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OZET

Karaciger Fibrozu Esnasinda Lipoksin A4'iin Karaciger Hiicre Rejenerasyonu
ve
Immiin Yanit Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Amagc: Anti-inflamatuar lipid ara Grunlerinden, lipoksin A4 (LXA4) bir G-
protein reseptdriine baglanarak lokositlerin hiicresel aktivitelerini diizenler ve gen
transkripsiyonunu aktive ederek dogrudan hiicre i¢i enzim aktivitesine etki eder.
Arastirmamizda thioacetamide (TAA) ile karaciger fibrozu olusturulmasi sonrasi
LXA4’lin sistemik olarak verilmesinin karaciger fibrozu ve immin sistem (zerine
etkisinin arastirilmas1 amaglanmistir.

Materyal ve Metot: TAA ile karaciger fibrozu olusturulmus BALB/c deney
farelerinde LXA4 intraperitoneal (i.p.) yoldan verilerek tim gruplardaki deneklerin
serum Orneklerinde karaciger enzim dizeyleri, IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-17, IL-23, IL-4
ve IL-10 sitokin diizeyleri, dalak hiicre izolasyonu sonrasi immiinfenotipleme,
karacigerde fibroz olusumundan ve hiicre yenilenmesinden sorumlu gen ifadeleri ile
karaciger dokusunda Knodell skorlamasi sonrasi histopatolojik incelemeler ve analizler
gerceklestirilmistir.

Bulgular: Arastirmamiz sonucunda, karaciger fibrozu ile artan ALT, AST
enzim diizeyleri ile inflamatuar immiin yanittan sorumlu sitokinlerden TNF-a., IFN-y ve
IL-2 dlzeylerinde LXA4 enjeksiyonu sonrasi belirgin azalma saptanmistir. Hiicresel
anlamda ise, TAA ile karaciger fibrozunun olusturulmasi aktive sitotoksik T-lenfosit
popiilasyon yiizdesinde artisa neden olmaktadir. LXA4 enjeksiyonu bu artist belirgin
diizeyde diistirmektedir. Karaciger fibrozu esnasinda LXA4 enjeksiyonu ile TGF-41 gen
ifadesinde belirgin diizeyde azalma tespit edilmistir. MKK4 geni fibrozlu deneklerde
yuksek diizeyde ifade edilirken, LXA4 enjeksiyonu yapilmis fibrozlu deneklerde ifade
edilme diizeyi belirgin diizeyde diismektedir. ATF2, MKK7'nin ifade edilme
diizeylerinde istatistiksel bir fark tespit edilememistir. Histopatolojik incelemeler
sonrasi TAA grubunda belirgin diizeyde kopriilesmis fibroz olusumlart ve l6kosit
infiltrasyonu tespit edilmistir. Karaciger fibrozu esnasinda LXA4 enjeksiyonu lokosit
infiltrasyonunu  belirgin diizeyde digiirmekte, kopriillesmis fibroz — goriintiisii
kaybolmakta, bag dokusu olusumu belirgin diizeyde azalmaktadir.

Sonug: LXA4 karaciger fibrozunun tedavisinde kullanilabilecek ve karaciger
yenilenmesini saglayabilecek potansiyele sahip bir molekil olabilir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger fibrozu, Lipoksin A4, immiin yanit, karaciger
yenilenmesi
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of Lipoxin A4 on Liver Cell Regeneration and

Immune Response during Liver Fibrosis

Aim: An anti-inflammatory lipid mediator lipoxin A4 (LXA4) regulates
leukocyte cellular activity and activates gene transcription to activate intracellular
enzyme activity by binding to a G-protein receptor. In our investigation we aimed to
observe the effect of LXA4 on liver fibrosis and immune system after systemic
administration of LXA4 to TAA induced liver fibrosis mice.

Materials and Methods: LXA4 administered via intraperitoneally to BALB/c
mice with TAA induced liver fibrosis and serum liver enzymes, IFN-y, TNF-a, IL-2,
IL-17, IL-23, IL-4 and IL-10 levels measured, immunophenotyping on spleen cells
performed, expression levels of genes responsible from degeneration and regeneration
of liver analyzed and histo-pathological investigations performed by Knodell scoring.

Results: According to our results, an elevation on liver enzymes ALT, AST
during liver fibrosis together with a significant reduction on TNF-a, IFN-y and IL-2
levels observed after LXA4 injection. In cellular sense; TAA induced liver fibrosis
increases the percentage of activated cytotoxic T-lymphocyte population. LXA4
administration significantly reduced that elevation. Despite that; LXA4 administration
during liver fibrosis significantly reduced TGF-£1 expression. MKK4 gene expression
which is expected to be reduced during liver cell regeneration, highly expressed during
fibrosis, however it is significantly reduced in LXA4 administered liver fibrosis group
subjects. We did not observe a statistical difference on other genes ATF2, MKK7
expression. Accordingly; bridging fibrosis and leukocyte infiltration have been observed
in TAA group. According to Trichrom staining connective tissue formation has been
observed in TAA group. LXA4 administration during liver fibrosis significantly
reduced infiltration of leukocytes, bridged fibrosis formation disappeared and
connective tissue formation significantly reduced. According to PAS staining; LXA4
administration significantly reduced physiologic activation on liver cells.

Conclusion: LXA4 can be used in the treatment of liver fibrosis and may be a

molecule that may potentially cause liver regeneration.

Key Words: Liver fibrosis, Lipoxin A4, immune response, liver regeneration.
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: Activating transcription factor 2

: Aspirin Tetikleyici Lipoksinler

: Karbon tetraklorur

: Threshold Cycle

: Connective tissue growth factor

: Dimethylnitrosamine

. Ekstraselluler matriks

: Endotelin-1

: Gliseraldehid-3-Fosfat Dehidrogenaz
: Hematoksilen-Eosin

: Hepatik Stellate Hiicre

: Interferon-y

 Insiilin biiyiime faktorii

. Interlokin

. Intraperitoneal

- Lipoksin

: Lipoksin A4

: Lipoksin B4

: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 4
: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 7
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1. GIRIS

Karaciger fibrozisi diinya genelinde yaygin olarak goriilen, nemli morbitide ve
mortalite oranlarina sahip bir saglik sorunudur (1, 2). Ana nedenleri arasinda; kronik
hepatit C enfeksiyonu, alkol ve alkolik olmayan steatohepatit (non-alcoholic
steatohepatitis; NASH) yer almaktadir (2, 3). Parazit enfeksiyonlari, asir1 demir ve bakir
yiikklenmesi, safra tikaniklig1 ve asir1 dozda ilag kullanimi karaciger fibrozisine yol agan
diger nedenler arasinda sayilabilir (2). Fibrozis, 6zellikle tip I kollajen gibi ¢esitli hiicre
dis1 proteinlerin asir1 birikmesi ile ortaya ¢ikan kronik karaciger hasarinin bir sonucudur
(2, 3). ilerlemis dénemde, karaciger, normalden yaklasik alt1 kat daha fazla kollajen (I,
Il ve 1V), fibronektin, undulin, elastin, laminin, hyaluronan ve proteoglikani1 kapsayan
hiicre dis1 proteinler igermektedir. Bu hiicre dis1 proteinlerin asir1 birikmesi karacigerin
normal yapisini bozan patofizyolojik hasar ile sonu¢lanmaktadir (2). Fibrotik yanit;
portal hipertansiyon, asit birikimi, ensefalopati, sentetik disfonksiyon ve bozulmus
metabolik kapasiteyi igeren son donem karaciger hastaliginin hemen hemen tiim
komplikasyonlarin1 temelinde bulundurmaktadir. Karacigerin olaganiistii kendini
yenileyebilme kapasitesi sayesinde, hastalarim biiyilk ¢ogunlugunda fibrozis yavas
ilerlemektedir (4). Fibrozis tedavi edilmezse organ kii¢iilmesi ve nodiil olusumuyla
iliskili olan siroz ortaya c¢ikabilmekte ve sonugta organ yetmezligi ve 6liime neden
olabilmektedir (2, 4). Bir fibrotik uyariy1 takiben hiicre dis1 proteinlerin birikiminden
sorumlu primer hicre tipi; aktive olmus hepatik stellate hiicre (HSH) ve Kupffer
hicreleridir (2). Aktive Kupffer hiicrelerinin salgiladigi transforme edici biiylime
faktori-p (Transforming Growth Factor-B; TGF-B), HSH’leri aktive ederek kollajen
iireten miyofibroblastik hiicrelere transforme eder. Fibrozisin baslamasinda ve
gelisiminde lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen Urlnlerinin (Reactive oxygen
species; ROS) anahtar rol oynadigini gosteren kuvvetli kanitlar vardir. Hasar gérmiis
hepatositler tarafindan salgilanan ROS ve fibrojenik ara tiriinler inflamatuar yanitta rol
alan akyuvarlarin hasar gérmiis bolgeye hareketine neden olur. Bolgeye goc¢ eden
lenfositler ve polimorfonukleer hucreler gibi immin sistem htcreleri, kollajen
salgilamas1 i¢in HSH’leri aktive ederler. Aktive HSH’ler inflamatuar kemokinleri
salgilar, hiicre adhezyon molekiillerini ifade eder ve lenfositlerin aktivasyonunu
diizenler. Dolayisiyla, inflamatuar ve fibrojenik hiicreler arasinda birbirini uyaran bir

kisir dongii ortaya ¢ikmaktadir (3).



Gunimuzde karaciger fibrozisinin standart bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.
Her ne kadar fibrozis olusumunu oOnlemeye yonelik kemirgenler iizerinde yapilan
deneysel ¢alismalar umut verici olsa da, bu etkenlerin insanlar iizerinde basarisi
gosterilebilmis degildir. Antifibrotik etkenin tedavi edici olabilmesi igin ajanin
karacigere 6zgiil olmasi, uzun dénem uygulamada kolaylikla tolere edilebilmesi, normal
ekstraselller matriks (ESM) protein sentezini etkilemeden fazladan kollajen birikimini
etkin bir sekilde azaltabilmesi 6nemlidir. Ginimuzde, HSH hiicre aktivasyonunu inhibe
eden Pentoksifilin, interferon (IFN)-o, TGF-B1 inhibitorleri, inflamatuar yaniti inhibe
eden kortikosteroidler, interlokin (IL)-10, antioksidan 0zellik gosteren Tokoferol,
anjiyotensin inhibitorleri kullanilmaktadir. Ancak s6z konusu antifibrotik ilaglarin
aktive HSH’ler lizerinde yeterli diizeyde etkin olamamasi ve istenmeyen yan etkilere
sahip olmasi nedeniyle kullanimlart sinirhdir (3, 5).

Anti-inflamatuar lipid ara drinlerinden olan lipoksin A4 (LXA4) yalnizca
spesifik bir G-protein reseptoriin baglanmasi yoluyla 16kositlerin hiicresel aktivitelerini
diizenlemekle kalmaz, ayrica bazi genlerin transkripsiyonunu ve dogrudan hiicre igi
enzim aktivitesini de duzenleyebilir (6, 7). Bunlara ek olarak; LXA4'lin inflamasyonda
endojen bir “fren sinyali” olarak c¢alistigi da diistiniilmektedir. LXA4 nétrofillerin
aktivasyon durumunu azalttig1 gibi ayn1 zamanda proinflamatuar sitokin salinimini da
azaltabilir. LXA4 inflamasyonlu dokuya monosit goglnl aktive eder ve notrofil
apoptozunu desteklemek icin sag kalim sinyalini bloke ederek inflamatuar yanit siirecini
duzenler (6, 8). LXA4'Un anti-inflamatuar etkileri bobrekte, karacigerde, beyinde ve
gastrointestinal sistemde gosterilmistir (6). Ancak, bu ¢alismalarda LXA4'iin karaciger
hiicre rejenerasyonu ve immiin sistem iizerine etkisi gosterilmemistir.

Bu caligma ile karaciger fibrozisi esnasinda anti-inflamatuar o6zelligi olan
LXA4’ln fibrozis olusumu iizerine etkisinin immiinolojik ve molekiiler diizeyde

arastirilmasi1 amaclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger

Karaciger, viicudun en biiyiik karin i¢i organ1 ve bezidir (9). Viicut agirliginin
%2-2,5’ini olusturur. Yetiskinlerde agirligi yaklasik olarak 1,2 ila 1,5 kg arasindadir
(10). Koyu kirmizi-kahverengi goriinimuinde, karnin sag iist ¢geyreginde, sag alt kaburga
hizasinda, diyaframin altindadir (11). Karaciger alt yiizii sagda duodenum, kolon, sag
bobrek ve surrenal ile; solda 6zofagus ve mide ile komsudur. Karaciger sag ve sol
loblara ayrilir (12). Karaciger, distan Glisson kapsiilii olarak isimlendirilen fibréz bag
dokusundan bir kapsiil ile ¢evrelenmistir (13). Karaciger kanini iki yerden saglar. Portal
ven, barsaklardan ve dalaktan vendz kani getirirken; hepatik arter ise karacigere
arteriyel kan saglar (14). Karacigerde fonksiyonel ve yapisal birim karaciger lobuludur
(13). Karaciger lobdli birbiriyle birlesen sintzoid bosluklar1 ile ¢evrili hepatosit
plaklarindan olugmaktadir. Lobiilde bir sentral vena bulunur. Sentral venaya ¢ok sayida
vendz siniizoidler acilir. Bu siniizoidler portal veniillerden kan alirlar. iki vendz
sinlizoid arasinda hepatik hiicreler yer alir. Bu hiicreler genellikle iki tabaka halinde
dizilmislerdir ve iki komsu hiicre arasinda ince bir safra kanali uzanir. Karaciger
hiicreleri tarafindan siirekli olarak sentezlenen safra bu kanala verilir. Bir yiizeyleri ince
safra kanalina bakan karaciger hucrelerinin diger yizeyleri venoz sinuzoidlere bakar.
Sinuzoidlerin endotelyal yiizeyi ve hepatositler arasinda “Disse araligi” bulunur (11,
15). Disse araliginda; A vitamini metabolizmasi ve depolanmasinda gorev alan hepatik
stellat hiicre (HSH)’ler, hepatosit villuslari, endotelden filtre edilen plazma, fibronektin,
proteoglikanlar ve kollajen bulunur. Disse araligindaki kollajen fibriller hepatositlere
destek icin cat1 Ozelligi tasir. Bu ¢at1 yapis1 hasarlanir ise, iyilesme siireci fibrozise yol
acar. Fibrozisin ilerlemesi ise siroz ile sonuglanir. Erken dénemde fibrozis geri
dontisimlii iken siroz gelistiginde kalici hale gelir (15). Fibrozis surecinde birgok hiicre
tipi ve degisik faktorler rol oynamaktadirlar. HSH’ler ve Kupffer hicreleri fibroziste rol

oynayan esas hucrelerdir (16).



2.1.1. Hepatositler

Karacigerin parankimal hiicreleri olan hepatositler, santral venden perifere dogru
ilerleyen 1sinsal hiicre kordonlar1 seklinde dizilmis poligonal sekilli Skromatik
nikleuslu hucrelerdir (13). Karacigerde bulunan hiicrelerin yaklasik %380’ini
hepatositler olusturur (17). Hepatositlerin birincil roli metabolizmada protein Gretimi ve
toksin nétralizasyonu olmasina ragmen, karacigerin bu parankimal hiicreleri patojenleri
belirleyebilir ve konak immiin yanitina yardimci olabilirler. Hepatositler ¢ogu akut faz
proteinleri ve kompleman bilesenlerinin tretiminden de sorumludur (14). Hepatositler
lizerinde dogal immiin reseptorlerin ifadesinin tanimlandigi pek c¢ok calisma
bulunmaktadir. Buna ek olarak hepatositler ayrica adaptif immiin yanitin baslamasinda
da ise karigmaktadirlar (18). Hepatositler cesitli patolojik durumlardan, toksik
ajanlardan ve iskemiden kolay etkilenirler (13). Kronik karaciger yaralanmasinda
apoptoza maruz kalabilirler. Apoptotik hepatositlerin, Kupffer hiicreleri tarafindan
alinarak karacigerden ¢ikarilmasi saglanir. Aktive olmus Kupffer hicrelerinin
salgiladigi timor nekroz faktor (TNF)-o, transforme edici buyime faktori-8
(Transforming Growth Factor-; TGF-B) gibi ¢esitli inflamatuar yaniti1 ilerleten
sitokinler, hepatik stellat hiicre (HSH)’leri aktive ederek bir fibrotik yanit olusmasina
neden olurlar (19). Serbest kalan hepatosit kaynakli apoptotik cisimler HSH’leri
dogrudan da aktive edebilirler (17, 19). Aktive HSH’ler de karaciger fibrozisine neden
olan tip I kollajen salgilarlar. Karaciger fibrozisini tersine ¢evirmek i¢in hepatositlerin
apoptozdan korunmasi yararh terap0tik stratejilerden biri olabilir (17). Hepatosit hiicre
Oliimiine ek olarak, bozulmus karaciger rejenerasyonu ve tamiri de akut karaciger

bozuklugunun genel bir 6zelligidir (20).
2.1.2. Hepatik Stellat Hiicreler

Hepatik stellat htcre (HSH)’ler, hepatositler ve siniizoidal endotel hicreler
arasinda Disse boslugunda yer alan yildiz benzeri uzantilar1 olan perisiniizoidal
hicrelerdir (18, 21-23). HSH’ler A vitamini ve lipid depolamada merkezi bir role
sahiptirler. Yag depolayan hiicreler ya da Ito hiicreleri olarak da bilinen HSH’ler
saglikli karaciger hiicrelerinin %5-8 kadarini1 olustururlar (18, 21). HSH’ler ve
bunlardan tiireyen myofibroblast benzeri hiicreler; retinoidleri ¢ozip iglerine alirlar ve

depolarlar, ekstraselliler matriks (ESM) proteinlerini (kollajen 1, 3-6, fibronektin,
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laminin, tenaskin, undulin, hyaluron, proteoglikanlar vb.) sentezler ve salgilarlar (24).
HSH’ler ayrica anjiyogeneze ve oksidant strese katkida bulunurlar (22). HSH’ler
normal karacigerde sakin, hastalikli karacigerde ise aktive olmus iki ayri1 fenotipte
gozlenebilirler. HSH’ler herhangi bir uyaran ile aktive olmadan &nce; retinoid,
trigliserid, kolesterol ve serbest yag asidleri iceren, ¢ok sayida yag damlaciklari ile
kusatilmis sitoplazmaya ve yildiz benzeri bir sekle sahiptirler. HSH’lerin en 6nemli ve
belirgin yapisal 6zelligi, aktin mikroflaman demetlerini ve desmin, vimentin, synemin
gibi ara filamentleri bulundurmasidir. HSH’ler ayrica sakin formlarmi devam
ettirmekten sorumlu olan LIM-homeodomain protein (Lhx2) transkripsiyon faktérind
de ifade ederler. Sessiz HSH’ler, transkripsiyonel seviyede tip | kollajen ifadesini inhibe
ederek antifibrojenik etkiler de sergileyen adipogenez icin ana trankripsiyonel
diizenleyici olarak disiiniilen bir niikleer reseptér olan peroxisome proliferator-
activated receptor-y (PPAR-y) ifade ederler. Sessiz HSH’ler ayrica hepatosit biiyime
faktori, TGF-B, insulin-like growth factor-1 (IGF-I) ve diger sitokinlerin ifadelerini
otokrin ve parakrin tarzda dizenlerler (21). Kronik karaciger yaralanmasini takiben ise
HSH’ler aktive olur ve durgun bir hiicreden fibrojenik bir hale farklilagirlar (18, 23).
HSH’ler, aktive olmus Kupffer hiicreleri, hasar gérmiis hepatositler, kan pulcuklart,
endotelyal ve inflamatuar hiicreler arasindaki etkilesim HSH aktivasyonunda rol oynar
(24). HSH’ler yag damlaciklarinin kaybolmasi, artmis proliferasyon ve migrasyon, asiri
ESM proteinlerinin salgilanmasi, giiglenmis kasilabilirlik ve TGF-B1’i igeren
proinflamatuar ve profibrojenik faktorlerin serbest birakilmasi 6zellikleri ile karakterize
edilen myofibroblast benzeri hiicrelere doniisiirler. Aktive HSH’ler mezenkimal hiicre
belirteclerini (aSMA ve tip | kollajen) arttirirlar ve noral belirteclerini kaybederler (23).
Lipid depolama ve fibrojenezdeki iyi tanimlanmis rollerine ek olarak, karacigerde
immiin koruyucu olarak rol oynadiklarina dair kanitlar da mevcuttur (18). Ek olarak,
HSH’ler sitokinler ve kemokinlerin salgilanmasi ve immiin hiicrelerle etkilesmesi
yoluyla immiin yanit1 aktive etmede ¢ok 6nemli bir rol oynarlar. HSH’lerin, normal ve
fibrotik karacigerdeki ESM’nin birikmesini diizenleyen primer effektdr hiicre oldugu

fibrozisi anlamada anahtar bir kesiftir (22).



2.1.3. Kupffer Hucreleri

Kupffer hiicreleri karacigere yerlesmis sabit makrofajlardir. Kupffer hicreleri
viicuttaki tim doku makrofajlarinin %80-90 kadarin1 temsil ederler. Karaciger hiicre
populasyonunun ise %15’ini olustururlar (21). Karaciger endotel hiicrelerine bagl
olarak bulunan, sitoplazmik uzantilar1 olan fagositoz yetenegine sahip ve kan igerigine
dogrudan maruz kalan hiicrelerdir. Kupffer hiicrelerinin onemli gorevleri; yash
eritrositleri metabolize etmek, patojenleri yakalamak ve imminolojik olaylarla ilgili
proteinleri salgilamaktir (18). Kupffer hiicreleri endotelyal hiicreler ve hepatositler ile
etkilesen yardimei bir sitemin pargasini olusturmaktadir (25). Kupffer hicreleri reseptor
aracili endositoz ile farkli molekiilleri dolasimdan kaldirabilirler. Dogal immin sistemin
bir pargasi olan bu hiicreler, kemotaksis ve fagositoz gibi olaylari ilerleterek, TNF-a,
IL-1, IL-6 gibi sitokinleri ve reaktif oksijen turlerini salgilayarak karacigerdeki
inflamatuar siirecin regiilasyonunda énemli bir rol oynamaktadir (21). Fibrozisteki asil
etkileri ise fibrozis strecindeki matriks Uretiminde en etkili uyaran olan TGF-B1’in
uretimidir. Aktive Kupffer hiicrelerinin trettigi TGF-B1, HSH’leri aktive ederek
kollajen lreten myofibroblastik hiicrelere degisimini saglar. Proinflamatuvar
sitokinlerin yani sira, anti-inflamatuvar sitokinler de dretirler (15). Antifibrotik etkisi,
Ozellikle fibrozun erken donemlerinde ve akut karaciger hasar1 esnasinda anti-
inflamatuar ve antifibrotik etkiye sahip olan 6nemli sitokin IL-10’un varlig1 ile
belirgindir. 1L-10 kollajenaz salgisini arttirdig igin kollajen birikmesinin bir azalmasina
yol acgmaktadir. Aktive olmus Kupffer hiicreleri HSH’leri etkili bir sekilde

oldarebilirler. Bu 6ldiirme islemini ise kaspaz-9 bagimli mekanizma ile yaparlar (21).

2.1.4. Sintizoidal Endotel Hucreler

Karaciger sinuzoidal endotel hiicreler; patojen belirlemede, yakalamada ve
muhtemelen antijen sunumunda énemlidir. Sintzoidal endotel hiicreler karacigerdeki
nonparankimal hiicrelerin yaklasik %50’sini olustururlar. Sintizoidal endotel hucreler
siniizoidal limende hepatositleri kandan ayiran temel yapidir (18). Sintizoidal endotel
hlcreler aralikli olarak yerlesmislerdir (26). Aralikli yapilar molekiillerin siniizoidal
limenden Disse aralifina gegisini kolaylastirir (18). Sitoplazma ve organelleri azdir.
Farklilasmis sintizoidal endotel hicrelerin fonksiyonu, HSH’lerin aktivasyonunu

onlemede bir bekgi gorevi goriir. Ancak, toksinle indiiklenmis fibrozis modellerinde,
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fibrojenezin erken asamalarinda kapillerize sinuzoidal endotel hcrelerin HSH
aktivasyonunu oOnleyemedikleri ve EIlIIA-fibronektin reterek HSH aktivasyonunun

ilerlemesine izin verdikleri goriilmistiir (26).
2.1.5. Karacigerde Ekstraselliiler Matriks

Karaciger ekstraselliler matriks (ESM), sinlizoidleri doseyen endotel ile
hepatosit hiicrelerinin arasini dolduran, portal trakt ve santral ven g¢evresinde bulunan
jelatinimsi ag benzeri bir destek dokusudur. ESM hiicrelere destek olmanin yaninda
cesitli aracilarin depolanmasi ve salinimi, soliitlerin transportu, hiicreler arasi iletisimin
saglanmasi gibi c¢esitli fonksiyonlar goriir. Hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu,
farklilasmasini, 6zellesmis hepatoselliiller fonksiyonlar1 ve siniizoidlerde dar Kkuguk
deliklerin olusmasini1 ESM sinyalleri diizenler. Karacigerde en fazla matriks sentezleyen
hlcreler hepatik stellat hiicrelerdir (27). ESM; normal ve fibrotik karaciger iskeletini
olusturan makromolekiillerin bir dizisini i¢cermektedir. Bu makromolekiiller {i¢ ana
aileden olusur: kollajenler, glikoproteinler ve proteoglikanlar. Glikoproteinler
fibronektin, laminin, merosin, tenaskin, nidojen ve hyaluronik asit icermektedir.
Proteoglikanlar heparan, dermatan, kondroitin sulfatlar, perlekan, sindekan, biglikan ve
dekorin igermektedir. Interstisyel kollajenler tip I ve III, fibrotik karacigerde oldugu gibi
normal karacigerde de kollajenlerin bllylk miktarini olusturur, fibroziste tip III kollajen
miktarinin nispeten arttigi goriilmektedir (28). Normal karacigerde, Disse boslugunun
bazal membran benzeri matriksi, birincil olarak tip IV ve VI kollajenlerden
olusmaktadir (22). Farkli izoformlari, farkli doku boélgelerindeki degisken
kombinasyonlar1 ve yagla iligkili degisikliklerle iligkili olarak bu matriks
makromolekullerinin dikkate deger heterojenitesi mevcuttur. Karaciger fibrotik olurken,
kantitatif ve kalitatif olarak belli degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Kollajen ve kollajen
olmayan bilesenlerin toplam miktar1 3 ila 8 kat arasinda artmaktadir (29). ESM yapimi
ve yikimi siirekli devam eden dinamik bir strectir. Matriks Metalloproteinaz (MMP)
enzimleri siirekli olarak matriks komponentlerini yikar ve yerine yenileri olusur.
Dokuda bulunan matriks metalloproteinaz inhibitorleri (Tissue Inhibitor of Matrix
Metalloproteinases; TIMP) ise olusan matriksin yikiminin engellenmesini saglarlar.
Kronik bir zedelenmede TIMP artarak MMP inhibe edilir ve fibréz matriks yikimi
engellenmis olur (27).



2.2. Karaciger Fibrozisi

Karaciger fibrozisi, ekstraselluler matriks (ESM) bilesenlerinin asir1 iiretimi ve
birikmesi ile karakterize olan, kronik hasarli karacigerdeki bir yara-iyilesme strecidir
(30). Bu sureg; HSH’lerin aktivasyonunu ve ESM proteinlerinin asir1 ifadesini
icermektedir (21, 31). Viral hepatitler (B,C,D) ve sistozomiazis tarafindan olusturulan
kronik enfeksiyonlar, toksin ve ilaglar (alkol, amiodaron, metotreksat vs.), alkolik
olmayan steatohepatit, hemakromatozis, alfa-1 antitripsin eksikligi, wilson hastaligi,
galaktozemi, tirozinemi, tip IV glikojen depo hastalig1 gibi metabolik nedenler, primer
biliyer siroz, otoimmiin hepatit gibi otoimmiin hastaliklar karaciger fibrozisine yol agan
etkenler arasinda bulunmaktadir (21). Insandaki hepatik fibrozisin ortaya ¢ikmasinda
farkli uyaricilar (konjenital, metabolik, inflamatuar, parazitik, vaskilar, toksinler ya da
ilaclar) rol alsa da, fibrozisin altinda yatan molekiiler mekanizmalar temelde aynidir
(31). Karaciger fibrozisi tedavi edilemedigi zaman siroza dogru ilerleyebilen kronik bir
srectir (32). Ancak, travma gegici ise karacigerdeki degisiklikler de gegici olabilir ve
karaciger fibrozisi ¢Ozulebilir (31). Yas, cinsiyet, kilo, gunluk alkol tuketim miktari,
enfeksiyona maruz kalma stresi, Diabetes Mellitus, karaciger demir seviyesi fibrozisin

derecesini ve siroza ilerleme hizini etkileyen faktorler arasindadir (33).
2.2.1. Karaciger Fibrozisinin Patogenezi

Fibrozisin gelismesi; inflamasyon ve fibrojenez olmak Uzere iki ana fazda
gerceklesmektedir (21). Inflamasyon karaciger fibrozunun 6nemli ve kompleks bir
ozelligidir. Karaciger yaralanmasini takiben, inflamatuar hiicrelerin yarali bolgede bir
birikimi meydana gelir (32). Baslangigta, ¢esitli hepatotoksik faktorler ile, hepatik
hicrelerden (hepatosit, endotel, Kupffer hiicreleri, trombosit vb.) gelen parakrin uyarilar
sonucunda hepatik stellat hiicre (HSH)’lerin gen ifadesinde degisiklikler meydana gelir.
Endotel hucreleri; fibronektin, TGF-B, endotelin-1 (ET-1) sentezi ile HSH
aktivasyonunda rol alirlar (27). 21 amino asitlik peptid olan ET-1, erken faz esnasinda
tip-1 kollajen gen ifadesini yukselterek HSH aktivasyonunu, invazyonunu ve
fibrojenezini indukler (21). Kupffer hiicreleri ise ¢esitli inflamatuar ve anti-inflamatuar
sitokinlerin salinmmin1  gergeklestirirler. Kupffer hiicrelerinden salinan TGF-1,
HSH’lerdeki kollajen I ifadesini arttiran, HSH’lerin myofibroblast benzeri fenotipe

donitigsmesini ilerleten ve TIMP’lerin ifadesini uyarmasi yoluyla ESM degradasyonunu
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da etkileyen en profibrotik sitokinlerden biri olarak tanimlanmaktadir (34). HSH’lerdeki
TGF-pB ayrica, hiicre i¢i sinyal kaskadina ve Ras, Raf-1, MEK ve MAPK genlerinin
transkripsiyonel diizenlenmesine de katilmaktadir (21). Paralelinde trombositlerden
saliman PDGF ise HSH icin en gucli pro-proliferatif sitokin olarak goérilmektedir. Bag
dokusu blyime faktori (Connective tissue growth factor; CTGF) de son zamanlarda
fibrogenezin potansiyel bir aracisi olarak ortaya ¢ikmaktadir (33). Proliferasyonu
uyaran diger faktorler ise; vaskiilar endotelyal blyime faktor (VEGF), epidermal
blylme faktort (EGF), insilin biylme faktori (IGF-1) ve fibroblast blyime faktori
(FGF)’ dir. Trombin, arginin, vazopressin, AT-Il gibi vazokonstriktorler HSH’ler
Uzerine mitojenik etki gosterirken, vazodilatorlerden prostaglandin E2 ve Nitrit Oksit
(NO) antimitojenik etki olusturur. HSH’lerin kontraktil 6zellikler kazanmasi, ig¢erisinde
aktin ve miyoflamanlarin artmasi ile olur. ET-1 kasilmay1 uyaran en 6nemli faktorddir.
NO, ET-1’in fizyolojik antagonisti olup, fibrozis surecinde ET-1 artarak, NO azalarak
kasilma uyarilir (27). Sonug olarak, Ca2+ alinimina aracilik ettigi ve hiicresel kasilmay1
duzenledikleri bilinen L-tipi voltajla ¢alisan Ca2+ kanallar1 ifadesinde degisikliklere ve
bir-diiz kas aktininin (a-smooth muscle actin; a-SMA) artmis ifadesine sebep olan ESM
bilesenlerinin asir1 sentezi gerceklesir. Aktive olmus HSH’ler yag damlaciklarini
kaybetmis, glial fibriller-asidik protein eksikligi olan ve artmis hiicre proliferasyonu
Ozelliklerini gosteren myofibroblast benzeri hiicre tiplerine doéniisiirler. Ayn1 zamanda
bu hiicreler, karaciger fibrozisinin gelismesini ilerleten, otokrin bir sekilde onlarin
konstriktif, proliferatif ve transformatif dzelliklerini ilerleten sitokin ve aktive peptidler
uretirler. Aktive olmus HSH’lerin IL-10, FAS (CD95), PDGF, FGF, VEGF ve TGF-p1
icin reseptorlerin otokrin etkilerini arttirdiklar1 bilinmektedir. Ayn1 zamanda, bu
HSH’ler IGF-1 reseptorinun, G¢ TGF-B tip reseptorinun ve genel olarak Smad
proteinleri olarak isimlendirilen sinyal aracilarinin ifadesini de baskilarlar. Aktive
olmus HSH’ler kemotaktik yanit gosterir ve hasarli bolgeye dogru goc eder ve hasarli
doku etrafinda birikmeye baglarlar (21). Pro-fibrojenik myofibroblastlarin birikmesi
doku fibrozisinde merkezi bir 6zelliktir (23). Myofibroblast benzeri hiicreler otokrin ve
parakrin olarak uyarilirlar. Bu hiicrelerin olusturdugu Urlnler fibrogenezin siirekliligini
saglar (24). Fibrozis esnasinda, saglikli karaciger i¢in normal olan diisiik yogunluklu
matriks bozulur ve fonksiyonel olmayan kollajen6z yap1 ile yer degistirir. Baslangicta,
Kupffer hiicrelerinden salgilanan TGF-B’nin uyarimu ile aktive olan HSH’ler, 6zellikle

tip-1-111-1VV  kollajen, fibronektin, elastin, laminin ve proteoglikanlar gibi ESM
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proteinlerini sentezlemeye baslar (21, 32). Fibrozis artarak siroza dogru ilerlerken
normal karaciger dokusunda 1:1 olan kollajen tip I/tip III oram1 4:1 oranina
degismektedir (35). HSH’ler, tip IV kollajen ve laminin gibi ESM’nin ana bilesenlerini
bozan matriks metalloproteinaz (MMP)-2’nin énemli bir kaynagidir (21, 36). MMP’ler,
matriksinler olarak da bilinir, kollajen ve nonkollajen ESM substratlarini yikima ugratan
kalsiyum bagimli enzimlerin ana ailesidir. MMP’ler ¢esitli inaktif proenzim olarak
salgilanirlar ve endojen proteinaz inhibitorlerinin bir ailesi olan TIMP’ler tarafindan
duzenlenirler.  Bu nedenle, TIMP’ler Kkaraciger yaralanmasi  esnasinda
metalloproteinazlarin  aktivitesini  antagonize  ederek  matriks  birikiminin
degradasyonunu 6nlemede 6nemli bir rol oynar. TIMP-1 de HSH’ler (zerinde bir
antiapoptotik etkiye sahiptir; yaralanma esnasinda B cell lymphoma (Bcl)-2
indiksuyonu yoluyla aktive olmus HSH’lerin sagkalimimi ilerletir ve onlarin
temizlenmesini Onler. Hepatik makrofajlar ayrica karaciger fibrozisinin ¢6zllmesi
esnasinda MMP-13 {iretimini arttirarak matriks degradasyonunda belirleyici bir rol
oynar ve matriks degisikligini diizenlerler (36). Fibrotik karacigerde TIMP’lerin
seviyesinin belirgin sekilde artmis oldugu kaydedilmistir. TIMP’ler, MMP-1"in etkisini
inhibe edebilme yetenegine sahip olmasi nedeniyle kollajen fiberlerinin birikmesine
neden olmaktadir (21). Bilyiime faktorleri ve sitokinlerin yani sira ESM komponentleri
de direkt HSH aktivasyonunu etkilerler. Plazmin antifibrotik bir sitokin olup, HSH’ler
plazminojen aktivator inhibitor (PAI)-1 yoluyla fibrozis gelisimine katkida bulunurlar.
Karacigerde etken ne olursa olsun olusan inflamasyon ve nekroz sonucu ortak bir yara
iyilesme cevabi ve sonucunda fibrozis gelisir. Etken ortadan kaldirilmaz ve kronik bir
zedelenme surecine girilirse bu yara iyilesme yaniti, kalin fibr6z bantlar ve rejenerasyon

nodulleriyle seyreden siroza kadar ilerler (27) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. A. Normal karaciger dokusu ve hepatik hiicrelerin yerlesimi
B. Kronik karaciger hasarini takiben meydana gelen yapisal degisiklikler (3).

2.3. Karaciger Fibrozisi ve Immiin Yamt

Inflamatuar yanit fibrojenezde 6nemli bir rol oynar (22). Fibrojenez sireci
kompleman ve interferon (IFN)’lar gibi humoral faktorlerle beraber dogal immiin yanit
hiicreleri NK (Naturel Killer Cell; Dogal Oldiiriicti Hiicreler), NKT (Dogal Oldiiriicii T
Hucreleri), notrofiller ve dogal immiin yanit reseptorleri, kazanilmig immiin yanit
hicreleri, T ve B lenfositleri tarafindan kontrol edilmektedir (32, 37). Sitokinler,
kemokinler, biyume faktorleri ve oksidatif stres riinleri fibroz siireci sirasinda immiin
sistem htcrelerinden kaynaklanan inflamatuar yanita aracilik ederler. Hepatik stellat
hicre (HSH)’ler immdin sistem hdcrelerinin farkli tipleriyle etkileserek inflamasyon
stirecinde aktif olarak yer alirlar (32). Aktive HSH’ler inflamatuar kemokinleri salgilar,
adhezyon molekiillerinin sentezlenmesi yoluyla immiin hiicrelerle dogrudan etkilesir ve
antijen sunumuyla immin sistemi modile ederler (22). HSH’ler “sitokinle uyarilan
notrofil kemoatraktran protein (CINC)”, MCP-1 ve M-CSF gibi kemoatraktanlar
salgilayarak monosit, makrofaj ve lenfositleri inflamasyon bdolgesine cekerler.
Interlokinler (IL-4, IL-6, IL-8, IL-6 iliskili sitokin), prostaglandinler (PG D2, PG E2),
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TNF-0, TGF-B, IFN-a, IFN-3, PDGF, M-CSF, MCP-1, PAF ve FGF inflamasyon ve
fibrozis surecinde rol oynayan sitokinlerdir (27). Kupffer hiicre aktivasyonu NF-kB
aktivitesine ve HSH’lerin aktivasyonuna neden olan, TNF-a’y1 igeren pro-inflamatuar
sitokinlerin ve monosit kemoatraktant proteinlerin (MCP)-1 sonradan salgisina yol
acmaktadir (22). HSH’lerin aktive olarak myofibroblast benzeri fenotipe doniismesinde,
myofibroblast benzeri hiicrelerin ¢ogalmasinda ve asir1 ekstraselliiler matriks
birikiminde TGF-B ve TNF-a gibi inflamatuar aracilar rol oynar (32). TNF-o ayrica
notrofil infiltrasyonunu indiikler ve apoptoza duyarli hale gelen hepatositlerdeki
mitokondriyal oksidant Uretimini stimule eder (22). TGF-B ana fibrojenik sitokindir ve
aktive HSH’ler yoluyla a-SMA ve tip | kollajen sentezini arttirir. PDGF, extracellular
signal-regulated kinase (ERK)-bagimli ve ERK-bagimsiz mekanizmalar yoluyla ve
intraselliiler pH’daki degisiklikler yoluyla myofibroblastlarin proliferasyonunu indiikler.
Lokositler hasarlanmis bolgeye toplanirlar, apoptotik hiicreleri fagosite ederler ve TNF,
IL-6 ve IL-1p gibi pro-inflamatuar sitokinleri Greterek ve T hcrelerini toplayarak
inflamatuar yaniti g¢ogaltirlar. Hucresel hasar ve stimiile olmus immiin hiicreler
tarafindan tiretilen PDGF, bag dokusu biiyiime faktorii (connective tissue growth factor;
CTGF), TGF-B ve IL-13’0 iceren sitokinler gibi proinflamatuar aracilar dokulardaki
mezenkimal oncll hiicreleri aktive ederler ve onlarin myofibroblastlara farklilagmasini
indiiklerler. Apoptotik hepatositler ve lenfositlerin HSH’ler tarafindan fagositozu da
onlarin dogrudan fibrojenik aktivasyonunu tetikler (23). HSH’ler T (MHC I, MHC 1,
CDB80 ve CD86) hiicrelerine antijen sunumu i¢in gerekli molekiilleri diisiik miktarda da
olsa ifade ederler ve ekzojenik antijenleri endositoz yapabilirler. Floresan mikroskobi
calismalar1 HSH’ler ve lenfositler arasindaki dogrudan iletisimi ortaya ¢ikarmistir ve
HSH’lerin naif lenfositleri dogrudan aktive edebildigi fikrini desteklemektedir. Ayrica
baz1 calismalar da, HSH’lerin T lenfositle, NK hucreleri ve NKT hicreleri tarafindan
sitokin Gretimini ve bu hicrelerin aktivasyonunu dogrudan indiikleyebildigi sonucuna
varilmistir. HSH’ler bazal kosullarda antijen sunucu hucreler gibi fonksiyonel
olamayabilirler, fakat bu durum iltihaplanmis karacigerde degisebilir. HSH’lerin kronik
karaciger hasarina ya da IFN-y gibi inflamatuar sitokinlere maruz kalmasi HSH’lerin
fenotiplerinin degigsmesine neden olur. Bu durum HSH’lerin lenfositlere antijen sunum
yeteneklerini arttirabilmektedir. Sonug olarak, bu hiicreler hastaligin ilerlemesinde ve
karacigerdeki hasarin ¢6ziilmesinde 6nemli oyuncular olabilir (18). Oksidan stres ve

apoptotik parenkimal hicreler immin sistemin gucli indikleyicileridir. Karaciger
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hasar1 sonucu olusan apoptotik hiicreler HSH’ler tarafindan fagosite edilebilir ve bu da
NADPH oksidazdaki (NOX) bir artist ve hiicre sagkalimini stimiile eder. NOX
indiksiyonu, HSH aktivasyonuna katki saglayan oksidan strese de neden olabilir. Dogal
oldarici hicreler aktive HSH’leri inhibe etme ya da 6ldirme yoluyla antifibrotik bir
aktiviteye sahiptirler. Hasarli karacigerde, NK hiicreleri, IFN-y Uretimi yoluyla
HSH’lerin apoptozisini indiklerler. Dinlenme durumundaki HSH’ler goéreceli olarak
apoptotik sinyale karsi direnglidir fakat aktivasyondan ve onlarin simif I ifadesinin
azalmasindan sonra daha hassas olabilirler. Ayrica, karacigerdeki NK hiicrelerinin
azalmig seviyelerine sahip immiin-baskilanmis bireylerde muhtemelen daha az NK
hiicre aracilit HSH apoptozisi nedeniyle fibrozis artmistir. Son olarak, HSH’ler ¢esitli
immun hicrelerle, intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 ve vascular cell adhesion
molecule (VCAM)-1 molekiillerinin ifadesi yoluyla dogrudan etkilesir. Her iki
adhezyon molekullerinin ifadesi TNF-a’nin aracilik ettigi hasar sirasinda HSH’lerde
artmistir. Bu ylizden, HSH Uzerindeki adhezyon molekil indiiksiyonu karacigerdeki

hasarl1 bolgeye inflamatuar hiicrelerin toplanmasini kolaylastirmaktadir (22).

Tablo 2.1. Karaciger fibrozisinde immdin hiicre tipleri ve rolleri (34).

Hiicre Tipi | Sitokin Uretimi Karaciger Fibrozisindeki Rolii

Kuffer IL-1, IL-6, TNF-a Pro-inflamatuar ve fibrojenik aracilarin buyuk

Hucreleri oranda salgilanmasi.
Kupffer hiicre tikenmesi histolojik fibrozisi
azaltir.

Dogal IFN-y, TNF-0, GM-CSF Bir TRAIL-bagimli tarzda HSH apoptozisini

Olduruci indiikler.

Hicreler Dogal oldiiriicii hiicrelerin tiikenmesi karaciger
fibrozisini guclendirir.

Dogal IFN-y, IL-4, IL-13 Tip 2 profibrotik sitokinlerin salgilanmasi yoluyla

Oldurucu T fibrozis stirecini surdurur.

Hiicreleri Dogal oldiiriici T hicrelerinin  tikenmesi
karaciger hasari ve fibrozisi azaltir.

Dendritik IL-12, IL-10 Karaciger fibrozisi esnasinda dentritik hicre kalite

Hicreler ve miktarinda degisim gerceklesir. Dogal

IL-6, IFN-a oldartci T hicreleri ve HSH’leri uyarmak igin

yetenek kazanir.
Dentritik htcre tiikenmesi fibrotik karacigerdeki
inflamatuar aracilar1 tamamen kaldirir.

T hicreleri | IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, T hucreler antifibrotik ve profibrotik sitokinler

IL-6, IL-10 uretir.
B hiicreleri | IL-12, IL-8, IL-1, TNF-a. | B hiicresi tiikenmesi kollajen birikmesini azaltir.
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2.4. Fibrozisin Geriye Donebilmesi ve Antifibrotik Stratejiler

Karaciger fibrozisi diinya genelinde mortalite ve morbidite ile iliskili 6nemli bir
saglik problemidir. Milyonlarca insan diinya genelinde sirozdan muzdariptir. Ancak
karaciger fibrozisi i¢in standart bir tedavi yontemi bulunmamaktadir (32). Glinimuzde
ilerlemis fibrozis i¢in mevcut olan tek etkili yontem karaciger transplantasyonudur.
Ancak en iyi kosullara ragmen transplantasyon, bir¢ok zorlugu ve komplikasyonlari
olan pahali bir segenektir. Bu yiizden hepatik fibrozisin 6nlenmesi veya tedavi
edilebilmesi i¢in medikal tedavi arayislari gittikce Onem kazanmaktadir (3, 38).
Tedavide amag; hasar yapan etkenin ortadan kaldirilmasi, karacigerdeki inflamasyonun
baskilanmasi, HSH aktivasyonun azaltilmast ve matriks yikimimi arttirmaktir.
Gilinimiizde gesitli ilaglar, insan ve hayvanlarda denenmektedir (3, 39). Fibrozisin
deneysel hayvan modelleri ile yapilan caligmalarda, fibrozise neden olan etkenin
ortadan kaldirilmasi fibrozisin gerilemesi ile sonu¢lanmaktadir. Karaciger fibrozisinin
gerilemesi, asirt demir ve bakir ile yiiklenmis, alkolle indiiklenmis hasarli hastalarda,
kronik hepatit B, C ve D’li hastalarda, hemakromatozisli, sekonder biliyer sirozlu,
alkolik olmayan steatohepatitli hastalarda ve otoimmin hepatitli hastalarda
gdzlenmistir. Insanda ise, hastaligin altinda yatan temel nedenin basarili tedavisi
karaciger fibrozisini tersine cevirebilir. Glnimizde hepatik fibrozisin sanilandan daha
geri cevrilebilir oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (36). Molekiler biyolojideki
son arastirmalar, karaciger fibrozisinde rol oynayan cesitli elementleri kesfetmeye ve
daha iyi karakterize etmeye yardimci olmaktadir. Karaciger fibrozisinin patolojisinin
daha derin seviyede molekiiler olarak anlasilmasi yeni ve tamamlayici terapotik
yaklasimlara firsat vermektedir. Baz1 caligmalarla dikkate deger bir basar1 olarak, belirli
antifibrotik ajanlarin uygulanmasindan sonra ilerlemis fibrozun ve hatta sirozun geriye
donebildigi gosterilmistir.  Antifibrotik  bilesenler etki mekanizmalarina gore
siniflandiriimaktadir. Inflmasyonu azaltabilen (1), ESM degradasyonunu ilerleten (2),
HSH aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe eden (3), HSH’ler tarafindan ESM
uretimini azaltan (4), HSH kontraktil yanitint nétralize eden (5) ve HSH'lerin
apoptozunu stimile eden (6) Ozellikte ve antioksidanlar (7) gibi bilesikler 6rnek olarak
verilebilir. ESM proteinlerine benzer molekdiller, hiicre-ESM aracili etkilesimlerdeki
baz1 reseptorler, sitokinler, integrinler, biiyiime faktorleri (6zellikle TGF- ve PDGF) ve
post-reseptor sinyal dizenleyiciler (Smadlar gibi) ve transkripsiyon faktorleri (6zellikle

PPAR-y’nin azalmig ifadesi) antifibrojenik terapotik yaklagimin odak noktasi olabilir.
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Antifibrotik etkileri i¢in gelistirilmis ¢ok sayida ilag olmasina ragmen onlarin da bazi

siirlamalari ve yan etkileri bulunmaktadir (21).
2.5. Inflamasyon, Coziilme ve Lipoksinler

Etkili konak savunmasinda anahtar bir siire¢ olan inflamasyon modern bati
uygarliginda yaygm olarak gorllen bir¢cok hastaligin merkezi bilesenidir (7, 40).
Inflamasyon yabanci patojenler, travma ya da yaralanma ile tetiklenmis siireci sik1 bir
sekilde diizenlemekte ve polimorfoniiklear I0kositlerin aktivasyonu ve bolgeye spesifik
toplanmasi ile karakterize edilmektedir (7, 41). Bu slreci makrofajlara farklilasan
monositlerin infiltrasyonu, enfeksiyon mikrobunun ve hasarli dokunun basarili bir
sekilde ortamdan uzaklastirilmasi takip etmektedir (6).

Inflamasyonun ¢ozllmesi ise, kronik inflamasyonu ve hastalizi o&nlemeyi,
homeostazisi devam ettirmeyi amaclayan, on c¢o6zicl lipid aracilarin bir grubu
tarafindan baslatilan, hayati 6neme sahip aktif endojen bir surectir (40-42). Cozilme
sirasinda aktive edilen hiicresel olaylar; Iokositlerin transepitelyal gocl, fagositoz ile
apoptotik hiicrelerin ¢ikarilmasinin uyarilmasit ve hasarlanmis doku yapisinin
restorasyonu ile inflamatuar hiicre toplanmasinin aktif sekilde azalmasini igermektedir
(6). Konak icin hasari sinirlamak ve ¢6zllmeyi ilerletmek igin 16kosit toplanmasi siki
bir sekilde diizenlenmektedir (43). On ¢Ozllme siireci esnasinda, nétrofil
kemotaksisinin inhibe edilmesinin yaninda, iltihaplamis doku igindeki spesifik
fonksiyonlar1 tamamlanmis olan notrofiller apoptoz yoluyla 6Olirler ve dokuya toplanan
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (6, 42). Bu anahtar mekanizma sayesinde
iltihabi doku proinflamatuar bir durumdan ¢oziilmeye baslayan duruma geger, makrofaj
proinflamatuar araci olusumunun azalmasina ve antiinflamatuar ve ¢ozilmeyi ilerletici
lipid aracilar ve sitokinlerin serbest birakilmasimna neden olur (6). Devam eden
inflamasyonun ¢6zulme silrecinin herhangi bir asamasindaki basarisizlik fibrozis ve
sonunda organ yetmezligi ile kronik inflamasyona yol acabilmektedir (7, 42).
Inflamatuar hastaliklarin yarattigi etkiler gdéz Oniine alindiginda tibbi caligmalar
inflamatuar yanitin ¢ozilmesine yonelik farmakolojik arastirmalara odaklanmistir (6).
Endojen kimyasal aracilarin ¢esitli dizilerinin bu olaylar1 kontrol ettigi ve konak yanitini
diizenledigi agiktir (44). inflamasyonun baslangic fazi esnasinda prostaglandinler ve
16kotrienleri igeren eikosanoidler, inflamasyon alanindaki proinflamatuarlarin (Thl

kaynakl1 sitokinler) liretimine bagl aktive olmus l6kositlerin gii¢lii kemotaktik yanitina
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yol acan, bir inflamatuar durumun gelismesinde lokal araci olarak 6nemli rol oynarlar
(7, 44). Arasidonik asidin (AA) oksijenasyonu ve serbest birakilmasi; konak savunmasi,
inflamasyon ve hemodinamiklerdeki Kkilit siireglerin diizenlenmesine yardim eder.
Arasidonik asidin oksijenasyonu ecikosanoidler olarak bilinen prostaglandinler,
tromboksanlar, prostasiklinler, I6kotrienler ve lipoksinler (LX) gibi gucli biyoaktif

bilesiklerin biyosentezini baslatmaktadir (45).
2.5.1. Lipoksinler

Lipoksinler 1980 yilinda, ekzojen substratlarla inkiibe edilen karisik insan
l6kositlerinden izole edilerek kesfedilmislerdir (46). LX’ler, in vivo ve de in vitro
olarak, anti-inflamatuar ve 0On-¢ozicu Ozellik sergileyen, lipoksijenaz bagiml
aragidonik asit metabolizmasi esnasinda hiicre-hiicre etkilesimi yoluyla birgok hiicre
tipinde Uretilen endojen eikosanoidlerdir (47-49). LX’ler inflamasyon igin, pro-
inflamatuar aracilarin olusumunu ve etkisini yok edebilen ya da asagi c¢ekebilen ve
cozilmeyi ilerleten endojen “stop sinyali” olarak diisiiniilmektedir (50).

LX’ler inflamasyon bolgelerine ve reperflizyon hasarinin oldugu organlara
notrofil girigini kontrol ederek (yeni nétrofillerin girigini geciktirme yoluyla), makrofaj
toplanmasin1 ve makrofajlar tarafindan apoptotik nétrofillerin fagositozunu ilerleterek
inflamasyonun c¢ozilmesinde ¢ok onemli bir rol oynamaktadirlar ve aktif olarak
¢cozllmeyi ilerletme yetenegine sahip olduklari i¢in 6nemli gérulmektedirler (40, 42, 51,
52). Anti-inflamasyon, 6n ¢ozilme ve immunomodulasyon etkileri yaninda LX’lerin
hiicre proliferasyonunu da azalttig1 gosterilmistir (48). LX’ler uyarilmaya yanitta hizlica
uretilirler, lokal olarak etki ederler ve metabolik enzimlerce hizlica inaktive edilirler.
LX’lerin inaktivasyonu icin major yol monositlerden 15-hidroksiprostaglandin
dehidrogenaz (15-PGDH) yoluyla LX’lerin 15-0x0-LX’lere doniismesidir (51). LXA4
ve analoglari merkezi tetraen grubu nedeniyle asit ve 1sikta kimyasal olarak
kararsizdirlar (53). Ayrica vaskiler permeabiliteyi de azaltan LX’ler kanda, kemik
iliginde ve tonsilde belirlenmistir (40, 41, 52). Inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu ve
gocunu duzenleyebilen LX’lerin gucli anti-inflamatuar, 6n ¢ozilme ve potansiyel
antifibrotik 6zelliklerinin degeri son zamanlarda anlasilmistir (7).

LX’ler pro ve anti-inflamatuar sitokinlerin dengesini duzenleyebilir, sitokinler
aracili yaralanmayi inhibe edebilir (48, 49). Proinflamatuar sitokinler (6rnegin, GM-

CSF, IL-3) ve TGF-B, LX’lerin olusumu igin merkez olan 5-lipoksijenaz transkriptlerini
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diizenler. Kararli LX analoglarinin nanomolar konsantrasyonlarda notrofiller,
monositler ve lenfositlerdeki L-selektin ifadesini baskilayarak gocii inhibe ettigi
gosterilmektedir. Alternatif olarak, LX’ler ve kararh LX analoglari monosit
kemotaksisini uyarmaktadir. LX’ler ayrica, fare dalak dendritik hicrelerinde IL-12
uretimini ve goglnu inhibe ederler (51). LX’ler peroksinitrit Gretimini inhibe eder, NF-
kB birikmesini azaltirlar, endotelyal nitrik oksid tiretimini uyarirlar, VEGF-induklu
endotelyal hiicre goclini ve anjiyogenezisi inhibe ederler, I6kotrien salgisini ve etkisini
inhibe ederler (54).

2.5.2. Lipoksinlerin Biyosentezi

Insan dokularinda, lipoksin (LX) olusumu, inflamasyon esnasinda arasidonik
asitten transselliler biyosentez yoluyla meydana gelmektedir (8, 53, 55). Dogal olarak
ortaya ¢ikan Lipoksin A4 (LXA4) ve lipoksin B4 (LXB4) ve aspirin tetikleyici
lipoksin (ATL) olan 15-epimeric lipoxin A4 ve 15-epimeric lipoksin B4,
lipoksijenaz enzimlerinin etkisiyle arasidonik asitten iki ardisik oksijenasyonla
biyosentezlenmektedir (41, 42, 53, 56). LXA4 ve onun pozisyonel izomeri LXB4
memelilerde olusan ana lipoksin tiirleridir. Insan hiicre ve dokularinda iki ana
lipoksijenaz aracili lipoksin biyosentez yolagi vardir. Bunlardan birincisi; 15-LO igeren
epitel hicreleri ve monositler ile 5-LO igeren lokositler arasindaki etkilesimlerle
arasidonik asitin arda arda lipoksijenasyonunu igermektedir (7). Bunun igin ilk olarak,
15-LO etkisi ile arasidonik asitin C-15 pozisyonuna molekuler oksijenin katilmasi ile
I6kositlerde 5-LO icin substrat olan 15-HPETE (15-Hydroperoxyicosatetraenoic acid)
meydana gelir. Bu molekiil hidrolaz ile hizlica ya LXA4 ya da LXB4’e doniisiir (51,
57). Ayrica LX biyosentezinin diger bir kaynaginda ise insan ndtrofillerinin
membranlarindan 15-HETE (15-hydroxyeicosatetraenoic acid)’nin inositol-iceren
fosfolipitlere esterifikasyonu gerceklesmektedir, daha sonra ise lipoksine transforme
olacak sekilde 15-HETE’ler serbestlesmektedir (7, 57). Bu yolagin kesfi, LX
biyosentezi onclllerinin inflamatuar hiicre zarlarinda depolanabildigini ve hastalik veya
konak savunmasi esnasinda serbest birakildig1 gériisiinii desteklemektedir (7). Ikinci
yolak ise, kan damarlarinda 5-LO iceren notrofiller ile 12-LO igeren trombositlerin
birbirleriyle etkilesimini kapsamaktadir (45). Trombositler tek baslarina lipoksin
tiretemezler. Fakat noétrofillere baglandiktan sonra aktive olarak, damar icinde

lipoksinlerin major bir kaynagi haline gelirler. Plateletlerin nétrofillere baglanmasiyla
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notrofillerdeki 5-LO epoksid Grint LTA4 (leukotriene A4), 12-LO’in LX-sentetaz
aktivitesi ile ya LXA4’e ya da LXB4’e doniistir (7). LX Uretimi i¢in Gglinclt major yolak
ATL yolagidir (51). COX-2 ifade eden hicreler (vaskiler endotel hucreler, epitel
hlcreler, makrofajlar, notrofiller gibi) carbon-15 epimeric LX’lerin endojen olusumunu
tetikleyen aspirinin etkisiyle ATL’leri Uretebilirler (7). Aspirin tarafindan asetil radikali
katildiginda, COX-2 enzimatik olarak inaktive olur ve PG ara urlnin yerine arasidonik
asitten 15R-HETE iiretecek sekilde katalitik aktivitesini degistirir. 15R-HETE, 5-LO
araciligiyla 5,6-epoksitetraen’e dondstiiriliir (Sekil 2.2). Bu da, 15-epi-LXA4 ve 15-epi-

LXB4in her ikisinin olusumuna neden olur (51).

T

Likositler Arasidonik Asit
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LXA4 LXB4 15 epi-LXA4 15 epi-LXB4

Sekil 2.2. Lipoksin Biyosentezi (58).

2.5.3. Lipoksin A4

1984’te Serhan ve arkadaslari, insan l6kositleri ile 15L-hydroperoxy-5,8,11,13-
eicosatetraenoic acid (15-HPETE)’i inkube ederek LXA4 ve LXB4’t kesfetmislerdir
(45, 59). LXA4 memeli hiicreleri tarafindan iiretilen ana LX’lerden biridir (60). LXA4
ve metabolik olarak kararli analoglari nétrofillerin toplanmasini inhibe eder, vaskuler
endotel hucrelere ve epitel hicrelerine karsi kemotaksisi, adhezyonu ve
transmigrasyonu azaltir, apoptotik polimorfonlklear nétrofillerin - makrofajlarca

temizlenmesini ve alinmasini uyararak ve monosit aktivasyonunu kapsayan cesitli
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stireclere aracilik ederek inflamatuar yaniti Onlemektedir (43, 56, 61). Lokotrien
fonksiyonunu, dogal oOldiiriicii hiicre fonksiyonunu, l6kosit gocunu, TNF indikli
kemokinlerin Gretimini, NF-xB translokasyonunu, kemokin reseptorleri ve adhezyon
molekdlerinin ifadesini ve patojen tetikli 1L-12 Gretimini inhibe ederler (62). LXA4
inflamasyonun ¢0zulmesinde 6nemli bir rol oynar ve inflamasyon bolgesinden
16kositlerin ve yikintilarin ¢ikarilmasini diizenlemektedir (63). LXA4 dendritik hiicre ve
T hiicreler tarafindan iiretilen proinflamatuar aracilarin serbest birakilmasini asag1 ¢eker
(41). IL-1 sitokini; IL-6, IL-8 ve MMP-1, 3’Un sentezini indukler. LXA4 ise IL-6
ve IL-8 sentezini azaltarak IL-1B yamitin1 inhibe eder (60). Ek olarak, LXA4,
mezengial hicrelerdeki PDGF induklu fibrozis iliskili gen ifadesini yok edebilir (7).
LXA4, 6dem, notrofil infiltrasyonu ve vaskuler permabilite, NF-kB’nin DNA baglama
aktivitesi Uzerinde inhibitor etkiler sergiler. NF-kB’nin DNA baglama aktivitesini asagi
cekmesinden dolayr glclu anti-inflamatuar ve anti-proliferatif etki gostermekte ve
LXA4 olusumu bloke edildigi zaman NF-kB artmaktadir (63). Lipoksinlerin anti-
inflamatuar etkileri NF-xB’nin inhibisyonu disinda muhtemelen MAPK, AP-1’in
inhibisyonu yoluyla da olmaktadir (42). Lipoksinler notrofillere yonelik kemotaksisin,
adhezyonun, migrasyonun, siiperoksit tiretiminin, MACI1 ifadesi ve IP3 olusumunun
inhibisyonunu iceren sayisiz anti-inflamatuar biyoaktivitelere sahiptir. Ayrica
monositler, eozinofiller, dogal o6ldiiriicii hiicreler, dendritik hiicreler ve myeloid
progenitorleri igeren ek lokosit popiilasyonlarinin yanitlarini baskilarlar (46). LXA4
kaspaz-3’n aktivitesini arttirarak apoptozisi giiclendirir.  Lipoksinlerin, yara
iyilesmesini gii¢clendirdigini destekleyen kanitlar mevcuttur (63). Deneysel sistemlerde,
LXA4’ln granilosit-makrofaj koloni-stimile edici faktér (GM-CSF)’un ifadesini inhibe
ettigi gosterilmistir (42).

2.5.3.1. LXA4’iin Hastalhiklardaki Etkisi

LXA4 ve analoglari; vaskiiler hasar, bobrek hastaligi, periodontal hastalik, astim,
kolit, artrit, kistik fibrozis, tiiberkiloz ve toksoplazmozisi kapsayan pek ¢ok inflamatuar
bozuklukta anti-inflamatuar 6zellige sahip oldugu gosterilmis eikosanoid aracilardir (41,
62). LXA4 kiiltiire edilmis hiicrelerde ve primer insan mezengial hiicrelerdeki reseptor
tirozin kinaz aktivitesini duzenler. Bobrek ve diger dokulardaki renal epitelyal
biitiinliigii devam ettirdigine dair de kanitlar vardir. LX’lerin, iskemi-reperfiizyon hasari

ve akut glomerulonefrit kaynakli renal hasara karsi koruyucu etkisi vardir. Renal
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iskemik reperfiizyonda, bir sentetik LX analogunun polimorfoniiklear hilcre akisini
inhibe ettigi, kemokin ve sitokin yanitim1 azalttii, renal fonksiyon ve morfolojiyi
korudugu belirtilmistir (47). Glomerulonefritte, LX’ler proteindriyi, glomerular
inflamasyonu ve mezengial hicre proliferasyonunu azaltmaktadir (47, 48). LXA4’(n
ifadesi, post akut streptokokkal glomerilomefritisli ¢ocuklarda yulksektir. LX’lerin
mikrobiyal enfeksiyon sirasindaki proinflamatuar yaniti da diizenleyerek immdin sistemi
dogrudan modiile ettigini gosteren kanitlar vardir. Toxoplasma gondii enfeksiyonunda
LXA4, IL-12 Gretimini inhibe ederek T. gondii’ye kars1 immiin yanit1 diizenlemektedir.
LXA4, ALX-FPR2 bagimli bir tarzda IgM ve IgG firetimini azaltarak kazanilmis
immudniteyi etkilemektedir ve bellek B hicrelerin antikor tretimini ve proliferasyonunu
inhibe etmektedir (48, 51). Cesitli ¢alismalarda, LXA4 tedavisini takiben NF-xB ile
strddrdlen sirecin ortadan kaldirildigi gosterilmistir. Salmonella typhimurium indikl
kolit modelinde, LXA4 analogu NF-kB yolaginin inhibisyonu yoluyla proinflamatuar
gen ifadesinin asag1 ¢ekilmesine aracilik etmektedir (51).

Kistik fibrozis ve periodontiti i¢eren inflamasyonun ¢esitli hayvan modellerinde
lipoksinler, I6kosit yuvarlanmasini ve infiltrasyonunu, nétrofil aracili doku hasarini
inhibe eder ve konak savunmasini arttirir (46). Shimizu ve arkadaslari, LXA4’{n,
havayolu epitel hucrelerinde, TNF-o indiukli IL-8 saliniminit inhibe ettigini
gostermistir, bu sonuglar st solunum yolundaki inflamasyonun ¢dztlmesinde LXA4’in
roliiniin olabilecegini gostermektedir (64). Walker ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya
gore, siganlarda olusturulan sepsisin ¢ekum ligasyonu modelinde, LXA4 uygulamasi
plazmadaki IL-6, MCP (monocyte chemotactic protein)-1 ve IL-10 seviyelerinin
azalmasina neden olmaktadir. Ayrica, LXA4 uygulamasi, makrofajlarin toplanmasini
fagositik  yeteneklerini  etkilemeden gugclendirerek  kandaki  bakteriyal ylki
azaltmaktadir. Bu sonuclar, LXA4’ln sistemik inflamasyonu ve NF-kB aktivasyonunu
azalttig1 goriistinii de desteklemektedir (48, 65).

Xu ve arkadaslariin g¢aligmalari, endometriyoz olusturulan farelerde LXA4
tedavisinin VEGF ve MMP-9 ile indiiklenmis anjiyogenezi inhibe ederek endometriyoz
gelisimini bloke ettigini géstermektedir (8). Motohashi ve arkadaslarinin ¢alismalarinda
ise, deneysel sican endometriyoz dokularinda ve ektopik endometriyozlu hastalarin
dokularinda lipoksin reseptorlerinin normal dokulara kiyasla yuksek seviyede ifade
edildigi belirtilmektedir (66). Medeiros ve arkadaslari, sicanlarda endotoksin-indukl

uveit modelinde LXA4’(in anti-inflamatuar etkilerini degerlendirmistir. Topikal olarak
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uygulanan LXA4’ln gbziin anterior kisminda inflamatuar hiicrelerin sayisini azalttigi ve
buna ek olarak, LPS-indukli IL-1, TNF-a, PGE2 retimini ve VEGF ifadesini azalttig
gosterilmistir. LXA4 ile tedavi edilen gozlerde ayrica NF-xB ve c-Jun’un
aktivasyonunun azalmis oldugu da bulunmustur (67). Bannenberg ve arkadaslari,
zymosan A ile indiiklenmis peritonitis olusturulan farelere lipoksin ve analoglarini
uygulamistir. Bunun sonucunda akut inflamatuar hiicre toplanmasini inhibe etmede
intravendz, oral ve topikal uygulamalarin benzer derecede etkili olabildigi belirlenmistir
(53).

Serhan ve arkadaglarinin ¢aligmalarina gore, LXA4 stabil analoglarinin, in vivo
ve in vitro olarak LXA4’iin etkilerini ve terapdtik potansiyelini degerlendirmede
kullanigh araglar olabilecegi vurgulanmaktadir (68, 69). Guilfor’un derlemesinde ise,
lipoksin analoglarinin intravendz, intraperitoneal, topikal ve oral olarak nanogram
dozunda uygulandiginda dahi etkili oldugu vurgulanmistir (70).

Lipoksin seviyelerindeki degisimler ¢esitli insan hastaliklarinin patofizyolojisi
ile nedensel olarak iligkili olabilmektedir (71). Pouliot ve arkadaslarinin ¢aligmasinda,
LXA4 ve analoglarinin, periodontal hastalik (6rnegin; P. gingivalis ile uyarilmis) gibi
inflamatuar kosullarda 16kosit toplanmasini inhibe ettigi gosterilmistir (72). Yapilan
deneylerde LX ve analoglarinin, inflamasyon esnasinda pikogramdan nanogram
oranlarina kadar {iretildigi ve bununla birlikte pek ¢ok hastalikta (solunum yolu
inflamasyonu, astim, artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrointestinal hastalik,
periodontal hastalik, bobrek hastaliklari, graft-vs.-host hastaligi ve kontrol edilemeyen
inflamasyonun oldugu diger hastaliklar) uUretimlerinin degisebilecegi g6zlenmistir (46,
73). Son zamanlarda yapilan ¢alisma sonuglarina gore ise; diger inflamatuar akciger
durumlarina sahip hastalarla karsilastirildiginda kistik fibrozisli hastalarda hava
yolundaki LXA4 konsantrasyonlarinin anlamli 6l¢tide baskilandigi rapor edilmistir (74).
Diger taraftan ise, LXA4 (retimi juvenil periodontitis ve hafif astimda artmaktadir (72,
75). LX’ler, akut bobrek iskemisini, akciger hasarini, hepatik hasari, myokardial
enfarksiyonu da iceren pek cok akut inflamatuar bozuklukta glcli anti-inflamatuar
Ozelliklere sahiptir. LX’lerin yetersizligi bu kronik hastaliklarda 6nemli bir araci

oldugunu desteklemektedir (48).
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2.6. Karaciger Rejenerasyonunda MKK4, MKK7, ATF2 ve TGF-g1 Gen

ifadelerinin Onemi

Karaciger rejenerasyonu, doku yaralanmasindan sonra karaciger kiitlesinin eski
haline donmesine izin veren kompleks ve ardarda olusan bir slrectir. Bu slrec
proliferatif ve hepatoprotektif sinyal kaskadlarini diizenleyen c¢oklu regiilator yolaklar
tarafindan kontrol edilmektedir (76). 1990’larda karaciger rejenerasyonunun
kontrollinde test edilen genlerle ilgili bilgilerin birikmesi ile birlikte pek ¢ok hipotez ve
teoriler iretilmistir. Transgenik ve knock-out teknolojilerin gelismesi ile birlikte
karaciger rejenerasyonu esnasinda ilgili genlerin ifadelerindeki degisiklikler ve bu
genlerin Oonemi test edilmistir (77). 2013 yilinda ise Wuestefeld ve arkadaslar
caligmalarinin sonucglarina gore MKK4, MKK7 ve ATF2 genlerini karaciger hiicre
yenilenmesinde kilit 6neme sahip genler olarak tanimlamiglardir. Calismalarinda,
MKK?7, ATF2 ve ELK1 transkripsiyon faktorlerinin uyariminin MKK4 inhibisyonuna
bagli olarak hepatosit rejenerasyonunda etkin oldugunu saptamiglardir. Karaciger
fibrozisi esnasinda TGF-fl geninin karaciger hiicrelerince ifade edilme diizeyi
arttigindan dolayi, bu ¢alismada pozitif bir kontrol verisi olarak kullanilmistir (78).

Rejenerasvon
‘/ Stimiilasyonu
%" F}HI‘WCFD
JHK 1®
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Artrms Rejeneratif Kapasite

Sekil 2.3. MKK4 sessizlestirilmesi yapilan sinyal iletimindeki degisiklikleri gdosteren sematik
yolak (78).

2.6.1. Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 4 (MKK4) Geni
MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” siiper ailesinde yer alirlar.
Okaryotik hiicrelerin timiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan

cekirdege bilgi aktarilmasinda Onemli rol oynar. Bu sinyal iletimi kaskadlari,

embriyogenez, ¢ogalma, farklilasma ve apoptozis islevlerinin diizenlenmesinde rol alir
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(79). Extracellular signal-regulated kinase (ERK), p38 kinazlar ve c-Jun NH2- terminal
kinaz (JNK) olmak iizere en az ii¢ farkli MAPK (mitogen-activated protein kinase)
grubu tanimlanmistir. JNK ve p38 yollari; inflamatuar sitokinler, radyasyon, 1s1 soku,
osmotik dengesizlik, DNA hasar1, bakterial iiriin lipopoisakkarid gibi hucresel strese
yanitta aktive olur ve stresle aktive olan protein kinaz (Stress Activated Protein Kinase;
SAPK) sinyal yolagi olarak da bilinirler (80). Hiicre proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi,
hiicre gocl, apopitoz ve hicre iskeletinin dizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir
(81). Tim MAPK ailesi tiyeleri, MAPK kinaz (MKK) tarafindan katalizlenen, threonin
ve tirozin rezidilerinden fosforillenerek aktive olur (80). MKK4 (mitogen-activated
protein kinase kinase 4; Map2k4) geni 17 nolu kromozomun pl11.2 bdlgesinde yer
almaktadir (82). Ilk kez 1994°te farede klonlanmustir. Fare MKK4 gen ifadesi daha ok
merkezi sinir siteminin ¢ogunda, karacigerde ve gelisimin erken asamalarinda timusta
belirlenmistir (80). MKKA4, bir ¢ift spesifik protein kinazi temsil eder (78, 80). p38 ve
JNK yolaklar ile iligkilidir. Bu yolaklardan JNK sinyalinin proliferatif, p38 sinyalinin
ise antiproliferatif olarak etki ettigine inanilmaktadir (78). MKK4, strese ve
proinflamatuar sitokinlere karsi hiicresel yanmitta fosforile olur ve daha sonra JNK’y1
fosforiller ve aktive eder (80). INK Thr-Pro-Tyr seklinde ikili fosforilasyon motifi i¢erir
ve JNK aktivasyonu igin tirozin ve treoninin her ikisinin de fosforilasyonu
gerekmektedir. [n vitro ortamda yapilan son calismalar tirozinin MKK4 tarafindan,
treoninin ise MKK?7 tarafindan fosforile edildigini gdstermektedir (81). JNK’nin
fosforile edilerek aktive edilmesi ise ATF2 (activating transcription factor 2) ve c-Jun
gibi transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna ve aktivasyonuna neden olur.
Boylelikle strese bagli hiicresel yanit olusturulmus olur (80) (Sekil 2.3). MKK4
karaciger organogenezinde ve rejenerasyonunda bir master dizenleyicidir. MKK4
baskilanmasi fare modellerinde hepatositlerin rejeneratif kapasitesini arttirmaktadir.
Hepatositlerdeki MKK4 baskilanmasinin, karbon tetraklorir (CCl4) ile olusturulmus
kronik karaciger hasarindan sonra fibrozis gelisimini azalttigi goriilmistiir. Kararlt
RNA interferans aracili MKK4 sessizlestirilmis hepatositlerde karaciger rejenerasyonu
esnasinda hepatositlerin hiicre dongiisiine girisinin ve progresyonunun daha hizli
oldugu, bunun da AP1 transcription factor ATF2 ve Ets factor ELK1’in JNK-1 aracili
aktivasyonuna ve MKK7’nin artmasina bagl oldugu gosterilmistir (78).
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2.6.2. Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 7 (MKK7) Geni

MKK7 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 7; Map2k7) ilk kez 1997°de
tanmimlanmustir (80). MKKY7, stres ve inflamatuar yaniti primer olarak diizenleyen JNK
yolaginin spesifik bir aktivatorii olarak fonksiyon gorir (80, 83). Karacigerdeki MKK?7
mRNA seviyesi MKK4’ten ozellikle daha distiktir. MKK4 ve MKK?7 katalitik
aktiviteleri arasindaki ana fark; MKK7, JNK’larin spesifik bir aktivatorii iken, MKK4
JNK ve p38’in her ikisini de aktive etme yetenegine sahiptir. Bu bilgi MKK4’{in en iyi
JNK aktivasyonu icin gerekli oldugunu gosterirken, MKK7’nin proinflamatuar
sitokinler tarafindan JNK aktivasyonunun stimiilasyonu i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir (84). Fonksiyonel genetik verilere gére; MKK7’nin uyarilmas: ve AP1
transcription factor ATF2’nin ve Ets factor ELK-1’in bir JNK1-bagimli aktivasyonu

hepatositlerin artmis rejeneratif kapasitesi i¢in ¢ok 6nemlidir (78).
2.6.3. Transforming Growth Factor Beta-1 (TGF-£1) Geni

TGF-B (Transforming Growth Factor Beta) ilk kez 1978’de izole edilmistir. 112
amino asidden olusan bir polipeptiddir ve 19. kromozomun uzun kolunda yerlesmis
olan bir gen tarafindan kodlanmaktadir (85). TGF-B saglikli karacigerde ve pek ¢ok
karaciger hastaliginda hiicre gelisimi ve proliferasyonun regiilasyonunda énemli bir role
sahiptir (86). Memelilerde TGF-B ii¢ major izoforma sahiptir (TGF-f1, TGF-B2, and
TGF-B3). TGF-B1 karaciger fibrozisinde anahtar rol oynayan multifonksiyonel bir
sitokindir ve fibrozisin gelismesi i¢in HSH ve myofibroblast aktivasyonunda biiyiik rol
oynar. Genellikle monositler, makrofajlar ve HSH’ler tarafindan iiretilir (87). Normal
karaciger genellikle TGF-B1’in ifadesini ¢ok az miktarda icerirken, yaralanmayi
takiben, TGF-B1, HSH ve Kupffer hicreleri gibi nonparankimal hiicreler tarafindan
yukseltilmektedir (86). Ekstraselliler matriks Gretimini stimile eder, hepatositlerin
proliferasyonunu potansiyel olarak baskilar ve apoptozise aracilik eder (87). TGF-B1
hasarlanmis doku ve organlarin rejenerasyonunda ve fibrozise benzer histopatolojik
lezyonlarin gelismesinde bir rol oynar. n vitro ve in vivo da gosterildigi gibi, TGF-B1
genellikle HSH, fibroblastlar ve osteoblastlar gibi mezensimal kokenli hiicre tiplerinin
proliferasyonunu stimdle eder. Tamir surecinde TGF-B1 yaralanmis bolgeye fibroblast
gocunu stimule eder ve fibronektin, kollajen ve proteoglikanlar gibi ESM proteinlerinin
sentezini stimule eder (85). TGF-B1, ESM’de bir inaktif formda depolanir ve
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MMP’lerin ve inflamatuar reaksiyonlarin etkisi ile ESM’den serbest birakilir. TGF-B1
ayrica fibronektin EDA’nin {iretimini arttirmak igin sintzoidal endotelyal hucreler
tizerinde de etkilidir. Fibroziste ¢esitli genlerin transkripsiyonu TGF-B1 tarafindan
arttirilir.  Kollajen (COL1Al1, COL3A1, COL5A2, COL6Al, COL6A3), CTGF,
plasminogen activator inhibitor-type 1 (SERPINE1) ve TIMP1 genlerinin ifadesinin
artmasi dogrudan TGF-f sinyal aktivasyonu ile iligkilidir (87).

2.6.4. Activating Transcription Factor 2 (ATF2) Geni

Activating transcription factor 2 (ATF2) DNA baglayan proteinlerin 16sin
fermuar ailesinin bir transkripsiyon faktoriidiir. 1991 yilinda Ozawa ve arkadaslari
tarafindan insan kromozomunun 2q32 bolgesinde yerlestigi kesfedilmistir. ATF2
proteini 505 amino asid icermektedir. ATF2 proteini hicre proliferasyonunda,
apoptozis, inflamasyon ve kanserde 6nemli role sahiptir. UV 15181, 1s1 soku, osmotik
stres ve oksidatif stresi de igeren pek ¢ok gevresel baskilayici ATF2’yi aktive eder.
Infiltre olmus makrofajlarda yilksek seviyede ifade edildigi gosterilmistir. ATF2
proteini sitoplazmada bir homodimer olarak bulunur fakat nikleusta Jun ile bir
heterodimer olarak tutulur. Proinflamatuar sinyaller hormonal ve hiicresel
mekanizmalarla spesifik olarak aktive edilebilir (88). Stimulasyondan sonra ATF2,
stresle aktive olan protein kinazlar JNK ya da p38 tarafindan threonin rezidiileri
69/71’in fosforilasyonu yoluyla aktive olur. ATF2 ayrica biliyiime faktorleri tarafindan
Ras-MEK-ERK yolagi araciligiyla da aktive olur (89).

2.7. Fibrozis Arastirmalarinda Kullanilan Deney Hayvan Modelleri

Hepatik fibrozisin hayvan modelleri; reperfiizyon hasarinin klinik kullanimlara
uygulanmasi, fibrozisin ilerlemesi, geri doniisiimiiniin ¢alisilmast ve yeni antifibrotik
terapilerin gelistirilmesi amaciyla yapilan deneysel arastirmalarda 6neme sahiptir (36,
90). Uygun bir hayvan modeli icin gerekli faktorler; kolay uygulanabilirlik, yeterli
derecede fibrozis olusumu, siirli indiikleme siiresi, tekrarlanabilirlik ve calisan igin
minimum tehlike olarak siralanabilir (90). Fare modelleri terapétik ajanlarin genellikle
daha diisiik miktarlarin1 gerektirmesi bakimindan daha uygundurlar (36). Diyet, ilaclar
(thioacetamide (TAA), CCl4 ve dimethylnitrosamine (DMN) gibi), alkol gibi
hepatotoksik ajanlar, safra kanali baglanmasi ve immiinolojik aktivasyon tarafindan

indiiklenen karaciger fibrozis igin ¢esitli modeller sunulmustur (90). Safra kanali
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ligasyonu ve toksik ajanlar fibrozisin ilerlemesinin ve ¢o6zimunin gosterilmesinde

kullanilan onaylanmis modellerdir (33, 36).
2.7.1. TAA ile Indiiklenmis Karaciger Fibrozis Modeli

TAA; hepatotoksisitesi 1948’den beri bilinen ve thiono-stlfir iceren bir
bilesiktir (91, 92). Bir fungisit, organik ¢oziicii, lastik sertlesmesini hizlandirici, motor
yag1 stabilize edici gibi farkli kullanim alanlari bulunmaktadir (92). TAA, reaktif
metabolitleri ile deney hayvanlarinda akut sentrilobiiler nekroza neden olabilen,
hepatotoksisitesi iyi bilinen bir maddedir (93). TAA’nin toksisitesinin ortaya ¢ikmasi
icin metabolik aktivasyonu gerekmektedir. TAA’ nin aktivasyonu iki oksidasyon yoluyla
ortaya c¢ikar (91). TAA, ozellikle FAD monooksijenazlar ve major bir ilag metabolize
edici enzim oldugu bilinen CYP2EI tarafindan karacigerde once TAA-silfokside
(TASO) metabolize olur. TASO da daha ileri metabolizmalarla TAA-disulfokside
(TASO2) doniisiir (91-93). Metabolik aktivasyon sonucu olusan reaktif metabolitler
tiretilir tiretilmez karacigerdeki hiicresel makromolekdillere kovalent olarak baglanirlar
(92, 93). Bunun sonucunda hucresel oksidatif stres artar (93). ROS uretimini lipid
peroksidasyonu, glutatyon tikenmesi ve SH-tiyol gruplarinda azalma takip eder. Hiicre
ici depolardan kalsiyum mobilizasyonu indiklenir. ROS ve kalsiyumun her ikisinin
hiicre hasar1 ya da proliferasyonla iliskili ¢oklu mekanizmalar1 aktive ettigi
belirlenmigtir. Artmig ROS olusumu ve kalsiyum homeostazinin bozulmasi,
mitokondriyal i¢ membraninin permeabilitesinde bir artis1 indiikleyebilen faktorlerdir ve
mitokondriyal solunumu inhibe ederler (92). Hepatotoksin TAA, karaciger fibrojenezin
altinda yatan mekanizmay1 incelemek amaciyla yapilan birgok calismada uygulanmais,
iyl tanimlanmig modellerden biridir. Diger deneysel yaklagimlarla kiyaslandiginda,
TAA-indiikli karaciger fibrozis, etkilenmis insanin karacigerlerindeki ayni metabolik
ve histolojik degisikliklerin cogunu gostermesi nedeniyle alkolik karaciger fibrojeneze
en yakin model olarak goriilmektedir. TAA oral olarak, intraperitoneal (i.p.) enjeksiyon

yoluyla ya da kombine bir yaklagimla uygulanabilmektedir (5).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu caligma, Indnii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim Merkezi, Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali ve Histoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda, deney

hayvanlar1 etik kurulunun 2014/A-15 sayili onay1 alinarak gerceklestirilmistir (Ek-1).
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu c¢aligmada; 5-6 haftalik, ortalama 18-20 gr agirliklarinda 40 adet erkek
BALB/c fare kullanildi. Deneyde kullanilan fareler, Inonii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar deney siiresince standart nem,
151k (12 saat giin 15181/12 saat karanlik) ve 1s1 kosullarinda (23 °C) bulunduruldu ve

standart fare yemi ile beslendi.
3.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari

Deneyde kullanilan aletler alfabetik siraya gore, marka, model ve dretildikleri

ulkelere gore Tablo 3.1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.1. Deneyde Kullanilan Aletler

Cihaz

Marka / Model / Ulke

Buzdolabi

Arcelik / 4252 A+ / Tlrkiye

Derin dondurucu (-80)

Panasonic /MDF-U5386S / Japan

Elektroforez cihazi

Bio-Rad / Power Pac Basic / Singapore

ELISA Okuyucu

Bio-Rad

Etiv

Nive / EN500 / Turkiye

Flow Sitometri

BD/ FACSCanto / USA

Gergek Zamanli PZR Cihazi

QIAGEN / Rotor-Gene Q / Germany

Hassas terazi

Sartorius / BP 110 S / Germany

Is1 blogu Biosan /Bio TDB-100 /Latvia
Isik Mikroskobu Olympus / CH2 / Japan
Mikrodalga Firin Beko / MD-1500 / Cin
Mikropipet seti (10 pl, 100 ul, 1000 pl) Eppendorf / Germany

PHmetre

HANNA / HI 98127 / Romania

RNA Spektrofotometre

Maestro/ MN-913/ Taiwan

Santrifuj

Hettich Zetrifugen / D78532 / Germany

Steril Hava Kabini

Heraeus / HSP 12 / Germany

Thermal Cycler

Corbett Research / CG1-96 / Australia

Vorteks

BIOSAN / FV-2400 / Latvia

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

1. Thioacetamide (TAA)

Acik Formiilii:

M

H3C™ NH»

Bilinen adlar1 : Ethanethioamide
Kapal1 formiilii : CH3CSNH>
Molekiil agirhigr : 75.13

Saflig1 : >99.0%

28



CAS No : 62-55-5

TAA, her fare i¢in 100 mg/kg oraninda olacak sekilde fosfat tampon ¢ozeltisi (150mM
NaCl, 30mM KCI, 15mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH 7.4) (PBS-[Sigma-Aldrich])
igerisinde hazirlandi1 (Lot:A0321068 CAS:62-55-5). Bu oranin belirlenmesinde bu etken
madde ile ilgili daha 6nce yapilan ¢alismada kullanilan konsantrasyon referans olarak
alind1 (90).

2. Lipoxin A4 (LXA4)

Acik Formiilii:

HO OH
COOH

OH

Bilinen adlar1 : AT-Lipoxin A4, 15-epi Lipoxin A4, 15(R)-LXAy4
Kapal1 formiilii : CogH3205

Molekiil agirligr : 352.5

Saflig1 : >95%

CAS No: 171030-11-8

LXA4, her fare icin 0,5 pg/100ul dozunda olacak sekilde PBS igerisinde hazirlandi
(Batch:0442259-27 1tem:90415, Cayman Chemical Company, USA). LXA4 dozunun

belirlenmesinde bu etken madde ile ilgili daha 6nce yapilan caligmalar referans olarak

alindi (8).

Agaroz (Lonza)

Amonyum klorir (NH4CI; FW: 53,491; J.T. Baker)
Borik asit ( H3BOs; FW: 61.83 ; Sigma)

EDTA ( C10H14N2Na2Og. 2H20; FW: 372.24; Sigma)
Etanol (C2HeO; Merck)

Etidyum Bromur (Bio basic inc.)

Formaldehit (CH20; Merck)

10. Phosphate-buffered saline (Sigma)

© © N o o > w
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11. Tripan mavi boyas1 (Gibco)
12. Tris Baz ( C4H1:NO3; FW: 121.14 ; Sigma)

3.2. Metot
3.2.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Yapilan ¢alismada deney hayvanlari toplam 4 gruba gruba ayrildi.
Kontrol Grubu (n=10): Bu gruba herhangi bir uygulama yapilmadi.

LXA4 Grubu (n=10): 0.5 pg/100ul dozunda LXA4 iki hafta boyunca haftada 2 kez i.p.

olarak uygulandi. LXA4'Un son enjeksiyonundan sonraki giin deney sonlandirildi.

TAA Grubu (n=10): BALB/c tiri erkek deney farelerine PBS igerisinde ¢ozdirilen
TAA, her hayvana 100 mg/kg konsantrasyonda TAA olacak sekilde 12 hafta slresince
haftada 3 giin i.p. olarak uygulandi. 12. haftanin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi.

TAA+LXA4 Grubu (n=10): 12 hafta TAA uygulanan farelere 0.5 pg/100ul dozunda
LXA4, iki hafta boyunca haftada 2 kez i.p. olarak uygulandi. LXA4'Un son

enjeksiyonundan sonraki giin deney sonlandirildu.
3.2.2. Agirlik Olgiimii

Deney siresi boyunca, enjeksiyon giinlerinde (haftada 3 kez) ve deney sonunda
tiim farelerin viicut agirliklar tartildi. Ayrica deney siiresi sonunda karaciger agirliklari

tartildi.
3.2.3. Doku ve Kan Orneklerinin Cikarilmasi

TAA grubu igin 12. haftada kesim yapilmak iizere fareler i.p. 3-5 mg/kg
Diazepam+50-150 mg/kg Ketamin ile anesteziye edildi. Daha sonra steril sartlarda orta
hat insizyonuyla batinlar1 agildi. Kalp, akciger, bobrek, ince bagirsak, pankreas, dalak,
testis, karaciger dokular1 ve vena kavadan kan Ornekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri
10.000 rpm’de 5 dakika santriftij edildi. Ayrilan serum ornekleri -80 °C’da saklandi.

Hassas terazi ile karaciger agirliklart dlgiilerek kaydedildi.
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3.2.4. Biyokimyasal Analizler

Karaciger fonksiyon testleri olan AST (aspartat aminotransferaz), ALT (serum
alanin aminotransferaz) ve ALP (alkalen fosfataz) dizeyleri serum &rneklerinden

kantitatif testler ile otomatize kapali sistemde (Abbot Architect C8000) caligildu.
3.2.5. Histopatolojik Analiz Yontemleri

Histolojik incelemeler inénii Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Histolojik hasarin belirlenmesi ve diizeyinin
saptanmas1 amaciyla her gruptaki deney hayvanlarimin karacigerleri makroskopik
inceleme sonrast %10’luk nétral tamponlu formaldehit (NTF) ile tespit edildi ve rutin
doku takip islemleri sonunda parafin bloklar hazirlandi. Hazirlanan bu parafin
bloklardan mikrotom (Leica RM2145) ile 5 pum. kalinliginda kesitler lam {iizerine
alinarak Mayer’s H&E yontemi ile boyandi. Bag ve destek doku olusumlart Gomori’nin
tek basamakli trikrom boyama yontemi ile gergeklestirildi. Kesitler kor bir arastirmaci
tarafindan 151k mikroskobunda (Leica DFC280) incelendi ve gorinti analiz sisteminde
(LeicaQWin) gorintilendi. Hasar, inflamasyon diizeyi ve rejenerasyonun sayisal olarak
analizi i¢in karaciger fibrozisinde siklikla kullanilan Knodell skorlama sistemi takip
edildi. Buna gore degerlendirme ana kriterleri bolik-parg¢ali nekroz; intralobular
dejenerasyon, portal inflamasyon ve fibroz ana basliklar1 olarak belirtildi. Bu ana
basliklarda boliik-parcali nekroz i¢in hi¢ (0 puan); hafif (1 puan); orta siddette (3 puan);
belirgin (4 puan ); orta siddette ve koprilu nekroz (5 puan), belirgin ve kdpri 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; hi¢ (0O puan), hafif (1 puan), orta (3 puan), belirgin
(4 puan) olarak degerlendirildi. Fibroz basghigi ise; hi¢ (0 puan); portal dagilimli fibroz
(1 puan), koprull fibroz (3 puan), siroz (4 puan) olarak degerlendirildi. Histolojik puan

yukarida sayilan 4 degerlendirmenin toplamini ifade etmektedir.
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3.2.6.Molekuler Analiz Yontemleri
3.2.6.1. Fare Karaciger Dokusundan RNA izolasyonu

Total RNA, fare karaciger dokularindan RNeasy® Plus Mini kit (50) (Cat. No.
74134 Lot:148032608) ile izole edildi. Calismaya baslamadan dnce 1 ml buffer RLT ye
10 ul B-merkaptoetanol eklendi. Buffer RPE’ye ise 4 volime etanol (%96-100) eklendi.
Molekiiler analiz i¢in alinan karaciger dokusu (20-30 mg) 350-600 ul buffer RLT Plus
soliisyonu ile steril petri kaplarinda yaklasik olarak 1 dk icinde iyice homojenize edildi.
Homojenatlar 1,5 ml’lik tiplere koyularak ylksek devirde 3 dk santrifij edildi.
Supernatan 2 ml’lik koleksiyon tiipleri icindeki spin kolona (QDNA elimination kolon)
aktarildi. 30 sn 13.000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda kolon ¢ikarilip atild1 ve
koleksiyon tiipiindeki sivilara 600 pl %50 etanol eklendi ve pipetaj yapildi. 700 pl’lik
karisim spin kolona aktarildi ve 15 sn 13.000 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi
stipernatan atildi. 700 pl buffer RW1 kolonlara eklendi ve 15 sn 13.000 rpm’de santrifij
yapildi. Santrifiij sonrasi alt kisim atildi. Kolonlara 500 pl buffer RPE eklendi ve 15 sn
13.000 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi alt kisim atildi ve kolonlara 500 pl
buffer RPE eklendi ve 2 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi spin kolon
yeni bir koleksiyon tiipiine konuldu. Bos olarak 13.000 de 1 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 alt kisim atildi ve kolonlar 1,5 ml’lik tiiplere yerlestirildi. Kolonlara
30-50 pl RNaz free su eklendi ve 1 dk 13.000 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi
kolon ¢ikarilip atildi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra,
cDNA'da kullanim i¢in buz iistiinde bekletildi. Uzun siireli depolama igin ise -20°C’ye
kaldirildi.

3.2.6.2. RNA’nin Agaroz Jele Yiikleme islemleri

Agaroz bir erlenmeyerin igerisinde tartildi ve tizerine 1X TAE (Tris-asetat)
tamponu eklendi. Soliisyon mikrodalga firinda 1sitilip ¢oziildii. Erlenmeyer igerisindeki
jel 50-60 °C sicakliga diisiince 0,5 pg/mL Etidyum Bromiir eklendi ve agaroz jel tankina
dokaldd. 0,25 pg/ul DNA Ladder (100 bp-3000 bp) ilk kuyucuga yiiklendikten sonra,
diger kuyucuklara Qiagen RNeasy® Plus Mini kit ile karaciger orneklerinden
saflagtirilan  20ng/ul  konsantrasyonda 15yl  6rnek DNA  kontaminasyonunu
uzaklastirmak amaciyla 70 °C’de 1 dakika 1sitilarak ve 1sitilmadan 3 pl 6X yilkleme

boyasindan olan karisim yiklendi. Daha sonra RNA, 100 voltta yarim saat siiresince
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yuratulda. Jellerin gorintusit, Kodak Gel Logic 2200 Imaging System jel goruntileme
cihazinda elde edildi. 28S ve 18S keskin ribozomal RNA bantlariin elde edildigi ve
herhangi bir yikimin olmadigi RNA’lar ¢cDNA isleminde kullanildi. Goriintiiler
KODAK Molecular Imaging programi kullanilarak kaydedildi.

3.2.6.3. RNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Her o6rnekten 1pl kullanilarak nanodrop ile Olgiildii. Nanodrop Olgiimii az
miktarda 6rnek hacmi gerektirdigi i¢in tercih edildi, her ilk dl¢limde distile su ile 6l¢iim
alinarak nanodrop kalibrasyonu saglandi. 260 (nukleik asit) / 280 (protein) > 1,8 ise
RNA miktar yeterliydi. 1,8’den blylk 6lcim RNA kontaminasyonuna isaret ederken,
1,8 den kiigiik degerler protein kontaminasyonuna isaret etmekteydi. cDNA yapiminda
ortalama 1pg RNA kullanildi.

3.2.6.4. Komplementer DNA (cDNA) Elde Edilmesi

Bu ¢alisma icin QIAGEN, RT2 HT First Strand Kit (96)(Cat.N0.330411)(Lot
No. 7480743) kullanildi. -20°C’de saklanan Buffer GE2 ve BC4 Reverse Transcriptase
Mix tiipleri ¢ikarildi ve buz {izerinde kisa bir siire erimesi beklendi. Daha sonra Buffer
GE2 ve BC4 Reverse Transcriptase Mix hafif vortekslendi. 6 pl Buffer GE2, PZR
tuplerine pipetlendi. Uzerine 1 pg RNA eklendi ve tiipler spin yapildi. Sonrasinda tiipler
5 dakika 37 °C sicaklikta 1s1 blogunda bekletildi. 5 dakika sonra BC4 Reverse
Transcriptase Mix’ten 6 pl eklendi ve pipetaj sonrasinda tiipler spin yapildi. PZR
tiipleri Thermal cycler cihazina yerlestirildi. Cihaz 42°C’de 15 dakika, 95°C’de 5
dakikaya ayarlandi. Thermal cycler programi bittikten sonra cDNA’lar, ger¢ek zamanl
PZR igin kullanima hazir oluncaya kadar buz iistiinde bekletildi. Uzun sireli depolama
icin ise -20°C’ye kaldirildu.

3.2.6.5. Ger¢ek Zamah PZR ile ATF2, MKK4, MKK7, TGF-$, GAPDH
Gen Ifadelerinin Tayini

Bu c¢alisma igin QIAGEN, RT? SYBR Green PCR Mastermix(8)
(Cat.N0.330501) (Lot No0.7480757) kiti kullanildi. PZR miksi gen sayisina gore
hazirlandi. Her gen i¢in bir 1,5 ml’lik tiip alind1 ve gerekli isaretleme yapildi (ATF2,
MKK4, MKK7, TGF-4, GAPDH). cDNA’lara 91 pl dH20 eklendi. Hafifge sallandi ve

spin yapildi. Biiyiikk hacimden kiiciik hacime dogru pipetleme yapildi. RT2 SYBR
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Green Mastermix’ten bir ornek i¢in 12,5 ul, RNase-free sudan 6,5 ul, RT2 qPCR Primer
Assay’den 1 pl tiiplin tam ortasina pipetlendi. Hazirlanan gen miksi hafif vortekslendi
ve spin yapilarak, ilgili gen tiiplerine 20’ser pl olarak dagitildi. Daha sonra cDNA 5 ul
tiiplin tam ortasina pipetlendi. Tiiplerin agz1 kapatilarak gercek zamanli PZR carkina
yerlestirildi. Cark Rotor Gene cihazina yerlestirilerek ¢alisma baslatildi. Gergek zamanl
PZR kosullari; 95 °C’de 10 dk -1 doéngu, 95 °C’de 15 sn-40 dongu, 60 °C’de 1 dk olacak
sekilde ayarlandi.

3.2.6.6. Gercek Zamanh PZR Urinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR iirlinlerinin goriintiilenmesi icin %2’lik agaroz jeli hazirlandi. 0,25 pg/pl
DNA Ladder (100 bp-3000 bp) ilk kuyucuga yiiklendikten sonra, diger kuyucuklara 15
pl PZR amplikonu ve 4 pl 6X yiikleme boyasindan olusan karigim ytklendi. Daha sonra
DNA, 100 voltta yarim saat siiresince yurutuldi. Jellerin gorintisti Kodak Gel Logic

2200 Imaging System jel goriintiileme cihazinda elde edildi ve kaydedildi.
3.2.7. immiinolojik Analizler
3.2.7.1. Akim sitometri Analizleri

1. Dalaktan Hiicre izolasyonu

Gruplarda yer alan deney hayvanlarindan aseptik kosullarda dalak ¢ikarildi.
Dalaktan mononiikleer hiicre izolasyonu i¢in dokular bistiiri yardimi ile ¢ok sayida
kicuk parcalara ayrildi. Daha sonra bu kiigiik parcalar tek hiicre diizeyine getirildi. Elde
edilen homojenat 15 ml’lik steril tlplere eklendi ve PBS (pH:7.4) ile 5 ml’ye
tamamlanarak 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust kisim atildi ve eritrositleri
ortamdan uzaklastirmak amaciyla eritrosit lizis solusyonu hiicreler {izerine uygulandi, 3
dk oda 1sisinda beklenildi. Bu islem sonrasinda hiicreler Ficoll-Hypaque solusyonu
kullanilarak mononiikleer hiicrelerin izolasyonu gerceklestirildi. Bunun i¢in 5ml Ficoll-
Hypaque solusyonu bulunan tuplere hicreler yiklenerek 2500 rpm’de 20 dk santrifj
edildi. Santrifiij sonras1 Ficoll’un hemen iizerinde ince bir tabaka halinde olusan Floopy
tabakas1 cam pasteur pipetle temiz bir tiipe transfer edildi ve lizerine 9 ml’e kadar PBS

eklendi. Daha sonra tupler 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve santriflij sonunda st
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kisim atilarak PBS ile 2 kez daha 1500 rpm’de 5 dk yikama islemi yapilarak hiicre

izolasyon islemi tamamlandi.
2. Neubaer Lamda Hiicre Sayim

Izolasyon sonras1 hiicreler %0.4’1K trypan mavisi ile 1:1 oraninda karistirild1 ve
Neubaer lami1 kullanilarak 151tk mikroskobunda hiicre sayim islemi gergeklestirildi ve
hiicrelerin canlilik diizeyi tespit edildi. Izole edilen hiicreler tiim deneysel calismalarda

%95’den fazla canlilik ylizdesine sahipti.

3. Hicrelerin Antikorlarla Isaretlenmesi

Hiicre saymm sonrasi 10° hiicre/dalak tiiplere dagitilarak fluoresan boya ile
isaretli antikorlar ile boyama gergeklestirildi. Hiicrelerin fenotip analizinde; Fluorescein
isothiocyonate (FITC) ile isaretli sigan anti-fare CD3, sican anti-fare CD69 ve
streptavidin, Phycoerythrin (Pe) isaretli sican anti-fare CD19, sigan anti-fare CD4,
peridinin chlorophyll (Per-Cp) isaretli sigan anti-fare CD8, biotin isaretli sigan anti-fare
CD127 antkorlar1 kullanildi (BD BioScience, USA).

Hicrelerin boyanmasi oncesi ¢apraz baglanmayi1 engellemek amaciyla 1/100
oraninda sulandirilmig Fc blok tiim hiicreler iizerinde uygulandi. Ardindan hiicreler
uygun tlplerde ve uygun floresan isaretli antikorlar ile eslestirilerek isaretlendi.
Isaretleme sonrasi hiicrelerin analizi akim sitometri cihazinda gerceklestirildi
(FACSCanto™ 11, BD BioSciences). Veriler BD FACS DIVA Software v6.1.3 (BD
BioScience) analiz programinda analiz edildi. Her analizde her ¢rnek icin en az 20000

hicre sayildu.

3.2.7.2. ELISA Yontemi ile TNF-ai, IL-2, 1L-4, IL-10, IL-17, I1L-23,
IFN-y Sitokinlerinin Ol¢iimu

Fare serum oOrneklerinden TNF-o, IL-4, IL-2, IL-23, IL-10, IL-17, IFN-y
sitokinlerinin diizeyleri ELISA yontemi ile kit igerisindeki talimatlara uygun sekilde
belirlendi. (eBioscience, Austria). Serum oOrnekleri ve sitokinlere ait standartlar 96
kuyucuklu mikroplaklarda uygun kuyucuklara yerlestirildikten sonra inklbasyon
tamponu ile inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklara Biotin konjugat konulup, plaklar
oda 1sisinda tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar yikama

soliisyonu ile yikandi ve Streptavidin-HRP solusyonu eklendi. Oda 1sisinda
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inkiibasyonu takiben, plaklar tekrar yikama soliisyonu ile yikandi. Son asamada
kuyucuklara substrat solusyonu konulup, plaklar oda isisinda inkiibasyona birakildi.
Olusan reaksiyon Stop solusyonu ile durduruldu. Kuyucuklardaki absorbans degerleri
ise ELISA okuyucusunda 450 nm’de okutularak degerlendirildi. Standart egri, her plak
icin uygun olan sitokin standartlar1 ile olusturuldu. Orneklere ait sitokin dizeyleri,

standart egri tizerinde isaretlenerek pg/ml cinsinden belirlendi.
3.3. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiki analizinde Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows 10.0 programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metotlarin  (Ortalama, Standart sapma) yani sira; gruplar arasi
karsilagtirmalarda Mann Whitney U testi kullanildi. Karsilastirmalarda “p” degerinin
0.05’den kiigiik bulundugu degerler istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismada farelerin canli agirlik ve karaciger agirliklari, biyokimyasal analiz
bulgulari, histolojik bulgulari, immunolojik bulgulari ile molekiiler analiz (Gergek

zamanli PZR) bulgular1 degerlendirilmistir.

4.1. Karacigerin Makroskopik Bulgulari

Deney suresi sonunda sakrifiye edilen farelerin karaciger doku ornekleri ilk
olarak makroskopik olarak incelendi. Bu inceleme sonucunda kontrol grubundaki fare
karacigerlerinin parlak kahverengi-kirmizi renkte, yumusak ve esnek kivamda oldugu
goriildii. Karaciger yizeyi ise dizgun ve purizsuzdu. TAA grubunu olusturan
hayvanlarda, karaciger renginin kontrol grubuna kiyasla bozuldugu saptandi. Bu gruba
ait karacigerlerin kivamlar1 sertlesmis olup renkleri mat ve kahverengi olarak gozlendi.
Karaciger yiizeyi diizgiin degildi. Ayrica baz1 farelerde karaciger, bagirsaklar ve diger

organlarin birbirine yapismis oldugu bir olusum da gozlendi.

4.2. Fare Canh Agirlik ve Karaciger Agirhk Bulgular:

TAA ile karaciger fibrozisinin olusturulmasi deneklerde kontrol grubuna goére
belirgin dizeyde vicut/karaciger agirlik oraninda azalmaya neden olurken, fibrozisli
gruba LXA4 enjeksiyonu bu oranda artisa neden oldu. Ancak bu artis fibrozisli grupla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Farelerin vicut/karaciger agirlik bulgulari.

Gruplar Vicut/Karaciger Agirhk
Kontrol 20,271+ 1,34
LXA4 18,869 + 2,36
TAA 15,916 + 1,73"
TAA+LXA4 16,263 + 3,44

*: TAA grubunun kontrol ve LXA4 gruplart ile istatistiksel farkini simgelemektedir (p<0,05).
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4.3. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

Karaciger fonksiyonu ile iliskili belirte¢ler olan ALT, AST ve ALP dizeylerinin
TAA ile fibrozisin olusturulmasi sonrasi belirgin diizeyde arttigi gézlendi. Fibrozis
olusturulan gruba LXA4 enjeksiyonunun ise ALT ve AST duzeylerini belirgin diizeyde
diistirdiigii belirlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Kontrol ve deney gruplarinin biyokimyasal bulgulari.

Grup ALT (U/L) AST(U/L) ALP (U/L.)
Kontrol 29,40 + 8,58 139,80 + 29,32 33,18+ 7,62
LXA4 36,60 + 12,45 109,20 + 14,26 87,12 + 9,48*
TAA 255,56 + 71,04* 247,87 + 33,38' 151,95 + 14,443
TAA+LXA4 77,40 £ 13,74 169,50 + 14,13 132,93 + 17,57

Tablodaki degerler tiim deneklerden elde edilen analiz sonuglarinin ortalamasi + standart hata'y1
gostermektedir. #, & TAA grubunun kontrol, LXA4 ve TAA+LXA4 gruplan ile istatistiksel
farkini  simgelemektedir (p<0,05). ¥ TAA grubu ile kontrol grubun istatistiksel farkini
simgelemektedir (p<0,05). *: Kontrol grubu ile LXA4 grubu arasindaki istatistiksel farki
gostermektedir (p<0,05).

4.4. Histopatolojik Bulgular

Karaciger dokusunda histolojik degerlendirmede inflamasyon diizeyi, fibroz
olusumu hematoksilen-eozin boyama ile saptandi (Sekil 4.1A-1H). Fibroz olusumuna
eslik eden bag ve destek dokusu olusumu Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yontemi
ile saptanirken (Sekil 4.2A-2G), karacigerin glikojen depolama durumu, sitoplazmik
inkliizyonlarin dagilimi ve seroid pigmentin hepatosit i¢indeki varligi Gomori’nin
trikrom boyama yontemi ile saptandi (Sekil 4.2B, D, F, H). Histolojik kantitatif
degerlendirme Karaciger hastaliklarinin patolojik degerlendirmesinde siklikla kullanilan
Knodell skorlama sistemi ile gergeklestirildi. Buna gore; TAA ile olusturulan karaciger
fibrozu belirgin dizeyde erezyonal nekroza, inflamasyona, lobular nekroz ve fibroz
olusumuna neden olmaktaydi. TAA ile beraber LXA4 verilmesi karacigerde
inflamasyon, erezyonal nekroz, lobular nekroz ve fibroz parametrelerinde TAA grubuna
gore belirgin azalmaya neden olmaktaydi. Toplam degerlendirmede TAA ile fibroz
olusturulan gruba LXA4 enjeksiyonu belirgin diizeyde iyilesmeye neden olmaktaydi

(Tablo 4.3).
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Sekil 4.1. LXA4’(in karacigerde mononiikleer hiicre infiltrasyonuna ve inflamasyon geligsimine
etkisinin H&E boyama ile analizi. A, C, E, G 20x ve B, D, F, H 40x objektif blyitmelerinde
gortintiilenmistir. Sekilde, Kontrol (A,B); sadece LXA4 enjekte edilmis (C, D); fibroz grubu (E,
F) ve fibroz olusturulmus gruba LXA4 enjekte edilmis (G,H) farelerin temsili karaciger
dokularindan histolojik goriintiiler sunulmustur.
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Kontrol

LXA4

N TAA

Sekil 4.2. Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Trikrom boyama analizleri. Fibroz olusumuna eslik
eden bag ve destek doku olusumu Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama ile analizi (A, C, E, G);
karaciger hiicrelerinde glikojen depolama durumu inkliizyonlarin dagilimi ve seroid pigmentin
hepatosit i¢indeki varhigmin trikrom boyama (B, D, F, H) ile analizi (20x). Sekilde, kontrol
(A,B); sadece LXA4 enjekte edilmis (C,D); fibroz grubu (E,F) ve fibroz olusturulmus gruba
LXA4 enjekte edilmis (G,H) farelerin temsili karaciger dokularimdan histolojik goriintiiler
sunulmustur.
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Tablo 4.3. Karaciger dokularinda histolojik degerlendirme.

Gruplar Patolojik Ozellikler Toplam
Erezyon Lobular Fibroz inflamasyon
Nekroz Dejenerasyon
ve Fokal
Nekroz
Kontrol 0,0+0,0 01+£0,1 0,0+0,0 0,2+0,15 0,3/53
LXA4 0,0+0,0 0,2+0,13 0,0+£0,0 0,3+0,13 0,5/53
TAA 47 +0,77" 2,3+0,36 24+0,30" |2,7+£0,30" 12,1/53"
TAA+LXA4 19+0,48 0,7 +0,15 1,0+£0,26 1,4+0,26 5/53

Tablodaki degerler tiim deneklerden elde edilen analiz sonuglarinin ortalamasi + standart hata'y1
gostermektedir. *: TAA grubu ile TAA+LXA4 grubu degerleri arasindaki istatistiksel farki
simgelemektedir (p<0.05).

4.5. Molekuler Analiz Bulgulari
4.5.1. RNA’nmin Agaroz Jel Elektroforezi Bulgular

RNA biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. 28S ve 18S ribozomal
bantlarin varligt ve yogunlugu calismada izole edilen RNA’larin biitiinligiini

korudugunu gosterdi.

A B ¢

235 RNA
185 RNA

Sekil 4.3. Karacigerden elde edilen RNA’larin jel elektroforezinde goriintiilenmesi.
A. 100bp’lik DNA marker; B. RNA 6rnegi 70 °C 1 dakika 1sitilmadan; C. RNA 6rnegi 70 °C 1
dakika 1sitildiktan sonra %1°lik jeldeki 28S ve 18S RNA goriintiisi.
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4.5.2. Gercek zamanh PZR ile Gen ifadesi Analizi Bulgular

Gergek zamanli PZR ile gen ifadesi analizinde house-keeping gen olan GAPDH
geni dahil olmak Uzere tim hedef genlerin (ATF2, MKK4, MKK7, TGF-£1) Threshold
Cycle (CT) degerleri hesap edildi. Ardarda house-keeping gen ile tim hedef genler
arasindaki CT degerlerinin farki hesap edilerek delta CT (ACT) degeri saptandi. Bunu
takiben ACT deney grubu-ACT kontrol grubu hesaplamasi yapilarak delta delta CT
(AACT) degeri bulundu. Hedef gen ifadesindeki artis miktar1 kat degisimi olarak ifade
edildi. Kat degisimi de 2"24CT hesaplama ile bulundu (94).

ACT = Hedef gen Ct degeri — House keeping gen Ct degeri

AACT = Delta Ct deney — Delta Ct kontrol

Kat Degisimi = 2"24“T olarak hesaplandi.

TAA ile karaciger fibrozu olusturuldugunda karaciger hiicrelerinde TGF-£1 gen
ifadesinin kontrol grubuna goére belirgin arttigi saptandi (Sekil 4.4). Buna karsin,
karaciger fibrozis olan deneklere LXA4 enjeksiyonu TGF-£1 gen ifadesinde artisa
neden olmamaktaydi. Karaciger hiicre yenilenmesinden sorumlu genlerden ATF2 ve
MKK?7 gen ifadeleri TAA ile karaciger fibrozu olusturulan deneklerde kontrol grubuna
gore belirgin bir fark saptanmadi. Karaciger fibrozu olan deneklere LXA4 enjekte
edilmesi ATF2 ve MKK7 gen ifadelerinde diger gruplara gore belirgin bir degisiklige
neden olmadi (Sekil 4.5-6). Buna karsin MKK4 gen ifadesi TAA ile karaciger fibrozu
olusturulan grupta artarken, fibrozlu dencklere LXA4 enjekte edilen (TAA+LXA4)
grupta fibrozlu gruba gore belirgin diizeyde diisiik saptandi. Ancak, TAA+LXA4
grubundaki diisik MKK4 gen ifadesi saglikli gruba gore belirgin diizeyde yliksek
bulundu (Sekil 4.7).
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Tablo 4.4. Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan Orneklere ait
ATF2 ve GAPDH genleri i¢in Ct degerleri.
Ornek
Numarasi Saghkh Grup | LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup
Gen Ct Degerleri Ct Degerleri Ct Degerleri Ct Degerleri

1 ATF2 22,58 23,92 23,37 21,66
2 ATF2 23,88 22,30 24,30 21,17
3 ATF2 20,61 33,00 20,47 22,73
4 ATF2 21,24 22,43 21,58 23,53
5 ATF2 25,12 23,35 20,24 22,57
6 ATF2 24,13 21,73 23,66 22,68
% ATF2 22,61 23,27 25,17 23,48
8 ATF2 24,44 21,60 23,17 22,64
9 ATF2 25,15 23,58 24,24 25,26
10 ATF2 22,68 21,27 24,48 25,29
1 GAPDH 16,93 19,80 17,13 16,68
2 GAPDH 19,37 14,94 16,00 14,47
3 GAPDH 15,03 16,01 13,77 16,57
4 GAPDH 15,91 15,62 14,65 17,92
5 GAPDH 18,42 17,54 13,49 16,30
6 GAPDH 17,12 14,87 16,73 15,84
7 GAPDH 17,13 15,13 17,35 16,81
8 GAPDH 17,13 14,60 16,82 16,03
9 GAPDH 16,54 17,46 18,44 19,28
10 GAPDH 18,90 14,83 19,68 19,35
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Tablo 4.5. Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan orneklere ait
ATF2 geni i¢in ortalama ACt degerleri.

ormek Saghkh Grup | LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numarasi | Gen ACt Degerleri | ACt Degerleri | ACt Degerleri | ACt Degerleri
1 ATF2 5,33 7,84 6,96 4,73
2 ATF2 6,63 6,22 7,89 4,24
3 ATF2 3,36 16,92 4,06 5,80
4 ATF2 3,99 6,35 5,17 6,60
5 ATF2 7,87 7,27 3,83 5,64
6 ATF2 6,88 5,65 7,25 5,75
7 ATF2 5,36 7,19 8,76 6,55
8 ATF2 7,19 5,52 6,76 571
9 ATF2 7,90 7,50 7,83 8,33
10 ATF2 5,43 5,19 8,07 8,36

Tablo 4.6. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait ATF2 geni

icin ortalama AACt degerleri.
Ornek
LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numarasi | Gen AACt Degerleri AACt Degerleri AACt Degerleri
1 ATF2 1,84 0,96 -1,26
2 ATF2 0,22 1,89 -1,75
3 ATF2 10,92 -1,93 -0,19
4 ATF2 0,35 -0,82 0,60
5 ATF2 1,27 -2,16 -0,35
6 ATF2 -0,34 1,25 -0,24
7 ATF2 1,19 2,76 0,55
8 ATF2 -0,47 0,76 -0,28
9 ATF2 1,50 1,83 2,33
10 ATF2 -0,80 2,07 2,36
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Tablo 4.7. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait ATF2 geni
icin 20A4CY degerleri.

Ornek
Numarasi LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup
Gen 2024CY Degerleri 2024CY Degerleri 2024CY Degerleri

1 ATF2 0,27 0,51 2,39
2 ATF2 0,85 0,26 3,36
3 ATF2 0,05 3,81 1,14
4 ATF2 0,78 1,76 0,65
5 ATF2 0,41 4,47 1,27
6 ATF2 1,27 0,41 1,18
7 ATF2 0,43 0,14 0,67
8 ATF2 1,39 0,58 1,21
9 ATF2 0,35 0,27 0,19
10 ATF2 1,74 0,23 0,19
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Tablo 4.8.

Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan Orneklere ait
MKK4 ve GAPDH genleri igin Ct degerleri.

Ornek Saghkh Grup LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4
Numaras1 | Gen Ct Degerleri Ct Degerleri | Ct Degerleri Grup Ct Degerleri
1 MKK4 25,16 24,74 23,20 22,78
2 MKK4 32,57 22,34 23,42 21,22
3 MKK4 23,81 23,11 20,32 23,66
4 MKK4 24,92 23,05 20,82 25,02
5 MKK4 27,62 23,59 19,61 23,18
6 MKK4 27,66 21,47 19,87 22,86
7 MKK4 29,57 22,02 21,20 23,45
8 MKK4 28,90 21,66 25,31 23,09
9 MKK4 29,41 25,00 24,06 25,39
10 MKK4 27,93 21,28 23,00 26,44
1 GAPDH 16,93 19,80 17,13 16,68
2 GAPDH 19,37 14,94 16,00 14,47
3 GAPDH 15,03 16,01 13,77 16,57
4 GAPDH 15,91 15,62 14,65 17,92
5 GAPDH 18,42 17,54 13,49 16,30
6 GAPDH 17,12 14,87 16,73 15,84
7 GAPDH 17,13 15,13 17,35 16,81
8 GAPDH 17,13 14,60 16,82 16,03
9 GAPDH 16,54 17,46 18,44 19,28
10 GAPDH 18,90 14,83 19,68 19,35
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Tablo 4.9. Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan orneklere ait
MKK4 geni icin ortalama ACt degerleri.

1(31:::1'%1 Saghkh Grup LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup
Gen ACt Degerleri ACt Degerleri | ACt Degerleri | ACt Degerleri
1 MKK4 7,91 8,66 6,79 5,85
2 MKK4 15,32 6,26 7,01 4,29
3 MKK4 6,56 7,03 3,91 6,73
4 MKK4 7,67 6,97 4,41 8,09
5 MKK4 10,37 7,51 3,20 6,25
6 MKK4 10,41 5,39 3,46 5,93
7 MKK4 12,32 5,94 4,79 6,52
8 MKK4 11,65 5,58 8,90 6,16
9 MKK4 12,16 8,92 7,65 8,46
10 MKK4 10,68 5,20 6,59 9,51

Tablo 4.10. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait MKK4 geni
icin ortalama AACt degerleri.

Ornek LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numaras1 | Gen AACt Degerleri AACt Degerleri AACt Degerleri
1 MKK4 -1,84 -3,71 -4,65
2 MKK4 -4,24 -3,49 -6,21
3 MKK4 -3,47 -6,59 -3,77
4 MKK4 -3,53 -6,09 -2,41
5 MKK4 -2,99 -7,30 -4,25
6 MKK4 -5,11 -7,04 -4,57
7 MKK4 -4,56 -5,71 -3,98
8 MKK4 -4,92 -1,60 -4,34
9 MKK4 -1,58 -2,85 -2,04
10 MKK4 -5,30 -3,91 -0,99
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Tablo 4.11. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan drneklere ait MKK4 geni
icin 20A4CY degerleri.

Ornek LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numaras1 | Gen 20A5CH Pegerleri 2025CH Pegerleri 2045CH Pegerleri
1 MKK4 3,59 13,11 25,13
2 MKK4 18,98 11,25 74,12
3 MKK4 11,13 96,52 13,65
4 MKK4 11,60 68,25 5,32
5 MKK4 7,98 157,89 19,05
6 MKK4 34,69 131,85 23,78
7 MKK4 23,69 52,44 15,79
8 MKK4 30,41 3,03 20,27
9 MKK4 3,00 7,22 4,11
10 MKK4 39,58 15,06 1,98
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Tablo 4.12. Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait
MKK7 ve GAPDH genleri i¢in Ct degerleri.

Ornek Saghkh Grup LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup
Numaras1 | Gen Ct Degerleri Ct Degerleri Ct Degerleri Ct Degerleri
1 MKK7 22,58 25,48 22,59 22,58
2 MKK7 24,40 23,21 22,55 20,11
3 MKK7 20,57 24,35 19,94 23,31
4 MKK7 19,83 24,40 20,61 24,26
5 MKK7 25,12 25,27 19,15 22,04
6 MKK7 22,50 23,25 22,49 21,31
7 MKK7 22,45 23,02 23,46 22,34
8 MKK7 22,17 23,25 22,71 22,64
9 MKK7 21,47 26,12 23,30 23,06
10 MKK7 20,98 21,91 25,32 26,25
1 GAPDH 16,93 19,80 23,49 16,68
2 GAPDH 19,37 14,94 16,00 14,47
3 GAPDH 15,03 16,01 13,77 16,57
4 GAPDH 15,91 15,62 14,65 17,92
5 GAPDH 18,42 17,54 13,49 16,30
6 GAPDH 17,12 14,87 16,73 15,84
7 GAPDH 17,13 15,13 17,35 16,81
8 GAPDH 17,13 14,6 16,82 16,03
9 GAPDH 16,54 17,46 18,44 19,28
10 GAPDH 18,90 14,83 19,68 19,35
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Tablo 4.13. Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait
MKK?7 geni icin ortalama ACt degerleri.

Ornek Saghkh Grup LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numaras1 | Gen ACt Degerleri ACt Degerleri | ACt Degerleri ACt Degerleri
1 MKK7 5,33 9,40 5,54 5,65
2 MKK7 7,15 7,13 5,50 3,18
3 MKK7 3,32 8,27 2,89 6,38
4 MKK7 2,58 8,32 3,56 7,33
5 MKK7 7,87 9,19 2,10 5,11
6 MKK7 5,25 7,17 5,44 4,38
7 MKK7 5,20 6,94 6,41 5,41
8 MKK7 4,92 7,17 5,66 5,71
9 MKK7 4,22 10,04 6,25 6,13
10 MKK7 3,73 5,83 8,27 9,32

Tablo 4.14. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan drneklere ait MKK7 geni
icin ortalama AACt degerleri.

Ornek LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numaras1 | Gen AACt Degerleri AACt Degerleri AACt Degerleri
1 MKK7 4,44 0,59 0,69
2 MKK7 2,17 0,55 -1,77
3 MKK7 3,31 -2,05 1,42
4 MKK7 3,36 -1,38 2,37
5 MKK7 4,23 -2,84 0,15
6 MKK7 2,21 0,49 -0,57
7 MKK7 1,98 1,46 0,45
8 MKK7 2,21 0,71 0,75
9 MKK7 5,08 1,30 1,17
10 MKK7 0,87 3,32 4,36
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Tablo 4.15. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait MKK7 geni
icin 20A4CY degerleri.

Ornek LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numaras1 | Gen 20A5CH Pegerleri 2025CH Pegerleri 2045CH Pegerleri
1 MKK?7 0,04 0,66 0,61
2 MKK?7 0,22 0,68 3,41
3 MKK?7 0,10 4,16 0,37
4 MKK?7 0,09 2,61 0,19
5 MKK?7 0,05 7,19 0,89
6 MKK?7 0,21 0,71 1,48
7 MKK?7 0,25 0,36 0,72
8 MKK?7 0,21 0,61 0,59
9 MKK?7 0,02 0,40 0,44
10 MKK?7 0,54 0,09 0,04
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Tablo 4.16. Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait
TGF-pve GAPDH genleri icin Ct degerleri.

Ornek Saghkh Grup | LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup Ct
Numaras1 | Gen Ct Degerleri Ct Degerleri Ct Degerleri Degerleri
1 TGF-p 20,38 23,03 19,57 21,66
2 TGF-p 25,25 21,62 20,27 21,17
3 TGF-p 19,50 22,17 18,63 22,73
4 TGF-pB 20,08 21,56 19,46 23,53
5 TGF-p 22,10 23,35 17,72 22,57
6 TGF-pB 21,46 19,59 20,59 22,68
7 TGF-pB 22,61 20,34 18,52 23,48
8 TGF-p 22,32 20,44 20,94 22,64
9 TGF-pB 23,01 23,45 21,80 25,26
10 TGF-pB 23,62 20,96 20,49 25,29
1 GAPDH 16,93 19,80 17,13 16,68
2 GAPDH 19,37 14,94 16,00 14,47
3 GAPDH 15,03 16,01 13,77 16,57
4 GAPDH 15,91 15,62 14,65 17,92
5 GAPDH 18,42 17,54 13,49 16,30
6 GAPDH 17,12 14,87 16,73 15,84
7 GAPDH 17,13 15,13 17,35 16,81
8 GAPDH 17,13 14,60 16,82 16,03
9 GAPDH 16,54 17,46 18,44 19,28
10 GAPDH 18,90 14,83 19,68 19,35
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Tablo 4.17. Saglikli, LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait

TGF-£ geni igin ortalama ACt degerleri.

Ornek Saghkh Grup LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numarasi Gen ACt Degerleri | ACt Degerleri | ACt Degerleri ACt Degerleri
1 TGF-p 3,13 6,95 3,16 4,73
2 TGF-p 8,00 5,54 3,86 4,24
3 TGF-p 2,25 6,09 2,22 5,80
4 TGF-p 2,83 5,48 3,05 6,60
5 TGF-8 4,85 7,27 1,31 5,64
6 TGF-p 4,21 3,51 4,18 5,75
7 TGF-p 5,36 4,26 2,11 6,55
8 TGF-8 5,07 4,36 4,53 5,71
9 TGF-p 5,76 7,37 5,39 8,33
10 TGF-p 6,37 4,88 4,08 8,36

Tablo 4.18. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait TGF-£ geni
icin ortalama AACt degerleri.

Ornek LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup

Numarast | Gen AACt Degerleri AACt Degerleri AACt Degerleri
1 TGF-p 2,16 -1,62 -0,04
2 TGF-p 0,75 -0,92 -0,53
3 TGF-p 1,30 -2,56 1,02
4 TGF-p 0,69 -1,73 1,82
5 TGF-p 2,48 -3,47 0,86
6 TGF-p -1,27 -0,60 0,97
7 TGF-p -0,52 -2,67 1,77
8 TGF-p -0,42 -0,25 0,93
9 TGF-p 2,58 0,60 3,55
10 TGF-p 0,09 -0,70 3,58
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Tablo 4.19. LXA4, TAA ve TAA+LXA4 gruplarinda yer alan 6rneklere ait TGF-/£ geni
icin 2042CY degerleri.

Ornek LXA4 Grup TAA Grup TAA+LXA4 Grup
Numaras1 | Gen 2044CY Degerleri 2042C) Degerleri 2042C) Degerleri
1 TGF-p 0,22 3,07 1,03
2 TGF-8 0,59 1,89 1,45
3 TGF-p 0,40 5,90 0,49
4 TGF-p 0,61 3,31 0,28
5 TGF-8 0,17 11,08 0,55
6 TGF-p 2,41 1,51 0,51
7 TGF-p 1,43 6,36 0,29
8 TGF-8 1,34 1,18 0,52
9 TGF-p 0,16 0,65 0,08
10 TGF-p 0,93 1,62 0,08
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Sekil 4.4. Gruplara gére TGF-S1gen ifadelerinin karsilastiriimasi.
*: TAA grubunun diger gruplar ile istatistiksel farkini simgelemektedir.
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Atf2 geni Kath Uyarmn

1.XA4 TAA TAA+T.XA4

Sekil 4.5. Gruplara gore ATF2 gen ifadelerinin karsilagtiriimast.
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MEET Eath Uvanm

LXA4 TAA TAA+ILXAY

Sekil 4.6. Gruplara gore MKK7 gen ifadelerinin karsilastiriimasi.
*: TAA grubu ile LXA4 grubu arasindaki istatistiksel farki simgelemektedir (p<0.05).
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Sekil 4.7. Gruplara gére MKK4 gen ifadelerinin karsilastirilmast.
*: TAA+LXA4 grubunun TAA grubu ile istatistiksel farkin1 simgelemektedir (p<0.05).

Her bir gen i¢in melting point grafigi asagida sunulmustur (Sekil 4.8-12).
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Sekil 4.8. ATF2 geninin erime noktas1 grafigi
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Sekil 4.9. MKK4 geninin erime noktas1 grafigi

5‘5 BID BIS ?ID ?IS SID 8‘5 QID 9‘5 1 DID

deg.
Sekil 4.10. MKKY7 geninin erime noktas1 grafigi

5‘5 BID BIS ?IEI ?IS SID 8‘5 SID 9‘5 1 DID

deg.

Sekil 4.11. TGF-f1 geninin erime noktas1 grafigi
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Sekil 4.12. GAPDH geninin erime noktasi grafigi

4.5.3. Ger¢ek zamanh PZR Urinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi Bulgular

ATF2, MKK4, MKK?7, TGF-1 ve GAPDH’in ger¢ek zamanli PZR’da
cogaltilarak elde edilen elde edilmis Uriinleri %2’lik agaroz jele yuklendi ve PZR

sonuclarinin tek ve istenen boyda bir DNA band1 olusturdugu gozlendi.

Al Bl Cl1 D1 E1 F1 A2 B2 C2 D2 E2 F2

Sekil 4.13. Gergek zamanli PZR sonunda PZR drlnlerinin jel elektroforezinde
gorintulenmesi.Al ve A2, 100bp’lik DNA marker; B1 ve B2, ATF2 (92bp); C1 ve C2, MKK4
(89bp); D1 ve D2, MKK7 (93bp); E1 ve E2, TGF-£1 (63bp); F1 ve F2 GAPDH (140bp) DNA
orneklerini gostermektedir.
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4.6. Immiinolojik Analiz Bulgular
4.6.1. Dalak Hicre Populasyonu ve Aktive T-lenfosit Dagilin

Immiin fenotipleme calismasinda karaciger fibrozu esnasinda ve LXA4 ile tedavi
sonrasi Sistemik immin yanitta rol alan hicrelerin diizeyi ve aktivasyon dizeyleri
aragtirlldi. Buna gore karaciger fibrozu esnasinda CD3* T lenfosit populasyon
ylizdesinin saglikli kontrol grubuna gore belirgin diizeyde azaldigi saptandi. CD19" B
lenfosit yiizdesi ise karaciger fibrozu esnasinda saglikli kontrol grubuna gore belirgin
diizeyde artmaktaydi. LXA4 enjeksiyonu karaciger fibrozunda CD3* T lenfosit
ylizdesinin artmasina neden olurken; CD19" B lenfosit yiizdesini belirgin diizeyde
azaltmaktayd: (Sekil 4.14-15). T lenfosit alt gruplari olan yardimecr T-lenfosit
(CD3*CD4") ile sitotoksik T lenfosit (CD3"CD8") diizeyleri de arastirild1 (Sekil 4.16-
17). Karaciger fibrozu esnasinda CD4* ve CD8" T lenfosit yiizdesi kontrol grubuna gére
belirgin diizeyde diisiik bulundu. Karaciger fibrozu esnasinda LXA4 enjeksiyonu CD8"
lenfosit yiizdesini fibrozis grubuna gore belirgin diizeyde arttirsa da, bu artis saglikli
kontrol grubuna gore belirgin diizeyde diisiik kalmaktaydi (Sekil 4.16-17). Lenfosit alt
gruplarinin  aktivasyon belirtegleri arastirilarak fibrozis esnasinda ve LXA4
uygulanmasi sonunda aktive lenfosit yiizdesi belirlenmeye ¢aligildi. Bu amagla, aktive T
lenfositlerde yogun sekilde bulunan CD69 ve CD127 aktivasyon belirteclerini tasiyan
yardimer ve sitotoksik T lenfosit yiizdeleri arastirildi. Buna gore karaciger fibrozu
CD4*CD69" ve CD8"CD69" hiicre yiizdesinde belirgin bir artisa neden olmaktaydi.
Fibroz esnasinda LXA4 uygulanmasi aktive sitotoksik T lenfosit (CD8"CD69%)
ylizdesini belirgin diizeyde azaltmaktaydi. Ancak benzer etki aktive CD4" populasyon
yuzdesinde saptanmadi. Karaciger fibrozu gelisen deneklerde LXA4 uygulanmasi
sonrasi elde edilen aktive CD4" ve aktive CD8" hiicre yiizdesi saglikli kontrol grubuna
gore belirgin diizeyde yiksek bulundu (Sekil 4.18-19). Bir diger T lenfosit aktivasyon
belirteci olan CD127'yi tasiyan yardimci ve sitotoksik T lenfosit dagilimi arastirildi.
Buna gore TAA ile karaciger fibrozu olusturulmasi CDI127 tasiyan yardimci ve
sitotoksik T lenfosit yiizdesini saglikli gruba gore belirgin diizeyde arttirmisti. Ne var
ki, tedavi amaglh olarak fibrozlu gruba verilen LXA4, karaciger fibrozunda artan aktive

T lenfosit ylizdesi tizerinde belirgin bir azalma gostermemisti (Sekil 4.20-21).
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Sekil 4.14. T lenfosit (CD3*)(¢) ve B lenfosit (CD19%) (=) hiicre populasyonlarinin yiizdesel

dagilimi. Her bir denege ait veriler ve ortalama degerleri sunulmustur. *, #: CD3 ve CD19
populasyon yizdelerindeki istatistiksel farki gostermektedir.
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Sekil 4.15. Lenfosit kapisi alindiktan sonra
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Sekil 4.16. Yardimci T-lenfosit (CD4%)() ve sitotoksik T-lenfosit (CD8") (=) hiicre
populasyonlarinin  yiizdesel dagilimi. Her bir denege ait veriler ve ortalama degerleri

sunulmustur. *: CD8 populasyon yiizdelerindeki istatistiksel farki gostermektedir.
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Sekil 4.17. Lenfosit kapisi alindiktan sonra CD4 ve CD8 populasyonlarinin dagiliminin temsili

histogram goéruntaleri.
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Sekil 4.18. CD4*CD69*(¢) ve CD8*CD69*(=)hiicre populasyonlarinin ylizdesel dagilimi. Her
bir denege ait veriler ve ortalama degerleri sunulmustur. *, #: Populasyon yuzdelerindeki
istatistiksel farki gostermektedir.
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Sekil 4.19. Lenfosit kapisi alindiktan sonra CD4/CD8/CD69 populasyon dagiliminin temsili

histogram goruntaleri.

62



S0 1
[ |

40 1 -
e 4
o n
- 1 * n
= &
220 - I s
SRS AT

" ) T -

4= 8
]

Kontrol LXA4 TAA TAA+LXA4

Sekil 4.20. CD4*CD127*(+) ve CD8*CD127* (») hiicre populasyonlarinin yiizdesel dagilimu.
Her bir denege ait veriler ve ortalama degerleri sunulmustur. *: Populasyon yiizdelerindeki
istatistiksel farki gostermektedir.
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Sekil 4.21. Lenfosit kapisi alindiktan sonra CD4CD127/CD8CD127 populasyon dagiliminin
temsili histogram goruntleri.
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4.6.2. ELISA Yontemi ile TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, IL-23, IFN-y

Sitokinlerinin Ol¢iim Bulgular

Aktive T lenfosit ylzdeleri belirlendikten sonra sistemik dolasimda inflamatuar
(TNF-a, IFN-y,IL-2, IL-17, IL-23) ve anti-inflamatuar (IL-4, IL-10) sitokin dizeyleri
ELISA yontemiyle arastirildi. Arastirmamiz sonucunda; TAA ile karaciger fibrozunun
olusturulmasi TNF-a, IFN-y, IL-2 diizeylerinde saglikli gruba gore belirgin bir artisa
neden olmaktaydi (Sekil 4.22-23-24). Ne var ki; Th17 yardimer T lenfosit grubunca
salgilanan IL-17 ve Th17 lenfosit grubunun farklilasmasindan sorumlu IL-23 sitokin
diizeyleri fibroz grubu ile saglikli grup arasinda belirgin bir fark gdostermemekteydi
(Sekil 4.25-26). Anti-inflamatuar yanita yon veren sitokinlerden olan IL-4 ve IL-10
duzeylerinde ise karaciger fibroz grubu ile saglikli grup arasinda belirgin bir fark
saptanamadi (Sekil 4.27-28). LXA4’Un karaciger fibroz grubuna enjekte edilmesi
inflamatuar sitokinlerden TNF-a, IFN-y ve IL-2 dlzeylerinde belirgin azalmaya neden
olmaktaydi. Ancak, fibrozis esnasinda LXA4 enjeksiyonu Th17 yanitinda etkin olan IL-
17 ve IL-23 sitokin dlizeylerinde bir degisiklige neden olmamisti. Bu asamada en ilging
sonu¢ IL-10 sitokin diizey analizinde gergeklesti. Fibroz grubuna LXA4 enjeksiyonu
TAA+LXA4 grubunda tedavi almamis gruba gore belirgin diizeyde yiiksek IL-10
saptandi. Ne var ki; LXA4 saglikli deneklere enjeksiyonu bu etkiye neden olamadi
(Sekil 4.28).
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Sekil 4.22. Gruplara gore serum TNF-a diizeyleri. #: Kontrol grubu ile TAA grubu arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05). *: TAA grubu ile TAA+LXA4 grubu arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 4.23. Gruplara gore serum IFN-y diizeyleri. #: Kontrol grubu ile TAA grubu arasindaki
istatistiksel farki géstermektedir (p<0.05). *: TAA grubu ile TAA+LXA4 grubu arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 4.24. Gruplara gore serum IL-2 dlzeyleri. #: Kontrol grubu ile TAA grubu arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05). *: TAA grubu ile TAA+LXA4 grubu arasindaki
istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05).
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Sekil 4.25. Gruplara gore serum IL-17 duzeyleri
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Sekil 4.26. Gruplara gore serum 1L-23 diizeyleri.
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Sekil 4.27. Gruplara gore serum IL-4 diizeyleri.
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Sekil 4.28. Gruplara gore serum IL-10 diizeyleri. *: TAA+LXA4 grubundaki verilerin diger
gruplar ile istatistiksel farkin1 gostermektedir (p<0.05).
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5. TARTISMA

Fibrozis, kronik karaciger hasar1 olan hemen hemen tiim hastalarda ortaya ¢ikan
geri cevrilebilir bir yara iyilesme yanitidir. Nihayetinde ise hepatik fibrozis, nodiil
olusumu ve organ kiigiilmesi ile iliskili olan siroza yol agabilmektedir (4). Hepatik
fibrozisi durdurmak ve/veya geri dondirmek hepatoselliller karsinomaya ilerlemeyi
onlemek i¢in dnemli bir yaklagim olabilir. Simdiye kadar, tan1 ve tedavide belli bir
ilerleme olmasina ragmen, karaciger fibrozisinin ¢dziilmesi i¢in etkili bir tedavi hentiz
tam olarak belirlenmemistir. Bu nedenle daha etkili ve giivenilir antifibrozis ilaglarin
gelistirilmesi ¢oziilmeyi bekleyen 6nemli bir problemdir (49). Son yillarda, ¢aligmalar
karaciger yaralanmasini, inflamasyonu ve fibrozisi siirdiiren molekiiler mekanizmalari
anlamak {izerine odaklanmistir. Bu mekanizmalar sitokinlerin ve kan hiicrelerinin
kompleks bir etkilesimini kapsamaktadir (1). Inflamasyon, etkili konak savunmasinda
anahtar bir siirectir. Mikrobiyal invazyon ve doku yaralanmasi i¢in énemli bir yanittir
ve lokositlerin aktivasyonu ve bolgeye spesifik toplanmasina gore karakterize
edilmektedir. inflamatuar yanitlarin ¢dziilmesi asir1 doku yaralanmasini smirlayan ve
kronik inflamasyonun gelismesini minimize eden homeostasisin yeniden kurulmasi i¢in
gereklidir ve apoptoziste ve inflamatuar hiicrelerin temizlenmesinde oldugu gibi ¢esitli
hiicre tipleri tarafindan ifade edilen degisik anti-inflamatuar ve On-¢6ziicl aracilarin
biyolojik etkilerine baglidir. Siirecin herhangi bir adimindaki basarisizlik olasi diger
doku yikimi ile kronik inflamasyona, fibrozis ve nihayetinde organ yetmezligine neden
olabilir. Inflamasyonun baslama faz1 esnasinda prostaglandinler ve I6kotrienleri iceren
eikosanoidler, 10kositlerin gii¢lii kemotaktik yanitina yol agcan bir inflamatuar ortamin
gelismesinde lokal araci olarak 6nemli rol oynarlar. Bu iki fazli bir islemdir; ikinci adim
inflamasyonu aktif olarak sinirlayan ve ¢ozilmeyi ilerleten lipid aracilarin biyosentezi
ile birlesmistir. On ¢6zlicll aracilarm yeni smifi, ® (omega)-3 yag asidinden kdken alan
son zamanlarda kesfedilmis resolvinler ve protektinler gibi lipoksinleri ve aspirin
tetikleyici carbon-15 epimerleri (ATL) icermektedir (7). Cozilme sireci ile ilgili elde
edilen bilgiler akuttan kronik inflamasyona gegisi onlemede anahtardir. Coziilmedeki
bir basarisizlik kontrol dis1 bir inflamasyonun ana nedenidir ve streklilik gdsterebilir.
Bilindigi gibi karaciger fibrozisi de temelde kronik inflamasyonun sonucudur. Bu
nedenle, inflamasyonun c¢ozllmesi, karaciger fibrozisinin ortaya ¢ikmasimni ve
gelismesini inhibe etmek igin faydalidir. LX’ler de anti-inflamasyonda ve ¢0zulme

oncesi etkin dénemde fonksiyona sahiptir (49). LXA4 ve onlarin metabolik olarak
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kararli analoglart ise PMN’lerin toplanmasini inhibe eder ve vaskiiler endotel ve
epitelyum hicrelerine nétrofil aracili doku yaralanmasina karsi koruma saglarlar (43).
Arastirmamizda LXA4’0n karaciger fibrozisine etkisi TAA ile uyarilmig fareler
tizerinde arastirilmistir. TAA, deney hayvanlarinda karaciger fibrozisi olusturmada,
karaciger fibrozisinin altinda yatan mekanizmay1 aragtirmada siklikla kullanilan bir
kimyasaldir. Kemirgenlerde TAA ile olusturulan karaciger fibrozisi ile insandaki
karaciger fibrozisi arasinda patolojik olarak benzerlikler goriilmektedir (5). Bu anlamda
diger kimyasallar kullanilarak uygulanan modellere gére TAA nin daha fazla gecerliligi
ve kullanim kolaylig1 oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda uyguladigimiz
TAA ile indiklenmis fare karaciger fibrozis modelinin hem etik hem de bilimsel
anlamda uygun model olmasi elde ettigimiz verileri degerli kilmaktadir. TAA ile
karaciger fibroz modeli olusturulmast sonrasinda LXA4'ln uygulandigi tedavi
grubunda, LXA4’lin tek basina uygulandig 6nleyici grupta ve saglikli kontrol grubunda
karaciger fonksiyonu ile ilgili bilgi veren biyokimyasal parametreler (AST, ALT ve
ALP diizeyleri) oOlgiilmiistir. ALT ve AST bir¢cok organ ve dokuda yaygin olarak
bulunan hiicre i¢i enzimlerdir. Hepatosit yikiminin artmasi ile artan permeabilite sonucu
bu enzimler hiicre zari disina ¢ikar ve serum diizeyleri yiikselir. ALP enzimi ise
karaciger, kemik, plasenta, bobrek ve ileal mukozada yuksek miktarda bulunan bir
enzimdir (95). Bu enzimler normalde serumda diisiik seviyelerde bulunur (96). Bu
enzimlerin serum seviyelerindeki degisiklikler karacigerdeki hasar1 yansitabilmektedir
(5). Calismamizda AST, ALT ve ALP degerleri; yalnizca TAA uygulanan gruplarda
saglikli kontrol ve LXA4 uygulanan gruplara gore istatistiksel olarak anlamli oranda
artis  gbzlenmistir (p<0,05). Bu bulgular 1s18inda TAA’nin  diizenli olarak
uygulanmasimin karacigerde hasara yol actigi ve bu hasar sonucunda ise artan
permeabilite ile hiicre i¢i enzimler olan AST, ALT ve ALP’nin hiicre digina ¢ikarak
serumdaki konsantrasyonlarinin arttifi ve karaciger fibrozisinin basarili bir sekilde
olusturuldugu diistintilmektedir. TAA uygulamasindan sonra LXA4’{in uygulandig:
tedavi gruplarinda ise AST, ALP ve ALT degerlerinin TAA grubundan daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar ise bizde LXA4’iin karacigerdeki inflamasyonu ve de
dolayisiyla hepatoselliiler hasar1 azalttigit 6n diislincesini olusturmustur. Birgok
calismada gosterilmistir ki; TAA uygulamasi sonrasinda olusturulan fibrozis
gruplarindaki farelerin viicut agirliklarinda bir azalma, karaciger agirliklarinda ise

kollajen ve ESM’nin birikmesi nedeniyle bir artis meydana gelmektedir (97, 98). Bizim
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calismamizda ise; deneyin son glinline kadar 6lgilen deney hayvanlarinin viicut agirlik
ortalamalarinin karaciger agirligina oraninin analizine bakildiginda; TAA ile karaciger
fibrozisinin olusturulmas: deneklerde kontrol grubuna gore belirgin dizeyde
vicut/karaciger agirlik oraninda azalmaya neden olurken, LXA4 enjeksiyonunun bu
oranin artmasinda belirgin diizeyde etkin olamadig1 goriilmiistir.

Karaciger dokusunda histolojik degerlendirmede; TAA ile olusturulan karaciger
fibrozisi belirgin diizeyde erezyonal nekroza, inflamasyona, lobular nekroz ve fibroz
olusumuna neden olmaktadir. TAA ile beraber LXA4 verilmesi ise karacigerde
inflamasyon, erezyonal nekroz, lobular nekroz ve fibroz parametrelerinde TAA grubuna
gore belirgin Olcide azalmaya neden olmaktadir. LXA4'Un TAA kaynakli karaciger
fibrozunda mononukleer hicre infiltrasyonunu azalttigi, dejenerasyon ve buna bagl
nekrotik yapi olusumunu Dbelirgin diizeyde azalttigi saptanmistir. Zhang ve
arkadaglarmin 2007 yilinda yaptigi ¢alismada karbon tetraklorir (CCI4) uygulanan
farelere 1mg/kg dozunda olacak sekilde bir LXA4 reseptor agonisti olan BML-111
verilmistir. Yapilan biyokimyasal ve histolojik degerlendirme sonucunda ise BML-111
tedavisinin ALT ve AST yiiksekligini belli bir oOlclide azalttigi goriliirken, ayrica
CCl4’lin inflamatuar hiicrelerin akisinin oldugu sentrilobular alanlarda ciddi hepatosit
nekrozisi meydana getirdigi goriilmiistiir. Her iki hepatoselliiler nekrozis ve 16kosit
infiltrasyonu BML-111 uygulanan farelerde de ¢arpici bir bi¢imde azalmistir (99). Zhou
ve arkadaslart 2013 yilinda bir LXA4 reseptér agonisti olan BML-111 (5S,6R-
trihydroxy-7-heptanoicacid, methyl ester)'in CCI4 ile karaciger fibrozu olusturulmus
siganlardaki etkisini arastirmiglardir. Bu amagla; BML-111 ratlara 1 mg/kg dozunda
hafta iki kez ve dort hafta boyunca uygulanmistir. Calismada; hepatik nekro-
inflamasyonu ve fibrozisi belirlemek i¢in histopatoloji ve kollajen miktarlar1 dikkate
almmistir. BML-111 uygulanmayan yalnizca CCl4 uygulanan si¢anlarda siddetli
karaciger yaralanmasi ve fibrozis gelistigi goriilmiis ve bu da hepatositlerin belirgin
steatozu, periselliiler ve periportal kopriilesen fibrozis ve karaciger lobular hasarina gore
kanitlanmistir. Onleyici ve tedavi gruplarmin her ikisinde ise BML-111 uygulamasinin
karaciger histolojisindeki degisiklikleri belli bir bi¢imde azalttigi, hepatik nekro-
inflamasyonu iyilestirdigi gorilmistiir. Ayrica, Onleyici grubun tedavi grubuna gore
daha iyi oldugu goriilmiistiir (49). EI-Agamy ve arkadaslar1 farede acetaminophen-
indiiklii akut karaciger yaralanmasina karsi LXA4 reseptdr agonisti olan BML-111’in

etkilerini aragtirmak amaciyla 1 mg/kg dozunda giinde iki kez ve bes giin icin farelere
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BML-111°1 i.p. yoldan enjekte etmislerdir. Deneyin sonunda ise; BML-111’in
acetaminophen indiiklii patolojik degisiklikleri Oonemli olglide tersine c¢evirdigi
gozlenmistir. Ayrica BML-111 AST, ALT ve ALP artistin1 da Onlemekle birlikte
acetaminophen indikli nekrozis ve inflamasyonu da belirgin bir bicimde iyilestirmistir
(100). Arastirmamizda histolojik incelemeler sonucunda LXA4’0n TAA kaynakl
karaciger fibrozunda mononiikleer hiicre infiltrasyonunu azalttigi, dejenerasyon ve buna
bagli nekrotik yap1 olusumunu belirgin diizeyde azalttig1 ancak bunun saglikli karaciger
diizeyine indirgenemedigi saptanmaistir.

Karacigerin inflamatuar hastaliklarinda; immdan aktivasyon ile birlikte T hucresi
infiltrasyonu ve bununla birlikte proinflamatuar ve profibrotik o6zellikte cesitli
sitokinlerin dlzeylerinde artis saptanmaktadir (101, 102). LX’ler ise nétrofillerin
aktivasyon durumunu azalttig1 gibi ayn1 zamanda inflamasyonun farkli modellerindeki
proinflamatuar sitokin salimimin1 da azaltirlar (8). LX’lerin antijen sunan hicre
fonksiyonlarini1 baskiladigi ve sitokinlerin siirdiirdiigli immiin reaksiyonlarini Th2
yanitlar1 yoniine dogru devam ettirdigi goriilmiistiir (103). Th1/Th2 profili karaciger
fibrozisinin gelismesinde ¢ok Onemlidir ve olas1t bir terapotik hedef sunmaktadir.
Ancak; fibrogenezis esnasinda Thl/Th2 dengesini diizenlemede ise karisan
mekanizmalar henuiz tam olarak ag¢ik degildir (102). Th1 alt tipi ¢cogunlukla IL-2, IFN-y
ve TNF-a salgilarken, diger taraftan Th2 ise daha ¢ok IL-4 ve IL-10 Uretmektedir (103).
Borgeson ve arkadaslarinin yapmis oldugu deneysel renal fibrozisin olusturuldugu bir
calismada, LXA4 tedavisinin, IFN-y ve TNF-a sitokinlerinin ifadesini azaltarak ve IL-
10 seviyelerinin artmasina yol acarak sitokin ifade profilinde bir degisim meydana
getirdigi gosterilmistir (47). Liao ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise
LXA4’Un sigcan karaciger transplantasyonunda Th1/Th2 sitokin dengesini degistirmesi
yoluyla akut rejeksiyonu iyilestirdigi gosterilmistir. Bu calismada karaciger yaralanma
derecesini 6l¢gmek amaciyla ALT ve AST degerleri de hesaplanmistir. IFN-y ve |IL-
10’un mRNA ve protein ifadeleri ger¢ek zamanli PZR, western blot ve ELISA testleri
ile belirlenmistir. Transplantasyon sonrasi yapilan incelemelerde; LXA4 grubundaki
sagkalimin kontrol grubundan belirgin Ol¢lide daha yiiksek oldugu goézlenmistir.
Kontrol grubu dikkat ¢eken bir akut rejeksiyona sahipken, LXA4 gruplarina ait hepatik
dokularda belirli bir reaksiyon saptanmamistir. Normal tuz uygulanan kontrol grubu ve
LXA4 gruplarmin serum AST ve ALT degerleri karsilastirlldiginda, LXA4

uygulamasinin hepatik doku yaralanmasini 1iyilestirdigi ve karaciger fonksiyonunu
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ilerlettigi g0zlenmistir. Thl iligkili sitokin olan IFN-y’nin mRNA ve protein ifadelerinin
LXA4 gruplarinda biiyiik 6l¢iide azaldig1 gortilmiistiir. Th2 ile iliskili sitokin olan IL-
10’un ifadesinin ise normal tuz uygulanan kontrollere goére daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (104). Zhang ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada ise ELISA ile 6lcilen
serum TNF-a konsantrasyonlari, karaciger hasari olusturulan grup ve hasar sonrasinda
BML-111 uygulanan grupta, BML-111 tarafindan baskilanarak azalmistir (99). Xia ve
arkadaslarinin, tavsanlarda parasetamol indiiklii karaciger hasarin1 6nlemede lipoksin
A4’Un roliint arastirdiklart bir ¢alismada TNF-a ifadesi LXA4 uygulanan gruplarda
parasetamol uygulanan gruplara gore daha diisiik seviyelerde oldugu gozlenmistir.
Bunun aksine IL-10 seviyelerinin ise LXA4 grubunda diger gruplara gore daha yiiksek
oldugu saptanmistir. Bunun disinda ayrica LXA4 uygulanan gruplarin daha yiiksek sag
kalim oranlarina sahip oldugu gésterilmistir. Arastirma sonucunda, Lipoxin A4’in anti-
inflamasyon etkisi bakimindan ©6nemli bir rol oynayabilmesinden dolayi, anlaml
bi¢imde parasetamol indiiklii hepatik hasar1 azaltabildigi sonucuna varilmistir (105).
Zhangye Xu ve arkadaglar1 fare endometrium kanseri modelinde LXA4’{in etkilerini
calismislar, bu amagla 1L-6, IL-10 ve IFN-y genlerinin ifadelerini ve ELISA testi ile bu
faktorlerin protein seviyelerini aragtirmiglardir. Bu ¢alismanin sonucuna gore ise
LXA4’ln inflamasyon ile ilgili faktorlerin ifadesini (IL-6, IL-10 ve IFN-y) asag1 ¢ektigi
goriilmiistiir. Genel olarak; oksidatif stres IL-6 ve IFN-y’y1 iceren inflamatuar
sitokinleri Uretmektedir. Diger taraftan bu inflamatuar sitokinler de oksidatif stresi
indiklemektedirler. Sonug¢ olarak, siire¢ kronik oldugu zaman, oksidatif stres ve
inflamatuar sitokin Uretiminin kisir bir dongiisii baslamaktadir (8). El-Agamy ve
arkadaglar1 farede acetaminophen ile uyarilmis akut karaciger yaralanmasina Karsi
LXA4 reseptor agonisti BML-111"in etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, acetaminophen
indiklemesiyle artan TNF-a seviyelerinin BML-111 uygulamasit sonucunda 6nemli
Olgiide dustiigii gozlenmistir. Biyokimyasal, histolojik bulgular ve TNF-a’nin ELISA
bulgulart BML-111’in farede karaciger yaralanmasimna karsi hepatoprotektif etki
gosterdigini desteklemektedir. Bu koruyucu etkiler ise, BML-111"in inflamatuar ROS
Uretimine karst koyma ve sitokin etkilerini diizenleme yeteneklerine atfedilmektedir
(100). Xi-Hong Ye ve arkadaslari ise bir LXA4’{in stable sentetik analogu olan 5 (S), 6
(R)-lipoxin A4 methyl ester (LXA4 ME)’in si¢anlardaki serebral iskemi reperfiizyon
hasarma kars1 etkisini incelemislerdir. LXA4 ME’li tedavi, notrofil infiltrasyonunu

baskilamis ve TNF-a sitokin ifadesinin azalmasina yol a¢gmistir ve ayrica iskemik
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beyinde antiinflamatuar sitokinler IL-10 ve TGF-B1’in ifadelerini arttirmistir. Bu
sonuglar gostermistir ki; LXA4 ME tedavisi serebral iskemi reperfiizyon hasarina karsi
guclu noro koruyucu etkiye sahiptir ve bu etkileri ise anti-inflamatuar 6zellikleri ile
iliskili olabilmektedir (50). IL-10, B lenfositler Gizerinde hucre proliferasyonunu ve Ig
sekresyonunu uyarici etki yapmaktadir. 1L-10 sitotoksik T hicreler icin blyime faktoru
olarak etki etmektedir. Boylelikle IL-10, hicresel immunite ve allerjik inflamasyonla
iliskili sitokinleri inhibe ederken hiimoral ve sitotoksik immiin yaniti uyarmaktadir
(106). Bizim ¢alismamizda ise; sistemik dolasimda pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
yanita yon veren sitokinlerin (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17, 1L-23) duzeyleri
tespit edilmistir. Fibrozis gruplarinda TNF-a, IFN-y, IL-2 dlizeyleri saglikli gruba gore
belirgin sekilde artarken, fibrozis grubuna LXA4 enjeksiyonu TNF-a, IFN-y ve IL-2
duzeylerinde azalmaya neden olmustur. IL-10 seviyeleri ise fibrozis grubuna LXA4
enjeksiyonu yapilan grupta tedavi almamis fibrozis grubuna gore belirgin dizeyde
yuksek olarak saptanmistir. Bilindigi gibi TAA ve CCI4 gibi ajanlarla indiklenen
hepatosit proliferasyonu yiiksek derecede inflamatuar bir ortamda ve nekrozise bir yanit
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kupffer hiicrelerinden TNF-a gibi aracilarin salinmasiyla
yaralanma daha da siddetlenmektedir. Ornegin; Simeonova ve arkadaslari TNFRI
knockout farelerde CCIl4 gibi hepatotoksik ajan enjeksiyonundan sonra hepatik
inflamasyonun azaldigin1 bulmuslardir (107). Literatiirdeki pek ¢ok ¢alisma ile uyumlu
buldugumuz bu sonuglar, anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle LXA4’ln
koruyucu etki gosterdigi diistincesini desteklemektedir. Ancak, fibrozis esnasinda
LXA4 enjeksiyonu Th17 yanitinda etkin olan IL-17 ve IL-23 sitokin duzeylerinde bir
degisiklige neden olmamustir.

LXA4’ln Kkaraciger fibrozisi esnasinda rejenerasyondan sorumlu genlerin
Uzerine etkisi ilk defa bizim galismamizda gosterilmistir. Wuestefeld ve arkadaslari
MKK4 gen ifadesinde azalma, buna karsin MKK7 ve ATF2 genlerinin ifadesindeki
artisin karaciger hiicre yenilenme kapasitesini arttiracak yonde etkide bulundugunu
belirtmektedirler. Bu ¢alismada, MKK4 baskilanmasinin ATF2’nin aktivasyonuna bagli
ve MKK7’nin ifadesinin artmasi yoluyla hepatosit rejenerasyonunun arttig
vurgulanmigtir.  Arastiricilar, ¢alismalarinda RNAi aracigiyla MKK4 ifadesini
baskilayarak hepatositlerin rejeneratif kapasitesinin arttigini gézlemlemisglerdir. Ayrica
MKK4 knockdown edilmesi daha hizli hiicre dongiisline giris ve ilerlemenin artmasi

yoluyla hepatosit rejenerasyonunun arttigi belirtilmistir (78). Bu analizden yola ¢ikarak
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aragtirmamizda fibrozis varliginda ifade dizeyi artan TGF-S1 ve rejenerasyondan
sorumlu MKK4, MKK7 ve ATF2 gen ifadeleri arastirilmistir. Karaciger fibrozisi
esnasinda TGF-f1 geninin karaciger hiicrelerince ifade edilme diizeyi artmakta ve bu da
karaciger hasarina isaret etmektedir. Arastirmamiz sonucunda LXA4’(in TGF-41 ifade
diizeyini fibroz grubuna gore belirgin diizeyde diisiirdiigii bulunmustur.

Zhou ve arkadaglarinin BML-111"in etkisini arastirdiklar1 ¢aligmada ise, TGF-
B1’in fibrogenezde 6nemli bir rol oynamasi nedeniyle si¢anlarda western blot yontemi
ile protein seviyelerine bakilmistir ve CCl4 grubunda daha yiiksek yogunlukta olmakla
birlikte onleyici grupta TGF-B1 seviyelerinin azalmis oldugu goriilmistiir. ELISA
yontemi ile sonuglarinda da goriilmiistiir ki, onleyici ve tedavi grubunda BML-111,
TGF-B1 seviyelerini inhibe etmistir. Sonug¢ olarak; Zhou ve arkadaglar1 arastirmalari
sonucunda, BML-111’in inflamasyonu bloke etme yoluyla CCIl4 indikli hepatik
fibrozisi Onleyebildigini fakat daha ileri arastirmalarla bu konunun desteklenmesi
gerektigini vurgulamislardir (49). Calismamizda hiicre yenilenmesine bakildiginda ise
LXA4 ile tedavi uygulanmis grupta p38 ve JNK yolaklar ile iliskili olan ve bu
yolaklarin hepatosit proliferasyonu ve karaciger rejenerasyonu iizerinde antagonistik
olarak etki ettigi bilinen MKK4 gen ifadesi azalirken MKK7 ve ATF2 gen ifadelerinde
ne saglikli gruba gore ne de fibroz grubuna gore belirgin bir fark saptanmamistir.
Nishina ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada belirtildigi gibi MKK4 ve MKK7 yetiskin
farede tim organlarda her zaman ifade edilmesine ragmen; MKK7’nin karacigerdeki
MRNA ifade seviyeleri MKK4’ten daha diistktir (108). Sonug olarak LXA4’ln anti-
inflamatuar ve 6n ¢ozicl etkisine bagli olarak meydana gelen MKK4 ifadesindeki
azalmanin ATF2 ve MKK7’den bagimsiz yolaklarla gergeklestigi ve hepatosit
rejenerasyonunda ATF2 ve MKKY7 genlerinin diisiik etkiye sahip olduklar
diisiiniilmektedir. Ayrica ileriki arastirmalarda gruplar arasinda, karacigerdeki apoptotik
hepatosit hiicre sayisindaki farkliliklar belirlenerek MKK4 ifadesi ile uyumlulugu test
edilebilir. Baz1 biyokimyasal ¢aligmalar ise; MKK4/INK yolagmin T hiicre reseptor-
CD3 ve CD28 ko-stimiilasyonu tarafindan aktive oldugunu ve IL-2 Uretimi ve
proliferasyonu icin gerekli TCR-CD3 ve CD28 ko-stimiilator sinyalinin birlesmesinde
bu yolagin muhtemel bir rolii oldugunu gostermektedir (80). LXA4 tedavi grubunda
MKK4 gen ifadesinin diisiik olmasi, aktive T lenfosit yiizdesinin diisiik olmasimni da
aciklamaktadir. Gelecekteki bir ¢alismada karaciger dokusunun yani sira T lenfosit

hlcrelerinde de MKK4 gen ifadesine bakilmasi yararli olacaktir. Ayrica ATF2 ve MKK7
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ifadelerinin kontrol ve fibrozis gruplar1 arasinda anlamli bir degisiklige neden olmamasi
karacigerdeki ifadelerinin diisiik olabilirligi ile agiklanabilirken, bundan sonraki
yapilacak c¢alismalarda periferal kan hiicrelerindeki ifadelerinin de dikkate alinmasi
gerektigi onemli bir noktadir.

Deneysel karaciger fibrozis modellerinde ve insan hepatik fibrozisinde TGF-
B’nin mRNA seviyesinin belirgin olarak arttig: birgok ¢alismada gosterilmistir. Yang ve
arkadaslarinin c¢alismasinda HSH aktivasyonunun hepatik fibrozisin gelismesinde
onemli role sahip olduklarm ve TGF-B1’in HSH aktivasyonunda ana stimile edici
faktor oldugu belirtilmistir (109).

Garcia ve arkadaglar: fibrotik karacigerdeki reaktif oksijen drlnlerinin artmis
uretiminin, kollajen sentezini artiran TGF-f geninin ifadesindeki duzensizlige kars1 bir
cevap olabilecegini rapor etmislerdir. TGF-B’nin artan ifadesinin baskilanmas: fibrotik
dokularda Onem tasimaktadir. TGF-B’nin potansiyel olarak fibrojenik etkileri
ekstraselltler matriks proteinlerin ifadesinin stimulasyonu, hepatik stellat hticrelerde
metalloproteinaz doku inhibitorlerin ifadesini artirarak matriks metalloproteinazlar
tarafindan parcalanmasini azaltmasi ve ekstraselltiler matriks reseptér ifadesinin
diizenlenmesini icermektedir (110).

Calismamizda ayrica periferal lenfoid organ olan dalaktaki lenfosit ve lenfosit alt
gruplarinin yiizdesel dagilimi ile bu hiicrelerin ne kadarinin aktive oldugu analiz
edilmistir. LXA4 enjeksiyonu sonrasi fibroz kaynakli inflamasyonun tamamiyle ortadan
kalkmadigr sistemik immiin Yyanitta rol alan hiicrelerin fenotip analizinde de
saptanmigtir. Fibroz esnasinda T-lenfosit diizeyinde saglikli kontrol grubuna gore
belirgin diizeyde azalma saptanirken LXA4 ile tedavi T-lenfosit yiizdesi saglikli kontrol
duzeyine yikseltmektedir. B-lenfosit diizeyinde fibroz esnasinda artis saptanirken,
LXA4 ile tedavi bu diizeyi saglikli kontrol diizeyine ¢ekmektedir. Novobreantseva ve
arkadaglarmin yaptiklart arastirmada karacigerde fibrozis gelisiminde B-lenfositlerin
etkin rol oynadigi gosterilmistir (111). LXA4 tedavisinde B-lenfosit dlzeyinde
azalmanin tespit edilmesi ilk defa calismamizda saptanmistir. Ne var ki bu azalmanin
karacigerde de olup olmadigr ileride planlanan c¢alismalarimizda gosterilebilecektir.
Immiinfenotipleme ¢aligmasinda elde ettigimiz bir diger sonug ise aktive T-lenfosit
diizeylerinde saptanmistir. Fibrozis esnasinda CD4+ ve CD8+ T-lenfosit aktivasyonu
saglikli kontrol grubuna goére artmaktadir. LXA4 ile tedavi sonrast1 CD8+ T-lenfosit

aktivasyonu fibrozis grubuna gore azalma gosterirken saglikli gruba gore yuksek
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diizeyde oldugu saptanmistir. Belki de bu yiizden histolojik analizde de saptadigimiz
gibi karaciger dokusunda LXAA4 tedavisi sonrasi inflamasyon varligi devam etmektedir.
Bu konuda da ileri ¢alismalara ve 6zellikle karaciger organi {izerinde yogunlasilacak
caligmalara ihtiyag vardir.

Benzer c¢ogu deneysel fibrozis modellerinde, CD4+ T hiicreler hastaligin
ilerlemesinde &nemli bir role sahiptir. Ozellikle CD4+ T hiicre yanitinin tipi ¢ok
onemlidir. Fibrogenezin Th2 CD4+ T hiicre yanitinin gelismesi ile giliclii sekilde iliskili
oldugu cesitli sitokin defektli farelerde yapilan ¢alismalarda da gosterilmistir (112).
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6. SONUC VE ONERILER

Karaciger fibrozisi ginimuzde engellenebilir ve geri donebilir bir stre¢ olarak
diistintilmektedir. Karaciger fibrozisi ile ilgili ¢aligmalar ise bu siirecin anlasilmasi ve
engellenmesi alaninda yogunlasmaktadir. Bu siiregte rol oynayan en Onemli
mekanizmalardan biri ise inflamatuar yanittir. LXA4 ise anti-inflamatuar etki gésteren
dogal bir molekiildiir. Bu ¢aligmada farelerde TAA uygulamasi ile olusturulan karaciger
fibrozisi lizerine LXA4’lin iyilestirici etkinli§inin olup olmadigr biyokimyasal,
histolojik, immiinolojik ve molekiiler yontemler kullanilarak arastirilmistir. Calismanin
sonucunda LXA4’ln, karaciger fibrozisinde TAA’nin neden oldugu histolojik,
biyokimyasal, immiunolojik ve molekiler bulgular iyilestirici etkisi oldugu yoniinde
olumlu sonuglar elde edilmistir. Ancak, bundan sonraki asamalarda LXA4’iin etki
mekanizmalarinin  arastirilmasi, karaciger fibrozisine karst kullanimina yonelik
caligmalarin daha ileri diizeylerde ve farkli parametrelerle detayli olarak yapilmasi ve
karaciger fibrozisindeki immiin etkilesimlerin genetik kontrollerinin de aydinlatilmasi

onerilmektedir.
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