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OZET

Karaciger Siroz Modeli Olusturulmus Sicanlarda
TGF-p Tip 1 Reseptor Kinaz Inhibitérii, SB431542’nin
Apoptozis Uzerine Etkisi

Karaciger sirozu gelisiminde, artmis hiicre proliferasyonunun yani sira,
azalmis apoptozis hizinin katkisi oldugu da bilinmekte ve apoptozisi uyarici yonde
yeni tedavi edici stratejiler gelistirilmektedir. Bu ¢aliymada, karsinojen bir ajan
olan N-nitrozodietilamin ile deneysel karaciger sirozu olusturuldu. Karaciger
sirozunda apoptozis mekanizmas1 ve TGF-p Tip I Reseptor Kinaz inhibitorii,SB-
431542’in karaciger sirozu iizerindeki etkisinin arastirilmas1 amaclandi. Kontrol,
Siroz, DMSO, Siroz+SB-431542 (I) (250pg/kg/hafta), Siroz+SB-431542 (11) (500
png/kg/hafta), Siroz sonrasinda+SB431542 (I) (250pg/kg/hafta) ve Siroz
sonrasinda+SB431542 (II) (500 pg/kg/hafta) olmak iizere 7 farkh ¢alisma grubu
olusturuldu. Cahsmada 13. hafta sonunda Kontrol, Siroz, DMSO, Siroz+SB-
431542(1) (250pg/kg/hafta) ve Siroz+SB-431542(11) (500pg/kg/hafta) gruplarindaki
sicanlar oldiiriildii. Siroz olustuktan sonra+SB431542(I) (250 pg/kg) ve Siroz
olustuktan sonra+SB431542(I1) (500pg/kg/hafta) gruplarma ise 13. haftadan
itibaren 9 hafta boyunca SB431542 verilmeye basland:1 ve 22. hafta sonunda bu
gruplardaki sicanlarda oldiiriilldii. Karaciger sirozunda apoptotik yol izinin
belirteci olarak kaspaz -3, -8 ve -9 gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR ve TGF-B1
sitokin diizeyleri ise ELISA yontemi ile belirlendi. Antioksidan kapasiteyi
arastirmak icin ise siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri,
rediikte glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) diizeyleri kolorimetrik
yontemler ile belirlendi. Bu calismada karaciger sirozu olusumuyla apoptozisin
azaldigl, siroz sonrasi uygulanan SB431542 250pg/kg/hafta ile ise apoptozisi
indiikledigi saptandi. Karacier sirozunda oksidatif stresin ve TGF-p1 sitokin
diizeylerinin de arttigi ve bu parametrelerin siroz sonrasi uygulanan SB431542
250pg/kg/hafta ile azaldig1 gozlendi. Histopatolojik incelemeler sonucunda yine
siroz sonrasi uygulanan 250pg/kg/hafta SB431542 sirozu tedavi ettigi saptandi. Bu
olumlu etkiler SB431542° nin diger uygulamalarinda goézlenmedi. Sonug olarak;
siroz sonrasinda SB431542 250pg/kg/hafta uygulamasimin Kkaraciger sirozu
tedavisinde umut verici bir yaklasim olabilecegi one siiriilebilir.

Anahtar kelimeler: Karaciger sirozu, apoptozis, kaspaz, SB-431542, TGF-p1
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ABSTRACT

Effect of TGF-B Type 1 Receptor Kinase Inhibitor, SB431542 on Apoptosis in
Model of Liver Cirrhosis in Rats

It is well known that increased cell proliferation and as well as decreased
apoptosis rate contributes to the development of liver cirrhosis and therefore new
therapeutic strategies are being developed in stimulation of apoptosis. In this
study, experimental liver cirrhosis had been developed by N-nitrozodietilamin, a
carcinogenic agent. We aimed to determine the apoptotic mechanisms in liver
cirrhosis and the effect of the TGF-§ type I receptor kinase inhibitor, SB-431542’s
on liver cirrhosis. 7 groups were included as Control, Cirrhosis, DMSO,
Cirrhosis+SB431542(1)(250pg/kg/week),Cirrhosis+SB-431542(11)(500pg/kg/week),
after Cirrhosis +SB-431542(1) (250pg/kg/week), and after Cirrhosis +SB431542(11)
(500pg/kg/week). Control, Cirrhosis, DMSO, Cirrhosis+SB431542(1)
(250pg/kg/week), and Cirrhosis + SB-431542(11) (500pg/kg/week) groups were
killed at the end of 13 week. After 13 weeks SB-431542 was administered for 9
weeks to rats included after Cirrhosis +SB-431542(1) (250ng/kg/week), and after
Cirrhosis +SB431542(11) (500png/kg/week) groups and these were Killed at the end
of 22th weeks. Apoptosis was evaluated by measurement of caspase -3, -8 and -9
gene expression by RT-PCR and cytokine TGF-p1 levels were determined by
ELISA kits. Antioxidant capacity was evaluated by measurement superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzyme activities and the levels of reduced
glutathione (GSH) and malondialdehyde by colorimetric methods. In this study,
suppressed apoptosis was altered by administration of SB431542 250ng/kg/week
after cirrhosis. Oxidative stress and cytokine TGF-p1 levels were increased in liver
cirrhosis and it was decreased by administration of SB431542 250ug/kg/week after
cirrhosis. And also histopathological findings indicated that administration of
SB431542 250pg/kg/week after cirrhosis had recovery effect. These positive effects
have not been observed in other application of SB431542. As a result;
administration of SB431542 250pg/kg/week after cirrhosis may be a promising
approach in liver cirrhosis therapy.

Key Words: Cirrhosis of the liver, apoptosis, caspase, SB-431542, TGF-p1
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1. GIRIS

Karaciger sirozu, hepatositlerde meydana gelen inflamasyon, nekroz ve hiicreler
aras1 matriks materyalinin asir1 artmasiyla olusan yaygin fibrozis ve nodiil olusumu ile
karakterize, yaygin ve ilerleyici bir karaciger hastaligidir (1-5). Gerek iilkemizde gerek
diinyada en biiylik saglik sorunlarindan biri olan karaciger sirozunun baslica iki nedeni
vardir; bunlar kroniklesen viral hepatitler ve alkoldiir. Bati iilkelerinde karaciger
sirozuna yol acan en 6nemli neden alkolken uzakdogu, ortadogu ve bu kusakta yer alan
tilkemizde ise viral hepatitlerdir (6).

Apoptozis ilk kez 1972 yilinda Kerr tarafindan hiicre oliimiiniin farkli bir
morfolojisi olarak tanimlanmistir. Memeli hiicrelerinde apoptozis, hiicre i¢i ya da disi
sinyallerle uyarilan ve birbirini takip eden olaylar zincirinden olusan 2 farkli yol izini
iceren bir siirectir. Bunlardan birincisi olan ekstrensek yol izi; Fas ligand (FasL), timor
nekroz faktor alfa (TNF-a) veya TNF iligkili apoptozis indiikleyen ligand (TRAIL) gibi
hiicre zarinda bulunan reseptor araciligi ile, ikincisi olan intrensek yol izi ise
mitokondriden salinan sitokrom c’nin tetikledigi kaspaz aktivasyon yol izi olarak
tamimlanmaktadir (7,8).

TGF-B ailesi birgok alt gruba sahip oldugu i¢in siiperaile olarak isimlendirilir.
Polipeptid bir yap1 gosteren TGF-B siiperailesi ekstraselliiler matriks olusumu, hiicre
siklusunun kontrolii, erken gelisimin regiilasyonu, differansiyasyon, hematopoezis,
anjiogenezis, immiin fonksiyonlar, kemotaksis ve apoptozis gibi birgok mekanizmanin
diizenlenmesinde rol oynayan cok isglevli bir sitokin ailesidir. TGF-B reseptor tip 1
aktivitesindeki asir1 artiglar basta karaciger olmakla birlikte akciger, bobrek ve diger
baz1 organlarda dokulararasi matriksin asir1 {iiretimine neden olur. Dokulararasi
matriksin asir1 artmasi dokularda fibroz olusumuna, fibrozun ilerlemesi de karaciger
sirozuna neden olmaktadir (9-11).

Karaciger sirozunda karaciger dokularindaki degisimleri onlemek amaci ile
farkli mekanizmalar ile apoptozisi uyarict yonde yeni tedavi olanaklar
gelistirilmektedir. Karaciger sirozu olusumunda hiicre proliferasyonu ve apoptozis
arasindaki denge c¢ok onemlidir. Bu nedenden dolayi siroz patogenezinde yer alan

apoptozis ile ilgili mekanizmanin, 6zellikle siroz gelisiminin de ig¢inde bulundugu



yaygin bir¢ok yol izindeki genetik ve molekiiler degisikliklerin bilinmesi, Sirozun tani
ve tedavisi agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir (8).

SB-431542 sentez maddesi, TGF-B Tip 1 reseptor kinaz inhibitoriidiir.
Inhibisyon mekanizmasin1 dzellikle Aktivin reseptdrii benzeri kinaz 5 (ALK5), Aktivin
reseptorii benzeri kinaz 4 (ALK4) ve Aktivin reseptorii benzeri kinaz 7 (ALK7)
tizerinden gerceklestirir. ALKS, ALK4 ve ALK7’nin giiclii ve selektif bir inhibitorii
olarakta tanimlanabilmektedir. Elde edilen bazi verilere gore Ozellikle osteosarkom
tizerinde antimikrobiyal ve antitimor aktiviteleri oldugu ortaya konmustur (12).
Calismamizda SB-431542’nin karaciger sirozu lizerindeki etkisini inceleyerek yeni
tedavi stratejilerine olanak saglamay1 amagladik.

Bu calismada, kimyasal karsinogenezde karacigerin primer indiikleyicisi olan N-
nitrozodietilamin (DEN) ile deneysel karaciger sirozu olusturmay: planladik. Sirasiyla
Kontrol, Siroz, Siroz+DMSO, Siroz+SB431542 (1) (250 pg/kg/hafta), Siroz+SB431542
(1) (500 pg/kg/hafta), Siroz olustuktan sonra+SB431542 (1) (250 pg/kg/hafta) ve Siroz
olustuktan sonra+SB431542 (1I) (500 pg/kg/hafta) olmak tizere 7 farkli deney
grubunun olusturuldu. Bu calismamizda gerek karaciger sirozu olusum siirecinde
gerekse karaciger sirozu olustuktan sonra uygulanan TGF-B Tip 1 Reseptor Kinaz
Inhibitorii, SB431542’in apoptozis iizerine etkisini arastirmayi planladik. Bu amacla,
apoptotik mekanizmanin belirtecleri olan kaspaz-3, -8 ve -9 aktiviteleri ile TGF-f
sitokin degerleri ve ayrica oksidatif stresin karaciger sirozunda arttifini kanitlayan
bilgiler 151¢inda antioksidan sistemde yer alan glutatyon (GSH) miktari, Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ile lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeylerini saptamayi planladik.

Bu calismadan elde edilecek bilgiler sonucunda karaciger sirozu olusumu
sliresince ve sonrasinda, TGF-B Tip 1 Reseptor Kinaz inhibitorii, SB431542’nin
antifibrotik etkisi arastirilarak bu maddenin siroz tedavisinde kullanim1 agisindan bir 6n

calisma yapilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Karaciger Sirozu

Karaciger sirozu, hepatositlerde meydana gelen inflamasyon ve nekroz, hiicreler
aras1 matriks materyalinin asir1 artmasiyla olusan yaygin fibrozis ve nodiil tesekkiilii ile
karakterize, yaygin ve ilerleyici bir karaciger hastaligidir (1-5). Siroz sozciigii eski
Yunancada turuncu anlamina gelen ’scirrhus’’ kelimesinden tiiremis ve Ingilizce
literatiirlerde “’cirrhosis’’ olarak kullanilmaya baglanmistir. S6zciigii ilk kullanan kisi
Fransiz bilim adami René-Théophile-Hyacinthe Laennec’tir. Laennec sirozlu bir
hastanin otopsi bulgularint makroskobik olarak incelediginde karacigerin normal
boyutundan kiiglik oldugunu ve turuncumsu bir renk aldigini fark etmis ve bunlara ek
olarak bazi irili ufakli nodiillerin varligindan bahsetmistir. Karaciger’in bu makroskobik
goriinimiinden yola ¢ikan Laennec turuncu renginden dolayr hastaligi “’scirrhus’

olarak isimlendirmistir (4,13).

2.1.1. Karaciger Sirozu Etiyolojisi

Gerek iilkemizde gerek diinyada en biiyiik saglik sorunlarindan biri olan 6liimciil
karaciger sirozunun baslica iki nedeni vardir; bunlar kroniklesen viral hepatitler ve
alkoldiir. Bat1 tlkelerinde karaciger sirozuna yol agan en Onemli neden alkolken
uzakdogu, ortadogu ve bu kusakta yer alan tilkemizde ise viral hepatitlerdir (6).

(Cizelge 2.1, Cizelge 2.2) (4).

Cizelge 2.1. Karaciger sirozunun nedenleri

e Kronik viral hepatitler e Bilier sistem hastaliklar: e  Metabolik Hastaliklar

(B,C,Delta) - Primer biliyer siroz (PBC) -Hemokromatozis
e Alkol - Ekstrahepatik biliyer obstriiksiyon -Wilson Hastalig1

. - Sklerozan kolanjit -Glikojen Depo Hastaligi
® Qtonmmun .Hastallklar -Venookluziv hathahk -Kalp i/etersifligi y
* llag ve toksinler - Budd-Chiari sendromu -Mikotoksinler Schistosomiazis
e Otoimmun hepatitler - Sarkoidoz -Kriptojenik Siroz
- Sifilis

(Cizelge 2.1 4’nolu kaynakatan alinarak diizenlenmistir).



Cizelge 2.2. Tiirkiye’de karaciger sirozu nedenlerinin yiizde oranlar1

Viral Hepatitler (B,C,Delta) %60
Alkol %11
Alkol ile birlikte viral hepatitler %4
Diger Nedenler %9
Kriptojenik %16

(Cizelge 2.2 4 ’nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).

2.1.2. Karaciger Sirozu Patogenezi ve Fibrozis

Cesitli nedenlere bagli olarak gelisen kronik karaciger hastaliklart son
donemlerine girdiklerinde karaciger sirozu gelisir (14). Karaciger sirozu bazi
karakteristik dzelliklere sahiptir. Ilk olarak karaciger dokusunda bantlar veya lobiillerin
yerini alan ve genis nedbe dokusu halinde kdpriilesen fibréz bantlarin olusumu gozlenir.
Daha sonra fibrotik bantlar tarafindan g¢evrelenmis hepatositlerin rejenerasyonundan
kaynaklanan mikronodiiler veya makronodiiler parenkimal nodiiller ve tiim (total)
karacigerde genel yap1 bozuklugu olusur (1,2).

Cesitli nedenlere bagl olarak gelisen kronik karaciger hasari1 karaciger sirozunun
baglatict nedenidir. Olusan bu hasara karaciger dokusu kayitsiz kalmaz ve fibrozis
olgusu gelisir (5). Saglikli bir karacigerde Disse araliginda Tip IV kollajen ve diger
proteinlerden olusan ince bir ¢ati yer alirken, sirozda ise bu bolgede Tip I ve Tip III
kollajen ve diger ekstraseliiler matriks komponentleri birikir (Sekil 2.1.) (15).
Karacigerde olusan fibroz bantlar hepatosit gruplarini nodiillere ayirir ve subendotelyal
kollajen birikimi nedeniyle siniizoidler ile hepatositler arasi madde aligverisi bozulur.
Perisiniizoidal yildizs1 hiicreler karaciger sirozunda artan kollajenin baglica
kaynagidirlar (5,17,18). Islevi A vitamini ve yag depolamak olan bu hiicreler, fibrozis
gelisimi sirasinda aktiflenerek miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiir ve diiz kas a-
aktini gibi proteinleri eksprese etmeye baslar (18). Serbest radikaller, biiyiime faktorleri,
sitokinler, transforme edici biiylime faktorii-B (TGF-B), interlokinler, peroksizom
proliferator aktive reseptdrii-y (PPAR-y) ve leptinin, yildizsi hiicrelerin aktivasyonunu
ve kollajen sentezini baslatan uyarilar oldugu diistiniilmektedir (5,17,18).

Gerek diinyada gerek iilkemizde oliimciil hastaliklarin basinda gelen karaciger

sirozunun dnlenmesi ya da en azindan ilerleyisinin durdurulmasi ve olusan lezyonlarin



giderilebilmesi son derece onemlidir. Hastaligin genel klinik tedavi yaklasimi alkol
aliminin engellenmesi, antiviral tedaviler gibi direk olarak hastaliga degil hastaligin
altinda yatan nedenlere yonelik bir tutum i¢indedir. Bununla birlikte karaciger
sirozunun son doneminde tek tedavi secenegi olan karaciger nakli de olumsuzluklarla
sonuclanabilmektedir (19,20). Bu nedenle karaciger fibrozisinin daha erken
donemlerinde ekstraseliiler matriks sentezini 6nlemeye yonelik tedavi yaklasimlari ile

ilgili calismalar biiylik 6nem arzetmektedir.

a  saglikh Karaciger

vex + hepask arser + sqfta kanab
=

Safra Kanali_ - Hepatositler
v .

2 = : .r"\"&k‘
viy%n:s&éﬁc:pj}pffé :. o -; J. > a 3R .S .-. : e .. ' ; é.; ; \‘t
. — p-ﬁ — X
.\‘ Portal Ven Siniizoid Endotelyal Hiicreler ; : lermins ,
o 5 -@s — ey 2 - e,

b Fibrotik Karaciger

Yildizsi Hiicre
Aktivasyonu ve

C Hepatositlerde Mikrovillus Kaybh

Kollajen Artisa

Sekil 2.1. Normal ve fibrotik karaciger hiicre yapilarinin ayrimi (15 'nolu kaynaktan almarak

diizenlenmigtir).



2.2. Apoptozis

2.2.1. Apoptozis Kavramm

[k kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 tarafindan hiicre éliimiiniin farkli bir
morfolojisi olarak tanimlanan apoptozis, programlanmis hiicre Oliimi olarakta
bilinmektedir (21,22). Gelismis organizmalarda gereksinimi duyulmayan ve islevleri
bozulan hiicrelerin g¢evreye zarar vermeden genetik olarak kendilerini yok etmesi
esasimna dayanan apoptozis kavrami bu sebepten Otiirli hiicre intihar1 olarakta
tanimlanabilmektedir (23). Apoptozis kelimesinin kokeni Yunancadan gelmektedir;
Apo: ayri, ptozis: diisen anlamindadir (24). Apoptozis mekanizmast agaglarin yaprak
dokmesine benzetilmis ve mitoz karsit1 bir olgu oldugu vurgulanmaya calisilmistir
(22,25).

Apoptozis, organizmalarda gerek fizyolojik gerekse patolojik durumlarda rol
oynayan ve metabolizma agisindan hayati 6nem tasiyan bir olgudur (26). Fizyolojik
olarak embriyolojik gelisim siirecinde goriilen fetiisiin el ve ayak parmaklar1 arasindaki
zarin ortadan kalkmasi, cinsel gelisimde duktus sistemlerinin gerilemesi, omuriligin
olgunlagmasi, yetiskinlerde menstrual donglide endometrium hiicrelerinin yikimi,
laktasyon sonrast meme bezlerinin rejenerasyonu gibi durumlar gézlenmektedir (27,28).
Apoptozis, organogenezin yanisira organizmadaki hiicre sayisinin da sabit tutulmasini
saglar. Yine T lenfositler ve B hiicrelerinde olgunlasan immiinoglobulinlerden etkisiz
olanlar yada zarar verebilecek potansiyele sahip olanlar dolasima girmeden yok edilirler
(29).

Apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi ile doku
homeostazinin diizeni saglanir. Bu denge bozulursa neoplazi ve organ fonksiyonlarinda
bozulmalar meydana gelmektedir (24,30).

Apoptozis mekanizmasinda goriilen diizensizlikler son yillarda bir¢ok hastalik
ile iligkilendirilerek hastaliklarin gelisimini agiklama anlaminda yeni bir bakis agisi
getirmistir. Toksik nedenli karaciger hasarlari, Miyokard infarktiisii (MI), Alzheimer,
Parkinson ve AIDS artmis apoptozisle iliskili hastaliklardir (25). Apoptozis azalmasina
bagl olarak ise; viral enfeksiyonlar ile olusan karaciger hastaliklari, deri hastaliklari,
g0z hastaliklari, akciger hastaliklari, otoimmun hastaliklar, ateroskleroz ve kanser

arasinda iligski kurulmaktadir (25,31).



2.2.2. Apoptozisin Morfolojisi

Apoptozisi olusturan morfolojik degisimler sitolojik ve biyokimyasal
mekanizmalarin yonetimi altindadir. Apoptotik morfolojiyi ; hiicre biiziilmesi, kromatin
yogunlasmasi, ¢ekirdegin pargalanmasi ve apoptotik cisimcik olarak adlandirilan aktin
bagimli stoplazmik ¢ikintilar olusturarak hiicreden ayrilmasi ile makrofajlar tarafindan
fagosite edilmesi basamaklarini igerir (32).

Apoptozis mekanizmasindaki siire¢ apoptotik yol izi, uyarim tiirii ve meydana
geldigi hiicrenin tipine baghdir. Oliim mekanizmasindaki en énemli morfolojik degisim
kromatin yogunlasmasi ve ¢ekirdegin parcalanmasidir. Kromatin yogunlagmasi sonucu
cekirdek, zar biitlinliigiinii bozmadan karyoreksis olarak tanimlanan bir olay ile yapidan
ayrilir (33). Bu morfolojik 6zellikler kaspazlar tarafindan farkli proteinlerin kirilmasi ile
baslatilmaktadir. Apoptozisin en dnemli 6zelligi ¢ift iplikli DNA’nin interniikleozomal
bolgelerden 180-200 baz c¢ifti (bp) uzunlugunda parcalara ayrilmasidir. Bu
par¢alanmadan sorumlu proteinler; DNA’y1 pargalara aywran faktor 40 (DNA
fragmentatiton factor, DFF 40) ve Kaspaz aktive edici DNaz’dir (Caspase-activated
DNase, CAD) (34).

Apoptoziste temel mekanizmayi; niikleusun kondensasyonu ve parcaciklara
ayrilmasi olusturur. Normal sartlar altinda mikst kondens yapida olan kromatin
apoptozis siirecine girildiginde siiperkondens bir hal alarak, normalde diffiiz bir
goriinime sahip olmasina ragmen yerini kresentik bir goériinime birakir (23). Bu
asamada floresan boyama ile DNA’nin boncuklar seklinde goriilmesinin nedeni;
endonukleaz ile 6zgiil sekilde interniikleozomal bolgelerden, 180-200 bp biiyiikliigiinde
parcalara ayrilmasidir (35). Apoptozisin baslangi¢c evrelerinde; hiicreler birbirinden
ayrilirlar bunu takiben yiizey organellerini kaybeder ve biiziilmeye baslarlar. Daha
sonraki evrede ise plazma membraninda tomurcuklanmalar baglar ve hiicre, stoplazma
ile ¢evrili kromatin pargalarindan olusan apoptotik cisimcikleri olusturur (Sekil 2.2)
(36). Olusan apoptotik cisimcikler de makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan

taninarak fagosite edilirler (23).



Sekil 2.2. Apoptosis sirasinda hiicrede goriillen morfolojik degisimler (36 'nolu kaynaktan

alinarak diizenlenmistir).

2.2.3. Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar

Hiicrelerin 6lim mekanizmalar1 apoptozis ve nekrozistir. Birbirinden farkli
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zellik gostermelerine karsin her ikisinde de
diizenli olarak birbirini izleyen bu olaylarin sonucunda hiicre 6liimii meydana gelir (37).

Her iki yolda hiicreyi 6liime gotiiriirken etkenleri ve mekanizmalari birbirinden
farkhdir. Apoptozis mekanizmasinin galisabilmesi i¢in hiicre i¢i ATP seviyesinin
yiiksek olmas1 gerekirken, nekrozda fazladan enerjiye gerek yoktur. Buna bagl olarak
hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine hiicre i¢i ATP seviyesi karar verir (24).
Apoptoziste yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis fazla tretilmis, diizensiz gelismis veya
genetik olarak hasarli hiicrelerin organizma i¢in giivenli bir sekilde yok edilmeleri
saglanarak genetik agidan da kontrollii bir sekilde bu islem tamamlanirken nekrozda
agir hipoksi, asir 1s1 degisiklikleri ve toksinler gibi cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler
sonucunda travmatik bir hiicre 6liimi gergeklesir (38).

Morfolojik agidan apoptozis ve nekrozis keskin ¢izgilerle biribirinden ayrilirlar.
Nekrozda hiicre asir1 sivi birikimi sonucu siser, mitokondrisi genisler, organallerde
¢ozlinmeler meydana gelir, plazma zar1 biitiinliigii bozulur ve inflamasyon meydana
gelir (27). Apoptoziste ise inflamasyon meydana gelmez, genetik olarak kontrolli bir
sekilde mekanizma siirdiirtiliir (24,27). Bu siirecte ilk olarak hiicreler biiziiliir, hacmi
azalir, plazma zarinda tomurcuklanmalar olusur (Cizelge 2.3.) (39). Daha sonra ise
hiicre apoptotik cisimciklere pargalanir. Bu cisimcikler makrofajlar ve komsu hiicreler

tarafindan taninip fagosite edildiginden dolay1 da inflamasyon yanit1 olusmaz (23,30).



Cizelge 2.3. Apoptozis ve nekroz arasindaki farklar

Apoptozis Nekroz
Kromatin Kondensasyonu Cekirdegin sismesi
Hiicre kiictilmesi Hiicrenin biiylimesi ve sismesi

Organel ve hiicre membranlarinin biitiinliigi ~ Organellerin biitiinliigliniin bozulmasi

Komsu hiicreler tarafindan fagositoz Hiicrelerin pargalanmasi ve igeriklerinin
cevreye dagilmasi

DNA fragmentasyonu
Enflamasyon

(Cizelge 2.3 39 'nolu kaynakatan alinarak diizenlenmistir).

2.2.4. Apoptozis Mekanizmasi ve Yol izleri

Apoptozis mekanizmas1 ¢esitli hiicre i¢i veya hiicre dis1 sinyallerle
baglamaktadir (23,40). Apoptozis mekanizmasi; memeli hiicreleri agisindan
incelendiginde, tanimlanmis olan iki yol izi oldugu ortaya konmustur. Bunlardan
birincisi hiicre zarinda bulunan reseptor aracili sinyal yol izi, digeri ise mitokondriden
salinan sitokrom c’nin tetikledigi kaspaz aktivasyon yol izidir. Bu yol izlerinden 6liim
reseptorleri ile iligkili olana “ekstrensek yol izi” denir. Kaspaz aktivasyonu i¢in gerekli
kaspaz aktivator proteinlerinin sitozole salinmasindan sorumlu olan, mitokodrinin de
katildig1 diger yol izi ise “intrensek yol izi” olarak bilinir (7,8).

Bunlarin diginda literatiirlerde son zamanlarda yer bulan ve giderek hakkinda
daha fazla bilgi edinilmeye baslanan Endoplazmik Retikulum (ER) aracili apoptozis

mekanizmasi da bulunmaktadir (41).

2.2.4.1. Mitokondri Aracili (Intrensek) Yol Izi

Apoptozis mekanizmasinin diizenlenmesinde mitokondri 6nemli bir rol
oynamaktadir. Sitokrom c¢ normal sartlarda, mitokondrinin zarlar aras1 bolgesinde yer
almaktadir ve ATP olusumunda islevi vardir. Proton (H") ve diger iyonlar i¢ mitokondri
zarinin her iki tarafinda bir elektriksel yiik olusturacak sekilde asimetrik olarak
dagilmistir. Oksidatif stres, DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum miktarinda artis,
glukokortikoidler, sitokinler, hormon ve biiyiime faktorleri yoksunlugu, kemoterapotik
ajanlarin yarattigl etkiler sonucunda hiicresel stres meydana gelebilir. Hiicresel stres

sonrasinda apoptozise giden bir hiicrede, mitokondrinin dis zarinda, transmembran



potansiyelindeki gerileme sonucu zar gecirgenligi azalir ve i¢ membranda gecirgen
genis bir por olusumu olan PT por “permeability transition pore (PT)” meydana gelir.
Bu olayla birlikte mitokondrinin dis zar1 pargalanir ve sitokrom ¢ zarlar arasi bosluga
salinir (36). Mitokondriden sitozole salinan sitokrom c, apoptozis mekanizmasinin
baslayabilmesi agisindan ¢ok 6nemli bir basamagi olusturmaktadir. Niikleotid trifosfat
ile aktive olan sitokrom c apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ile etkilesime
girer ve prokaspaz-9’un agregasyonuna neden olur. Daha sonra sitokrom c, Apaf-1 ve
prokaspaz-9 birleserek apoptozom adi verilen ¢oklu protein kompleksi olusturur. Bu
kompleksin olusumuyla birlikte kaspaz-9 aktive olur ve kaspaz kaskadinin baslamasini
saglar (30,42-45).

Intraselliiler sinyalleri sayesinde intrensek yol izi aracili apoptozis
mekanizmasini harekete gegiren diger bir 6nemli faktérde TGF-B ‘dir. Tip I ve Tip 1I
reseptor kinazlarin fosforillenmesi ve fosforlanan kinazlarin SMAD proteinlerini
uyarmastyla olusan bu sinyallerle birlikte apoptozis mekanizmasi ¢alismaya baglar.
TGF- B sinyal yolundaki degisikler insanda cesitli kalitsal hastaliklarin olusmasina
ozellikle kansere yol acabilmektedir (46).

2.2.4.2. Oliim Reseptorleri (Ekstrensek) Yol izi

Kaspaz aktivasyonunu saglayan ikinci yol izi 6lim reseptorleri (Death Receptor,
DR) yol izidir. Bu yol izi; hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerinin, apoptotik sinyalleri
araciligl ile uyarilir. Bunlar; Fas (CD95,APO-1), tiimér nekroz faktdr reseptorii-1
(TNFR1), 6liim reseptorii 3 (death receptor 3, DR3), 6liim reseptorii 4 (death receptor 4,
DR4), 6liim reseptorii 5 (death receptor 5, DR5) ve 6liim reseptorii 6 (death receptor 6,
DR6)’dir (24,28).

Oliim reseptorleri yol izinin son ¢alismalarda en ¢ok yer alan iki iiyesi Fas ve
TNFR1’dir. Bu reseptor ailesinin biitiin tiyeleri C terminal uca yakin bulunan yaklasik
80 aminoasitten olusan bir bdlge igerirler. Fas ve TNFR1’in mutasyon analizleri bu
bolgenin apoptotik sinyal i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Bu nedenle bu bolgeler
korunmakta ve o6liim bolgesi (Death Domain, DD) olarak adlandirilmaktadir (29).
Hiicre zarinda yerlesim gosteren protein yapidaki bu oliim reseptorleri, ligandlar ile

baglaninca sitoplazma g¢evresindeki 6liim bolgelerinden birkagi (3 veya daha fazla)
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oncelikle bir araya gelir ve adaptor protein i¢in bir baglanma bolgesi olustururlar.
Reseptorlere 6zgiin olan bu baglanma bolgesi adaptdr protein icin ¢ok Onemlidir.
Bunlar, Fas icin; Fas iliskili 6liim bolgesi (FADD), TNFR1 ve TNFR2 icin ise TNF
iligkili 6liim bolgesidir (TRADD) (45). Fasligand’in (FasL); sitotoksik T lenfositler,
dogal katil hiicreler veya TNF-a gibi inflamatuvar sitokinlerin varliginda ilgili 6liim
bolgelerine baglanmasi, reseptoriin sitoplazmik bolgesinde bulunan bir¢cok adaptor
protein ve prokaspaz-8, -10 gibi proenzimlerin indiiklenmesine ve bdylece Oliimii
indiikleyen sinyal kompleksi (DISC) olusumuna neden olur (47).

Fas; TNRF ailesinin bir iliyesidir ve FasL’ye baglanarak oliimii aktive eder.
Lenfoid hiicrelerde, akcigerde, hepatositlerde ve bazi kanser hiicrelerinde bulunur. Bu
apoptotik yol izi, immiin yanittan sonra fazla miktarda iiretilen ve kiimelenen gereksiz
lenfositlerin uzaklastirilmasi gibi immun sistemin normal down regiilasyonu nda gorev

alir (48).

2.2.4.3. Endoplazmik Retikulum Yol izi

Mekanizmasi tam olarak bilinmeyen ii¢lincii yol izi ise endoplazmik retikulum
(ER) yol izidir. Bu yol izinin kaspaz-12’yi i¢erdigi ve kaspaz 9’u sitokrom c¢ salinimina
gerek kalmadan da aktive edebildigi bildirilmistir (49). ER; protein sentezinin
diizenlendigi ve protein katlanma bolgesi olarak bilinmesiyle birlikte, kalsiyum sentezi,
hiicre i¢i kalsiyum dengesi ve membran proteinlerinin katlanmasini igeren bir¢ok kritik
islevde onemli bir rol oynamaktadir. ER’nin hasar gérmesine sebep olan kalsiyum
dengesindeki bozukluklar, serbest radikallere maruz kalma, hipoksi, glukoz yetersizligi
gibi hiicresel stresler protein sentezinin azalmasina ve protein katlanmalarinin
acilmasina neden olur. TNF reseptor iliskili faktor-2 (TRAF2) normal hiicrelerde bir
adaptor proteindir. Gorevi prokaspaz-12’ye baglanmak ve onu inaktive etmektir.
ER’nin strese maruz kalmasiyla TRAF2 ayrilir ve bu ayrilma kaspaz-12’nin aktive
olmasina neden olur (50). Kaspaz-12, kaspaz yolunu devam ettirebilmek igin
prokaspaz-9’a baglanir. Daha sonra aktif hale gecen kaspaz-9 apoptotik yolaktaki en
onemli efektor kaspaz olan kaspaz-3’ii aktive etmek igin prokaspaz-3’e baglanir (49)

(Sekil 2.3.) (36).
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Sekil 2.3. Apoptotik yol izleri (44 'nolu kaynaktan alinarak diizenlenmigtir).

2.2.5. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Apoptozisi baskilayarak ya da aktive ederek, apoptozisin sinyal iletimini kontrol
eden bir¢ok diizenleyici bulunmaktadir (30). Genetik ve gevresel diizenleyiciler gerek
pozitif gerekse negatif olarak proapoptotik veya antiapoptotik yol izlerinin kontroliinii
saglamaktadirlar. Hiicrenin kendi ¢evresinden gelen dis uyarilar genetik diizenlemeyi
etkinlestirirken O6liim yoluna girmis bir hiicre kendisini apoptozisden kurtarabilecek
yasam sinyallerini kabul edebilmektedir (41). Genetik olarak baslica 2 gruba ayrilan bu
diizenleyiciler; antiapoptotik etkili olarak Bcl-2, Bcl-x, p53, c-myc ve proapoptotik
etkili olan Bad, Bid gibi genetik diizenleyiciler olarak gruplandirilabilir (24,41).

2.2.5.1. Mediyatorler
Son yapilan ¢alismalar gostermistir ki serin proteaz, kalpainler ve proteazomlari
da igeren bir dizi farkli proteaz apoptozisdeki niikleaz rolil iizerinde etkindirler (51).

Bir nematod tiiri olan Caenorhabditis elegans’da programlanmis hiicre Sliimiini
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aragtirmak iizere Horvitz ve ark. tarafindan yapilmis bir calismada interlokin 1B
dontistiiricii enzim (ICE) tizerine dikkatler g¢ekilmistir. Bu calismada elde edilen
bulgularda Ced-9 proteininin memelilerde hiicreyi 6liimden koruyan Bcl-2 ile benzerlik
gosterdigi, Ced-4 proteininin heniiz memelilerde tanimlanmis bir homologu olmadigi,
Ced-3 proteininin ise memelilerdeki ICE ile yiiksek derecede benzerlik gosterdigi
ortaya konmustur. Bu sonuglar dogrultusunda ve ICE’nin asir1 ekspresyonunun
apoptozisi uyardigi gozlemlenen c¢alismalar sonucunda ICE’nin apoptozisin
uyarilmasinda anahtar rol oynadig1 one siiriilmistiir (52).

Kaspazlar; sistein proteaz ailesinden olup apoptozun olusumunda esansiyel role
sahiptirler. Sistein iceren aspartat spesifik proteazlar (Cysteine containing aspartate
specific proteases, caspase) olarak adlandirilmaktadirlar (53). Su ana kadar memelilerde
benzer Ozellikler gosteren 15 kaspaz tanimlanmistir ve hepsinin oncii molekiilleri
prokaspaz olarak bilinen zimojenlerdir. Bu proenzimlerin katalitik olarak dayanikli ve
32-55 kDa agirliginda 3 bolge igeren, tek zincirli bir polipeptit olarak sentezlendigi, X
1s1n1 kristal yapist ve peptid dizileme calismalari ile gosterilmistir. Bu proenzimler
merkezinde katalitik aktif bolge iceren, 17-22 kDa agirliginda bir internal bolge (p20),
kiiciik katalitik alt {inite olarak da adlandirilan 10-13 kDa agirhigindaki kiigiik C
terminal bolge (p10) ve DD olarak adlandirilan 3-24 kDa agirliginda NH, terminal
bolgelerini igermektedirler (54). Bir¢ok kaspazin p20 ve pl0O alt birimleri kiigiik
baglanti dizisiyle ayrilirlar. Kaspazlarin tam olarak fonksiyonel proteazlara
doniistiiriilmesi ard arda gergeklesen iki kirilma olayiyla tamamlanir. Biiyiik ve kiigiik
kaspaz alt birimlerindeki zinciri ikiye ayiran ilk proteolitik kirilmay: takiben olusan
ikinci kirilma ile N-terminal predomaini uzaklastirilir (55). Ayrilma isleminden sonra 2
kii¢iik 2 biiyiik alt birimden olusan heterotetramerik yapiya sahip kompleks aktif bir
kaspaz yapisi olusur (54-56) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Prokaspaz ve aktif kaspazin yapisi ( 54 ‘nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).

Prokaspazlarin biiyiik N terminal prodomainleri, 80-100 aminoasit uzunlugunda
yapisal motif igerirler. Bu aminoasitler DD siiper ailesi olarak bilinen apoptotik
sinyallerin iletiminde gérevlidir. DD’ler olduk¢a dnemli 2 bolgeye sahiptir; bu bolgeler
kaspazlarin aktivasyonundan once plazma zarina saliverilmelerini saglayan ve ayni
zamanda apoptotik yol izinin downstream’inde 6nemli rol oynayan liime yardimei olan
bolge (DED) ve kaspazlar1 organize eden bolge (CARD) olarak adlandirilan yapilardir
(54).

Amino asit dizilerindeki benzerliklere gore kaspazlar 3 alt gruba ayrilir. Baslatici
ve efektor kaspazlar bu gruplardan ilk ikisini olusturmaktadirlar ve apoptotik siirecte
gorev almaktadirlar. Apoptotik siiregte icerisinde herhangi bir rol oynamayan fakat
sitokinlerin olgunlasmasina aracilik eden ve inflamatuvar yanitta gérev alanlar ise
ticlincii grup kaspazlar1 olusturmaktadir (56). Apoptotik siirecte yer alan kaspazlar N
terminal prodomainlerinin uzunluguna gore 2 sinifa ayrilirlar. Bu farklilik fonksiyonel
olarak 6nemlidir (57). Inflamatuvar kaspazlar veya grup 1 kaspazlar olarak da
adlandirilan kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-12, kaspaz-13 ve kaspaz-14 uzun

prodomaine sahip ve inflamatuvar yanitta rol alan kaspazlardir. Baslatic1 kaspaz olarak
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da bilinen grup II kaspazlar da uzun prodomaine sahip (>90 aminoasit) bir diger kaspaz
grubudur. Bu grupta yer alan kaspaz-8 ve kaspaz-10 DED igeren, kaspaz-2 ve kaspaz-9
ise CARD igeren kaspazlar olarak bu grubu olusturmaktadirlar. Efektor, oldiiriicii veya
grup III kaspazlar olarak da adlandirilan, 20-30 amino asit uzunlugunda kisa
prodomaine sahip olan, kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’de son grup kaspazlari
olusturmaktadir. Apoptotik siirecte en 6nemli enzimler arasinda kaspaz-3, kaspaz-8 ve

kaspaz-9 bulunmaktadir (54).

2.2.5.1.1. Kaspaz-3

Kaspaz-3 apoptozis mekanizmas1 igersindeki efektor kaspazlardandir.
Apoptozis siirecinde bir¢ok anahtar proteinin (poli ADP Riboz polimeraz (PARP) vb)
kismen veya tamamen proteolitik kirilmasindan sorumludur. CPP32 olarak da
adlandirilan kaspaz-3’tin, Ced-3 ve kaspaz-1’in aktif bolgelerini kodlayan DNA dizileri
kullanilarak yapis1 aydinlatilmaya calisilmis ve insan kromozomunun 4q33-035.1
bolgesinde bulunan 32 kDa agirliginda bir sistein proteaz oldugu gosterilmistir (51,58).
Kaspaz-3, CPP32 olarak adlandirilmasimin yanisira, Yama ve apopain olarak da
tanimlanmistir.  Bilindigi gibi PARP’mm kirilma bélgesi (DEVD|G)’dir ve buna
dayanarak, Ac-DEVD-AMC modeli substrat olarak, Ac-DEVDcho ise spesifik
inhibitorii olarak sentezlenmistir. Kaspaz-3 PARP’dakine benzer bir sekilde, apoptozis
mekanizmasi siiresince, daha ziyade Asp-Xaa-Xaa-Asp (DXXD) motiflerini i¢eren ¢ok
sayida substratin, kismen veya tamamen proteolitik olarak kirilmasindan sorumludur
(51).

Bir¢ok protein normal hiicre fonksiyonlar1 ya da tamir mekanizmasi devam
ederken, apoptozis sirasinda kirilmaya ugrar. PARP ve DNA-bagiml protein kinaz’in
katalitik altiinitesi (DNA-PKg) DNA tamir mekanizmasimi igermektedir. Apoptozis
stirecinde kirilan yapisal proteinler; hiicre iskeleti proteinleri (fodrin, aktin ve Gas2) ile
cekirdek yapisinin olugmasina katkida bulunan NuMa ve lamin A gibi proteinleri
icermektedir. Heniiz tam olarak tanimlanamayan diger proteinlerle birlikte bu
proteinlerin kirilmasi, ¢ekirdek yogunlagmasi ve g¢ekirdek zar1 tomurcuklanmasi gibi
apoptotik hiicre icin karakteristik olan bir¢cok biyokimyasal ve morfolojik 6zellikten

sorumlu oldugu gozlemlenmistir (59).
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Zheng ve arkadaslart apoptozis mekanizmast igersinde yasanan olaylar
cercevesinde kaspaz-3’iin temel roliinii knockout fareler {izerinde yapilan hepatosit ve
timosit ¢alismalariyla gostermislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen verilere gore; kontrol
hiicreleri ile kaspaz-S'/' hepatosit ve timositler ayni hizda 6lmesine ragmen, yabanil tip
hiicrelerin, FasL’den ekprese olan 3T3 hiicreleri ile bir kez daha kiiltiire edildiginde,
cekirdeklerinin yaklasik 6 saat i¢inde parcalandigi ve sitoplazmada tomurcuk olusumu
gibi tipik apoptotik ozellikleri gdsterdigi, kaspaz-3" hiicrelerde ise bu &zelliklerin
olusmadig1 gézlenmistir (60).

2.2.5.1.2. Kaspaz-8

Birgok 6liim reseptorii tarafindan uyarilabilen ve apoptotik siiregte biiyiilk 6nem
arzeden kaspaz-8 insan kromozomunda 2g33-34 bolgesinde 2 band halinde lokalize olur
ve FLICE olarak da adlandirilmaktadir (61). Kaspaz-8 ve kaspaz-3 bazi ozellikleri
bakimindan birbirlerine benzerlik gosterirler. Bu 6zellikler aktif bolgelerinde sistein yer
almasi, katalitik bolgelerinin uzunluklar1 ve aktivasyonlar1 i¢in gerekli formun
sekillenmesi gibi durumlardir. Ayirt edici 6zellikleri ise; kaspaz-8’deki 2 DED iceren N
terminal bolgesinin uzunlugudur. Prokaspaz-8’in DED bdlgeleri ile FADD ve
TRADD’in DD’leri arasinda dizi benzerlikleri vardir. Bundan dolay1 DD proteinleri Fas
ve TNFR ile iligkilidir. Bu sayede TNF-a gibi bircok efektdr tarafindan uyarilan
prokaspaz-8 direk sinyal iletiminde yer alir. Prokaspaz-8’in otokatalitik aktivasyonu
yoluyla FasL veya TNF-a aktivasyonu olusur. Aktif hale gecen kaspaz-8 daha sonra
kisa prodomainleri igeren kaspaz-3 gibi diger kaspazlarin downstream’ini saglar. Bu
mekanizmas: itibartyla kaspaz-8’in Fas veya TNF aracili apoptotik kaskatta ilk sirada
bulundugu belirtilmistir. Kaspaz-8 bu fonksiyonu ve kaskat sirasindan dolay: upstream

kaspaz olarak tanimlanmisgtir (62).
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2.2.5.1.3. Kaspaz-9

Kaspaz-9 insan kromozomununun 1p36.1-p36.3 bolgesinde lokaliz olan, CED-3
ailesinin bir tiyesidir. Kaspaz-9 geninin 8 intron ve 9 ekzon igerdigi tespit edilmistir
(63). Kaspaz-9 un en fazla eksprese edildigi dokular kalp, testis ve ovaryumlardir.
Diger kaspazlarla, kaspaz-9 arasindaki en Onemli ayirt edici Ozelik, aktif bolgede
bulunan pentapeptittedir (QACGG). Bu o6zelligin nedeni kaspaz-9’da pentapeptid
bolgesinde Arg’nin yerine Gly bulunmasidir. Prokaspaz-9 uzun bir N-Terminal bolgeye
sahiptir ve bu agidan CED-3 ve Kaspaz-2 ile yiiksek benzerlik gosterir. Prokaspaz-9
kiigiik ve biiyiik subunitleri arasinda, iki potansiyel islem bolgesi igerir. D**'QLD|A
motifi, PARP’daki DEVD|G bolgesi ile benzerlik gosterir. Bu durum kaspaz-3’iin
kaspaz-9’u aktive ettigini gosteren bir belirtegtir. P3 bolgesindeki asidik kalinti igeren
Granzim B kirilma bdlgesinin motifi ise P312EPDLA ‘dir (51). Hiicresel bir stresi
takiben sitozolde bulunan proapoptotik proteinler aktive olur ve mitokondrinin
gecirgenligini bozarak por olusumuna neden olur. Olusan porlardan disartya sitokrom ¢
salinimi baglar. dATP veya ATP varliginda, Apaf-1, sitokrom c ve prokaspaz-9
birleserek apoptozom adi verilen kompleksi olusturur. Bu kompleks varliginda aktif
hale gegen kaspaz-9 daha sonra prokaspaz-3 ve -7’yi aktive eder (47). Apoptozom’un
merkezi bileseni olan Apaf-1; N ucunda CARD, daha arkada genis niikleotit baglayan
bir bolge ve C ucunda ise 12-13 WD40 tekrarini igeren 3 bolgeden olusur (64). Kaspaz-
9’un prodomaini ile etkilesimi i¢in CARD gereklidir. Apaf-1’in oligomerizasyonu
sitokrom ¢ ve dATP varliginda, CARD ve niikleotit baglayan bdlge tarafindan
saglanmaktadir (65).

2.2.5.2. Kaspaz inhibitorleri

Cesitli proteinler, iyonlar ve apoptozisi inhibe eden proteinler (IAPs), Granzim
B ve sitokin cevap degistiricisi A (Crm A), Bcl-2 ailesi proteinleri, Calpain, Ca®*, gibi
faktorlerle kaspazlarin aktivitesi artirilip azaltilabilmektedir. Bu faktorler kaspazlarin
diizenleyicisidirler (57).

IAP’ler, Bcl-2 ailesinden daha etkin bir sekilde apoptozisi inhibe etmektedir.
Yapilan son c¢alismalarda apoptozis mekanizmasi igersinde rol oynayan Onemli

diizenleyiciler oldugu gosterilmistir.  IAP ailesini NAIP, cIAP1, cIAP2, X-
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chromosome-linked IAP (XIAP), survivin, apollon ve livin olusturmaktadir. Aile
tiyelerinin ortak bir 6zelligi vardir; 1-3 N terminal bdlgelerinde Baculoviriis AP
tekrarlar1 (BIR) olarak bilinen 20 aminoasitlik bir bolge ile C terminal bolgelerinde
korunmus bir “really interesting new gene” (RING) Zn bolgesi bulundurmaktadirlar
(66).

Kaspazlarin islevini inhibe eden diger bir mekanizma ise baculoviriisleri ve
poxvirisleri gibi birgok viriisiin gen iiriinii olan dogal (viral) kaspaz inhibitorlerdir. Crm
A cowpox viriis tarafindan iretilen en bilindik inhibitérdiir. Crm A 38kDa agirhiginda
olup serpin benzeri bir molekiildiir. Baculoviriisden elde edilen p35 proteini de yine
apoptozisi kaspazlart inhibe ederek azaltan 35 kDa agirligindaki diger bir viral gen
trtintidiir (53,57)

Granzim B, apoptoziste dnemli rol oynayan bir sistein proteazdir. Perforinler ve
granzimler, normal olarak sitotoksik T lenfositler (CTL) ve dogal katil hiicrelerin
sitoplazmik bolgelerinde bulunurlar (67).

Calpain, ca® bagimli bir sistein proteazdir ve papainaz ailesinden gelmektedir.
Nekrozda ve apoptozisde genel olarak Calpain’in arttigi bilinmektedir. Calpain ve
kaspaz-3 fodrin, Ca** bagimli protein kinaz ve ADP-ribozil transferaz/PARP gibi bircok
ortak substrati paylasirlar (67).

Niikleer faktdor kappa B (NF-xB) dimerik bir transkripsiyon faktoriidiir.
Inflamasyon ve apoptozis gibi patolojik olaylarda genlerin diizenlenmesinde gérevlidir.
NF-kB aktivitesi hiicre biiylimesi, farklilagmasi, gelismesi, apoptozis ve hiicresel redoks
dengesindeki degisikliklere uyan yanitlar1 da iceren cok sayida genin indiiklenmesini
icerir. NF-xB’nin aktivasyonuna; sitokinler, patojenler, stres ve kemoterapdtik ajanlar
gibi uyaricilar neden olmaktadir (68).

Equine herpesvirus-2, bovine herpesvirus 4 (BORFEZ2), herpesvirus saimiri
(ORF71) ve insan herpesvirus 8 (ORF71) gibi birgok herpes viriisiinden ekprese
edilebilen FLICE inhibitor proteinleri (vFLIPs), 6liim reseptorleri yoluyla apoptozis
sinyallerini engeller (69).

Mitokondrinin dig zar1 cesitli olaylar neticesinde gecirgenligi artirir ve
seciciligini kaybeder bunun sonucunda mitokondriden sitokrom ¢, AIF, endoniiklez G,
HtrA2/0Omi ve prokaspaz-2, -3 ve -9 gibi yapilar disariya salinmaya baslar. AIF’nin

mitokondriden niikleusa go¢ etmesi, kaspaz bagimsiz kromatin yogunlagmas: ve DNA
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fragmentasyonunu tetikler. Endoniikleaz G ise direk olarak kaspaz bagimsiz DNA
kirilmasina neden olur (41).

Apoptotik mekanizmada son yillarda kesfedilen bir diger dnemli protein grubu
da yine mitokondriden sitokrom c¢ ile birlikte salinan Smac/DIABLO proteinidir.
Fonksiyon olarak bu protein IAP’lere baglanmak ve onlarin antiapoptotik etkilerine
katkida bulunmak suretiyle islev gérmektedir. Sitokrom c bazi hiicresel sistemlerde
hiicre 6liimii i¢in gerekli olmasina ragmen yeterli diizeyde degildir. Smac/DIABLO bu

durumlarda devreye girerek yedek faktor olarak hiicreyi 6liime gotiiriir (55).

2.2.5.3. Antiapoptotik Proteinler

2.2.5.3.1. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 geni bir proto-onkojen olarak ilk kez follikiiler lenfoma B hiicrelerinde
kesfedilmistir. Ardindan C. Elegans’in apoptozis baskilayicist olan ced-9’un memeli
hiicrelerindeki homologu olarak tanimlanmistir. Bu tarihten itibaren yaklasik olarak 19
Bcl-2 aile tiyesi oldugu ortaya c¢ikarilmistir (55). Bcl-2 geni 230 kb bir protoonkogen
olup, mitokondrial membrani icersinde yer alan 24-26 kb’luk bir proteini kodlar. Bu
proteinin GTP baglayan bir protein oldugu bilenmektedir ancak heniiz tam olarak
anlagilmayan bir mekanizma ile apoptozisi engelledigi bilinmektedir (70).

Bcl-2 ailesinin tiyeleri apoptozisin mitokondriye bagli yolaginin yani intrensek
yol izinin diizenlenmesinden sorumludurlar (7). Bcl-2 ailesinin proteinleri foksiyonel ve
yapisal olmak {izere 3 alt gruba ayrilir. Grup I antiapoptotik aktiviteye sahipken grup II
ve grup III ise hiicre 6liimiine yardimet bir rol oynayan yapidadirlar (41).

Grup | antiapoptotik Bcl-2 ailesi: Apoptozisi inhibe eden proteinlerdir. Bu
proteinler, transmembran domain ile birlikte, BH1, BH2, BH3 ve BH4 domainlerini
igerirler. Bu grupta Bel-2, Bcl-X, Bel-w ve Mcl-1 yer alir (71). Grup I’in BH1, BH2 ve
BH3’e ek olarak BH4 icermesi antiapoptotik aktivitenin saglanmasi agisindan BH4’iin
bu yapinin olmazsa olmaz bir pargasi oldugunu gostermektedir (72).

Grup Il multidomain proapoptotik Bcl-2 ailesi: Apoptozisi uyarict 6zellik
gosteren proteinlerdir. Bu grupta yer alan Bax, Bak, Bok/Mtd yapilarinda BH4 hari¢
diger bolgeleri igerirler (71).
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Grup 111 BH3 only-Bcl-2 ailesi: Sadece BH3 bdlgesi igerirler ve proapoptotik
etki gostererek apoptozisi uyarict etki gosterirler. Bu grupta, Bad, Bid, Bim, Bik, Hrk,
Bcl-Xs Noxa, Bcl-G, Nip3, Bmf ve PUMA yer alir. Bu proteinlerden Bid, Noxa, Bmf
ve PUMA’da transmembran bdlge gosterilmemistir. Bunlar sadece BH3 bdlge igerirler
(72).

Bcl-2 ve Bcl-X| ¢ekirdek, ER membrani ve mitokondri zarinda yer alirlar ve
sentetik lipit membranlarinda iyon kanallarinin  olusumuna neden olurlar.
Mitokondrideki Bcl-2 ve Bcl-X_ sitokrom c, Apaf ve AIF gibi molekiillerin
mitokondriyal zarlar arasi bogluktan sitoplazmaya ge¢mesini onler. Sitokrom ¢ ve AIF
sitoplazmaya gectikten sonra direkt kaspazlari aktive ederler. AIF’nin salinimi, zar
gecirgenligi ve zar potansiyelinin diismesi gibi mitokondriyal bozukluklarin olusmasina
baghidir. Bcl-2/BclX|, henliz agiklanmayan bir mekanizma ile mitokondriyal

bozukluklari 6nler (72).

2.2.5.3.2. p53

p53 bir tiimor baskilayict gen olarak, insan tiimorlerinin yaklasik % 70’ini
inaktive etmekle gorevli birgok organizmada olusan kanser olusumlarinin
baskilanmasinda primer derecede 6neme sahip bir proteindir (73). P53 geni 393 amino
asitlik bir fosfoprotein sentezletir ve bu protein direk DNA’ya baglandig: gibi birtakim
hiicresel veya viral proteinlerle de baglanabilmektedir. p53 proteini apoptozis
mekanizmasi i¢ersindeki etkilerinin tani sira, hiicre biiylimesinin ve hiicre boliinmesinin
azaltilmasinda, hiicre farklilagmasinda ve DNA tamir mekanizmasinda da gorev
almaktadir (70).

Normal bir hiicrede ¢esitli nedenlere bagl olarak olusan DNA hasarinmi takiben
p53 seviyesi hizlica artar, p53 stabilize olur ve hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur. Bu
sayede hiicreye kendini tamir etmesi i¢in zaman kazandirir. Sayet hiicre hasar1 tamir
edilemeyecek boyutlarda ise hiicre apoptozise gider (74).

Hiicre siklusu hasarli hiicrelerde kontrol edilmeden ilerler. Bu durum
fonksiyonel p53’iin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda
diizeni saglamak ve asir1 artisin Oniine gegebilmek igin c¢alisan p53°lin negatif

diizenleyicisi Mdm2 adi ile bilinen proteindir. Mdm?2 proteini, p53’t kontrol altinda
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tutar ve hiicre siklusunu G1/S safhasinda durdurarak apoptozisi engeller. Bu mekanizma
Mdm2’nin p53°e baglanarak aktivitesini inhibe etmesi esasina dayanmaktadir. Cesitli
etkiler sonucunda (radyasyon vb. etkilerle) DNA’da bir hasar meydana geldiginde,
Mdm?2 proteininin p53’e baglanma bolgesinde yapisal degisiklikler meydana gelir. Bu
nedenle Mdm2 p53°ii baglayamaz ve serbest p53’iin aktivitesi hiicre siklusunu Gl

sathasinda durdurup, Bax genini aktive ederek hiicreyi apoptozise gotiiriir (75).

2.2.5.3.3. c-Myc

Apoptozis mekanizmasimi diizenleyici yapilardan bir digeride c-Myc genidir.
Kromozomun 8q24 boélgesine yerlesmis olan c-Myc geni, hiicre proliferasyonu, hiicre
dontisiimleri ve apoptozis ile iligkili genlerin transkripsiyonlarini diizenler. Negatif
diizenleyicilerin varliginda hiicresel c¢ogalmay1 saglayan c-Myc, bu faktorlerin

yoklugunda ise hiicreyi apoptozise gotiirmektedir (76).

2.2.5.4. Proapoptotik Proteinler

Genlerin aktivasyonunu saglayarak apoptozisi uyarict yonde etkileyen
proapoptotik proteinlerden sadece BH3 bdlgesini igeren protein grubu olan Bad’in
hedefi Bcl-2/Bcl-X, gibi antiapoptotik proteinlerdir. Bad bu proteinlerle birleserek
onlarin Oliim reseptor aktivitelerini antagonize eder. Bad’in BH3 bolgesi Bcel-X ile
etkilesiminde ve hiicre 6liim aktivitesinde 6nemli yer tutmaktadir (77).

Bid’de yine Bcl-2 ile interaktif etkilesime giren proapoptotik bir proteindir.
Sadece BH3 bolgesini igeren proteinlerden biri olarak da tanimlanan Bid’in mutasyon
analizleri neticesinde Bcl-2 ile heterodimer olusturma kabiliyeti ve hiicre 6limiini
indiikleyici aktivitesi ortaya ¢ikarilmistir. Buna ek olarak Bid- Bax etkilesimi de

sitotoksisite ile iligkilendirilmistir (77).

2.3. TGF - Doéniistiiriicii Biiyiime Faktorii (Transforming Growth Factor)
Hiicrelerin biiylimesini saglayan transforme hiicreler tarafindan sentezlenen
polipeptid yapida biiyiime faktorleridir. TGF-a (Alfa) ve TGF-f (beta) olmak iizere iki

alt grubu vardir.
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23.1TGF-a

Cesitli memeli epitelyal hiicrelerince sentezlenen TGF-a, 160 6ncii proteolitik
yapidan tiiretilmis 50 aminoasitlik bir yapmin 3 disiilfid bagi ile kenetlenmesiyle
olusmus olan bir biiylime faktoriidiir. TGF-a ile yakindan iligkili baz1 biiyiime faktorleri

epidermal biiyiime faktorii (EGF), vaccinia biiylime faktorii ve fibrom viriis biiyiime

faktoridiir (78).

2.3.1. TGF-p Siiper Ailesi

TGF-B ailesi bir¢ok alt gruba sahip oldugu icin siiperaile olarak isimlendirilir.
Polipeptid bir yap1 gosteren TGF- siiperailesi ekstraselliiler matriks olusumu, hiicre
siklusunun kontrolii, erken gelisimin regiilasyonu, differansiyasyon, hematopoezis,
anjiogenezis, immiin fonksiyonlar, kemotaksis ve apoptozis gibi birgok mekanizmanin
diizenlenmesinde rol oynayan multi fonksiyonel bir sitokin ailesidir (9-11).
Omurgalilarda 35 den fazla iiyesi olan TGF-f siiperailesinin bazi 6nemli iiyeleri TGF-p,
Aktivin, inhibin, BMP, Glia Hiicre Kaynakli norotrofik faktor (Glial cell linederived
neurotrophic factor-GDNF), Miillerian inhibe Edici Madde (Mullerian inhibiting
substance-MIS) olarak siralanabilmektedir (79). Eriskin dokularda homeostaziyi
saglayan TGF-fB, embriyolarda da morfogenezis olusumunu korur. TGF-B yanit1 hiicre
dongiisii tizerine de etki edilebilmektedir. Bu etki hiicre dongiisiiniin ge¢ G1 fazinda
“restriksiyon noktasinda” durdurulmasi ile kendini gostermektedir (80). TGF-B sinyal
yolundaki degisiklikler, 6zellikle kanser olmak iizere insanda gesitli somatik ve kalitsal
hastaliklarla iligkilidir (81). Smad’lar ve kofaktorler ile birlikte TGF-B, hiicrelerde
timor baskilayict ve hiicre metabolizmasini diizenleyici etki gostermekle birlikte
kanserlerde tiimdr gelisimini indiikleyici rol oynamasi insan sagligi agisindan 6nemlidir
(80-82). TGF-p ailesi iginde ilk belirlenen {iye, normal sigan bobrek hiicrelerinden izole
edilen, TGF-B1 izoformu olmustur (82). Bununla birlikte memelilerde TGF- 1, TGF-
B2 ve TGF- B3 olmak {izere 3 izoform tanimlanmistir. Her izoform farkli bir gen ve
kromozomdan iiretilmektedir. TGF- B1 19q kromozomundan iiretilen 25kDa agirliginda

oldukga biiyiikk homodimerik bir proteindir (9).
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2.3.1.1. TGF-B Ailesi Reseptorleri ve Sinyal Tletimi

Su ana kadar memeli dokusunda TGF-f1, TGF-B2,TGF-3, tavuk ve Xenopus
larda ise TGF-B4 ve TGF-B5 olmak iizere 5 izoformu izole edilmistir. Memeli
dokusundan izole edilebilen formlar mezensim, bag dokusu, endotelyum, plateletler,
kemik ve immiin sistem hiicreleri gibi ¢esitli doku ve hiicrelerde sentezlenmektedir
(82). TGF-B, hiicre igindeki etkilerini bir ¢gok molekiil aracilig1 ile (MAPKs, JNK, p38,
p13K Kinazlar, PP2A fosfatazlar, Rho ailesi ve Smad ailesi) gosterir. Fakat Smad’lar
disinda bu yolaklarin molekiiler diizeyde sinyal iletim mekanizmasi1 tam olarak
bilinmemektedir (81).

TGF-B ailesi tiyeleri serin/threonin kinaz reseptorlerinin 2 tipini aktive ederek
etki gosterir (81-83). Sonrasinda sitoplazmadan ¢ekirdege kadar yerlesmis olan Smad
proteinlerinin akigini baslatir (11). TGF-B sinyal iletimi fosforilasyon mekanizmasi
tizerine kuruludur. Sinyal iletiminin baslatilmast i¢in Tip II reseptorlere baglanmis
ligand kompleksinin Tip I reseptorleri fosforile etmesi gerekmektedir. Bu fosforillenme
sonrasindaki asamalar i¢in, yani ¢ekirdege sinyal iletimi amaciylada Co-Smad’lar, R-
Smad’lar ile heterooligomerler olusturur ve birlikte ¢ekirdege girerler. Burada, hedef
gen bolgesine baglanarak transkripsiyonel faktorler yardimi ile transkripsiyonel cevabi
olustururlar (Sekil 2.5.) (83,84). Son zamanlarda fareler tizerinde yapilan galismalar ile

TGF-B siiperailesi sinyalinin anlagilmasinda mesafe kat edildigi goriilmektedir (81,82).
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Sekil 2.5. TGF-B Ailesi Reseptorleri ve Sinyal Iletimi (83’nolu kaynaktan ahnarak

diizenlenmigtir).

Tip I (TBR-I; 53 kDa), Tip II (TBR-1I; 70-100 kDa) ve Tip III (TBR-I11; 200-400
kDa) reseptorler TGF- B ailesi reseptorlerini olusturmaktadirlar (82). Sinyal iletiminden
sorumlu olan reseptdrler Tip I ve Tip II’dir. Tip I ve Tip II reseptorler GDNF disinda
tim TGF- B ailesi iiyelerinin sinyal iletimine aracilik ederler (79). Yaklasik 150
aminoasitten olusan bu reseptorler i¢inde bu bdlgenin katlanmasini saglayan 10’dan
fazla sistein aminoasidi bulunmaktadir. Tip I reseptorler igcin 30 aminoasitlik
intraselliiler bolgede yiliksek oranda korunmus glisin ve serince zengin GS domainleri
bulunmaktadir (81,82). TGF-B sinyali i¢in fosforilasyon merkezi rol oynamaktadir.
Sinyal iletimi i¢in Tip II reseptorlere baglanmis ligand kompleksinin Tip I reseptordeki
GS domainlerini fosforile etmesi gerekmektedir. Tip I ve Tip II reseptorler kendilerine
baglanan ligandlara gore farkli isimler alirlar. Insan genomunda 7 adet Tip I reseptdr
(ALKs 1-2-3-4-5-6-7) , 5 adet Tip II reseptor (Act-11A, Act-11B, BMPR-II, AMHR-II,
TBR-II) saptanmustir (T3,T11). TGFp iletim yolunda 6nce Tip II reseptorlere direkt
olarak baglanma meydana gelir. Bunun ardindan Tip I reseptorlerin aktivasyonu
gerceklesir. Buna karsin BMP reseptor ligandlari, Tip I ve Tip II reseptorlerin her

ikisine birden ayni anda baglanarak kompleks olusturur. TGF-B sinyalleri iletiminde
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ALK 1 ve ALK 5’in de etkin oldugu endotelial hiicre tiplerinde yapilan ¢aligmalarda
ortaya c¢ikarimistir. Bunlardan ALKS oldukca yaygin olarak sentezlenirken ALK1 ise
daha ¢ok endotelial hiicreler ile epitelyal ve mezensimal hiicreler arasindaki spesifik
etkilesim bolgelerinde sentezlenirler. ALK 5 ve ALK 1 birbirlerine zit etki gdstererek
bu mekanizma i¢inde yer alirlar. ALK 5, endotelial hiicrelerdeki migrasyonu ve
proliferasyonu inhibe ederken, ALK 1 ise stimiile eder ve bu zit etkilerle mekanizmanin
regiilasyonunu saglamaktadir (81-85). Daha sonra Tip I reseptorler sitoplazmadan

¢ekirdege kadar sinyal akisimi saglayan Smad proteinlerinin fosforilasyonunu saglar
(10).

2.3.1.2. Smad Proteinleri

Sinyal iletme kapasitesine sahip Tip I reseptor kinazlarin substrati Smad ailesi
proteinleridir. Smad proteinleri komplekslerin olusturdugu sinyallerin ¢ekirdekteki
hedef genlere iletilmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (79,81,83). Bu ailenin ilk
kesfedilen ftiyeleri sirke sinegi olarak bilinen Drosophila melanogaster de bulunan
‘Mad’ proteini ve bir tiir nematod olan Caenorhabditis elegans’lardan eksprese edilen
‘Sma’ proteinidir. Memelilerde ise bu proteinlerin karsiligi Sma ve Mad kisaltmalari
birlestirilerek Smad olarak isimlendirilmistir ve bu zamana kadar yaklasik olarak 10

adet Smad proteini tanimlanmustir (79).

2.3.1.2.1 Smad Proteinlerinin Simiflandirilmasi

Yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerine gore Smad proteini ailesi 3 alt grupta
incelenir. Bu gruplar “reseptor—regulated Smad” olarak isimlendirilen RSmad
“Common-Smad’’ olarak isimlendirilen Co-smad ve “inhibitér Smad” olarak
isimlendirilen 1-Smad’tir (82,86). RSmad olarak isimlendirilen ilk grupta Smadl, 2, 3,
5, 8 tiyeleri bulunmaktadir. Omurgalilarda, Co-Smad’lari olusturan {iye Smad 4,
C.elegans’larda Sma 4’tlir. Co-Smad’lar, R- Smad’lar ile heterooligomerler olustururlar
ve cekirdege sinyal iletimini aktive ederler (81,82). Uciincii grup olan I-smad’lar ise

omugalilarda, Smad 6 ve Smad 7’nin C.elegans’larda Dad’in dahil oldugu proteinler
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olusturur. Bu gruptaki Smad’larin bilinen tek fonksiyonu, R-Smad’larin sinyal

aktivitesini inhibe ederek TGF-f sinyal yolunu durdurmalaridir (Sekil 2.6.) (81-83,86).
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Sekil 2.6. SMAD Ailesi (83 ’nolu kaynaktan alinarak diizenlenmistir).

2.3.1.2.2. Smad Proteinlerinin Aktivasyonu ve Inhibisyonu

TGF-B sinyal yolunun en Onemli regiilasyon noktalari Smad proteinleridir.
Gerek pozitif gerekse negatif etki ederek sinyal iletimi iizerine etki edebilmektedirler.
Bazi komponentler Smad sinyal yolu iizerindeki bolgeler ile etkileserek, Smad
proteinlerinin ~ fosforilasyonunu ve sinyalin  baslamasimi  saglarlar  (81,86).
Fosforilasyondan 6nce ve yine fosforilasyon sirasinda Smad 2 ve 3 proteinleri once
TBRI ve SARA (Smad anchor for receptor activation) (Reseptor aktivasyonu igin
SMAD ¢apast) proteinlerine baglanir sonrasinda ise Smad 4 ile kompleks olustururlar.
Bu Smad kompleksi daha sonra TBRI ve SARA molekiillerinden ayrilir ve ¢ekirdekte
toplanir. Yapilan c¢alismalar ile bu islemlerin yarismali etkilesimler araciligiyla
gerceklestigi gosterilmistir (81,86,87).

TGF-B sinyal iletiminde, 6nemli role sahip olan Smad proteinlerinin inhibisyonu
ile TGF-B sinyal cevabi negatif yonde diizenlenebilmektedir (81,88). Ozellikle, R-
Smad’larin inhibisyonunu saglayarak TGF-f sinyal iletimini engelleyen proteinler
inhibitér Smad ( Smad 6, 7) grubudur. Yine Smad proteinlerinin defosforilasyonu

saglayan Ubiquitin Ligaz (Smurf 1, 2)’lar ile de inhibisyon gerceklestirilir (89,90).
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2.3.1.3. TGF-B / Smad Sinyal iletiminin Diizenlenmesi

TGF-B / Smad sinyal iletiminin diizenlenmesi iki farkli yolla kontrol edilir.
Birinci yol, TGF-f’nin TGF-B reseptor tip I ve TGF-p reseptor tip 1 II’yi aktive etmesi
ile olusan TGF-B-reseptor kompleksinin, SARA varliginda, endozom icinde Smad 2/3’i
aktive etmesidir. Smad 2/3 aktif hale gectikten sonra Smad 4 ile baglanir ve heteromerik
bir kompleks olusturur. Bu heteromerik kompleks g¢ekirdege gecerek transkripsiyonu
baslatan faktorleri aktive eder. Ikinci yol ise kolesterol ve kaveolinin dahil oldugu TGF-
B reseptdriiniin pargalanmasi esasina dayanan yoldur. Inhibitdr 6zellikteki Smad 6 ve
Smad 7 gibi bazt Smad proteinleri Smurfl veya Smurf2 ile birleserek daha 6nceden
aktive olmus olan TGF-B reseptor kompleksine baglanarak reseptorii etkisiz hale
getirirler (81,87).

2.4. SB-431542

Kimyasal ismi  4-[4-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(2-pyridinyl)-1H-imidazol-2-
yl]benzamide olan SB431542 maddesinin molekiiler formiilii C2H16N4O3 seklindedir.
SB431542 maddesinin molekiiler agirligi ise 384.39 g/mol’diir (Sekil 2.7.).

SB-431542, TGF-B Tip 1 reseptér kinaz inhibitoriidiir. Bu mekanizmayi
ozellikle ALKS ve akrabalari ALK4 ve ALK7 lizerinden gerceklestirir. ALKS, ALK4
ve ALK7’nin giiclii ve selektif bir inhibitdrii olarakta tanimlanabilmektedir. TGF-B’y1
indiikleyerek insanda osteosarkom hiicrelerinin ¢ogalmasinit bastirdigr bildirilmigtir. 10

mM Etanol veya 100 mM DMSO igerisinde ¢oziiniir hale gelmekedir (12).
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Sekil 2.7. SB-431542; 4-[4-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(2-pyridinyl)-1H-imidazol-2-yl]benzamide
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2.5. Oksidatif Stres ve Antioksidan Sistem

Hiicre metabolizmasi, icerisinde bir¢ok kimyasal reaksiyon ihtiva eder. Bu
kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan, son yoriingeleri itibariyle bir veya birden
fazla eslenmemis elektron bulunduran, kisa 6miirlii ve kararsiz, atom veya molekiillere
serbest radikaller adi verilmektedir (91). Serbest radikaller hiicre igerisinde 6zellikle
solunum ve sinyal iletimi gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlar icin kullanilmaktadir.
Ancak bazi anormal durumlarda oksidan/antioksidan denge bozulur ve serbest radikaller
baslica lipit, protein, karbonhidrat, DNA gibi yapilarin bozulmalarina sebep olurlar
(92). Bu gibi durumlarin Oniine gegebilmek zarar1 Onlemek veya en az hasarla
atlatabilmek i¢in hiicre, bazi1 savunma sistemleri gelistirmistir.

Antioksidan savunma sistemi adi1 verilen bu sistemle serbest radikaller nétralize
edilerek uzaklastirilir. Antioksidan sistemi endojen ve eksojen kaynakli {iyeler
olusturmaktadir. Transferin, bilirubin, seruplazmin, {irik asit, albumin gibi proteinler ile
SOD, CAT, gluatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR) gibi enzimatik antioksidanlar endojen kaynakli antioksidan sisteme
elemanlarini olustururken C vitamini, E vitamini, alfa tokoferol, f-karoten gibi yapilar
ise eksojen kaynakli antioksidan sistem elemanlarini olustururlar (91).

H,0; hiicredeki temel reaktif oksijen tiirevidir ve hiicre i¢in oldukca tehlikelidir.
Oyleki diisiik seviyelerdeyken apoptozis olusumuna 6nciiliik ederken, yiiksek diizeyleri
ise nekroz veya kaspaz bagimsiz apoptozise neden olur (93). Antioksidan sistem
icerisinde en 6nemli savunma mekanizmasini olusturan enzimatik yapt GSH sistemidir.
GSH’1n en 6nemli 6zelligi, H,O’1 ve diger peroksidazlar indirgeme yetenegine sahip
GSH-Px igermesidir. Bu sirada GSH’da okside disiilfid formu olan GSSG’a ¢evrilir
ancak GSSG daha sonra glutatyon rediiktaz ile tekrar GSH’a indirgenir (94). GSH-Px
enziminin yani sira CAT enzimi ile de H,0, toksik olmayan su ve molekiiler oksijene
doniistiiriilebilmektedir. HoO; tiirevi bu sistemler araciligi ile yok edilemezse proteinler
ve niikleik asitler gibi biyolojik molekiillerle etkileserek onlar1 hasara ugratan oldukca
toksik "OH radikaline doniisiir (94).

Antioksidan/oksidan etkileri bilinen NO’in mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak bulundugu ortamda O ve lipit peroksit diizeylerinden daha
fazla miktarda bulundugunda bu radikalleri etkisizlestirir ve SOD’u etkin hale getirerek

antioksidan sistemi harekete gegirir (95).

28



Antioksidan sistem ve serbest radikal olusumu arasinda bir denge s6z konusudur
ve bu denge yardimiyla hiicre korumasi gerg¢eklesmektedir. Bu dengenin bozulmasi
durumuna oksidatif stres adi verilir. Fazla miktarda serbest radikal olusumu ya da
yetersiz kalan antioksidan savunma sistemi oksidatif strese neden olurken ortaya ¢ikan
bu durum sonucunda doku hasari olusmaktadir (91). Oksidatif stres; gen
transkripsiyonu, sinyal iletimi baslatilmas1 ve DNA hasar1 gibi birgok biyolojik yanitin
olusumunu uyarir. Bu uyarilar ile hiicre ya nekroz, apoptozis veya yaslanmaya dogru
gider ya da antioksidan sistemin etkinliginin artis1 ile canliligin1 korur ve ¢ogalir (92).
Bu durum genetik alt yapi, reaktif oksijenlerin tiirii, oksidatif stresin siddetine ve

stiresine bagli olarak degismektedir (96).

29



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Cihazlar

1. Plate Okuma Cihaz1 (ELX800, Biotek, Tiikiye)

2. Spektrofotometre (Analytikjena-SPECORD 50)

3. Su Banyosu (GFL-Wasserbad Water Bath)

4. Vorteks (Heidolph)

5. Hassas Terazi (Metler Toledo)

6. Mikropipet Seti (Gilson- Pipetman- P20-P100-P-1000)

7. Homojenizator (Ultra)

8. Etiiv (Binder)

9. pH Metre (Metler Toledo)

10. Sogutmali Santrifiij (Sigma, 2-16K)

11. Distile Su Cihaz1 (Millipore)

12. Derin Dondurucu (Regal, RDD 1145)

13. Santrifij (Sigma 16K)

14. Manyetik Karistiric1 (Vert)

15. LightCycler 480 Real-Time PCR System (Roche Applied science)

16. 96 Well PCR Plate, Katalog No: 1402-9400 (USA Scientific)

17. PCR Plate Film, Katalog No: 2921-7800 (USA Scientific)

18. 8’li strip tiip

19. 8 kanall1 pipet

20. Yiiksek Kapasiteli RT-PCR Sistemi, Katalog No: BMK-PKG-MH
(Fluidigm, Biomark, USA)

21. Dynamic Array 96.96, Katalog No: BMK-M-96.96 (Fluidigm)

22. Sample&Assay Loading Kit, Katalog No: 85000802 (Fluidigm)
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3.1.2. Sarf Malzemesi ve Kimyasal Maddeler
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16.
17.
18.

Folin ciocalteu (Sigma)

n-Butanol (Merck)

Asetik asit (Sigma)

Tiyobarbitiirikasit (TBA) (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)
1,1,3,3-tetrametoksipropan (Sigma)

5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit](DTNB) (Sigma)
Ksantin (Merck)

Ksantin oksidaz (Sigma)

. 2-[4-iyodofenil] -3- [4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (INT) (Sigma)
. 3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit (CAPS) (Sigma)

. N-nitrozodietilamin (DEN) (Sigma)

. Ependorf tiipii

. Diiz tabanli, 96 kuyucuklu elisa plaklar

. SB-431542, 4-[4-(1,3-benzodioxol-5-yl)-5-(2-pryridinyl)-1H-imidazol-2-yl)

Benzamide

TGF-B1 Kit (Invitrogen Immunuassay Kit)
cDNA Kiti (mirVana™ PARIS™ Kit)
2-merkaptoetanol (Sigma)
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3.2. Deney Hayvanlarinin Secimi ve Temini

Bu calismada MEU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari
Uretim Birimi’nden temin edilen ortalama agirliklar1 250-300 g olan, 59 adet yetiskin,
erkek Wistar albino siganlar1 kullanildi. Siganlar toplam 7 kafeste muhafaza edildi.
Sicanlar deneysel ¢alismalar siiresince (13-22 hafta) sicakligr (22 + 2°C) ve nemi (%
55+ 8) sabit tutulan odalarda muhafaza edildi. Havalandirma pencere tipi aspiratorle
saglanirken, odanin aydinlik-karanlik dongiisii otomatik denetleyici bir aygit ile 12 saat
aydinlik—12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Sicanlar, temizligi diizenli olarak
saglanan plastik kafeslerde tutuldu ve beslenmeleri i¢in hazir standart yem; su

gereksinimleri i¢in ise 6zel uygulamalar harig, diger sicanlara ¢esme suyu verildi.

3.3. Calisma Gruplan

Bu c¢alismada kontrol, siroz, DMSO, siroz+SB-431542 (I) (250ug/kg),
siroz+SB-431542 (1) (500ug/kg), siroz sonrasinda+SB-431542 (1) (250ug/kg) ve siroz
sonrasinda+SB-431542 (I1) (500ug/kg) olmak itizere 7 grup olusturuldu. Daha 6nceki
calismalarda elde edilen veriler 1s18inda siroz olusumunun 10-12. haftada olustugu
tespit edildiginden 10. haftadan itibaren siroz olusumunun takibi baslatildi ve 10.
haftanin sonunda 1 sican sakrifiye edildi. 10. haftada sakrifiye edilen siganda siroz
bulgular1 tam olarak gézlenemediginden 3 hafta daha caligmaya devam edildi. 13. hafta
sonunda siroz grubundan 2 sigan daha sakrifiye edilerek siroz olusumunun varligi
kanitlandi. Deneysel ¢alisma protokolii tamamlanan tiim gruplarda ki si¢anlar anestezik
madde (ketamin + xylazin) verilmek suretiyle, servikal dislokasyona tabi tutulup

sakrifiye edilmis ve hizl bir sekilde dokular diseke edilmistir.

Kontrol Grubu: Calisma grubuna 8 adet sigan dahil edildi ve beslenmeleri igin
hazir standart yem; su gereksinimleri i¢in ise ¢esme suyu verildi. 13 haftalik periyot
sonunda kontrol grubundaki siganlar 6ldiirildii.

Siroz Grubu: Calisma grubuna 11 adet si¢an dahil edildi ve son derisimi 100
ppm olacak sekilde DEN ilave edilen su, 13 hafta siiresince igme suyu olarak verildi.
10. haftadan itibaren siroz olusumunun takibi baslatildi ve 10. haftanin sonunda 1 si¢an

sakrifiye edildi. 10. haftada sakrifiye edilen sicanda siroz bulgulari tam olarak
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gozlenemediginden 3 hafta daha c¢alismaya devam edildi. 13. hafta sonunda siroz
grubundan 2 sican daha sakrifiye edilerek siroz olusumunun varligi kanitlandi. Bu
teyitin ardindan 13. haftanin sonunda bu gruptaki siganlar 6ldiriildii.

DMSO Grubu: Calisma grubuna 8 adet sican dahil edildi ve son derisimi 100
ppm olacak sekilde DEN igeren igme suyu ile birlikte, SB431542 maddesinin
DMSO’da ¢oziilerek siganlara verilmesinden dolayi ¢aligmalarda DMSO’nun etkisini
arastirmak amaciyla 13 hafta boyunca intraperitonal olarak ¢6ziicii olarak kullanilan
miktarda DMSO uygulamasi yapildi. Bu gruptaki siganlar 13. haftanin sonunda
oldirtlda.

Siroz+SB431542 (I) (250 pg/kg/hafta) Grubu: Calisma grubuna 8 adet sigan
dahil edildi. TGF-B Tip 1 reseptor kinaz inhibitorii olan SB431542°nin siroz olusumu
tizerindeki etkilerini gézlemek amaciyla bu gruptaki siganlara son derisimi 100 ppm
olacak sekilde DEN iceren igme suyu ile birlikte 250 pg/kg/hafta olacak sekilde 13
hafta boyunca intraperitonal olarak SB431542 uygulamasi yapildi. Bu gruptaki siganlar
13. hafta sonunda 6ldiiriildi.

Siroz+SB431542 (II) (500 pg/kg/hafta) Grubu: Calisma grubuna 8 adet sigan
dahil edildi. TGF-B Tip 1 reseptor kinaz inhibitorii olan SB431542’nin siroz olusumu
tizerindeki etkilerini gozlemek amaciyla bu gruptaki sicanlara son derisimi 100 ppm
olacak sekilde DEN igeren igme suyu ile birlikte 500 pg/kg/hafta olacak sekilde 13
hafta boyunca intraperitonal olarak SB431542 uygulamasi yapildi. Bu gruptaki sicanlar
13. hafta sonunda 6ldiiriildii.

Siroz sonrasinda+SB431542 (I) (250 pg/kg/hafta) Grubu: Calisma grubuna 8
adet sican dahil edildi. TGF-B Tip 1 reseptor kinaz inhibitorii olan SB431542’nin siroz
olustuktan sonraki etkilerini gozlemek amaciyla bu gruptaki siganlara ilk olarak son
derigimi 100 ppm olacak sekilde DEN igeren igme suyu 13 hafta boyunca verildi. Daha
sonra 9 hafta boyunca 250 pg/kg/hafta olacak sekilde intraperitonal olarak SB431542
uygulamasi yapildi. Gruptaki siganlar toplam 22. haftanin sonunda 61diiriildii.

Siroz sonrasinda+SB431542 (II) (500 pg/kg/hafta) Grubu: Calisma grubuna 8
adet sican dahil edildi. TGF-B Tip 1 reseptor kinaz inhibitorii olan SB431542’nin siroz
olustuktan sonraki etkilerini gézlemek amaciyla bu gruptaki siganlara ilk olarak son
derisimi 100 ppm olacak sekilde DEN igeren igme suyu 13 hafta boyunca verildi. Daha
sonra 9 hafta boyunca 500 pg/kg/hafta olacak sekilde intraperitonal olarak SB431542
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uygulamasi yapildi. Bu gruptaki siganlardan 4 tanesi 22. haftada 6ldii. Bunun {izerine

kalan si¢anlarda sakrifiye edildi.

3.4. Calisma Orneklerinin Hazirlamsi

3.4.1. Doku Ornekleri

Deneysel calisma sonrasinda ¢alisma planina gore sakrifiye edilen siganlarin
karacigerleri diseke edildi. Karacigerlerden alinan orneklerin bir kismi histopatolojik
incelemeler yapilmak iizere %10’luk formaldehit igerisinde patoloji laboratuvarina
gonderildi. Kalan karaciger dokusunun bir bdliimiinden total RNA izolasyonu yapildi

bir kismu ise diger biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.5. Analiz Yontemleri

3.5.1. Biyokimyasal Analizler

3.5.1.1. Apoptozis Belirteclerinin Incelenmesi

3.5.1.1.1. Kaspaz-3, 8 ve 9 Gen Ekspresyon Ol¢iim Yéntemi

Total RNA izolasyonu; dokudan mirVana™ PARIS™ (Ambion, California,
USA) izolasyon kiti ile yapildi. izole edilen total RNA’lar Reverse Transcription kit
(Qiagen, USA) protokolii uygulanarak ¢cDNA ya doniistiiriildii ve ¢cDNA’lar analiz
giiniine kadar -20°C’de saklandi. Daha sonra mMiRNA TagMan PreAmplifikasyon
protokolii uygulanarak preamp cDNA’lar elde edildi. PreAmp ¢cDNA’lardan ayni giin
kullanilmayanlar -20°C de ayn1 giin kullanilacak olanlar +4°C de saklandi. Son olarak
Dynamic Array Gen Ekspresyon Protokolii geregince Load ve Mix islemleri
tamamlanarak BioMark Data Collection software yazilimi esliginde GE 96.96
PCR+Melt v1 thermal protokolii uygulanarak elde edilen sonuglar bilgisayara
kaydedildi.
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3.5.1.2. TGF-B Sitokin Ol¢iim Yéntemi
TGF-B1 sitokin diizeyleri ELISA yontemi ile kitte agiklandigi sekilde
arastirtlmistir (Invitrogen Immunoassay Kit). TGF-f1 diizeyleri, 450 nm’de mikrotiter
plak okuma cihazinda absorbans degeri Olgiilerek tayin edildi. Sonuglar TGF-B1

standart egri grafiklerinden degerlendirildi.

3.5.1.3. Antioksidan Kapasitenin Incelenmesi

3.5.1.3.1. Doku GSH Olc¢iimii

Prensip: GSH halinde bulunan tiim nonprotein siilfidril gruplarinin, bir distilfid
bilesigi olan 5,5'-ditiyo-bis [2-nitrobenzoyik asit] (DTNB)’yi rediikleyerek, 412 nm
dalga boyunda absorbans veren sart renkli bir kompleks olusturmasi esasina

dayanmaktadir. Olgiilen absorbans degeri GSH miktarin1 yansitmaktadir (94).

Ayrraclar:

1. Coktiirtici Cozelti
2.0,3 M Na;HPO4

3.% 0,40 DTNB Cozeltisi

Yontem

Kor ve 6rnege ait deney tiipleri asagida verilen sekilde hazirlanda.

Kor (mL) Ornek (mL)
Doku homojenati - 2
Saf su 2 -
Coktirtct 3 3

Karisim 5 dakika bekletilir, 6rnek filtre kagidindan siiziildii.

Stizinti 2 2

0,3 M Na;HPO, 8 8

Ornegin absorbans degeri 412 nm’de kore kars: olciildii (OD1). Tiiplere
%0,04 DTNB 1 1
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ilave edildi ve 6rnek tiipte olusan renk 412 nm’de kore karsi ol¢iildii (OD2).
Hesaplama

Glutatyon derigimi pmol/mg protein olarak hesaplandi.

C (umol/mL) (OD2-0D1) 5
= X .
1000 13,600 2

C (umol/mL) = (OD2-0D1) x 0,184

C (umol/mL)
umol/mg protein=
Protein (mg / mL)

13,600: GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon
katsay1s1

C: umol /mL Glutatyon

ODI1: DTNB ilave edilmeden once 412 dalga boyunda 6l¢iilen optik dansite

OD2: DTNB ilave edildikten sonra 412 dalga boyunda 6lciilen optik dansite

1000 : umol’e doniisiim katsayisi

5/2: seyreltme katsayisi

3.5.1.3.2. Doku SOD Olgiimii

Prensip: Aerobik organizmalarin, O, varliginda oksidatif fosforilasyon ile enerji
iiretimi sirasinda olusan, endojen veya eksojen kaynakli toksik siiperoksit radikallerinin
(O7,) suya (H,0) ve molekiiler oksijene (O) dismutasyonunu hizlandiran SOD enzim
aktivitesinin Ol¢lim prensibi, ksantin varhiginda ksantin oksidaz’in (XOD) aciga
cikardig stiperoksit radikallerinin 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5—feniltetrazoliyum
klorid (INT) ile 505 nm’de absorblanan kirmizi renkli formazon boyasi olusturmasinin,

ortamda bulunan SOD enzimi ile inhibisyonuna dayanmaktadir (95).
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XOD

Ksantin , Urik asit+ 0™ (1)
0>
INT ____,  Formazon boyasi (2) veya
SOD
0‘2 O, + H,0» (3)
Ayriraclar

1. CAPS (3-(sikloheksilamino)-1-propan siilfonik asit) Tamponu
2.Stok Substrat Karigimi

3. Giinliik Substrat Karisimi

4.Ksantin Oksidaz (80 U/L)

5.0,01 M Fosfat Tamponu (pH:7,0)

6. Standart (S6): 5,6 U/mL SOD igeren Ransod kitinin standartidir.

SOD Standart Egri Cizimi
Liyofilize olarak hazirlanmig SOD standartt (S6) 10 mL distile su ile
sulandirildi. Standart egri ¢iziminde kullanilacak olan diger SOD derisimleri ise fosfat

tamponuyla asagidaki tabloda verildigi sekilde hazirlandi.
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Standartlarin Hazirlanisi

SOD Derisimi Kullanilacak Standart 0,01 M Fosfat Tamponu
S5 (2,8 U/mL) 5mL S6 5SmL
S4 (1,4 U/mL) 5mL S5 5mL
S3 (0,7 U/mL) 5mL S4 5mL
S2 (0,23 U/mL) 3 mL S3 6 mL

Standart egri ¢izimi i¢in 1mL’lik kuvars kiivete ayiraglar asagidaki sekilde ilave edildi.

Cozeltiler Cahisma Korii Standart
Standart (mL) - 0,05
Fosfat tamponu (mL) 0,05 -
Glinliik Substrat Karisimi (mL) 1,7 1,7

Tyice karigtirihr.

Ksantin Oksidaz (mL) 0,25 0,25

Kiivetin agzi parafilmle kapatilip birka¢c kez alt-list edildikten sonra, 30.
saniyede (A1) ve daha sonra 3. dakikada (A2) 37°C’da, 505 nm dalga boyunda havaya

kars1 absorbans degerleri okundu.

Hesaplama
Calisma korii SOD icermedigi i¢in inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak
kabul edilir ve degeri % 100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri

bunlara ait degerin ¢alisma koriiyle oranlanarak 100°den ¢ikarilmasi sonucu hesaplandi.

A2- Al A2- Al
A/A\/dakstandart - A/A\/dakgallsma kori =
3 dakika 3 dakika

38



% Inhibisyon =100 -

AA / dakstandart

AA | dak(;ahsma kori

x 100

Her bir standart ig¢in hesaplama yapildiktan sonra X (yatay) eksenine SOD

derigimlerinin (U/mL) logaritmik doniisiim degerleri, Y (dikey) eksenine standartlara ait

% inhibisyon degeri yazilarak dogrusal bir standart egri elde edildi.

SOD Standart Egrisi
2o L
S s
2 re— 46
< / on
.E <( JU
= 26
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 04 0,6
Log Konsantrasyon (u/mL)
. ” . y=43,71x+ 54,123
o Seri1 — Dogrusal (Seri 1) | R?=09912
Yontem

Calisma 1 mL’lik kuvars kiivette yapildi. Ayiraglar, kiivete asagidaki tabloda

gosterildigi sekilde ilave edildi.

Cozeltiler Cahisma Korii Ornek

Doku homojenati (mL) - 0,05

0.01 M Fosfat tamponu (mL) 0,05 -

Glinliik Substrat Karisimi (mL) 1,7 1,7
Iyice karigtirihr.

Ksantin Oksidaz (mL) 0,25 0,25
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Kuvars kiivetin agz1 parafilmle kapatilip birka¢ kez alt-list edildikten sonra olusan
rengin absorbans degerleri 30. saniyede (A1) ve daha sonra 3. dakikada (A2) 37°C, 505
nm dalga boyunda havaya kars1 okundu.

Hesaplama

Calisma korii ve 6rnek AA/dak cinsinden asagidaki sekilde hesaplandi.

A2- Al A2- Al
AA/dak omek — AA/dak calisma kori  —
3 dakika 3 dakika

Hesaplanan AA/daksmex Ve  AA/daKeansma koo asagidaki  formiil uygulanarak

degerlendirildi.

AA [ daKsmek x 100

% 1nhibisy0n6mek = 100 -
AA/ dak(;ahsma kori

Ornege ait hesaplanan yiizde inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri ise

standart egri kullanilarak bulundu ve sonuglar U/mg protein olarak degerlendirildi.

SOD aktivitesi (U/mL)
SOD aktivitesi (U/mg protein) =

Protein (mg/mL)

3.5.1.3.3. Doku CAT Olciimii

Prensip: Bir antioksidan enzim olan CAT esas fonksiyonu, hiicre i¢in oldukga
toksik olan singlet oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagi olan H,O, nin, su
ve molekiiler oksijene yikimini katalizlemektir. Yontem; H,O,’nin 15181 absorbe
etmesinden yararlanilarak 230 nm’de enzimin yikim hizinin spektrofotometrik olarak

Ol¢limii esasina dayanmaktadir (94).
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CAT

v

2 HzOz 2 HZO + OZ

Ayrraclar:

1. 1M Tris Tamponu ( pH: 8,0)

2. 1 M Fosfat Tamponu (pH: 7.0)

3. 10 mM H;0; ( % 30’luk H,O,’den hazirlanir.)

1 M fosfat tamponu 1/10 oraninda sulandirilir. Bunun 0.9 ml’sinin optik
dansitesi saf su olan kore karsi 230 nm’de okundu (OD;). Daha sonra 0.9 ml 1/10
oraninda sulandirilmis 1 M fosfat tamponu iizerine 1/100 oraninda sulandirilmis %
30’luk H;0,’den 0.1 ml eklenerek optik dansitesi okundu (OD,). 1/100 sulandirilmis
H20,’nin derisimi ¢ = 141 X (OD,-OD;) mM’dir. 10 mM H,O; hazirlamak ig¢in, 1/100

seyreltilmis H,O,’nin 1 mL’si derisimin 1/10’u 6l¢iisiinde saf su ile tamamlanir.

Yontem:

Ayiraclar 1 mI’lik kuvars kiivete tabloda belirtilen oranlarda ilave edildi.

Kor (ul) Ornek (ul)

1 M Tris Tamponu 50 50

10 mM H,0, - 900

H.0O 930 30
37 °C’de 10 dakika inkiibasyon

Hemolizat 20 20
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Hesaplama:

AOD/ dak VTOp|am
CAT Aktivitesi (U/ml): X
0,071 V mek

AOD = Optik Dansite Degisimi
0,071 = 1 pmol H202’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi optik dansite degeri
Voplam = Toplam hacim

Vomek = Hemolizat hacmi

U/mL
CAT (U/mg protein) =

Protein (mg /mL)

3.5.1.3.4. Doku MDA Ol¢iimii

Prensip: Lipit peroksidasyonunun belirteci olan, sekonder bir iriin olarak
olusan aldehid grubundan MDA aerobik sartlarda pH 3,4’te tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile 95 °C’de inkiibasyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin, 532 nm’deki

absorbans degerinin dl¢limii esasina dayanmaktadir (96).

Ayiraclar

1.% 8,1°lik SDS

2.% 20’lik Asetik Asit

3.% 0,8’1ik Tiyobarbitiirik asit (TBA)
4.n-Butanol / Piridin (nBu/Pri) Cozeltisi (15/1)
5. Stok Standart (1,1,3,3-tetrametoksipropan)
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Yontem

Calisma i¢in gerekli olan ayiraglar asagida tabloda belirtildigi sekilde tiiplere

konuldu.
Cozeltiler Kor Standart Ornek
Doku homojenat1 (mL) - - 0,1
Standart (mL) - 0,1 -
SDS (mL) 0,2 0,2 0,2
Asetik Asit (mL) 1,5 1,5 1,5
TBA (mL) 1,5 1,5 1,5
Saf Su (mL) 0,8 0,7 0,7
95 °C’de 30 dakika inkiibe edilir ve tiipler cesmenin altinda sogutulur.
Saf Su (mL) 1,0 1,0 1,0
nBu / pri 5,0 5,0 5,0

Tiiplere konulan ¢ozeltiler vortekslendikten sonra 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi, tstteki organik kisim alinarak 532 nm’de absorbans degeri okundu.

Sonuglar nmol/mg protein olarak degerlendirildi.

nmol / mL

MDA (nmol/mg protein) =
Protein (mg/mL)

3.5.1.3.5. Lowry Yontemi ile Protein Tayini
Prensip: Alkali ortamda proteinlerin bakir siilfat ve fosfotungstik asit ile
reaksiyona girerek olusturdugu mavi renkli kompleksin 550 nm dalga boyunda

absorbans degerinin dl¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (97).

Ayiraclar
1. % 2 (w/v) Na,CO3
2. % 1 (w/v) CuSO45H,0
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3. % 2 (w/v) Na-K tartarat
4. Folin-Ciocalteu Ayiract
Giinlik ¢ozelti (Aywrag C): 50 mL %2 (w/v) Nap,COsz, 0,5 mL %1 (w/v)
CuSO45H,0 ve 0,5 mL %2 (w/v) Na-K tartarat ilave edilerek hazirlandi.

Protein Standart Egri Cizimi:
Asagida verilen derisimlerde hazirlanan bovin serum albumin (BSA)

kullanilarak standart egri ¢izimi yapildu.

Tiip No Kor 1 2 3 4 5
BSA Standart Derigim (pug/mL) - 100 200 300 400 500
Tlgili BSA Standart ¢ozeltisi (mL) - 0,3 0,3 0,3 03 0,3
Serum Fizyolojik (mL) 0,3 - - - - -
Ayirag C (mL) 3 3 3 3 3 3
Kanisimlar hazirlanip oda 1s1isinda Oda 1sisinda 10 dk bekletildi.
Folin-ciocalteu (mL) 03 03 03 03 03 03

Tiplere ilave edildi ve 30 dk oda 1sisinda bekletildi. 550 nm’de kore karsi

okundu ve standart konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri ¢izildi.

Protein Standart Egrisi

Absorbans
(550nm)
OFNWRARUIONI00

0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (mikrogram/ mL)
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Yontem

Cozeltiler tiiplere asagidaki sekilde konuldu.

Kor Ornek
Saf su (mL) 0,3 -
Doku homojenati (mL) - 0,3
Giinliik ¢ozelti (mL) 3,0 3,0
Oda 1sisinda 10 dakika bekletildi
Folin-ciocalteu ayiraci (mL) 0,3 0,3

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletilen 6rneklerin, 550 nm’de kore karsi absorbanslari

okundu. Protein konsantrasyonu standart egriden degerlendirildi.

3.5.2. Histopatolojik Inceleme

Calismaya dahil edilen tiim dokulardan elde edilen 5 p kahnligindaki parafin
kesitler 55°C’deki sicak su banyosundan lam iizerine alindi. 60°C etiivde 1 saat
bekletildikten sonra oda 1sisindaki ksilolde 30 dakika bekletildi. %50, %60, %70, %95
derecelik alkol serisinden gecirildi ve akar cesme suyunda yikandi. Hematoksilen
soliisyonunda 5 dakika bekletildikten sonra tekrar akar ¢gesme suyunda yikandi. %0,1
amonyakli suda 1 saniye bekletildikten sonra tekrar akar ¢esme suyunda yikandi.
%96’lik alkolde 1 saniye ve daha sonra eosin soliisyonunda 20 saniye bekletildi. Akar
cesme suyunda yikandi. %50, %60, %70, %95 derecelik alkol serisinden gegirilen
preperatlar kurutuldu. Oda 1sisindaki ksilolde 10-20 dakika bekletilerek seffaflastirildi

ve entellan ile kapatildi.

3.5.3. Istatistiksel Analizler

Veriler SPSS 11.5 paket programina girildikten sonra biitiin parametreler igin
normallik testleri Shapiro-Wilk testi ile test edilmist ve normal dagilim gosterdigi
belirlenmistir. Varyans analizinin 6n sart1 olan homojenlik 6n sart kontrolii yapilmis ve
tiim parametrelerde bu 6n sartin yerine gelmedigi gorlilmiistiir. Bu nedenle One Way
Anova testi yerine Kruskall Wallis testi uygulanmistir. Gruplar arasi farkhiliklarin
anlamli oldugu durumlarda ikili karsilastirmalar i¢cin Mann Whitney U testi
kullanilmigtir. Tanimlayict istatistikler olarak minimum, maksimum, mean rank,
medyan ve % 25-75 yiizdelikler kullanilmistir. Grafikler STATISTICA 8.0 paket

programindan elde edilmistir. Istatistiksel anlamlilik smir1 p< 0.05 olarak almmustir.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmaya toplam 59 adet yetigkin, erkek Wistar albino si¢an dahil edildi. Bu
calismada kontrol, siroz, DMSO, siroz+SB-431542 (250ug/kg), siroz+SB-431542
(500ug/kg), siroz’dan sonra+SB-431542 (250ug/kg) ve siroz’dan sonra+SB-431542
(500ug/kg) olmak tizere 7 grup olusturuldu.

Bu calismada, karaciger sirozu iizerine TGF-f Tip | reseptor kinaz inhibitorii
olan SB-431542’nin etkisini arastirmak amaci ile apoptozisin gostergesi olarak kaspaz-
3, -8 ve -9 gen ekspresyonlar1 ve TGF-f Tip | diizeyleri arastirildi. Bunlarin yani sira
karaciger sirozunda oksidatif stresin arttiginin bilinmesi nedeniyle antioksidan sistemde
yer alan GSH miktarr, SOD ve CAT enzim aktiviteleri; ile lipit peroksidasyonunun

gostergesi olarak MDA diizeyleri saptandi.

4.1. Biyokimyasal Bulgular

4.1.1. Apoptozis Belirteglerine Ait Bulgular

4.1.1.1. Kaspaz-3 Gen Ekspresyon Diizeyi

Kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri kontrol ve siroz gruplari arasinda anlamli bir
degisim gostermemistir. DMSO grubu kontrol ve siroz grubuna gore anlamli bir artig
gostermistir (sirastyla p=0,016 ve p=0,010). Siroz+SB431542 (1) grubu kontrol ve siroz
grubuna gore anlamli bir artis gostermistir (sirasiyla p=0,002 ve p=0,013).
Siroz+SB431542 (11) grubu, kontrol ve siroz grubuna gore anlamli bir artis géstermistir
(strasiyla p=0,001 ve p=0,006). Siroz sonrasinda+SB431542 (1) grubu kontrol ve siroz
grubuna gore anlamli bir artig géstermistir (sirasiyla p=0,001 ve p=0,002). Siroz
sonrasinda+SB431542  (II) grubu kontrol grubuna gbre artarak, Siroz
sonrasinda+SB431542 (I) grubuna gore ise azalarak anlamli bir farklilik gdstermistir
(sirastyla p=0,005 ve p=0,037) (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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Cizelge 4.1. Apoptotik belirteglerden olan kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyinin her bir gruba gore degisimi

Kaspaz-3 gen ekspresyonu
Min-max Mean Medyan
Rank [% 25-75 yiizdelikler]
0,001
Kontrol 0,001-0,001 8,00 [0,001-0,001]
. 0,001
Siroz 0,001-15,207 11,00 [0,001-3,803]
ab 12,99518
DMSO 0,001-21,318 23,63 [0,001-18,187]
Siroz+SB4 ab 16,19543
31542 () | 12024-18,049 30,00 [12,730-17,500]
Siroz+SB4 ab 16,04234
31542 (1) | 10:593-26.877 30,38 [11,798-21,784]
Siroz
sonrasinda ) ab 16,19621
+SB43154 12,772-17,737 31,25 [15,975-17,240]
2 (1)
Siroz
sonrasinda af 10,02675
+SB43154 8,372- 11,681 18,00 [8,372-11,681]
2 (1)
P 0.0007

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (1) ile, f; Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkiiliklar: gostermektedir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli.

28 j j j j a0
26 |
24 ap @ ab ab
22 |

20 a
18
16 |

E

E

"]

=

= P

2 . i m ol ]

=120 y

9 8t 7 i ¢
2 ; i g ] Kaspaz 3 Ekspresyon

/ i 7 ) K 8 Ek

ol . b 2 ) | Kaspaz spresyon
2 ﬁ % r] ﬁ é % % 1| ™) Kaspaz 9 Ekspresyon

Siroz+ Siroz+ Siroz Siroz

$B-431542 (1) 5B-431542 () Senrasinda+  Sonrasinda+
5B-431542 (I)  5B-431542 ()

Kontrol Siroz DMS0

Sekil 4.1. Apoptotik belirtegler olan kaspaz-3,8 ve 9 gen ekspresyonlarinin gruplar arasi karsilastirmada
gosterdigi degisimlerin bar grafik olarak gosterimi. a; Kontrol ile, b; Siroz ile, c; DMSO ile, d;
Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (1) ile, f; Siroz sonrasinda+SB431542 (1) ile farkliliklar:

gostermektedir.
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4.1.1.2. Kaspaz-8 Gen Ekspresyon Diizeyi

Kaspaz-8 gen ekspresyonu siroz, DMSO, Siroz+SB431542 (l), Siroz+SB431542
(1), Siroz sonrasinda+SB431542 (I), Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplarinda
kontrol grubuna goére anlamli bir artis gostermistir (sirasiyla p=0,017, p=0,004,
p=0,001, p<0,001, p<0,001, p=0,003). Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubunda;
Siroz+SB431542 (Il) ve Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplarina gére de anlamli
bir artis gostermistir (sirastyla p=0,027 ve p=0,037) (Cizelge 4.2, Sekil 4.1).

Cizelge 4.2. Apoptotik belirteglerden olan kaspaz-8 gen ekspresyon diizeyinin her bir gruba gore degisimi

Kaspaz-8 gen ekspresyonu
Min-max Mean Medyan
Rank [% 25-75 yiizdelikler]
0,001
Kontrol 0,001-0,001 7,00 [0,001-0,001]
. 0,001- a 12,05783
Siroz 17,344 21,57 [0,001-15,728]
0,001- a 15,93848
DMSO 21,130 29,50 [2,574-17,805]
Siroz+SB431542 11,054- 26.80 2 14,32046
(1) 15,639 ! [11,054-15,639]
Siroz+SB431542 8,579- 24 25 2 10,80062
(1) 18,417 ! [8,785-15,159]
Siroz
11,686- ae 15,83120
sonrasinda+SB43 34,50
1542 (1) 16,985 [15,172-16,525]
Siroz
6,249- af 8,51077
sonrasinda+SB43 ' 17,00 = !
1542 (1) 10,772 [6,249-10,772]
P 0.0023

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, ¢c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (I1) ile, f; Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkliliklar: gostermektedir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlamii.

4.1.1.3. Kaspaz-9 Gen Ekspresyon Diizeyi

Kaspaz-9 gen ekspresyonu kontrol ve siroz gruplari arasinda anlamli bir degisim
gostermemistir. DMSO,  Siroz+SB431542 (1), Siroz+SB431542 (ll), Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) , Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplari kontrol grubuna
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gore anlamli bir artis gostermistir (siwrasiyla p=0,016, p=0,002, p=0,016, p=0,001,
p=0,005). DMSO, Siroz+SB431542 (1), Siroz+SB431542  (Il), Siroz
sonrasinda+SB431542 (I) , Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplan siroz grubuna
gore de anlaml bir artig gostermistir (swrasiyla p=0,016, p=0,002, p=0,016, p=0,001,
p=0,005). Siroz+SB431542 (Il) grubu, Siroz+SB431542 (I) grubuna gore anlamli bir
azalma gostermistir (p=0,005). Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubu Siroz+SB431542
(I) ve Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplarina gére anlamli bir artis gostermistir
(p=0,027, p=0,016) (Cizelge 4.3, Sekil 4.1).

Cizelge 4.3. Apoptotik belirteglerden olan kaspaz-9 gen ekspresyon diizeyinin her bir gruba gore degisimi

Kaspaz 9 ekspresyonu

Min- Mean Medyan
max Rank [% 25-75 yiizdelikler]
0,001- 0,001
Kontrol | 5 501 10,50 [0,001-0,001]
. 0,001- 0,001
Siroz 0,001 10,50 [0,001-0,001]
0,001- ab 14,91291
DMSO | 59340 | 2731 [0,001-20,502]
Siroz+SB43 | 13,210- 36.40 2 20,62202
1542 (1) 22,143 ’ [14,484-21,687]
Siroz+SB43 | 0,001- 21 44 204 12,70790
1542 (1) | 17,155 ’ [0,001-16,011]
Siroz
sonrasinda+ | 14,376- 33 63 &b 17,14317
SB431542 17,709 ' [16,356-17,629]
(1)
Siroz
sonrasinda+ | 11,419- 23 5 abf 12,77568
SB431542 14,132 ' [11,419-14,132]
()
P 0.0002

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (l1) ile, f; Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkliliklar: géstermektedir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlami.
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4.1.2. TGF-B1 Diizeyleri

TGF-B1’in ¢esitli nedenlere bagl olarak asir1 artisiyla birlikte karaciger doku
matriksinde diizensiz bir bi¢imde ¢ogalma ve karacigerde once fibroz, sonrasinda ise
siroz olusumu meydana gelir. Bu ¢alismada TGF-B1 sitokin diizeyleri Siroz, DMSO,
Siroz+SB431542 (1), Siroz+SB431542 (1), Siroz sonrasinda+SB431542 (1)
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir (sirasiyla p=0,001,
p=0,001, p=0,002, p=0,001, p=0,007). DMSO grubu, siroz grubuna gore artarak
anlamli bir farklilik géstermistir (p=0,0018). Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubunda;
siroz, DMSO, Siroz+SB431542 (1), Siroz+SB431542 (ll) ve  Siroz
sonrasinda+SB431542 (II) gruplarina gore anlamli bir azalma goézlenmistir (sirasiyla

p=0,001, p=0,002, p=0,001, p=0,007, p=0,002) (Cizelge 4.4, Sekil 4.2).

Cizelge 4.4. TGF-B1 diizeylerinin gruplar arasindaki degisimi

TGF-beta
Min-max Mean Medyan
Rank [% 25-75 yiizdelikler]
Kontrol 0,539- 9,88 0,88150
0,998 [0,59625-0,984]

Siroz 1,077- 26,86 ° 1,55200
1,879 [1,098-1,863]

1,634- 37,71 %P 1,93800
DMSO 2,441 [1,799-2,107]

: 1,253- 31,00° 1,76150
Siroz+SB431542 (1) 2,298 [1,520-1,953]

. 1,103- 31,50° 1,67700
Siroz+SB431542 (11) 2431 [1,482-2,234]

Siroz 0.561- 7,13 Pede 0,78850
sonrasinda+SB431542 ' [0,608-0,853]

() 0,864

Siroz 1 795. 37,50 %" 1,99700

sonrasinda+SB431542 2’ 2 [1,802-2,238]
(n ,260
P <0.001

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (1) ile, f; Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkliliklar: géstermektedir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlami.

50



2,6 ' ' ab ' a

22 |
20} @ a

1,8
16 —
14

12|
10} b,c,d,e

TGF-Beta 1 Sitokin Dizeyi (pg/ml)

08 |

06 B] Median
0.4 1 Won-Outlier Range

Siroz+ Siroz+ Siroz Siroz
5B-431542 (1) 5B-431542 (Il) Sonrasinda+ Sonrasinda+
5B-431542 (1) SB-431542 (II)

Kontrol Siroz DMSO

Sekil 4.2. TGF-B1 diizeylerinin gruplar aras1 degisimlerinin bar grafik olarak gosterimi. a; Kontrol ile, b;
Siroz ile, c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (l) ile, e; Siroz+SB431542 (Il) ile, f;, Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkiiklar: gostermektedir

4.1.2. Antioksidan Kapasite
Bu calismada antioksidan kapasiteyi degerlendirmek amaci ile antioksidan
sistemde yer alan GSH miktar, SOD ve CAT enzim aktiviteleri; ile lipit

peroksidasyonunun gostergesi olarak ise MDA diizeyleri saptandi.

4.1.2.1. Doku GSH Diizeyleri

Bu caligmada antioksidan kapasiteyi degerlendirmek amaci ile antioksidan
sistemde yer alan GSH miktarlar: incelenmis ancak hicbir grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,1254) (Cizelge 4.5, Sekil 4.3).
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Cizelge 4.5. GSH diizeylerinin gruplar arasindaki degisimi

GSH
Min-max Mean Medyan
Rank [% 25-75 yiizdelikler]
24,25 0,00250
Kontrol 0,001-0,009 [0,002-0,004]
. 28,06 0,00300
Siroz 0,002-0,005 0,002-0,005]
31,20 ,00600
DMSO 0,001-0,008 [0,003-0,008]
. 30,17 0,00350
Siroz+SB431542 (1) 0,002-0,009 [0,002-0,005]
. 20,69 0,00200
Siroz+SB431542 (1) 0,001-0,007 [0,001-0,004]
Siroz 16,19 0,00200
sonrasinda+SB431542 0,001-0,003 [0,002-0,002]
(1)
Siroz 15,63 0,00200
sonrasinda+SB431542 0,000-0,003 [0,001-0,003]
()
P 0.1254

p< 0.05 istatistiksel olarak anlamiL.

0,009
0,008 |
0,007
0,006 |
0,005 |
0,004 |
0,003
0,002 |
0,001 |
0,000

GSH (mikromol/mg protein)

1

1 Bl Median

0,001

Kontrol

Siroz

DMs0

Siroz+

Siroz

5 Siroz
5B-431542 (1) 5B-431542 (ll) Sonrasinda+ Sonrasinda+

5B-431542 (1) SB-431542 (Il)

Sekil 4.3. GSH diizeylerinin gruplar aras1 degisiminin bar grafik olarak gosterimi.
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4.1.2.2. Doku SOD Aktivitesi

Siroz grubu; kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir (p=0,033).
DMSO grubu; kontrol ve siroz grubuna gore anlamli bir artig gostermistir (sirasiyla
p=0,003 ve p=0,027). Siroz+SB431542 (I) grubu; kontrol grubuna gore artarak, DMSO
grubuna gore ise azalarak anlamli farklilik gostermistir (sirasiyla p=0,045, p=0,040).
Siroz+SB431542 (1) grubu; DMSO ve Siroz+SB431542 (1) gruplarina goére anlamli bir
azalma gostermistir (sirastyla p=0,010, p=0,045). Siroz sonrasinda+SB431542 (I)
grubu; siroz, DMSO, Siroz+SB431542 (I) gruplarma goére anlamli bir azalma
gostermistir (sirasiyla p=0,001, p=0,001, p=0,004). Siroz sonrasinda+SB431542 (II)
grubu diger tiim gruplara gore anlamli bir artis gostermistir (sirasiyla p=0,011, p=0,007,
p=0,007, p=0,014, p=0,011, 0,008) (Cizelge 4.6, Sekil 4.4).

Cizelge 4.6. SOD enzim aktivitesinin gruplar arasindaki degisimi

SOD
Min- Mean Medyan
max Rank [% 25-75 yiizdelikler]
Kontrol 0,400- 14,08 2,46000
7,350 [1,660-4,140]
Siraz 2,660- | 25,192 5,01000
16,020 [3,110-8,627]
4,020- | 33,63%° 15,15500
DMSO 33780 [6,480-22,932]
. 3,180- | 25,80°¢ 5,22000
Siroz+SB431542 (1) 10,200 [3,180-10,200]
. 1,270- | 14,67 °1 2,63000
Siroz+5B431542 (1) | £ [1,315.4.643]
Siroz 0,900- | 6,86 "¢ 1,56000
sonrasinda+SB431542 | 2,270 [1,030-1,810]
(N
Siroz 68,330- | 42,50 76,74500
sonrasinda+SB431542 | 113,470 | &bcder [68,515-106,208]
an
P <0.001

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, ¢c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (1) ile, f; Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkliliklar: gostermektedir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlami.
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Sekil 4.4. SOD enzim aktivitesinin gruplar aras1 degisiminin bar grafik olarak gosterimi. a; Kontrol ile, b;
Siroz ile, c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (l) ile, e; Siroz+SB431542 (Il) ile, f;, Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkiiklar: gostermektedir.

4.1.2.3. Doku CAT Aktivitesi

Siroz ve DMSO gruplart konrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir
(strasiyla p=0,001 ve p=0,001). Siroz+SB431542 (I) grubu siroz ve DMSO gruplarina
gore anlamli bir azalma goéstermistir (sirasiyla p=0,010 ve p=0,005). Siroz+SB431542
(1) grubu da siroz ve DMSO gruplarina gore anlamli bir azalma gostermistir (sirastyla
p=0,001 ve p=0,001). Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubu tiim gruplara gére anlamli
bir azalma gostermistir (sirasiyla p=0,002, p=0,001, p=0,001, p=0,028, p=0,021,
0,007). Siroz sonrasinda+SB431542 (1) grubu diger tiim gruplara gore anlamli bir artis
gostermistir (sirastyla p=0,007, p=0,007, p=0,007, p=0,011, p=0,008, 0,007) (Cizelge
4.7, Sekil 4.5).
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Cizelge 4.7. CAT enzim aktivitesinin gruplar arasindaki degisimi

CAT
Min-max Mean Medyan
Rank [% 25-75 yiizdelikler]
11,511- 19,79698
Kontrol 25 223 17,88 [14,68230-22,75391]
. 37,894 . 58,15208
Siroz 72343 | 9909 [42,25073-71,20158]
37,894 . 65,10884
DMSO 106,103 | 0% [55,46466-96,86066]
. 8,941- e 24.86796
Siroz+SBA3LSA2 (1) | procs | 20,67 (131869541 10822]
. 10,304- e 18,18914
Siroz+5B431542 (1) | 50 | 17,14 110.40485.31 62020]
Siroz - oo 10,62698
sonrasinda+SB431542 ; 6,75 aPcde [9,10439-12,05138]
0 12,665
Siroz 414,46601
sonrasinda+SB431542 %‘ggﬁ% Ao [183,11859-629,98840]
(1) ’
P <0.001

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (1) ile, f; Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farklhiliklar: gostermektedir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlami.
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5B-431542 (1) SB-431542 (Il)

Sekil 4.5. CAT enzim aktivitesinin gruplar aras1 degisiminin bar grafik olarak gosterimi. a; Kontrol ile, b;

Siroz ile, c;

DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e;

sonrasinda+SB431542 (1) ile farkliliklar: gostermektedir.

55

Siroz+SB431542 (II) ile, f;

Siroz



4.1.2.5. Doku MDA Diizeyleri

Siroz ve DMSO gruplar1 kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir
(sirastyla p=0,001 ve p=0,001). Siroz+SB431542 () grubu, siroz ve DMSO gruplarina
gore anlamli bir azalma géstermistir (sirasiyla p=0,028 ve p=0,008). Siroz+SB431542
(1) grubu da siroz ve DMSO gruplarina gore anlamli bir azalma gdstermistir (sirastyla
p=0,001 ve p=0,001). Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubu tiim gruplara gére anlamli
bir azalma gostermistir (sirasiyla p=0,002, p=0,001, p=0,001, p=0,003, p=0,002,
0,007). Siroz sonrasinda+SB431542 (II)  grubu; kontrol, Siroz+SB431542 (1),
Siroz+SB431542 (1) ve Siroz sonrasinda+SB431542 (I) gruplarina gore anlamli bir
artig gostermistir (sirastyla p=0,007, p=0,014, p=0,007) (Cizelge 4.8, Sekil 4.6).

Cizelge 4.8. MDA diizeylerinin gruplar arasindaki degisimi

MDA
Min-max Mean Medyan
Rank [% 25-75 yiizdelikler]
3,390- 4,81000
Kontrol 9,280 16,56 [3,68750-8,25000]
. 10,020- . 15,23500
Siroz 28,480 35,75 [10,65500-19,18250]
10,950- . 2359000
DMSO 44,660 4L13 [13,83000-32,16750]
. 5,440- ” 9,20000
Siroz+SB431542 (1) e 24,60 15,53500-LL 38000]
. 2.730- ” 8,05500
Siroz+SB431542 (11) 50 18,25 13,63500.8,81500]
Siroz 1 780- 2,25000
sonrasinda+SB431542 3740 5,06 Pcde [2,00250-2,65000]
) ’
Siroz 13 050, 2500000
sonrasinda+SB431542 ’ 42,00 adef [13,58500-63,53500]
" 73,110
P <0.001

a; Kontrol ile, b; Siroz ile, ¢c; DMSO ile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (Il) ile, f; Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) ile farkliliklar: gostermektedir. p< 0.05 istatistiksel olarak anlami.

56



80 ' ' ' ' adef
70} T

60
50 + a
40
30t
20

MDA (nmol/mg protein)

10 i a,b,c,d,e

b.c 1
b,c 4
Oy ﬁ ’{T 1 [@] Median
-10 s . 1 Non-Outlier Range

Siroz+ Siroz+ Siroz Siroz

5B-431542 () 5B-431542 () Sonrasmda+  Sgnrasinda+
5B-431542 (I}  SB-431542 (Il)

Kontrol Siroz DMSO

Sekil 4.6. MDA diizeylerinin gruplar aras1 degisiminin bar grafik olarak gosterimi. a; Kontrol ile, b; Siroz
ile, c; DMSO iile, d; Siroz+SB431542 (1) ile, e; Siroz+SB431542 (1) ile, f; Siroz sonrasinda+SB431542
(1) ile farkliliklar: gostermektedir.

4.2. Karaciger Dokularina Ait Bulgular

4.2.1. Karaciger Dokularina Ait Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incemeler sonucunda kontrol gruplarindaki siganlarda normal
karaciger dokusu gozlendi (Sekil 4.7).

Siroz grubunda sakrifiye edilen siganlarin karaciger normal yapinin bozuldugu,
karacigerin ince fibroz septalarinda mikronodiillere ayrildigi, portal alanlarda ve fibroz
septalar tlizerinde mononiikleer iltihabi hiicre ile duktuler proliferasyonun varligi,
parankimde belirgin rejenerasyon bulgulari, yer yer displastik degisiklikler ve siroz
gbzlenmistir (Sekil 4.8).

DMSO grubunda siroz, dispalstik nodiiller ve tiimdr hiicreleri goriildi (Sekil
4.9).

Siroz+SB431542 (1) grubunda presiroz+siroz, siroz, agir displastik nodiilde
belirgin niikleus ve seffaflasgma gosteren hepatositler gozlendi (Sekil 4.10).
Siroz+SB431542 (1) grubunda ise siroz, displastik nodiiller gézlendi (Sekil 4.11).

Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubundaki siganlarda ise karaciger dokularinin

portal alanlarda minimal mononiikleer iltihap hiicresi ve fibroz doku artimi, parankimde
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hidropik dejenerasyon, fokal balonlagsma dejenerasyonu ve rejenerasyon bulgular
goriildii (Sekil 4.12).

Siroz sonrasinda+SB431542 (II) grubunda siroz ve displastik nodiiller ve timor
hiicreleri gozlendi (Sekil 4.13).

Sekil 4.7. Kontrol grubundaki siganlarin karaciger dokularmma ait HE boyamalarinin fotomikrograf
gorintiisit (HEX100).

Sekil 4.8. Siroz grubundaki siganlarin karaciger dokularmma ait HE boyamalarinin fotomikrograf
goriintiisii (HEX100).
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Sekil 4.9. DMSO grubundaki siganlarin karaciger dokularina ait HE boyamalarmin fotomikrograf
goriintiisit (HEX100).

Sekil 4.10. Siroz+SB431542 (I) grubundaki sicanlarin karaciger dokularina ait HE boyamalarinin
fotomikrograf gérintiisii (HEX100).
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Sekil 4.11. Siroz+SB431542 (II) grubundaki siganlarin karaciger dokularmna ait HE boyamalarinin
fotomikrograf gérintiisii (HEX100).

Sekil 4.12. Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubundaki sicanlarin karaciger dokularina ait HE
boyamalarinin fotomikrograf gériintiisii (HEX100).
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Sekil 4.13. Siroz sonrasinda+SB431542 (II) grubundaki siganlarin karaciger dokularma ait HE
boyamalarinin fotomikrograf gériintiisii (HEX100).
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5. TARTISMA

Stirekli ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin, karaciger sirozu gibi hastaliklarin
ilerlemesinde ve hiicre dongiisliniin bozulmasinda Onemli bir rol oynadigi ve
proliferasyon/apoptozis  arasindaki  dengenin proliferasyon yoniinde oldugu
bilinmektedir (15). Karaciger sirozu olusumundan sonraki 9 haftalik siiregte uygulanan
250pg/kg/hafta’lik SB431542 maddesinin  azalmis olan apoptozis mekanizmasini
indiikledigi ve apoptotik belirte¢ sonuglarina gore proliferasyon/apoptozis arasindaki
dengeyi apoptozis tarafina kaydirarak siroz olusumunun oniine gectigi saptandi. TGF-
B1 sitokin diizeyleri incelendiginde yine siroz sonrasinda 250 pg/kg/hafta SB431542
uygulanan gruptaki siganlarda, siroz olusumunda asirt artan TGF-f1 diizeyinin normal
seviyeye diistligiinii, siroz olusumunun Oniine ge¢ildigini ve boylece siroz tedavisine
katkida bulundugunu belirtebiliriz.

Gerek iilkemizde gerek diinyada en biiyiik saglik sorunlarindan biri olan 6liimciil
karaciger sirozunun baslica iki nedeni vardir; bunlar kroniklesen viral hepatitler ve
alkoldiir. Bat1 iilkelerinde karaciger sirozuna yol acan en onemli neden alkolken
uzakdogu, ortadogu ve bu kusakta yer alan iilkemizde ise viral hepatitlerdir (6).

Bu calismada nitrozaminler arasindaki en énemli gevresel karsinojenlerden biri
ve karaciger tlimoriinlin primer indiikleyicisi olan DEN, 13 hafta boyunca siganlara
giinliik dozu 100 ppm olacak sekilde igme suyu ile verilerek deneysel karaciger sirozu
olusturuldu. Daha 6nce yaptigimiz ¢calismalarda igme suyuna ilave edilen DEN’in 10-12
hafta boyunca tiiketilmesi sonucunda karaciger sirozu olusumunun goézlenmesi ve
sonrasinda ise 18-20. hafta itibariyle hepatoseliiler karsinom olusumu tespit
ettigimizden dolay1r bu ¢aligmada da DEN kullandik (98). DEN, mutasyona ugramis
karaciger hiicrelerinin sayisinin artmasina katkida bulunarak karaciger ¢aligmalarinda
model olarak kabul edilir (99).

Tessitore ve Bollita da karacigere 200mg/kg DEN uygulamasinin fibroz ve
nekroza sebep oldugunu bildirmislerdir (100). Finnberg siganlarda yaptigi ¢alismada
DEN uygulamasi ile akut karaciger hasari olustugunu bildirmistir (101). Gang-Hong
Lee fareler lizerinde viicut agirliklarina gore intraperitonal enjeksiyonlar ile uyguladigi

DEN ile kisa siirede karaciger tiimorlerini olusturdugunu bildirmistir (102).
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Kaspazlar pek ¢ok hiicre tipinde apoptozise neden olurlar. Kaspazlarin birgogu
inaktif proenzimler olarak sentezlenirler ve apoptozise giderken kirilarak aktif forma
dontisiirler. Glinlimiize kadar 14 kaspaz enziminin apoptotik yol iziyle iliskili oldugu
bildirilmistir (54). Cok sayida farkli kaspaz enzimi kesfedilmesine ve birgok molekiil
bunlarin aktivitesini diizenlemesine ragmen, molekiiler apoptotik yol izi ile kaspazlarin
organizmadaki fizyolojik ve patolojik rolleri arasinda temel bir baglant1 vardir (103).

Bu c¢alismamizda apoptotik yol izlerinin her ikisinin de ortak efektor kaspazi
olan kaspaz-3 enziminin gen ekspresyonlar1 kontrol ve siroz gruplari arasinda anlamli
bir degisim gostermemistir. DMSO grubu, Siroz+SB431542 (I) grubu, Siroz+SB431542
(IT) grubu ve Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubu; kontrol ve siroz grubuna gore
anlamli derecede bir artis gostermislerdir. Siroz sonrasinda+SB431542 (II) grubu
Kontrol grubuna gore artarak, siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubuna gore ise azalarak
anlaml bir farklilik géstermistir.

Bantel ve ark. apoptozisden sorumlu efektor enzim olan kaspaz-3 6l¢iimiiniin,
ilerleyen karaciger fibrozu ve sirozu ile sonuglanan Kkaraciger hasarimin
tanimlanmasinda hassas bir belirte¢ oldugunu vurgulamislardir (104).

Sun ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada karaciger sirozunun hiicre apoptozisi ile
kaspaz-3 enziminin gen ekspresyonu arasinda bir korelasyon olmamasina ragmen
kaspaz-3 enziminin gen ekspresyonu azalmasinin apoptozis mekanizmasini negatif
yonde etkileyip hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasini azalttig1 i¢in karaciger sirozu
olusumuna katkida bulunabilecegini bildirmislerdir (105).

Apoptozis, DNA’nin pargalara ayrilmasina neden olan downstream kaspazlarin
aktivasyonu ile sonuc¢lanan intrensek ya da ektrensek yol izlerinden birinin uyarilmasi
ile baslatilir. Oliim reseptérii yol izi olarak da bilinen ektrensek yol izi, hiicre yiizeyinde
bulunan reseptore ligandinin baglanmasi sonucu uyarilir ve bu uyarilma daha sonra
kaspaz-8’in aktivasyonuna neden olur (54).

Bu ¢alismada ekstrensek yol izinin downstream efektor kaspazi olan kaspaz-8
enziminin gen ekspresyonu; siroz, DMSO, Siroz+SB431542 (1), Siroz+SB431542 (I1),
Siroz sonrasinda+SB431542 (1), Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli derecede bir artis gostermistir. Siroz sonrasinda+SB431542 (I)
grubunda; Siroz+SB431542 (II) ve Siroz sonrasinda+SB431542 (1) gruplarna gore de

anlamli derecede bir artis gostermistir.

63



Memelilerde apoptozisin ana kontrol noktasi mitokondridir. Sitokrom c¢’nin
mitokondriden sitozole salinmasi ile mitokondrinin aktive olmas1 apoptotik siiregte geri
doniistimsiizdiir. Mitokondrinin aktivasyonuna yol agan en 6nemli faktér Bcl-2 ailesidir.
Hem proapoptotik hem de antiapoptotik tiyeleri olan bu ailenin iiyelerinin mitokondri
tizerindeki etkileriyle apoptozis baslar ya da baskilanir. Mitokondriyal intrensek yol
izinde sitokrom c’nin mitokondriden sitozole salinimi, latent sitozolik bir protein olan
apaf-1’in sitokrom ¢ ile baglanarak apoptotik kompleks olusumuna neden olur. Bu
kompleks daha sonra intrensek yol izinin baslatici kaspazi olan kaspaz-9’un
aktivasyonuna neden olur (72).

Kaspaz-9 gen ekspresyonu kontrol ve siroz gruplari arasinda anlamli bir degisim
gostermemistir. DMSO,  Siroz+SB431542 (I), Siroz+SB431542 (Il), Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) , Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplar kontrol ve siroz
gruplarina gore anlamli derecede bir artig gostermislerdir. Siroz+SB431542 (II) grubu,
Sirozt+SB431542 (I) grubuna goére anlamli bir azalma gostermistir. Siroz
sonrasinda+SB431542 (I) grubu Siroz+SB431542 (I1) ve Siroz sonrasinda+SB431542
(IT) gruplarina gore anlamli derecede bir artis géstermistir.

Bao ve Shi de yapmis olduklari ¢aligmada hiicresel bir stresi takiben sitozolde
bulunan proapoptotik proteinlerin aktive olmasiyla mitokondrinin gegirgenligini
bozarak por olusumuna neden oldugunu, olusan porlardan disartya sitokrom ¢ salinimi
bagladigim1 Apaf-1, sitokrom c ve prokaspaz-9’un birleserek apoptozom adi verilen
kompleksi olusturdugunu bu kompleksin varliginda da aktif hale gegen kaspaz-9’un
daha sonra prokaspaz-3 ve -7’yi aktive ettigini ortaya koymuslardir (47). Bizim
calismamizda da 6zellikle SB431542 uygulanan gruplardaki kaspaz-9 gen ekspresyonu
artiglari, uyguladigimiz SB-431542 maddesinin mitokondride de bir uyarim baglatarak
apoptozis dongiisiinii stimule ettigini diisiindlirmektedir.

TGF-p sinyal yolundaki degisiklikler, 6zellikle kanser olmak iizere insanda ¢esitli
somatik ve kalitsal hastaliklarla iligkilidir (81). Smad’lar ve kofaktdorler ile birlikte TGF-
B, hiicrelerde tiimor baskilayict ve hiicre metabolizmasini diizenleyici etki gostermekle
birlikte kanserlerde tiimor gelisimini indiikleyici rol oynamasi insan sagligi agisindan
onemlidir (80-82). TGF-B ailesi iginde ilk belirlenen tiiye, normal si¢can bdbrek

hiicrelerinden izole edilen, TGF-B1 izoformu olmustur (82).

64



TGF-B1’in ¢esitli nedenlere bagh olarak asir1 artisiyla birlikte karaciger doku
matriksinde diizensiz bir bi¢imde ¢ogalma ve karacigerde once fibroz sonrasinda ise
siroz olusumu meydana gelir (106). Bu ¢alismada TGF-B1 sitokin diizeyleri Siroz,
DMSO, Siroz+SB431542 (I), Siroz+SB431542 (II), Siroz sonrasinda+SB431542 (II)
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede bir artis gostermistir. DMSO grubu,
siroz  grubuna gore artarak anlamli  bir farklihk  gostermistir.  Siroz
sonrasinda+SB431542 (1) grubunda; siroz, DMSO, Siroz+SB431542 (),
Siroz+SB431542 (Il) ve Siroz sonrasinda+SB431542 (II) gruplarina gore anlamli
derecede bir azalma gozlenmistir.

Fynan ve Reiss onkojenezis iizerine yapmis olduklar1 ¢calismada TGF-B1 aktivitesi
artisinin  akciger, bobrek, karaciger ve diger organlarda dokular arasindaki matriks
materyalinin asir1 bir sekilde artis1 ile karakterize fibrotik hastaliklarda merkezi bir rol
oynadigini ortaya koymuslardir (107).

Border ve Ruoslahti deri iizerine yaptiklari ¢alismada skarlagsma saptadiklari
bireylerde TGF-B1 ekspresyonunda biiyiik artis oldugunu bildirmislerdir (108).

Broekelmann ve ark. akcigerlerinde idiopatik fibrozis gelismis olan insanlar ile
yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda TGF-B1 ekspresyonunun ¢ok fazla miktarda artmis
oldugunu tespit etmislerdir (109).

G. Inman yapmis oldugu g¢alisma sonucunda SB431542 maddesinin TGF-B1
reseptor kinaz inhibitori oldugunu ortaya koymustur (110). Ayrica Hasegawa ve ark. da
yapmis olduklar1 ¢aligmada TGF-B1 kaynakli epidermal kollajen artisinin SB431542
maddesi ile durduruldugunu gostererek SB431542 maddesinin TGF-B1 reseptor kinaz
inhibitori oldugunu belirtmislerdir (111).

Wei ve ark. yapmis olduklari ¢alismada SB431542 maddesinin hastaligin erken
donemlerinde ya da oncesinde kullanilmasiyla yarar gosteremedigini belirtmis hatta
zararli etki gosterdigini ortaya koymuslardir (112). Bizim c¢aligmamizda da bulunan
verilerden gerek apoptotik belirtecler gerekse TGF-B1 sitokin diizeylerinden hareketle
erken evrelerde uygulanan SB431542 nin siroz tedavisine profilaktik acidan etkisiz
kalabilecegi hastalik sonrasinda ise etkili bir tedavi gostererek fibroz ve siroz
olusumunu engelleyebilecegi hem biyokimyasal hemde histopatolojik incelemelerimizle

ortaya konulmustur.
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Oksidatif stres hidrojen peroksit, hidroksil radikali, siiperoksit anyonu gibi
ROT’larin artmast sonucu olusur. ROT’un yiiksek diizeyleri kanseri de i¢eren bir¢ok
hastaligin olusmasiyla sonuglanan mitokondriyal hasar, DNA modifikasyonlar1 ve lipit
peroksidasyonuna neden olur (113).

DEN ile karaciger sirozu olusturdugumuz bu c¢alismada 6nemli bir antioksidan
olan GSH diizeyi incelendiginde hicbir grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamustir.

Karahan ve ark. ayrica bir serbest radikal temizleyicisi olan ve hiicre
biitiinligliniin korunmasi i¢in dnemli bir bilesik olan GSH diizeyinin DEN verilen
grupta kontrol grubuna gore azaldigi fakat bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadigini belirtmislerdir (p>0.05) (114).

Meister ve Anderson yapmis olduklar1 c¢alismayla GSH’in elektrofilik
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu ve ROS’un hiicrelerden uzaklastirilmasi gibi ¢ok
sayida hiicresel fonksiyona sahip oldugunu ortaya koymuslardir (115). Ayrica
karacigerin GSH igerigi bobrek ve testislerden yaklasik iki kat, akcigerden yaklasik ti¢
kat daha fazladir (116). Bu nedenle calismamizda kullandigimiz SB431542 maddesinin
ksenobiyotik olarak detoksifiye edilmis olmasi ihtimali, gruplar arasi1 GSH aktivitesi
karsilagtirmalarinda herhangi bir anlam farki olmadigi sonucunu ortaya cikarmis
olabilir.

SOD aktivitesini inceledigimizde Siroz grubu; kontrol grubuna gore anlamli
derecede artis gostermistir. DMSO grubu; kontrol ve siroz grubuna gore anlamli
derecede artis gostermistir. Siroz+SB431542 (I) grubu; kontrol grubuna gore artarak,
DMSO grubuna gore ise azalarak anlamli farklilik gdstermistir. Siroz+SB431542 (II)
grubu; DMSO ve Siroz+SB431542 (1) gruplarma goére anlamli derecede bir azalma
gostermistir. Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubu; siroz, DMSO, Siroz+SB431542 (1)
gruplarina gore anlamli derecede bir azalma gostermistir. Siroz sonrasinda+SB431542
(IT) grubu diger tiim gruplara gore anlamli derecede bir artis gostermistir.

Banakar ve ark. SOD’un savunma sistemi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu ortaya
koymuslardir. SOD, antioksidan olarak gorev yaparak, zar ve sitozolde serbest
radikallerin neden oldugu hasara karsi savunma yaptigini belirtmislerdir. SOD ve
katalaz, oksijen radikalini hidrojen peroksit ve su haline doniistiirdiigiinii ve olusan

hidrojen peroksitin glutatyon peroksidaz tarafindan yakalanarak, katalaz veya diger
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enzim sistemleri tarafindan yok edildigini bildirmislerdir. Sirotik hiicrelerde, normal
hiicreye gore SOD miktarinin daha yiiksek olmasinin nedeni olarak, tiimor hiicrelerinde
serbest oksijen radikallerinin asir1 derecede tiretilmesi oldugunu belirtmislerdir (117).

Chakraborty ve ark. yaptiklar1 farkli bir ¢alismada, DEN kullanimiyla birlikte
olusturulan deneysel karaciger sirozu olusmus sican karacigeri hiicrelerinde SOD
aktivitesinin arttigin1 belirlemislerdir (118). Bizim ¢alismamizda da deneysel karaciger
sirozu olusturulan grupta SOD aktivitesinin arttigini, Siroz sonrasinda+SB431542 (1)
grubunda ise SOD aktivitesi azalma saptanmustir.

Karaciger dokularinda ¢cok miktarda bulunan CAT, hidrojen peroksidin oksijen
ve suya indirgenmesinde 6nemli, birincil antioksidan enzimlerden biridir. CAT enzim
aktivitesi incelendiginde siroz ve DMSO gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli bir
artts olmustur. Siroz+SB431542 (1) ve Siroz+SB431542 (Il) gruplarinda siroz ve
DMSO gruplarina gore anlamli bir azalma goriilmiistiir. Siroz sonrasinda+SB431542 (I)
grubunda Siroz sonrasinda+SB431542 (II) grubu disindaki tiim gruplara karsi anlamli
bir azalma meydana gelmistir. Siroz sonrasinda+SB431542 (II) grubunda diger tiim
gruplara gore anlamli bir artig gergeklesmistir.

Banakar ve ark. gore katalazin savunma sistemi i¢in ¢ok 6nemli oldugu ve toksik
etki sonucunda olusan serbest oksijen radikallerini SOD ile beraber hidrojen peroksite
ve suya doniistiirdigiinii ortaya koymuslardir (117). Bizim ¢alismamizda da 6zellikle
serbest oksijen radikallerinin arttif1 gruplar olan siroz ve DMSO gruplarinda CAT
enzim aktivitesinin arttig1 Siroz sonrasinda+SB431542 (I) grubunda ise olusan pozitif
etkiyle birlikte CAT aktivitesinin kontrol grubundan bile daha alt diizeylere indigi
saptanmistir.

DEN uygulanmasinin lipit peroksidasyonunu arttirdig1 ve buna bagl olarak fare
karacigerinde apoptotik yanitin arttigini bildiren ¢aligmalarda mevcuttur (113).

Siganlara uygulanan DEN belirli bir siire iginde lipit peroksidasyonuna neden
olur ve karacigerin proneoplastik nodiillerinde kemoluminesansi arttirarak aktive
oksijen tiirlerinin olusumuna neden oldugu saptanmistir. Chodon ve ark. yapmis
olduklar1 ¢alismada DEN uygulanmis sicanlarda karacigerdeki lipit peroksidasyonunun
kontrol grubuna gore 6nemli derecede arttigini bildirmislerdir (p<0.001) (119).

Lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olarak inceledigimiz MDA diizeyleri

incelendiginde, siroz ve DMSO gruplart kontrol grubuna goére anlamli bir artis
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gostermistir. Siroz+SB431542 (1) ve Siroz+SB431542 (1) gruplarinda siroz ve DMSO
gruplarmma gore anlamli bir azalma gorlilmiistiir. Siroz sonrasinda+SB431542 (I)
grubunda; Siroz sonrasinda+SB431542 (II) grubu disindaki tiim gruplara karsi anlaml
bir azalma meydana gelmistir. Siroz sonrasinda+SB431542 (II) grubunda; kontrol,
Siroz+SB431542 (l), Siroz+SB431542 (1) ve Siroz sonrasinda+SB431542 (1)
gruplaria gore anlamli bir artis gergeklesmistir.

Karahan ve ark. DEN’in de i¢inde bulundugu farkli nitrozaminlere uzun stire
maruz kalan sicanlarda kanda, karaciger ve bobrekte oksidatif hasar1 arastirmislardir.
Bu calismaya gore; uzun siireli DEN verilmesi sonucu nitrozaminlerin olusturdugu
reaktif oksijen radikallerinin artmasiyla karakterize oksidatif stres sonucu lipit
peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeylerinde artis gozlenmistir (114).

Conklin hazirlamis oldugu derlemede MDA’ nin lipit peroksidasyonunun ikinci
tirlinii oldugunu ve onun belirleyicisi niteligini tagidigini belirtmistir (120).

Banakar ve ark. da DEN uyguladiklar1 si¢anlarin karaciger doku hiicrelerinde,
MDA’da artig oldugunu belirtmislerdir (117). Bu sonuglar, bizim ¢alismamizda tespit
ettigimiz MDA diizeyinin artis1 ile benzerlik gostermektedir.

Histopatolojik inceleme sonucunda kontrol gruplarindaki siganlarda normal
karaciger dokusu gozlendi. Siroz grubunda siroz olustugu gozlendi. Siroz
sonrasinda+SB431542 (I) grubundaki siganlarda ise karaciger dokularinin rejenere
olarak diizelme egilimi gosterdigi goriildi. Siroz+SB431542 (1) grubunda siroz, agir
displastik nodiilde belirgin niikleus ve seffaflasma gosteren hepatositler gozlendi.
Siroz+SB431542 (1) grubunda siroz, displastik nodiiller ve tiimor hiicreleri gézlendi.
Histopatolojik incemeler sonucunda siroz siiresince verilen SB431542’nin profilaktik
acidan belirgin bir tedavi segenegi olmadig1 ancak siroz olusumundan sonra verilen 250
pg/kg/hafta dozunun siroz olusumun engelledigi goriilmiistiir.

Bu ¢alismamizda, DEN kullanilarak olusturulmus deneysel karaciger sirozunun,
siroz olustuktan sonra 9-10 hafta boyunca SB431542 250 pg/kg/hafta uygulamas: ile
tedavi edilebilecegini, apoptozisin 6nemli belirtegleri olan kaspaz -3,-8 ve -9 gen
ekspresyonlarinin  indiiklenmesi, TGF-f 1 diizeylerinin azalmasi, antioksidan
kapasitenin artis1 ve histopatolojik incelemelerde siroz olusumunun yerini prefibroz da

gortilebilecek bulgularin almasi ile saptamis bulunmaktayiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Deneysel karaciger sirozu olusturdugumuz bu ¢alismamizda apoptozis yol izi ve
ve TGF-B Tip I Reseptor Kinaz Inhibitdrii olan SB431542’in karaciger sirozu
tizerindeki etkisi arastirilildi. Bu ¢alismada TGF-B Tip I Reseptdr Kinaz Inhibitérii olan
SB431542°nin 250pg/kg/hafta ve 500 pg/kg/hafta dozlari karaciger siroz olusum
stiresince ve karaciger siroz olustuktan sonra uygulandi.

Bu calismada karaciger sirozu lizerine tedavi acisinda en etkin yanitlar apoptotik
yol izinin gdstergesi olan kaspaz-3, -8 ve -9 gen ekpresyomlarini arttirmasi, TGF-B1
sitokin diizeylerini azaltmasi, SOD ve CAT enzim aktiviteleri ile MDA diizeylerini
azaltmasi ile Siroz sonrasinda+SB-431542 (I) (250pg/kg/hafta) uygulamsinda gozlendi.
Ayrica Siroz sonrasinda+SB-431542 (I) (250 pg/kg/hafta) grubunun histopatolojik
incelemelerinde de yine siroz olusumunun yerini prefibroz da goriilebilecek bulgularin
almasi da biyokimyasal bulgularla paralellik gostermektedir.

Bu sonuglar 1s18inda; siroz sonrasinda 9 hafta boyunca 250 ng/kg/hafta
uygulanan SB431542 maddesinin, olusan karaciger sirozunu tedavi etmesi, apoptozisi
indiiklemesi ve antioksidan kapasiteyi arttirmasi, tedavide umut verici bir yaklagim

olarak One sirilebilir.
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