleri ise geng gruplarda TAA uygulamasi ile artmis. Ancak Yagh
Fibroz grubunda Yagh Naive gruba gore anlamli bir artis saptanamamistir. Bu durumun
sebebi Yash Naive grupta yasliliktan kaynaklanan gesitli sebeplerle AST degerlerinin zaten
yiiksek olmasit ve TAA etkisini gélgelemesi olabilir. Yaslilarda oksitatif stress, telomer
kisalmasi, DNA hasari, epigenetik degisiklikler, mitokondriyal disfonksiyon, gibi cesitli
sebeplerle karacigerin rejeneratif kapasitesini diisiirdigii  karacigerin hasarlandigi

belirtilmektedir (76).
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Arastirmamizda yaslanmanin karaciger enzimleri {lizerine etkisini gérmek i¢in
uygulama yapilmayan Geng ve Yaslh Naive gruplardaki deney hayvanlarinin serum ALT ve
AST degerleri Ol¢lilmiis ve AST degeri bir miktar artis gostersede, istatiksel olarak anlamli
bir degisiklik tespit edilememistir. Bu konu ile ilgili olarak Vespasiani ve ark. (111) insan
serum Ornekleri ile yaptiklar1 arastimalarinda ALT degerlerinin 30’1u yaslardan 50°1i yaslara
dogru gittikge arttig1 50°li yaslarda pik yapip 70 yasina dogru tekrar azaldigini ve 30’lu
yaslardaki diizeyine dondigiinii bildirilmektedir. Fareler ve insanlar arasindaki yas
kolerasyonunun degerlendirildigi arastirmalar goz Oniine alininca bizim arastirmamizda
deney sonunda Geng Naive grup farelerin ulastig1 yas olan 6 ay insalarda yaklagik 25-30
yasina ve Yasl Naive grup farelerin deney sonundaki yasi olan 21 ay ise insanlarda 60-70 li
yaslara karsilik gelmektedir (112). Arastirmamizda Vespasiani ve ark.’nin caligmasina
paralel olarak, bu yas donemlerindeki 6 aylik ve 21 aylik farelerin ALT degerleri birbirine
benzerdir ancak deney setimizde insanlardaki 50°1i yaslara kasilik gelen gelen 12-13 aylik
fare grubu olmadig1 i¢in bu yas gurubunu degerlendirilememistir.

Literatiirde gecen bir¢ok arastirmada TAA uygulamasi farelerin viicut agirliklarinda
azalmaya sebep olurken karaciger agirliginda ise ECM ve kollajen brikimi nedeniyle artisa
sebep oldugu bildirilmektedir (113, 114). Bizim ararstirmamizda da deney hayvanlarinin
sakrifiye edilmeden Onceki vucut agirliklarinin karaciger agirligina oranlari analiz edildigi
zaman TAA ile olusturulan karaciger fibrozis gruplarinda viicut/karaciger agirlik oranlarinin
naive gruplara gore belirgin diizeyde azaldig1 goriimiistiir. Buna paralel olarak hayvanlarin
sakrifiye edilmesi asamasinda karacigerlerin makroskobik incelemesinde de fibroz
olusturulan hayvanlarin karacigerlerinin nispeten daha biiyiik oldugunu gézlemledik.

Karaciger dokusunda gerceklestirdigimiz histolojik degerlendirmelerde H&E, PAS
ve Trikrom boyamalarda TAA uygulanan fibroz gruplarinda inflamasyon, nekroz,
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve perilobiiler fibrozis olusumlar1 goériilmiistiir. Ayrica
fibrozisin gostergesi olan o -SMA pozitif hiicreleri gostermek amaciyla karaciger kesitleri
anti a-SMA antikoru ile immiinohistokimyasal yontemle boyanarak degerlendirildi.
Caligmamizdaki karaciger kesitlerinin immiinohistokimyasal degerlendirilmesinde Geng
Naive grubunda ¢ok zayif SMA immiinoreaktivitesi, Geng¢ Fibroz grupta kuvvetli SMA
immiinoreaktivitesi, Yasl Naive grubunda orta derecede pozitif bir SMA immiinoreaktivitesi

goriiliirken, Yash fibroz grubunda ise kuvvetli pozitif, SMA immunreaktivitesi gdzlenmistir.
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Mikroskobik analizler sonucunda yash fibroz grubundaki dejenereasyon diizeylerinin geng
fibroz grubuna gore daha siddetli olmasinin sebebi yaslanma ile beraber gozlemlenen
karaciger fonksiyon bozukluklarindan kaynaklabilir. Sanz ve ark (115) bizim arastirmamiza
paralel olarak TAA enjeksiyon modellinin yash ratlarda genglere kiyasla daha siddetli
karaciger hasari olusturdugunu belirtmistir. Ayrica Kim ve ark (76) yaslanmanin akut
karaciger hasarina kars1 savunmasizligi artirdigini bildirmistir.

Arastirmamizda TAA ve yashligin hepatositlerdeki ultrastriiktiirel etkileri
Transmisyon Elektron Mikroskop ile incelenmistir. TEM incelemelerinde Geng¢ Naive
gruplar normal ultrastriiktiirel yap1 gosterirken fibroz gruplarinda yaslilarda daha siddetli
olmak iizere 6zellikle mitokondri tlizerine yogunlasan bozunmalar gériinmekteydi. Her iki
fibroz grubunda da mitokondriyonlarda matriks yogunlasmasi, pyknosis, krista kaybi ve
dejenerasyon, niikleuslarinda sekil deformasyonlar1 ve artmis lizozomal yapilar izlendi.
Bunlara ek olarak fibroz belirtileri 151k mikroskobik incelemelerde oldugu gibi yash
gruplarda geng gruplara gore daha siddetli sekilde izlendi. Yaslt Fibroz gruplarinda Geng
Fibroz gruba ilave olarak mitokondri kristalarinda lizis, sitoplazmada yogun lipofuskin
birikimleri ve farkli ¢aplarda hidropik vakuoller goriilldi. Yasli Naive grupta ise
mitokondrilerde fibroz gruplarina benzer sekilde matriks yogunlagsmasi ve pyknosis izlendi
ayrica mitokondriler fibrotik gruplardan farkli olarak uzamis-biikiilmiis deforme sekilli
goriinmekteydi. Bu sonuclar goz oniine alindiginda 6zellikle mitokondri disfonksiyonlari
fibroz mekanizmasinda 6nemli rol oynuyor olabilir nitekim insanlarda goriilen birgok
karaciger hastaliginda karaciger dokularinda mitokondrial disfonksiyonlar tespit edilmistir
(116). TAA ile indiiklenen fibroz modelinde de mitokondri disfonksiyonunun patogeneze
eslik ettigi bilinmektedir (117). Maria ve ark (118) gesitli sebeplerle son déonem karaciger
hastalig1r yasayan 45 hastadan nakil sirasinda aldiklar karaciger orneklerinde yaptiklar
incelemelerde yaygin olarak mitokondri disfonksiyonu oldugunu belirtmis ve farkli
karaciger hastaliklarinin tedavisinde mitokondrial fonksiyon iyilestirmesinin 6nemli bir katki
saglayacagini belirtmistir. Mitchell ve ark. (119) CCls indikli fibroz modelinde
mitokondrilerin hasar almasini engellenmesinin fibroz olusumunu yavaglatigini gostermistir.

Yaslanma sebebi ile hiicrelerde telomer kisalmasi, DNA hasari, epigenetik
degisiklikler, oksidatif stres ve mitokondriyal disfonksiyon gibi durumlar gézlenmektedir ve

cogu hastalik yaslanma ile yakindan iliskilidir. Yaslanmanin sadece akut karaciger hasaria
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kars1 savunmasizligi arttirmakla kalmayip ayni zamanda fibrotik yanitin duyarliligini
arttirdigr gosterilmistir (5). Ayrica yaslanmanin etkisiyle immiin yanitta bozulmalarin
oldugu, sitokin iretiminin farklilastig1 ve yash bireylerde hicbir hastalik ve risk etkeni
goriilmese dahi Ozellikle inflamatuar sitokinlerin kandaki seviyelerinin artabildigi
bilinmektedir (120, 121). Biz de arastirmamizda farelerde yaslanma ile birlikte dalak ve
karaciger dokularinda hem inflamatuar hem de anti-inflamatuar sitokin gen ifadelerinin
yiikseldigini tespit ettik. Geng Naive ve Yasli Naive gruplarin dalak dokularindaki gen ifade
seviyelerinin karsilastirilmasinda yaslanmanin etkisi ile CD4" naive hiicrelerin alt tiplerine
farklilasmasinda gorev alan Thet, GATA3 ve FOXP3 transkripsiyon faktor genlerinde, anti-
inflamatuar IL-4, IL-10 sitokin genlerinde ve inflamatuar IL-6, IL-12, IFNy ve TNF-a sitokin
genlerinin ifadelerinde artis tespit edilmistir.

Elde ettigimiz verilere gore yash hayvanlarin dalak dokusunda transkripsiyon faktor
genlerinde artis olmus ancak bunlar igersinde anti-inflamatuar etkili sitokinleri tireten bir
hiicre tipi olan Tu2’nin gelisimi igin gerekli transkripsiyon faktor GATA3’iin gen ifade
seviyesindeki artig istatistiksel olarak digerlerine gore anlamlidir (p<0,001). Yine dalak
dokusunda T2 tip hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli olan ve Th2 hiicrelerce salinan anti-
inflamatuar sitokin IL-4’tin genglere kiyasla 60 kat daha yiiksek oldugu bulunmustur
(p<0.001). Ayrica IL-4’iin deney setimizdeki fibroz olusturulan geng ve yash gruplarinin
dalak dokusundaki karsilastirilmasinda da Yasli Fibroz grubunda yaklasik 41 kat yiiksek
oldugu tespit edilmis ancak ayni yas gruplarindaki saglikli ve fibroz gruplarin kendi
aralarindaki karsilastirmalarinda degisiklik gozlenmemistir. Bu durum IL-4 ifadesindeki
yiiksekligin fibrozisden bagimsiz olarak tamamen yasliliga bagli bir artis oldugunu
diistindirmektedir. Bunun disinda yaslanmanin etkisi ile anti-inflamatuar bir sitokin olan ve
cesitli immiin hiicre tipleri tarafindan saliman IL-10 seviyeleride yiikselmistir. Anti-
inflamatuar Tw2 sitokin genlerinin (IL-10, 1L-4) ve GATA3 tanskripsiyon faktoér gen
ifadelerindeki artig, dalakta birbirini antagonize ettigi bilinen iki hiicre alt tipi Thl ve Th2
den Th2 nin galip ¢ikabilecegini ve anti-inflamatuar cevap olusabilecegi izlenimini
vermektedir. Ne var Ki, yaslanma ile birlikte dalakta inflamatuar sitokinler olan IL-6, IL-12,
IFN-y ve TNF-o’nin da gen ifadelerinde artis goriilmesi immiin yanitin kendi i¢indeki
regiilasyonunu kaybettigini diisiindiirmektedir. Daha oOnce gerceklestirilen bir ¢ok

aragtirmada bizim dalak orenklerinde buldugumuz sonuglara benzer olarak insanlarda
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yaslanmanin serum IL-6 ve TNF-a seviyelerinde artisa sebep oldugu belirtilmektedir (120,
122, 123). Nitekim; Lorena ve ark. (6) IL-12p70, IL-1B, TNF-a, IL-6 ve IL-10’un
dolasimdaki seviyeleri yas ile pozitif korelasyon gosterirken IL-17’nin yas ile negatif
korelasyon gosterdigini tespit etmistir. Bizim aragtirmamizda yaslanma ile ilgili olarak dalak
IL-17 gen seviyelerinde bir degisiklik Olgiilememistir. Bu farkliligin sebebi Lorena ve
arkadaslarinin IL-17 seviyesini kan serum orneklerinde ELISA yontemi ile 6lgmesi olabilir.
Burada goz ardi edilmemesi gereken bir diger nokta da sitokin mRNA diizeyleri ile bu
sitokinlerin dolagimdaki miktarlar1 arasinda korelasyonun zayif oldugunun farklh
calismalarda belirtilmis olmasidir (124). Sonug olarak dalakta elde ettigimiz verilere gore
yaslanma siirecinde dalakta her ne kadar TH2 tipi yanit veriliyor gibi goériinsede, IL-12 ve
IFNy gibi Thl tipi sitokinlerde artis gostermesi Thl/TH2 balansinin ne yonde oldugu
konusunda kesin bir bilgiye varilamamasina sebep olmustur. Dalaktaki normal kosullarda
baskin olan T hiicre alt tipinin TH2 tipi hiicreler oldugu sdylenmektedir (125). Yaslanma
esnasinda dalaktaki TH1/TH2 dengesinin bilinmesi karaciger hastaliklarinda 6nemlidir glinkii
dalak portal dolasim yoluyla karacigere baglidir ve kan yoluyla hiicresel kaynakl
mediatorlerin ve ¢esitli hiicrelerin karacigere gectigi bilinmektedir (94). Tw2 tipi sitokinler
olan IL-4 ve IL-13, fibrozun ilerlemesine katkida bulunurken, TH1 tipi sitokinler 6zelliklede
IFNY giiclii antifibrotik etki gosterir. Tanabe ve ark. (125) farelerde olusturduklar1 karaciger
fibrozu modelinde, dalaktaki CD4* hiicrelerinin karaciger hasarina yanit olarak karacigere
go¢ ettigini ve fibrotik karacigerdeki T2 hiicrelerinin ¢ogunun dalak kaynakli oldugunu
gostermistir. Bu bulgular dalakta baskin olan Tn2 lenfositlerinin yarali karacigere gog
ettigini gostermektedir. Bu gociin amaci ya karacigerdeki Twl / Tw2 dengesini Th2
egemenligine dogru degistirerek karaciger fibrozunu tesvik etmek ya da karacigerdeki
inflamatuar yanit1 azaltmaya yonelik regiilasyonu tekrar temin etmeye yonelik bir hamle
olarak diistiniilebilir. Arastirmacilar splenektominin, karacigerdeki TH2 lenfosit sayisini
azalttigin1 ve Tul / Th2 dengesini tersine gevirerek karaciger fibrozunun inhibisyonuna
neden oldugunu gostermislerdir.

Geng Naive ve Yaslh Naive gruplarin karaciger dokularindaki karsilastirmalarda Yaslh
Naive gruplarda goze ¢arpan 6nemli durum ise hemen hemen tiim karaciger hastaliklarinda
arttig1 bilinen TGF- seviyesinin Yasl Naive grup karaciger dokusunda yiisek bulunmasidir

bu durum yaghiligin dogal siirecinde karacigerin hasarlandigini gostermektedir. Yaslilik
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TGF- B seviyeleri arasindaki iligkiyi degerlendiren arastirmalar incelendigi zaman Forsey ve
ark.(126)’nin yani sira Carrier ve ark.(127) yaptiklari aragtirmalarda yash bireylerde plazma
TGF-B seviyelerinin geng bireylere gore yiiksek oldugunu belirtmistir. Belkide bu
yuksekligin sebebi karacigerde yaslilik sebebiyle goriilen patoljik durumdur. Bunun disinda
Tl farklilagmasinin transkripsiyon faktorii Tbet, seviyelerinin artis1 da dalaktakinin yaklagik
2 kat1 oranda daha yiiksek bulunmustur. Ancak Tl tipi herhangi bir infalamatuar sitokinde
artis tespit edilememistir.

Sonug olarak Geng Naive ve Yagh Naive gruplarin karsilastirmalarinda yaglhiligin etkisi
ile dalakta TH2 tip immiin yaniti ¢agristiran artmig diizensiz bir immiin yanit vardir.
Karacigerde ise yaslanmanin fibrotik hasara sebep oldugunu belirten TGFf seviyeleri ve ve
yaslanmanin etkisi ise hasar aldigi goriilen karaciger dokusunda rejenerasyonunun 6nemli
bir pargasi olan IL-10 seviyesinin arttig1 goriildii.

Geng Naive ve Geng Fibroz gruplarin karsilastirmalarda Dalakta GATA3 ve TNF-«
gen ifadele seviyelerinin yiikseldigini karacigerde ise RORyT ve IFNy gen ifade seviyeleri
diiserken IL-10, TNF-y ve TGF-£ gen ifade seviyelerinin yiikseldigini tespit ettik. Karaciger
ve dalaktaki TNF- « sitokin gen seviyesindeki artisinin disinda infalamatuar yaniti
destekleyen bir farklilik yoktu ve karacigerdeki TNF-« artis1 dalaktaki ile kiyaslandigi zaman
cok daha siddetliydi. Karacigerde fibrozis olusumu agisindan énemli sonuglar elde edildi.
Inflamatuar bir sitokin olan IFNy nin antifibrotik etkili oldugu, anti inflamatuar bir sitokin
olan TGF-B’nin fibroza tesvik eden bir sitokin oldugu bilinmektedir. Bizim bulgularimizda
literatiirdeki bu bilgileri destekler sekildedir antifibrotik etkili IFNy gen ifadesi azalirken
fibrotik etkili TGF-f gen ifadesi yiikselmistir. Arastirmamizla benzer olarak Montes ve
ark.(128) CCH4 ile fibroz olusturuduklart Wistar Albino rat’larda 24. ve 48. saatlerde
karacigerde pro-inflamatuar (TGF-B, TNF-a) ve anti-inflamatuar (IL-4 ve IL-10)
sitokinlerinin mRNA seviyelerini analiz etmislerdir. Sonuglarina goére pro-inflamatuar
sitokin genlerinin mRNA diizeylerinin 24 ve 48. saat dilimlerinde arttig1 bulunmustur. Anti-
inflamatuar sitokin IL-10 artarken 24. Ve 48. saatlerde artarken. IL-4 {in ifadesi tespit
edilememistir. Karacigerdeki anti-inflamatuar I1L-10 inflamatuar TNF-« gen ifadesinin artisi
karaciger fibrozu esnasinda hem dejenerasyon hem de rejenerasyon reaksiyonlarinin varligi
ile agiklanabilir. Bununla ilgili olarak Yin ve ark.(129) farerlerde Chae ve ark.(130) ise

insanlarda karaciger rejenerasyon siireceinde IL-10 ve TNF-o’nin birlikte gorev aldigini
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belirmislerdir. Ayrica Hung ve ark.(131) yaptiklar1 arastirmada IL-10 gen terapisinin
farelerdeki TAA indiiklii karaciger fibrozunu geri dondiirebilecegini belirtmektedir. Bu
sonuglar anti-inflamatuar sitokin IL-10’un karaciger rejenerasyonunda rol oynadigini
desteklemektedir. Karacigerde fonksiyon bozukluklarinda TNF-o diizeyinin arttigi
bilinmektedir. Bu grupta ayn1 zamanda dalakta da TNF-a. artis1 oldugu saptanmasina karsin
bu artis karacigerde ¢ok daha siddetli bir sekilde gergeklesmistir. Bu durum dalaktaki TNF-
a sitokinlerinin kan yoluyla karacigerden gelmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Dalaktaki
GATA3 seviyelerinin artmasi ise dalakta anti-inflamatuar yamit olustugunu
desteklemektedir.

Yash saglikli grupla yasl fibroz grup arasindaki veriler arasinda en goze carpani
karaciger fibrozunda artis gosterdigi bilinen TGF-B’nin saglikli yashlardaki seviyesi ile
fibrotik yaslilardaki seviyeleri arasinda bir fark bulunamamasidir. Bunun sebebi daha 6nce
degindigimiz Forsey ve Carrierinin (126, 127) arastirmalarinda bahsettikleri yaslilik
stirecinde karacigerin kendi kendine aldigi hasar sebebiyle TGF-f’nin hali hazirda zaten
yiiksek olmasindan kaynaklanmaktadir.

Fibroziste rejenerasyon kapasitesinin yash bireylerde distigii ve IL-10’un
rejenerasyon siirecinde onemli bir rol oynadigi sdylenmektedir (129, 132-134). Deney
setimizdeki yasl ve geng farelerin fibroza verigi yanit1 inceledigimiz Geng Fibroz grubun
Yagh Fibroz grupla karsilastirilmasinda fibroz esnasinda karaciger dokularindaki IL-10
seviyeleri yaslilarda genclere oranla diisiik bulunmustur. Yasl Naive ve Yaslt Fibroz grup
karsilagtirmalarimizda ise IL-10 seviyleri fibroz olusumu ile geng gruplardaki yiikselmesinin
aksine yash fibrotik gruplarda diisiis gostermistir bu durum yashilikta karacigerde
rejenerasyon i¢in gerekli oldugu bildirilen IL-10 cevabinin yetersiz olmasi sebebiyle
rejenerasyonun 1iyi bir sekilde gelismeyecegini gostermektedir.

Ayrica yagh fibrotik farelerde hem karaciger hemde dalak dokusunda Tbet ve IFNy
geng fibrotik farelere gore diisiik bulunmasi yashilikta goriilen immiin yanitin azalmasi
durumu ile aciklanabilir. Bununla ilgili olarak yaslilik ve immiin yanit arasindaki iliskinin
incelendigi arastirmalar bizim ararstirmamizla benzer sekilde yasliligin immiin cevabi

azalttigini belirtmektedir (135, 136).
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6. SONUC ve ONERILER

Elde ettigimiz mikroskobik, biyokimyasal ve molekiiler veriler sonucunda yaslilik
sebebiyle olusan problemlerin karacigerde hasarlanmalara sebep olduguna, immiin
yanmitsizliga, rejenerasyon ile ilgili sitokinlerin (IL-10) azalmasiyla rejeneratif kapasitenin
diismesine ve hasarlanma ile ilgili (TGF-p) sitokinlerin artigina sebep olmaktadir. Elde
ettigimiz mikroskobik ve molekiiler bulgular birbirini destekler niteliktedir. Dalakta ise TH2
tipi sitokinlerin (IL-10, IL-4) hakim oldugu anti-inflamatuar tarzda olmasi muhtemel ve
kontrolsiiz sekilde yiikselen bir sitokin cevabi tespit edilmistir.

Ayrica arastirmamizin basinda one siirdiigiimiiz karacigerde inflamatuar bir yanit
varken dalakta anti-inflamatuar bir yanit olabiliecegi diislincesini geng saglikli ve fibroz
gruplarin karsilastirilmasinda dalaktaki FOXP3 ve GATA3 seviyesinin artmasi ile
desteklenmektedir. Dalakta anti inflamatuar bir yanit varken karacigerde ise hem anti
inflamatuar hem de inflamatuar sitokinlerin birlikte arttigi bir inflamasyon durumu
goriilmektedir. Dalakta Fibroz grubundaki inflamatuar TNF-o artisi her ne kadar ters
goriinsede Karacigerdeki TNF-a karsilastirilinca 6nemsiz bir yiikselmedir. Bu yiikselme
muhtemel kan akimi nedeniyle karaciger kaynakli olusan sitokin artisidir. Arastirmamiz
sonucunda yaslh fibrotik deneklerin dalaklarinda FOXP3 ifadesinde bir degiskenlik
saptanmamistir.

Ayrica diger bir amacimiz olan geng bireyler ve yasl bireylerin fibroza verdikleri
immiin yanit agisindan karsilastirilmasinda en onemli farklar yash bireylerin karaciger ve
dalak dokularinda inflamatuar yanitin diismesi ve karacigerde rejenerasyon siirecinde 6nemli
rol oynayan ve rejeneraitf kapasiteinin izlenmesinde 6nemli bir belirte¢ olan IL-10’un
seviyelerinin azalmasidir.

Ileri ki donemde hem karaciger hem de dalak homojenatlarinda sitokin diizeylerinin
arastirtlmasi protein diizeyi ile gen ifade diizeyi arasinda korelasyonu gostermek agisindan
onemli olacaktir. Ayrica, hiicre gocilinde rol alan ve inflamatuar yanitta etkin olan kemokin
genlerinin ve reseptorlerinin ifade edilme diizeylerinin arastirilmasi bu projede elde ettigimiz

sonuglar1 destekleyici olacaktir.
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