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TESEKKUR

Tez ¢alismamda; oncelikli destegini {izerimden hi¢ eksik etmeyen danismanim Prof.
Dr. Alpaslan GOKCIMEN’e; bana bir telefon edisimle arastirma laboratuvarlarinda
calismama izin veren, beni destekleyen, calisigim siirece varligi ve sevgisiyle beni
yiireklendiren Prof. Dr. Fikrettin SAHIN’e, Istanbul Yeditepe Universitesi, Genetik ve
Biyomiihendislik Boliimii ve Molekiiler Diagnostik Laboratuvari catisinin altindaki tiim
arkadaslarima, calistigim siirece desteklerinden dolay: tesekkiir ederim.

Tez calismam igin benimle birlikte 6nce Aydin’dan Istanbul’a sonrasinda da
Gaziantep’e go¢ eden yol arkadasim, esim Emrah KOC’a ve kizim Hayat KOC’a tesekkiir
etmek isterim.

Benimle birlikte bu asamalar1 yasayan sevgili genis aileme annem, babam,

kayimvalidem ve kaympederime tesekkiirlerimi az bulurum.
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OZET
TiYOASETAMID iLE INDUKLENMIS SICAN KARACIGER FiBROZIiSINE BOR
BILESIKLERI iLE MUAMELE EDILMIiS SUNNET DERiSi KOKENLI
MEZENKIMAL KOK HUCRENIN ETKIiSi

Ko¢ E. G. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dah Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Gilinlimiizde tedavisi ortaya konulamayan, kronik viral ve/veya metabolik hastaliklarin
etkisiyle gelisebilen karaciger fibrozisi, ileriki asamalarda sirozla sonuglanabilmektedir
Fibrozis kronik karaciger hastaliklarinda enflamatuar reaksiyonla birlikte ortaya
cikmaktadir. Karaciger hasarlanmasinda, karaciger stellat (yildizsi) hiicreler (HSH’ler) in
artmis islevi ve hiicre dis1 matriksin yogun birikimi etkin unsurdur.

Bu ¢aligmadaki amag; tiyoasetamidle olusturulan si¢an karaciger fibrozisinde bor bilesikleri
(borik asit (BA), sodyum pentaborat penta hidrat (NaB)) ile muamele edilmis siinnet derisi
kokenli mezenkimal kok hiicrelerin etkisinin arastirilmasidir. Deney gruplari: Tiyoasetamid
(TAA) grubu, siinnet derisi kdkenli mezenkimal kok hiicre (SDKMKH) grubu, bor
bilesiklerinden borik asit ile muamele edilmis siinnet derisi kokenli mezenkimal kdk hiicre
(SDKMKH+BA) grubu, bor bilesiklerinden sodyum pentaborat ve pentahidrat ile muamele
edilmis siinnet derisi kokenli mezenkimal kok hiicreler (SDKMKH+NaB) grubu Kontrol ve
Sham grubu. Tiyoasetamid 12 hafta boyunca intraperitoneal (ip) olarak 150 mg/kg olarak
verildi. Stinnet derisinden mezenkimal kok hiicre izolasyonu sonrasi akis sitometride (flow
sitometri) kok hiicre isaretleyicilerine bakildi. Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan kok hiicrelere 3-
(4,5-  dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-  siilfofenil)-2H-tetrazolyum
(MTS) hesaplamalar ile belirlenen miktarda (pg/ml) ile bor bilesikleri verildi. Cogaltilan
kok hiicreler sicanlarin kuyruk veninden verildi. Kok hiicrelerin infiizyonu gergeklestirildi.
Infiizyon sonrasim 4 hafta iyilesme siirecleri izledi. Anestezi sonrasi karaciger dokulari

yapisal, immunohistokimyasal ve western blot ¢aligsmalar1 i¢in kullanildi.
Anahtar Kelimeler: Fibrozis, Karaciger, Mezenkimal Kok Hiicre, Siinnet Derisi Kokenli

Mezenkimal Kok Hiicre, Bor Bilesikleri, Borik Asit (BA), Sodyum Pentaborat Pentahidrat
(Nab).
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ABSTRACT
THE EFFECT OF BORON COMPOUNDS-TREATED FORESKIN DERIVED
MESENCHYMAL STEM CELLS ON THIOACETAMIDE-INDUCED RAT LIVER
FIBROSIS

Koc E. G. Adnan Menderes University Health Sciences Institute, Department of
Histology and Embryology PhD Thesis, Aydin, 2019.

Hepatic fibrosis is a disease that can be developed as a result of metabolic disease and/or
from chronic viral inaction, a therapy for hepatic fibrosis has not yet been approved and the
disease can result in cirrhosis in later stages. Chronic liver fibrosis is associated with
inflammatory reactions in chronic liver diseases. Increased function of hepatic stellate cells
(HSCs) and high accumulation of extracellular matrix proteins are also infleuncial factors
during liver injury.

The aim of this study was to investigate the effect of foreskin-derived mesenchymal stem
cells treated with boron compounds (boric acid (BA), sodium pentaborate penta hydrate
(NaB)) in rat liver fibrosis that was induced by thioacetamide. Experimental group were set:
Thioacetamide (TAA) group, Foreskin-derived mesenchymal stem cells (SDKMKH) group,
Foreskin-derived origin mesenchymal stem cells treated with boric acid (SDKMKH+BA)
group, Foreskin-derived origin mesenchymal stem cells treated with sodium pentaborate
penta hydrate (SDKMKH+NaB) group, Control and Sham group were set a dose of 150
mg/kg Thioacetamide was given to the rats intraperitoneally (ip) for 12 weeks.
Mesenchymal stem cells were isolated from foreskin and examined for known stem cell
markers using flow cytometry. Mesenchymal stem cells were cultured in media containing
specific concentrations of 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -5- (3-carboxymethoxyphenyl) -2-
(4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium (MTS) (ug/ml) and boron compounds. In-vitro expanded
mesenchymal stem cells were injected into the tail vein of the experimental rats. Infusion of
stem cells was performed. After infusion, healing processes were followed up for 4 weeks.
Following anesthesia performed on the animals, liver tissue from different groups were
obtained and structural, immunohistochemical, and western blot studies were performed on

the tissue.

Key Word: Fibrosis, Liver, Mesenchymal Stem Cells, Foreskin-Derived Mesenchymal
Stem Cells, Boron Compounds, Boric Acid (BA), Sodium Pentaborate Penta Hydrate (Nab)
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1. GIRIS

Fibrozis akciger, karaciger, deri, bobrek, noéron ve damar gibi degisik doku ve
organlar1 etkileyen bir yapisal degisimdir. Temelde lif artisi, ESM birikimiyle sonuglanan
fibroblast ve immiin hiicre aktivasyonu, infiltrasyonu ve geciken apaptozis gibi hiicre
kokenli asamalar1 igerir. Fibrozisin gelisim siireci, fibrosit ve fibroblast hiicrelerinin
aktivasyonu ve bunlarin alpha-diiz kas aktini (a-SMA) salgilayan miyofibroblast benzeri
hiicrelere farklilagmasidir. ESM'nin hasarl1 dokularda birikimi, kollajen tip I ve III, perlekan
ve lamininleri de i¢eren bilesenlerinin artan sentezinden kaynaklanmaktadir (Lord ve ark,
2018).

Doku hasarini takiben bobrek, akciger, karaciger, kalp ve iskelet kasi, merkezi sinir
sistemi ve pankreas gibi cesitli dokular ve organlar kontrollii doku onarimi ve rejenerasyonu
veya kontrolsiiz organ hasari ile sonuglanan dinamik bir yara iyilesme siirecinden geger.
Fibrozis, gozlerin, derinin, eklemlerin, kemik iliginin, barsaklarin, peritonun ve
retroperitonun belirli hastaliklarinda da rol oynar. Dolayisiyla fibrozis gesitli organlarda
sekillenebilen ortak bir cevaptir (Schaefer, 2018). Doku hasar1 ve inflamasyon, fibrozis ve
rejenerasyonun en dnemli tetikleyicileridir. Doku hasari, sadece inflamasyonu indiiklemekle
kalmaz ayn1 zamanda dogal ve edinilmis immiin sistem hiicrelerini aktive ederek ve hasarl
bolgede toplanmasini saglayarak da inflamasyonun tipini ve polarizasyonunu da belirler.
Diger taraftan biiyiikk doku hasarimi takip eden inflamatuar yanit her zaman fibrozisle
sonuglanmayabilir, hatta aksine fibrozisi de dnleyici olabilir.

Diger bir temel nokta, inflamasyon yoksa fibrozisin gelisip gelisemeyecegidir?
Inflamasyon isaretinin goriilmedigi ¢ok sayida fibrotik doku varlig1 s6z konusudur. Ayrica
hastaliklarin son asamasinda, fibrozis gelisim siirecinde inflamasyonun g&zlenmedigi
calismalar da mevcuttur (Mack, 2018).

Monosit ve makrofajlar dokunun yeniden modellenmesi (remodelling) ve
fibrozisinde de etkin bir role sahiptirler. Yetiskin fare monositleri hematopoietik kok
hiicrelerinden koken alirlarken 6biir taraftan makrofajlarin iki farkli kaynagi vardir. Bazi
dokularda makrofajlar hematopoietik kok hiicrelerden koken alirken, karacigerde Kupffer
hiicreleri, beyindeki mikroglialar ve epidermisdeki Langerhans hiicreleri vitellus kesesi
makrofajlarindan koken alirlar (Mack, 2018).

Karaciger fibrozisini kesit diizeyinde gostermek igin pikro sirius kirmizist boyasi



kullanilmistir. Pikro sirius kirmizisi ile kollajen kirmizi1 boyanirken ayni zamanda parankim
sar1 boyanir, ayn1 zamanda Pikro sirius kirmizisi boyasi hematoksilen-eozin boyamasinda
kolayca goriilmeyen periselliiler ve siniizoidal fibrozisi de ortaya cikarir (Lackner ve
Tiniakos, 2019). Dokulardaki kollajenin miktar tayini i¢in yaygin olarak kullanilan giiglii bir
anyonik boyadir (Lei ve ark, 2019). Sirius kirmizis1 boyanmasi, TAA’nin, si¢anlarda
belirgin karaciger fibrozisi olusturdugunu gdstermistir. Calismamizda bor bilesikleri ile
muamele edilen siinnet derisi kokenli kok hiicrelerin sican karaciger fibrozisine olan etkisini

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Viicuttaki En Biiyiik Organ: Karaciger

2.1.1. Saghkh Karacigere Genel Bakis

Karaciger, organizmanin enerji metabolizmas1 lizerine biiyiik etkisi olan metabolik
bir organdir (Matz-Soja 2019). Viicuttaki en bilylik organ olan karaciger, metabolizma,
glikojen depolanmasi, ila¢ detoksifikasyonu, protein tiretimi ve safra asidi salgilanmasi gibi
homeostazin diizenlenmesinde genis bir role sahiptir (Lobritto, 2017; Koike, 2018; Tomita
ve ark, 2018). Karacigerde parankimal ve non-parankimal olmak iizere iki hiicre tipi vardir.
Parankimal hiicrelerden hepatositler (%70); karacigerde metabolik ve salgi islevlerinin ana
hiicreleridirler (Miyamura ve Nishina, 2018; Tomita ve ark, 2018). Safra kanallarmi
doseyen kolanjiyositler ise karacigerde (%1) bulunan ana epitel hiicreleridir. Hepatositlerin
islevini hiicre-hiicre etkilesimi yoluyla diizenleyen, parankimal olmayan hiicreler ise;
hepatik siniizoidal endotel hiicreleri (%12), siniizoid liimen tarafinda yer alan Kupffer
hiicreleri (%15) ve Disse alanindaki hepatik stellat hiicreleri (%3) (Tomita ve ark, 2018), Pit
hiicreleri, mezoteliyal hiicreler (Miyamura ve Nishina, 2018) dir. Karaciger, iskelet kas1 ve
yag dokusu gibi diger organ ve dokularla yakindan iliskilidir. Gastrointestinal kanalda
yiyecekler sindirilir ve glikoz, yag asitleri ve aminoasitler kan dolasimina verilir ve portal
ven yoluyla da karacigere taginir (Matz-Soja 2019). Karaciger, hepatik arter ve portal ven
aracili essiz ikili kan destegine sahiptir. Hepatik arter aorttan gelen oksijenden zengin kani
tagirken, portal ven ise gastrointestinal sistemden, dalak ve pankreasdan gelen ve sindirilmis
besin maddelerinden zengin kani tasimaktadir (Lobritto, 2017; Miyamura ve Nishina, 2018).
Her iki damar da, hepatik arter ve portal ven, karaciger kapillerleri olan siniizoidlere
dallanirlar ve sinuzoidler de LSEH’ler tarafindan ddsenir ve hepatik venin bir dali olan ve
kani karacigerden tasiyacak olan sentral vene drene olurlar, sentral ven yoluyla hepatik vene
ve hepatik venden de inferior vena kavaya drene olur (Mahadevan, 2014; Miyamura ve
Nishina, 2018). Karacigerin 6nemli islevlerinden birisi de kan-glukoz seviyelerinin
diizenlenmesidir. Kan-glukoz seviyesi diismeye basladiginda, depo glikojenin
depolimerizasyonunu aktive eder ve olusan glukoz monomerleri kana karisir. Kanda asir1
glukoz birikiminde ise karaciger hizli bir sekilde bu glikozu glikojen seklinde depolar
(Miyamura ve Nishina, 2018). Karaciger detoksifikasyondan, atiklarin ve ksenobibiklerin

metabolik doniisim ve safra yoluyla uzaklastirilmasindan sorumludur. Karaciger agir
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metallerin, yan iirlinlerin, ilaglarin, kimyasallarin, alkol ve diger zehirlerin toksik etkilerinin
uzaklastirildigr detoksifikasyonundan da sorumludur. Detoksifikasyonun baskilandigi
karaciger islev kayb1 gibi durumlarda kanda toksik maddelerin asir1 birikimine bagli olarak
organizmada c¢oklu organ yetmezligi gelisebilir (Miyamura ve Nishina, 2018). Karacigerin
onemli islevlerinden bir digeri de hepatositler tarafindan siirekli safranin salgilanmasidir.
Safra, kolanjiyositler tarafindan dosenen safra kanallar1 boyunca ilerleyerek safra kesesinde
yogunlastirilir ve depolanir. Yemekten sonra safra kesesinde depolanan safra, duodenuma
bosaltilarak sindirimde rol alir ve depolanan bu safra, sindirime yardimeci olmak igin
duodenuma bosaltilir. Safra asitleri ince bagirsakta diyet yoluyla alinan lipitlerin ve yagda
¢Oziinen vitaminlerin ¢oziinmesi, sindirilmesi ve emilmesini kolaylastiran karisik misellerin
olusumu i¢in gereklidir. Safra asitleri, ileum tarafindan emilerek portal ven yoluyla
karacigere tekrar tasinir ve boylelikle fazla safra asidi sentezi baskilanmasi saglanir. Bu
enterohepatik safra dolagimi metabolik homeostazi korummasinda oldukca etkindir
(Miyamura ve Nishina, 2018). Karaciger, memeli fetiisiinda hematopoezden sorumludur.
Farkli gelisim potansiyeline sahip hematopoetik kok hiicreler (HKH'ler) ilk olarak
embriyonik vitellus kesesinde, aort-gonad-mezonefroz bolgelerinde ve plasentada bulunur.
Bu HKH'er fetal karacigere goc¢ ederek olgunlagmaya ugrarlar. Postnatal kemik iligi
hematopoezin merkezi olana kadar HKH'ler, fetal kemik iligi ve dalakta kolonize olurlar

(Miyamura ve Nishina, 2018).

2.1.2. Karaciger Anatomisi

Abdomen iist kadraninda, diyaframin hemen altinda bulunan ve sol tarafindan ise
mide tarafindan sinirlandirilan (Foster, 2018) karacigerin mikroskopik ve islevsel anatomisi,
tipik olarak hayvanlar (kemirgenler, kopekler, primatlar ve diger memeli tiirleri, hem de
insanlar) arasinda olduk¢a benzerdir (Cattley ve Cullen, 2018). Viicuttaki en biiyiik organ
olan karacigerin makroskobik anatomik bdliimleri, her biri kendi kan destegi ve biliyer
drenaji olan sekiz hepatik boliime islevsel boliinmesiyle uyusmayan sag, sol, kaudat ve
kuadrat loblar1 icerir. Porta hepatis, lenfatik ve otonom sinirlerle birlikte hepatik arter, portal
ven ve sag ve sol hepatik kanallar1 (portal triad) iletir. Karacigerin dogrudan inferior vena
kava icerisine drenaji, kiiclik aksesuar hepatik venlerle birlikte sag, sol ve orta hepatik
venleri igerir (Ellis, 2011). Karaciger ince bir bag dokusu ile kaplanmis dis yiizeyinde sag

ve sol lob olmak iizere iki lob'a ayrilir. Bu ayrim; diyafram yiizeyine anteriordan bagli

4



falsiform ligament (Qin ve Crawford, 2018), ligamentum teres fissuru ve karacigerin
inferior ylizeyinde yer alan ligamentum venozum temellidir (Mitra ve Metcalf, 2012).
Karacigerin sag lobu inferior ve posterior olarak iki kiigiik loba; kaudat ve kuadrat loblara
ayrilmistir (Mitra ve Metcalf, 2012; Qin ve Crawford, 2018). Makroskobik olarak sag, sol,
kaudat ve quadrat loblara ayrilirken islevsel olarak da herbirinin kan destegi ve safra drenaji
birbirinden ayr1 olan sekiz kisma bolinmiistiir (Sekil 2.1). Bu diizenlenme segmental

hepatik rezeksiyonlarda énemlidir (Ellis, 2011).

sol portal ven

sag medial

sektoral ven
sag lateral

sektoral ven

sag portal ven

Sekil 1. Karacigerin segmental anatomisi ve portal ven dallar (Ellis, 2011).

Karacigerin dis ylizeyi, falsiform ligament ve sag ve sol triangular ligamentler
tarafindan karin duvarina tutturulmus, kapsiil olarak da bilinen peritoneal bir zarla kaplidir.
Siklikla iki farkli referans kullanilarak yapilan karaciger anatomik 6zellikleri, orijinal model
tanimiyla ondokuzuncu ylizyilda tamimlanirken, 1950’lerde Rappaport tarafindan
tanimlanan hepatik mikrosirkiilasyon modeli ile agiklanmigtir. Lobiiler model olarak bilinen
orijinal model, kan1 lobiilden bosaltan sentral veya terminal hepatik ven lizerine odaklidir ve
lobiiliin cevresinde ¢ok sayida, portal ven, hepatik arter ve interlobiiler safra kanalindan
olusan ve portal Giglii (portal triad, portal trakt) (Kruepunga ve ark, 2019) olarak da
adlandirilan periportal bolgeden olusmaktadir (Foster, 2018; Qin ve Crawford, 2018).
Periportal ve sentrilobiiler bolge arasinda kalan alan midzonal olarak isimlendirilir. Bu
modelde kan, lobun periportal bolgesine portal ven ve hepatik arter yoluyla girer ve merkezi
veya terminal hepatik ven yoluyla ayrilir. Portal bolgelere yakin olan hepatositler 6nce

kanlanirlar ve oral yoldan alinan herhangi bir ilag ve/veya kimyasal maddelere, bu hiicreler,
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sentrilobiiler bolgedeki hepatositlerden daha fazla maruz kalmasi beklenir. Bu beklenti de,
bu hiicrelerin lobiiliin merkez bolgelerinde bulunanlardan daha yiiksek toksisite olusumlari
gostermesidir. Portal triad bolgesine yakin bolgelere yonelik toksinlerin bulunmasina
ragmen daha fazla sayida toksinin, sentral vene yakin olan hepatositlere kars1 daha fazla
toksisite indiikledigi goriilmiistiir ki karbon tetrakloriir, asetaminofen ve bromobenzen gibi
kimyasallar sentral bolge toksinleridir. Alkol insanlarda portal bolgeleri hedefleyen en
onemli toksindir (Foster, 2018). 1950’lerde Rappaport tarafindan tanimlanan hepatik
mikrosirkiilasyon modeli asinus modelde kan portal venden asinus olarak adlandirilan
diizensiz ve tekrarlayan birimlerin ¢evresinde yer alan hepatik veniillere drene olur.
Asiniisler portal ven merkezde olamak iizere tekrarlayan birimler seklinde diizenlenirler ve
zon 1-3 olacak sekilde mikrosirkiilasyon temelli li¢ bolime ya da zona ayrilmaktadirlar

(Foster, 2018).

2.1.3. Karaciger Histolojisi

Karacigerin parankimal ve vaskiiler birimlerinin olusturdugu yapisal organizasyonu,
bagirsak sitem ile organizmanin geri kalani arasinda koruyucu olarak o6zel bir islev
kazanmustir. Bu sekil yerleskesi biiyiik miktarlarda besinin, aminoasitlerin, lipitlerin,
karbonhidrat, vitamin ve Ksenobiyotiklerin besin ve su alimiyla viicuda girisine imkan
saglamaktadir. Karaciger en az yedi farkli hiicre tipinden olusan énemli bir yapisal 6zellige
sahip islevsel bir dokudur: Karaciger epitel hiicreleri, sintizoidal endotel hiicreleri, Kupffer
hiicreleri, stellat hiicreler, kolanjiyositler, pit hiicreleri ve farkli fenotipte lenfositler
(Tsutsumi ve ark, 2017).

Karacigerin en temel hiicresi olan karaciger epitel hiicresi organ kiitlesinin yaklagik
%380’ini olusturur (Tsutsumi ve ark, 2017, Foster, 2018). Safra kanali epitel hiicreleri,
sinlizoitleri, arter ve venleri ve lenfatikleri doseyen endotel hiicreleri, fagositik Kupffer
hiicreleri ve perisiniisoidal stellat veya Ito hiicreleri olarak da adlandirilan lipit ve A
vitamini iceren hiicreler de karaciger kiitlesini olusturmaktadirlar. Lenfositler, cesitli
tiplerdeki graniilositler ve sayisiz diger farkli hiicreler, hastalik durumlarinda karacigere go¢
ederler. Tiim organlarda oldugu gibi karaciger de fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, sinirler,
noroendokrin hiicreler, hematopoetik hiicreler ve progenitdr hiicreler gibi ¢ok cesitli bir

hiicre ¢esidine sahiptir (Foster, 2018).



Karaciger epitel hiicreleri sinuzoidler tarafindan ayrilan ¢ift tabakali plaklar seklinde
diizenlenmislerdir. Plagi olusturan iki sira hepatosit hiicresi birbirlerinden plagin i¢
ylizyinde yer alan safra kanalikiilleri tarafindan ayrilirlar. Safra kanalikiilleri kanalikiil
liimenine uzanan hepatosit mikrovilluslari tarafindan olusturulurlar ve kanalikiiliinher iki
tarafindaki membran bitisik hepatositlerin icerdigi ve desmozom ve siki baglantilar1 da
iceren baglayict birimler tarafinda sikica tutturulmustur. Ikili hepatosit plaklari,
sinuzoidlerce smirlandirilir ve sinlizoidin duvarini déseyen, siki baglanti komplekleri
icermeyen, ¢ok az ya da bazal membran i¢ermeyen fenestrali siniizoidal endotel hiicreleri
tabakasinca diizenlenir. Bu sinir Fenestrali siniizoidal kapillerler, kandan besin ve
hormonlarin hepatositlere serbest gecisini saglamaktadir. Endotel hiicreleri ile hepatositler
arasinda sekillenen alan Disse alani olarak ilk tanimlayan bilim adami tarafindan
isimlendirilmektedir. Disse bosluguna bakan hepatositlerin membrani, kandan bu alana
giren maddelerin emilim ylizey alani arttirmak icin ¢ok sayida mikrovillus olusturacak
bicimde 6zellesmistir (Foster, 2018). Karacigerde bircok sentez ve metabolik islevlerinden
sorumlu hepatositler toplam yiizeylerinin %35°’1 ile sinuzoidlerle kars1 karsiya kalir. Bu
ylizeyin alani, hepatositler tarfindan 6nemli 6lgiide arttirilir. Karaciger epitel hiicreleri Disse
alanina mikrovilus olusturmak icin sayisiz plazma membran katlantilar1 uzatirlar. Toplam
hepatosit ylizeyinin yaklasik %50's1 ise bitisik (komsu) hepatositlerle karsi karsiyadir. Bu
hiicreler arasi yiizeylerin plazma membrani, safra kanalikiillerini olusturmak i¢in katlandig:
yerler disinda ¢ogunlukla diizdiir. Kanalikiiler membran safra atilimi i¢in 6zellesmis iken,
sinlizoidal yiizey ise kandan c¢ok cesitli molekiillerin gegisi ve hepatositler tarafindan
sentezlenen molekiillerin ve diger maddelerin kana gecisi icin 6zellesmistir. Cok sayida
metabolik islevlerini yerine getirmek i¢in, hepatositler; karmasik bir mitokondri,
peroksizomlar, lizozomlar, golgi aygiti, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum
kiimeleri ve ¢ok sayida mikrotiibiil ve mikrofilament icerirler (Tsutsumi ve ark, 2017).

Parankimal olmayan hiicrelerden karaciger siniizoidal endotel hiicreleri, ince, diiz
sitoplazma uzantilart ve fenestralar1 ile elek plakalar1 olarak adlandirilan 6zel yapilar
olusturmak i¢in gruplar halinde kiimelenmislerdir. Pinositotik vezikiiller, mitokondri,
lizozomlar ve diger organelleri iceren daha kalin sitoplazmik uzantilar ise, bu ince ve diiz
parcalar arasinda siralanmistir. Endotel hiicreleri, siniizoidal liimeni g¢epegevre sararak
silindirik yapilar olustururlar ve tipik karaciger kapillerleri olan siniizoidleri olusturmak i¢in

tist iiste ve tek hiicreler halinde diizenlenirler (Resim 1) (Tsutsumi ve ark, 2017).



Resim 1. Mitokondri, bir lizozom ve birka¢ endoplazmik retikulum sisternasi gibi birkag
organel igeren siirli periniikleer sitoplazmaya sahip bir endotel hiicre govdesi. L:

Siniizoidal ltimen; N: Cekirdegi. (McCuskey ve Wisse, 2010).

Siniizoid liimeninde bulunan non-parankimal hiicrelerden yerlesik makrofajlar,
portal alanlarda daha yogun olarak siniizoidal endotele gevsek bagli bulunurlar. Kupffer
hiicreleri, bakteriler, yipranmis eritrositler, Olii veya hasarli hepatositler gibi effekte
hiicreleri de igeren biiyiik parcaciklari sinlizoidal kandan temizlerler. Siniizoidal endotel
hiicreleri ile birlikte c¢alisarak, yipranmis hiicreleri ve proteinleri perfiizyon kanindan
¢ikarmada organizmanin temel sistemini olustururlar. Aktif makrofajlar, parankimal hiicre
hasarina yanitin dlizenlenmesinde etkin rol oynayan bircok kemokin ve sitokin
salgilamaktadirlar (Tsutsumi ve ark, 2017).

Kupffer hiicreleri ince yap1 diizeyinde; bol miktarda lizozom, mikrovillus, filopodia,

psddopodia ve pinositik vezikiiller ile karakterizedir (Resim 2) (Tsutsumi ve ark, 2017).

Resim 2. Kupffer hiicreleri ince yap1 diizeyinde transmisyon elektron mikroskopisi.



Resim 2’de L: siniizoidal liimen; f: fenestrae; N: c¢ekirdegi; Disse alani. (McCuskey
ve Wisse, 2010). Stellat hiicrelerin gekirdekleri oval veya uzundur ve siklikla A vitamini
iceren lipi damlaciklar tarafindan girintilendirilir. Graniilli endoplazmik retikulum iyi
geligmistir. Golgi kompleksi birgok vezikiil ile iligkili iyi gelismis lamellerden olusur. Bu
hiicrelerin en goze carpan oOzelligi, sitoplazmada lipit damlaciklarinin olusmasidir. A
vitamini Onciisii olan retinil esterler seklinde depolanir. Mikrotiibiiller, desmin ara
filamentleri ve mikro filamentler gibi diger yapilar, stellat hiicrelerinin sitoplazmasinda
belirgindir (Resim 3). Safra epitel hiicreleri olan kolanjiyositler, hepatositler gibi,
embriyonik gelisim sirasinda hepatoblastlardan onciillenirler. Uzun ¢ekirdeklidirler ve
komsu hepatositlerden daha kii¢iik mitokondriler icerirler. Bu hiicreler belirgin bir Golgi

kompleksi ve pinositotik vezikiiller icerir. Safra kanallar1 bazal lamina ile kusatilidir

(Tsutsumi ve ark, 2017).

Resim 3. Disse alaninda lokalize hepatik stellat hiicreleri ince yap1 diizeyinde transmisyon
elektron mikroskopisi, Sitoplazmada, ¢ekirdegin yani sira endoplazmik retikulumun
yag damlaciklar1 (*) ve kollajen lifi demeti (0k). L: Siniizoidal liimen; f: Fenestra; N:
Cekirdegi; SD: Disse alani.

Periferal kan NK (dogal 6ldiiriicii) hiicrelerinin morfolojik ve islevsel olarak farkli
bir formunu temsil eden Pit hiicreleri, endotel hiicrelerine ve Kupffer hiicrelerine yakin bir
sekilde yapisik halde ve siklikla siniizoidal duvar boyunca goc ettiklerinin gostergesi olan
iyi gelismis psOdopodia'ya sahip hiicrelerdir. Siniizoid liimeni i¢inde bulunurlar. Bu
hiicrelerinin sitoplazmasinda siklikla, multivesikiiler yogun graniiller ve c¢ubuk sekilli
vezikiiller siklikla bulunurlar ve bagli tiimor hiicrelerine karsi sitotoksisitede gorev aldiklari

bilinmektedir (Tsutsumi ve ark, 2017).



Karacigerin klasik yapisal birimi hepatik lobiillerdir; merkezinde efferent bir veniil,
ve periferinde portal alanlar olan ve 2mm uzunlugunda, 0.7mm genisliginde polihedral
prizma seklinde yapilardir. Diger islevsel birim, Rappaport'un asinusudur ve portal-terminal
sistem kaynaklidir, kan, portal sistemden, efferent veya terminal veniile drene olana kadar

art arda daha az oksijenli parankimal bolgelerden gecer (Tsutsumi ve ark, 2017).

2.1.4. Karaciger Gelisimi

Embriyoda, karaciger, ileride duodenum olarak gelisen bolge olan 6n bagirsak
(foregut) duvarindan bir endodermal ¢ikint1 olarak gelisimine baglar (Foster, 2018; Bodzin
ve Baker, 2019). Hepatik divertikiil veya karaciger tomurcugu olarak da bilinen karaciger
primordiumu embriyolojik gelisimin 3-4. haftalarina denk gelir ve endodermden
kaynaklanan bu divertikiil septum transversuma dogru biiyiiyerek, vitellin
(omfalomezenterik) ve umbilikal venleri istila eder. Embriyolojik dnbagirsak (foregut) ile
baglantis1 sonunda safra kanalina gelisecektir. Embriyolojik olarak karaciger, sol portal ven
ile baglantili hem portal hem de umblikal venlerden kanlanir. Primitif portal venler, vitellin
venlerin kaudal kismindan kaynaklanmasina ragmen, ilkel hepatik venler vitellin venlerinin
kranial kismindan kaynaklanir. Hepatik divertikiil epiteli vitellin vaskiiler yataga karisarak
parankim ve stroma olarak gelisecek karacigerin portal siniizoidal hepatik damar sistemine
gelisir (Foster, 2018). Arter ve safra kanallar1 ise venlerden daha ileri bir zamanda gelisirler
(Foster, 2018).

Karacigerin parankimal ve non-parankimal hiicrelerinin kokenleri farklilik
gostermektedir (Tablo 1). Hepatik parankimin artan proliferasyonu sonucu stromal bolim
afferent ve efferent olmak lizere ikiye ayrilir. Afferent sistem portal giris kanini tasirken,
efferent sistem ise organdan hepatik ¢ikis kanini tasimaktadir. Safra kanali baslangigta
sadece porto hepatiste portal ven ile birlikte bulunurken duktal sistemin genislemesi ile
birlikte gelisen karacigerin tiimiinii kusatir ve son olarak portal triadin fibr6z dokusuna
yerlesir (Foster, 2018). Hepatik arter vendz sistemden c¢ok sonra gelisir ve intrauterin
yasamda karacigerin damar sistemi sadece portaldir. Parankime olan arter invazyonu safra
kanallart ile yaklasik ayn1 zamana denk gelir ve sonradan portal triada katilir. Lenfatikler ise
bu stlirecte, arter gelisiminde ortaya ¢ikmazlar sonradan gelisirler. Lenf portal yoldan porto
hepatise ve hepatik ostiadan ¢ikis yoluyla lobul boyunca hepatik vene ve ayrica mediastinal

lenfatiklerle birlesen bir kapsiiler yolla bosaltilir (Foster, 2018).
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Tablo 1. Karaciger hiicrelerinin kokeni (Lobritto, 2017)

Hiicre tipi Koken doku

Hepatositler Foregut endoderm (bipotential hepatoblast)
Endoteliyal hiicreler Septum transversum mezensimi (angioblast)
Safra epitel hiicreleri Foregut endoderm (bipotential hepatoblast)
Hematopoietik hiicreler Septum transversum mezensimi

Kupffer hiicreleri Vitellus kesesi ve kemik iligi

Ito hiicreleri Septum transversum mezensimi

Gelisimin erken sathalarinda, (1) sol gastrik arterden kaynaklanan bir sol hepatik
arter, (2) ¢Olyak trunkusdan kaynaklanan bir orta hepatik arter ve (3) superior mezenterik
arterden kaynaklanan bir sag hepatik arter olmak tizere ii¢ hepatik arter vardir. Kanal
sisteminin tiimii ise intrauterin hayatin 10. haftasinda gelisimini tamamlar. Karaciger ile
abdominal duvar arasindaki septumun mezodermi, falsiform ligamente gelisir. Gelismekte
olan karacigerin diyaframla temas eden yiizeyi peritondan yoksundur ve ¢iplak alan olarak
isimlendirilir (Mahadevan, 2014; Bodzin ve Baker, 2019). Gelisimin 10. haftasinda
karaciger, gestasyonel 8. ve 9. aylarda belirgin bir sekilde azalan bir hematopoetik
fonksiyon gostermeye baglar. Hepatik divertikiilin orijinal sapt duktus hepatikus
kommunisi, ortak safra kanali, olusturur. Ortak safra kanalindan gelisen divertikiil sistik
divertikiilii sekillendiriken bu divertikiilden de safra kesesi ve sistik kanal (duktus sistikus)
olusur ve gelisimin 12. haftasinda, karacier safra iliretmeye baslar. Hepatositler ise bu
siiregte cogalima ugrayarak 5 yasina kadar tek sirali kordon seklinde diizenlenir ve karaciger
parankimini olusturur. Dogumda meydana gelen olaylardan birkagi; sol umblikal ven ve
ortak hepatik veni baglayarak plasentadan fetiise vendz doniisii saglayan duktus venozus
kapanir ve ligamentum venozusa doniisiir. Ekstrahepatik umbilikal ven kapanir ve
ligamentum terese doniisiir. Karacigerin gergek anomalileri nispeten nadirdir (Bodzin ve

Baker, 2019).

2.1.5. Karacigerin Vaskiiler Destegi

Karacigerin afferent kan destegi ¢ift kaynaklidir (Mitra ve Metcalf, 2012). Karaciger
kan destegi toplam karaciger kan akisinin yaklasik %20'sini saglayan hepatik arter yoluyla
arteriyel kan desteginden ve toplam hepatik kan akisinin yaklasik %80'nini saglayan portal

vendz kan desteginden (gastrointestinal sistem, pankreas ve dalak dahil olmak {izere
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abdominal viseranin vendz drenajindan) olusmasi bakimindan benzersizdir (Cattley ve
Cullen, 2018). Destegin %75-80'i siiperior mezenterik ve splenik venlerin birlesmesiyle
olusan portal ven yoluyla ve geri kalan %20-25 ise abdominal aortun ¢dlyak trunkusundan
kaynaklanan hepatik arter yoluyla saglanir. Her ikisi de baslangigta sag ve sol karaciger
loblarin1 besleyen sirasiyla sag ve sol portal venleri ve hepatik arterleri olusturmak igin
boliiniir. Her lobun i¢inde hepatik segmentleri besleyen sekonder ve tersiyer dallara
ayrilirlar. Karacigerin kaudat lobu portal venin hem sag hem de sol dallar1 tarafindan
kanlanir. Portal ven, %40°1 oksijenli ve besin igeren karigik kani tasir ve hepatik sintizoidleri
kanlandirir (Mitra ve Metcalf, 2012). Ilk gegis etkisi olarak adlandirilan bir durumla
gastrointestinal sistemin vendz kani yoluyla oral yoldan alinan kimyasal maddelerin etkisi,
sistemik dolasima hi¢ ulasmadan once karacigerde azaltilir (Cattley ve Cullen, 2018).
Oksijenli kan tasiyan hepatik arter, esas olarak intrahepatik safra kanallari gibi non-
parankimal yapilara kan tasiyan dallara ayrilir. Hepatik sinuzoidler, inferior vena kava ya
drene olan sonunda hepatik venleri olusturacak olan sublobular venleri olusturan
intralobular venlere drene olurlar (Mitra ve Metcalf, 2012).

Sag, orta (middle), sol olmak iizere ii¢ hepatik ven vardir. Dagilim ve fonksiyonlarina gore
boliimlenirler. Karacigerin kaudat lobunun ven6z drenaji, ana hepatik venlerden farkli olan

ayr1 hepatik venlerden gecer (Mitra ve Metcalf, 2012).

2.1.6. Lenfatik Drenaj1
Yiizeysel ve derin hepatik lenfatik damar grubu, hepatik nod ve daha sonra da

bagirsak lenf govdelerine bosalan lenf diiglimlerinin ¢6lyak grubuna drene olur (Mitra ve

Metcalf, 2012).

2.1.7. Sinir Destegi
Karacigerin sinir destegi, ¢olyak pleksusun en biiyiik dali olan hepatik pleksustan

gecer. Hepatik pleksus, afferent ve efferent sempatik (T7-T9) ve parasempatik lifler (vagus

sinirleri yoluyla) i¢erir (Mitra ve Metcalf, 2012).
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2.1.8. Karaciger Zonasyonu ve Lobiil Mimarisi (Arkitekturu)

Organizmada metabolik homeostazin saglanmasindan sorumlu metabolik organ olan
karacigerin islevleri olduk¢a fazladir. Bunlarin arasinda karbonhidrat, aminoasit ve lipit
metabolizmasinin yani sira amonyak, ilaglar, ksenobiyotik ve alkol detoksifikasyonunun
saglanmas1 da yer alir. Ayrica safra, serum proteinleri ve lipoproteinler gibi esansiyel
bilesiklerin sentezini de siirdiiren karacigerde bu islemlerin bazilar1 ayni1 anda
gerceklestiginden, karaciger, heterojen hiicre tipleri ve islevsel organizasyon dagilimina
sahip essiz bir mimari sergiler. Bu islevsel organizasyona, “metabolik zonasyon”
denilmektedir. Bu terminoloji yalnizca karacigerin temel islevsel hiicreleri olan ve ayni anda
farkli metabolik gorevleri yerine getiren hepatositleri tanimlamaktadir. Her ne kadar bu
zonasyon kavramina yillardir odaklanilsa da hangi diizenleyici mekanizmalarin bu
bolgelenmeyi olusturdugu tam olarak bilinmemektedir. Son on yilda yapilan arastirmalar
oksijen gradyani tarafindan sekillenen bu metabolik bolgelerin ayrimina besin maddelerinin,
metabolitlerin ve morfogenik sinyallerin de 6nemli katkilar sagladigin1 gostermistir (Matz-

Soja 2019).
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Sekil 2. Karaciger lobiili. Karaciger lobiillerinin spatial (uzaysal) diizenlenmesi ve
periportal ve perisentral bolgelerle birlikte portal ven ve hepatik arter dali ve bir

safra kanalindan olusan portal alan (Matz-Soja 2019).
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Heterojen hiicre tiplerine sahip olmasi ve islevsel organizasyonuyla essiz bir mimarisi olan
karacigerde en kiiclik birim mikroskobik olarak taninabilir yapilar olan lobiillerdir.
Merkezde sentral ven olan altigen sekildir. Lobiiliin koseleri portal ven dali, hepatik arter
dali ve bir safra kanalindan olusan portal tglii (portal triad) veya portal alan olarak
adlandirilir ve herbir lobiil bes veya alt1 adet portal alan ile sinirlandirilmistir ve herbir lobiil
yaklagik Imm capindadir (Sekil 2) (Cattley ve Cullen, 2018; Matz-Soja 2019). Sentral ven

etrafindaki alana perisentral alan denir.

-

Central /]

Lobul Asinus

Sekil 3. Hepatik arkitektur (Cattley ve Cullen, 2018).

Portal alanlar ilk olarak hilusdan karacigere giren biiylik portal ven ile hepatik arter
dallarinin dagitim noktalaridirlar. Kan akisi portal alandan sentral vene dogru iken
kanalikiiller i¢cinden safra, Hering kanallarina (kok hiicre nisi) (Tiyaboonchai ve ark, 2018)
oradan da interlobiiler safra kanallarina akar ve bu kanallar basit kiibik epitel ile doselidir.
Kanallar asamali olarak daha biiyiik kanallara akar, bireysel loblar1 drene eder ve hepatik
kanalda sonlanir. Safra kesesi olan tiirlerde sistik kanal ve hepatik kanal, ortak safra kanalini
olusturmak iizere birlesir ve duodenuma acilir. Her lobiiliin merkezinde, kani, hepatik vene
tasiyacak olan kiiclik hepatik venler bulunur ve sonunda hepatik ven aracilifiyla kan

karacigeri terk eder ve kaudal vena kavaya drene olur (Cattley ve Cullen, 2018).
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Lobiil igerisinde karacigerin temel islevsel hiicreleri olan hepatositler diizenlenir ve
birbirleriyle baglanir. Hiicrelerin zarlar1 birbirine baglanir ve her iki taraftan siniizoid adi
verilen kan kapillerleri yiizlesir. Siniizoidler yerlesik makrofajlari, Kupffer hiicrelerini,
dogal oldiiriicii T hiicreleri ve dendritik hiicreler dahil olmak iizere dogal immiin sistemin
diger hiicrelerini barindirir. Kupffer hiicreleri karacigerin dogustan gelen bagisikliginda
merkezi bir rol oynar ve hepatik sinilizoid igindeki yerlesimleri hem portaldan hem de
arteriyel dolagimdan gelen patojenleri fagosite etmelerini saglar (Matz-Soja 2019).

Metabolik bir bakis agisina gore, karacigerin islevsel birimi, bir portal triadin en az
iki bitisik sentral ven ile baglandigi bir alan olarak tanimlanabilen hepatik asiniisdiir.
Parankimal dokuyu tanimlamaya alternatif bir yaklasim iginde, belirli bir portal bolge
icindeki terminal arter ve portal vendz kan damarlarindan kan akisinin alinmasiyla
tanimlanan dokunun mikroskobik bdolgesi olarak tanimlanan hepatik asiniis tarafindan
yansitilir. Asinus sirasiyla bu kan damarlarina gore proksimal, orta ve distal bolgeyi
yansitan zon 1, 2 ve 3 ile ii¢ zona ayrilir. Bu kavramda portal triadlarin etrafindaki bir bolge
(periportal zon; zon I) ve sentral ven etrafindaki ikinci bolge (perivendz, perisentral, zon
IIT). Genellikle ek bir ara bolge (zon II) de dikkate alinir (Cattley ve Cullen, 2018; Matz-
Soja 2019) (Sekil 3).

Hormon ve oksijen gradientlerine ve besin konsantrasyonu degisimleri sebebiyle
hepatositler lobiil i¢inde farkli yerlesime ve islevsel heterojenlige sahiptir, bu da karaciger
mimarisinin énemli bir sonucudur (Cattley ve Cullen, 2018). Bu heterojenligin tasviri
karaciger parankiminin periportal, midzonal ve perisentral zon olarak ayrimiyla yapilabilir.
Her bir zonun hepatositleri tiim karacigerin bir¢ok metabolik isleviyle iligkili ayr1 bir 6neme
sahiptir. Periportal zon oksidatif enerji metabolizmasi, yag asitleri 3-oksidasyonu, aminoasit
katabolizmasi, liregenezis, glukoneogenezis, kolesterol sentez ve yikim iglevlerini barindirir.
Perisentral zon da ise glikolizis, glukozdan glikojen sentezi, lipit sentezi, ketogenezis,
glutamin olusumu, safra olusumu ve safra asidi sentezi, ksenobiyotik metabolizmasi
gerceklesir. Bu zonasyonel metabolik islevlerin olusumlarinin nasil oldugu sorusunu
cevaplayabilmek i¢in essiz karaciger mimarisi gz Oniine alinmalidir. Periportal zondan
karaciger asiniisiine giris yapan kan oksijen, besinler, hormonlar ve sitokinlerce zengindir,
bu nedenle zon I de hepatositler zon III deki hepatositlerden daha dayaniklidirlar (Matz-Soja
2019).
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2.1.9. Karaciger Sinuzoidlerinin Mimarisi ve Sinuzoidal Hiicreler

Viicuttaki en biiyiik organ olan karacigerin; karbonhidrat, protein ve lipit sentez ve
metabolizmasi, toksinlerin detoksifikasyonu, patojenlerin uzaklastirilmast ve immiin
tepkilerin diizenlenmesi gibi 500’den fazla islevi vardir (Yang ve ark, 2017; Du ve ark,
2018). Karaciger, hepatik arterden %25 ve portal venden %75 olan ¢ift kan destegine
sahiptir. Hepatik arter arteriyollere, portal ven veniillere dallanir, safra kanali ile birlikte,
portal triad, karacigerin islevsel birimleri, karaciger lobiillerini olusturur. Poligonal
karaciger lobiillerinde portal ven veniilleri ¢ok 6zel kapiller sekli olan karaciger sizoidlerine
dallanirlar (Yang ve ark, 2017; Du ve ark, 2018). Sinuzoidler, 250 um uzunlugunda ve 7-15
um c¢apinda hepatosit kordonlari arasinda uzanan ozel bir kapiller agidirlar. Hepatik
siniizoid, kan ve perisinusoidal alan (Disse aralig1) arasindaki degisimin gergeklestigi essiz,
dinamik bir mikrovaskiiler yapidir (McCuskey ve Wisse, 2010). Bu essiz vaskiiler yapi
yavas kan akimina sahiptir (0.1-1 dyn/cm?), bu da kan dolagimi ve etrafindaki hepatositler
ya da parankimal hiicreler arasindaki madde alis-verisini diizenlemek i¢in uygun ortam
saglamaktadir (Yang ve ark, 2017; Du ve ark, 2018). Bu siniizoidal endotel tabakasi, siirekli
bir bazal membran icermediginden endotel tabakasi ile hepatik kordonlar arasindaki bu cep
ya da bosluk “Disse aralig1” olarak isimlendirilir. Buna ek olarak bir¢ok non-parankimal
karaciger hiicreleri de sinuzoidlerde ve Disse araliginda yerlesiktirler, bu da etkin immiin
takip ve temizligi ile birlikte diger metabolik islevlere de imkan verir. Karaciger
sinuzoidlerinde en az dort ana hepatik hiicre c¢esidi vardir. Bunlar hepatositler, karaciger
sinlizoidal endotelial hiicreler (LSEH), Kupffer hiicreleri (KH) ve hepatik stellat hiicreler
(HSH) dir (Du ve ark, 2018).
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Sekil 4. Karaciger lobiil ve sinuzoid yapisi1 (Du ve ark, 2018).

Karaciger plaklarint olusturmak i¢in hepatositler, sinuzoidler boyunca radyal olarak
hizalanirlar. Portal venlerin ve hepatik arterin dallar1 sinuzoidlerde sonlanarak kani
sinuzoidlere asiniis yolula sentral vene dogru akitir. Fenestrali (pencereli) karaciger
siniizoidal endotelial hiicreleri ile Kupffer hiicreleri siniizoidler, endotele serpistirilmis
Kupffer hiicreleri ile birlikte fenestrali karaciger siniizoidal endotel hiicreleri ile kaplanir.
Karaciger plaklar1 ve siniizoidler arasinda, hiicre dis1 matriks bilesenleriyle birlikte hepatik

stellat hiicreleri i¢eren Disse araligi bulunur (Sekil 4) (Du ve ark, 2018).

2.1.9.1. Hepatositler ve kolanjiyositler

Karacigerde embriyolojik gelisim siiresince hepatoblastlardan kdken alan “hepatosit”
ve “kolanjiyosit” olarak adlandirilan iki ¢esit epitel hiicresi bulunur. Karacigerin ¢ok yiiksek
bir yenilenme kapasitesine sahip oldugu iyi bilinmektedir, %70 parsiyel hepatektomi veya
akut karaciger hasar1 sonras1 7-10 giin i¢inde rodentlerde, 6-8 hafta i¢inde de insanlarda
karaciger neredeyse eski kiitlesine ulagacak sekilde yeniden diizenlenebilir (Matsuda ve
Tanaka 2018; Tanimizu ve Mitaka, 2018). Bu durumda saglikli hepatositler ve
kolanjiyositler boliinerek karaciger dokusunu yeniden olustururlar (Tanimizu ve Mitaka,
2018). Bu fenomen hipertrofi ve rezidual hepatositlerin mitozu ve bunu takip eden non-

parankimal hiicrelerin proliferasyonuna baglidir (Matsuda ve Tanaka 2018). Diger yandan,
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kronik hasara ugramis karacigerde bu hiicreler de yenilenme kabiliyetlerini yitirebilirler ve
bu durumda karaciger kok/progenitor hiicrelerinin (KPH) aktiflestigi ve hasar1 onarmak igin
hepatositlere farklilastiklar1 bilinmektedir (Tanimizu ve Mitaka, 2018).

Rodentler, kopekler, primatlar ve diger memeli tiirlerinde, insanlar da dahil, bu
tiirlerin her birinde karacigerin parankimal hiicresi hepatositlerdir (Cattley ve Cullen, 2018).
Karaciger hiicre sayisinin yaklasik % 65’ini karaciger kiitlesinin yaklagik %90'm1 olusturan
hepatositler (Cattley ve Cullen, 2018; Du ve ark, 2018) karaciger lobiiliiniin yap1
taslaridirlar ve hepatosit plaklarini ayiran siniizoidlerle radyal olarak dagilirlar.

Hepatositler; glikoz dengesi, plazma protein iiretimi, lipid metabolizmasi, {ire
iiretimi, ksenobiyotik metabolizmas1 ve safra olusumu gibi karacigerin bircok 0zgiin
islevlerden gorevli ana hiicrelerdir (Cattley ve Cullen, 2018).

Hepatositler plakalar seklinde siniizoidler boyunca uzanirlar. Poligonaldirler ve
seyrek olarak cift ¢ekirdeklidirler ve 20-30 pm capindadirlar. Hepatositler yapisal ve
islevsel olarak polarizedirler, {i¢ yiizey alani ile karakterize edilirler (Du ve ark, 2018) ve iki
ylizey hari¢ siki1 baglanti komplekleri ve gap junctionlar ile komsu hepatositler baglantil
haldedir (Cattley ve Cullen, 2018):

(1) Bazal veya siniizoidal bolge (Disse alan1 da denilen (Cattley ve Cullen, 2018)),
kisa mikrovilluslar gosteren ve siniizoidal kan ile molekiillerin degisimini igeren alan.

(2) Bitisik hepatositler arasindaki baglant1 birimlerini i¢eren lateral bolge

(3) Hepatositlerin safra salgiladiklari apikal veya kanalikiiler alan.

Karaciger epitel hiicreleri sentez, metabolizma ve detoksifikasyonu iceren birgok
karaciger islevinin gergeklestigi hiicreler olarak hizmet ederler (Du ve ark, 2018). Karaciger
hiicreleri, 6zellikle hepatositler, akut hepatit, hepatik toksinler ve hepatektomi gibi akut
karaciger hasarlarinda onarim i¢in hizla ¢ogalirlar (Koike, 2018).

Cok sayida enzim varligi ve onlarin etki mekanizmalarinin biiyiikliigii sebebiyle
karaciger tiim organlarin metabolik kapasitesini agsan bir metabolik kapasiteye sahiptir.
Karaciger epitel hiicreleri ksenobiyotik metabolize edici enzimlerin kilit yerleridirler. Bu
enzimlerin varligi ve bunlarla iliskili faaliyetler faz 1 ve faz 2 reaksiyon smiflan ile
iligkilidir. Faz 1 reaksiyonlar1 substratlarin oksidasyon, indirgenme, hidrolizini arttirir ve
ksenobiyotik substratin biyolojik aktivitesini ya arttirir ya da ortadan kaldirirken, faz 2
reaksiyonlart ise tipik olarak faz 1 metabolitini baskilar ve lipofilik substratlar1 suda ¢oziiniir

molekiillere doniistiirerek dolasima veya safraya tasir (Cattley ve Cullen, 2018).

18



Hepatositler ayrica, bazilar tercihen siniizoidal segmentler boyunca digerleri hiicre
membraninin kanalikiiler segmentleri boyunca yer alan cesitli membran tasiyicilarina
sahiptir. Bu tasiyicilar, safra asitleri ve glutatyon (GSH) ve glukuronat ve siilfonat
konjligatlarini igeren substratlara sahiptir (Cattley ve Cullen, 2018).

Karaciger epitel hiicreleri ve kolanjiyositlerin tek bir (single) kok/progenitor
hiicreden farklilastiklar1 kabul edilmekle birlikte, diger karaciger hiicrelerine farklilagsabilme
potansiyeli gosterirler. Ayn1 zamanda karaciger rejenerasyonunda veya toksik hasarlarda bu
iki hiicrenin de prolifere oldugu ve fenotiplerini koruduklari da yapilan g¢aligmalarla

desteklenmektedir (Tomita ve ark, 2018).

2.1.9.2. Karaciger sinuzoidal endoteliyal hiicreler (KSEH)

Karaciger siniizoidal endoteliyal hiicreler (KSEH'ler), sinuzoid hattt boyunca
stireklilik arz eden (Cattley ve Cullen, 2018), karacigerde en bol bulunan ikinci hiicre tipidir
ve yaklagik parankimal olmayan hiicrelerin %50’ sini olustururlar. Kan ve hepatositler
arasinda bulunurlar. KSEH'ler, 1970'lerin basinda ilk kez Dr. Eddie Wisse tarafindan
fenestrali (Latince fenestra: “pencere”) seklinde tanimlanmislardir ve bazal membransiz
(¢ok az bazal membran bulunabilir (Cattley ve Cullen, 2018)) ve diyaframsiz yiiksek
ozellikli endoteliyal hiicrelerdir. Fenestralar, 150-175 nm capinda gozeneklerdir ve 20-50
fenestra “elek plakalar1’” olusturmak {izere gruplasir. Fenestralarin varligi ve bazal
membranin bulunmayis1 ¢6zlinen maddelerin pasif taginmasina izin verir ve daha da
onemlisi, kan destegi ve hepatositler arasindaki aligverisi diizenlerler. Kanda c¢oziinen
maddelerin serbestce, perisinuzoidal araliga (Disse bosluguna) ve oradan da hepatositlerin
mikrovilluslu yiizeyine gegisine olnak saglar (Cattley ve Cullen, 2018). Kan KSEH'ler,
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) tarafindan {lretilen endotel kaynakli nitrik oksit
(NO)'in de ana kaynagidirlar. Ayrica, KSEH'ler, adhezyon molekiiller eksprese ederek
karaciger iltihabi ve hasarinda 6nemli bir rol oynamaktadirlar (Du ve ark, 2018).

Siniizoidal endotel hiicreleri, diger karaciger hiicreleri lizerindeki etkileri yoluyla
karaciger rejenerasyonunun anjiyogenezine katkida bulunur ve rejenerasyon ve anjiyogenez
stireclerini anjiyopoietin-2 ile birbirine baglayarak ana diizenleyiciler olarak gdrev yapar.
Siniizoidal endotel hiicrlerinin fenestra kaybi ile sinuzoidlerin kapillarizasyonu karaciger

hastaliklarinda hepatik stellat hiicrlerin aktivasyonu ve Disse alanina ekstraselliiler matriksin
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birikimi ile sonuglanir. Ayrica Disse alanindaki ekstraselliiler matriks de fenestra
modiilasyonunu etkiler. Hiicre-matriks etkilesiminin azalmasi kiiltiire edilen siniizoidal
endotel hiicrelerinde fenestra kaybi ile sonuclanmistir (Qin ve Crawford, 2018). Hepatik
siniizoidin egsiz porlu (fenestrali) yapisi, endotel hiicrelerinin siniizoidal kani1 kabaca
siizmesine izin verirken, ¢oziinen makromelekiillerin siniizoidal limenden Disse alanina
gecisini saglayarak hepatositlerin bazolateral yiizeyleri ile temasina izin verir (Qin ve

Crawford, 2018).

2.1.9.3. Kupffer hiicreleri

Kupffer hiicreleri yerlesik makrofajlar, sintizoidal limene bakan endotel ylizeyi
boyunca dagilir. Bu hiicreler kiiciik parcaciklarin yani sira dolasimdaki proteinleri de
cikarmada etkilidir. Kupffer hiicreleri ayrica bakteriyel lipopolisakaritin aktif bir bileseni
olan endotoksinin klirensindeki endotel hiicreleri ile is birligi yapar. NK (dogal 6ldiiriicii) ve
NKT (dogal oldiiriicii T lenfosit) hiicreleri de sinilizoidal endotel hiicreleri boyunca yer alir
ve gbe eder ve bagisiklik islevlerinde Kupffer hiicreleri ile birlikte ¢aligir.

Kupffer hiicreleri patolog Carl von Kupffer'in yerlesik karaciger makrofajlar1 olarak
tanimlamasindan sonra adlandirilirlar. Kupffer hiicreleri retikiiloendotelyal sistem doku
makrofajlarmin yaklasik %80'ini ve tiim karaciger hiicrelerinin yaklasik %215'ini
olustururlar. Bu hiicreler damarlarda hareketsiz hiicrelerdir ve karaciger siniizoidal
endoteliyal hiicrelere yapisiktirlar ve dogrudan kan akisina maruz kalirlar (McCuskey ve
Wisse, 2010; Du ve ark, 2018). Kupffer hiicreleri yiizeylerinde bulunan mikrovillus, filopod
ve lamellopodlarla birlikte diizensiz ylizeye sahip biiylik hiicrelerdir. Hiicre yiizeylerinin bu
ozelligi ile endotel hiicrelerine yapisik bulunabilirler Bazen de sitoplazmik uzantilar
endotel fenestrasini penetre ederek Disse araligina uzanir ve boylece parankimal hiicrelerle
ve hepatik stellat hiicrelerle etkilesime girebilirler. Hepatik siniizoidlerin duvarlarinda
bulunan bu hiicreler kiigiik parcaciklarin ve hiicrelerin endositozisinin yani sira portal
kandaki toksiklerin ve yabanct maddelerin, Ozellikle bagirsak kaynakli olanlarin

uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol oynarlar (McCuskey ve Wisse, 2010).
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Resim 4. Degisen capta ve yogunlukta yogun cisimcikleri (lizozomlari) i¢eren bir Kupffer

hiicresi

Resim 4’te Kupffer hiicreleri, siniizoid i¢inde yer alir ve endotel hiicrelerine yapisik
ve bazen de Kupffer hiicreleri parankimal hiicrelerin mikrovilluslar1 (ok baglar1) ile
dogrudan temas halinde goriiliirler. L: siniizoidal liimen; f: fenestrae; N: c¢ekirdegi; SD:
Disse alan1 (McCuskey ve Wisse, 2010).

Kupffer hiicreleri, kii¢iik pargaciklarin yani sira dolasimdaki proteinleri de
uzaklastirmada etkilidir. Kupffer hiicreleri ayrica bakteriyel lipopolisakkaritlerin aktif bir
bileseni olan endotoksinin uzaklastirilmasinda da endotel hiicreleri ile is birligi i¢indedirler
ve dogal oldiirticii (NK), dogal oldiiriicii T lenfosit hiicreleri (NKT) de siniizoidal endotel
hiicreleri boyunca yer alir ve go¢ eder ve bagisiklik islevlerinde Kupffer hiicreleri ile birlikte
caligir (Cattley ve Cullen, 2018). Kupffer hiicreleri bagirsak kokenli bakteriler, endotoksin
(LPS) ve antijenlerle karsilasan ilk makrofaj popiilasyonudur. CD163, toll-benzeri
reseptorler (TLR'ler), 6zellikle TLR4, kompleman reseptorleri ve Fc reseptorleri gibi bir dizi
radikal temizleyici reseptorler eksprese edilerek, kupfferler patojenleri ve iliskili molekiilleri
tespit edebilir, baglayabilirler ve Oziimseyebilirler. Ayrica zararli patojenlerin varliginda
immiin sistem komponentlerini uyaracak sitokin ve kemokinleri aktive ederler. Kupffer
hiicreleri sadece dogal bagisiklikta degil, ayn1 zamanda adaptif bagisiklikta da 6nemli rol
oynamaktadir. MHC I, MHC 1I ve kostimiilator molekiilleri eksprese ederek, T hiicrelerini

aktive etmek icin antijen sunan hiicreler olarak gérev yapabilirler (Du ve ark, 2018).
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2.1.9.4. Hepatik stellat hiicreler (HSH’ler)

1876 yilinda von Kupffer tarafindan tanimlanmis olan Hepatik stellat hiicreler
(HSH’ler), toplam karaciger hiicrelerinin kiigiik bir kismini (%5-8) olusturmaktadirlar.
Stellat hiicreler aynm1 zamanda yag-depolayici hiicreler, ito, lipositler olarak da adlandirilan
bu perisinuzoidal hiicreler Disse araliginda bulunurlar ve yogunlukta periportal alan
etrafindadirlar (McCuskey ve Wisse, 2010; Cattley ve Cullen, 2018). HSH'ler, hepatositler
ve LSEH'ler arasindaki Disse araliginda bulunurlar ve hiicre govdeleri hepatik parankimal
hiicrelerinin oluklarinda yerlesikken, ince sitoplazmik uzantilar1 perisinuzoidal alana uzanir
ve sinuzoidleri saran endotelin abluminal yiizeyinini oriimcek benzeri sararlar (McCuskey
ve Wisse, 2010; Du ve ark, 2018). Bu sessiz-sakin hiicreler A vitamini ve lipit ve lipitte
¢oziinlir maddeleri depolayan cesitli bliytime faktorleri, sitokinleri, prostaglandinleri ve
diger biyoaktif maddeleri lireten 6zel bir role sahip hiicre toplulugunu temsil ederler
(Pinzani ve Rombouts, 2004; Miyamura ve Nishina, 2018). En onemli 6zelligi Vitamin A
metabolizmasinin 6nciilii olan retinolii depolamasidir. HSC aktivasyonu sirasinda bu lipit
damlaciklarinin  kaybt s6z konusudur. Bununla birlikte, retinoid kaybinin HSC
aktivasyonunun bir nedeni veya sonucu olup olmadigi hala aydinlatilamamistir (Pinzani ve
Rombouts, 2004). Bununla birlikte kronik karaciger hasarinda, bu hiicreler sakin bir
hiicreden fibrinojenik, hareketli, ¢cogalabilen, kasilabilir, kollajen ve diger ekstraselliiler
matriks ~ komponentlerini  sentezleyebilen  myofibroblast-benzeri ~ bir  hiicreye
doniismektedirler (Pinzani ve Rombouts, 2004; Du ve ark, 2018, Miyamura ve Nishina,
2018). Bu farklilagan hiicreler retinoidi kaybeder ve daha fazla miktarda kaba endoplazmik
retikulum bulundururlar. A-aktin (a-SMA) 'nin diiz kas izoformu “aktif” HSH'lerin kimligi
icin giivenilir bir belirtegtir (Du ve ark, 2018). Hepatik stellat hiicreler aktif olmayan,
durgun (quiscent) vitamin A depolayan, lipid igeren, perisit benzeri hiicrelerdir (Pinzani ve
Rombouts, 2004; Agha ve ark, 2017). Hepatik stellat hiicrelerin karaciger fibrozisinde
anahtar rol oynadig1 diisliniilmektedir. Karaciger hasarina yanit olarak HSH’ler aktiflesir ve
myofibroblast-benzeri hiicrelere doniiserek artan proliferasyon ve kollajen sentezi
gosterirler (Sarra-Bournet ve ark., 2018). Ilerleyen karaciger hasar siiresince HSH’lerin
sayilar1 artarken, fibrotik dokunun geri ¢oziilmesinde ise sayilar1 hizla diismektedir (Pinzani
ve Rombouts, 2004).

Kronik karaciger hasari, hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonunu tetikleyen hepatosit

hasar1 ile sonuglanir. Fibrogenezis uyarilmasini takiben, HSH’ler retinoid depolarini bosaltir
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proliferasyona ugrar ve diiz kas aktini ve tip 1 kollajeni de igeren ECM proteinlerinin asiri
sentezi baslar (Bai ve ark, 2014). Diger organlardaki fibrozisin aksine, HSH'lerin karaciger
fibrozisinde kollajen iireten hiicrelerin ¢ogunlugunu (%82-96) olusturdugu bildirilmistir
(Ozono ve ark, 2019). ESM (ekstraselliiler matriks) tireten farkli hiicre tiplerinin tiimii,
kronik karaciger hasar1 veya herhangi bir sekilde dokunun fizyolojik homeostazinin kronik
olarak bozuldugu durumlarda bir aktivasyon islemine maruz kalabilirler. HSH aktivasyon
stireci ¢esitli caligmalarin bir amaci olmustur. Takip eden kiiltiir ortaminda, HSH sakin
"depolama" fenotipinden yiiksek oranda proliferatif "myofibroblast benzeri" fenotipe kadar
bir aktivasyon siirecine girer. Bu islem hala karaciger dokusunda kronik hasarin ardindan
meydana gelenlere benzer olarak kabul edilir, ancak bu varsayim asir1 basitlestirmeyi temsil
eder. Aktive edilmis fenotip, kolajen tip I ve III'iin belirgin sekilde artmis bir sentezi ile
birlikte biiyilik 6l¢iide kolajen tip IV (I> III >> 1V) ve diger ESM bilesenlerinin sentezi de
gerceklesmektedir (Pinzani ve Rombouts, 2004).

Aktiflesen HSH’ler tipik olarak diiz kas ve iskelet kas hiicrelerinde bulunan diiz kas
aktin (a-SMA), desmin, nestin, vimentin, iskelet kas1 myozinin agir zincir izoformlar1 gibi
ara flamentleri ve ayrica astroglial soy hattindaki hiicrelerde bulunan gial fibriller asidik
proteini (GFAP) sentezler. HSH’nin ESM sentezleyen diger hiicrelerin yani sira hem
fibriller ESM birikimindeki aktif rolleri hem de kasilabilir 6zellikleri dolayisiyla portal
hipertansiyonun gelisiminde 6nemli rol oynamasi olasidir (Pinzani ve Rombouts, 2004).
Boylece fibrotik karacigerde ekspresyonu artan vazokonstriktif agonistler HSH’lerin
kontraksiyonunu indiikleyebilirler. HSH'de incelenen baslica vazokonstriktorlerden biri,
endotel hiicreleri ve diger hiicre tipleri tarafindan salgilanan endotelin-1' (ET-1)’dir. Aktif
HSH'de PDGF, TGF-B, reaktif oksijen tiirleri ve ET-1'in kendisi ET-1 sentez ve salinimini
uyarir (Pinzani ve Rombouts, 2004). HSC calismalarinda incelenen baslica vazokonstriktor
faktorlerden biri endotel hiicreleri ve diger hiicre tipleri tarafindan salgilanan endotelin-1'dir.
Aktif HSC'de platelet-kokenli biiytiime faktorii (PDGF), (transforme edici biiyiime faktorii
beta 1) TGF-B1, reaktif oksijen tiirleri ve ET-1'in kendisi ET-1 sentezini ve salimini tegvik
eder (Pinzani ve Rombouts, 2004).

2.1.9.5. Pit hiicreleri (karaciger iliskili lenfositler (LALS))

Pit hiicreleri siniizoidal duvara tutunmus ve dogal oldiiriicii (NK) aktivitesine sahip

olan ve karaciger ile iliskili bir lenfosit popiilasyonunun bir parcasi olan dolasimdaki biiyiik
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graniiler lenfositler ile karsilastirilabilir ve muhtemelen bu hiicrelerden gelisirler (McCuskey
ve Wisse, 2010; Miyamura ve Nishina, 2018). Siniizoidal duvarda siklikla endotel
hiicrelerine yapisirlar (Miyamura ve Nishina, 2018). Bu yapigmanin Kupffer hiicrelerine de
oldugu gozlenmistir. Kupffer hiicre sayisinda azalma pit hiicre sayisinda da azalma ile
sonuglanir. Periportal sinuzoidlerde sentrilobiiler sinuzoidlere oranla daha yaygin
bulunurlar. Bu hiicrelerin tiimdr hiicrelerini 6ldiirdiigli yapilan c¢alismalarla gosterilmistir

(McCuskey ve Wisse, 2010).

2.1.9.6. Oval hiicre

Sican karacigerinde karsinogenezise dogru gelisen siirecin ilk adimi oval hiicre
proliferasyonudur. Rodentlerde (kemirgenlerde) toksik kimyasallarla olusturulan ciddi
karaciger hasarinda oval hiicre olarak adlandirilan ve periportal alanda bulunan bu kii¢iik
epitel hiicrelerinin gogalmasi gozlenmistir (Tomita ve ark, 2018). Bu hiicreler, a-fetoprotein,
albiimin ve glukoz-6-fosfataz gibi belirtegleri eksprese eden parankimal olmayan hiicrelerin
bir alt grubunu olusturur. Bu hiicreler hepatositlere, kolanjiyositlere ve ayrica ekzokrin

pankreas hiicrelerine farklilasabilirler (Ray ve ark, 2015).

2.1.9.7. Karaciger kok/progenitor hiicreler (KPH)

Karaciger hiicrelerinden 6zellikle hepatositler akut karaciger hasar1 gerceklestiginde
hizla ¢ogalirken, karaciger kok/progenitor hiicrelerin de bu siddetli hasar durumlarinda var
olduklar1 ve hizla cogaldiklar1 diisiinlilmektedir. Bununla birlikte insanlarda KPH’lerin
kokeni ve etki mekanizmalar1 agiklamaya agiktir ve ¢alisilmaktadir (Koike, 2018).

Kok hiicreler islevsel olarak kendini yenileme ve farklilasabilme kapasitelerine gore
tanimlanirlar. Karaciger kok/progenitor hiicreleri kendi kendini yenileyebilirligin yani sira,
hepatositlere ve kolonjiyositlere farklilasma potansiyeline sahiptirler (Tanimizu ve Mitaka,
2018; Tomita ve ark, 2018). Karaciger kok/progenitor hiicreleri gelisim, homeostaz ve
rejenerasyonda onemli roller alirlar. Kronik karaciger hasarinda dejenere olan hepatositler
rejenerasyon kapasitelerini kaybettikleri i¢in karaciger kok/progenitdr hiicreler aktive olarak

yeni hepatosit destegi saglarlar ve karaciger dokusunun yeniden diizenlenmesinde rol
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oynarlar. CD133, epitel adezyon molekiilii (EpCAM), CD24 ve Thyl yiizey antijenlerine
sahip KPH’ler saglikli ve hasarl karaciger dokusundan izole edilmis ve in vitro ve in vivoda
hepatositlere ve kolanjiyositlere farklilagtiklari gosterilmistir (Tanimizu ve Mitaka, 2018).
Karaciger gelisimle ilgili fetal karaciger kok/progenitér hiicreleri ve homeostaz ve
rejenerasyon agisindan erigkin karaciger kok/progenitdr hiicreleri olmak {izere iki

kok/progenitor hiicre sistemini barindirir (Tomita ve ark, 2018).

2.2. Insan ve Sican Karaciger Farkhliklar

Ust abdomende bulunan karaciger; insanlarda viicut agirhgmin %2,5- 3,5'ini
olustururken, siganlarda yaklasik viicut agirligmin %4nii olusturmaktadir. Loblardan
olusan karacigerde lob sayist ve her bir lobun sekli tiirler icinde ayni iken, tiirler arasinda
farklilik gosterir (Cattley ve Cullen, 2018).

Ilk parsiyal (kismi) hepatektomi sicanlarda 1932'de gerceklesmesine ragmen,
insanlarda ise 20 yil sonra yapilmistir, bagirsaklara yapilan biiylik cerrahi miidahaleler ilk
kez rapor edildikten 70 yil sonra. Bunun nedeni kemirgenlerin her bir lobun kolayca
baglanabilir ve ¢ikarilabilir oldugu loblu bir karacigere sahip olmalaridir. Halbuki
insanlardaki lob diizeni bu duruma uygun degildir. Insan karacigeri, lobiillii olmayan
mimarisi nedeniyle kemirgen karacigerlerinden belirgin sekilde farklidir. Uluslararast Resmi
Anatomik Terminolojiye gore insan karacigeri sol, sag, kaudat ve kuadrat loblara ayrilirken
(Kruepunga ve ark, 2019), sicanda ise en biiyiigii sol lob olmak iizere, birlesik sag ve sol
medyan loblar ile en kii¢lik lob; kaudat olmak {izere ayrilir (Foster, 2018).

Primatlar ve etoburlar, nispeten yiiksek yagli diyetleri nedeniyle bir safra kesesi
bulundururlar, 6te yandan, otoburlar, istisnalar hari¢ safra kesesi bulundurmaktadirlar.
Bununla birlikte, en ilging drnekler fareler ve siganlardir, ¢iinkii bu tiirler ayn1 subfamilyaya
(Murinae) aittir. Sicanlar safra kesesinden yoksun olmakla birlikte siirekli bir yogun
olmayan safra salgilarlar (Cattley ve Cullen, 2018), safra tomurcugunun sicanda olmamasi
disinda kaudal foregut (6nbagirsak) ve bezlerinin erken gelisimi fare ve sicanlarda ¢ok

benzerdir (Kruepunga ve ark, 2019).
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2.3. Fibrozis

Hasarli dokuda, fibroblastlarin oldukca aktif ESM iireten myofibroblastlara
farklilagmasi doku onarimi ig¢in olduk¢a kritik bir Oneme sahiptir. Miyofibroblast
farklilagmasina, asirt ESM iiretiminin biyosentetik gereksinimlerini karsilamak i¢in artan
glikoliz de dahil olmak tizere hiicresel metabolizmadaki degisiklikler de eslik eder. Doku
onarimi1 gergeklestiginde apoptozise gidilememesi myofibroblastlarin asir1 birikimiyle
sonuclanir ki, bu da patolojik fibrozis ve ayrica kanser de stromal reaksiyon karsilik bulur

(Selvarajah ve ark, 2019).

2.3.1. Karaciger Fibrozisi

Karaciger fibrozisi ve onun son evresiolan siroz (Pinzani ve Rombouts, 2004), portal
hipertansiyon, karaciger yetmezligi ve hepatoselliiler karsinom riskini de iceren hayati tehdit
edici komplikasyonlart nedeniyle, diinya ¢apinda, TEMEL halk sagligi problemleridir (Yao
ve ark, 2013; Xu ve ark, 2018).

Karaciger fibrozisi diinya ¢apinda ciddi bir saglik sorunudur, ¢ogunlukla hepatit viral
enfeksiyon, siztosomiyazis, alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi (NAFLD), alkole bagh
karaciger hastaligi (ALD) gibi ¢esitli faktorlerin neden oldugu kronik karaciger hasarindan
kaynaklanir. Karaciger fibrozisin en belirgin 6zelligi asir1 biriken ekstraselliiler matrikstir.
Fibrozisin belirgin bir 6zelligi olan ekstraseliiler matriksin (ESM) birikimi, uygun sekilde
tedavi edilmezse, sonucta normal karacier yapisim1 bozar. Ekstraselliiler matriksin asiri
sentezlenmesinin nedeni olan hepatik stellat hiicreler, karaciger fibrozunun baslamasi,
ilerlemesi ve geri doniisiimiinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hiicreler perisiniisoidal
dissede sessiz bir sekilde yer alirken, Patolojik hasara cevap olarak, lipid damlaciklarini
kaybederek, kollajen birikimini arttirirlar, o-SMA ve collal ile karakterize edilen
miyofibroblastlara transdiferansiye olurlar (Bu ve ark, 2018).

Karaciger fibrozisi; siroza, karaciger yetmezligine ve hepatoselliiler karsinom
gelisme riskine yol agan yaygin bir patolojik siirectir (Bai ve ark, 2014). Viral hepatit, alkol
ve benzeri risk faktorleri sonrasi, ESM IN asir1 birikimi (Bai ve ark, 2014), karaciger
mimarisinin distorsiyonu, pseudo lobiil ve nodiil olusumu ile karakterize bir siiregtir.

Karaciger fibrozunun mekanizmalari ve tedavisinde ilerlemelere ragmen, heniiz tatmin edici
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bir anti-fibrotik tedavi bulunamamistir (Li ve ark, 2019). Asir1 ESM birikimi ile karakterize
karaciger fibrozisi, kronik alkol alimi, hepatit viriis, nonalkolik-steatohepatit ve genetik
hastaliklar gibi etiyolojisi bilinen ve primer safra sirozu, skleroz kolanjit ve digerleri gibi
etiyolojisi bilinmeyen hastaliklardan kaynaklanabilir (Copple ve ark, 2018; Ozono ve ark,
2019). Karaciger fibrozisi sirozu en siddetli sekli, karaciger hasar1 sonrasi hepatik stellate
hiicrelerin ve peribiliary fibroblastlarin, myofibroblastlara doniisiimiinii uyaran protein ve
diger ¢Ozilinlir uyaranlarin (medyator) sentez ve salgilanmasiyla baslatilir (Copple ve ark,
2018). Bu doniisiim, artan glikoliz ve ESM firetimini de igeren belirgin hiicresel
metabolizmadaki degisikliklerle karakterizedir (Selvarajah ve ark, 2019). Medyatorler de
myofibroblastlarin ¢cogalmalarini, hasarli bélgeye gogiinii uyaran unsurlar iiretirler (Copple
ve ark, 2018).

Siroz son evre fibrozudur karacigerin. Alkol alimi1 ve Hepatit B ve C enfeksiyonu
hepatik fibrozisin birincil nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Karaciger fibrozisinde
myofibroblastlarin en biiyiik kaynagi karaciger yildizs: hiicrelerdir. Sessiz-durgun, vitamin
A’dan zengin, lipid igeren, perisit benzeri olan bu hiicrelerin kismi hepatektomi sonrasi
rejenerasyonda etkili olduguna inanilmaktadir (Agha ve ark, 2017). Stellat hiicreler,
hepatoblast proliferasyonunda, goclinde ve ayni zamanda embriyonik gelisim siiresince
hepatosit farklilasmasinda kritik bir 6neme sahip olan hepatosit biiylime faktérii (HGF)
sentezlerler. Transgenik lesitin-retinol asetiltransferaz (Lrat)-Cre farelerde karbon
tetraklorilir ile indiiklenmis karaciger fibrozisinde stellat hiicreler, ACTA2 ve kollajen
ekspresyonlarina bakilarak tiim myofibroblastlarin 82%-96% sini olusturdugu izlenmistir.
Benzer sonuglar tiyoasetamid toksik karaciger fibrozis modelinde de gozlemlenmistir.
Ayrica hepatik stellat hiicrelerin genetik ablasyonu fare karacigerinde fibrozisi belirgin bir

sekilde azaltmistir (Agha ve ark, 2017).

2.3.1.1. Karacigerde fibrogenezis tipleri

Karaciger fibrozisinin ESM’in hiicresel kaynagi, uzun yillardir tartisma konusudur.
Fibriller ESM'nin anormal birikiminde potansiyel olarak rol oynayan hiicre tipleri arasinda
HSH’ler, karaciger dokusundan nispeten yiiksek saflikta izole edilme olasilig1 nedeniyle ¢ok
fazla dikkat cekmistir. Karaciger fibrozisin hiicre ve molekiiler biyolojisi hakkindaki mevcut

bilgilerin ¢cogu sican, fare veya insan karacigerinden izole edilmis kiiltiir ortaminda aktive
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edilmis HSH'lerin kullanildig1 in vitro ¢alismalar sonucu elde edilmistir. Giinlimiiz de ise
her biri ayr1 bir lokalizasyona ve karakteristik bir immiinohistokimyasal ve/veya elektron
mikroskobik fenotipine sahip olan hiicrelerin karaciger fibrozisine ESM {ireterek katkida
bulunabilecegi agiktir. ESM {ireten bu hiicreler: Portal yolun fibroblast ve myofibroblastlari,
damar duvarindaki diiz kas hiicreleri ve sentrilobiiler ven etrafindaki myofibroblastlardir. Bu
farkl1 hiicre tiplerinin katilimiyla birlikte farkli fibrozis modelleri de gelismektedir. Sirozun
ilerleyici fibrogenezisin genel bir sonucu olmasina ragmen fibrozis olusumuna neden olan
farkli tip modeller siralanabilir. Biliyer fibrozis, portal-parankim arayiiziinde reaktif safra
kanallar1 ve periduktular (myo) fibroblast benzeri hiicrelerin birlikte cogalmasi nedeniyle,
bir portal triadtan-diger bir portal triadi takip etme egilimindedir (Sekil 5). Bu durum santral
ven ve portal triad baglantilarinin geg evrelere kadar korundugu, karaciger nodiillerini
cevreleyen portal-portal septa olusumuna neden olur. Diger taraftan kronik viral hepatit
kaynakli fibrozis, portal-santral ven arasinda olusan koprii nekrozunun bir sonucu olarak
kabul edilir. Bu nedenle portal-sentral septa orijinlidir (Sekil 5-B). Ek olarak, bu fibrojenik
farklilagsma bigimi “arayiiz” hepatitinin varli1 ve parankimde portal-portal septa gelisimi ve
parankim icinde sonlanan kor septa varligr ve portal sistemle vaskiiler baglantilarin hizla
diizensizlesmesi (erken portal hipertansiyon) ile karakterizedir. Fibrogenik farklilasma
siirecinin sentral-sentral ven formunda ise kronik kalp yetmezligi 6rneginde oldugu gibi
vendz ¢ikis problemlerinde ikinci siradadir ve sentral-sentral septa olusumu ile
karakterizedir (Sekil 5-C). Alkolik karaciger hastaliklar1 ve non-alkolik steatohepatit
(NASH), gibi metabolik karaciger hastaliklarinda alisilmamas tip ve sekilde fibrozis gelisimi
gozlenir. Sinuzoidler ve hepatosit kordonlar1 etrafinda kapillarizasyona neden olan fibriller
matriks birikimi (Sekil 5-D) ile sonuglanir. Farkli faktorlerle iliskili olan bu siire¢ 6zellikle
(1) doku hasarinin topografik yerlesimi; (2) pro-fibrojenik faktorlerin nisbi yogunlugu ve (3)
yaygin pro-fibrojenik mekanizmalarla iligkilidir. Bunlara ek olarak da farkli hiicre

etkilesimlerini verebiliriz (Pinzani ve Rombouts, 2004).
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Sekil 5. Farkli fibroz gelisim tipleri. (A) Biliyer tip fibrozis; (B) Kopriileme fibrozisi; (C)
“ters (revers) lobulasyon” ile sentrolobiiler fibrozis; (D) periselliiler fibrozis (Pinzani
ve Rombouts, 2004).

2.3.1.2. Karacigerde Fibrozis Siirecinde Karaciger Siniizoidlerinde Hiicresel Etkilesim

Karaciger mikrogevresi, tiimlesik yapi ve hiicresel kisimlariyla her bir bdliimiin
(hiicre veya matriks) ¢ok 6nemli bir rol oynadigi ¢ok yonlii bir etkilesim ag1 (hiicre-matriks-
hiicre) olarak tanimlanabilir. Hiicresel etkilesimler, fibrozis ve inflamasyonun da dahil
oldugu pek c¢ok karaciger hastaliklarinda kritik bir 6neme sahiptir. Karaciger hasar
varliginda LSEC’ler diizensiz bir sekilde kapillarizasyon fenotipi sergilerler (Du ve ark,
2018).

Saglikli karacigerde sinuzoid endotelinde bazal lamina ¢ok az bulunur ya da hig
bulunmaz. Dolayisiyla bu gecirgen yap1 kan ve hepatositler arasinda plazma devamliligina
izin verir. Ayni1 zamanda sinuzoid duvarinda kollajen de goézlenmez. Bununla birlikte
yaslanma, fibrozis ve siroz gibi belirli tip karaciger hasarlarinda, perisinuzoidal alanda
kapillarizasyon olarak adlandirilan, bazal membran materyalleri ve kollajen fibril birikimi
ile karakterize durum meydana gelirken bozulmus bir damarsal ge¢is degisimi s6z

konusudur (McCuskey ve Wisse, 2010). Perisinuzoidal stellat hiicreler, myofibroblast
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benzeri hiicre transformasyonunu takiben yag damlaciklarinin sayisini ve vitamin A
sentezini azaltirken, kollagen tip I, III-VI, fibronektin, laminin, tenaskin, undulin,
hyaluronik asit, dekorin, sindekan vb. ekstraselliiler matriks materyallerinin sentez ve
salmmmini arttirir  (McCuskey ve Wisse, 2010). Stellat hiicrelerin aktif forma ve
myofibroblastlara doniigiimiinii uyaran sitokin ve diger maddelerin kupffer hiicrelerinden
salindig1 diisiiniilmektedir (McCuskey ve Wisse, 2010).

Siniizoidal kapillarizasyon, hem portal hipertansiyon hem de karaciger fibrozu da
olmak iizere bircok karaciger hastaliginin gelismesinden Once gelir. Kapillarizasyon
muhtemelen kronik karaciger hastaliklarinda olusan sinuzoidal degisikliklerin sadece bir
bilesenidir ve kronik yara iyilesme siirecinde artan anjiyogenik faktorlerin varligi nedeniyle
gelisen bir durum da olabilir. Anjiyogenezisin karaciger fibrozisi ile iligkili olmasina
ragmen (Taura ve ark, 2008; Yao ve ark, 2013), fibrozis iliskili anjiogenezisin molekiiler
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir ancak hipoksinin anjiyogenezisin temel faktorii
oldugu ileri siiriilmektedir. Bu sekilde hipoksik tepkilere neden olan molekiiler
mekanizmalarin agiklanabilmesinde ilerleme kaydedilmistir (Yao ve ark, 2013). Fenestra
kaybina ugrayan siniizoidal endotel ve subendoteliyal bazal membran varligini igeren
sinilizoidal endotel kapillarizasyonu, siroza 6nemli derecede katki saglamaktadir. Karaciger
sinlizoidal endotel hiicreleri (LSEH’ler) fenestralara sahipken bazal laminadan yoksundurlar
(Yao ve ark, 2013). Bu hiicreler ¢oziinebilir faktorler iiretip salgilayarak ve kollajen
matrikse mekanik gerginlik kullanarak komsu hiicrelerin fenotipini de etkilerler. LSEH-
kokenli fibronektin, hepatik stellat hiicrelerin fenotipini diizenler ve bu hiicreleri sessiz-
sakin (quiscent) sekilden aktif sekle doniistiiriirler. Erken evre fibroziste LSEH’ler kollajen
fibriller yoluyla kasilma gii¢ tireterek hepatik stellat hiicreleri aktive ederler. Beraberinde dis
kaynakli hepatik hasar hepatosit apoptozisi tesvik eder bu da apoptotik cisimciklerin
salinimiyla non-parenkimal hiicrelerin, hepatik stellat hiicreler ve kupffer hiicrelerinin
aktivasyonuyla sonuglanir. Aktiflesen hepatik stellat hiicreler de cogalir, kasilabilir
ozellikler kazanir ve hepatik parankimine artan oranda kollajen fibriller ve ekstraselliiler
matriks (ESM) biriktirmeye baglarlar bu da karaciger sertligine ve interselliiler
fonksiyonlarin bozulmasiyla sonuclanir. Bdylece Disse araliginda kollejen birikimi
endoteliyal fenestralarin kaybi ve karaciger fibrozisin birikimiyle sonuglanir. Bu durum
kapillarize LSEH’ler ile aktif hepatik stellat hiicrelerin pozitif geri-besleme mekanizmasi

sonucu karaciger fibrozisini arttiran bir siirectir (Du ve ark, 2018).

30



Central : y Central
Sinusoid . vein Sinusoid = ~_\ yein

-y T Py
Y Portal A= Y 4
H »
Portal / veinule»;™ %) 2}
veinule F
~ ) P
2 4

\ Regular
Flow

= shunts

Sekil 6. Siniizoidlerin normal mimarisi (sol resim), kan akisinin portal veniillerden,

siniizoidlere ve sentral vene (sol kutucuk) normal akis1 gdsterilmistir.

Sekil 6°da fibrozisin ileri sathasi olan sirozlu karacigerdeki siniizoidal vaskiiler ag,
mikronodiiller ve makronodiiller (sag resim) halinde diizenlenmis, degisen capta ve akis
diizeninde artan sayida siniizoidal kapillerler (anjiyogenez) ile birlikte degisikliklere ugrar.
Anjiyogenezin fibrozisi arttirdigi one siiriilmiis olsa da, bu yeni damarlar teorik olarak
intrahepatik santlar1 azaltan portal basing olarak da gorev yapabilir (sag kutucuk) (Thabut ve
Shah, 2010).
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Sekil 7. Sirozda ve portal hipertansiyonda patolojik siniizoidal yapilanma.

Sekil 7°de Hepatik stellat hiicreler, siniizoidlerin kasilmasini saglamak ig¢in
siniizoidal liimen c¢evresinde hizalanirlar. Normal fizyolojik kosullarda, HSH’lerin
kontraktilitesi ve siniizoid etrafinda toplanmasi nadir olmakla birlikte, sirozda, hiicresel
cikintilar1 olan HSH sayisinin artmasi, siniizoidlerin etrafina sararak yiiksek direncli,
daralmig bir sinilizoid kapillerlerinin varligima neden olurlar. Hiicresel diizeyde, bir dizi
bliylime faktorii molekiilii, HSC ve LSEH arasindaki otokrin ve parakrin sinyalleri

vasitastyla bu siirece katkida bulunur (Thabut ve Shah, 2010).

2.4. Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)

Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH), hematopoietik hiicrelerde eksprese edilmeyen
mezenkimal hiicre yiizey isaretleyicileri ile ve self-renew ve mezodermal soylara
farklilasma potansiyelleri ile karakterizedirler. Mezenkimal hiicrelerin transplantasyon
sonrasi anjiyogenezi uyarmasi, oksidatif stresi azaltmasi, biiylime faktorleri ve mikrovezikiil
salgilama ile doku onarimim arttirdig1 ve fibrozisi azalttig1 gosterilmistir. Ayrica MKH’ler
klinik denemelerle onaylanmig giiglii immiinomodulatdr kapasiteye sahiptirler (Li ve ark,

2013; Walraven ve Hinz 2018).
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MSC'nin tanimu tartismali olmasina ragmen, bu terim genellikle ¢cogu dokunun
perivaskiiler nisinde bulunan ve kemik ve kikirdak gibi mezodermal dokularda farklilagma
yetenegi olan kok hiicre ¢esidini tanimlamak i¢in kullanilir (Pajarinen ve ark, 2019). 2006,
Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi, MSC'leri, 1) in vitro plastik hiicre kiiltiirlerine
tutunan hiicreler olarak tanimlamistir; 2) belirli bir yiizey isaretleyicilerine sahip (CD105,
CD73, CD90 ve CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 ve HLA-DR-); ve 3)
osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara farklilagma egilimi gosterirler (Nunes ve ark,
2018; Pajarinen ve ark, 2019). Mezenkimal dokular1 yeniden olusturma yeteneklerine ek
olarak, MSC'ler doku miihendisligi uygulamalar: i¢in onlar1 hedef hiicreler haline getiren
genis immiinomodiilator 6zelliklere sahiptir (Nunes ve ark, 2018; Pajarinen ve ark, 2019).
Bu farklilasma potansiyelleri ve immiinmodiilator etkileriyle MSK’ler rejeneratif tipta,
hiicresel immiinoterapide ve gen tedavisini etkileyici bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Li ve
ark, 2013).

Bu hiicreler kolayca izole edilebilir, kiiltiire edilebilir, osteoblastlar, kondroblastlar,
adipositler, hepatosit benzeri hiicreler ve myoblastlar gibi farkli tip hiicrelere
indiiklenebilirler. MSCler kemik iligi, adipoz doku, iskelet kasi, kordon kani, plasenta,
gobek bagi gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilirler (Li ve ark, 2013). Gelecek vaad eden
bir kok hiicre tipi, bebek insan siinnet derisinin dermisinden izole edilen (Kock ve ark,
2009) insan siinnet derisi MKH’lerin baslica kaynagidir. Bol miktarda MKH’ye sahiptir,
ucuz olmasi ve invaziv olmayan islemlerle elde edilmesi de siinnet derisinin kok hiicre
kaynag olarak tercih edilmesinin baslica nedenlerindendir (Li ve ark, 2013).

MKH'ler ana 6zelliklerinde 6nemli degisiklikler olmadan ardisik olarak in vitroda
pasajlanabilirler (Nunes ve ark, 2018).

Artan sayida raporun onerisi MKH ve MKH kokenli ekzozomlarin bir¢ok hastaligin
tedavisine aday oldugu yoniindedir (Huang ve ark, 2018, Nunes ve ark, 2018).

Multipotent mezenkimal stromal hiicreler veya mezenkimal kok hiicreler olarak da
adlandirilan koloni olusturan birimler-fibroblast (lar) (CFU-Fs), ilk olarak in vitro koloni
olusturan plastik adherent-fibroblast benzeri hiicreler olarak tanimlandi. Bu hiicrelerin
kaynag1 kemik iligi (BM: Bone Marrow) olmasina ragmen, hemen hemen tiim fetal ve
postnatal doku ve organ kaynakli MKH'lerin varlig1 bildirilmistir. Bu hiicreler plasenta,
gobek kordonu, amniyon sivisi ve zari, iskelet kasi, yag dokusu, akciger, kalp, karaciger,
bobrek ve diger doku ve organlardan izole edilmistir. MKH'ler, kendi kendini yenileme

kapasiteleri (self-renewal) ve in vitro farklilasma potansiyellerinin (multilincage
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differentiation) yami sira biliylime faktorii salgilamasi ve immiinomodiilasyonu ile
karakterize edilir. MKH'ler in vitroda belirgin bir telomeraz aktivitesinin olmamasina
ragmen, uzun sireli kiiltiir ortaminda MKH’lerin yaglanmasina, gii¢ kaybina ragmen
yetistirilebilirler. Uygun biiylime faktorleri ve kimyasal uyaricilarin varhiginda, MKH'ler
adipositler, osteoblastlar ve kondroblastlar da olmak {izere in vitroda farklilasabilirler.
MKH'lerin ¢esitli immiin hiicrelerde olgunlasma, proliferasyon, aktivasyon, sitokin
sekresyonunu ve ortak uyarict molekiill ekspresyonunu yonettigi de gosterilmistir.
Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi'ne (ISCT) gore, insanlarda MKH tanimlamasi igin
minimum gereklilikler plastik tutunma yiizeyi, U¢li farklilasma potansiyeli (adipositler,
osteoblastlar ve kondroblastlar) ve yiizey belirtegleri ekspresyonudur (Agha ve ark, 2017).

Kendi kendini yenileme ve farklilasma yetenegine sahip kok hiicreler, memelilerde
totipotent kok hiicreler, pluripotent kok hiicreler ve multipotent kok hiicreler olmak {izere ii¢
tiptedir: Totipotent kok hiicreler, embriyo olusumunu saglayan germ hatt1 kok hiicreleri gibi
hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler olarak
adlandirilan pluripotent kok hiicreler, iic germ tabakasina farklilasabilme ve daha sonra da
her bir germ yapragi, endoderm germ yapragi gibi, endodermden gelisen karaciger gibi
diger dokulara farklilanabilirler. Yetigskin kok hiicreler olarak adlandirilan multipotent kok
hiicreler, mekanik hasar veya toksisitenin neden oldugu doku hasarinda dokunun
rejenerasyonunu saglarlar. Multipotent kok hiicreler viicut i¢inde nadir bir popiilasyona
sahiplerdir ve hasar ile aktif olulrlar. Doku saglikli iken genellikle inaktiftir. Somatik kok
hiicreler, “nis” ad1 verilen belli bir ortama ihtiya¢ duyarlar. Nis sinyalleri kok hiicrelerin
¢ogalmasini ve farklilasmasini saglarlar (Tiyaboonchai ve ark, 2018).

Transplantasyonda, islevsel karaciger hiicre eksikligini gidermek igin hepatosit
kaynagi olarak karaciger kok hiicre kullanimima odaklanilmistir (Tiyaboonchai ve ark,
2018).

Diger bir yandan karaciger kok hiicreleri, izole edilmesi kolay, in vitro ve in vivo
olarak hepatositlere farklilagabilir hiicreler oldugu bilinmesine ragmen karaciger kok
hiicrelerin saglikli bir karacigerden izole edilip edilemeyecegi hala bilinmemektedir. Ayrica,
karaciger kok hiicreleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir ve hepatik kok hiicrelerin islevsel
hepatositlere ve kolanjiyositlere (safra kanali epitel hiicreleri) nasil farklilastig: ile ilgili
bilinmeyenler devam etmektedir. Bu nedenle transplantasyonda karaciger epitel hiicreleri
icin daha iyi bir kaynaga ihtiya¢ vardir (Tiyaboonchai ve ark, 2018). Kok hiicrelerin

farklilasma ve kendini yenileme kapasiteleri, onlar1 sinirsiz sayida hepatosit {iretimi i¢in

34



kullanilabilecek kaynak yapar. Tanim olarak, kok hiicreler farklilagsma ve kendini yenileme
kapasitesine sahiptir ve bu da onlar1 sinirsiz sayida hepatosit tiretimi igin bir kaynak haline
getirmektedir. Akut, kronik ve konjenital karaciger hastaliklarinin tedavilerinde cesitli kok
hiicre kaynaklar1 ve tipleri test edilmistir (Nicolas ve ark, 2018).

Karacigerde hem fetal (hepatoblastlar) hem de yetiskin (oval hiicreler) kok hiicreler
bulunmasina ragmen sayilar1 ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle rejeneratif tip alani, odagini diger
kok hiicre tiplerine yoneltmis (Nicolas ve ark, 2018) olmasi bizi de siinnet derisi kok

hiicrelerini arastirmaya yoneltmistir.

2.5. Bor

Yiizyilr askin bir siiredir borun bitkiler i¢in esansiyal bir element oldugu
bilinmektedir. Ayrica memeli hiicreleri iizerindeki etki mekanizmasi tam olarak
agiklanamamis olsa da bir¢cok kanit borun insan beslenme ve metabolizmasinda énemini
ortaya koymustur ve insan ve hayvanlar1 da icine alan yiiksek organizmalarda borun vital
mikromineral oldugu da ileri siiriilmektedir (Demirci ve ark, 2014). Borun; beyin gelisimi
ve islevini, hormon metabolizmasi, inflamatuar yanitin diizenlenmesi, yara onarimi, dis ve
kemik gelisimi gibi bir¢cok metabolik yolakta 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Demirci
ve ark, 2014; Dogan ve ark, 2014). Ayrica simirli sayida ¢aligmada, kilo vermede etkin
mekanizmas1 belirsizligini korumakla birlikte, borun besin takviyesi olarak diyette
kullanilmas1 durumunda kisa ve uzun vadede kilo kaybina neden olabilecegi ve ileride
obezite gibi halk sagligi sorunlarinda kullanilabilecegini ileri siirmektedir (Dogan ve ark,
2017).

Bitki biyolojisindeki 6nemi vurgulanan borun yapilan ¢aligmalarda, bitki
hiicrelerinin zar biitiinliiglinde 6nemli bir yer aldig1 diistiniilmektedir. Bitki hiicrelerinde bor
eksikligi, hiicre duvarinin ve membraninin yikimiile sonuglanir. Bitki hiicre zarindaki bor ve
kalsiyum metabolizmasi, hiicre sinyal mekanizmalar1 i¢in 6nemlidir. Bitkilerde, bor,
membran glikoproteinleri ve glikolipitler ile diester borat bilesikleri olusturarak, membran
yapisi ve islevi i¢in 6nemli olan kalsiyum selatlayicilar1 veya redoks diizenleyicileri olarak

gorev gortrler (Demirci ve ark, 2014).
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Bor ¢esitli sebze ve meyvelerde, 6zellikle findikta iz element olarak bulunmaktadir.
Bor eksikligi veya fazlaligi biyolojik etkilere neden olmaktadir. Hormon ve enzim
reaksiyonlarinda, hiicre zar1 islevlerinde mineral metabolizmasinda rol oynayan bor, birgok
bitkinin biiylime siirecinde temel bir bilesendir. Buna ek olarak, insan ve hayvan
dokularinda hafif konsantrasyonlarda bulunmasi insan yasami i¢in temel bir gereklilik
oldugunu diisiindiirmektedir. Onceki ¢aligmalar, bor eksikligi yasayan bitkilerde fotosentez
reaksiyon kapasitesinin azalmasindan yasanan bor eksikliginin sorumlu oldugunu
gostermistir. Tarimsal iirlinlerde yasanan bor eksikligi iiriinleri olumsuz etkilemektedir. Bu
tiir problemlerin varlig1 arastirmacilar1 canli sistemlerde borun Oneminin arastirilmasina
yonlendirmistir. Beslenmedeki eksikligi, beyin davranis ve elektrofizyolojisi {izerinde
etkilidir. Psikolojik olaylarin disinda, boronik bilesikler, Bor Notron Yakalama Terapisi
(Boron Neutron Capture Therapy; BNCT) olarak adlandirilan kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bor ve nétronlar kendi baglarina herhangi bir doku hasarina neden
olamazlar. BNCT yiiksek maliyetli bir niikleer reaktor gerektirdiginden, klinik tedavilerde
diinya c¢apinda smurli bir kullanima sahiptir. Ayrica bor atomunun antioksidan enzimler
tizerinde Onemli bir etkisi oldugunu gdsteren caligmalarindan 6zellikle bitki ¢aligmalarda
asirt bor varliginin antioksidan enzimleri uyardigini ve 6zellikle askorbat dongiisii iliskili
enzimleri aktive ettigini gostermistir (Pasa ve ark, 2016).

Calismamizda bor bilesikleriyle bu bilesiklerden borik asit (BA) ve sodyum
pentaborat pentahidrat (NaB) kullanilmasinin amaci hiicrelere olan etkisinin arastirtlmasinin

yaninda, hiicrelere uzun siireli islevsel etkinlik kazandiran uygun yasamin saglanmasidir.

2.6. TAA

Tiirkge adi: Tiyoasetamid

CAS (Kimyasal Kuramlar Servisi) numarasi: 62-55-5

Esanlamlilari: Asetothioamide, Ethanethioamide, Thiacetamide, TAA
Molekiiler Formiilii: CoHsNS
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Sekil 8. TAA kimyasal yapisi

Tiyoasetamidin (TAA) dogada olustugu bilinmemektedir. Amonyum asetat ve
aliminyum siilfiirlin 1sitilmasiyla hazirlanmaktadir (SC GAD, 2014).

TAA nitel analizlerde hidrojen siilfid gazi yerine kullanilirken, tetraetil kursun
icerikli motor yakiti i¢in bir dengeleyici olarak deri, tekstil ve kagit endiistrileri i¢in bir
organik ¢oziicii olarak kullanilmaktadir (SC GAD, 2014).

1945°te portakal c¢iliriiklerinin 6nlenmesinde mantar ilaci olarak kullanilan bir madde
olan tiyoasetamidin sonradan hepatoksisite ve kimyasal bir kanserojen ajan oldugu
anlasilmistir. TAA 1960'larin sonlarinda yasaklandi ve o zamandan beri karaciger hasari,
karaciger fibrozisi, karaciger kanseri ve karaciger yenilenmesini incelemek igin
hepatotoksik bir model olarak kullanildi. Suda ¢dzliniirliigiiniin ¢ok iyi olmasi, uzun siireli
bir hasar olusturmada kullanilabilmesi, iyilesme paterninin 120 saate kadar olmasi,
subkronik bir tek doz indiikli akut karaciger hasarinda genis bir kullanim yelpazesi,
karaciger fibrozisine neden olan subkronik ve karaciger kanserine neden olan kronik
maruziyette kullanilabilmesi bu mekanizmalarin acgiklanmasinda ¢ok 6nemli bir 6zelliktir.
CCl4 gibi TAA’da hasara neden olan CYP450-aracili biyoaktivasyona ugrayan klasik
sentrilobular (zon 3) hepatotoksindir. TAA ilk once CYP2EI tarafindan TAA-siilfoksit
(TASO) ve ayrica ileri reaktif metabolit olan TA-siilfona (TASO2) metabolize edilir
(Chilakapati ve ark, 2007; Pritchard ve Apte, 2015). TAA-siilfon hiicresel
makromolekiillere baglanir ve nekrotik hiicre Olimiine neden olur. CCl4 ve
asetaminofen'den farkli olarak TAA toksisitesi sirasiyla lipid peroksidasyonuna veya GSH
tilkenmesine bagli gibi goriinmemektedir. Ayrica TAA flavin igeren monooksijenaz enzim
sistemi ile daha az toksik olan bilinmeyen metabolitlere metabolize edilebilir. Bununla
birlikte ¢ok az ¢alismayla sonuglanan bir toksik madde olarak sinirli kullanimi1 nedeniyle,
TAA kaynakli nekrotik hiicre 6liimiinlin kesin mekanizmasi agik degildir. Bu ¢alismalar
karaciger CYP2E1'"1 indiikleyen veya baskilayan tedavilerin veya genetik degisikliklerin,

TAA toksisitesini ve ardindan karaciger rejenerasyonunu etkileyecegini gostermektedir.
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TAA’nin sulu c¢oziciiler i¢inde yiliksek ¢oziniirliigli nedeniyle Dulbecco’nun Fosfat
Tamponlu Tuzlu Coézelti (dPBS), tedavi i¢in arag se¢imidir (Pritchard ve Apte, 2015).

Hayvanlarda kanserojen olduguna dair yeterli kanit yoktur. Tekrarlanan diyet
uygulamasi, farelerde karaciger hiicre tiimorleri ve safra kanali ve karaciger tlimorleri
olusturmustur. Siroz, hem farelerde hem de sicanlarda gozlenmistir (SC GAD, 2014).

Tioacetamide (TAA), kemirgenlerde fibrozis indiiksiyonunda siklikla kullanilan
toksik bir ajandir (Bai ve ark, 2014; Zhang ve ark, 2015; Golan-Gerstl ve ark, 2018)
biyokimyasal ve morfolojik gozlemler sonrast TAA kaynakli deneysel hayvan sirozu insana
yakinlig1 nedeniyle kullanilmaktadir. Bu madde karaciger fibrozisinde geri-doniisiimii, anti-
fibrotik ve dilizenleyici maddelerin denemesi amagl uygun bir hayvan modeli olusturmada
tercih edilmektedir (Bai ve ark, 2014). Fibriller kolljen tip I’ in asirt birikimi fibrotik
ESM’in en ayir1 karakteristigidir (Walraven ve Hinz 2018).
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Sekil 9. Zararli tiyoasetamid (TAA) metabolitlerinin olusumu (Wallace ve ark, 2015).

Zararl tiyoasetamid (TAA) metabolitlerinin olusumu (Sekil 9) ve hepatositler
iizerindeki etkileri i¢in basitlestirilmis bir model: Ilk biyotransformasyon adiminda, TAA,
TAASQ'ya geri doniisiimlii olarak metabolize edilir. Tkinci adiminda, yiiksek oranda reaktif
olan TAASO; olusur. Daha sonra, TAASO; direkt olarak hiicresel proteinler veya lipidler
tizerindeki amin gruplari (R-NH,) ile reaksiyona girerek fonksiyonel bozukluga neden
olabilir. Ek olarak, TAA glutatyon tilkenmesine ve yiiksek seviyelerde reaktif oksijen
tiirlerine (ROS), lipid peroksitlere, sitotoksisite ve mitokondriyal hasara yol acar. Bu olaylar
bir arada, apoptoz, nekroz ve hepatoseliiler karsinom ve kolanjiyokarsinom olusumuna

neden olabilir (Wallace ve ark, 2015).
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2.6.1. TAA ve Toksisite Mekanizmasi

Dolayli olarak hepatotoksin olarak davranan TAA, parenkimal hiicre nekrozuna
sebep olur (Chilakapati ve ark, 2007; SC GAD, 2014).

TAA'nin reaktif metaboliti, TASO2, kovalent olarak, TAA kaynakli hepatotoksik
etkilerden sorumlu olan asetilimidolizisin tiirevlerinin olusumu ile proteinlere baglanir, TA
ayni reaktif ara madde vasitasiyla asetamid de olusturabilir, bununla birlikte, ¢aligmalar,
asetamidin, TAA'dan ¢ok daha biiyiik dozlarda verildiginde bile, TAA ig¢in bildirilenler gibi
hepatik lezyonlar iiretemedigini gostermistir ki (Chilakapati ve ark, 2007), yapilan bazi
calisma sonuglarinda da TAA’nin in vivo metabolizasyonu sonucu olusan kanserojen olan
asetamidin sonrasinda asetata hidrolize oldugu ve yolla TAA'min indiikledigi karaciger
nekrozu, TAA'nin S-okside metabolik doniisiimiinii ve ardindan TAA-S-oksidin karaciger
makromolekiillerine baglanabilen reaktif bir ara maddeye metabolize edilmesini veya
asetamid ve polar Triinlere indirgendigini agiklanmistir. TAA’nin karacigerdeki
biyokimyasal etki Ornekleri, TAA ile muamele edilen siganlarda glikoz-6 fosfat
dehidrogenazin indiiklenmesi ve hepatik karbamil fosfat sentetaz, ornitin transkarbamilaz ve
arginazin aktiviteleriyle {ire iirliniiniin seviyesi diiser. Boylece, TAA karacigerde iire
dongiisiinde belirgin bozukluklara sebep olur. Ayrica, sicanlara uygulanan TAA, 24 saat
sonrasinda karacigerlerden izole edilen mitokondrilerde fonksiyonel rahatsizliklara yol acar
ve mitokondrinin maksimum solunum aktivitesi de diiser, mitokondriyal Ca*" igerigi 6nemli
Olclide artar ve hepatik mitokondriyonlarin Ca®* transport davranist degisir. Sonuglar i¢
mitokondriyal =~ membranlarin  yapisal  degisikliklerinin  gdstergesidir.  TAA'nin
karsinogenezin baslatilma evresindeki potansiyel rolii, riboniikleik asit (RNA) tasima
aktivitesinde karsilik gelen bir artis ile hiicre niikleer zarflarinda niikleosit trifosfat
aktivitesindeki bir artis ile iliskilendirilebilir. Niikleer RNA dizilerinin taginmasindaki

degisiklikler, kanserogenlere erken yanit olarak kabul edilir (SC GAD, 2014).

2.6.2. TAA’nin Immiinotoksisitesi
TAA'min genel immiinotoksisitesi bilinmemekle birlikte, bagisiklik sisteminde

meydana getirdigi degisiklikleri ortaya ¢ikarmak i¢in diger bazi bilesiklerle paralel calistigt
sonucunu destekleyen bazi kanitlar vardir (SC GAD, 2014).
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2.7. Alfa Diiz Kas Aktin (a-SMA)

Bilinen bir¢ok fibrotik hastalikta ortak olan temel hiicre tipi myofibroblasttir.
Myofibroblastlar alfa diiz kas aktin-pozitif (SMA™) fibroblastlardir, bu hiicreler kollajen ve
fibronektin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerini biriktirirler. Fibrotik hastalik durumlari
tipik olarak ilerleyici, anormal derecede yiiksek myofibroblast birikiminin kisir dongiisii ile
tanimlanir. Bu fenomen, organ yapi ve islevini bozan ve nihayetinde yasami tehdit eden
ESM bilesiklerinin birikimine neden olan myofibroblastlarin asir1 artigiyla ilgilidir (Agha ve
ark, 2017).

2.8. Kollajen 1 Alfa

Karaciger fibrozisi, temel olarak a-SMA pozitif HSH'ler/myofibroblastlar tarafindan
tiretilen ESM birikiminden kaynaklanir ve kollajen, fibrozis derecesini yansitan hassas bir

indekstir (Cao ve ark, 2018).

2.9. Pikro Sirius Kirmizisi

Karaciger fibrozisi 6zgiin histokimyasal boyalar kullanilarak doku seviyesinde
degerlendirilir. Bu boyamalarla saglikli karacigerde bulunan kollajenin varligi tespit
edilebildigi gibi, anormal sekilde biriktirilmis kollajen miktar1 da tespit edilebilir. Kolajen
lifleri rutin hematoksilen ve eozin boyamasiyla dahil, siniizoidler boyunca veya bag dokusu
septalarinda amorf pembe bantlasmalar goriiniimiindedir. Kollajen i¢in 6zel boyalar
arasinda sunlar1 gosterebilirizz Rutin boyamalarda en sik kullanilan Masson trikrom
(kollajenler yesil boyanir); kirmizi boyanmanin artan yogunlugunun siirekli bir kollajen
birikimi yansittigt ve kronik hepatitte son kollabe olan ve onceden var olan fibrozis
ayrimina yardimci oldugu boyama van Gieson (kollajen kirmizi boyanir); Mallory-Denk
cisimlerini (mavi veya kirmizi) ve megamitokondriyi (kirmizi) boyayan kromotrop anilin
mavisi (kolajenler koyu mavi boyanir); fast-green olan veya olmayan Pikro sirius kirmizisi
(kolajen kirmizi renk alirken, fast-green kollajen olmayan proteinleri boyar), bu
morfometrik goriintli analizleri i¢in en dogru boyamadir. Pikro sirius kirmizisi boyasi ile
kollajen kirmizi boyanirken ayn1 zamanda parankim sar1 boyanir, ayn1 zamanda pikro sirius

kirmizis1 boyasi hematoksilen-eozin boyamasinda kolayca goriilmeyen periselliiler ve
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sinlizoidal fibrozisi de ortaya cikarir (Lackner ve Tiniakos, 2019). Dokulardaki kollajenin
miktar tayini i¢in yaygin olarak kullanilan giiclii bir anyonik boyadir (Lei ve ark, 2019).
Sirius red boyanmasi, TAA’nin, sicanlarda belirgin karaciger fibrozisi olusturdugunu

gostermistir.

2.10. Serum ALT AST

TAA’in uzun donem intraperitoneal enjeksiyonu sonrasi gozlemlenen hepatosit
hasar1 serum ALT ve AST degerlerinin keskin bir sekilde yiikselmesine ve bu kronik siirecte
oksidatif stres kaynakli patolojik baslangica neden oldu.

Serum ALT ve AST karaciger fonksiyonunun giivenilir belirtecleridir, hepatosit
hasar1 hiicre gegirgenligini degistirerek karaciger islev bozuklugu ve karaciger nekrozis ve
inflamasyonun karakteristigini gosteren AST ALT proteinlerinin seruma sizmasina neden

olur (Sun ve ark, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Diizenegi

3.1.1. Hayvanlarin bakim

Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu (YUDHEK) 01.06.2018
toplant1 tarihli 668 karar no ile etik onay alinan bu ¢alismada 49 adet, 180-200 gram
agirhginda erkek Sprague dawley sican kullanildi.

Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuarinda 12 saat ad
libitum standart rat yemi ile beslenildi ve i¢me suyu olarak musluk suyu kullanildi. Haftalik

olarak agirliklart KERN marka terazide kaydedildi.

Deney Oncesi, siganlarin isaretlemeleri yapilarak alt1 grup olusturuldu: Kontrol (n:8),
sham (n:8), TAA (150 mg/kg ip 12 hafta, haftada iic kez TAA), TAA+SDKMKH (12 hafta,
haftada ii¢ kez TAA, 12. Haftada 3x10°® SDKMKH infiizyonu), TAA+SDKMKH (BA) (12
hafta, haftada ii¢c kez TAA, 12. Haftada 3x10° SDKMKH (BA) inflizyonu),
TAA+SDKMKH (NaB) (12 hafta, haftada ii¢ kez TAA, 12. Haftada 3x10° SDKMKH
(NaB) inflizyonu) (Tablo 2) (Sekil 10).

rrrrrrrrrengd [

Sekil 10. Deney diizenegi.
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Tablo 2. Gruplarin diizenlenisi.

Grup No Grup Ad Uygulama  12. hafta 16. hafta

12 hafta

1 Kontrol (n=8) Higbir Sakrifikasyon
uygulama
yok

2 Sham (Sh) (n=8) Haftada t¢ (500 upl dPBS) Sakrifikasyon
kez kuyruk veninden.
(Pazartesi,
Carsamba,
Cuma) ip, 1
ml dPBS

3 Tiyoasetamid (TAA) (n=8) Haftada ii¢ Sakrifikasyon
kez
(Pazartesi,
Carsamba,
Cuma) ip
150 mg/kg
TAA.

4 TAA+SDKMKH (n=8) Haftada iic 3x10°SDKMKH  Sakrifikasyon
kez (500 pl dPBS
(Pazartesi, icinde)  kuyruk
Carsamba, veni inflizyonu
Cuma)
ip 150
mag/kg
TAA.

5 TAA+SDKMKH+BA (n=8) Haftada ii¢c BA ile muamele Sakrifikasyon
kez edilmis
(Pazartesi,  3x10°SDKMKH
Carsamba, (500 pul dPBS
Cuma) icinde)  kuyruk
ip 150 veni inflizyonu
mg/kg
TAA.

6 TAA+SDKMKH+NaB (n=8) Haftada ¢ NaB ile muamele Sakrifikasyon
kez edilmis
(Pazartesi,  3x10°SDKMKH
Carsamba, (500 pl dPBS
Cuma) icinde)  kuyruk
ip 150 veni infiizyonu
mg/kg
TAA.
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Resim 5. Deney hayvanlari arastirma laboratuvarinda hayvan izlem asamalari.

3.1.2. Tiyoasetamid (TAA) Uygulama

Calismamizda 150 mg/kg TAA (thioacetamide, 163678-25G) (Wallace ve ark, 2015)
TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB) grubundaki ratlara
haftada ii¢ giin (pazartesi, ¢arsamba, cuma) olmak {izere on iki hafta intraperitoneal olarak
uygulandi. TAA karanlik ortamda, hassas terazide (SHIMADZU, AUW220D) 150 mg/kg
olarak tartilip, alliminyum folyo ile sarili olarak c¢eker ocak iginde steril dPBS ile
¢ozdiiriildi, 0.20 ul siizgeg’ den (Minisart 16534, sartorius stedim biotech) gegirildi, insiilin
enjektorii ile 1 ml icinde olacak sekilde hazirlanma asamasinin bir saat sonrasinda,
intraperitoneal olarak verildi. Sham grubundaki si¢anlara ise steril dPBS 1 ml olacak sekilde

intraperitoneal olarak uygulandi.
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Resim 6. TAA uygulanmasinda dikkat edilen hususlar

3.2. Materyal Metod

3.2.1. insan Siinnet Derisinden Kok Hiicre izolasyonu

Stinnet deri dokusu %2 Fetal Bovine Serum (gibco, FBS, 10270), iceren PBS de
yikama islemine alindi. Dokudan kanin uzaklastirilmasi ve doku biitiinliigiiniin bozularak
hiicrelerin ag¢iga c¢ikmast igin deri {lizerine bistiiri ile vurularak parcalandi. Dokunun
blytikliigiine gore 2 adet 100’liik petri kab1 kullanildi. Doku pargaciklar1 yikama isleminden
sonra petri kaplara alinarak tizerine 5 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) low
glukoz, %10 FBS %1 penisilin stretomisin Amfoterisin (PSA) eklendi. Deri dokusuna
bistiiri ile vurarak ¢ok kiigiik parcalara ayristirma islemi tekrarlandi. Uzerine 10 ml DMEM
low glucose, %10 FBS %1 PSA iceren besiyeri eklendi. Inkiibatorde 37 °C, %5 CO,’de 5
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gilin (pazartesi-cuma) inkiibe edildi. 5. Giin de besiyeri pipet ile ¢ekilip 1300 rpm de 5
dakika santrifiij edildi, hiicre pelleti taze hazirlanmis 10 ml besiyerinde resiispanse edilip
petri kap i¢indeki deri parcaciklari tlizerine tekrar aktarildi. Bu sekilde iki giin daha inkiibe
edildi ve sonrasinda besiyeri ¢ekilip degistirildi ve %80 konfluense ulagtiginda T75 flasklara

aktarilarak kulture alindi.

Resim 7. Insan siinnet derisinden kdk hiicre izolasyonu

3.2.2. Hiicre Cozme

Art1 bir derecede muhafaza edilen Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(gibco, catalog number 31885023) (1X, 1g/L D-Glucose, L-Glutamine, pyruvate), su
banyosunda (stuart, SBS40) (37°C) bekletildi. Microbiological Safety Cabinet Il (ESCO
Class II Biohazard Safety Cabinet Type A2) calistirildi. Yaklasik 10 dakika sonra DMEM
su banyosundan ¢ikarilip %70 alkol ile silinip kabin i¢ine alindu.

Onceden alikotlanan %10 Fetal Bovine Serum (gibco, FBS, 10270), %1 Penicillin,
Streptomisin, Amphotericin (PSA, gibco REF15070-063, (100 mL)) ile besiyeri (complete
medium) hazirlandi. 15 ml’lik falkon icine 9 ml hazirlana besierinden konuldu. Bu

asamadan sonra likit nitrojen iginden -80 °C’ ye alinan kriyovial i¢indeki hiicreler 1 dakika
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kadar 37 °C’ lik su banyosunda bekletilip hizla kabin igine alindi, buz kiitlesinin eridigi
gozlemlendikten sonra ¢oziilen h.ler bekletmeksizin i¢cinde 9 ml besiyeri bulunan falkona
konulup, 1300 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi, pellet olusumu gozlendi, siipernatant
dokiiliip hiicreler 1 ml besiyeri ile resiispanse edildi, T25’lik flaska 4 ml medium eklendi ve
lizerine reslispanse edilen 1 ml icindeki hiicreler eklendi, flask inkiibatére (NUAIRE)
yerlestirildi.

Hiicreler ertesi giin Nikon ECLIPSE TS100 marka ve model invert mikroskopta
gozlemlendi. Gozlem sonucu Siinnet derisi kokenli mezenkimal hiicrelerin (SDKMH) flask

ylizeyine tutunmaya bagladiklar1 gozlemlendi (ZEISS, AX10).

3.2.3. Pasaj

T25 flask

T75 flask

15 ml falkon

%0.25 Trypsin/EDTA (1X) (gibco)

DPBS (gibco 1X, CaCl2-MgCI2 (-), 500 mL(REF 14190-094))

Serolojik pipetler; 5 ml, 10 ml...

T25 flaskta bulunan hiicrelerin yaklagik %80 konfluens oldugu goézlemlendi. Kabin
hazirliklar1 yapildiktan sonra hiicreler inkiibatorden kabin ig¢ine alindi. Flask igindeki
besiyeri atildi, 2 ml DPBS eklenip flask ylizeyi temizlendi, sonrasinda 1.5 ml %0.25
Trypsin/EDTA eklendi, inkiibatore kaldirilan flask 4 dakika sonrasinda alindi. Invert
mikroskop altinda hiicrelerin yiizeyden kalkip kalkmadiklar1 takip edildi, asili haldeki
hiicreler iizerine 1.5 ml besiyeri eklendi. Pipet ile 15 ml falkon i¢ine aktarildiktan sonra
1300 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 pellet 1 ml besiyeri ile resilispanse
edildi ve 1 ml iginden 10 mikrolitre alinip hemositometri (heamocytometer) ile sayim
yapildi. 350.000 hiicre sayildi ve bu 1 ml, i¢inde 13 ml besiyeri bulunan T75’ lik flaska
ekildi. Inkiibatére kaldirildi.
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3.2.4. Hiicre Dondurma

T75 ve T150’lik flasklardaki hiicreler invert (ters) mikroskop altinda gdzlemlendi,
%70-80 konfluense ulastiklart gozlemlendi. Kabin i¢i hazirliklart yapildi. Trypsin ile
kaldirilan hiicreler 1300 rpm de santrifiij edildikten sonra DMEM Low ile resiispanse edilip
hemositometri ile sayildi. Sayim sonucu bir kriyovialde 1x106 hiicre olacak sekilde
reslispanse edilip 1 ml media + hiicre kriyoviale alinip {izerine 100 mikrolitre DMSO ilave
edilip etiketlendikten sonra Mr. Frosty iginde -80 °C’ye kaldirildi, 4h sonra frosty den alinip
mentese kapakli kriyovial kutular iginde -196 °C likit nitrojene birakildi.

Resim 8. Insan siinnet derisinden kk hiicre dondurma islemi

3.2.5. Cizik-Kazima Deneyi (Scratch Assay)

Scratch Assay deneyinde NC (negatif kontrol) i¢in PS5 deki SDKMKH?” ler kullanild,
T75 flaskda tutunan SDKMKH’ ler, inkiibatrden (MEMMERT 11500386) alinip
mikroskop altinda %80-90 konfluense ulastiklar1 gdzlemlendi. Kabin i¢i hazirliklar
yapildiktan sonra trypsin EDTA ile yaklasik dort dakika muamele edildikten sonra hiicreler
toplanip santrifiij edildi, Thoma lami ile sayim yapildiktan sonra 6 kuyucuklu plate de
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250x103-500x10%-750x10° olacak sekilde isaretleme yapildi. 2 ml icinde 1620x10° hiicre
sayimi yapildi, 250x10° i¢in 0.30 ml, 500x10° icin 0.60, 750x10° icin 0.90 ml 2 ml i¢inde
1620x10° icinden cekilip iizerine 1700, 1400, 1100 ml DMEM low %10 FBS, %1 PSA
iceren besiyeri eklendi. Cok hafifge karigtirilip mikroskop altinda gozlemlendikten sonra %5
COZ, 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonrasinda 250x10° hiicre ekimi
yapilan kuyucukta %70-80 konfluens gézlemlendi, biyogiivenlik II kabin i¢inde scratch i¢in
bu kuyucuktaki besiyeri ¢ekilip kuyucugun duvarindan pipet ile dPBS yavasca eklenip 10
ul’lik mikropipet tipi ile kuyucuk tam ortadan ¢izildi, tekrar dPBS ile yavas¢a yikama
yapilip 3 ml besiyeri eklendi. 3 ml besiyeri i¢inde kuyucuga tutunmus hiicreler LCI (Canlt
Hiicre Goriintiileme Sistemi, 11001402, Olympus STC) cihazina yerlestirildi. 72 saat
gozlem altinda tutulup ¢izginin kapanma siireci gézlemlendi.

250x10° hiicre ekimi gerseklestirildi, inkiibatdre birakildi, ertesi giin 24 saatlik MTS
sonucu elde edilen deger 10 ng BA/NAB uygulamasi i¢in hesaplamalar yapildi. 5000 hiicre
icin 10 pg bor bilesiklert kullanilmasti, 250x10° hiicre i¢in 500 ug bor bilesigi hesaplandi,
deney 6 kuyucuklu platede 2 tekrarli yapildigi i¢in 1 mg BA ve NAB ayr1 ayri tartilip 4 ml
besiyeri i¢inde vortekslendi. 0.20 pm’lik filterdan gegirilip kullanildi. Fazla hazirlanip

stizme islemi esnasinda yasanacak kayip dnlemi alindu.
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Resim 9. Scratch deneyinin agsamalarinin gosterimi

BA ve NAB hesaplanan miktarda 50 ml falkonda hassas terazide tartilip iizerine
besiyeri eklenip vortekste ¢ozdiiriildi. Biyogiivenlik kabin II i¢inde 0.20 pl filterdan
gecirildi. 6 well platede 24 saat dncesinden ekimi yapilan 250x10° FSMSC iizerindeki
besiyeri ¢ekildi, DPBS ile yikama esnasinda 10 pl’lik pipet ucuyla boydan boya ¢izildi, bu
islem sonrasinda DPBS wellden ¢ekilip iizerine hazirlanan besiyeri eklendi. Sonrasinda LCI

cihaz1 72 saat i¢in ayarlanip izleme birakildi, her ii¢ dakikada bir fotograf alind1.

3.2.6. Akis Sitometri (Flow Cytometry)

ab82434 CD14
ab27332 CD31
ab18227 CD34
sc70686 CD45
ab157335 CD73
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ab95700 CD90

ab53321 CD105

NC

T75 flask’da tutunan SDKMKH’leri, biyogiivenlik II kabin i¢inde trypsin EDTA ile
kaldirilip pellet haline getirildi. Sayim isleminden sonra 1.5x10° hiicre ile calisildi.
Oncesinde -20 °C’ de alikotlanmis %2 lik Paraformaldehit (PFA) su banyosuna birakildi. 15
ml’lik falkon icindeki pellet 1 ml %2’lik PFA ile resilispanse edilip 1.5 ml’lik eppendorf
tiipiine alind1. +4 °C” de 30 dakika fikse edildi. Sonrasinda 1300 rpm’de 5 dakika santrifiije
birakildi. Siipernatant atilip pellet 1ml dpbs ile ¢ozdiiriiliip 15°lik falkona alinip tizerine
toplamda 8 ml olacak sekilde DPBS eklendi. 8 ayr1 1.5 ml’lik eppendorflara (ab82434
CD14, ab27332 CD31, ab18227 CD34, sc70686 CD45, ab157335 CD73, ab95700 CD90,
ab53321 CD105, NC etiketli) 1 ml olacak sekilde pipetlendi. Tekrar 1300 rpm de 5 dakika
santrifiij edildi ve sonrasinda eppendorf icindeki siipernatant atilip pellet lizerine 100 pl
DPBS (gibco 1X, CaCl,-MgCl; (-), 500 mL (REF 14190-094)) eklenip resiispanse edildi,
sonrasinda 7 eppendorf tiipline her bir CD antibody den farkli farkli olacak sekilde 10 pl
eklendi, pipetaj yapildi ve 8. negatif kontrol (NC) eppendorf tiipiine 100 ul DPBS eklenip
+4 °C’ de 1 h bekletildi. +4 °C’ den alinan eppendorf tiiplere 1 ml dPBS pipetlenip 1300 rpm
5 dak santrifiij edildi. Siipernatant atilip pellet 500 ul dPBS ile resiispanse edildi. (PFA ile
fiksasyon yapildigi i¢in 30 giin dahi +4°C’ de bekletebilir). Flowcytometry cihazinda
(BDFACS Calibur) okutma yapildu.

3.2.7. MTS

MTS (MTS Reagent Powder, CellTiter 96 AQueous, PROMEGA, Lot 0000212858)
50 ml falkona, karanlik ortamda, hassas terazide (SHIMADZU AUW220D Uni Bloc) 42 mg
tartildi, lizerine 21 ml PBS eklendi, ¢ozdiiriildii. 2,016 mg Phenazine methosulfate (PMS
CAS 299-11-6 SANTA CRUZ) 15 ml falkona, karanlik ortamda, hassas terazide tartilip
tizerine 2ml PBS eklenerek ¢ozdiiriildii, 50 ml falkon icindeki MTS i¢ine aktarilip
karistirildi ve 0,22 pl filterdan gecirildi. Aliiminyum folyo ile saril1 1,5 ml eppendorf tiiplere

1 ml karisim konularak -20 °C’ de kullanilmak {izere muhafaza edildi.
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BA i¢in 9*4 (tekrar)=36 well (96 well plate), NAB i¢in 9*4 (tekrar)=36 well (96
well plate) olacak sekilde hesaplandi.

36+36+32=104x3=312 WELL= 350 WELL olarak hesaplama yapildi.

2 adet T75 P5 olan hiicreler kaldirilip Life Technologies Countess 11 Automated Cell
Counter ile sayim yapildi. 5 pl Trypan blue, 5 ul hiicre siispansiyonu eppendorf tiip iginde
pipetaj yapilip Countess slide kuyucuklarina 10 pl karisim konularak cihazda sayim islemi
yapildi. 1 well 100 pl ve 5000 hiicre=350%5000=1750000 hiicre=35 ml i¢inde resiispanse
edildi. Her bir kuyucuga ¢oklu pipetle 100 ul dagitild.

Ik giin 24, 48 ve 72 saat olmak iizere her madde icin ii¢ adet 96 well platede hiicre
ekimi yapildi. Ertesi giin (24 saat sonrasi) kuyucuklarda hiicreler gézlemlendi, sonrasinda
100 pl media (complete DMEM Low) ¢ekildi.

NAB ve BA 1,5 mg tartilip iizerine 1,5 ml media eklendi ve vortekste ¢ozdiiriildii
(VORTEX-GENIE, K-550-GE), ardindan 0,22 pl filterdan gegirildi. Hesaplanan oranlarda
her bir kuyucuk i¢in ayr1 eppendorflara hazirlanip isaretlendi ve iginden medyasi1 ¢ektirilen
kuyucuklara bu eppendorlardan 100 pl pipetle alinip eklendi. 24 h sonrasi ilaghh media
¢ekildi. Cekme isleminden hemen once PBS/Glucose ¢ozeltisi hazirlandi, 4,5 g glucose /L
DPBS olacak sekilde hazirlanip 0,2 pl filterdan siiziildii. BA ve NAB 24 saat okutmasi i¢in
taze hazirlanip uygulandi. 120 kuyucuk i¢in 100 pl 12000 pl =12 ml

12*10/100=1,2 ml MTS soliisyonu, 12-1,2=10,800 ml pbs/glucose karanlik ortamda
miks edildi. Karisim biyogiivenlik kabin II i¢inde petri kaba aktarilip, her bir kuyucuga
coklu pipet ile 100 pl eklendi, ekleme saati plate lizerine not edildi ve plate aliiminyum
folyo ile sarili olarak inkiibatore yerlestirildi. 1 saat sonrasinda BIO-TEK ELx800 cihazinda
okutma yapildi. 48 ve 72 saat sonrasi i¢inde ayn1 uygulamalar gerceklestirildi. Deney ii¢ kez

tekrarlandi.

Tablo 3. Ba ve NaB’nin deneysel planlanmasi

BA-NaB 24h/48h/72h

NC 5 10 20 30 50 100 200 300 (ug/ml)
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
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Resim 10. BA ve NaB’nin MTS degerlendirilmesi

MTS Sonuglarinin degerlendirilmesinde 24 saatlik MTS sonucu 10 degerlendirmeye
alindi. MTS de 96 well platede calisildi. Herbir kuyucuga 5000 hiicre ekimi yapildi. 5000
hiicre 100 pl DMEM Low %10 FBS %1 PSA igeren medyada ekildi.

3.2.8. Farkhilastirma deneyleri

Oncesinde hiicre ekimi yapildi ve ertesi giin taze hazirlanan 50 ml 5X farklilastirma

besiyerleri (Demirci ve ark, 2014; Dogan ve ark, 2014) ekleme islemi yapildi.
3.2.8.1. Kondrogenik farkhlastirma

T75 flasktaki P6 SDKMKH’ leri Biyogiivenlik II kabin (Bio Giivenlik Kabini,
11700301, Heal Force) iginde Trypsin EDTA ile kaldirilip santrifiij edildi. Pellet, besiyeri
ile 50 pl de 200x10? hiicre olacak sekilde resiispanse edildi. 3 tekrarli bir deney diizenlendi.
6 kuyucuk plate de 3 kuyucuk kondrojenik farklilastirma icin kullanildi. Isaretlenen iic
kuyucugun ortasma gelecek sekilde 50 ul i¢indeki 200x10° hiicre pipet ile damla seklinde

53



birakildi. Inkiibatore kaldirildi. 3 saat sonrasinda kuyucuk ortasindaki damla dagitilmadan 2
ml DMEM low besiyeri kuyucuk duvarundan yavasca eklendi, inkiibatore birakildi. Ertesi
giin invert mikroskop altinda gozlemlendiginde nokta bi¢ciminde olan hiicre toplulugunun
etrafa dogru yayilmalara baslandigi gozlemlendi, kabin iginde, kuyucuklardaki besiyeri
cekilip atik kutusuna atildi. Hazirlanan kondrojenik farklilagtirma besiyeri her bir kuyucuga
2 ml olacak sekilde eklenip inkiibatdre kaldirildi ve her 2 ile 3 gilinde bir farklilagtirma
besiyeri degisimi yapildi.

Tablo 4. Kondrojenik farklilagtirma hazirlik agamasi

Kondrogenik farkhilastirma

Madde Miktar Hazirlama

ITS (Insulin-transferrin-
selenium) (REF 41400- %1
045, LOT 1492253, gibco)

50 ml 5X stok soliisyon i¢in 2.5 ml ITS alinip stok soliisyona

eklendi (hazir soliisyon, bu nedenle direkt icinden alind1).

50 ml 5X stok soliisyon i¢in 250 mg hassas terazide

Bovine serum albiimin (SHIMADZU AUW220D Uni Bloc) Bovine serum albiimin
(A9418-10G, Pcode: 1 mg/mL tartildi. 50 ml falkon igine 10 ml DMEM low %10 FBS, %1
1002591744, SIGMA) PSA igeren besiyeri konulup tartilan BSA icine az az

dokiilerek eklendi ve falkon yavasca sallanarak ¢ozdiirildii.
50 ml 5X stok soliisyon i¢in 2500 ng=2.5 ng TGF-Beta-1
TGF-Beta-1 10 ng/mL
stok soliisyona eklendi.
50 ml 5X stok soliisyon i¢in 14x50=700x5X=3500 ug
hesaplandi.
Askorbik asit (L-Ascorbic 14 pg/mL. 1mikrolitrede 8 mikrogram var ve bu deney i¢in 3500
acid, Pcode: 1001670429, (hazir stok  mikrograma ihtiyag var=
A4544-100G, SIGMA) 8 nug/ul) 8 ug ul
3500 pg igin stoktan 437.5 pl alinip direkt olarak stoklanan
50 ml besiyeri i¢ine konuldu.

Dexamethasone (D1756- 3.2 mg 3.2 ml absolute alkol iginde ¢6ziildii, 2.5 milimol

-7
100MG, BCBV3214, i/(I)OLAR (mM) soliisyon hazirlandi, 10 ul alinarak stok soliisyona
SIGMA) () eklendi.

50 ml 5X stok soliisyon i¢in 1250 pg linoleik asit hassas
Linoleic acid, Code: terazide 50 ml falkon i¢inde tartildi. 50 ml iginden 50 ml lik
215040050, CAS 60-33-3, 5 ug/mL falkona i¢indeki 1250 pg linoleik asit tizerine 10 ml besiyeri
Cole Parmer) eklenip vorteksle ¢ozdiiriildii, 0.20 pm filterdan siiziiliip 50

ml falkon i¢indeki farklilastirma besiyerine aktarildi.
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Tablo 5. Kondrogenik farklilastirmada kullanilan kimyasallar ve miktarlarinin gésterimi

Kondrogenik farkhlastirma kimyasallar: ve miktarlari

ITS (Insulin-transferrin-selenium) %1

Insan serum albumin 1 mg/ml
TGF-Beta-1 10 ng/ml
Askorbik asit 14 pg/ml
Dekzametazon 107 molar
Linoleik asit 5 pg/ml

Alcian blue ile boyama i¢in kondrojenik farklilagtirmanin invert mikroskop altinda
gozlemlenmesinden sonra, inkiibatorden kabin i¢ine alman 6 kuyucuklu platedeki
kondrojenik farklilasmaya ugrayan hiicrelerin besiyerleri ¢ekildi. Steril dPBS ile kuyucuk
duvarindan yavasga yikama yapildi. Yikama soliisyonu da gekildikten sonra %4’ liik
paraformaldehit (PFA) 2ml olacak sekilde kuyucuklara eklendi ve hiicrelerin fiksasyonu
i¢in 45 dakika +4 °C de bekletildi.

Fiksasyon sonrasi fiksatif ¢ekildi ve kuyucuktaki hiicreler dH,O ile yikandi ve her
bir kuyucuga hazir Alcian blue boya soliisyonundan 2 ml konuldu, 30 dakika bekletildi,
sonrasinda 3 kez dH,O ile yikama yapildi, yikama soliisyonu durulanana kadar say1
arttirtlabilir. Bu islemden sonra kuyucuklara 2 ml dH2O eklenerek farklilasma deneyi igin

fotograf ¢ekimi yapildi.
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Resim 12. Farklilastirma deneyi goriintiileme
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3.2.8.2. Adipogenik farkhilastirma

T75 flasktaki P6 SDKMKH’leri Biyogiivenlik IT kabin (Heal Force) i¢inde Trypsin
EDTA ile kaldirilip santrifiij edildi. Pellet, 2 ml besiyeri (HIGH-DMEM besiyeri) iginde

100x10° hiicre olacak sekilde resiispanse edildi. 3 farkli kuyucuga 2 ml iginde 100x10°

hiicre ekimi yapildi.

Inkiibatére kaldirildi. Ertesi giin kabin i¢inde, kuyucuklardaki besiyeri gekilip atik

kutusuna atildi. Hazirlanan adipojenik farklilagtirma besiyeri her bir kuyucuga 2 ml olacak

sekilde eklenip inkiibatdre kaldirildi ve her 2 ile 3 giinde bir farklilagtirma besiyeri degisimi

yapildi.

Tablo 6. Adipojenik farklilagtirma deneyi

Adipogenik Farkhilastirma

Madde Miktar Hazirlama
50 ml 5X stok soliisyon i¢in 3.2 mg, 3.2
ml absolute alkol i¢inde ¢6ziildi, 2.5
Dexamethasone (D1756-100MG, o
milimol (mM) soliisyon hazirlandi, 50
BCBV3214, SIGMA) (392.46 Molecular 0.5 pmolar ]
ight) pl alinarak stok soliisyona eklendi. Stok
wei
g soliisyon 0.20 pm filterdan gegirildi.
IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine, Lot: 27.75 mg IBMX, 112.6 ml DMSO da
2697736, Cat: 410957-1GM, Calbiochem) 0.5 mmolar ¢oziildii, 500mM soliisyon hazirlands,
(molecular weight 222.24) 50 pl alinip 50 ml besiyerine eklendi.
50 ml 5X stok soliisyon i¢in
. ) 4472.5 pg Indomethacin hassas terazide
Indomethacin (Indomethacin, LOT: .
50ml falkon iginde tartildi, 10 ml
10166428, A19910, AlfaAesar) (molecular 50 pmolar L i
. besiyeri eklenip vorteksle ¢ozdiiriildii,
weight 357.8)
0.20 pm filterdan siiziiliip 50ml falkon
icindeki farklilagtirma besiyerine
aktarildi.
10516-5ML
Insulin solution from bovine ) )
Img insiilin /1ml stok soliisyon
Lot SLBM5132V SIGMA
) ) hazirland,
200 ng/ml insiilin taze olarak farklilagnrma 200 ng/ml .
L . L 1ml 200ng 10 ml 2000ng=2mikrogram
besiyerine eklendi. insiilin

6 well de 1 welle 100 000 hiicre olacak
sekilde ekim yapildi, yag dropletleri

goriildiigiinde oil red o ile boyama yapildi.

gerekiyor stok 10 ml soliisyon igin,
Imikrolitre Img/ml stoktan al
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Oil Red O (ORO) boyamada, adipogenik farklilasmis hiicreler, oda sicakliginda 1 ml
%4’liik PFA ile 45 dakika fikse edildi. Fiksasyon sonrasi iki kez 1-1,5 ml PBS ile yikama
islemi yapildi. 50 ml falkon i¢indeki ddH,O filterdan gegcirilerek hazirlandi. Aliiminyum
folyo ile sarilt stok soliisyon hazirligi: 0,5 g ORO (Oil Red O, SIGMA ALDRICH, 00625-
25G) hassas terazide tartilip, 100 ml isopropanol alkol (24137, SIGMA-ALDRICH) iginde
¢oziildii, 0,45 pm filterdan gegirilip, boyama 6ncesi 10 dakika bekletildi.

3:2 oraninda ORO: ddH;0 ile karistirilip tekrar 10 dakika bekletildi.

I ml oil red o fikse edilen 6 well’in her bir kuyucugundaki hiicrelerin iizerine
pipetlendi. Oda sicakliginda, hafif olarak boyanin tiim yilizeye ulagmasi i¢in ¢alkalama
cihaz1 tizerinde (shaker) (heidolph TITRAMAX 100) tutuldu, 15 dakikada bir invert
mikroskopaltinda gozlemlendi.

Boyanma gergeklestiginde ddH20O ile yikama yapildi, lizerini kaplayacak sekilde
ddH20 eklenip invert mikroskopta gozlemlendi. Hiicre stoplazmasinda yag damlalar

gozlemlendi.

Tablo 7. Adipojenik farklilastirmada kullanilan kimyasallar ve miktarlar

Adipojenik farkhlastirma kimyasallar1 ve miktarlar

Dekzametazon 0.5 pmolar
IBMX 0.5 mmolar
Indometazin 50 pmolar
insiilin (10516-5ML 200 ng/ml

Insulin solution from bovine

Lot SLBM5132V SIGMA)
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Resim 13. Adipojenik farklilagtirmada Oil Red O boyama gosterimi

3.2.8.3. Osteogenik farkhilastirma

T75 flasktaki P6 SDKMKH’leri Biyogiivenlik II kabin (Heal Force) iginde Trypsin
EDTA ile kaldirlip santrifiij edildi. Pellet besiyeri 2 ml iginde 50x10° hiicre olacak sekilde
resiispanse edildi. 3 farkli kuyucuga 2 ml i¢inde 50x10° hiicre ekimi yapildi.

Inkiibatére kaldirildi. Ertesi giin kabin i¢inde, kuyucuklardaki besiyeri gekilip atik
kutusuna atildi. Hazirlanan osteojenik farklilagtirma besiyeri her bir kuyucuga 2 ml olacak
sekilde eklenip inkiibatore kaldirildi ve her 2 ile 3 gilinde bir farklilagtirma besiyeri degisimi
yapildi.
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Tablo 8. Osteojenik farklilagtirma

Osteogenik Farkhlastirma

Madde Miktar Hazirlama
50 ml 5X stok soliisyon i¢in:
Dexamethasone (D1756-100MG, 3,2 mg 3,2 ml absolute alkol i¢inde ¢6ziildi, 2,5
BCBV3214, SIGMA, molecular 0.lumolar  milimol (mM) soliisyon hazirlandi, 10 pl alinarak
weight 392.46) stok soliisyona eklendi.
50 ml 5X stok soliisyon igin: 108,2x5X=541 mg (10
B-Glycerophosphate ml) gliserofosfat hassas terazide 50 ml falkon i¢inde
(B-Glycerophosphate disodium tartildi. 50 ml besiyeri stogu iginden 50 ml’ lik
salt hydrate, sc-220452A, 10 mmolar  falkona 10 ml besiyeri eklenip vorteksle ¢ozdiiriildi,
ChemCruz) 0,20 um filterdan siiziiliip 50 ml i¢indeki
216,04 Molecular weight) farklilagtirma besiyerine aktarildi.
50 ml 5X stok soliisyon i¢in: 2201,5 pg hesaplandi.
Askorbik asit (L-Ascorbic acid, Imikrolitrede 8 mikrogram var ve bu deney i¢in
2201,5 mikrograma ihtiyag var=
Pcode: 1001670429, A4544- 50 pumolar

8 ng/ul

100G, SIGMA
) 2201.5 pg icin stoktan 275,2 puL alinip direkt olarak

stoklanan 50 ml besiyeri i¢ine konuldu.

Tablo 9. Osteojenik farklilastirmada kullanilan kimyasallar ve miktarlarinin gésterimi

Osteogenik farkhilastirma kimyasallar1 ve miktarlar:

Dekzametazon 0,1 umolar
Betagliserofosfat 10 mmolar
Askorbik asit 50 pmolar

Von kossa Boyama; Von Kossa Method for Calcium Kit (24633), Polysciences Inc,
Cat# 24633A Silver Nitrate Solution, Cat#24633B Sodium Thiosulphate Solution,
Cat#24633C NFR Counterstain Solution.

Farklilagmas1 beklenen 6 kuyucuklu platedeki hiicreler 45 dakika %4’liik PFA ile
fikse edildi. Fiksasyon islemi sonrasi hiicre ekili kuyucuklar iki kez dPBS ile yikandi. Kit
icinde bulunan %3’liikk Giimiis Nitrat soliisyonundan 1,5 ml bu kuyucuklara pipetlendi. UV
15181 altinda 60 dakika siire i¢inde giimiis nitrat ¢ozeltisini emen kalsiyum minerallerinin
koyulastig1 gozlemlendi.
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Ug kez ddH,0 ile yikama yapildi.

%S5’lik sodyum tiyosiilfat soliisyonundan 1,5 ml kuyucuklara pipetlendi ve 2 dakika
sonrasinda {li¢ kez ddH,O ile yikama yapildi. 1,5 ml Nuclear Fast Red eklendi ve 5 dakika
bekletildi, sonrasinda yikama yapildi ve son olarak da kuyucuklara 1,5 ml ddH,O pipetlenip

invert mikroskop altinda gozlemlendi.

Resim 14. Von Kossa boyama

3.3. Protein Eldesi, BCA Protein Deneyi ve Western Blotting
3.3.1. Protein Eldesi

Disseksiyon sirasinda once likit nitrojen igine alinan sonrasinda 2 ml’lik eppendorf
tiipler iginde -80°C de dolaba kaldirilan karaciger dokular1 kuru buz iizerinde tartim cihazi

yanina alindi. Kuru buz {izerinde bistiiri ile trimlenen dokular hassas terazide 0,1 gram
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olacak sekilde ayr1 ayr tartildi. Farkli doku trimlenecegi esnada alkol ile tartim kabi ve
bistiiri ve pens silinerek igsleme devam edildi.

0,1 gram dokular 2 mI’lik eppendorf tiipler i¢inde kuru buzun iizerinde birakilmaya
devam edildi. Bu islemden sonra Chem Cruz RIPA Lysis Buffer System VIAL 1: RIPA
Lysis Buffer (1 ml ise), VIAL 2:200 Mm PMSF in DMSO (10 nl), VIAL 3: Protease
inhibitér coctail in DMSO (10 pl), VIAL 4: 100 Mm Sodium Orthovanadate in water (10
ul) hazirlandi.

0,1 gram doku i¢in 0,5 ml RIPA Lysis Buffer eklenecegi i¢in ve toplam 6 grup
oldugu i¢in:

TAA+SDKMKH

TAA+SDKMKH (BA)

TAA+SDKMKH (NAB)

Sh

Kontrol

TAA

0,4*6=2,4 ml hazirlandi (stok).

I ml i¢in 10 (10ul), 2,4 ml VIAL 1, icin 24 pl VIAL 2, VIAL3 ve VIAL 4’den
eklenerek hazirlandi. Buz iizerinde, 2 ml eppendorf tiip i¢indeki 0,1 g doku iizerine 0,4 ml
LYSIS BUFFER dan eklenip, SIGMA-ALDRICH Z359971-1EA, pellet pestle, disposable
homojenizator ile buz i¢inde yaklasik 10 dakika homojenize edildi, tiim dokular bu islem
sonrasinda buz i¢inde 15 dakika bekletildi.

Buz ile birlikte MIKRO 22 R Hettich santrifiij cihazinda 19000 g de 10 dakika +4 °C
santrifiij edildi. Santriflij sonrast buz i¢ine aliman eppendorflardan supernatant 200’liik
mikropipet ile alinarak yeni isaretlenen eppendorflara aktarildi, pellet atildi. Boylelikle
proteinler hazirlandi, -80 °C ye kaldirildi.

3.3.2. BCA Protein Deneyi

Pierce BCA Protein Assay Kit (Prod#23227, Lot#RD232687) For Protein Assays

Using Bicinchoninic Acid Thermo Scientific
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Kit igerigi:

Pierce BCA Assay Reagent A, 1 x 500 ml

(REF23228)

Pierce BCA Assay Reagent B, 1 x 25 ml

(Prod#1859078)

Albumin Standard, 10 x 1 ml

(REF23209)

Bu asamada 96 well plate ile ¢alisildi, 1. ddH2O (10 ul), 2. 125, 3. 250, 4. 500, 6.
750, 7. 1000, 8. 1500, 9. 2000

Tablo 10. BCA deneyi ile protein miktarinin belirlenmesi

1 Standart (Std)  Std potein 6rnek protein 6rnek

2 ddH20 (10ul)  ddH20 TAA+SDKMKH1 TAA+SDKMKH2

3 125 125 TAA+SDKMKH(BA)L TAA+SDKMKH(BA)2
4 250 250 TAA+SDKMKH(NaB)1 TAA+SDKMKH(NaB)2
5 500 500 Shl Sh2

6 750 750 Kontrol Kontrol

7 1000 1000 TAA TAA

Oncelikle standartlar hazirlanip kuyucuklara (10 pl) ekimi yapildi, sonrasinda buz
tizerinde -80 dondurucudan getirilen Orneklerin her birinden 5 pl alindi. 1,5 ml’lik
eppendorf tiipler isaretlendi, buz iizerine konuldu, oOncelikle her birine 20 pl ddH,O
konuldu, sonrasinda {izerine 5 pl protein 6rnegi eklenip iyice pipetaj yapildi, drnekler buz
tizerinde c¢alisildi. Bir eppendorf tiipte bir 6rnege ait 5 pl 6rnek+20 pl ddHO eklenip hazir
halde buz iizerinde tutuldu, sonrasinda her iki 6rnek sirasina, 6rnegin TAA+SDKMKH 1°
10 ul TAA+SDKMKH 2’ye 10 ul olacak sekilde pipetle kuyucuga eklendi.

Tim &rnekler de eklendikten sonra tiim kuyucuklara multipipet ile (bu asama da
hizli olmak ¢ok dnemli, d6rneklerin bekletilmemesi i¢in hizli olunmali), 200 ul BCA Sol A
(50)+Sol B(1) (50:1) karisimindan eklendi.

28 kuyucuk var, 30 kuyucukdan hesaplama yapildi, 30x200ul=6000ul = 6 ml.
6000:51(50+1)=117,6=118 pl olarak ¢evrildi

118 pl sol B + 5900 pl de Sol A dan eklenip pipetaj yapildiktan sonra tiim
kuyucuklara 200 pl dagiltildi ve 96 well plate aliiminyum folyo ile saril1 30 dakika 37 °C de
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inkiibatore yerlestirildi, sonrasinda BCA okuma islemi BIO-TEK plate okuyucu (plate
reader) ile yapildi.

Tablo 11. Deneylenen miktarlarla western blotting deneyi

PROTEIN ddH20 LAEMLI
TAA+SDKMKH 33,527 ul 16,472 ul 50ul
TAA+SDKMKH (BA) 25,214 24,785 50
TAA+SDKMKH (NAB) 34,306 15,693 50
Sh 22,817 27,182 50
Kontrol 28,342 21,657 50
TAA 25,579 24,420 50

3.3.3. Western Blotting

Buz i¢inde, 1.5’luk eppendorf tiipler igine lacmli, sonrasinda distile su, sonrasinda da
(en son) protein ornekleri eklenip, pipetaj yapildi. WiseTherm HB-R 1sitict blok cihazinda
95 °C’ de eppendorf tiipler 5 dakika bekletilerek proteinlerin denatiirasyonlar1 saglandi.
Sonrasinda eppendorf tiipler hizlica buz igine alindi. Buz i¢indeki eppendorf tiipler iginden
hesaplanan miktarlarda protein ile yiiklemesi yapildi.

Yiiriitme tamponu (running buffer); 1X den 1 litre kullanildi, 6ncelikle hazir jelin
yerlestirildigi, sonrasinda denge i¢in karsisina yerlestirilen kaset sistemin i¢i yliriitme
tamponu ile dolduruluyor, akma ya da sizma var mi diye kaldirilip kontrol ediliyor, akma
yok ise tetra sistemin igindeki yerine yerlestirilip, {lizerinden akar sekilde yliriitme
tamponunun tamami bosaltiliyor ve BIO RAD Mini-PROTEAN Tetra Sistem’in “’2 Gels”’
siirina kadar dolduruluyor. Bu agamadan sonra 200’liik pipet tipli pipet ile system i¢indeki
running bufferdan alinip yerlestirilmis jel kuyucuklar1 yikaniyor. Bu islem de sona erdiginde
proteinler yiikleniyor. Protein yilikleme asamast 200’liikk pipet tipi 45 derece ac1 ile
kuyucuklara yapistirilip yavasca yapiliyor, protein karisimi kuyucuklara 20 ul konuluyor, 5
ul de marker (Color protein Standard Broad range #P7712S BIOLABS) en bastaki

kuyucuga yerlestiriliyor.
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Tablo 12. SMA + COL yiiklemesi siralanisi

Marker TAA+SDKMKH1 BA1l NAB1 Shl K1 TAA1L

Tablo 13. GAPDH yiiklemesi siralanisi

Marker TAA+SDKMKH1 BA1l NAB1 Shl K1 TAAl

BIO RAD Mini-PROTEAN Tetra Sistem’i kapatilip 50 V (volt) da 5 dakika
yiriitiiliyor, alt ¢ubuk ¢izgide baloncuk ¢ikisin1 gozlemlendiginde, sistemin calistigi bu
sekilde anlasilip, jelin yerine oturmasi tamamlanmistir. 5 dakika Sonrasinda 110 V’a
ylkseltilip proteinlerin yliriimesi sonlanincaya kadar devam ediyor.

Bu islem devam ederken:

-PVDF Membrane jel biiyiikliigiinde kesilip icine methanol konulmus plastik kap
igine yerlestirildi.

-10X transfer tamponu

-absolut alkol

-ddH20 hazirlandi.

100 ml Transfer tampon+200 ml, absolut alkol+700 ml, ddH2O hazirlanip
dondurucunun -20 santigrad derecesine sogumaya birakildu.

10X TBS tamponu hazirlama: TBS 10X 1L i¢in, 24 g Tris-HCI (formula weight:
157,6 g), Tris (Trizma hydrochloride, Bioultra, 93363-500G Lot#BCBW4882)), 5,6 g Tris
base (formula weight: 121,1 g, Tris (hydroxymethyl) aminomethane, Cat.#161-07169, 889
NaCl (formula weight: 58,4 g) (sodium chloride CAS: 7647-14-5 pcode 1002587601,
S9888-2,5 kg Lot#slbv8252) hassas terazide tartildi.

Her biri tartilip 1000°lik dereceli meziir igine aktarilip tizerine 900 ml ddH,O eklendi
icine magnetik balik atilip Heidolph MR Hei-Standart cihazi ile dondiiriilerek seffaflanana
kadar (10 dakika kadar) caligtirildi.

TBS-T Hazirlanisi: TBS 10X’ den 1X hazirlandi, TBS 100 ml (TBS 10X) + 900 ml
dH,0, 1000’lik meziir igine bosaltildi. 1 L TBS igine 1 ml Tween-20 (Tween-20, TWN
508.100, LotNO:8E55069 Cas#9005-64-5) (bal goriiniimiinde), 1000°lik tip ucu 45 derece
ac ile kesilip T-20 ¢ekildi, 1 L meziir icindeki TBS iizerine eklendi, pipetaj yapildi, balik

i¢inde tekrar dondiiriildii.
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“’Blotting-Grade Blocker (Cat#170-6404)’’ ile Skimmed milk Blocking Hazirlanisi:
2,5 g skimmed milk 50 ml TBS-T ig¢inde vortekslendi, sonrasinda Heidolph MR-Hei
Standard cihazinda magnetik balik ile 2 dakika kadar ¢6ziilmesi beklendi (%5 skimmed
milk).

Proteinler yiiriidiikten sonra islem sona erdirilip kaset systemden ¢ikarildi, jelin
oldugu kaset ele alinarak ok isareti olan noktalardan yesil ¢ikarma aparati ile teker teker
acildi. En son yavasca kaldirildi, acildi, jel ¢ok ¢abuk kurudugu igin distile su tizeri ile
yikandi, yesil dikdortgen aparat ile taraklar (protein yiiklenen kuyucuklar) kesildi. Diger
ugta laemli, mavi ¢izginin altindan da kesilip diiz kalmas1 saglandi.

Siyah ve beyaz aparatta sandvi¢ hazirlandi, 6nce transfer buffer ile 1slatilmis siyah
stinger sonra filtre beyaz kagit, sonra jel (yesil olan tarak ile el ile miidahale edilmeden,
yirtilmast Onlenerek) yerlestirildi, cimbiz ile membran tutulup jelin lizerine yerlestirildi,
fazlas1 ince uglu makas ile kesildi, iyice yerlestirildi, lizerine tekrar filtre kagidi, iizerine
siyah siinger yerlestirilip sandvi¢ model olusturuldu. Siyah tarafa jel, daha yakin iken
membran ise kirmizi (beyaz tarafa daha yakin) tarafa yakin yerlestirldi, sistem icine
yerlestirildi, beyaz kirmizi tarafta, siyah siyah tarafta olacak sekilde kasetler sisteme yani
tanka yerlestirildi, sonra tanka transfer buffer blotting ¢izgisine kadar dolduruldu ve tank
kapatildi, soguk da daha iyi sonug¢ verdigi icin tank buz dolu kopiik icine yerlestirildi.
Constant amper isaretinde, 240 amper 1 saat olarak ayarlandi, ¢alisip caligmadigi tankin
arkasindaki tellerden kopiikler ¢ikip ¢ikmamasina gore bakilip calistigi icin isleme devam
edildi.

1 saat sonra membran ¢ikarilip kendi biiylikliigli kadar olan plastik kap i¢inde 1 saat,
yaklagik 7,5 ml skimmed milk i¢inde Heidolph TITRAMAX 100 shakerda tutuldu.
Sonrasinda 50 ml falkonlara yerlestirildi. Membranlarin bulundugu falkonlara skimmed
milk i¢inde hazirlanmis primer antikorlar konularak +4 santigrad derecede g¢alkalamali
cihazda (ISOLAB falkon shaker) overnight birakildi.

50 ml iki adet falkon, sol iist koseleri kesilerek isaretlenmis membran kagitlar, 50 ml
falkon i¢inde 5 ml skimmed milk eklenerek col 1+ GAPDH (COL1 5 ul, GAPDH 5 ul) bir
falkona, diger falkon SMA+5 ml skimmed milk (1 ul SMA) ile hazurlandi.

Primer antikor hazirlanigi: anti-kollagen | antikoru [EPR7785] (ab138492) 1/1000-
1/10000 araliginda kullanildi (tahmini molekiiler agirligi: 139 kda). 50 ml hazirlanan
%S5’1ik skimmed milk i¢inden 5 ml alinip i¢ine 1/1000 oraninda 5 pl antikor eklenip pipetaj
yapilip hazirlandi. Anti-alpha diiz kas aktin antikoru [EPR5368] ab124964; 1/10000-
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1/50000 oraninda hazirlandi, (tahmini molekiiler agirligi: 42 kda), 50 ml hazirlanan %5°1lik
skimmed milk i¢inden 5 ml alinip i¢ine 1/5000 oraninda 1 pl antikor eklenip pipetaj yapilip
hazirlandi.

Tiim gece sonrasi, +4 °C’de odadan alinan ISOLAB falkon shaker iizerinde bulunan,
50 ml’lik falkon tiipler i¢inde primer antikorlar ile muamele olan membranlar, oda 1sisina
getirildi. I¢indeki skimmed milk+primer antikor karisimi dokiilerek serolojik pipetle 5 ml
TBS-T konularak calkalanip dokiildii, yikandi. Sonrasinda membran bulunan falkonlara 15
ml TBS-T konularak ISOLAB falkon shakerda 15 dakika bekletilerek yikama islemi
yapildi. 3x15 dakika yikama isleminden sonra falkon i¢indeki TBST dokiilerek icine 10 ml
TBS-T konuldu ve bu 10 ml TBS-T igine 1/10000 oraninda sekonder antikor eklenip
pipetlenerek iyice pipetaj yapildi ve falkonlar aliiminyum folyo ile sarilarak ISOLAB falkon
shaker iizerinde 1-2 saat araliginda olabilecek sekilde tutuldu. Sonrasinda bir kez 5 dakika
dPBS (yaklasik 10 ml) ile muamele edildi. Son olarak da kemiiliminesans jel

dokiimantasyon sisteminde (Yeditepe Universitesi) okutma islemi icin gotiiriildii.

3.4. Kok Hiicre Infiizyonu

3.4.1. SDKMKH infiizyonu

Haftada ti¢ giin 150 mg/kg TAA wuygulanmasinin ardindan kuyruk veninden
yapilacak mezenkimal kok hiicre infiizyonu i¢in pasaj 5 ve pasaj 6’da ki hiicreler miks
edilerek kullanilmak tizere hazirlandi. SDKMKH+BA, SDKMKH+NAB ve SDKMKH
grubundaki her bir sigan igin 3*10° milyon hiicre hesaplamasi yapildi. 24 saat MTS testi
sonuclar1 kullanilarak hesaplanan BA ve NAB miktarlar1 hassas terazide tartildi, ayr1 ayr1 5
ml falkon i¢ine SDKMKH’leri i¢in kullandigimiz besiyeri eklenilip vortekslendi, sonrasinda
kabin icinde 0.20 pl’lik siizgeglerden gecirilip SDKMKH+BA, SDKMKH-+NAB flasklarina
aktarildi, 24 saat sonunda hiicreler kaldirildi, countess slide cihazinda (life Technologies
Countess Il FL) sayim islemine gore 500 pl steril DPBS i¢inde 3*10° hiicre olacak sekilde
isaretlenen 1,5 ‘luk eppendorf tiiplere konuldu.

TAA enjeksiyonundan 48 saat sonra tiim ratlardan 1 ml insiilin enjektorii ile vena
jugularis eksternadan Vacuette K3EDTA ve Z Serum Sep Clot Activator tiiplere kan alindi,
serum eldesi i¢in Universal 320 R Hettich Zentrifugen santrifiijiinde 3000 rpm de 10 dakika
+4 °Cde santrifiij edildi, Sonrasinda ALT ve AST o6l¢iimii i¢in VetTest 8008 IDEXX
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LABORATORIES cihazinda IDEXX VetTest ALT (98-20360-US) ve AST Kkitleri
kullanilarak yapildi. Tam kan sayimi icin PROKAN PE-6800 cihazinda okutma yapildi.
MAY MSA-4100 hayvan anestezi cihazi ile %2-4 isoflurane inhalasyon anestezigi altinda
kuyruk veninden 3*10° siinnet derisi kokenli mezenkimal kék hiicre infiizyonu yapildi. Bu
islem i¢in p5 ve p6 daki miks edilmis siinnet derisi kokenli mezenkimal kok hiicreler
inflizyon saatinden hemen once trypsin/EDTA ile kaldirilip steril dPBS ile resiispanse edilip
1,5 ml eppendorf tiiplerde 500 ul DPBS iginde pipetaj yapilip 3 milyon hiicre kuyruk
veninden kanniil (BD Neoflon 24G 1.V. Cannula) ile infiize edildi.

Resim 15. Infiizyon asamasi
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3.5. Histolojik Degerlendirme

3.5.1. Doku Takibi

Formol i¢indeki karaciger dokulari, ¢eker ocak i¢inde isaretlemeleri (grup adi,
gruptaki hangi sicana ait oldugu, tarih, c¢alisan kisinin adi soyadi) onceden yapilan doku

kasetlerine konuldu.

Tablo 14. Leica 1020 doku takip cihazinda 10.10.2018 tarihli doku takip islemi:

# Siire ile

1 30 dk. Musluk suyu
2 30 dk. Musluk suyu
3 15 dk. %70 alkol

4 15 dk. %90 alkol

5 15 dk. Mutlak alkol
6 15 dk. Mutlak alkol
7 30 dk. Mutlak alkol
8 45 dk. Mutlak alkol
9 40 dk. Ksilen

10 45 dk. Ksilen

11 1 saat Parafin

12 19 saat Parafin

Oncelikle 1600 ml siv1 alabilen cihaz tanklari icin alkol serileri hazirlandi. 1600 ml
%70 alkol i¢in 1120 ml %100’liik alkolden alinip 480 ml saf su ilave edildi ve bu karigim
tanka bosaltildi. %90 alkol i¢cin 1440 ml %100’liikk alkolden alinip 160 ml saf su ilave edildi
ve bu karigim tanka bosaltildi.

Soliisyon dolu tanklar tabloda belirtilen sirada cihaza yerlestirildi. Doku kasetler
icine alinan doku parcalar1 gerekli isaretlemeler yapildiktan sonra tank igindeki doku
kasedine yerlestirildi. Belirlenen tank siireleri cihazda ayarlanip program cihaza

belirtildikten sonra galistirilarak karaciger dokulari takibe birakildi.
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Resim 16. Doku trimleme ve takip asamasi i¢in 6n hazirliklar

3.5.2. Bloklama-Parafine Gomme

Doku takip asamasindan sonra kasetler doku takip cihazindan alindi. En son agsama
olan parafin iginde bekleyen doku kasetleri, Leica EG 1160 bloklama cihazina yerlestirildi.
Cihaz kasetleri kullanilarak kesit yilizeyleri dikkate alinip parafin ile kasetler doldurulup buz
ustiine birakildi. Yaklasik bir saat sonra kasetlerden cikarilan parafin blok +4 °C’de

muhafaza edildi.
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Resim 17. Gomme ve bloklama asamalari

3.5.3. Kesit Alimi

Leica EG 1160 doku géomme cihazinda blok haline getirilen dokular kesit alinmak
lizere hazirlandi.

Leica RM2245 mikrotom cihazinda 5 um lik kesitler doku tiim olarak gelmeye
bagladiktan sonra 3. kesitten baslayip her alinan kesistten sonra 20 adim sonrasinda seri
kesit alindi. 37 derece su banyosuna alan kesitlerin 20 saniye kadar bekletildikten sonra
isaretlenen lamlara (HE, PSR, IH) alindi. Oda sicakhiginda kurutulmalari saglandi

sonrasinda boyama i¢in bekletildi.
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Resim 18. Kesit alim asamalarinin gosterimi

3.5.4. Boyama

Mikrotom cihazina yerlestirilen doku bloklarindan 5 pum lik kesitler alindi. Alinan bu
kesitler parafin biiziismelerinin agilmasi i¢in 40 °C ye kadar 1sitilmig su banyosuna birakildi.
Isaretlenen lamellere kesitler alinma sirasina gore yerlestirildi ve oda sicakliginda kuruyan
lam tizerindeki kesitler cam kesit tasima kasetlerine yerlestirildi. Bu kasetler i¢inde 6nce 37
°C ye ayarlanmis etiivde 1 saat bekletildi, sonrasinda etiiviin derecesi 60 °C’ye c¢ikarilip
yaklagik 3-4 saat bekletildi. Etlivden ¢ikarilan kesitlerden HE isaretli olanlar “hematoksilen-
eozin” boyasi ile PSR isaretli olanlar “pikrosirius kirmizis1” boyasi ile boyandi, IH isaretli

olanlar da belirlenmis iki antikorla immiinohistokimyasal olarak boyandi.

Hematoksilen-eozin
Etiivden alimnan ve hematoksilen-eozin boyanacak olan isaretli kesitler parafini

giderme islemi i¢in cam boyama kaplarina énceden konulmus olan ksilen i¢ine birakildi. 15
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dakika bekletildikten sonra ksilen II olarak isaretlenen boyama kabina alindi ve bu islem 3
kez tekrarlandi, sirayla 15 dk. ksilen I, onar dk. ksilen II ve ksilen III boyama kaplarinda
bekletildi. En son ksilenden alinir alinmaz ksilenin kesit {izerinden u¢masi i¢in 9-10 saniye
kadar dig ortamda bekletilip mutlak alkol igine alind1 ve bes dakika bekletildikten sonra
%96, %80, %70 azalan alkol serilerinde 5 dakika bekletildi. Boyama kaplarindan birine
musluk suyu doldurulup kesit kaseti bu kaba alinarak akarsuda 5 dakika kadar bekletildi. Bu
asamadan sonra hematoksilen icinde 6 dakika bekletildikten sonra lamin alti silinerek
mikroskop altinda gozlem yapildi, ¢ekirdeklerin saglikli boyandigi gézlemlendigi icin bu
islemde karaciger doku kesitleri icin 6 dk. yeterli oldu. Ikinci bir akarsuda bekletme
asamasindan sonra kesitler %80 alkol dolu kaba daldirilip ¢ikarilarak eozin dolu kaba alindi
ve 3 dakika kadar bekletildi. Bu asamada da mikroskop altinda gozlem yapildi ve
sitoplazmanin saglikli boyanmasinda sonra kesitler sirayla %80, %90 ve mutlak alkolde
ikiser dk. bekletildi. Sonrasinda kesit iizerinde alkol kalmamasi i¢in dis ortamda 10 saniye
kadar bekletildikten sonra kesitler ksilen I, II ve III i¢ine alinarak ksilen I ve II’ de onar dk.,
ksilen 111 de 1 saat bekletildi.

Son olarak ksilenden alinan lamlara doku iizerine gelmeyecek sekilde yapistirma
materyali (Bio Mount HM, Bio Optica) pastor pipet ile damlatilarak 45 derece agida
yerlestirilen lameller ile hava kabarcigi kalmamasma dikkat edilerek kapatildi, oda

sicakliginda kurumaya birakildu.
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Tablo 15. Hematoksilen-eozin boyama uygulanmasi

# Asama Zaman Detaylar
Dakika Saniye
1 Parafini giderme Ksilen | 15
2 Parafini giderme Ksilen Il 10
3 Parafini giderme Ksilen 111 10
4 Durulama Mutlak alkol 5
(Ksilenden
uzaklastirma)
5 Durulama %96 alkol 5
(Ksilenden
uzaklagtirma)
6 Durulama (Ksilenden %80 alkol 5
uzaklastirma)
7 Daldir %70 alkol 5
8 Daldir ¢ikar Akar su 5
9 Cekirdek boyama Hematoksilen 6
10 Akar su 5
11 %380 alkol 1-2
12 Sitoplazma boyasi Eozin 3
13 %80 alkol 2
14 %96 alkol 2
15 Mutlak alkol 2
16 Ksilen | 10
17 Ksilen Il 10
18 Ksilen 111 60
19 Kapama
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Resim 19. Boyanan kesit goriintiileri

Pikro sirius kirmizis1 boyamasi

ab150681 Picro Sirius Red Stain Kit (Connective Tissue Stain) boyama Kiti
prosediiriine uygun olarak yapilmistir.

Bir giin 6ncesinden mikrotom cihazinda alinan kesitler 37 °C’ de bir saat kurutma
isleminden sonra 60 °C’ ye ayarlanmis etlivde bir saat bekletildi. Oda sicakliginda muhafaza
edilen pikro sirius kirmizis1 boyama kiti agzi kapakli cam boyama kaplarina bosaltildi. Kitin
protokoliine uygun olarak boya diizenegi hazir hale getirildi.

Pikro sirius kirmizist (PSR) boyanacak kesitler, parafinden uzaklastirma islemi icin
etiivden sonra hemen ksilen igine alindi. 10 dk. bekletildikten sonra ksilen II olarak
isaretlenen boyama kabina alindi ve bu islem 2 kez tekrarlanmis oldu. En son ksilenden
alinir alinmaz ksilenin kesit tizerinden ugmasi i¢in 9-10 saniye kadar dis ortamda bekletilip
mutlak alkol igine alindi1 ve beser dk. iki seri mutlak alkol iginde bekletildi. Sonra %96’11k
alkolde 5 dk., saf suda 1 dakika bekletildi. Kasetlerdeki kesitlerin tamami1 boya i¢ine niifuz
edecek sekilde pikro sirius kirmizisi i¢inde 60 dk. bekletildi. Bu siire dolana kadar kesitler
mikroskop altinda gézlemlenerek takip edildi. Boyama isleminin gerceklestigi bu bir saatlik

siire doldugunda gozlemlendi ve bu asamadan sonra iki seri %0,5 asetik asit soliisyonlarina
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daldirilip ¢ikarildi. Sonrasinda mutlak alkol I’ e daldirilip ¢ikarilirken mutlak alkol II de 1
dk. bekletildi. Bunu ksilen I’de 10 dk. ve ksilen II’ de 20 dk. bekleme siireleri izledi. Son

olarak da kapama maddesi ile kapatilan pikro sirius kirmizisi ile boyanan kesitler

mikroskopta incelenmek iizere kurumaya birakildi.

Tablo 16. Pikro sirius boyama asamalari

# Asama Sicaklik °C Daki_ka_
Saniye
1 Parafini giderme Ksilen | Oda sicaklig 10
2 Parafini giderme Ksilen I Oda sicakligi 10
3 Durulama (Ksilenden Mutlak alkol Oda sicaklig 5
uzaklastirma)
4 Durulama Mutlak alkol Oda sicakligi 5
(Ksilenden uzaklagtirma)
5 Durulama %96’ lik alkol Oda sicakligi 5
(Ksilenden uzaklastirma)
6 Durulama (Alkolden Saf su Oda sicaklig 1
uzaklastirma)
7 Daldir Pikro Sirius  Oda sicakligi 60
Kirmizisi
8 Daldir ¢ikar % 0.5 asetik asit | Oda sicaklig 1-2
9 Daldir ¢ikar % 0.5 asetik asit I Oda sicaklig 1-2
10 Daldir ¢ikar Mutlak alkol Oda sicaklig 2-3
11 Daldir Mutlak alkol Oda sicaklig 1
12 Seffaflagdirma Ksilen | Oda sicaklig 10
13 Seffaflagdirma Ksilen Il Oda sicakligi 20
14 Kapama Bio Mount Media Oda sicakligi
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Resim 20. Pikro sirius kirmizisi boyama sonrasi kesitler
Immunohistokimya Boyamasi

Tablo 17. Immiinohistokimya kit icerigi (ab80436-EXPOSE Mouse and Rabbit Specific
HRP/DAB Detection IHC Kit).

Uriin Miktar
Protein Block 15mL
Complement 15 mL
50x DAB Chromogen 0,5mL
Hydrogen Peroxide Block 15mL
DAB Substrate 15mL
HRP Conjugate 15mL

Formalin ile tespit edilmis ve parafine gomiilmiis karaciger doku kesitleri alindiktan
sonra parafini giderme islemi i¢in 37 °C etiivde 1 saat, 60 °C etiivde 3 saat bekletildi.

Etiivden alinan kesitler ksilen i¢ine alindi, 10 dk. bekletildi, bu asama {i¢ kez
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tekrarlandi. Ksilenden sonra azalan alkol derecelerinden gegcirildi, iki farkli mutlak alkolde,
iki farkli %96’lik alkol, %80 alkol, %70 alkol serilerinden gecirildikten sonra kesitler saf su
icine alind1 ve 5 dakika bekletildi, sonrasinda dPBS i¢ine alind1 ve 5 dk. bekletildi.

Kesitler bu asamadan sonra sitrat buffer i¢cinde (citrate buffer, Ph6, RET/Cat. No.00-
5000) mikrodalga firin i¢inde (Argelik MD 574) 20 dk. kaynatildi (20 dk. 98 °C). Bu
asamada buharlagsmaya ve kesitlerin kurumamasina dikkat edildi. 20 dakika sonra
mikrodalga firindan alinan kesitler akarsuda 10 dakika bekletildi.

Soguyan lamlar {izerindeki kesitlerin etrafi “pap-pen” ile daire seklinde ¢izildi
(Sigma-Aldrich, Z672548-1EA Lot#3110 Pcode 1002564011).

Kesitlerin boyama islemine kit protokoliine uygun olarak devam edildi. Etrafi ¢izilen
kesitlerin {lizerine “hydrogen peroxide block” damlatildi, bir damla yeterli oldu ve 10 dk.
kadar bekletildi, sonrasinda iki kez buffer ile dPBS ile yikandi. Protein Block birer damla
kesitlerin lizerine damlatildi ve 10 dk. bekletildi, sonrasinda bir kez dPBS ile yikand:.
Primer antibody damlatmasi yapildi ve +4 °C’ de bir gece (overnight) birakildi. Ertesi sabah
3 kez dPBS ile yikand: ve iizerlerine “complement” damlatild: ve 10 dk. inkiibe edildi. Iki
kez dPBS ile yikandi. “HRP” conjugate eklendi ve 15 dk. oda sicakliginda bekletildikten
sonra dort kez dPBS ile yikandi. Bu asamadan sonra aliiminyum folyo ile sarili eppendorf
tiip i¢ine 1,5 ml (50 damla) “DAB Substrate” pipetlendi ve iizerine 30 ul (1 damla) “DAP
Chromogen” damlatildi, bu karigim her boyamada taze olarak hazirlandi, pipetaj yapildi ve
1-10 dk. aras1 bekletildi, bu asamada kesitte kahverengi boyanma olup olmamasina dikkat
edildi ve mikroskop altinda gozlemlendi. Dort kez dPBS ile yikandi. Bu asamadan sonra
kesitler hematoksilen boyasi ile zit boyama yapildi, boya soliisyonu i¢inde 6 dk. bekletildi,
fazla boyanin akmasi icin saf su dolu kaba daldirildi, hafif ¢alkalanarak boyanin fazlasinin
akmas1 saglandi, bu asamadan sonra tekrar saf su dolu kaba daldirilip 1 dk. bekletildi.
Suyunu giderme i¢in mutlak alkol serilerinden gegirildi, ksilen serilerinde 10 dk. bekletildi
ve sonrasinda kapama medyumu ile lam tizerindeki doku kesitleri lizerine lamel yapistirildi
ve kurumasi icin bir gece oda sicakliginda bekletildi. Kesitler mikroskopta incelenmek ve

goriintii almak i¢in hazir hale getirildi.
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Tablo 18. immiinohistokimya boyama asamalari

# Asama ile Sicaklik °C Dakika
1 Parafini giderme Ksilen | Oda sicaklig 10
2 Parafini giderme Ksilen I Oda sicaklig 10
3 Parafini giderme Ksilen 111 Oda sicakligi 10
3 Durulama (Ksilenden Mutlak alkol | Oda sicakligi 5
uzaklastirma)

4 Durulama Mutlak alkol 11 Oda sicakligi 5
(Ksilenden uzaklastirma)

5 Durulama %96’ lik alkol 1 Oda sicaklig 5
(Ksilenden uzaklastirma)

6 Durulama %96’ lik alkol 11 Oda sicaklig 5
(Ksilenden uzaklagtirma)

7 Durulama (Ksilenden %80 alkol Oda sicakligi 5
uzaklastirma)

8 Durulama (Ksilenden %70 alkol Oda sicakligi 5
uzaklagtirma)

9 Hidratasyon Saf su Oda sicakligi

10 Hidratasyon dPBS Oda sicakligi

11 Retrieval Sitrat tampon 98 °C 20

12 Hydrogen Peroxide Block  Oda sicakligi 10

13  Yikama 2 X dPBS Oda sicakligi 1

14 Protein Block Oda sicakligi 10

15  Yikama dPBS Oda sicakligi 1-2

16 Primer antikorlar +4°C Bir gece

(overnight)

17 Yikama 3 X dPBS Oda sicakligi 1

18 Complement Oda sicakligi 10

19  Yikama 3 X dPBS Oda sicakligi 1

20 HRP Conjugate Oda sicakligi 15

21 Calkalama 4 X dPBS Oda sicakligi 1

22 DAB Chromogen+DAB Oda sicakligi 10

Substrate

23 Calkalama 4 X dPBS Oda sicaklig 1

24  Zit boyama Hematoksilen Oda sicakligi 6

25  Yikama 2X Saf su Oda sicakligi 1

26 Dehidratasyon 2X Mutlak alkol Oda sicaklig1 5

27  Seffaflandirma Ksilen | Oda sicakligi 10

28  Seffaflandirma Ksilen Il Oda sicakligi 10

29 Kapama Bio Mount Media Oda sicakligi
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ISOTHERM

Resim 21. Immiinohistokimya boyamas: goriintiileri

3.6. istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen verilerin gruplara gore normal dagilim testi Kolmogorov-
smirnov ve Shapiro Wilk testleri ile yapilmistir. Verilerin gruplara gére normal dagilim
gosterdigi tespit edilmistir (p>0,05). Pre-ALT, pre-AST, post-ALT, post-AST degerlerini
calisma gruplarina gore karsilastirmak i¢in tek yonlii varyans analizi kullanilmigtir. ALT ve
AST olgiimlerinin 6n test-son test karsilastirmalari i¢in ise her bir grubun olacak sekilde
eslestirilmis t testi kullanmilmistir. Denek gruplarinin haftalara gore agirliklarinin
karsilastirilmasinda tekrarli Olglimler varyans analizi kullanilmistir. Ayrica deneklerin
karaciger agirliklarinin gruplara gore karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi

kullanilmistir. Analizler SPSS 22.0 programi yardimiyla gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Her Bir Gruptaki Sicanlara Ait, 1., 4., 7., 10., 13., 16. Haftalarda Kaydedilen
Agirlik Olgiimleri Sonuclar

Tablo 19. Kontrol grubundaki sekiz si¢ana ait, 1., 4., 7., 10., 13., 16. haftalarda kaydedilen

agirlik 6lgiimleri sonuglari (g).

Haftal Hafta4 Hafta7 Haftal0 Haftal3 Haftal6
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
1.168,3 (g) 231,2 269,4 301,6 329,3 350,9
2.206,3 287,9 3457 374,4 405,5 4219
3.164,0 233,6 257,7 283,5 316,1 3304
4.152,7 264.,4 311,7 331,7 361,1 365,8
5.179,9 270,3 3411 386,3 4144 4452
6.211,2 282,7 331,6 367,9 381,6 4177
7.219,9 285,7 334,0 382,3 406,9 4417
8.199,7 289,3 3354 371,7 407,3 419,8

Tablo 20. Sham grubundaki sekiz si¢ana ait, 1., 4., 7., 10., 13., 16. haftalarda kaydedilen

agirlik 6lgiimleri sonuglari (g).

Haftal Hafta4 Hafta7 Haftal0 Haftal3 Haftal6
Sham Sham Sham Sham Sham Sham
1.182,2 (g) 253,0 2919 322,7 355,2 376,9
22224 320,4 361,5 390,2 430,7 462,6
3.179,6 250,9 293,2 344.5 381,6 405,8
4.186,2 242.,6 267,6 304,7 328,9 351,2
5.167,9 241,0 284,3 340,9 385,5 412,8
6.195,7 265,2 312,7 365,3 404,1 4429
7.180,1 243,1 292,3 3415 380,5 400,1
8.170,8 218,1 255,6 3074 329,9 356,1
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Tablo 21. TAA grubundaki sekiz sigana ait, 1., 4., 7., 10., 13., 16. haftalarda kaydedilen
agirlik ol¢timleri sonuglari (g).

Haftal Haftad Hafta7 Haftal0 Haftal3 Haftal6
TAA TAA TAA TAA TAA TAA
1.187,1(g) 231,3 259,3 274,1 316,3 353,0
2.186,3 234,5 266,7 285,3 324,5 361,0
3.2151 268,1 304,5 316,3 363,3 405,9
4.200,0 226,1 241,7 256,0 296,3 336,9
5.180,8 2324 253,9 272,1 2995 3425
6.163,3 200,3 216,5 226,1 250,1 2711
7.194,3 2239 250,2 266,2 305,9 349,5
8.175,5 2124 236,6 252,7 280,3 306,7

Tablo 22. TAA+SDKMKH grubundaki sekiz sigana ait, 1., 4., 7., 10., 13., 16. haftalarda

kaydedilen agirlik dlgiimleri sonuglari.

Haftal Hafta4 Hafta7 Haftal0 Haftal3 Haftal6
TAA+ TAA+ TAA+ TAA+ TAA+ TAA+
SDKMKH SDKMKH SDKMKH SDKMKH SDKMKH SDKMKH
1.184,4 (g) 217,6 253,2 260,8 287,2 321,9
2.192,5 238,5 282,5 296,8 3184 376,4
3.226,4 249,6 287,6 305,8 3319 390,4
4.177,6 205,9 238,5 253,0 2757 310,9
5.158,6 214.8 248,4 265,8 307,3 3474
6.171,7 216,9 237,2 248,3 2844 301,9
7.137,8 183,1 206,8 224,0 2645 290,4
8.205,8 242,2 264,7 278,8 313,2 350,0
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Tablo 23. TAA+SDKMKH (BA) grubundaki sekiz sigana ait, 1., 4., 7., 10., 13., 16.

haftalarda kaydedilen agirlik 6lgiimleri sonuglari.

Haftal Hafta4 Hafta7 TAA+ Haftal0 Haftal3 Haftal6
TAA+ TAA+ SDKMKH TAA+ TAA+ TAA+
SDKMKH SDKMKH (BA) SDKMKH SDKMKH SDKMKH
(BA) (BA) (BA) (BA) (BA)
1.173,6 (9) 197,3 222,0 236,0 269,3 305,9
2.184,5 238,6 258,6 279,7 3115 312,7
3.161,7 194,1 220,5 247,0 287,6 310,2
4.156,8 188,9 212,0 238,4 278,4 315,2
5.207,4 234,3 261,9 272,5 3235 359,7
6.185,1 198,4 235,8 255,0 297,2 3394
7.171,1 218,2 255,1 267,3 320,1 359,7
8.210,8 231,0 261,7 285,4 - -

Tablo 24. TAA+SDKMKH (NaB) grubundaki sekiz sicana ait, 1., 4., 7., 10., 13., 16.

haftalarda kaydedilen agirlik 6l¢timleri sonuglari.

Haftal Hafta4 Hafta7 Haftal0 Haftal3 Haftal6
TAA+ TAA+ TAA+ TAA+ TAA+ TAA+
SDKMKH SDKMKH SDKMKH SDKMKH SDKMKH SDKMKH
(NaB) (NaB) (NaB) (NaB) (NaB) (NaB)
1.185,6 (g) 2275 266,6 287,7 329,2 372,5
2.206,3 254,2 303,8 3349 369,1 419,8
3.194,5 251,5 298,6 332,0 369,9 414,2
41911 241.8 273,7 313,8 355,3 400,3
5.165,5 185,1 220,0 2316 266,7 300,2
6.157,6 190,8 226,6 2476 282,5 329,1
7.175,9 202,1 2417 257,7 288,1 327,9
8.206,3 2435 303,5 326,9 365,7 410,9
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Tablo 25. Kontrol grubundaki siganlarin her hafta Pazartesi giinleri kayit altina alinan

agirlik Ol¢iimlerinin artan haftalara gore (hatfa 1-haftal6) istatistiksel olarak

degerlendirilmesi
Kontrol Haftalar N Ortalama=Std. Sapma F p
haftal 8 187,75%4+24.,79
hafta4 8 268,14°+23,71
hafta7 8 315,83°:33,90
haftal0 8 349,92°+39,37 202160 0.001
haftal3 8 377,78°+£38,32
haftal6 8 399,17"+43,73

Kontrol grubunda yer alan siganlarin viicut agirhiklari haftal-haftalé gore
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Haftalar

ilerledikce siganlarda agirlik artig1 s6z konusudur.

Tablo 26. Sham grubundaki si¢anlarin her hafta Pazartesi giinleri kayit altina alinan agirhik

Olgiimlerinin  artan haftalara gore (hatfa 1-haftal6) istatistiksel olarak

degerlendirilmesi
Sham Haftalar N Ortalama+Std. Sapma F p
haftal 8 185,61+17,18
haftad 8 254,29+29,88
hafta7 8 294,89+32.01
haftalo 8 339,65+28,76 323769 o.001
haftal3 8 374,55+35,22
haftal6 8 401,05+39,26

Sham grubunda yer alan sicanlarin viicut agirliklart haftal-haftal6 gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Haftalar

ilerledik¢e sham grubundaki siganlarda agirlik artis1 s6z konusudur.

84



Tablo 27. TAA grubundaki siganlarin her hafta Pazartesi giinleri kayit altina alinan agirlik
Olglimlerinin  artan haftalara goére (hatfa 1-haftal6) istatistiksel olarak

degerlendirilmesi
TAA Haftalar N Ortalama+Std. Sapma F p
haftal 8 187,80%+15,76
hafta4 8 228,63°+19,67
hafta7 8 253,67°+25,67
haftal0 8 268,60°+26,24 214,005 0.001
haftal3 8 304,53°+£33,03
haftal6 8 340,83+39,48

TAA grubunda yer alan sicanlarin viicut agirliklart haftal-haftal6 gore
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Haftalar

ilerledikce bu gruptaki sicanlarda agirlik artis1 s6z konusudur.

Tablo 28. TAA+SDKMKH grubundaki siganlarin her hafta Pazartesi giinleri kayit altina

alinan agirlik dlgimlerinin artan haftalara gore (hatfa 1-haftal6) istatistiksel olarak

degerlendirilmesi
TAA+ Ortalama+
N F p
SDKMKH  Haftalar Std. Sapma
haftal 8 181,85+27,46
hafta4 8 221,08+21,73
hafta7 8 252,36+26,23
278,519 0,001
haftal0 8 266,66+26,64
haftal3 8 297,82+23,31
haftal6 8 336,16+35,83

TAA+SDKMKH grubunda yer alan siganlarin viicut agirliklart haftal-haftal6 gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Haftalar

ilerledikce bu gruptaki sicanlarda agirlik artis1 s6z konusudur.
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Tablo 29. TAA+SDKMKH (BA) grubundaki si¢anlarin her hafta Pazartesi giinleri kayit

altina alinan agirhik 6l¢timlerinin artan haftalara gore (hatfa 1-haftal6) istatistiksel

olarak degerlendirilmesi

TAA+ SDKMKH N Ortalama+Std. 0
(BA) Haftalar Sapma

haftal 8 177,17£17,00

haftad 8 209,97+20,29

hafta7 8 237,99+20,54

hafta10 8 256,56+17,08 Sl 000t

haftal3 7 298,23+20,97

haftal6 7 328,97+23,58

TAA+SDKMKH (BA) grubunda yer alan siganlarin viicut agirliklar1 haftal-haftal6

gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05).

Haftalar ilerledik¢e bu gruptaki sicanlarda agirlik artis1 s6z konusudur.

Tablo 30. TAA+SDKMKH (NaB) grubundaki siganlarin her hafta Pazartesi giinleri kayit

altina alinan agirlik dlgiimlerinin artan haftalara gore (hatfa 1-haftal6) istatistiksel

olarak degerlendirilmesi

TAA+SDKMKH

Ortalama=

F
(NaB) Haftalar Std. Sapma P
haftal 8 185,35+17,92
haftad 8 224,56+27,95
hafta7 8 266,81+34,25
280,117 0,001
haftal0 8 291,53+41,31
haftal3d 8 365,88+47,37
haftal6 8 371,86+46,78

TAA+SDKMKH (NaB) grubunda yer alan siganlarin viicut agirliklar haftal-haftal6

gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05).

Haftalar ilerledikg¢e bu gruptaki si¢anlarda agirlik artis1 s6z konusudur.

Gruplarin 12 hafta boyunca uygulanan TAA (tiyoasetamid) (150mg/kg ip)

hepatotoksik ajana gore agirliklarinindegisiminin degerlendirilebilmesi igin kayit edilen

agirliklarinin istatistiksel degerlendirilmesi
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Tablo 31. Kontrol (K) grubunun haftal-haftal2 ol¢iim zamanlarina goére agirliklarin

karsilastirilmasi
Kontrol N Ortalama+Std.Sapma F p
haftal 8 187,75+24,79
hafta2 8 220,38+21,96
hafta3 8 246,93+20,19
hafta5 8 286,20+28,04
hafta6 8 309,29+24,07
hafta7 8 315,83+33,90 147,481 0,001
hafta8 8 329,24+34,40
hafta9 8 343,66+35,01
haftal0 8 349,92+39,37
haftall 8 361,79+39,19
haftal2 8 361,70+37,76
Kontrol grubunda yer alan sigcanlarin viicut agirliklart  zamana  gore

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Haftalar

ilerledik¢e sicanlarda agirlik artis1 s6z konusudur.

Tablo 32. Sham (Sh) grubunun 6l¢iim zamanlarina gore agirliklarin karsilagtiriimasi

Sh N Ortalama+Std.Sapma F p
haftal 8 185,6+117,18

hafta2 8 215,05+21,61

hafta3 8 229,55+26,23

haftad 8 254,29+29,88

hafta5 8 253,8+35,44

haftaé 8 273,01+35,35 183,032 0,001
hafta7 8 294,89+32,01

hafta8 8 316,81+31,23

hafta9 8 332,61+27,62

haftal0 8 339,65+28,76

haftall 8 355,2+32,61

haftal2 8 355,46+31,68

Sh grubunda yer alan sicanlarin viicut agirliklart zamana gore karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Haftalar ilerledik¢e Sh

grubundaki sicanlarda si¢anlarda agirlik artis1 s6z konusudur.
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Tablo 33. Tiyoasetamid (TAA) grubunun Ol¢iim zamanlarma gore agirhiklarin

karsilastirilmasi

TAA N Ortalama+Std.Sapma F p
haftal 8 187,80+15,76

hafta2 8 209,76+15,47

hafta3 8 214,55+18,79

hafta4 8 228,63£18,79

hafta5 8 234,65+19,14

hafta6 8 242.79+22.76 122,617 0,001
hafta7 8 253,67+£25,67

hafta8 8 256,38+26,39

hafta9 8 267,29+24,46

haftal0 8 268,60+26,24

haftall 8 275,68+30,14

haftal2 8 271,95+32,00

TAA grubunda yer alan sicanlarin viicut agirliklar1 zamana gore karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Haftalar ilerledikce TAA

grubundaki sicanlarda si¢anlarda agirlik artis1 s6z konusudur.

Tablo 34. Siinnet derisi kokenli mezenkimal kok hiicre (SDKMKH) grubunun o6lgiim

zamanlarina gore agirliklarin karsilastirilmasi

TAA+SDKMKH N Ortalama+Std.Sapma F p
haftal 8 181,85+27,46

hafta2 8 191,76+25,26

hafta3 8 208,88+23,18

haftad 8 221,08+21,73

haftab 8 236,08+25,43

hafta6 8 240,65+26,73 212,052 0,001
hafta7 8 252,36+26,23

hafta8 8 255,44+24,99

hafta9 8 268,76+25,20

haftal0 8 266,66+26,64

haftall 8 275,89+26,32

haftal2 8 275,11+25,85

TAA+SDKMKH grubunda yer alan sicanlarin viicut agirliklar1 zamana gore

karsilastinildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05). Ilerleyen

haftalarda alinan sigan agirliklarinda artis s6z konusudur.

88



Tablo 35. Siinnet derisi kokenli mezenkimal kok hiicre (TAA+SDKMKH (BA)) grubunun

Ol¢lim zamanlarina gore agirliklarin karsilastirilmasi

TAA+SDKMKH (BA) N Ortalama+Std.Sapma F p
haftal 8 177,17+£17,00
hafta2 8 187,83+20,39
hafta3 8 200,46+20,44
hafta4 8 209,97+20,29
haftab 8 221,90421,97
hafta6 8 230,41+£21,58 143,618 0,001
hafta7 8 237,99+20,54
hafta8 8 245,76+18,14
hafta9 8 257,39+18,90
haftal0 8 256,56+17,08
haftall 8 263,97+18,48
haftal2 8 264,67+19,18

Bu grupta, TAA+SDKMKH (BA), yer alan si¢anlarin viicut agirliklar1 zamana gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05). 1. Haftadan

12. Haftaya kadar alinan sigan agirliklarinda artis s6z konusudur.

Tablo 36. Siinnet derisi kokenli mezenkimal kok hiicre (TAA+SDKMKH (NaB)) grubunun

Olclim zamanlarina gore agirliklarin karsilastirilmasi

TAA+SDKMKH (NaB) N Ortalama+Std.Sapma F p
haftal 8 185,35+17,92

hafta2 8 200,98+24,89

hafta3 8 217,56+28,57

hafta4 8 224,56+27,95

haftab 8 243,66+29,51

hafta6 8 255,89+33,26 142,907 0,001
hafta7 8 266,81+34,25

hafta8 8 273,06+35,30

haftad 8 289,75+40,34

haftal0 8 291,53+41,31

haftall 8 302,99+44,65

haftal2 8 301,99+44,83
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TAA+SDKMKH (NaB) grubunda yer alan sicanlarin viicut agirliklar1 zamana gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05). 1. Haftadan

12. Haftaya kadar alinan bu grubun da si¢an agirliklarinda artis s6z konusudur.

Gruplardaki siganlarin haftalik agirliklart (g)
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haftal hafta2 hafta3 hafta4 hafta5 hafta6 hafta7 hafta8 hafta9 haftalOhaftallhaftal2
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m Kontrol ETAA B TAA+SDKMKH
TAA+SDKMKH (BA) B TAA+SDKMKH (NaB) m Sh

Sekil 11. Gruplardaki si¢an agirliklarinin 1.-12. haftalardaki gram cinsinden degisimi

Gortildiigi gibi Kontrol ve Sh gruplarimin siganlarinin haftalara gore agirlik artis ile
TAA uygulunan TAA, TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB)
bu dort grubun sicanlarinin agirlik artis1 degiskenik gostermektedir ki bunu da istatistiksel
olarak degerlendirdigimizde sonug bize farklilig1 kanitlamaktadir. Kontrol ve Sh gruplarinin
siganlarinin haftalara gore agirlik artist TAA, TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA),
TAA+SDKMKH (NaB)’indan daha fazladir. agirlik artisinda bu dort grup arasinda (TAA,
TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB)) ise yakinlik soz

konusudur.
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Tablo 37. Deney gruplarmin 12 hafta boyunca kaydedilen agirliklarinin ortalamalarinin

gruplar arasi karsilastirilmasi

Gruplar (12 hafta agirhik ort. (g)) N Ortalama+Std.Sapma F p
Kontrol 8 298,40%+57,32
TAA 8 242,65°+28.,09
TAA+SDKMKH 8 239,54"+32,33
b 4,874 0,001
TAA+SDKMKH (BA) 8 229,51°+30,20
TAA+SDKMKH (NaB) 8 254,51°+40,16
Sh 8 283,83%+57,32

Deney gruplarmin 12 hafta boyunca alinan agirliklarinin ortalamalarinin gruplar
aras1 karsilagtirilmast sonucu istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05).
Buna gore kontrol ve SH grubunun ortalama agirlik degerleri benzerdir ve TAA,
TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB) gruplarina goére daha
yilksek oldugu belirlenmistir. TAA, TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA),
TAA+SDKMKH (NaB) gruplarinin da ortalama agirlik degerleri benzerdir.
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Sekil 12. Gruplardaki si¢an agirliklarinin 1.-12. haftalar arasi ortalamalari
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4.2. Karaciger Endeksinin Hesaplanmasi

Karaciger endeksi hesaplamasi; her bir sicanin karaciger indeksi=(karaciger

agirhigi/viicut agirligi) x 100 (Wang ve ark, 2017) formulii ile yapilmistir.

Tablo 38. Her bir gruptaki si¢anlarin karaciger agirhigi

N TAA+ TAA+ TAA+ Sham Kontrol TAA
SDKMKH  SDKMKH SDKMKH
(BA) (NaB)
N1  11.381 13.111 9.784 11.927 11.327 10.359
N2  12.657 12.238 10.965 14.561 14.823 10.971
N3  13.873 10.777 11.140 13.384 12.983 13.001
N4 12,922 10.558 10.921 12.110 12.750 12.302
N5  11.646 13.044 9.061 12.900 12.386 11.014
N6  9.408 12.241 8.752 14.445 11.004 9.970
N7  10.222 13.372 8.940 11.718 19.987 12.808
N8  10.237 - 13.811 11.897 15.976 10.624

Tablo 39. 16. haftada, sakrifikasyon dncesi her bir gruptaki siganlarin agirliklar

N/16. TAA+ TAA+ TAA+ Sham Kontrol TAA
Hafta SDKMKH SDKMKH SDKMKH

agirhk (BA) (NaB)

N1 321.9 305.9 372.5 376.9 350.9 353.0
N2 376.4 312.7 419.8 462.6 4219 361.0
N3 3904 310.2 414.2 405.8 3304 405.9
N4 3109 315.2 400.3 351.2 365.8 336.9
N5 347.4 359.7 300.2 412.8 445.2 342.5
N6 301.9 3394 329.1 442.9 417.7 271.1
N7 290.4 359.7 327.9 400.1 441.7 349.5
N8 350.0 - 410.9 356.1 419.8 306.7
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Tablo 40. Karaciger indeksi hesaplamasi

N  TAA+ TAA+ TAA+ Sham Kontrol TAA
SDKMKH SDKMKH SDKMKH
(BA) (NaB)
N1 (11.381 13.111/305.9 9.784/372.5 11.927/376.9 11.327/350.9  10.359/353.0
(9)/321.9)*100
N2 12.657/376.4 12.238/312.7 10.965/419.8  14.561/462.6 14.823/421.9  10.971/361.0
N3 13.873/390.4 10.777/310.2 11.140/414.2  13.384/405.8 12.983/330.4  13.001/405.9
N4 12.922/310.9 10.558/315.2 10.921/400.3 12.110/351.2 12.750/365.8 12.302/336.9
N5 11.646/347.4 13.044/359.7 9.061/300.2 12.900/412.8 12.386/445.2  11.014/342.5
N6  9.408/301.9 12.241/339.4 8.752/329.1 14.445/442.9 11.004/417.7 9.970/271.1
N7  10.222/290.4 13.372/359.7 8.940/327.9 11.718/400.1 19.987/441.7 12.808/349.5
N8 10.237/350.0 EX 13.811/410.9 11.897/356.1 15.976/419.8  10.624/306.7
Tablo 41. Her bir sicanin karaciger Endeksi
N TAA+ TAA+ TAA+ Sham Kontrol TAA
SDKMKH SDKMKH SDKMKH
(BA) (NaB)
N1  3.535570 4.2860411 2.626577 3.164499 3.227985 2.934560
N2  3.362646 3.9136552 2.611958 3.147643 3.513391 3.039058
N3  3.553534 3.4742101 2.689521 3.298176 3.929479 3.203005
N4  4.156320 3.3496192 2.728203 3.448177 3.485511 3.651528
N5  3.352331 3.6263552 3.018321 3.125 2.782120 3.215766
N6  3.116263 3.6066588 2.659374 3.261458 2.634426 3.677609
N7  3.519972 3.7175423 2.726440 2.928767 4.525016 3.664663
N8  2.924857 4.2860411 3.361158 3.340915 3.805621 3.463971
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Karaciger Endeksi
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Resim 22. Sakrifikasyon sonrasi her bir gruba ait sigan karaciger goriintiileri
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4.3. ALT AST Olciimleri

Tablo 42. Kontrol grubu pre-post ALT pre-post AST 6lgiimleri

Kontrol Pre-ALT U/L Post-ALT U/L  Pre-AST U/L Post-AST U/L

1 76 61 92 75
2 62 64 98 70
3 93 56 99 87
4 58 56 88 78
5 87 35 78 83
6 63 59 103 36
7 66 - 84 -

8 69 42 62 61

7. kontrol POST-ALT-AST siganinda serum yetersizligine bagli olarak deger

okunamamustir.

Tablo 43. Sh grubu pre-post ALT pre-post AST 6l¢iimleri

Sh Pre-ALT U/L Post-ALT U/L Pre-AST U/L Post-AST U/L

1 62 30 90 119
2 89 - 47 -

3 46 76 93 108
4 55 56 101 100
5 83 48 98 77
6 85 73 88 79
7 80 53 105 131
8 43 52 79 84

2. sham POST-ALT-AST siganinda serum yetersizligine bagli olarak deger
okunamamustir.

95



Tablo 44. TAA grubu pre-post ALT pre-post AST 6l¢timleri

TAA Pre-ALT U/L Post-ALT U/L Pre-AST U/L Post-AST
u/L

1 91 45 148 148

2 87 45 104 104

3 137 38 153 153

4 132 57 203 203

5 107 47 164 164

6 115 62 168 168

7 92 59 118 118

8 131 54 153 153

Tablo 45. TAA+SDKMKH grubu pre-post ALT pre-post AST ol¢timleri

SDTKAI\';\;H Pre-ALT U/L Post-ALT U/L Pre-AST U/L Post-AST U/L
1 67 54 116 126
2 71 53 90 129
3 109 69 161 94
4 60 53 87 90
5 92 61 105 84
6 100 40 89 62
7 118 49 283 131
8 137 37 189 83

Tablo 46. TAA+SDKMKH (BA) grubu pre-post ALT pre-post AST 6lgtimleri

TAA+ Pre-ALT U/L  Post-ALT U/L Pre-AST U/L Post-AST U/L
SDKMKH (BA)

1 157 46 239 272

2 68 28 95 250

3 88 23 193 59

4 97 48 147 139

5 110 45 81 79

6 158 52 248 132

7 128 60 149 124

8 56 ex 113 ex




Tablo 47. TAA+SDKMKH (NaB) grubu pre-post ALT pre-post AST dl¢iimleri

TAA+ Pre-ALT Post- Pre-AST Post-AST
SDKMKH (NaB) u/L ALT U/L U/L u/L
1 107 61 136 60
2 82 75 111 94
3 72 38 116 60
4 85 10 103 55
5 95 58 151 83
6 164 35 230 177
7 94 38 150 140
8 100 55 85 78
Tablo 48. Tim gruplarin pre-post ALT pre-post AST 6lglim istatistik sonuglari
Degiskenler/Gr Ortalama+
uplar N Std.Sapma F p
Pre-ALT Kontrol 8 71,75°+12,56
TAA 8 111,50°%+20,30
TAA+SDKMKH 8 94,25%+27,00 4173 0.004
TAA+SDKMKH (BA) 8 107,75% 38,04
TAA+SDKMKH (NaB) 8 99,88%+28,13
sh 8 67,88°+18,57
Post-Alt Kontrol 7 53,29+10,67
TAA 8 50,88+8,34
TAA+SDKMKH 8 52,00+10,38
TAA+SDKMKH (BA) 7 43,14+13,12 0,819 0,544
TAA+SDKMKH (NaB) 8 46,25+20,13
Sh 7 55,43+15,55
Kontrol 8 88,00°+13,38
TAA 8 151,38%+30,42
TAA+SDKMKH 8 140,00%+68,66
Pre-AST 3,848 0,006
TAA+SDKMKH (BA) 8 158,13%+63,26
TAA+SDKMKH (NaB) 8 135,25%+44,67
Sh 8 87,63°+18,31
Post At Kontrol 7 70,002¢17,24
TAA 8 75,50°+18,43
TAA+SDKMKH 8 99,88°+25,64
TAA+SDKMKH (BA) 7 150,71%+80,96
TAA+SDKMKH (NaB) 8 93,38"+43,44 3,504 0,009
Sh 7 99,71°+20,86
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Pre-ALT degerinin gruplara gore karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir (p<<0,05). Buna gore kontrol ve Sh gruplarinin pre-ALT degerleri
TAA ve TAA+SDKMKH (BA) gruplarina gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Gruplar aras1 Post-ALTdegerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur
(p>0,05).

Pre-AST degerinin gruplara gore karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Buna gore Kontrol ve SH gruplarinin pre-AST degerleri
TAA ve TAA+SDKMKH (BA) gruplarina gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Post-AST degerinin gruplara gore karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Buna gore TAA+SDKMKH (BA) grubunun post-AST
degerleri TAA ve TAA+SDKMKH (NaB), Kontrol, TAA+SDKMKH ve Sh gruplarina gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 14. Gruplarin pre-post ALT ve pre-post AST degerlerinin karsilastirilmasi

Tablo 49. Kontrol grubu pre-ALT-AST, post-ALT-AST degerlerinin istatistiksel

degerlendirilmesi

(Kontrol) Degiskenler N Ortalama+Std. Sapma t p
Pre-ALT 7 72,57+13,32

ALT 2,526 0,045
Post-ALT 7 53,28+10,67
Pre-AST 7 88,57+14,35

AS 2,059 0,085
Post-AST 7 70,00+17,24
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Kontrol grubunun pre-ALT ve post-ALT degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Buna gore post-ALT degeri daha diisiiktiir. Buna
ragmen, pre-AST ve post-AST degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 50. Sh grubu pre-ALT-AST, post-ALT-AST degerlerinin istatistiksel

degerlendirilmesi

(Sh) Degiskenler N Ortalama+Std. Sapma t p
Pre-ALT 8 64,86+17,81

ALT 1,036 0,340
Post-ALT 8 55,43+15,55
Pre-AST 8 93,4348,77

AST -0,908 0,399
Post-AST 8 99,71+£20,86

Sh grubunun pre-ALT ve post-ALT degerleri ve pre-AST ve post-AST degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 51. TAA grubu pre-ALT-AST, post-ALT-AST degerlerinin istatistiksel

degerlendirilmesi

(TAA) Degiskenler N Ortalama+Std. Sapma t p
Pre-ALT 8 111,50+20,29

ALT 7,862 0,001
Post-ALT 8 50,87+8,33
Pre-AST 8 151,37+30,41

AST 7,169 0,001
Post-AST 8 75,50+18,43

TAA grubunun pre-ALT ve post-ALT degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Buna gore post-ALT degeri daha disiiktiir. TAA
grubunun pre-AST ve post-AST degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edilmistir (p<0,05). Buna gore post-AST degeri daha diistiktiir.
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Tablo 52. TAA+SDKMKH grubu pre-ALT-AST, post-ALT-AST degerlerinin istatistiksel

degerlendirilmesi

(TAA+SDKMKH) Degiskenler N Ortalama+Std. Sapma t p
Pre-ALT 8 94,25+27,00

ALT 3,730 0,007
Post-ALT 8 52,00+10,37
Pre-AST 8 140,00+68,66

AST 1,771 0,120
Post-AST 8 99,87+25,64

TAA+SDKMKH grubunun pre-ALT ve post-ALT degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Buna gore post-ALT degeri daha
dustiktiir. ve pre-AST ve post-AST degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 53. TAA+SDKMKH (BA) grubu pre-ALT-AST, post-ALT-AST degerlerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

(SDKMKH+TAA(BA)) Degiskenler N Ortalama+Std. Sapma t p
Pre-ALT 7 115,14+34,32

ALT 7,080 0,001
Post-ALT 7 43,14+13,12
Pre-AST 7 164,57+65,42

AST 0,380 0,717
Post-AST 7 150,71+80,95

SDKMKH+TAA (BA) grubunun pre-ALT ve post-ALT degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Buna gore post-ALT degeri
daha digiiktir. SDKMKH+TAA (BA) grubunun pre ve post-AST degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir (p>0,05).
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Tablo 54. TAA+SDKMKH (NaB) grubu pre-ALT-AST, post-ALT-AST degerlerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

(SDKMKH+TAA(NaB)) Degiskenler N OrtalamazStd. Sapma t p
Pre-ALT 8 99,88+28,13

ALT 4,204 0,004
Post-ALT 8 46,25+20,13
Pre-AST 8 135,25+44,67

AST 4,406 0,003
Post-AST 8 93,38+43,44

SDKMKH+TAA (NaB) grubunun pre-ALT ve post-ALT degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<0,05). Buna gore post-ALT degeri
daha disiiktiir. SDKMKH+TAA (NaB) grubunun pre-AST ve post-AST degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<<0,05). Buna gore post-AST degeri
daha dustiktiir.

4.4, Scratch Deneyi (Cizik Deneyi)

Scratch deneyi, in vitro hiicre migrasyonu analizinde deneysel olarak gelistirilmis ve
kolay protokollerden biridir (GlaB ve ark, 2012). Iki boyutlu in vitro hiicre migrasyonunun
ve proliferasyonun gozlenmesi amaciyla uygulanan bu deneyde hiicreler en uygun hiicre
kiiltiir ortamina ekilir, inkiibe edilir. Hiicreler monolayer olarak konfluens olduklarinda sivri
uclu bir cisimle (pipet tip) ¢izik atilarak, kazima yapilarak bu tabakanin bir bdlgesini ¢izip
kaldirip, scratch olarak adlandirilan hiicreden yoksun alan (Fronza ve ark, 2009; Arranz-
Valsero ve ark, 2014), yapay yara olusturulur (GlaB ve ark, 2012; Jin ve ark, 2016; Iwanabe
ve ark, 2016; Johnston ve ark, 2016). Mekanik olarak olusturulan bu yapay yara veya ¢izik
sekli tipik olarak paralel kenarli bir bolgedir (Sekil....resim) (GlaB ve ark, 2012) Hiicre
migrasyonu ve proliferasyonuyla hiicre yayiliminin, ¢izik atilan bos bdlgeyi rekolonize
kapasitesini arastirmak amaciyla goriintiileri alinir (Jin ve ark, 2016; Johnston ve ark, 2016).
LCI cihaz1 her {i¢ dakikada bir goriintii alip kaydetmektedir, 0. dakika da ilgili alan1 cihaza
tanitip, ilk gorlintliyli aldiktan sonra, cihaz otomatik olarak ii¢ dakikada bir goriintiiyii
kaydediyor. 0., 6., 12., 24. Saatlerde elde edilen goriintiiler; 0.h de ilk goriintii, 6.h de
(6¥60=360:3=120. goriintii), 12.h de 240. goriintii, 24.h de 480. gorintidiir. Belirtilen bu
saatlerde alinan her bir faz kontrast mikroskobik goriintiisiinde her birinde ti¢ farkl alan, 1.
Ust nokta, 2. Orta nokta, 3. Alt nokta olarak belirtilen noktalarda yara ¢izik genisligi mm

olarak dl¢iildii ve her goriintiide ayni1 alan belirlendi.
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Resim 24. SDKMKH LCI cihazinda 0., 6., 12., ve 24.h’lerde alinan goriintiiler kapanma

Olctimleri

102



Resim 26. SDKMKH (BA) LCI cihazinda 0., 6., 12., ve 24.h’lerde alinan goriintiiler

kapanma Ol¢iimleri
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Resim 28. SDKMKH (NaB) LCI cihazinda 0., 6., 12., ve 24.h’lerde alinan goriintiiler

kapanma o6l¢timleri
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Tablo 55. Scratch deneyi 6l¢iim sonuglari (LCI)

OLCUM NOKTALARI 0.h 6.h 12.h 24.h
(UZUNLUK:LENGHT)
0,50 mm 0,48 0,25 0,11
SDMKH 0,42 0,37 0,36 0,10
0,55 0,52 0,11 0
1.UST NOKTA 0,28 0,08 0,01 0
2.0RTA NOKTA SDMKH (BA) 042 029 014 0
3.ALT NOKTA 035 021 0,08 0
0,48 048 047 0,46
SDMKH (NaB) 049 049 049 0,49
057 057 058 0,57
Tablo 56. Scratch deneyi kapanma aralig1 6l¢iim sonuglari (LCI)
OLCUM NOKTALARI 0.h-6.h 6.n-12.h  12.h-24h
(UZUNLUK:LENGHT)
0,02 0,23 0,14
SDMKH 0,05 0,01 0,26
0,03 0,41 0,11
1.UST NOKTA 0,20 0,07 0,01
2.0RTA NOKTA SDMKH (BA) 0,13 0,15 0,14
3.ALT NOKTA 0,14 0,13 0,08
0 0,01 -0,01
SDMKH (NaB) 0 0 0
0 0,01 -0,01
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Tablo 57. Scratch deneyinde yapay yaranin 6.h., 12.h. ve 24.h kapanma oranlar1 (ylizde
degerleri, %)

6.h (%) 12.h (%) 24.h (%)

4 47,9 56
SDKMKH 11,9 2,7 72,2

55 78,8 100

714 87,5 100
SDKMKH BA 31 51,7 100

40 61,9 100

0 2.1 2.1
SDKMKH (NaB) 0 0 0

0 18 1,7

Ust nokta i¢in kapanma yiizdeleri

120

100
80
60

40 -

Kapanma Yiizdesi (%)
\
|

20 >

6.h 12.h 24.h

-20
Saat

e «= SDKMKH eeeeee SDKMKH BA e SDKMKH NaB

Sekil 15. Scratch deneyinde yapay yaranin iist nokta i¢in 6.h., 12.h. ve 24.h kapanma

oranlar (yiizde degerleri, %).
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Orta nokta i¢in kapanma yiizdesi

120
gi 100 T
g 80 ... X
B o'... 7
S 60 ot s
s | e . s
=) oo ® oo Pl
SO e - ’
53 : P
20 P4
- - - e e e
0 —
6.h 12.h 24.h
Saat
= e= SDKMKH  seceee SDKMKH BA === SDKMKH NaB

Sekil 16. Scratch deneyinde yapay yaranin orta nokta i¢in 6.h., 12.h. ve 24.h kapanma

oranlari (yiizde degerleri, %)

Alt nokta i¢in kapanma yiizdesi

120
/_\100 _ - .—,.-"
c\o ..o'
< 80 S
é p 7
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> ,...--"/
< PR RS
g 40 ’
< 7
g 2 ’
2 7
0
6.h 12.h 24.h
-20
Saat
= e SDKMKH  eeccee SDKMKH BA = SDKMKH NaB

Sekil 17. Scratch deneyinde yapay yaranin alt nokta i¢in 6.h., 12.h. ve 24.h kapanma

oranlari (yiizde degerleri, %)

4.5. Sitotoksisite Deneyi (MTS)

BA ve NaB'in toksisitesi, 3 giin boyunca her 24 saatte bir 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200
ve 300 (ug) olarak sekiz farkli konsantrasyonda MTS testi kullanilarak olgildi. 24, 48, 72

saat olarak kaydedilen her 6l¢iimiin ortalamasi alinarak ve son olarak da ii¢ kez tekrarlanan
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Olctimlerin ortalamalar1 alinarak grafikler olusturuldu. (Deney tek asamada 4 tekrarli (4

kuyucukta), iic kez tekrarlanmistir). BA ve NaB'nin, SDKMKH'lerin hayatta kalmasi
tizerindeki etkisi, SDKMKH'lerin, 72 saat boyunca 5-300 pg/ml arasinda degisen farkli BA

ve NaB dozlariyla iglenmesiyle incelendi. 10 pg/ml'de BA, hiicrelerin hayatta kalmasini 24

saatte %103,13 olarak degistirmistir, bu dozda hiicre sag kaliminda herhangi bir degisiklik

olmamistir. Bu nedenle, deneylerin geri kalaninda 10 pg/ml BA kullanilmigtir.

SDKMKH (BA)

140
120
£ 100 M g =
| | & =
»Bl) i E [ E
= 80 el HE 5 0B B
= 1% = 5 n n (&= =
© &= 5 n L 0 =
O 60 L= - L = s a1
I :' = :I l: = |: l: = o —
S 20 HWER HE o e R e HE
T NE= 5 ] o 1= Py oy 1= B
- . L] = ] - -
0 HEN HE B HE HE HE
= g nE= = =
, HEN 4E HE tHE HE HE
5 10 20

30 50 100
Konsantrasyon (ng/ml)

N
o
o
w
o
o

O (24 saat)
B (48 saat)
B (72 saat)
mNC

Sekil 18. SDKMKH'de 24, 48 ve 72. saatte BA’nin sitotoksisitesi. Farkli

konsantrasyonlarinin toksisite sonuglari. NC negatif kontrol.

SDKMKH (NaB)
140

[ERN
N
o

1 (%)
-
o
o

I3
5

80

60

Hiicre Canlili

40

20

0 = X L] _7 £l _7
5 10 20 30 50
Konsantrasyon (pg/ml)

O (24 saat)
B (48 saat)
= (72 saat)
mNC

BA

Sekil 19. SDKMKH'de 24, 48 ve 72. saatte NaB’nin sitotoksisitesi. Farkli NaB

konsantrasyonlarinin toksisite sonuglari. NC negatif kontrol.
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4.6. Akis Sitometri (Flow Sitometri)

Kiiltiir ortamlarinda morfolojik olarak incelendiklerinde fuziform sekilli, fibroblast
benzeri goriiniimii olan SDKMKH’ler immunofenotipik 6zellikleri itibariyle CD14, CD31,
CD34, CD45 gibi tipik hematopoietik belirtecleri gostermezler, buna karsin CD73, CD90,
CD105 gibi non-hematopoietik hiicre yiizey belirteglerini eksprese ederler (Agha ve ark,
2017).
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Sekil 20. Insan siinnet derisi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu.
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SDKMKH’lerin mezenkimal kok hiicre yiizey belirtecleri i¢in pozitif (CD73, CD90,
CD105) ve hematopoetik kok hiicre ylizey belirtegleri i¢in negatif (CD14, CD31, CD34 ve
CD45), akis sitometri analizi ile tespit edildi. NC, negatif kontrol.

4.7. Kok Hiicre Farkhlastirma Deneyi

Resim 29. Adipojenik farklilastirma deneyi goriintileri (ZEISS, Axio Vert. Al invert
mikroskobu ile goriintiileme (Yeditepe Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik

Bolimii, Molekiiler Diagnostik Laboratuari))

Yaklagik 14 giin inkiibasyon sonucunda Oil Red O boyasi ile boyanan hiicreler sar1-
turuncu renginde gozlemlenen yag damlaciklarini igermektedir. A harfi ile belirtilen kontrol
grubunda konfluens olmamig durumda goriintii alindig1 igin hiicrelerin morfolojileri belirgin
olmasima ve ayr1 ayri secilememesine ragmen C harfi ile ifade edilen goriintiide ise 14
giinliik bir adipojenik farklilagtirma deneyi sonrasi hiicre yogunlu (over-konfluens)

durumundan dolay1 hiicrelerin morfolojileri ayirt edilememekle birlikte bu hiicreler Oil Red
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O boyasi ile sari-turuncu renginde goézlemlenen yag damlaciklar1 igermektedirler. Burada
Resim 29 A-B ve C deki goriintilerle adipojenik farklilastirmanin gergeklestiginin

gostergesidir.

Resim 30. Kondrojenik farklilastirma deneyi goriintiileri (ZEISS, Axio Vert. Al invert
mikroskobu ile goriintiileme (Yeditepe Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik

Bolimii, Molekiiler Diagnostik Laboratuart))

Resim 30-A, Kkontrol grubunda kondrojenik farklilagtirma besiyeri ile inkiibe
edilmeyen hiicrelerde negatif bir alcian blue gézlemlenirken, bu deney sonucunda da alcian
blue ile oldukg¢a iyi boyanmis hiicreleri gozlemlemekteyiz. Bu deneyimizde yaklasik 21 giin
boyunca devam etmektedir, hiicrelerin 21 giin boyunca inkiibasyonlarindan dolay1
morfolojileri kontrol grubu A resminde oldugu gibi ayr1 ayr segilememektedir. Kondrojenik
farklilagsmanin gostergesi olarak hiicreler Resim 30-C’de oldugu gibi pozitif boyanmis

olarak gozlemlenmektedir.
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Resim 31. Osteojenik farklilastirma deneyi goriintilleri (ZEISS, Axio Vert. Al invert
mikroskobu ile goriintileme (Yeditepe Universitesi, Genetik ve Biyomiihendislik

Boliimii, Molekiiler Diagnostik Laboratuart))

Resim 31-A’da kontrol olarak isimlendirdigimiz hiicreleri 6 kuyucuklu platede
yaptigimiz  Von Kossa boyamasi sonucu hiicrelerin boyanmadigini, farklilagtirma
besiyerinde inkiibe ettigimiz platede Von Kossa boyamasi ile boyanan hiicreler osteojenik
farklilasmanin oldugunu gostermektedir. Yaklasi 21 giin boyunca osteojenik farklilasma
icin inkiiber edilen hiicrelerin asir1 konfluens durumlar1 kaynakli morfolojileri net
secilememekle birlikte boyanma 6zellikleri ile osteojenik olarak farklilastiklarin1 Resim 31-

B ve 31-C’de gozlemleyebilmekteyiz.
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4.8. Western Blotlama

WSMA " v e
Sekil 20. Alfa-SMA antikoru western bandlagsma gosterimi
Sekil 20°de GAPDH ile normalize edilen western deneyimizde alfa SMA antikoru

ile sonuca ulasirken yaptigimiz tekrarlamalarda kollajen 1 alfa antikorunun deneyde

bandlagma gostermedigini gozlemledik.

4.9. Histopatolojik Bulgular

Karaciger fibrozisi, rutin hematoksilen-eozin, pikro sirius kirmizisi ve anti-alfa diiz
kas aktin (a-SMA), kollajen 1 a (colla) immiinohistokimyasal boyalar1 kullanilarak
degerlendirildi. Morfolojik goriintli degerlendirmesi yapabilmek ve inflamasyon alanlarinin

gozlemlenebilmesi i¢inde rutin hematoksilen eozin boyasi yapildi.
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4.9.1. Kontrol Grubu Hematoksilen Eozin Boya Kesit Goriintiilerini Morfolojik

Olarak Degerlendirme

Resim 32. Kontrol grubu Hematoksilen-eozin, (20X).

Resim 32’ de kontrol grubu, hematoksilen-eozin, kesit goriintiisiinde portal alan ve

sentral ven yapisinda herhangi bir yapisal farklilik gézlenmemektedir (20X).

Resim 33. Kontrol grubu Hematoksilen-eozin, (10X).

Resim 33’de kontrol grubu hematoksilen-eozin kesit goriintiilerinde portal alan ve
sentral ven yapisinda herhangi bir yapisal farklilik gozlenmemektedir. Hepatositler saglikli

goziikmektedirler. (Hematoksilen-eozin boyama, 10X).
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4.9.2. Sham Grubu Hematoksilen Eozin Boya Kesit Goriintiilerini Morfolojik Olarak

Degerlendirme

Resim 34. Sham grubu Hematoksilen-eozin, (4X).

Resim 34°de sham grubu, hematoksilen-eozin kesit goriintiilerinde portal alan ve

sentral ven yapisinda herhangi bir yapisal farklilik gézlenmemektedir (4X).
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4.9.3. TAA Grubu Hematoksilen Eozin Boya Kesit Goriintiilerini Morfolojik Olarak

Degerlendirme

Resim 35. TAA grubu Hematoksilen-eozin, (100X).

Resim 35’de TAA grubu, hematoksilen-eozin kesit gorintiilerinde goézlemlenen
yapisal degisiklikler; hepatositlerde graniiler dejenerasyonla birlikte hemorajik alanlardir

(100X).

49.4. TAA+SDKMKH Grubu Hematoksilen Eozin Boya Kesit Goriintiilerini
Morfolojik Olarak Degerlendirme

Resim 36. TAA+SDKMKH Grubu Hematoksilen Eozin (40X).
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Resim 36’da TAA+SDKMKH Grubu Hematoksilen Eozin boyama Kkesit
goriintiisiinde sinuzoidal dilatasyonlarla birlikte graniiler dejenerasyon goézlenmektedir
(40X).

4.9.5. TAA+SDKMKH (BA) Grubu Hematoksilen Eozin Boya Kesit Goriintiilerini
Morfolojik Olarak Degerlendirme

Resim 37. TAA+SDKMKH (BA) Grubu Hematoksilen Eozin (40X).

Resim 37°de TAA+SDKMKH (BA) Grubu Hematoksilen Eozin boyasi kesit
goriintiistinde sinuzoidal dilatasyonlarla birlikte graniiler dejenerasyon gozlenmektedir

(40X).
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4.9.6. TAA+SDKMKH (NaB) Grubu Hematoksilen Eozin Boya Kesit Goriintiilerini
Morfolojik Olarak Degerlendirme

Resim 38. TAA+SDKMKH (NaB) Grubu Hematoksilen Eozin (100X).

Resim 38’de TAA+SDKMKH (NaB) Grubu Hematoksilen Eozin boyasi kesit
goriintiisiinde sinuzoidal dilatasyonlarla birlikte vakuolar dejenerasyon goézlenmektedir
(100X).
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4.9.7. Kontrol Grubu Pikro Sirius Kirmizis1 Boya Kesit Goriintiilerinde Histopatolojik

Degerlendirme

Resim 39. Kontrol grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (4X).

Resim 39°da kontrol grubu, pikro sirius kirmizisi, kollajen lif birikimi perisentral ve

portal alanda normal gézlemlenmektedir (4X).

4.9.8. Sham Grubu Pikro Sirius Kirmizis1 Boya Kesit Goriintiilerinde Histopatolojik
Degerlendirme

Resim 40. Sham grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (10X).
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Resim 40’da sham grubu, pikro sirius kirmizisi, kollajen lif birikimi perisentral ve

portal alanda normal gozlemlenmektedir (10X).

4.9.10. TAA Grubu Pikro Sirius Kirmizis1 Boya Kesit Goriintiilerinde Histopatolojik
Degerlendirme

Resim 41. TAA grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (40X-20X).

Resim 41°de, TAA grubu, pikro sirius kirmizisi, iki sentral ven arasi bolgede ve
sentral venden 1sinsal tarzda uzanan kollajen birikim alanlart gdzlemlenmektedir,

perisiniizoidal alanda (Disse alani) kollajen birikimi gozlenmektedir (40X-20X).

Resim 42. TAA grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (4X) (++).

Resim 42°de TAA grubu pikro sirius kirmizisi, hepatik lobiil etrafinda hepatik septa
artiglari. TAA grubu, pikro sirius boyasi, si¢an karaciger dokusunda, kirmizi-pembe olarak
boyanan c¢izgilenmeler kollajen birikim alanlari, portal alanda artan kollajen birikimi ile

birlikte portal-portal alan ve sentral-sentral ven arasi orta siddet kopriilesme s6z konusudur.
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Sentral ven etrafi, perisentral bolgede de kollajen artist gozlenmektedir. Hepatik lobiil

etrafinda ve hepatosit kordonlar1 arasinda kolajen birimi s6z konusudur (4X).

Resim 43. TAA grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (10X).

Resim 43°de TAA grubu, pikro sirius kirmizisi, sentral ven etrafinda kollajen artisi,
birikimi ile birlikte sentral-sentral ven aras1 kopriilesme orta siddettedir ve aymi sekilde
sentral ven yakininda orta siddette vakuolar dejenerasyon gozlenmekte ve bu dejeneratif
bolgede hepatositler arasi alanda kolajen artis1 kirmizili boyali alanlarla tespit edilmektedir
(10X).

Resim 44. TAA grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (10X).
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Resim 44°de TAA grubu, pikro sirius kirmizisi, orta siddette vakuolar dejenerasyon
gbzlenmekte ayrica dejeneratif hiicrelerde yag damlaciklar1 gozlemlenmekte ve bu

dejeneratif bolgede hepatositler arasi alanda kolajen artis1 kirmizili boyali alanlarla tespit

edilmektedir (40X).

Resim 45. TAA grubu (Pikro Sirius Kirmizisi, 10X).

Resim 45°de TAA grubu, pikro sirius kirmizisi, kollajen birikiminde artigla birlikte,
hepatik safra kanal proliferasyonu gozlenmektedir. Bu kesit goriintiilerinde hepatik
parankimde kollajen birikimi ile olusan kdpriilesmeler gozlenmektedir ve damarlar arasinda

kopriilesme seklindedir (10X).

Resim 46. TAA grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (4X).
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Resim 46’da TAA grubu, pikro sirius kirmizisi, orta siddette portal alan

kopriilesmesi mevcuttur. Damarlar ¢evresinde kollajen birikimi artist belirginlesmistir.

Resim 47. TAA grubu, Pikro Sirius Kirmizisi, (4X).

Resim 47°de TAA grubu, pikro sirius kirmizisi, periportal alanda kollajen artist
gozlenmektedir ve aym zamanda portal triadda gozlenen hepatik safra kanal
proliferasyonuyla birlikte hepatik parankim icinde de safra kanali proliferasyonu ile birlikte

kollajen birikimi gozlenmektedir.
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4.9.11. TAA+SDKMKH Grubu Pikro Sirius Kirmizis1 Boya Kesit Goriintiilerinde

Histopatolojik Degerlendirme

Resim 48. TAA+SDKMKH grubu Pikro Sirius Kirmizisi, (4X).

Resim 48’de TAA+SDKMKH grubu, pikro sirius kirmizisi, hepatik lobiilleri
belirginlestirir sekilde kollajen lif artislar1 gozlenmektedir, orta siddette bir kollajen artisi
gozlemlenmektedir (++) (4X).

Resim 49. TAA+SDKMKH grubu (++) Pikro Sirius Kirmizisi, (10X).
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Resim 49°da TAA+SDKMKH grubu, Pikro Sirius Kirmizisi, karaciger kesit
goriintiilerinde portal alanda hepatik safra kanal proliferasyonu ve kanallar etrafinda artan

kollajen lif birikimi ile birlikte kolanjiyo-fibrozis gozlenmektedir (10X-20X).

Resim 50. TAA+SDKMKH grubu (+) Pikro Sirius Kirmizisi, (4X).

Resim 50° de TAA+SDKMKH grubu, pikro sirius kirmizisi, damarlarin etrafini
belirginlestirir sekilde kollajen lif artiglar1 gozlenmektedir, hafif siddette bir kollajen artisi
gbzlemlenmektedir (+) (4X). (TAA+SDKMKH grubu + ile ++ arasinda degismektedir).
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49.12. TAA+SDKMKH (BA) Grubu Pikro Sirius Kirmizisi Boya Kesit

Goriintiilerinde Histopatolojik Degerlendirme

Resim 51. TAA+SDKMKH (BA) grubu (+) Pikro Sirius Kirmizisi, (10X).

Resim 51°de TAA+SDKMKH (BA) grubunda, pikro sirius kirmizisi, TAA grubunda
gozlemledigimiz portal alanlarda kollajen lif artisin1 azalmis olarak gozlemlemekteyiz,
ayrica vakuolar dejenerasyonlar kaybolmakla birlikte graniiler dejenerasyonlar

izlenmektedir (10X).
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49.13. TAA+SDKMKH (NaB) Grubu Pikro Sirius Kirmizis1i Boya Kesit

Goriintiilerinde Histopatolojik Degerlendirme
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Resim 52. TAA+SDKMKH (NaB) grubu (+ ile ++ arasinda) Pikro Sirius Kirmizisi, (4X-
10X-10X-20X).

Resim 52°de TAA+SDKMKH (NaB) grubu, pikro sirius kirmizisi ile boyali kesit
goriintiilerinde kollajen birikimi alanlar1 6zellikle portal alan etrafinda gdézlemlenmektedir.
Portal-portal alan arasi kopriilesmelerle birlikte artan sayida hepatik safra kanallari
gozlemlenmektedir (4X-10X-10X-20X). (TAA+SDKMKH (NaB) + ile ++ arasinda
degismektedir).

4.10. Karaciger doku dérneklerinin immunohistokimyasal degerlendirilmesi

Karaciger doku ornekleri, kit protokoliine gore formol ile fikse edilmis, sonrasinda
uygun doku takibi agsamalari ile parafine gdmiilii olarak mikrotom cihazinda kesit alinmustir.
4 um kalinliginda alinan doku kesit 6rnekleri anti-alfa diiz kas aktin (anti a-SMA) ve anti-

kollajenlal (anti-collal) antikorlar1 ile immiinohistokimyasal olarak boyanmustir.
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Anti-alfa diiz kas Aktin [EPR5368] (ab124964) ve anti-kollal (ab34710) antikoru
ile immubhistokimyasal olarak boyanan karaciger dokusu kesit drneklerinin tiim gruplarda

degerlendirilmesi.

4.10.1. Kontrol grubunda anti-alfa diiz kas aktin (anti a-SMA) ve anti-kollajenlal
(anti-collal) antikorlar ile boyanan kesit goriintiilerinin

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

Resim 53. Kontrol grubu negatif kontrol (NC) immunohistokimyasal kesit goriintiisii (20X).
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Resim 54. Kontrol grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri anti-kollajenlol (anti-

collal) (10X).

Resim 54’de Kontrol grubu damar etrafinda anti-kollajenlal ile boyanan

immiinohistokimyasal kesit goriintiisiinde kollajen birikimi normal seyrindedir, (10X).

Resim 55. Kontrol grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri, anti a-SMA, (10X).

Resim 55’de Kontrol grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri (anti a-SMA,

10X) boyanma senral ven etrafinda oldukca hafiftir.
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4.10.2. Sham grubunda anti-alfa diiz kas aktin (anti a-SMA) ve anti-kollajenlal (anti-

collal) antikorlar1 ile boyanan Kesit goriintiilerinin immiinohistokimyasal

olarak degerlendirilmesi

Resim 57. Sham grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri anti-kollajenlal (anti-

collal), kollajen birikimi dokuda normal seyrindedir (10X).

Resim 57°de sham grubu anti-kollajenlal (anti-collal) ile immunohistokimyasal
olarak boyanmis kesit goriintiilerinde kollajen birikimi dokuda normal seyrindedir (10X).
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Resim 58. Sham grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri (anti a-SMA,10X).

Resim 58’de sham grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri (anti a-SMA,10X)

boyanma senral ven etrafinda oldukca hafiftir.

4.10.3. TAA grubunda anti-kollajenlal (anti-collal) ve anti-alfa diiz kas aktin (anti a-
SMA) antikorlar:1 ile boyanan kesit goriintiillerinin immiinohistokimyasal

olarak degerlendirilmesi

Resim 59. TAA grubu negatif kontrol (NC) immunohistokimyasal kesit gériintiisii (10X).

132



Resim 60. TAA grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri anti-kollajenlal (++) (anti-
collal), (10X-20X).

Resim 60° da TAA grubu immunohistokimyasal kesit gorintiilerinde, anti-
kollajenlal (anti-collal), kollajen birikimi dokuda hepatositler arasinda, damar etrafinda

ve Ozellikle portal alanda artmis olarak gézlemlenmektedir (10X-20X).

Resim 61. TAA grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri anti-kollajenlal (++) (anti-
collal), (20X).

Resim 61° de TAA grubu immunohistokimyasal kesit goriintiilerinde, anti-
kollajenlal (anti-collal), kollajen birikimi dokuda hepatositler arasinda, damar etrafinda

ve Ozellikle portal alanda artmig olarak gézlemlenmektedir (20X).
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Resim 62. TAA grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri SMA (+) (anti a-SMA,4X).

Resim 62’ de TAA grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri (anti a-SMA,10X)

boyanma senral ven ve portal alan etrafinda ve kopriilesmelerde gozlenmektedir (+).

4.10.4. TAA+SDKMKH grubunda anti-kollajenlal (anti-collal), anti-alfa diiz kas
aktin (anti o-SMA) antikorlar1 ile boyanan Kesit goriintiilerinin

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

Resim 63. TAA+SDKMKH grubu negatif kontrol (NC) immunohistokimyasal kesit
goriintiisi, (10X).
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Resim 64. TAA+SDKMKH grubu anti-kollajenlal (anti-collal) immunohistokimyasal
kesit gortntiisii, (+) (10X).

Resim 64’ de TAA+SDKMKH grubu immunohistokimyasal kesit goriintiisiinde
anti-kollajenlal (anti-collal) portal alan-portal alan arasi hafif kopriilesmede kollajen

birikimi anti-kollajenlal antikoru ile pozitif boyanmustir.

Resim 65. TAA+SDKMKH grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri, anti a-SMA,
(10X).
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Resim 65’ de TAA+SDKMKH grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri (anti
a-SMA,10X) boyanma damarlar etrafinda ve hepatik parankimde gézlenmektedir (+).

4.10.5. TAA+SDKMKH (BA) grubunda anti-kollajenlal (anti-collal) ve anti-alfa diiz
kas aktin (anti o-SMA) antikorlar1 ile boyanan Kkesit goriintiilerinin

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

Resim 66. TAA+SDKMKH (BA) grubu negatif kontrol (NC) immunohistokimyasal kesit
goriintiisi, (10X).

Resim 67. TAA+SDKMKH (BA) grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri anti-
kollajenlal (anti-collal) (10X).
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Resim 67° de TAA+SDKMKH (BA) grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri
anti-kollajenlal (anti-collal) ile portal alan-portal alan arasi kopriilesmeleri anti-

kollajenlal antikoru ile pozitif boyanmigtir (10X-20X).

Resim 68. TAA+SDKMKH (BA) grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri (anti o-
SMA, (20X).

Resim 68’ de TAA+SDKMKH (BA) grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri
(anti 0-SMA, 20X) boyanma damarlar etrafinda ve hepatik parankimde gézlenmektedir (+).
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4.10.6. TAA+SDKMKH (NAB) grubunda anti-kollajenlal (anti-collal) ve anti-alfa
diiz kas aktin (anti a-SMA) antikorlar1 ile boyanan Kkesit goriintiilerinin

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi

Resim 69. TAA+SDKMKH (NaB) grubu negatif kontrol (NC) immunohistokimyasal kesit
goriintiisi, (10X).

Resim 70. TAA+SDKMKH (NaB) grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri, anti-
kollajenlal (anti-collal) (+) (10X).

Resim 70’ de TAA+SDKMKH (NaB) grubu immunohistokimyasal kesit gériintiileri,
anti-kollajenlal (anti-collal), portal alan ve sentral ven ¢evresi normal seyrinde anti-

kollajenlal antikoru ile pozitif boyanmistir (10X).

138



Resim 71. TAA+SDKMKH (NaB) grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri (+) (anti
a-SMA, (10X).

Resim 71’ de TAA+SDKMKH (NaB) grubu immunohistokimyasal kesit goriintiileri

(anti 0-SMA, 10X) boyanma damarlar etrafinda ve hepatik parankimde gézlenmektedir (+’e

yakindir).

Tablo 58. Karaciger doku kesitlerinin pikro sirius kirmizist histokimyasal boyama ile
kollajen-1-alfa ve alfa-SMA immunohistokimyasal boyama sonuglarinin

degerlendirilmesi
Grup Pikro sirius kirmizis1  Kollajenlalfa Alfa SMA
Kontrol Normal seyrinde Normal seyrinde +
Sham Normal seyrinde Normal seyrinde +
TAA ++ ++ +
TAA+SDKMKH + ve ++ arasinda + +
TAA+SDKMKH (BA) + + +
TAA+SDKMKH (NaB) + ile ++ arasinda ++ +
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Tablo 59. alfa-SMA proteininin immunohistokimyasal boyama ile western blotlama

sonuclarinin degerlendirilmesi

Grup Alfa SMA immiinohistokimya Alfa SMA western blotlama

KONTROL

Sham

TAA

TAA+SDKMKH
TAA+SDKMKH (BA)
TAA+SDKMKH (NaB)

+ + + + + +

+ 4+ + +
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5. TARTISMA

Lif artisiyla karakterize olan fibrozis degisik organlarda goériilmektedir. Bunlardan
birisi de karacigerdir. Deneysel modelle olusturdugumuz karaciger fibrozis lizerine etkisini
aragtirmak icin SDKMKH ve ayr1 ayr1 BA ve NaB ile muamele edilmis SDKMKH’ler
kullanilmistir. TAA, deneysel karaciger fibrozis indiikleyicisi olarak yaygm bir sekilde
kullanilan bir hepatotoksik faktordiir (Tennakoon ve ark, 2013; Buko ve ark, 2014). TAA
reaktif metabolitlerinin proteinlere ve lipitlere kovalent olarak baglanmasiyla, oksidatif stres
ve sentrilobiiler nekrozis olusur. Ayrica TAA, periportal alanda monoliikleer infiltrasyona
ve belirgin safra kanali proliferasyonuna yol agar (Wallace ve ark, 2015). TAA, karaciger
fibrozisin ilerleyis ve geri-doniisiim mekanizmalarinin incelenmesinde, antifibrotiklerin ve
diizenleyicilerin test edilmesinde deneysel hayvan modeli olusturmada kullanilan bilinen bir
faktordiir (Tennakoon ve ark, 2013; Buko ve ark, 2014).

Wallace ve ark (2015) fare ve siganlarda tiyoasetamid modeli olusturma yolundaki
calismalarinda iki TAA modeli sunmuslardir, bunlardan biri bu ¢alismamizda
uyguladigimiz deney modelimizdir. Kemirgenlerde kronik karaciger hasar1 ve fibrozis
modeli olusturmada hem oral hem de ip yolla TAA uygulamanin giivenilir ve etkin bir yol
oldugunu ileri siirmektedirler. Bilimsel toplulugun kullandigi yontem, doz ve zaman
uygulamasinin cesitliliginden yola ¢ikip ortak bir model olusturma amaciyla yaptiklar
calismada kemirgenlerde kronik karaciger hasar1 ve fibrozisi giivenilir ve tekrar
olusturulabilir bir sekilde indiiklemekte basarili olduklar1 iki TAA modeli sunmuslardir.
Bunlardan biri sicanlarda TAA’nin 11 hafta boyunca haftada ii¢ kez 150 mg/kg ip
uygulanmasidir. Yaptiklar1 arastirmalarla TAA’nin  karacigerde etkin bir fibrozis
olusturmasi i¢in 8 ile 12 hafta araliginda uygulanmasini belirlemislerdir. Ayn1 zamanda
sicanlarda karaciger fibrozisi olusturmak i¢in doz araliginmi ip uygulamada 100-200 mg/kg
olarak ifade etmislerdir. Fibrozisi belirlemede kullandiklari histokimyasal boyalardan biri
rutin hematoksilen-eozin boyasi ile kollajen lifleri kirmizi renge boyayan pikro sirius
kirmizis1 boyasidir. Calismamizda kullandigimiz deneysel karaciger fibrozis modeli, 12
hafta boyunca haftada ii¢ kez ip olarak uygulan 150 mg/kg TAA’dir. Karaciger doku
kesitleri, yap1 degisikligi diizeyinde; hematoksilen-eozin ve pikro sirius kirmizisi ile

degerdirilirken, immunohistokimyasal olarak da anti kollajenlo ve anti a-SMA antikorlari

141



kullanildi. Biyokimyasal belirteglerden serum ALT-AST degerlerine bakildi. Western de ise
anti a-SMA antikoruna bakild.

Kontrol ve Sh gruplarinin siganlarinin haftalara gore agirlik artig1 ile TAA uygulunan
TAA, TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB) grubu siganlarinin
agirhik artisi degiskenlik gosterdi. Bu degiskenlik istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0,05). Oyleki Kontrol ve Sh sicanlarina ait agirliklarin haftalara gore artist TAA,
TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB) siganlarinin
agirliklarindan daha fazlaydi. Diger taraftan bu dort deney grubu (TAA, TAA+SDKMKH,
TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB)) sican agirliklarinin artig1 arasinda farklilik
yoktu. Kontrol grubu ile deney grubu arasindaki agirlik artist farkinin nedeni: TAA’ nin
hepatotoksik etkisiyle karacigerde islev bozukluguna neden olmasidir. Zararh tiyoasetamid
(TAA) metabolitlerinin olusumu ve hepatositler tizerindeki etkileri i¢in basitlestirilmis bir
model: Ilk biyotransformasyon adiminda, TAA, TAASO'ya geri doniisimlii olarak
metabolize edilir. ikinci adiminda, yiiksek oranda reaktif olan TAASO; olusur. Daha sonra,
TAASO, direkt olarak hiicresel proteinler ve lipidler lizerindeki amin gruplar1 (R-NHy) ile
reaksiyona girerek fonksiyonel bozukluga neden olabilir. Ek olarak, TAA glutatyon
tikenmesine ve yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerine (ROS), lipid peroksitlere,
sitotoksisite ve mitokondriyal hasara yol acar. Bu olaylar bir arada, apoptoz, nekroz ve
hepatoseliiler karsinom ve kolanjiyokarsinom olusumuna neden olabilir (Wallace ve ark,
2015). Dolayli olarak hepatotoksin olarak davranan TAA, parankimal hiicre nekrozuna
sebep olur (Chilakapati ve ark, 2007; SC GAD, 2014). TAA'nin reaktif metaboliti, TASO2,
kovalent olarak, TAA kaynakli hepatotoksik etkilerden sorumlu olan asetilimidolizisin
tiirevlerinin olusumu ile proteinlere baglanir, TAA aym reaktif ara madde vasitasiyla
asetamid de olusturabilir, bununla birlikte, ¢aligmalar, asetamidin, TAA'dan ¢ok daha biiytik
dozlarda verildiginde bile, TAA i¢in bildirilenler gibi hepatik lezyonlar iiretemedigini
gostermistir ki (Chilakapati ve ark, 2007), yapilan bazi ¢alisma sonuglarinda da TAA’nin in
vivo metabolizasyonu sonucu olusan kanserojen olan asetamidin sonrasinda asetata
hidrolize oldugu ve bu yolla TAA'nin indiikledigi karaciger nekrozu, TAA'min S-okside
metabolik doniisiimiinii ve ardindan TAA-S-oksidin karaciger makromolekiillerine
baglanabilen reaktif bir ara maddeye metabolize edilmesini veya asetamid ve polar iiriinlere
indirgendigini aciklanmistir. TAA’nin karacigerdeki biyokimyasal etki ornekleri, TAA ile
muamele edilen si¢anlarda glikoz-6 fosfat dehidrogenazin indiiklenmesi ve hepatik karbamil

fosfat sentetaz, ornitin transkarbamilaz ve arjinazin aktiviteleriyle iire iirlinliniin seviyesi
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diiser. Boylece, TAA karacigerde iire dongiistinde belirgin bozukluklara sebep olur. Ayrica,
sicanlara uygulanan TAA, 24 saat sonrasinda karacigerlerden izole edilen mitokondrilerde
fonksiyonel rahatsizliklara yol acar ve mitokondrinin maksimum solunum aktivitesi de
diiser, mitokondriyal Ca”" icerigi énemli 6lciide artar ve hepatik mitokondriyonlarmn Ca®"
transport davranisi  degisir. Sonuglar i¢ mitokondriyal membranlarin  yapisal
degisikliklerinin gostergesidir. TAA'nin karsinojenezin baslatilma evresindeki potansiyel
rolii, RNA tagima aktivitesine karsilik gelen bir artis ile hiicre niikleer zarflarinda niikleosit
trifosfat aktivitesindeki bir artig ile iliskilendirilebilir. Niikleer RNA dizilerinin
tasinmasindaki degisiklikler, kanserojenlere erken yanit olarak kabul edilir (SC GAD,
2014). Ozet olarak, TAA, ROS aracil1 bir yolla nispeten kisa bir siirede fibrozis, siroz ve
HCC'yi indiikleyen giiclii bir hepatotoksindir. Tiyoasetamidin (TAA) hepatotoksik etkisi,
hepatik makromolekiillere kovalent olarak baglanan ve hepatositlerin nekrozuna yol acan
metabolik ara maddesi olan serbest bir radikal; tiyoasetamid-S-oksidine atfedilir. TAA hem
bolge 1 hem de bolge 3 hepatositlerine zarar verir ve diger toksinlere gore daha belirgin

periportal hasar verir (Muriel ve ark, 2017).

Bu durumda organizmanin normal metabolizmas1 devam edememektedir. Boylece

gerekli kilo alim1 ger¢eklesmemektedir.

Yara iyilesmesinde, hiicre proliferasyonuyla birlikte hiicrelerin olusturulan yapay
yara bolgesine olan migrasyonuna bakildigi scratch deneyinde (Franga ve ark, 2018)
SDKMKH’lerin, SDKMKH (BA) ve SDKMKH (NaB)’lerin olusturdugumuz yapay yara
tizerine etkisini gozlemledik. LCI (Live Cell Imaging) cihazinda alinan goriintiiler ve yine

ayni cihazda XCELLENCE RT programinda 6l¢tiigiimiiz kapanma degerlerini kiyasladik.

6.h, 12.h ve 24.h’ lerde alinan goriintiiler tizerinde LCI cihazinda XCELLENCE RT
programinda ii¢ ayr1 noktadan Olgtimler (mm) aldik, bu Ol¢iimleri yiizde (%) kapanma
degerleri olarak hesapladik. Ust nokta igin; SDKMKH’lerin 6.h’ de %4, SDKMKH
(BA)’larin %71,4, SDKMKH (NaB)’lerin %0 oldugu sonucunu bulduk. Orta nokta igin;
SDKMKH’lerin 6.h’ de %11,9, SDKMKH (BA)’larin %31, SDKMKH (NaB)’lerin %0
oldugu sonucunu bulduk. Alt nokta i¢in; SDKMKH’lerin 6.h> de %5,5, SDKMKH
(BA)’larin %40, SDKMKH (NaB)’lerin %0 oldugu sonucunu bulduk.

Ust nokta icin; SDKMKH’lerin 12.h> de %47,9, SDKMKH (BA)’larin %87.,5,
SDKMKH (NaB)’lerin %2,1 oldugu sonucunu bulduk. Orta nokta i¢cin; SDKMKH’lerin
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12.h’ de %2,7, SDKMKH (BA)’larin %51,7, SDKMKH (NaB)’lerin %0 oldugu sonucunu
bulduk. Alt nokta i¢in; SDKMKH’lerin 12.h> de %78,8, SDKMKH (BA)’larin %61,9,
SDKMKH (NaB)’lerin %1,8 oldugu sonucunu bulduk.

Ust nokta igin; SDKMKH’lerin 24.h> de %56, SDKMKH (BA)’larin %100,
SDKMKH (NaB)’lerin %-2,1 oldugu sonucunu bulduk. Orta nokta i¢in; SDKMKH’lerin
24.h’ de %72,2, SDKMKH (BA)’larin %100, SDKMKH (NaB)’lerin %0 oldugu sonucunu
bulduk. Alt nokta i¢in; SDKMKH’lerin 24.h> de %100, SDKMKH (BA)’larin %100,
SDKMKH (NaB)’lerin %-1,7 oldugu sonucunu bulduk. Bu sonuglar in vitro diizeyde
SDKMKH (BA)’larin yara iyilesmesinde daha etkin olduklarin1 gostermektedir, SDKMKH
(BA) igeren kuyucukta kapanma 24 saatte ger¢eklesmistir. Bu deneyle hiicre canlilig1 igin
elde edilen sonuglar, bor bilesiklerinden borik asitin (BA) hiicre canlilig1 iizerindeki pozitif
etkisini gosteren yayinlanmis verilerle (Dogan ve ark, 2014) tutarli iken NaB i¢in boyle bir
degerlendirme yapamamaktayiz. Demirci ve ark (2014) insan dis germ kok hiicrelerine,
NaB uygulamasinin, canliliklarin1 ve mezenkimal kok hiicre 6zelliklerini kaybetmeden, kisa
ve uzun dondurma (kriyoprezervasyon) siiresinden sonra hiicre canliligmma katkida
bulunabilecegini gostermektedirler. Sonuglar gostermektedir ki kok hiicrelerin  bor
bilesikleri ile muamele edilmesi sirasinda borun hiicresel metabolizma tizerindeki

mekanizmasi daha da arastirilmalidir.

Kiiltiir ortamlarinda morfolojik olarak incelendiklerinde fuziform sekilli, fibroblast
benzeri goriiniimii olan SDKMKH’ler immunofenotipik 6zellikleri itibariyle CD14, CD31,
CD34, CDA45 gibi tipik hematopoietik belirtecleri gdstermezler, buna karsin CD73, CD90,
CD105 gibi non-hematopoietik hiicre yiizey belirteclerini eksprese ederler (Agha ve ark,
2017). Kiiltiir ortaminda SDKMKH’lerin invert mikroskop ile elde ettigimiz goriintiilerinde
de morfolojik olarak kok hiicre 6zelliginde olduklar1 gibi SDKMKH’lerle yaptigimiz akis
sitometri sonuglarina gére CD73, CD90, CD105 + iken, CD14, CD31, CD34, CD45 +
olarak ifade edildi, bu da kok hiicre olduklarinin kanitrydi.

Kok hiicreler islevsel olarak kendini yenileme ve farklilasabilme kapasitelerine gore
tanimlanirlar. Kok hiicrelerin farklilagsma 6zelliklerinden dolay1 deneyimizde kullandigimiz
stinnet derisi kokenli kok hiicreleri adipojenik, kondrojenik ve osteojenik olarak iiglii
farklilastirma diizeyine gittik. Oil Red O ile boyadigimiz adipojenik farklilasttirdigimiz
hiicrelerin stoplazmalarinda ¢ok sayida kiire seklinde kirmiz1 boyanmis yag damlaciklarin

gozlemledik. Kondrojenik farklilastirmada hiicre yogunlugu ile birlikte Alsiyan mavisi ile
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mavi boyanmis kikirdak ekstraselliiler matriks bilesenlerini invert mikroskop ile
gozlemledik. Son olarak da Von kossa boyasi ile osteojenik farklilastirmada hiicre
yogunlugu ile birlikte kalsiyum depozitlerinin (hidroksiapatit kristallerinin) yesil
boyandigin1 gézlemledik. Kontrol olarak degerlendirdigimiz ve farklilastirma besiyeri ile
muamele etmedigimiz kuyucuklardan elde ettigimiz boyama goriintiileri ile
kiyasladigimizda deney kuyucuklarindaki boyanma 6zellikleri ile elde ettigimiz sonuglarla

kullandigimiz hiicrelerin kok hiicre 6zelligini gosterdiklerini kanitladik.

Kontrol grubu ve Sham grubu igin rutin hematoksilen-eozin boya kesitlerini
degerlendirdigimizde karacigerin normal yapisini gozlemlemistik. TAA’ da graniiler
dejenerasyonla  birlikte  hemorajik  alanlar  gozlemledik. = TAA+SDKMKH ve
TAA+SDKMKH (BA) gruplarinda ise karaciger kesitlerinde hematoksilen-eozin boyama
kesit goriintiisiinde sinuzoidal dilatasyonlarla birlikte graniiler dejenerasyon gozlemledik,
ayni1 zamanda TAA+SDKMKH (NaB) grubu hematoksilen eozin boyasi kesit goriintiisiinde
sinuzoidal dilatasyonlarla birlikte vakuolar dejenerasyon gozlemledik. Uygulanan
tiyoasetamid yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerine (ROS), lipid peroksitlere,
sitotoksisite ve mitokondriyal hasara yol agar (Wallace ve ark, 2015). Bu olaylar bir arada
karaciger dokusunda yapisal degisikliklere neden olmustur. Rutin boyamada 151k
mikroskobi goriintiilerinde, kullanilan SDKMKH, SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH
(NaB) gruplarinda TAA’nin olusturdugu hepatotoksisiteye bagli yapisal degisiklikler

tizerine etkisinin olmadigin sdyleyebiliriz.

TAA ile olusturulan kollajen birikimi pikro sirius kirmizisi kesit goriintiilerinde iki
pozititfken (++), SDKMKH ve SDKMKH (NAB) de bir ile iki pozitif arasinda bir
degerlendirme yapmistik, dolayisiyla bu iki grupta TAA’ya yakin bir kollajen birikimini
gozlemlemistik. Fakat diger taraftan kollajen birikimini SDKMKH (BA) grubunda bir
pozitif (+) olarak tespit etmistik. Burada BA ile muamele ettigimiz kok hiicre grubunda
fibrozisin TAA’ ya gore biraz geriledigini sdylebiliriz. Fakat diger iki grupta fibrozisin
gerilemesinde belirgin bir farkliik yoktu. Bu sonuglarle birlikte borik asitin, lipit
peroksidasyonuna, oksidatif strese ve DNA hasarina karsi koruyucu olabilecegini Bozkurt
ve ark (2019) da epidural fibrozis ¢alismalar1 sonuglarindan yararlanarak soyleyebiliriz.
BA'nin biyokimyasal mekanizmasi tam olarak anlasilmamasina ragmen, ¢cogu c¢alisma 2
mekanizmaya odaklanmistir:  hiicre-membran  fonksiyonlar1 ve ozellikle oksidatif

metabolizmada enzim aktivitelerinin diizenlenmesi. BA, aldehit dehidrojenaz, sitokrom-b
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rediiktaz, nitrik oksit sentaz, peptidazlar, proteazlar ve ksantin oksidaz gibi enzimler
izerinde inhibe edici bir etkiye sahiptir. BA'nin hem antiinflamatuar hem de antioksidan bir
ajan olarak rol oynadigi diistintilmektedir. Serin proteazlar i¢in inhibitdr gorevi goren BA,
bag dokusu yapilarinin ve zar bilesenlerinin bozunumunu azaltarak iltihaplanmay1
onlemektedir. Bor, proinflamatuar sitokinlerin niikleer faktor kB transkripsiyon faktori ile
aktivasyonunu Onler ve bu nedenle inflamasyon siirecini bloke eder. Hayvan sistemlerindeki
cesitli bor bilesiklerinin diisiik dozlari, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon-S-transferaz, glutatyon rediiktazlar ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi
enzimlerin aktivitesini artirarak antioksidan kapasiteyi artirabilir. Ayn1 zamanda lipid
peroksidasyonunu azaltir ve antioksidan savunma seviyelerini arttirir. BA'nin apoptoz
tizerinde dolayl olarak onleyici bir etkisi olabilir. Bor, ¢evrede temel bir form olarak
mevcut degildir; genellikle boratlar, boraks, BA, kolemanit veya uleksit olarak bulunur.
Elma, iiziim, kereviz, domates, soya unu, kuru meyve, baklagiller, findik, badem, avokado
ve muz gibi meyve ve sebzelerde onemli miktarda bulunur. Bor, igme suyundan ve bitki
kaynakl1 yiyeceklerden alinan gastrointestinal sistem tarafindan tamamen absorbe edilebilir
ve kanda BA olarak dolasimda bulunur. Daha 6nce yayilanmis olan ¢aligsmalar tutarli bir
sekilde, borun bitkiler i¢cin O6nemli bir unsur oldugunu ve insanlar igin belirli
konsantrasyonlarda faydali oldugunu belirtmistir. Bor takviyesi kemik mineral yogunlugu,

beyin fonksiyonu, bilissel performans, normal inflamatuar yanitin diizenlenmesinde etkili

olabilir (Bozkurt ve ark, 2019).

TAA ile olusturulan kollajen birikimi, kollajenlalfa immiinohistokimyasal kesit
goriintiilerinde iki pozitifken (++), SDKMKH ve SDKMKH (BA) de bir pozitif olarak
degerlendirme yapmistik, dolayisiyla bu iki grupta kollajen birikiminin TAA’ya gore
azaldigin1 gozlemlemistik. Fakat diger taraftan kollajen birikimini SDKMKH (NaB)
grubunda iki pozitif (++) olarak tespit etmistik. Burada NaB ile muamele ettigimiz kok
hiicre grubunda fibrozisin TAA’ ya benzer ve TAA’ya gore fibrozisde gerileme olmadigini

sOylebiliriz.

Disse alaninda bulunan, karaciger non-parankimal hiicrelerinden, hepatik stellat
hiicreler karaciger hasarinda aktifleserek myofibroblast benzeri hiicrelere doniisiirler ve
kollajen ve alfa SMA ekspresyonu gerceklestirirler (Polat ve ark, 2017). Calismamizda anti-
alfa SMA antikoru ile immunohistokimyasal olarak boyadigimiz karaciger kesitlerinin

degerlendirilmesinde alfa SMA’nin  Kontrol ve Sham gruplarinda gosterimi
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degerlendirilmeyecek kadar az iken diger gruplarimizda (TAA, SDKMKH, SDKMKH
(BA), SDKMKH (NaB)) bir + olarak ifadesini gozlemledik. Karaciger fibrozisi ¢ok etkenli
bir durumdur, bu sonug da fibrozis de tek etken faktoriin HSH’ler olmadigini gostermekle
birlikte, uygulanan SDKMKH, SDKMKH (BA), SDKMKH (NaB) faktorlerinin etkinliginin
belirgin olmadigin1 gostermektedir. 12 hafta siiresince uygulanan TAA etkisine kars1 yiiksek

rejeneratif kapasitasyona sahip karaciger organinin etkinligini gozlemlemekteyiz.

Karacigerin en ilging, benzersiz ve ilgi uyandiran ozelliklerinden birisi de kendi
biiylikliigiinii yeniden olusturma ve diizenleme yetenegidir. Karaciger, cerrahi rezeksiyon
veya kimyasal veya viral bir enfeksiyonla baglatilan yaralanmaya bagli hiicre 6liimiinden
sonra yenilenebilir. Karaciger rejenerasyonu, Kkaracigerdeki tiim hiicre tiplerinin
cogaltilmasini ve kan damarlarinin, safra agacinin ve hiicre digit matriksin yeniden
yapilmasini icerir. Cok yonlii bir islemdir ve ¢ok sayida sinyal yolu ile ¢ok iyi ayarlanmig ve
ince ayar yapilmistir. Kemirgenlerde ve bazi memelilerde yapilan kapsamli deneyler
sonrasi, cerrahi rezeksiyonun ardindan karaciger rejenerasyonunun, basladigi boyuta
ulagsana kadar devam ettigini ve boyutuna ulastiginda rejenerasyonun durdugunu
gostermektedir. Karaciger biyolojisinde en ¢ok tartisilan sorulardan biri, karacigerdeki kok
hiicrelerin varlig1 ve karaciger rejenerasyonundaki rolleridir. Karacigerin Herring Kanallari
ad1 verilen terminal safra kanallarinda bulunan, histolojik kesitlerde gériiniimleri nedeniyle
oval hiicreler olarak da adlandirilan hepatik progenitdr hiicrelere sahip oldugu konusunda
genel bir fikir birligi vardir. Bununla birlikte, Progenitor hiicrelerin rezeksiyon sonrasi
rejenerasyona  katilmadiklar1  gosterilmisken  kimyasal —hasar sonrasi  karaciger
rejenerasyonundaki aktivasyonu, sayica artis1 kaydedilmistir, ancak karaciger rejenerasyon
stirecinin tamamlanmasindaki rolleri hala arastirllmaya devam etmektedir. Karacigerin
yaklagik %65-70'ini olusturan hepatositler, gereksinim oldugunda hizla ¢ogalabilen oldukga
farklilasmis hiicreler olmalar1 bakimindan benzersizdirler. Bu nedenle, normal karacigerdeki
karaciger rejenerasyonunun c¢ogunlugu, hepatositlerin ¢ogalmasidir. Bununla birlikte,
hepatositlerin boliinemedigi ve karacier rejenerasyonunun hepatik progenitdr hiicreler
tarafindan gerceklestigini gosteren calismalar mevcuttur. Yapilan calismalar progenitor

hiicrelerin hepatositlere farklilastiklar1 yoniindedir (Apte, 2015).

Western yonemi ile degerlendirdigimiz SMA proteininin TAA, TAA+SDKMKH,
TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB) gruplarinda yogunlugunun esit oldugunu

gozlemledik. Dolayistyla Western deneyi, immiinohistokimyasal olarak degerlendirdigimiz
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alfa SMA sonucu ile uyumlu oldugunu gostermektedir. Immunohistokimyasal olarak
acikladigimiz SMA sonucu ile western deneyi sonrasi band yogunlugu ile gozlemledigimiz
alfa SMA protein yogunlugu ayni sonucu vermektedir. Burada bu sonuca gore TAA ile
olusturdugumuz fibrozis modelinde 4 haftalik bir iyilesme diliminden sonra fibrozisin geri
donlislimiiniin ~ tim  gruplarda  gergeklestigini, ancak TAA, TAA+SDKMKH,
TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB) gruplarinda bi farklilik olmadiginin
sonucuna varabiliriz. Alfa SMA, fibrozis siirecinde HSH’ler tarafindan salgilanan bir
belirtectir ve fibrozis siirecindeki HSH’lerin etkinligi ile fibrozisin varliginin gostergesidir.

Yine burada tek etken olarak degerlendirilemez.

Serum ALT ve AST Kkaraciger fonksiyonunun belirteglerindendir, hepatosit hasari
hiicre gecirgenligini degistirerek karaciger islev bozuklugu ve karaciger nekrozis ve
inflamasyonun karakteristigini gosteren AST ALT proteinlerinin seruma sizmasina neden
olur (Sun ve ark, 2018). Polat ve ark (2017) yaptiklar fibrozis ¢alismasinda serum ALT,
AST isaretleyicilerini degerlendirmislerdir, biz de bu ¢alismamizda, TAA ile indiikledigimiz

fibrozis modelimizde serum ALT ve AST’lerinin degerlendirmelerini yaptik.
Kontrol grubu i¢in;

12. haftanin sonunda alinan serum alanin aminotransferaz enzimi (pre-ALT) miktar: ile
deneyin sonlandig1 16. haftanin sonunda (post-ALT) yani sakrifikasyon 6ncesi alinan serum
ornegindeki miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). Post-

ALT degerleri daha diistiktiir.

Serum aspartat aminotransferaz enzimi (AST), pre-AST ve post-AST degerlerinde ise
istatistiksel anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).

Sham grubu i¢in;

Sham grubundaki siganlarin serum pre-ALT degerleri ile post- ALT degerleri ve pre-AST
degerleri ile post-AST degerleri arasinda istatistiksel bir farklilik yoktur (p>0,05).

Tiyoasetamid grubu i¢in;

Bu grupta hem pre-ALT degerleri ile post ALT degerleri ve pre-AST degerleri ile post-AST
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik s6z konusudur (p<0,05) ve ALT ve

AST degerlerinde 12. Hafta ile 16. Hafta arasinda bir diisiis vardir. Bu da karaciger
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fibrozisinin geri-doniistimlii oldugunun gostergesi olabilir. Buko ve ark (2014) karaciger
TAA kaynakli fibrozisin tersine g¢evrilebilirligini (reversible) farkli ¢alismalarla
gostermislerdir. Daha once ayni deney modelinde TAA'™min uygulanmasi bitiminin,
karaciger fibrozisinin dort hafta i¢inde kismi spontan geri doniisiimiine yol agtigin1 ve bu
durumun azalmis fibrozis orani ile karakterize oldugunu bulmuslardir. 12.haftada yiiksek
olan ALT degeri degeri aradan 4 hafta gectikten sonra bir diigiis gosteriyor. Bu durum
tiyoasetamidin ilk baglangicta olusturdugu toksisitenin bir sonucu 12. Haftada ALT
degerinin artigina daha sonra gegen 4 hafta boyunca taa ya maruz kalmayinca rejenerasyon
stireci ile birlikte ALT degerinde bir diisiis goriilmesi normaldir. 12. haftada TAA grubunda
hem ALT degerinin hem de AST degerinin kontrol grubuna gore yiiksekligi

olusturdugumuz fibrozisi modelinin bir sonucudur.

12. hafta siiresince tiyoasetamid ile indiiklenen karaciger fibrozisli sicanlara 12. Hafta

sonunda verilen stinnet derisi kokenli kok hiicre grubunda ise (TAA+SDKMKH);

12. Hafta ile 16. Hafta aralifinda ALT degerlerindeki diistis istatistiksel olarak anlamli iken
(p<0,05) pre-AST ile post-AST degerleri istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
(Gruplar arasi1 kiyasladigimizda Kontrol ve Sh grubuna gore bu degerler yliksektir ve
istatistiksel olarak bu yiikseklik anlamhidir, p<0,05; TAA+SDKMKH (BA) grubuna gore bu
degerler diisiiktiir ve bu diislik deger de istatistiksel olarak anlamlidir, P<0,05).

TAA+SDKMKH (BA) grubu i¢in;

12. haftanin sonunda alinan serum alanin aminotransferaz enzimi (pre-ALT) miktar1 ile
deneyin sonlandig1 16. haftanin sonunda (post-ALT) yani sakrifikasyon dncesi alinan serum
ornegindeki miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). Post-
ALT degerleri daha dusiiktiir, pre-AST degerleri ile post-AST degerleri arasinda ise
istatistiksel bir farklilik yoktur (p>0,05). Gruplar arasinda ise post-AST degeri en yiiksek

gruptur, bu durum istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
TAA+SDKMKH (NaB) grubu ig¢in;

12. haftanin sonunda alinan serum alanin aminotransferaz enzimi (pre-ALT) miktar ile
deneyin sonlandig1 16. haftanin sonunda (post-ALT) yani sakrifikasyon dncesi alinan serum
ornegindeki miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). Post-

ALT degerleri daha diisiiktiir, ayn1 sekilde 12. haftanin sonunda alinan serum alanin aspartat
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enzimi (pre-AST) miktar1 ile deneyin sonlandigi 16. haftanin sonunda (post-AST) yani

sakrifikasyon Oncesi alinan serum 6rnegindeki miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark vardir (p<0,05). Post-AST degerleri daha diisiiktiir.

TAA+SDKMKH, TAA+SDKMKH (BA), TAA+SDKMKH (NaB) gruplarinda ALT
degerlerinde 12. haftadan 16. haftaya gelindiginde diisiis gozlenmisti. TAA
hepatotoksisitesinin 4 hafta boyunca devam etmemesi sonucunda Kkaraciger
rejenerasyonuyla birlikte SDKMKH, SDKMKH (BA), SDKMKH (NaB)’ nin rejenerasyonu
arttirict  etkisini  fonksiyonel testlerinde go6zlemlememekteyiz, Gruplar arasi pre-ALT
degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde TAA, ie TAA+SDKMKH (BA) grubunun
esit oranda yiiksek olan pre-ALT degerleri 4 haftanin sonucunda ayni oranda diisiis
gostermistir, bu iki grubun post-ALT degerlerinin diisiis orani istatistiksel olarak anlaml
degildir (p>0,05). TAA+SDKMKH ve TAA+SDKMKH (NaB) grubunun pre-ALT
degerleri birbirine yakindir, post-ALT deger diisiislerinde istatistiksel olarak anlamlilik
yoktur (p>0,05).
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6. SONUC VE ONERILER

TAA uygulanarak olusturulan deneysel karaciger fibrozisinin yap1 diizeyinde gelistigini 12
hafta da tespit ettik. Fakat biz deneyi 16. haftaya kadar devam ettirdigimiz i¢in bu siireg
icerisinde karacigerde rejenerasyon gelismistir. SDKMKH (BA)’nin kismen karaciger

rejenerasyonuna katki saglayabilecegini syleyebiliriz.

TAA ile olusturulan deneysel karaciger fibrozisinde yapi diizeyinde SDKMKH ve
SDKMKH (NaB)’nin katkilarin fibrozisin gerilemesinde etkin olmadigii SDKMKH

(BA)’nin ise kismen fibrozisin gerilemesinde etken olabilecegi kanaatine vardik.

Biyokimyasal belirteglerden ALT bu sonuglarimizi desteklemekte fakat AST degerlerinde
yapisal degisimlerle biyokimyasal parametrelerden AST de bu uyumu gézlemleyemedik.
Dolayisiyla karaciger toksisitesinde birinci derecede Onemli olan belirteg ALT, ikinci
derecede AST oldugu igin bir problem olacagmm diisiinmiiyoruz. Neticede TAA ile
olusturulan toksisitede dnce hasar olugsmakta sonraki siirecte rejenerasyon gelismektedir. Bu
baglamda gerek TAA gerekse TAA ile birlikte vermis oldugumuz faktorlerde once islevsel

diizeyde daha sonra yapi diizeyinde diizelme oldugu kanaatindeyiz.
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