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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Karaciger Fibrozisinde Etken Olabilecek Aday MiRNA'larin Hepatik Stellat Hiicrelerinde

Aragtirilmasi

Giiniz Cengiz
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Yrd. Dog. Dr. Senem Ceren Ozen Karatayl

Karaciger fibrozisi, karacierde meydana gelen kronik yaralanmanin iyilesmemesi
durumunda ilerleyerek, siroza, hepatoselliiler karsinomaya ve karaciger yetmezligine
neden olabilecek ciddi bir rahatsizliktir. Karaciger fibrozisinin olusmasinda ve
devamliliginda hepatik stellat hiicrelerinin programli bir sekilde sessiz hallerinden aktif
hallerine ge¢gmeleri oldukea etkilidir. miRNA’lar yaklasik olarak 22 niikleotit uzunlugunda
kodlanmayan kisa RNA pargalaridir. miRNA’larin  sahip olduklart  biyolojik
karakterlerinden dolayr hastaliklarda terapdtik ajanlar olarak diisiintilebilmektedirler.
Karaciger fibrozisinin Oniine gecebilmek i¢cin miRNA’larin hepatik stellat hiicreleri
arasindaki etkilesimlerine yonelik caligmalar yapilmaktadir. Fakat karaciger fibrozisine
olan etkisi acikliga kavusturulmamis olan fazla sayida miRNA da bulunmaktadir.

Bu tez calismasinda karaciger fibrozisi lizerine etkisi olabilecegi diistiniilen miR-132, miR-
138, miR-758, miR-130a ve miR-223 miRNA’lar ve bu miRNA’larin hedef genleri ile olan
iliskisi ilk kez insan hepatik stellat hiicre hatt1 olan LX-2’de aragtirilmistir.

Belirlenen aday miRNA’lar ve hedef genleri ile olan iligski es zamanli PZR deneyleri ile
aragtirilmis, elde edilen verilere gore yalnizca miR-138”in LX-2 hiicre hattinda pro-fibrotik
etkiye sahip oldugu istatistiksel agcidan anlamli bulunmustur. Diger miRNA’larin fibrozise
olan etkisi istatistiksel ag¢idan anlamli bulunamamistir. miR-138 ve hedef geni SIRT1
arasindaki iliski ayn1 zamanda western blot analizi ile irdelenmis ve istatistiksel acidan
anlamli sonuglara ulasilmstir.

2017, 78 sayfa

Anahtar kelimeler: Karaciger fibrozisi; hepatik stellat hiicreler; miRNA



ABSTRACT
M.Sc. Thesis
Searching For The Candidate MiRNAs Of Liver Fibrosis In Hepatic Stellate Cells
Giiniz Cengiz
Ankara University Biotechnology Institute
Asst. Prof. Senem Ceren Ozen Karatayli

Liver fibrosis is a severe disease that can lead to cirrhosis, hepatocellular carcinoma and liver
failure if the chronic injury in liver does not heal. The occurrence and persistence of liver fibrosis is
highly influenced by the programmed transformation of hepatic stellate cells from quiescent to
active state. miRNAs are non-coding short RNAs around 22 nucleotides. Because of their
biological characteristics, mMiRNAs can be considered as therapeutic agents in diseases. In order to
prevent liver fibrosis, studies regarding the interactions between miRNAs and hepatic stellate cells
have been conducted. However, there are a large number of miRNAs whose effect on liver fibrosis
have not been elucidated yet.

In this thesis, involvement of miR-132, miR-138, miR-758, miR-130a and miR-223, which are
thought to have a role in liver fibrosis, and their target genes in human hepatic stellate cell line,
LX-2, was investigated.

The candidate miRNAs and their relationships with the related target genes were determined by
real time PCR experiments. It was found that only miR-138 had statistically significant pro-fibrotic
activity in the LX-2 cell line. The fibrosis effect of other miRNAs was not determined as
statistically significant. The relationship between miR-138 and its target gene SIRT1 was also
shown by western blot analysis and statistically significant results were obtained.

2017, 78 pages

Keywords: Liver fibrosis, hepatic stellate cells, miRNA
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1. GIRIS

Karaciger fibrozisi aslinda karaciger dokusundaki yaralanmaya kars1 gelistirilen bir yara
iyilesme cevabi olarak diisiiniilebilir. Normal bir iyilesme siiresinde yara dokusunun
olusmasi olduk¢a yavag bir sekilde gerceklesir fakat karacigerde sirozun ortaya ¢ikmasiyla
bu yara dokusunun olugsmasmin geri dondiriilebilirligi azalir ve karacigerde birtakim
komplikasyonlar ortaya ¢ikar. Karaciger fibrozisin ilerlemesinde genetik polimorfizmler,
obezite veya alkol kullanim1 gibi epigenetik faktorler etkili olabilir. Karaciger fibrozisine
sebep olan etken ortadan kaldirilmazsa fibrozis ilerleyerek siroza, hepatoselliiler
karsinomaya neden olabilir. Bu asamaya gelindiginde tek c¢are karaciger nakli olarak
diisiniilebilir (1). Karaciger fibrozisi, karaciger dokusunda meydana gelen kronik bir
yaralanma sonucu ekstra selliiler matriks (ESM) proteinlerinin asir1 miktarda artmasi ile
tanimlanabilen dinamik bir stirectir. Karaciger fibrozisindeki en dnemli basamak hepatik
stellat hiicrelerinin (HSH) bulunduklar1 sessiz hallerinden aktif hallerine gegmeleridir (2).
Aktiflesen HSH’lerden salgilanan alfa diiz kas aktini (a-SMA) ve tip 1 kolajeni (coll)
ESM olusumunda olduk¢a onemli olmalariyla birlikte ayrica fibrozis calismalarinda

fibrozis belirteci olarak kullanilmaktadirlar.

LX-2 hiicre hatti, aktif o6zellik tasiyan insan HSH’lerin in vivo fenotipini tasiyan
hiicrelerdir ve transfekte edilebilme 6zelliginin oldukca fazla olmasiyla karaciger fibrozisi
caligmalar1 igin oldukc¢a 6nemlidir. Ayrica LX-2 hiicre hatt1 fibronektin, kolajen tip 1V,
coll, doniistiiriicti biiyiime faktorii beta (TGF-B) reseptorti tip II ve tip I, a-SMA, bag doku
biiytime faktorii (CTGF), gibi proteinleri ifade etmesiyle aktiflesen HSH’lerin anahtar

ozelliklerini sergilemektedir (3).

MikroRNA’lar (miRNA) yaklasik olarak 22 niikleotid uzunlugunda olan kisa kodlanmayan
RNA pargalar1 olup hiicre disinda da kararli bir yapiya sahip olmalar1 ve serum, idrar gibi
biyolojik materyallerde kolay tayin edilebilmelerinden otiirii hastaliklarda terapotik ajan

olarak degerlendirilme potansiyeline sahiptirler (4-6).

Karaciger fibrozisi {izerine yapilan ¢ok sayida calismayla miRNA’larin karaciger
fibrozisinde kilit rol oynayan HSH’ler iizerinde anti-fibrotik ya da pro-fibrotik rol

oynadiklar1 gosterilmistir. miRNA’larin HSH’ler {izerindeki etkisi oldukga farkli yolaklar



aracilifiyla gerceklesebilmektedir. miRNA’larin ifade diizeylerindeki degisiklikler yapilan
caligmalar 15181nda karaciger fibrozisi tedavisine yeni bir pencereden bakilmasina neden

olmustur.

Bu tez ¢alismasinda, LX-2 hiicre hattinda insan HSH’lerinde etkili olabilecegi diisiiniilen
miR-132, miR-138, miR-223, miR-758 ve miR-130a’nin fibroziste veya karaciger
metabolizmasinda rol oynayan ilgili genleri sirtuin tip | (SIRT1), Poli (ADP-riboz)
polimeraz 1 (PARP1), ATP-baglayici kaset tasiyict Al (ABCAL) ve peroksizom
proliferator aktive reseptor y (PPARG) ile olan iliskileri arastirilmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KARACIGER FiBROZISI

Karaciger fibrozisi diinya genelinde oldukg¢a hizli bir sekilde yayginlasan onemli bir
problem haline gelmistir. Hepatit B (HBV), hepatit C (HCV) gibi kronik viral
enfeksiyonlar, asir1 alkol tiiketimi, sistozomiyaz parazit kurtlarinin neden oldugu
enfeksiyonlar, dokuda demir birikimi olarak tanimlanan Wilson hastaligi gibi genetik
tabanli rahatsizliklar, konjenital bozukluklar, otoimmiin hastaliklar, ila¢ zehirlenmeleri
karaciger fibrozisine neden olan baslica rahatsizliklardir. Asya ve Afrika kitalarinda kronik
viral hepatitler karaciger fibrozisi i¢in en 6nemli etken olurken, bati iilkelerinde kronik

alkol tiiketimi ve alkole bagli olmayan steatohepatit oldukea etkilidir (1,7,8).

Karaciger fibrozisinde, ESM’nin hem miktarinda hem de yapisinda oldukca Onemli
degisiklik meydana gelmektedir. Karaciger fibrozisinin ileri asamalarinda ESM miktar
normal bir karacigere kiyasla 6 kat fazla olmaktadir. ESM miktarinin bu kadar artmasinin

sebebi hem oldukca fazla salgilanmasi hem de yikiminin azalmasindan kaynaklanmaktadir

(9,10).

Karaciger fibrozisinin erken safthalar1 “baglama” olarak adlandirilmaktadir. Baslama ya da
diger bir ifadeyle preinflamatuar asamasinda hem gen ifade diizeylerinde hem de
fenotiplerde hizli degisimler gézlenmektedir. Bu degisimler, hiicrelerin sitokinlere ve diger
cevresel uyaranlara karst verdikleri cevap olarak degerlendirilebilir. Baslama evresi
genlerin hizli bir sekilde uyarilmasi ile yakindan iliskilidir. Genlerin uyarilmasi;
inflamatuar hiicrelerin, safra kanali hiicrelerinin ve zarar gdrmiis hepatositlerin parakrin
stimiilasyonuna sebep olmasindan ve ESM kompozisyonundaki erken degisimlerden
kaynaklanmaktadir. Baglama asamasini, hiicresel cevaplarin etkin oldugu ve perpetuasyon
olarak adlandirilan devam asamasi izlemektedir. Bu asamada aktiflesmis fenotiplerde artis
gozlenmektedir ve bu aktiflesme otokrin ve parakrin uyarilardan ve ESM’nin hizli bir
sekilde yeniden diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir. En son olarak da stellat
hiicrelerinin aktivasyonunun ¢oziilmesi karaciger fibrozisinin geri dondiiriilebilirligi

acisindan oldukg¢a 6nemlidir (2).



2.1.1. HEPATIK STELLAT HUCRELERI

HSH’lerin ilk tanimlanmasi, Kupffer tarafindan altin klorid metodu kullanarak
karacigerdeki noronal hiicreleri belirlemek istedigi sirada 1876 yilinda gergeklesmistir.
HSH’lerin sahip oldugu yildizs1 yapilarindan dolay1r Kupffer bu hiicrelere Almanca’da
“yildiz hiicre” anlamina gelen ‘“sternzellen” adim1 vermistir. 1898 yilima gelindiginde
Kupffer yapmis oldugu calismalarla bu hiicreleri “fagositik kapasiteye sahip siniizoidlerin
0zel endotel hiicreleri” seklinde tanimlamistir. Boylece bu hiicrelerin simdilerde Kupffer
hiicresi olarak adlandirilan makrofajlarla karistirilmasina neden olmustur (11,12). Fakat Ito
ve Nemato bu hiicrelerin hem makrofajlardan hem de siniizoidal entodel hiicrelerden farkli

oldugunu gostermistir (13).

Hepatositlerin bazolateral yiizeyleri ile siniizoidal endotel hiicrelerin antiliiminal bodlgesi
arasinda Disse’nin subendotel boslugunda bulunan HSH’ler, bulunduklar1 bu 6zel
lokasyondan ve sahip olduklar1 dendritik sitoplazmik yapilarindan dolay:1 etraflarinda
bulunan hepatositleri, endotel hiicreleri, diger stellat hiicreleri ve Kupffer hiicreleri gibi
karacigerin diger hiicreleri ile etkilesim halindedirler (14,15). Karacigerin yerlesik
hiicrelerinin %10’luk bir kismin1 HSH’ler olusturmaktadir (14). HSH’ler, hem normal hem
de hastalikli karacigerde sahip olduklar1 6nemli ve cesitli gorevlerine ragmen toplam

karacigerin hacimce sadece yaklasik %1,5’lik kismini olusturmaktadirlar (16).

Sekil 2.1.’de sematik goriintiisii verilen HSH’ler normal karacigerde, ig seklinde hiicre
govdesine, perikaryonlara, oval ve uzun cekirdege sahiptirler. HSH sitoplazmasinin en
goze carpan Ozelligi icerisinde A vitamini damlaciklart bulundurmalarndir. Ayrica iyi
gelismis bitisik ¢ekirdekli Golgi aygitina ve graniillii endoplazmik retikuluma sahiptirler
7).



Hepatosit &
o -

Kupffer Hiicresi

Sekil 2.1. Sessiz fenotipe sahip HSH’ler ((16)’dan yeniden diizenlenmistir)

Her ne kadar karaciger fibrozisi i¢in HSH aktivasyonu 6nemli olsa da aktiflesmemis sessiz
halde bulunan HSH’lerin normal karacigerde birtakim gorevleri bulunmaktadir. Ornegin,
stellat hiicre onciilleri olan ALCAM * submezotelyal hiicrelerden salgilanan pleiotrophin
karaciger organogenesisine ve karaciger yenilenmesine katki saglamaktadir (18,19). izole
edilen fotal stellat hiicre onciilleri oldukga fazla miktarda cogalma aktivitesine sahiptirler.
Ayrica, hepatosit biliylime faktoriintin (HGF), CXCl12’nin ve homeobox transkripsiyon
faktorlerinin ifadesine neden olarak hem karaciger gelismesine hem de hematopoeze katki

saglamaktadirlar (20).

HSH’ler retinoid metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol oynamaktadirlar. Sahip olunan
toplam retinoid miktarinin yaklasik %50-80’1 karacigerde ve bunlarin da yaklasik %80-
90’1 HSH’lerde depolanmaktadir (21-23). Beslenme ile alinan retinoidler bagirsaklar
tarafindan emilir ve retinil esterler olarak hepatositlere tasinirlar. Hepatositlere tasian
retinil esterler burada serbest retinole hidrolize edilirler, daha sonra stellat hiicrelerine

taginilarak burada yeniden esterlenirler (22).



ESM kompoziyonunun karacigerde dengeli bir sekilde bulunmasinda hepatositler ve
endotel hiicrelerinin yaninda HSH’lerin de katkis1 bulunmaktadir. Disse boslugunda yer
alan bu hiicreler ESM komponentlerinin salgilanmasindan sorumludurlar (16). ESM
dengesinin  saglanabilmesi i¢in ESM komponentlerinin {iretime paralel olarak
degradasyonunun saglanmasi gerekmektedir. Matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri
(TIMPs) tarafindan kontrolleri saglanan matriks metalloproteinazlar (MMPs) ESM
yikiminda olduk¢a etkilidirler (24,25). TIMPs etkisini elimine edebilen ve coll’in
iretiminde oldukca etkili olan TGF-B aktivasyonuna katki saglayan distegrin ve

metalloproteinaz domain proteinler (ADAMs), stellat hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir
(26-29).

2.1.2. KARACIGER FIiBROZISINDE HEPATIK STELLAT HUCRELERININ
AKTIVASYONU

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), karaciger hasar1 yaratip karaciger fibrozisinin baglamasinda
etkilidir. Olusan oksidatif stres sonucu hepatositlerde nekrosis ve apoptosis
gozlenmektedir. ROS’lar ayn1 zamanda HSH’lerin fibrojenik ve proliferatif bir karakter
sergilemelerinde dogrudan etkiye sahiptirler (30,31).

Kanda oksijen eksikligi olarak bilinen hipoksiya da yine karaciger fibrozisinin baglamasina
neden olan etmenlerden biri olarak degerlendirilebilir. Hipoksiyanin olugmasiyla,
fibrogenezis diizenleyicisi olan HIF-la’nin HSH’ler tarafindan ifade diizeyinde artis
meydana gelmektedir. Hipoksiyanin olusmasiyla ayrica, vaskiiler endotelyal hiicre biiylime
faktori (VEGF) ve reseptorleri indiiklenmekte ve HSH’lerde coll sentezinde artig
meydana gelmektedir (32,33).

Dogustan bagisiklia ve adaptif bagisiklifa ait inflamatuvar hiicreler de karaciger

hasarinda ve fibrogeneziste etkili olmaktadirlar (34).

Pro-inflamatuvar ve fibrojenik uyaran olarak degerlendirilen programli hiicre Sliimi
apoptozis, kronik karaciger hastaliklarinin ortak ozelligidir (35). Meydana gelen olii
hiicrelerin HSH’ler tarafindan yutulmasi ile oksidatif radikallerde, TGF-f1 ve coll
ifadesinde artig meydana gelmektedir (36,37).



Yukarida bahsedilen etmenler sonucu karacigerde meydana gelen yaralanmalar HSH
aktivasyonunu basglamasina neden olmaktadir. Aktiflesen HSH’lerin sergiledikleri fenotip
Sekil 2.2.’de gosterilmektedir. HSH aktivasyonu temel anlamda iki kisitmdan olugmaktadir.
Bunlar “baglama” ve “devam ettirme” asamalaridir. Eger meydana gelen yaralanmada

azalma olusursa o zaman “rezoliisyon” asamasi olugsmaktadir (35).

Hepatik Stellat Hiicreler

Sekil 2.2. Aktiflesen HSH’ler ve ESM birikimi ((16)’dan yeniden diizenlenmistir)

2.1.2.1. Baslama

Endotelyal hiicreler, plateletler, immiin hiicreler ve hepatositler gibi komsu hiicre
popiilasyonlarindan kaynakli parakrin uyaranlar HSH aktivasyonunun baslamasina ve
ESM kompozisyonunda degisikliklere neden olmaktadir (16). Ozellikle endotelyal
hiicreler, erken evrede olduk¢a Onemli bir role sahiptir. Fibronektin salgilayarak HSH
aktivasyonunu arttirdiklar1 gibi TGF-f’nin  durgun halinden pro-fibrotik haline
dontismesini de saglamaktadir (35,38). Fibrojenik bir etkiye sahip olmayan fibronektinin
fibrozise olan etkisi HSH’lerin hiicre gogiinii etkileyerek olmaktadir (39). Karacigerdeki
bircok hiicre tarafindan durgun halde salgilanan TGF-f, fibroziste oldukca etkili bir
sitokindir (40). TGF-B baglayict ve tip 1 reseptoriin fosforilasyonu sonucu SMAD



proteinlerinin, genelde SMAD3 proteinin, downstream bdlgesinin fosforilasyonu
artmaktadir. HSH aktivasyonu ile birlikte SMAD?3 proteininin aktivasyonu ile tip 1 ve tip 3
kolajenin transkripsiyonunda artis meydana gelmektedir (41,42).

Kupffer hiicreleri, 6zellikle TGF-B1 sitokini ve reaktif oksijen ara oksitleri/lipid peroksidaz
kaynakli matriks sentezine, hiicre ¢ogalmasma ve HSH’lerden retinoid kaybina neden

olmaktadir (43).

Plateletler, TGF-p salgilanmasina katki saglamakla birlikte epidermal biiylime faktorii
(EGF) ve en giiclii HSH mitojeni olarak tanimlanan platelet kokenli biiylime faktori
(PDGF) gibi sitokinlerin de salgilanmasini saglamaktadir (44,45).

HSH aktivasyonuna makrofajlar da katki saglamaktadir. Makrofajlar, TGF-B, timor
nekrozis faktor alfa (TNF-a), MMP-9 salgilayarak; ROS ve lipid peroksidaz iireterek

matriks sentezini, hiicre ¢ogalmasini ve retinoid kaybini tetiklemektedir (46).

Karaciger yaralanmasini takiben zarar goren hepatositler, lipid peroksidaz ve apoptotik
cisimler ireterek Fas ve tiimor nekrozis faktor iliskili apoptozis indiikleyici ligand

(TRAIL) araciligiyla HSH aktivasyonunu baslatmaktadir (47).

ESM yapis1 ve sertligi HSH aktivasyonuna etki gostermektedir. HSH’ler integrin ve
diskoidin domain reseptorler (DDRs) olmak iizere iki farkli kolajen reseptdriiniin
ekspresyonunu saglamaktadir. Eksprese olan bu reseptorlerden her biri ESM’den gelen
sinyalleri alarak hiicre adhezyonuna, farklilagsmaya, ¢ogalmaya ve goce neden olmaktadir

(48-50).
2.1.2.2. Devam Ettirme

Karaciger yaralanmasimin baslamasiyla aktiflesen HSH’ler daha sonra devam ettirme
asamasina girmektedirler. Bu asamada ESM birikimi ve skar doku yapist oldukca
fazlalagmaktadir. HSH aktivasyonunun devam asamasi oldukg¢a sistematik bir siire¢
olmakla birlikte ¢ogalma, fibrogenez, matriks bozunmasi, retinoid kaybi, kemotaksis,

kontraktilite ve immun diizenleme gibi ana olaylardan olugsmaktadir (16).



eCogalma

PDGF’nin HSH’lerdeki reseptore baglanmasiyla reseptor alt iinitesi dimerize olmaktadir.
Bunun sonucunda Ras-MAPK yolak aktivasyonu, PISBK-AKT/PKB yolagi araciligiyla
sinyalizasyon ve hiicre i¢i kalsiyum iyonlarmin hareketiyle PKC ailesi aktivasyonu

gerceklesmektedir. Meydana gelen bu degisimler HSH ¢ogalmasina neden olmaktadir (51).

HSH aktivasyonunda etken olan bir baska sitokin ise VEGF’tir. Karaciger siniizoidal
endotelyal hiicrelerden (LSECs) ve HSH’lerden salgilanan VEGF, HSH c¢ogalmasini
arttirdig1 gibi hepatik parankima dokusunda yaralanmadan kaynakli damarlanmaya neden
olmaktadir. VEGF her ne kadar pro-fibrotik bir etki yaratsa da ayn1 zamanda hepatik doku

tamiri ve fibrozis rezoliisyonu i¢in gerekli sitokindir (52,53).

HSH’ler tarafindan salgilanan Onemli epitelyal biiyiime faktorii doniistiiriicii biiyiime
faktorii alfa (TGF-a) ve EGF de HSH ¢ogalmasinda uyarici etkiye sahiptir. Bu iki biiyliime
faktoriiniin salgilanmasi1 ayrica karaciger yenilenmesi siiresince hepatosit gogalmasi igin

onemlidir (54-56).
eFibrogenez

ESM, ozellikle tip 1 kolajen tiretimi aktive olmus HSH’ler i¢in ayiric1 bir 6zelliktir. Tip 1
kolajeni ve diger matriks yapitaglarinin HSH’ler tarafindan iretilmesinde etkili olan en

onemli sitokin TGF-pB’dir (16,57).

Onemli fibrojenik sitokin olan CTGF, normal karacigerde oldukca diisiik bir seviyede
bulunmaktadir. Karaciger fibrozisinde ifade diizeyi artan CTGF, ESM olusumuna katk:
saglamaktadir (58).

Adipoz dokular tarafindan salgilanan adipokinlerden leptinin karaciger yaralanmasinda
downstream etkisi Kuppfer hiicrelerinden TGF-B1 salgilanmasina neden olmaktadir.
Leptin eksikliginin ortaya ¢ikmasiyla norepinefrin aktivitesinde azalma meydana gelmekte
daha sonra dogal katil hiicrelerinin aktivesinde diisiis gdzlenmektedir. Bunun sonucunda

profibrojenik sitokin saliniminda ve ESM tiiretiminde azalma meydana gelmektedir (59).



eMatriks Bozunmasi

Fibrotik siiregte kolajen tip IV’ten olusan normal membran yapisi, kolajen tip I’in
olusturdugu yarali yapiya doniismektedir. Fibroziste meydana gelen erken matriks
bozunmasi oldukga 6nemli bir basamaktir. Ayrica HSH’lerin yarali bolgeye gog¢ etmeleri

igin gerekli olabilmektedir (16).

Artan fibril yapisinin ya da yarali matriksin par¢alanmasinda olusan aksama karaciger
fibrozisin olusumunda belirleyici faktor olarak degerlendirilmektedir. Karaciger
fibrozisinde tip I kolajenin yikiminda rol oynayan ana proteaz MMP-1dir. Tip IV kolajen
yikimindan sorumlu olan MMP-2’nin ve MMP-9’un kaynagi bilinmesine ragmen MMP-
1’in kaynagi tam olarak bilinmemektedir. HSH’ler ¢ok az bir miktarda MMP-1 mesajci
RNA (mRNA) ifadesine neden olmaktadir (60).

Matriks bozunmasina neden olan proteazlarin TIMP’lere baglanmalar1 sonucu inaktive
olmalar1 kontrol mekanizmasi i¢in olduk¢a onemlidir. TIMP’lerin karaciger yaralanmasi
stiresince siirekli ifadeleri doku i¢i kolajenazlarin aktivitesini engellemektedir. Bdylece
biriken matriks bozunumunda azalma meydana gelmektedir (60,61). Stellat hiicreleri
TIMP-1 ve TIMP-250 iiretimine neden olmaktadirlar. TIMP-1 ayrica HSH’ler i¢in anti-
apoptotik bir etki yaratarak karaciger yaralanmasinda aktif HSH popiilasyonunun artigina
katki saglamaktadir (35).

eRetinoid Kayb1

HSH’ler viicuttaki retinoidin yaklasik %60 ‘lik bir kismini bulundurarak en genis retinoid
rezervini olusturmaktadir. Retinoliin retinil esterlere doniismesi HSH aktivasyonu i¢in
karakteristik bir 6zelliktir (16). Tip I kolajen ifadelerine gore izole edilen sessiz HSH’lerde
retinoid kataboli sitokrom CYP251 miktarinda artig, retinil ester miktarinda azalis

gozlenmektedir (62).

Karacigerde bulunan tek asiltransferaz olan lesitin retinol asiltransferaz (LRAT), retinoliin
retinil estere esterifikasyonunu katalizlemektedir. HSH’lerin aktivasyonuyla birlikte LRAT
ifadesi kaybolmaktadir. Interlokin 1 (IL-1) uygulanmasi da LRAT ifadesinde azalmaya
sebep olmaktadir (63).
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Her ne kadar LRAT’1in HSH aktivasyonundaki rolii agik bir sekilde ortaya konmus olsa da,
LRAT eksikligi bulunan farelerde ne kendiliginden fibrogenezis olusumu ne de karaciger
yaralanmasinda artan fibrogenezis gozlenmistir. Boylece HSH’lerdeki retinoid kaybi
sadece aktivasyon belirteci olup HSH’lerin aktive olmalar1 i¢in gerekli olmadigi sonucu

cikarilabilmektedir (64).

Retinoid metabolizmast ile HSH aktivasyonu arasindaki iliskiye bakildiginda hiicresel
otofajinin bu siirecte gerekli oldugu anlasiimistir. Ozellikle B-oksidasyon ile metabolize
edilen retinil esterlerin hidrolizi, yag asitlerinin agiga c¢ikmasina neden olmaktadir. Bu
stirec de hiicresel aktivasyon ic¢in gerekli enerjinin elde edilmesinde rol oynamaktadir

(16,65).
eKemotaksis

Stellat hiicrelerinin kemotaksisi aktif HSH’lerin yara olan bdlgeye dizilimleri i¢in oldukca
onemlidir. Stellat hiicreleri dncelikli olarak kemoatraktan sitokinlere (kemokinler) dogru
goc etmektedirler. Ayrica HSH’ler ¢esitli kemokin reseptorlerin ve kemokin ligandlarin
ifadesine de neden olmaktadir (16). PDGF (66), monosit kemoatraktan protein-1 (67) ve
CXCR3 (68) HSH’ler igin 6nemli kemoatraktanlardir.

PDGF uyarili kemotaksi, hiicrelerin ugtan yayilimi, hiicre gdvdesinin uyarici maddeye
kars1 hareketi ve hiicre protrusyonunun kisa siireli miyozin fosforilasyonu ile giderilmesi

ile iliskilidir (69).

Stellat hiicrelerinin go¢ etmesinde etkili olan diger bir faktor ise hipoksiyadir. Hipoksik
sartlarin tetiklenmesiyle mitokondri tarafindan ROS iiretimi gerceklesir. Uretilen ROS
ERK1/2 ve JNK1/2 yolaklarimi aktive ederek stellat hiicre gogiine neden olur. Ortamda
hipoksiyanin devam etmesi sonucu stellat hiicreler tarafindan VEGF iiretimi ve salinimi

gercekleserek HSH’lerin hareketliliklerinde artis meydana gelir (70).

Stellat hiicrelerin mobilizasyonu ayrica doku yara iyilesmesi icin de gerekli bir olaydir.
Disse boslugundaki mikrortam tek basina stellat hiicrelerinin go¢ etmesinde diizenleyici bir
rol oynamaktadir. ESM bilesenlerinden MMP-2 ve tip I kolajen de yine stellat hiicre
gociinii arttirmaktadir (71,72).
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eKontraktilite

Stellat hiicrelerinin kasilmasi, karaciger hastaliklarinin ge¢ donemlerinde olusan portal
hipertansiyon igin birincil etkendir. Intrahepatik direng, kan akisindaki artis ve karaciger
dokusunda meydana gelen bozulmalar portal hipertansiyona neden olmaktadir. Yaralanma
siiresince hepatik siniizoidler HSH’ler tarafindan diizenlenen morfolojik ve fonksiyonel
degisimler altindadirlar. Kolajen matriks birikimi, kontraktil HSH’lerde artis ve
fenestrasyon kaybi olusan karakteristik degisimlerdir (16,73). Endotelin-1, nitrik oksit,
angiotensinojen II, karbon monoksit HSH kontraktilitesi iizerinde etkilidir (74). Etki
gosteren biitlin bu faktorler, portal hipertansiyonun ve siniizoidal direncin artmasina neden

olmaktadir (16).

Hiicresel kasilmayi arttiran bagka bir olayda kalsiyum bagimli ve kalsiyum duyarli yolaklar
araciligryla MLC-2 fosforilasyonudur. Kalsiyum duyarli yolak HSH aracili kasilmada ana
yolaktir (75).

HSH farklilasmasinda, ¢ogalmasinda ve tip I kolajen iiretiminde 6nemli role sahip olan
adenozin, aktin stres fiberlerin kaybina neden olarak HSH kasilmasini engellemektedir

(16).
eimmun Diizenleme

Stellat hiicreler, birbiriyle iligkili {i¢ farkli mekanizma ile bagisiklik hiicre fonksiyonunu
kontrol etmektedir (76,77). Bunlardan ilki kemokinlerin hiicre yiizey ifadeleri ve / veya
kemokinlerin endotelyal hiicrelere tasinmasi sonucunda lenfosit adezyonu ve ardindan
gocii meydana gelmektedir. Ayrica aktif HSH’ler ICAM-1 ve VCAM-1 bagimli adezyon
ve goge neden olmaktadir (78). Diger bir mekanizma ise stellat hiicreler tarafindan iiretilen
kemokinler periferal kan ile karaciger arasinda kemoatraktan gradiyentinin olusumuna
neden olarak bagisiklik hiicrelerinin karacigere hareketine neden olmaktir. Son mekanizma
ile stellat hiicreleri ile bagisiklik hiicreleri arasindaki iliski bu hiicrelerin karacigerde
olgunlasmalar: iizerinde direkt bir etki yaratmaktir (16). Ornegin, temas bagimli CD54

mekanizmasi ile stellat hiicreleri naif T hiicrelerinin aktivasyonunu engeller (16).

Kalip tanimma reseptorlerinden TLR4 ligandlar1 ile uyarilan stellat hiicreleri TGF-f

sinyalizasyonunu yani sira inflamatuvar ve kemotaktik sitokin olan IL-6 tretimini de
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arttirmaktadir (79). Portal hipertansiyonun olustugu ge¢ fibroziste intestinal gecirgenligin
artmasiyla bagirsaklardan karacigere dogru bakteri geg¢isi meydana gelmektedir. Bunun
sonucunda da HSH’ler tarafindan lipopolisakkarit ve TLR4 aktivasyonunda artis meydana

gelmektedir (16).

Karacigerde meydana gelen inflamatuvar tepki stellat hiicrelerin aktivasyonunu ve
fibrogenezisi module edebilmektedir. inflamatuvar hiicreler ile fibrojenik hiicrelerin
birbirlerini uyarmalar1 sonucu fibroziste artis meydana gelmektedir (16). Ornegin
makrofajlar TGF-B1, PDGF, MMP’ler ve TIMP’lerin salgilanmasini ve diizenlenmesine
neden olarak fibroziste hem pro-fibrotik hem de anti-fibrotik bir etkiye sahiptir (46,80).

2.1.2.3. Coziiniirlik

ESM sentezi ve yikimi arasindaki dengesizlik sonucu ESM kompozisyonunda meydana
gelen degisiklik karaciger fibrozisinde oldukca onemlidir. Fibrozis siiresince c¢apraz
baglarda artis ve fibrotik septumda kalinlasma gézlenmektedir. Yapida meydana gelen bu
degisikliklerden dolayt ESM’nin ¢6ziinmesi zorlasmakta ve proteazlara karsi direng

olugsmaktadir (34,81).

HSH’ler karaciger fibrozisinde ESM’nin sekillenmesinde oldukga etkin oldugundan dolay:
fibrozisin gerilemesinde HSH’lerin sessiz fenotiplerine donmeleri, apoptozise ve senesense

ugramalari olduk¢a 6nemlidir (16).

Kiiltiir ¢aligmalarinda, stellat hiicrelerinin CD95-L ve TRAIL kaynakli apoptozise karst
duyarli olduklar1 gosterilmistir. Ayrica dogal katil hiicreler de TRAIL araciligiyla
HSH’lerin apoptozisine indiiklemektedir (82).

Sessiz HSH’lerde de ifade olan NF-xkB proteinin seviyesi, HSH aktivasyonundan sonra
onemli ol¢iide artig gostermektedir. Meydana gelen bu artis sonucunda proinflamatuvar ve
pro-fibrotik genler olan IL-6, IL-8, MCP-1 ve ICAMI ifadelerinde artis meydana
gelmektedir. Ayrica HSH’lerin apoptozise ugramalari da engellenmektedir (83). NF-xB
transkripsiyon faktoriiniin HSH’leri apoptozisten korudugundan dolayr bu proteinlerin

inhibisyonu karaciger fibrozisinin iyilesmesi siirecini hizlandirici bir etki gostermektedir
(84).
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Telomer kisaltmasi ve DNA hasar cevabindan kaynakli hiicre dongiisii tutuklanmasindaki
kalicilik hiicresel senesens olarak tanimlanmaktadir. Senesense ugrayan HSH’ler pB-
galaktosidaz’in ifadesine; p53, p21 ve pl6’min indiiklenmesine; matriks iiretiminin

azalmasina; matriks pargalayici enzimlerin artisina neden olmaktadir (85,86).

2.2.  MikroRNA’LAR

Ambros ve arkadaglar1 1993 yilinda lin-4 genine ait olan kii¢iikk kodlanmayan transkriptin
lin-14 mRNA’sim1 etkileyerek C.elegans’in post-embroyonik gelisimini etkiledigini

gostermiglerdir. Boylece miRNA kavramu ilk kez ortaya ¢ikmugtir (87).

miRNA’lar yaklasik olarak 18-25 niikleotit uzunlugunda olan kisa kodlanmayan RNA
parcalaridir. Hedef mRNA’sinin “3’-untranslated region” (3’-UTR) bdlgesi ve ¢ok yaygin
olmamakla birlikte 5’-UTR bolgesi ile bag kurarak mRNA’nin translasyonun
baskilanmasmni ya da mRNA’nin parcalanmasina neden olmaktadirlar. mRNA’larin
yaklasik %60°n1 3’UTR baglanma bdlgesine sahipken bir¢ogu birden fazla potansiyel
baglanma bolgesi igermektedir. Mevcut durumda miRBase data verilerine gore 2588 olgun
insan miRNA’s1 ve 1881 6nciil kayitl bulunmaktadir (88).

2.2.1. MikroRNA BiYOGENEZI

200 niikleotit uzunlugundaki birincil transkriptin 19-25 niikleotit uzunlugundaki olgun
miRNA’ya doniisebilmesi igin bircok islemden ge¢mesi gerekmektedir (89). Sekil 2.3.’te

olgun miRNA’nin olusabilmesi i¢in gerceklesen olaylar gosterilmistir.
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Sekil 2.3. miRNA biyogenezi (88)

mRNA’larla benzer bir sekilde 5-cap (sapka) ve poli-A kuyruguna sahip, birincil
transkript, “hairpin” (sa¢ tokasi) yapisinda olup pri-miRNA olarak adlandirilmaktadir.
Drosha olarak adlandirilan RNAaz III tarafindan bu yap1 kesilerek 70-100 niikleotit
uzunlugunda olan 6nciil miRNA’ya yani pre-miRNA’ya doniisiir (90). Olusan pre-miRNA
yapist daha sonra niikleositoplazmik faktor olan Eksportin-5 tarafindan cekirdekten
sitoplazmaya taginir. Eksportin-5’in  tasimasi Ran-guanin-trifosfat (GTP) bagimli
mekanizma ile ger¢eklesmektedir. RanGTP, Eksportin-5 ve pre-miRNA’nin olusturdugu
bu Ug¢lii yapt sitoplazmada GTP’nin hidrolize ugramasiyla ayrigir. Tasima gorevini
tamamlayan Eksportin-5 daha sonra sitoplazmadan tekrar ¢ekirdege doner. Sitoplazmada
pre-miRNA yapisinin “hairpin” ilmigi sitoplazmik Dicer enzimi tarafindan kesilerek olgun
miRNA dubleksi olusturulur. Daha sonra termodinamik kararliliklarina gore ¢ift zincirli
miRNA’da bir zincir olgun miRNA yapisin1 olusturur (91). Segilen zincir Argonat 2
(AGO?2) ile birleserek RNA-indiiklii susturma kompleksini (RISC) olusturur. Yolcu zincir
olarak adlandirilan (miRNA¥*), yapiya katilmayan zincir ise degradasyona ugrar (88).
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MiRNA’larin sahip olduklar1 termodinamik kararlilik RNA interferansi i¢in oldukga
onemlidir. miRNA’da bulunan yanlis eslesmeler, bosluklar diisiik i¢ enerjiye sahip
olmalarina neden olmaktadir. Sahip olduklar1 bu 6zellik dubleksin ¢dzlinmesinde, hangi
zincirin olgun miRNA olmasi1 gerektiginde ve RNAIi yolaginda etkili bir hale gelmektedir.
Olgun miRNA olusumunda zincirdeki kararsizlik ve sekansta meydana gelen asimetri

“sense” zincirinin sec¢ilmesinde ve RISC kompleksi ile yap1 olusturulmasinda etkilidir (89).

Hayvanlarda miRNA’larin  hedef proteinlerin ifadelerini  baskilamalart RNA
translasyonunun hem baslama asamasinda hem de wuzama asamasi sliresince

gerceklesmektedir (92).
2.3.  MikroRNA’LAR ve HEPATIK STELLAT HUCRELERI

HSH aktivasyonu, HSH c¢ogalmasi, ESM olgunlagsmasi1 gibi farkli yollarla karaciger
fibrozisinde oldukga cesitli miRNA’lar tanimlanmistir. Karaciger fibrozisinde etki gdsteren
miRNA’lardan pro-fibrotik olanlar fibrozis siiresince yiiksek, anti-fibrotikler ise fibrozis

stiresince diisiik miktarlarda bulunmaktadirlar (88).

HSH’lerin karaciger fibrozisinde sahip olduklar1 kritik rollerinden ve miRNA’larin
biyolojik eylemlerinden dolayr miRNA’lar ve HSH’ler arasindaki iliskinin aydinlatilmasi
olduk¢a 6nem kazanmugtir. Potansiyel anti-fibrotik miRNA’larin agiga kavusturulmasi ve
HSH aktivasyonundaki etkilerini saptayabilmek i¢in yaygin olarak kullanilan yontem aktif
HSH’ler ile sessiz HSH’ler arasindaki miRNA ifade profillerinin belirlenmesidir (7).

2.3.1. ANTI-FIBROTIK MikroRNA’LAR

Sentetik oligodeoksiniikleotidlerin kullanilmasiyla anti-fibrotik etkiye sahip miRNA’larin
ifadelerinde artis olusturulmaktadir. Hiicreye giren mimik anti-fibrotik miRNA’nin bir
zinciri oldukca kararli bir yapiya sahip olup miRISC yapisiyla kompleks olusturarak hedef
mRNA’nin inhibisyonuna neden olmaktadir (89).

Karaciger fibrozisinde NF-kB yoluyla miktar1 azalan miR-29, HSH aktivasyonunda artisa
neden olmaktadir. HSH aktivasyonunda meydana gelen bu artis sonucu ESM miktari
artmaktadir. Fakat hepatosit biiyiime faktorii TGF-p mRNA miktarin1 azaltarak miR-29

ifadesini indiiklemektedir. miR-29a, b ve ¢ olmak {izere bu aileye ait toplam ii¢ ¢esit miR
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bulunmaktadir. Yapilan analizler sonucunda tip I kolajen ve tip IV kolajen mRNA’larinin
3’-UTR bolgesinin miR-29 i¢in hedef bolge oldugu anlasilmistir. Ayrica Akt, SP-1 ve

laminin gibi fibroziste énemli olan genler de yine miR-29’un hedef genleridir (89,93).

MiR-150’nin ve miR-194"{in fazla miktarda ifade olmasi sonucu HSH c¢ogalmasinda
azalma meydana gelmektedir. Bununla birlikte fibrozis belirteci olan a-SMA ve tip |
kolajen miktarlarinda da diisiis gézlenmistir. miR-150’nin C-myb ve miR-194’lin rac 1
olarak belirlenen hedef genlerinin inhibisyonu sonucunda HSH aktivasyonunda ve ESM

tiretiminde azalma meydana gelmektedir (94).

HSH’ler ile ilgili ¢ogu ¢alisma hayvan modelleri ve in vitro ortamlarda gercgeklestirilmis
olsa da hasta 6rnekleri kullanilmis calismalar da bulunmaktadir. Insan fibrotik ve normal
karaciger dokusunda yapilan ¢alismada miR-144 ile TGF-B1 seviyeleri arastirilmustir.
Ortamda TGF-B1 seviyesinde artis oldugunda miR-144 ifadesinde azalma meydana
gelmektedir. Boylece hepatik fibrogenezis siiresince miR-144’tin TGF-B1 seviyesinde

degisiklige neden olarak HSH aktivasyonunu etkiledigi anlagilmistir (95).

Anti-fibrotik etkiye sahip olan diger bir miRNA da miR-146a’dir. miR-146a icin SMAD4
hedef mRNA’dir. Boylece pro-fibrotik TGF- yolaginin etkisinde azalma meydana
gelmektedir. Ayrica HSH ¢ogalmasinda diisiise ve HSH apoptozisinde artisa neden
olmaktadir. miR-17-92 kiimesine ait 19a, 19b ve 92a miRNA’lar da fibroziste oldukga
etkilidir. Bu miRNA’larin ifadesi aktif HSH’lerde olduk¢a diisiiktiir. miR-19b ile
transfekte edilen hiicrelerde TGF- reseptor II miktarinda azalma meydana gelmektedir.
Ayrica miR-19b’nin SMAD3 ifadesinde diisiise neden olmasiyla da TGF-f sinyali inhibe
olmaktadir. miR-19b’nin bu etkileri sonucu HSH farklilagsmasi etkilenerek miyofibroblast

belirteci a-SMA ifadesinde azalma meydana gelmektedir (89).

Insan karacigerinde en yaygin bulunan miRNA, miR-122"dir. Aktif HSH’lerde ve fibrotik
karacigerde miktar1 azalan miR-122’nin hedef mRNA’st olan P4HA1l kolajen
olgunlagmasinda diizenleyici bir role sahiptir. miR-122’nin fazla miktarda ifade olmasi
HSH aktivasyonu ve c¢ogalmasin1 engellemektedir. Ayrica kolajen {iiretiminin de

inhibisyonuna neden olmaktadir (89).

17



2.3.2. PRO-FIBROTIK MikroRNA’LAR

Normal diizeyinden fazla miktarda ortamda bulunan miRNA biyolojik yolaklarda olduk¢a
onemli degisikliklere neden olmaktadir. Hedef miRNA’larin inhibisyonu antagomir veya
anti-miR olarak adlandirilan sentetik dizilerle spesifik baglanma ilkesine dayanmaktadir.
Anti-miR’ler hedef miRNA’nin komplementeri seklindedir. Ayrica Ago2 ayrilma
bolgesinde yanlis eslesme veya Ago2 ayrilimin engellenmesi i¢in baz modifikasyonlarina
neden olmaktadir. Anti-miR’lerin hedef miRNA’lar {izerindeki bu etkisi onlarin karaciger

fibrozisinde 6nemli rolleri oldugunu gostermektedir (89).

Yapilan bir ¢calismada aktif HSH’lerde miR-222 ifadesinin olduk¢a fazla miktarda oldugu
gozlenmistir. miR-222°nin miktar1 ile biliyer atrezi rahatsizligi arasinda iligki oldugu
saptanmigtir. Bu hastaligin erken sathasinda safra kanalinin normal aciklikta olmamasi ile
birlikte inflamasyon ve hepatik portal bolgede fibrozis meydana gelmektedir. miR-122
ifadesinin artmasi1 Akt yolaginin aktivasyonuna neden olmaktadir. Fosforlanmis Akt
mitokondriyel sitokrom-c'nin salinimini engellemekte ve kaspaz-9’un aktive olmasini
saglamaktadir. Meydana gelen bu olaylar sonucu HSH apoptozisi engellenmekte ve HSH

cogalmasi saglanmaktadir (96).

PDGF-BB indiiklii karaciger fibrozisinde miR-21 ifadesinde artis meydana gelmektedir.
miR-21 karaciger fibrozisi disinda ¢esitli organlarda da fibrozise neden olmaktadir. miR-
21’in karaciger fibrozisindeki etkisinin PTEN/AKt yolagini diizenlemek oldugu yapilan bir
caligmada gosterilmistir (89). Ayrica baska bir ¢calismada TGF-f sinyalinin negatif olarak
diizenleyen SMAD7 miR-21’in hedef mRNA’sin1 olusturmaktadir. Bu nedenle miR-21’in
ortamda asirt miktarda bulunmas1 TGF-f sinyalinin artmasina neden olarak fibrogenezisi

gelistirmektedir (89).

HSC-T hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢alismada TGF-B1 ile indiiklenmis hiicrelerde miR-181a
ve MiR-181b miktarinin arttig1 gézlenmistir. Cogalma diizenleyicisi olan miR-181b hiicre
dongiisiinii  etkileyerek HSC-T6 hiicrelerinin  ¢ogalmasmi indiiklemektedir. Hiicre
dongiistiniin gelisiminde etkili olan p27 proteininin 3’-UTR bolgesinde miR-181a ve miR-
181b i¢in baglanma bdlgesi bulunmaktadir. miR-181b p27 mRNA’sina baglanarak HSC-

T6 hiicrelerinde ifade miktarinda azalmaya neden olmaktadir (97).
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2.4. ADAY MikroRNA’LAR ve HEDEF GENLERININ KARACIiGER
FIBROZISI ILE iILISKILENDIRILMESI

Belirlenen aday miRNA’lardan bir kismi1 karaciger fonksiyonlar1 {izerinde etki
gosterebilecek olan kolestrol ve lipid metabolizmasinda rol oynarken bir kismi da

karaciger morfolojisi ve fonksiyonu iizerinde etki gostermektedir.

Oncelikli olarak inflamasyonla iliskili olan miR-223 hiicresel kolestroliin diizenlenmesinde
rol oynamaktadir. Yiiksek yogunluklu lipoprotein-kolestrol (HDL-C) alimini ve kolestrol
biyosentezinin inhibisyonunda etki gostermektedir. Ayrica kolestrol metabolizmasinda
etkili olan ABCA1’i de indirekt yoldan etkileyerek kolestrol akisini etkilemektedir (98).
miR-223 ve hiicre i¢i demir metabolizmasinda diizenleyici olan IRP1 geni ile yapilan
calismada miR-223 ifadesinin artisiyla hepatik IRP1 ifadesinde azalma meydana gelmistir.
Demir metabolizmasinda meydana gelen bu degisim karaciger fibrozisinin artmasina
neden olmustur (99). miR-223 i¢in belirlenen hedef geni PARP1 arasindaki iligki Barett
0zofagus hastaliginda gosterilmis ve PARP1’in hedef alinmasiyla kemoterapiye duyarlilik
incelenmistir. Bu calismaya gore miR-223 ifadesinin artmasi sonucu PARP1 ifadesinde
azalma meydana gelmekte ve hiicrelerde kemoterapi duyarliliginda artis meydana

gelmektedir (100).

RNA interferans yolaginda 6nemli bir role sahip olan Dicer enzimi embriyo gelisiminde ve
timorlerde bozulmalara neden olmaktadir. Dicer’in mRNA ve protein ifadelerinin
inhibisyonu saglanarak HSH aktivasyonu ile iliskisi ortaya c¢ikartilmistir. Dicer’in
inhibisyonu sonucunda miR-138 miktarinda azalma meydana gelmektedir. Ayrica HSH
aktivasyonunda inhibisyon olusarak fibrozis iligkili genlerde azalma meydana gelmektedir
(101). miR-138 ile hedef geni SIRT1 arasindaki iliski fare ¢alismalarinda gosterilmistir.
Yapilan bu caligmaya gére miR-138’in SIRT1 genini baskilamasi sonucunda yumusak kas

hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve go¢ etmesinde artisa neden olmaktadir (102).

Hepatik miyofibroblastlarda meydana gelen transdiferansiyon karaciger fibrogenezisini
tetiklemektedir. HSH’lerin miyofibroblast transdiferansiyonu miR-132’nin de ig¢inde
bulundugu bir¢ok diizenleyici faktdriin rol oynadigi yolak aracilifiyla gerceklesmektedir.
miR-132 miktarinda meydana gelen artig karaciger fibrozisinde azalmaya sebep olmaktadir

(103). Adipositlerde  miR-132 miktarinin  SIRT1 regiilasyonunda etkili oldugu
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gosterilmistir. miR-132 miktarinda meydana gelen artis sonucu SIRT1 ifadesinde azalma
meydana gelerek IL-8 ve MCP-1 indiiksiyonuna neden olur bdylece glukoz

metabolizmasini etkilemektedir (104).

Normal HSH’lerde olduk¢a fazla miktarda bulunan transkripsiyonel faktor PPARG, HSH
aktivasyonunda ve fenotip degisiminde rol oynamaktadir. HSH aktiflesmesi siiresince
PPARG miktarinda ciddi bir diisiis goézlenmektedir. Bunun sonucunda da HSH’lerde
miyofibroblast fenotipine transdiferansiyon meydana gelmektedir. HSC-T6 hiicre hattinda
miR-130a, PPARG mRNA’sinin 3’-UTR kismin1 hedef alarak PPARG ifadesini

azaltmaktadir. Bunun sonucunda da ESM genlerinde artis gézlenmektedir (105).

miRNA’larin anormal ifadeleri hastalik durumlari ile yakindan ilgilidir. HCV’li hastalarda
yapilan calisgmada miR-758 ifadesinde patojen tanima reseptorleri TLR3’e ve TLR7’ye
bagli olarak bir artis gozlenmistir (106). miR-758, makrofajlar, hepatositler ve astrosit gibi
farkli hiicre hatlarinda ABCA1’in post-transkripsiyonel diizenlemesinde rol oynamaktadir.

Boylece apoliprotein Al’e kolestrol akisini engellemektedir (107).
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3. GEREKCE ve AMAC

Karaciger fibrozisi, hasta yasam kalitesini oldukc¢a diisiiren ve ilerlemesi durumunda ciddi
problemleri de beraberinde getiren dnemli bir rahatsizliktir. Yapilan ¢caligmalarda karaciger
fibrozisinde kritik role sahip olan HSH’ler {izerine odaklanilmistir. miRNA’larin hiicre
biyolojisindeki etkilerinin kesfedilmesiyle birlikte, miRNA ve HSH arasindaki iliskiye
dayanan oldukca fazla sayida calisma yapilmistir. miRNA’larin HSH’ler {izerindeki etkisi
anti-fibrotik ve pro-fibrotik olmakla birlikte etki mekanizmasi farkli genler ve farkli
yolaklar tiizerinden oldugu i¢in olduk¢a ¢esitlilik gostermektedir (1,16,88,89). Veri
tabanlarinda belirlenen miRNA’lardan halen HSH’ler iizerine olan etkisi tam olarak
acikliga kavusturulmayan olduk¢a fazla sayida miRNA bulunmaktadir. Bu baglamda bu
tez caligmasinda karaciger fibrozisi ger¢evesinde miR-132nin, miR-138’in, miR-223"{in,
miR-130a’nin ve miR-758’in etkisi ilk kez insan HSH hiicre hatt1 olan LX-2’de ¢alisilmasi
amaglanmistir. Bu tez calismasinin diger bir amaci da secilen bu miRNA’larin belirlenen
SIRT1, PARP1, PPARG ve ABCA1 hedef genleri olan iliskileri yine karaciger fibrozisi

acisindan degerlendirilmesidir.
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4. MATERYAL ve YONTEM
41. MATERYAL
4.1.1. HUCRE HATTI

Calismada insan hepatik stellat hiicre hatti LX-2 kullanilmistir. LX-2 hiicre hatt1 Prof. Dr.
Scott L. Friedman’dan (Icahn School of Medicine at Mount Sinai, New York) yazili izin

aliarak temin edilmistir.

4.1.2. KIMYASALLAR

DMEM (Millipore, Kat no: SLM-021B-B)

OPTI-MEM (Gibco, Kat no: 31985070)

FBS (Biowest, Kat no: S181G-500)

PBS (Biochrom, Kat no: L1825)

DMSO (AppliChem, Kat no: A3672,0250)

Penisilin-Streptomisin (Sigma, Kat no: P4333)

Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific, Kat no: 11668019)
Prestained Protein Marker (Cell Signaling, Kat no: 13953)

Yagsiz Siit Tozu “Nonfat Dry Milk” (Cell Signaling, Kat no: 9999)
TGF-p (Cell Signaling, Kat no: 8915)

4.1.3. KITLER

miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Kat no: 217004)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Kat n0:04897030001)

LightCycler® 480 Probes Master (Roche, Kat n0:04707494001)
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Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher, Kat no: 23225)

TGX Stain-Free™ FastCast™ Akrilamid Kit, %10 (Bio-Rad, Kat n0:1610183)
Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini Nitrocellulose Transfer Kit (Bio-Rad, Kat no: 1704270)
4.1.4. TAMPONLAR

RIPA 10X (Cell Signaling, Kat no: 9806)

TGS 10X (Bio-Rad, Kat no: 1610732)

Blue Loading Buffer Pack (Cell Signaling, Kat no: 7722)

TBST 10X (Cell Signaling, Kat no: 9997S)

4.1.5. mRNA PRIMER-PROB DIZILERI

Es zamanli PZR aragtirmasinda kullanilan primerlerin gen adlari, forward (ileri), geri

(reverse) dizileri ile probe dizileri Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Kullanilan primer-prob dizileri

Gen Primer-Prob dizisi (5°>3”) Referans

F: CAATCACCTGCGTACAGAACGCC
R: CGGCAGGGCTCGGGTTTC
Prob: CAGGTACCATGACCGAGACGTG

COL1A1 (108)

F- TGTGTGGAGACCGGCCA
PPARG R CGCAGAATGGTGTCCTGGA
Prob: GCCTCATGAATGTGCCCCAGGTAGAA

(109)

F- AGAGCCTCACATGCAAGCTCTAG
SIRTL "R GCCAATCATAAGATGTTGCTGAAC
Prob: ACTGGACTCCAAGGCCACGGATAGGT

(110)

F: CCTGACCGGGTTGTTCCC
R: TTCTGCCGGATGGTGCTC
Prob: ACATCCTGGGAAAAGACATTCGCTCTGA

ABCA1 (111)

F: GGGAATGGGACAAAAAGACA
a-SMA B GTTGGTGATGATGCCATGTT
Prob: GGGTGACGAAGCACAGAGCA

Tasarim
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Cizelge 4.1. (devam)

PARP1 ‘custom single’ primer prob Kat no: 05532957001 Roche

ACTB ‘custom single’ primer prob Kat no: 05532957001 Roche

4.1.6. miRNA PRIMERLERI
LX-2 hiicrelerine transfekte edilen miRNA dizileri Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Kullanilan miRNA dizileri

miRNA Dizisi (5°>3") Uretici Firma

Has-miR-138-5p AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG Qiagen
Hsa-miR-758-5p | GAUGGUUGACCAGAGAGGAGCACAC Dharmacon
Hsa-miR-758-3p UUUGUGACCUGGUCCACUAACC Qiagen
Hsa-miR-223-3p UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA Qiagen
Hsa-miR-223-5p CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU Dharmacon
Hsa-miR-132-5p ACCGUGGCUUUCGAUUGUUACU Dharmacon
Hsa-miR-132-3p UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG Qiagen
Hsa-miR 130a-3p CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU Qiagen

MIRNA mimik Kat no: CN0010000105 Dharmacon

negatif kontrol

4.1.7. BIRINCIL ve IKINCIL ANTIKORLAR

Western blot arastirmasinda kullanilan birincil antikorlar; B-aktin fare monoklonal antikoru
(Cell Signaling, Kat no: 3700), SIRT1 fare monoklonal antikoru (Cell Signaling, Kat no:
8469 ve kolajen 1 tavsan monoklonal antikoru (ABCAM, Kat no: ab138492) kullanilan
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ikincil antikorlar; IRDye® 680RD goat anti mouse 1gG (LI-COR, Kat no: 926-68070) ve
IRDye ® 800RD goat anti rabbit IgG (LI-COR, Kat no: 926-32211) poliklonal

antikorlaridir.
4.2. YONTEM
4.2.1. HEDEF GENLERIN BELIRLENMESI

Yapilan literatiir taramasi ve http://www.targetscan.org adresinden yararlanilarak aday
miRNA’larin hedef genleri belirlenmistir. Belirlenen miRNA’lar hedef genlerinin

eslesmesi Sekil 4.1.’de verilmistir.

Predicted consequential pairing of target region (top) an
miRNA (bottom)

Position 244-251 of PARP1 3'UTR 5' .. .UUGCCAGGUAGAUAAAACUGACA. ..
hsa-miR-223-3p 35 ACCCCAUAAACUGULIJLIJ(ls.’!\l Lljéu
Position 32-39 of SIRT1 3' UTR 5' .. .GUACAGGAAUUGUUC-CACCAGCA. . .
hsa-miR-138-5p 3 GCCGGACLIJIIVI\GUGUUéLIJ(lsél!Il(LA
Position 1680-1686 of SIRT1 3' UTR 5" .. .GGCAUAUGUUUUGUAGACUGUUU. ..
hsa-miR-132-3p 32 GCUGGUACCGACAUl lIJCI’IIXg Alleu
Position 272-279 of PPARG 3' UTR 5' .. .UUUCCCUUCUUCCAGUUGCACUA. . .
hsa-miR-130a-3p 3 UAC(I5(|5(|51|\IIAAAUUGU-I|\IIXCI CI:LIJéJ\C
Position 3272-3279 of ABCA1 3' UTR 5' ...GUUGUAAUAUAAUGAGUCACAAA. ..
hsa-miR-758-3p 3 CCAAUCACCUGGUCU\éLIJCI,LIJtIJU

Sekil 4.1. Aday miRNA’lar ve hedef gen eslesmeleri

4.2.2. HUCRE KULTURU CALISMASI

Hiicre kiiltiirii ¢alismasina baslamadan once Faster BH 2004 hava akimli kabin galistirildi.
Memmert su banyosu 37°C’ye ayarlanarak DMEM, FBS, penisilin-streptomisin ve
glutamin 1s1t1ildi. Besiyerinin hazirlanmasi igin gereken soliisyonlar hava akimli kabin igine
alinmadan %70’lik etil alkolle temizlendi. 500ml olan DMEM’den 60ml ¢ekilip atild1 ve
440ml DMEM elde edildi. Bu DMEM’in igerisine 50ml FBS (%10), 5ml penisilin-
streptomisin (1X) ve 5ml glutamin (1X) eklendi. 440ml DMEM, 5ml glutamin (1X), 5ml
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penisilin-streptomisin (1X), 50ml %10’luk FBS ile hazirlanan ¢6zme besiyerinin sicakligi

hiicrelere uygulanmadan 6nce 37°C olarak ayarlandi.

LX-2 hiicreleri kriyotiipler i¢inde siv1 azottan ¢ikarildiktan sonra 37°C’de su banyosunda
¢Oziildii. Cozme asamasinda az bir miktar kat1 kiitle birakildi. Daha sonra vakit
kaybetmeden etrafi %70’lik etil alkolle silindi ve hava akimli kabin i¢ine alindi. 1ml’lik
pipetle 15ml’lik tiipe kopiirtmeden tagindi. Uzerine yavasga 9ml ¢ézme besiyeri eklendi.
Daha sonra yavasca al ver yapildi. 300g’de 3dk santrifiij edildi. Sivi kisim dikkatlice
alindi. Cokelti tekrar ¢6zme besiyeri i¢inde ¢oziildii. Daha sonra T75 flasklara alindi ve
37°C’de %5’lik CO2 igeren Sanyo inkiibatore birakildi. Ertesi giin hiicrelere Onceden
sicakligr 37°C’ye getirilmis biliylime besiyeri verildi. Biiylime besiyeri hazirlamak igin
500ml DMEM iizerinden 20ml cekilip atildi tizerine 10ml FBS (%2), 5Sml penisilin-
streptomisin  (1X), 5ml glutamin (1X) eklendi. Hiicreler kontrol edilerek besiyeri
degistirildi.

Hiicreler yiizey alanimi %80 oraninda kapladiginda pasajlama islemi yapildi. Pasajlama
icin flasklar inkiibatérden hava akimli kabine alindi. Biiylime besiyeri hiicrelerin
ylizeylerinden ¢ekildi tizerine 3ml PBS eklendi ve hiicre yiizeyi yikandi. PBS ortamdan
uzaklastirildt ve 1ml tripsin eklendi Tripsinin hiicrelerin tiim yiizeylerine degmesi igin
flask saga sola egilerek tripsin gezdirildi. 5dk 37°C’lik inkiibatorde bekletildi. Daha sonra
flaskin yan tarafina hafifge vuruldu ve hiicrelerin yapistiklari ylizeyden ayrilmalari
saglandi. Onceden 37°C’ye gelmesi beklenmis biiyiime besiyeri 8ml eklendi. Pipetleme ile
hiicreler dikkatlice yilizeyden kaldirildi ve 15ml’lik tiiplere alindi. 300g’de 3dk santrifiij
edildi ve tistte kalan s1vi kisim atildi. 2ml biiyiime besiyeri ile ¢okelti dikkatlice ¢oziildi ve
flasklara alindi. Uzeri biiyiime besiyeri ile tamamlandi. Her bir T75 flask icin ekim
sirasinda 3x10° hiicre kullanilmis ve hiicreler faz kontrast mikroskobuyla Thoma lami

kullanilarak sayilmastir.
4.2.3. LX-2 HUCRELERINDE FiBROZIiS ORTAMININ OLUSTURULMASI

Normal HSH’lerde karaciger fibrozis ortaminin olusturulabilmesi i¢in hiicrelere Ong, 5Sng,
15ng, 50ng ve 100ng olmak iizere farkli konsantrasyonlarda TGF- verilmistir. TGF-p ile
muameleden sonra 24, 48 ve 72 saatlik farkl: siirelerde hiicreler toplanarak es zamanli PZR

analizi ile fibrozis belirteci olan COL1A1 ifade diizeyi dlgiilmiistiir. Elde edilen 6l¢timler

26



sonucunda COL1A1’de en diisiik Ct degerine yani en yiiksek amplifikasyona 50ng TGF-3

ile muamele edilen ve 24 saat sonra toplanan hiicrelerde ulagilmistir.
4.2.4. TRANSFEKSIYON

T75 flasklarda biiylimesi gerceklesen hiicrelere arastirilacak miRNA’larin transfeksiyon
isleminden Once transfeksiyon siiresi ve uygulanacak derisimler optimize edilmistir.
Transfeksiyon isleminin basarili bir sekilde gergeklesip ger¢eklesmedigini belirleyebilmek
icin yesil florasan protein (GFP) ekspresyonu gergeklestirebilme kapasitesine sahip
plasmid olan pGFP, Lipofectamine 2000 ile hiicrelere transfekte edilmistir. Optimizasyon
calismasinda 3’erli tekrarlar seklinde OnM, 50nM, 60nM, 75 nM, 100nM ve 200nM
seklinde farkli derisimlerle miRNA transfeksiyonu yapilmistir. Segilen miRNA’larin hedef
genleri ve fibrozis belirteglerinin es zamanli PZR sonuglarinda ‘delta delta Ct” (AACt)
degerleri yorumlanarak uygulanacak miRNA derisimi 200nM olarak belirlenmis ve

caligmaya bu derisim uygulanarak devam edilmistir.

Thoma lam1 kullanilarak gergeklestirilen hiicre sayim1 sonucunda her bir kuyucukta 5x10*
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat %10’luk FBS bulunduran DMEM ortaminda
hiicreler c¢ogaltildi. 24 saatin sonunda Lipofectamine 2000 ile hiicrelere pGFP
transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyon asamasinda besiyeri OPTI-MEM besiyeri ile
degistirildi ve 6 saat sonra ortamdaki OPTI-MEM kuyucuklardan uzaklastirilarak yerine
%5’lik FBS bulunduran DMEM verilmis ardindan 24 saat beklenmistir. Optimize edilen
bu sartlar altinda arastirllmasi amaglanan tim miRNA mimiklerinin transfeksiyonu
yapilmigtir. Transfeksiyonlar, pGFP’nin transfeksiyonu ile birlikte kotransfeksiyon

seklinde gerceklestirilmistir.
4.25. TOTAL RNA IZOLASYONU ve ES ZAMANLI PZR CALISMASI

Sessiz halde bulunan LX-2 hiicrelerine TGF-f verilerek aktivasyonlar1 saglanmistir.
Aktivasyonu gerceklesen stellat hiicrelerinin fibrozis belirteci olarak belirlenen a-SMA ve
tip | kolajen ifadelerini arttirdig1 bilinmektedir. Calismada kullanilacak TGF-B miktarinin
belirlenmesi i¢in optimizasyon calismasi yapilmistir. a-SMA ve tip | kolajen ifade
diizeyleri es zamanli PZR’de degerlendirilmis ve tip | kolajen mRNA diizeyinin daha

tutarli sonuclar verdigi anlasilmis ve calismanin devaminda fibrozis belirteci olarak tip I
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kolajeni degerlendirilmistir. Optimizasyon g¢alismasi i¢in 6 kuyucuklu deney plakalarina
farkli konsantrasyonlarda (Ong, 5ng, 15ng, 30ng, 50ng ve 100ng) TGF-B verilmis ve uygun
siirenin belirlenebilmesi icin 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler toplanmistir. Toplanan
hiicreler daha sonra Qiagen firmasina ait RNeasy mini kit kullanilarak {iiretici firma
protokoliine uygun olarak Hettich Mikro 200R santrifiij cihazi1 kullanilarak hiicrelerden
total RNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen total RNA’dan daha sonra Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Almanya) kullanilarak yine iiretici firma protokoliine
uygun olarak Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler cihazinda cDNA sentezi
yapilmigtir. Daha sonra LightCycler® 480 Probes Master (Roche, Almanya) Kiti iiretici
firma protokoliine uygun kullanilarak Roche LightCycler480 cihazinda optimize edilmis
kosullarda amplifikasyonu gercgeklestirilmistir. Es zamanli PZR calismasinda internal
kontrol olarak aktin geni kullanilmistir. Optimizasyon g¢alismasinda her bir kosul 2’li
tekrarlar seklinde c¢alisgilmigtir.  Yapilan analizlerde 50ng konstrasyon TGF-f
uygulamasinin ve deney siiresinin 24 saat olarak belirlenmesi sonucunda fibrozis belirteci
tip I kolajenin en diisiik Ct degerine yani en yiiksek amplifikasyona sahip oldugu

goriilmiistiir. Bu yilizden ileriki deneylerde bu kosullar kullanilmistir.

miR-223"tin hedef geni PARP1, miR130a’nin hedef geni PPARy, miR-138’in ve miR-
132’nin hedef geni SIRT1, miR-758’in hedef geni ABCA1 olarak es zamanli PZR analizi
yapilmustir. Tiim calismalarda negatif miRNA mimik ve ilgili miRNA’lar 3’er tekrar
sekilde uygulanmistir. Calismada referans olarak TGF- ve herhangi bir miRNA ile

muamele edilmemis 6rnekler kullanilmistir.
4.2.6. PROTEIN IZOLASYONU

TGF-B ile indiiklenmis LX-2 hiicreleri %5°lik FBS igceren DMEM besiyerinde 72 saat
bekletildikten sonra RIPA tamponu kullanilarak hiicrelerin toplanmasi gergeklestirildi.
Toplama isleminde hiicreler ilk 6nce 1X PBS tamponu ile yikandi. 6 kuyucuklu deney
plakalarinin her bir kuyusuna 200ul 1X RIPA tamponu koyuldu ve 5dk buz iizerinde
bekletildi. Hiicreler daha sonra hiicre kaziyici olan ‘scraper’ (Sarstedt, Kat no: 83.1830) ile
kaldirildi ve MagNA Lyser Green Beads (Roche) tiiplerine alindi. Tiiplere alinan hiicreler

daha sonra snMagNA Lyser (Roche) cihazi kullanilarak 7-10sn hiicrelerin pargalanmasi
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saglandi. Ekstrat daha sonra Hettich Mikro 200R cihazinda +4°C’de 10dk 14000g’de
santrifiij edildi. Olusan s1vi kisim alinarak analiz edilene kadar -20°C’de bekletildi.

4.2.7. PROTEIN MiKTARLARININ BELiRLENMESI

Analiz edilecek proteinlerinin miktarlarmin belirlenebilmesi i¢in Pierce™ BCA Protein
Assay Kit kullamldi. Uretici firmanm kullanma protokoliine uygun olarak deney
gerceklestirildi. Standart grafigi elde edebilmek icin farkli miktarlarda BSA ve gift distile
su (ddH20) kullanilarak 9 adet farkli konsantrasyonlarda diliisyonlar elde edildi.
Olusturulan standart sayisi, ¢alisilacak protein sayisi ve tekrar sayisina bagl olarak ve her
bir mikroplak kuyusuna 6rnek basina 200ul ¢alisma reaktifi koyacak sekilde hesaplama
yapilarak stok calisma reaktifi hazirlandi. Caligma reaktifinin hazirlanmasinda 50:1
oraninda kit i¢inde bulunan reaktif A soliisyonu ile reaktif B soliisyonu karistirildi.
Mikroplak kuyucuklarina 25ul miktarinda standartlar ve arastirilacak proteinler koyuldu.
Uzerlerine 200ul calisma reaktifi eklendi. Daha sonra deney plakasi 30dk boyunca
calkalayicida calkalandi ardindan iizeri kapatilarak 37°C’de 30dk inkiibe edildi. Deney
plakasi analiz i¢in Perkin Elmer 1420 Multilabel Counter Victor 3V cihazina yiiklendi ve
562nm dalga boyunda okuma gerceklestirildi. Belirlenen BSA konsantrasyonlarina karsi
elde edilen absorbans degerleri kullanilarak standart dogrusal grafik olusturuldu. Bu
grafikten elde edilen egim degerine gore miktar1 bilinmeyen proteinlerin miktar tayini

yapildi.
4.2.8. WESTERN BLOT ANALIiZi

TGX Stain-Free™ FastCast™ Akrilamid ticari kiti kullanilarak %10’luk jel hazirland.
‘Stacking’ olarak adlandirilan st jel istifleme jeli 1ml istifleme soliisyonu A, Iml istifleme
soliisyonu B, 10ul %10’luk APS ve 2ul TEMED ile hazirlandi. ‘Resolver’ jel olarak
adlandirilan alt jel ¢oziicii jeli3ml ¢oziicii A soliisyonu, 3ml ¢oziicii B soliisyonu, 30pul
%10’luk APS ve 3ul TEMED ile hazirlandi. Hazirlanan soliisyon Imm’lik cam levhaya
yiiklendi ve uygun tarak yerlestirildikten sonra jelin donmasi i¢in yaklasik 45dk kadar
beklenildi. Daha sonra jel yiiriitme i¢in Mini-PROTEAN® Tetra System (Bio-Rad) tankina
yiiklendi. Hazirlanan 1X TGS soliisyonu yiirlitme tamponu olarak kullanildi. Yiirtitme

islemi 100V ’ta yaklasik 120dk gerceklestirildi.
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4.2.8.1. Orneklerin Hazirlanmas:

Analiz edilecek proteinlerin protein miktar tayini yapildiktan sonra her kuyucukta 25ug
olacak sekilde hesaplamalar yapildi ve uygun miktarda yiikleme tamponu ile karistirilarak
95°C’de 5dk Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler cihazinda proteinlerin
denatiirasyonu gerceklestirildi. 3X indirgeyici SDS yiikleme tamponu hazirlamak i¢in Blue
Loading Pack iginde yer alan 30X DTT indirgeyici ajandan 1/10 hacim ve 3X SDS
yiikkleme tamponundan 1 hacim karistirilmistir. Elde edilen tampon daha sonra ddH20 ile
2X olacak sekilde seyreltilmistir. Denatiirasyonu gergeklestirilen proteinler daha sonra
16000g’de 1dk santrifiij edilmistir. 20ul hacim 6rnek Spl hacim prestained protein belirteci
kuyucuklara yiiklendi.

4.2.8.2. Proteinlerin Nitroseliiloz Membrana Transferi

Jelin nitroseliiloz membrana transferinin gerceklestirilmesi icin Trans-Blot® Turbo™ RTA
Mini Nitrocellulose Transfer Kiti kullanildi. Kit igerisinde bulunan 10X transfer tamponu
1X olarak hazirlandi. Ardindan yine kit igerisinde bulunan nitroseliiloz membran 30ml 1X
transfer tamponunda 3dk bekletildi. Benzer sekilde kit igerisinde bulunan transfer y1gim
50ml 1X transfer tamponunda 3dk bekletildi. “Trans-Blot® Turbo™ Transfer System”
cihazinin transfer kasetine altta bir adet transfer yigini, iistiine nitroseliiloz membran,
iistline jel ve en liste tekrar transfer yi8in1 olusacak sekilde katman hazirlandi. Transfer
kosulu tip I kolajen ve B-Aktin i¢in 1.0A, 25V, 17dk, SIRT1 ve B-Aktin i¢in 1.3A, 25V,
7dk olacak sekilde belirlenmistir. Transfer islemi tamamlandiktan sonra ponceau S boyasi

ile membran boyanip ilgili bantlar kontrol edildi. Membran daha sonra ddH2O ile yikandi.

4.2.8.3. Membran Bloklamasi

Membranla antikorlar arasinda olusabilecek spesifik olmayan baglanmalar1 en aza
indirebilmek igin transfer isleminden sonra membran yonii degistirilmeden alind1 ve 1X
TBST ile hazirlanan %5’lik yagsiz siit tozu icinde oda sicakliginda 1 saat boyunca
Heidolph Unimax 1010 calkalayicisinda bloklandi.
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4.2.8.4. Birincil Antikorlarin Uygulanmasi

Kullanilacak birincil antikorlardan SIRT1 ve B-Aktin i¢in 1/1000 oraninda, tip I kolajen
icin 1/5000 oraninda %5°lik yagsiz siit tozu ile diliisyonlar hazirland1 ve +4°C’de 16 saat
hafif calkalanarak inkiibe edildi. Ardindan membranlar 3’er kez 10dk 1X TBST soliisyonu
ile yikandi.

4.2.8.5. ikincil Antikorlarin Uygulanmasi

Spesifik olmayan baglanmalarin oniline gecebilmek icin gergeklestirilen yikama
asamasindan sonra birincil antikor i¢in hangi hayvan tiirlinden elde edilen antikor
kullanildiysa ikincil antikor i¢in de ayni hayvan tiiriinden elde edilen antikorlar kullanildi.
%0,2 Tween 20 igeren TBS soliisyonu ile 1/15000 oraninda diliisyon yapilarak oda
sicakliginda 1 saat hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Ardindan 3’er kez 10 dk siireyle
membran 1X TBST soliisyonu ile yikandi. Ikincil antikorlarm uygulanmasi ve yikama

asamalarinda membranin 1s1ktan korundu.

4.2.8.6. Membranin Goriintiilenmesi

Membranlardan florasan goriintilleme elde edilebilmesi igin ODYSSEY CLx (Li-Cor)
cthazina yiiklendi ve Image Studio Lite Versiyon 5.2 programi kullanilarak gortintiilerin
bant  yogunluklar1  degerlendirildi.  B-Aktin  proteini  bant  yogunluklarinin

degerlendirilmesinde internal kontrol olarak kullanildu.
4.2.9. ISTATIKSEL ANALIZ

Genlerin ifade diizeyleri Light Cycler 480 cihazinda relatif kantitasyon yapilarak AACt
degerleri lciilerek analiz edilmistir. Istatistiksel analiz i¢in Student’s t-testi uygulanmistir.

P<0,05 olan sonuglar anlaml1 kabul edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. TRANSFEKSiYON

Hiicre kiiltiirii calismasinda kurulan her deney diizeneginde transfeksiyonun basarili bir
sekilde gerceklestigi arastirilacak miRNA’lar ile birlikte GFP DNA transfeksiyonu
yapilarak gosterildi. Elde edilen floresan mikroskobunun goriintiisii Sekil 5.1.°de

gosterilmektedir.

Sekil 5.1. Transfeksiyonu gergeklestirilen miR-138-5p ve pGFP’nin 24 saat sonunda
floresan mikroskobundan elde edilen goriintiisii
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52. ES ZAMANLI PZR SONUCLARI

Sec¢ilen miRNA’larin hedef mRNA’larina olan etkilerinin degerlendirilebilmesi i¢cin TGF-3
ve miRNA’nin bulunmadigi ortam kosulu ve ayni deney kosullarinin uygulanarak hedef
dist miRNA’larin (miR negatif) kontrol olarak kullanildigi fibrozissiz (miR negatif +,
TGF-p -) ortam kosulu baz alinarak iki farkli analiz gergeklestirildi.

5.2.1. MiR-223 SONUCLARI

mMiR-223"tin hedef geni olan iliskisi ve fibrozise olan etkisi es zamanli PZR ¢alismasinda
degerlendirilmistir. miR-223-3p analizi i¢in deneyler 4 kere yapilmis ve her bir deney
kosulu 2’li tekrarlar seklinde calisilmistir. Sekil 5.2.1.’de gosterildigi gibi PARP1 ifade
diizeyinde istatistiksel acidan anlamli olmayan bir azalma gériilmistiir (p>0,05). PARP1
ifadesinde meydana gelen azalmanin COL1A1l ifadesi {lizerinde herhangi bir etkisi
bulunmamistir. Sekil 5.2.2.°de miR negatifin bulundugu fibrozissiz ortam baz alinarak
yapilan analiz gosterilmistir. Yapilan analiz sonucunda ortam kosullar1 arasinda

istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunamamaistir (p>0,05).

miR-223-3p icin COL1A1 ve PARP1 Rélatif Kantitasyon
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1,09 1,41
1,001,00
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Sekil 5.2.1. miR-223-3p es zamanli PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis™) sonuglari ile
cizilen grafigi
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miR-223-3p i¢in COL1A1 ve PARP1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.2.2. miR-223-3p es zamanli PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis™) sonuglari ile
cizilen grafigi
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mMiR-223-5p i¢in analiz 3 kere ve her bir kosul 2’1li ¢alisilmistir. Sekil 5.3.1.’de elde edilen
analizler gosterilmistir. Bu veriler sonucu miR-223-5p’nin PARP1 ve COL1A1 ifadesi
lizerine istatistiksel agidan anlamli bir etkisi bulunamamigtir. Ayrica miR negatifin
bulundugu fibrozissiz ortam kosulu baz alinarak ikinci bir analiz daha gergeklestirilmistir.
Sekil 5.3.2.’de gosterilen sonuglara gore miR-223-5p COL1A1 ve PARPI1 ifadesi lizerinde

istatistiksel agidan anlamli bir etkisi bulunmamistir (p>0,05).
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miR-223-5p i¢in COL1A1 ve PARP1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.3.1. mIR 223-5p es zamanll PZR sonuc;larmm LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuglari ile
cizilen grafigi
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Sekil 5.3.2. miR-223- Sp es zamanli PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yaz111m1 kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuclari ile
cizilen grafigi
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5.2.2. MiR-138 SONUCLARI

miR-138’in hedef geni SIRT1 ile olan iligkisi ve fibrozise olan etkisi farkli ortam
kosullarinda degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar LC 480 1.5 yazilimi ile
degerlendirilmistir. Deney c¢alismalarina baslarda miR-138-3p ile baslanmis fakat
istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilemedigi i¢in analize miR-138-5p ile devam
edilmistir. MiR-138-5p i¢in 4 deney yapilmis ve her bir deneyde analiz edilecek ortam
kosullar1 2°1i tekrarlar seklinde ¢alisilmistir. Tiim analizlerde normalizasyon i¢in aktin geni
kullanilmistir. TGF-B’nin ve miRNA’nin bulunmadigi ortam baz alinarak miR-138-5p i¢in
gerceklestirilen analiz sonucu Sekil 5.4.1.’de gosterilmistir. Sonuglara gore TGF-§ ile
indiiklenen LX-2 hiicrelerinde COL1A1 ifadesinde artis oldugu goézlenmistir (p<0,05).
TGF-B ve miR-138-5p ile indiiklenen hiicrelerde SIRT1 geninin azaldigi bununla iliskili
olarak da COL1Al ifadesindeki artisin 6,58 kat oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde
fibrozis modelinin olusturuldugu ortamda miR-138-5p ile transfekte edilen hiicrelerde
SIRT1 geninin %51 oraninda baskilandig1 goriilmistiir (p=0,003).

miR-138-5p i¢cin COL1A1 ve SIRT1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.4.1. miR-138-5p es zamanli PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis™) sonuglari ile
cizilen grafigi
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Sekil 5.4.2.°de miR-138-5p icin miR negatifin bulundugu ve TGF-f’nin bulunmadigi
ortam kosulu baz alinarak gergeklestirilen analiz sonucu gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore COL1A1 ifadesi TGF-f ile indiiklenen ortamda istatistiksel agidan anlaml
bir artis gostermistir (p=0,001). Benzer sekilde hem TGF-p hem de miR-138-5p bulunan
ortamda da COL1A1 degeri istatistiksel agidan anlamli bir artis sergilemistir (p=0,001).
SIRT1 ifadesi miR-138-5p transfekte edilen fibrozissiz ortamda istatistiksel agidan anlaml
bir diisiis sergilemistir (p=0,02). Benzer sekilde hem fibrozis hem de miRNA bulunan
ortamda da SIRT1 ifadesinde azalma meydana gelmistir (p=0,0003).

miR-138-5p i¢in COL1A1 ve SIRT1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.4.2. miR-138-5p es zamanli PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis™) sonuglar ile
cizilen grafigi

5.2.3. MIiR-132 SONUCLARI

miR-132"nin hedef geni olan SIRTI ile olan iliskisi ve karaciger fibrozisine olan etkisi
arastirtlmis ve miR-132-3p i¢in sonuglar Sekil 5.5.1.’de gosterilmistir. miR-132-3p igin 3
defa deney yapilmistir ve aragtirilacak ortam sartlar1 2’li tekrarlar seklinde ¢alisilmistir.
TGF-p ile indiiklenmis ortamda SIRT1 geninde baskilanmanin olustugu gozlenmistir.
Ortamda ayn1 anda bulunan miR-132-3p’nin ise bu baskilamada istatistiksel olarak anlamli

bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).
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miR-132-3p i¢cin COL1A1 ve SIRT1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.5.1. mIR 132- 3p es zamanh PZR sonu(;larlnln LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuclari ile

cizilen grafigi

Sekil 5.5.2.”de miR-132-3p i¢in fibrozissiz ortamda sadece miR negatifin bulundugu ortam
kosulu baz alinarak farkli bir analiz sonucu gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gére hem
fibrozisin hem de miRNA’nin bulundugu ortam kosulunda COL1A1 ifadesinde istatistiksel
acidan anlamli bir artis goézlenmistir (p=0,03). Sadece TGF-B’nin bulundugu ortamda
SIRT1 ifadesinde istatistiksel agidan anlamli bir azalma meydana gelmistir (p=0,04).
Benzer sekilde hem fibrozis hem de miRNA’nin bulundugu ortamda da SIRT1 ifadesinde

azalma gozlenmistir (p=0,013).
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miR-132-3p i¢in COL1A1 ve SIRT1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.5.2. miR-132- 3p es zamanh PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yaz111m1 kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuglari ile
cizilen grafigi

miR-132-5p i¢in elde edilen sonuglar Sekil 5.6.1.’de gosterilmistir. miR-132-5p igin
deneyler 3 defa gergeklestirilmis olup degerlendirilecek kosullar yine 2’li tekrarlar seklinde
calisilmistir. Elde edilen sonu¢ miR-132-3p ile ayni sekilde bulunmustur. Her iki miRNA
TGF-B ile indiiklenen ortamda COL1Al ifade diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artigina neden olmustur (p<0,05). Sekil 5.6.2.’de miR-132-5p i¢in miR negatifin
bulundugu fibrozissiz ortam baz alinarak gerceklestirilen farkli analiz sonucu
gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore sadece TGF-f’nin bulundugu fibrozisli ortamda
COLI1AL1 ifadesinde istatistiksel acidan anlamli bir artis gézlenmistir (p=0,045). Yine hem
TGF-B hem miR negatifin bulundugu ortama COL1A1 ifadesinde artis meydana gelmistir
(p=0,03). Fakat SIRT1 ifadesinde higbir ortam i¢in anlamli degisiklik gézlenmemistir
(p>0,05).
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miR-132-5p i¢in COL1A1 ve SIRT1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.6.1. miR-132- 5p es zamanh PZR sonuglarlnln LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuglari ile
cizilen grafigi

miR-132-5p i¢in COL1A1 ve SIRT1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.6.2. miR-132- 5p es zamanll PZR sonuglarinin LC 480 1.5 ya2111m1 kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuclari ile
cizilen grafigi
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5.2.4. MIiR-130A SONUCLARI

miR-130a’nin hedef geni PPARG ile olan iliski ve bu iliskinin fibrozise olan etkisi

arastirilmig ve elde edilen sonuglar Sekil 5.7.1.’de gosterilmistir. miR-130a-5p ile 4 defa

deneyler yapilmis ve yine her bir ortam kosulu 2’li tekrarlar seklinde ¢alisilmistir. Yapilan

calisma sonucunda miRNA’nin PPARG genini baskilamasi gbézlenmemis hedef genin

baskilanmasi COL1A1 araciligi ile oldugu gozlenmistir. Fakat bu bulgu da istatistiksel

acidan anlamli bulunamamaistir (p>0,05).

miR-130a-5p i¢in COL1A1 ve PPARG Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.7.1. mi

cizilen grafigi

R-130a-5p es zamanli PZR sonuglarmin LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis™) sonuglari ile

Sekil 5.7.2.’de miR-130a-5p i¢in TGF-B’nin bulunmadig1 sadece miR negatifin bulundugu

ortam baz alinarak farkli bir analiz sonucu gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore

ortamlar arasinda COL1A1 ve PPARG ifadelerinde anlamli farkliliklar bulunamamstir

(p>0,05).
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miR-130a i¢in COL1A1 ve PPARG Rélatif Kantitasyon

4
3 170
vr
v 2,17
E 2,11 H COL1A1
< 2
- 1,51 u PPARG
4
1,001,00 1,12
1 0,7 0,75 0,76
0,48
i M= ' '
0 [
1
TGF-B - - + + - +
miR - - - - +
miR negatif + F +

Sekil 5.7.2. miR-130a-5p es zamanli PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis™) sonuglari ile
cizilen grafigi

5.2.5. MIiR-758 SONUCLARI

miR-758-3p ve belirlenen hedef geni ABCAI ile olan iliskisi ve bunun karaciger
fibrozisine olan etkisi Sekil 5.8.1.°de ve sadece miR negatifin bulundugu ortam baz
alarak yapilan analiz Sekil 5.8.2.’de gosterilmistir. miR-758-3p i¢in toplamda 4 deney
gerceklestirilmis ve analiz edilecek sartlar 2°1i tekrarlar seklinde calisilmistir. Yine
normalizasyon icin aktin geni kullanilmigtir. miR-758-3p ile hiicrelerin muamele
sonucunda ABCAL1 gen ifadesinde herhangi bir azalma meydana gelmemistir. Fakat Sekil
5.8.1.’deki analizde sadece TGF-B ile indiikli hiicrelerde kolajen ifadesinde istatistiksel
olarak anlamli artis gbzlenmistir (p=0,03). Sekil 5.8.2.’deki analizde COL1A1 ve ABCAI

ifadelerinde anlamli bir degisme gézlenmemistir (p>0,05).
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miR-758-3p i¢in COL1A1 ve ABCA1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.8.1. miR-758- 3p es zamanll PZR sonuc;larmln LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuglari ile
cizilen grafigi

miR-758-3p icin COL1A1 ve ABCA1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.8.2. miR-758- 3p es zamanll PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yazﬂlml kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (‘advanced relative quantification analysis’) sonuclari ile
cizilen grafigi
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miR-758-3p ile anlamli sonuglara ulasilamayinca miR-758-5p ile toplamda 3 deney
yapilmis ve yine c¢alisilacak ortam kosullar1 2’li tekrarlar seklinde arastirilmistir. Sekil
5.9.1°de elde edilen sonuglar gosterilmistir. miR-758-5p transfekte edilen hiicrelerde
ABCA1 gen ifadesinde azalma meydana gelse de bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir (p>0,05). Fakat TGF-B ile indiiklenmis hiicrelerde COL1A1 ifade
diizeyinde artis meydana gelmis ve bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,03). Sekil 5.9.2.°de sadece miR negatif baz alinarak gerceklestirilen analiz sonucu
gosterilmistir. Bu analiz sonucuna gére hem TGF-f’nin hem de miRNA’nin bulundugu
ortam kosulunda COL1AL1 ifadesinde anlamli bir artis gézlenmistir (p=0,002). ABCAL
ifadesinde ise sadece fibrozisin olusturuldugu ortam (p=0,01) ile hem fibrozisin hem de

miRNA’nin bulundugu ortamda istatistiksel bir artis gézlenmistir (p<0,05).

miR-758-5p i¢in COL1A1 ve ABCA1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.9.1. mIR 758- Sp es zamanh PZR sonuglarmm LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis) sonuglari ile
cizilen grafigi
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miR-758-5p i¢in COL1A1 ve ABCA1 Rélatif Kantitasyon
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Sekil 5.9.2. miR-758-5p es zamanli PZR sonuglarinin LC 480 1.5 yazilimi kullanilarak
ileri rolatif kantifikasyon analiz (“advanced relative quantification analysis™) sonuglari ile
cizilen grafigi

5.3.  WESTERN BLOT SONUCLARI

miR-138 ve hedef geni SIRTL ile arasindaki iliski ve bu iliskinin fibrozise olan etkisi es
zamanli PZR ¢alismasinda istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildigi i¢in protein
diizeyinde analiz yapilmistir. Sekil 5.10.1.’de 2 defa tekrarlanan deney sonuglarina gore
ortamda TGF-B bulunmadigi halde sadece miR-138 ile transfekte edildiginde SIRT1’in
baskilanmasina paralel olarak COL1A1 ifadesinde artig goriilmistiir (p<0,05). Ayrica Sekil
5.10.2.°de SIRT1 protein miktarmin Sl¢lilmesi i¢in yapilan analiz sonucunda TGF-f ile
birlikte miR-138 ile transfekte edilen hiicrelerde SIRT1 protein ifadesinin istatistiksel
acidan anlamli bir sekilde baskilandigi gortlmiistiir (p<0,05). Sekil 5.10.3.’te ilgili

proteinlerin ve kontrol olarak kullanilan B-Aktinin bant yogunluklar1 gosterilmistir.
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miR-138-5p i¢in COL1A1 Western Blot Analizi
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Sekil 5.10.1. Farkli ortam sartlarinda COL1A1l protein yogunluklari ile ¢izilen siitun
grafigi

Protein Bant Yogunluklari

miR-138-5p icin SIRT1 Western Blot Analizi
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Sekil 5.10.2. Farkli ortam sartlarinda SIRT1 protein yogunluklart ile ¢izilen siitun grafigi

Protein Bant Yogunluklari
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Sekil 5.10.3. Farkli ortam kosullarinda SIRTI1(A), COL1A1(B) ve ACTB(C) bant
yogunluklarini gosteren Western Blot goriintiisii
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6. TARTISMA ve SONUC

Karaciger fibrozisinin meydana gelmesinde ve gelisiminde HSH’lerin kilit rol oynadig:
yapilan birgok ¢aligmayla acgikliga kavusturulmustur (16,89). HSH’lerin karaciger
fibrozisinde sahip olduklart bu Onemli islevleri fibrozis tedavisinde HSH odakli
calismalara sebebiyet vermistir. HSH’ler ve onlar1 etkileyen miRNA c¢alismalar1 giin
gectikce artis gostermektedir. miRNA’larin sahip olduklari anti-fibrotik ve pro-fibrotik
etkileri onlar1 karaciger fibrozisinde terapotik bir etkiye sahip olabileceklerini gostermistir

(89).

Farkli hiicre hatlarinda ve in vivo ortamda karaciger fibrozisi ¢alismalari olsa da bu
calismada belirlenen aday miRNA’lar ve bunlarin hedef genleri arasindaki iliski ilk defa

LX-2 hiicre hattinda arastirilmistir.

Calismada aday miRNA olarak belirlenen miR-223’iin hedef geni PARP1 se¢ilmis ve ikisi
arasindaki iliski karaciger fibrozisi acgisindan degerlendirilmistir. Shaker ve arkadaslarinin
HCV ile iliskili karaciger hastaligina sahip bireylerin serum ornekleri ile yaptigi bir
calismada miR-223’lin karaciger fibrozisinin artan evrelerinde miktarinin arttig
gosterilmistir (112). Bu calismanin 1s1ginda miR-223 ile indiiklenen hiicrelerde kolajen
miktarinin artmasi beklenmektedir. Fakat bizim c¢alismamizda Sekil 5.2.1.’de ve Sekil
5.3.1’de de gorildigi gibi miR-223in 3p ve Sp kollart i¢in kolajen miktarinda
istatistiksel acidan anlamli (p>0,05) bir artis goriilmemistir. Yine bizim g¢alismamizda
TGF-B’nin ortamda bulunmadig: fakat miR negatifin bulundugu ortam kosulu baz alinarak
diger ortamlar i¢in COL1A1 ifade diizeylerindeki farkliliklarda istatistiksel acidan bir
degisim gozlenmemistir (Sekil 5.2.2. ve Sekil 5.3.2.). Calismamizda karaciger fibrozisine
miR-223"tin etkisinin hedef geni PARP1’in baskilanmasi sonucunda olabilecegi
arastirilmistir. Fakat yine sonuglara bakildiginda PARP1 iizerinde anlamli bir baskilanma
gbzlenmemistir. Es zamanli PZR sonuglarindan elde edilen veriler sonucunda anlamli bir
fark goriilmedigi igin protein diizeyinde arastirma yapilmamistir. Transfekte edilecek miR-
223’lin deney caligmalarinda dondurup ¢ozdiirme islemine maruz kaldigi i¢in etkisini
yitirdiginden veya baskilanmanin mRNA diizeyinden =ziyade protein diizeyinde
olabileceginden dolay1 bu sekilde anlamli olmayan bir sonug elde edilmesine neden olmus

olabilir.
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SIRT1 genini baskilayarak LX-2 hiicrelerini etkileyebilecegi diistiniilen miR-138’in SIRT1
ile olan iligkisi Xu ve arkadaslarinin fare ile yapilan ¢alismasinda gosterilmistir (102).
Ayrica yapilan bagka bir calismada da HCV indiiklii karaciger fibrozisinde miR-138
miktarmin arttig tespit edilmistir (113). Bu ¢alismalar sonucunda LX-2 hiicrelerinde miR-
138 ile indiiklenen hiicrelerde kolajen miktarinin artmasi ve SIRT1 ifadesinin baskilanmasi
beklenmektedir. Caligma sonucunda miR-138-5p transfekte edilen TGF-$ ile indiiklenmis
LX-2 hiicrelerinde literatiire paralel olarak kolajen miktarinda istatistiksel olarak anlamli
(p<0,05) bir artis gézlenmistir (Sekil 5.4.1.). Sekil 5.4.2.”de miR-138-5p’nin fibrozise olan
etkisi TGF-f’nin  bulunmadigi miR negatifin bulundugu ortam baz alinarak
degerlendirilmistir. Sonuglar irdelendiginde sadece TGF-f’nin bulundugu ortamda
COLI1AL1 ifadesinde goriilen istatistiksel acidan anlamli artis fibrozis modelinin basarili bir
sekilde olusturuldugunun gostergesidir (p=0,001). Yine Sekil 5.4.2’de hem fibrozisin hem
de miRNA’nin bulundugu ortam kosulunda COL1A1 ifadesinde kontrole gore yaklasik 5
kat bir artis gozlenmistir (p=0,001). Elde edilen bu sonu¢ miR-138-5p’nin LX-2
hiicrelerinde pro-fibrotik bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica yine es zamanli
PZR sonucu incelendiginde yine miR-138-5p transfekte edilen TGF-B ile indiiklenmis LX-
2 hiicrelerinde SIRT1’in baskilanmasinin en yogun oldugu goriilmektedir (p=0,003). Sekil
5.4.2.°de gosterilen sonuglara gore SIRT1 ifadesinde fibrozis ortamindan bagimsiz sadece
miRNA bulunan ortamda istatistiksel agidan anlamli bir azalma gdzlenmistir (p=0,02).
Hem fibrozisin hem de miRNA bulunan ortamda da kontrole gore gozlenen azalma
istatistiksel ag¢idan anlamhidir (p=0,0003). Hipotezi destekleyici es zamanli PZR
sonuglarinin elde edilmesi ile protein diizeyinde de farkin gézlenmesi i¢in Western blot
analizi yapilmistir. Western blot analizlerinde hiicrelerdeki kolajen proteinin
yogunlugunun TGF-f ile fibrozis olusumundan bagimsiz olarak miR-138-5p transfekte
edilmeyen hiicrelere kiyasla miR-138-5p transfeksiyonu yapilan hiicrelerde arttig
goriilmiistiir (Sekil 5.10.1. ve Sekil 5.10.3.) (p<0,05). Literatiirden elde edilen bilgiler
1s18inda  SIRT1 protein yogunlugunun miR-138-5p ile transfekte edilen hiicrelerde
transfekte edilmeyenlere kiyasla daha az olmasi beklenmektedir. Western blot analizinde
TGF-p ile indiiklenmemis fakat miR-138-5p ile transfekte edilen ortam sartinda SIRT1
yogunlugunun TGF-f ve miRNA’nin bulunmadig1 ortam kosuluna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldig1 gozlenmistir (p<0,05). Ayrica miR-138-5p transfekte edilen

TGF-p ile indiiklenmis ortam kosulunda da SIRT1 protein miktarinin istatistiksel olarak
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anlaml sekilde azaldigi gozlenmistir (Sekil 5.10.2. ve Sekil 5.10.3) (p<0,05). Elde edilen
bu veriler LX-2 hiicrelerinde miR-138-5p’nin pro-fibrotik bir etkiye sahip oldugunu

desteklemistir.

Miyofibroblast farklilasmasinda etkin role sahip olan PPARG ile miR-132 arasindaki
etkilesim karbon tetrakloriir ile gerceklestirilen karaciger fibrozis modelinde fareler
tizerinde Mann ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptiklart ¢alisma ile gosterilmistir (103).
Yapilan bu ¢alismada ortamdaki miR-132 miktarinda olusan azalma sonucunda metil-CpG
baglayict protein (MeCP2) miktarinda artis meydana gelir ve PPARG ifadesinde azalma
olusur. PPARG ifadesinde meydana gelen azalig fibrozis belirteci tip I kolajen miktarinin
artmasina neden olmaktadir. Bu tez ¢alismasinda miR-132 ve hedef geni SIRT1 arasindaki
iliski LX-2 hiicre hattinda es zamanli PZR ¢alismalarinda arastirilmistir (Sekil 5.5.1. ve
Sekil 5.6.1.) miR-132 transfekte edilmis hiicrelerde SIRT1 ifadesinin miR-132 ile
transfekte edilmemis hiicrelerdeki SIRT1 ifadesine kiyasla daha az olmasi bunun
sonucunda da ortamdaki tip I kolajen miktarinda artis meydana gelerek karaciger
fibrozisinde ilerlemenin goriilmesi beklenmektedir. Elde edilen es zamanli PZR
sonuglarina gore istatistiksel agidan anlamli bir baskilanma gézlenememistir (p>0,05).
Ayrica miR-132-3p i¢in TGF-B’nin bulunmayip miR negatifin bulundugu ortam kosulu
baz alinarak farkli bir analiz yapilmistir. Sekil 5.5.2.’de gosterilen sonucglara gére hem
fibrozisin hem de miRNA’nin bulundugu ortamda hedef gen olarak belirlenen SIRT1 de
istatistiksel agidan anlamli bir baskilanma gozlenmistir (p=0,013). Ayrica sadece fibrozisli
ortamda da SIRT]1 ifadesinde azalma meydana gelmistir (p=0,04). Hem fibrozisin hem de
miRNA’nin bulundugu ortamda fibrozis belirteci COL1A1 ifadesinde de artig gozlenmistir
(p=0,03). Bu sekilde yapilan analiz sonucuna gére miR-132-3p i¢in pro-fibrotik bir etkiye
sahip olabilecegi diistiniilebilir. Fakat diger analizde elde edilen verilerle tutarlilik gdsterip
gosteremeyeceginin anlasilmasi i¢in deneylerin tekrarlanmasi gerekecektir. Sekil 5.6.2.°de
miR-132-5p icin gergeklestirilen ikinci analiz sonuglarma gore TGF-f’nin bulundugu
ortam kosulunda fibrozis belirteci COL1A1’de istatistiksel acidan anlamli bir artis
goriilmesi fibrozis modelinin bagsarili bir sekilde gerceklestigini gostermektedir (p=0,045).
Fakat SIRT1’de istatistiksel agidan anlamli bir baskilanmanin goriilmemesi transfekte
edilecek miRNA’nin dondurulup ¢6ziilme islemlerinde etkisinden kaynaklaniyor olabilir.

Ayrica miRNA’nin baskilama etkisinin mRNA diizeyinden ziyade protein diizeyinde
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gosterebileceginden dolayr bu sekilde bir sonug elde edilmis olabilir. mRNA asamasinda

elde edilen bu sonuglardan dolay1 protein diizeyinde analiz yapilmamustir.

Lu ve arkadaslarimin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada miR-130a’nin ve miR-130b’nin
hedef geni olarak belirlenen PPARG ile olan iliskisi karbon tetrakloriir ve ana safra kanali
baglama ile karaciger fibrozisi modeli olusturularak ve fare deneyinde arastirilmistir.
Aktiflesen fare HSH’lerde miR-130a ve miR-130b miktarlarinda artis gézlenmistir. miR-
130a ve miR-130b transfekte edilen HSC-T6 hiicre hattinda yapilan es zamanli PZR analizi
sonucunda PPARG miktarinda ciddi bir azalma meydana geldigi goriilmistiir (105). Bu tez
calismasinda miR-130a ve PPARG arasindaki iliskinin LX-2 hiicrelerinde ne sekilde
olacagi es zamanli PZR ¢alismasinda arastirilmigtir (Sekil 5.7.1. ve Sekil 5.7.2.). miR-130a
transfekte edilen insan HSH’lerinde PPARG mRNA miktarinda olusan azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Fakat TGF-p ile LX-2 hiicrelerinin indiiklenmesi
sonucu PPARG miktarinda azalma oldugu gozlenmistir. Elde edilen es zamanli PZR
sonuclart degerlendirilip istatistiksel agidan anlamli bir sonu¢ elde edilemediginden
(p>0,05) western blot analizi gerceklestirilmemistir. Bu sekilde bir sonucun elde
edilmesinde transfekte edilecek miR-130a’nin dondurulup ¢oziilme islemlerinde etkisini
yitirmesinden veya baskilama isleminin protein diizeyinde olabileceginden kaynakli
olabilir.

ABCA1, fazla kolestroliin tasinmasinda gorev alarak viicuttaki kolestrol dengesinin
saglanmasinda etkilidir. Ramirez ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada miR-758 ile ABCAL
arasindaki iliski beyin dokusunda irdelenmistir (107). Bu ¢alismaya gbére miR-758
varliginda ABCA1 ifadesi baskilanmakta ve kolestrol tasima mekanizmas:1 askiya
alinmaktadir. Ahn ve arkadaglarinin 2014 yilinda gercgeklestirdikleri calismada ise
HSH’lerin aktivasyonunda anti-fibrotik bir role sahip olan karaciger reseptdr X geni (LXR)
ile ABCAL1 arasinda pozitif korelasyon saptanmistir (114). Bu tez calismasinda miR-758
ile hedef geni ABCAI arasindaki iliskinin karaciger fibrozisine olan etkisi LX-2’de es
zamanli PZR c¢alismalari ile irdelenmistir (Sekil 5.8.1.ve Sekil 5.9.1.). Hem miR-758-3p
hem de miR-758-5p icin gergeklestirilen deneylerde ABCAI1 ifadesi istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde baskilanamamistir (p>0,05). miR-758-3p icin gerceklestirilen ilk
analizde sadece TGF-B’nin bulundugu ortamda COL1A1 ifadesinde goriilen artis fibrozis
modelinin basarili bir sekilde gerceklestirildigini gdostermektedir (p=0,03) (Sekil 5.8.1.).
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miR-758-5p i¢in gergeklestirilen ilk analizde de hem sadece TGF-B’nin bulundugu hem de
TGF-B ile birlikte miRNA’nin bulundugu ortamda COL1A1 ifadesinde istatistiksel agidan
anlaml bir artis gozlenmistir (p=0,011) (Sekil 5.9.1.). miR-758-5p i¢in TGF-f’nin
bulunmayip miR negatifin bulundugu ortam baz alinarak gerceklestirilen ikinci analiz
sonucuna gore hem TGF-f’nin hem de miRNA’nin bulundugu ortamda COLI1Al
ifadesinde anlamli bir artis gézlenmistir (p=0,02) (Sekil 5.9.2.). Ayrica her ne kadar sadece
TGF-B’nin ve hem TGF-B’nin hem miRNA’nin bulundugu ortamlarda ABCA1 ifadesinde
anlaml bir artis gézlense de elde edilen bu sonuglarin deneysel hatadan kaynaklandigi
disiiniilmektedir (p>0,05) (Sekil 5.9.2.). Elde edilen bu es zamanli PZR verilerinden
dolay1 arastirmanin protein analizi basamagi gerceklestirilmemistir. Bu sekilde istatistiksel
acidan anlamli sonuglarin elde edilememesi transfekte edilen miR-758in hiicre kiiltiirii
ortaminda hedef mRNA’ya baglanamamasindan veya miR-758’in ABCAI1 iizerinde
gerceklestirecegi baskilanmanin protein diizeyinde gozlenebileceginden

kaynaklanabilecegini diigiindiirmiistiir.

Bu tez ¢aligmasi sonucunda literatiir arastirmasindan elde edilen bilgiler 1s181nda karaciger
fibrozisine etkisi olabilecegi diisiiniilen aday miRNA’lardan miR-138’in karaciger
fibrozisinin olusumunda ve gelisiminde pro-fibrotik etkiye sahip oldugu insan HSH’lerinde
ilk kez gosterilmistir. Diger aday miRNA’lar ile yapilan deneysel analizlerde ise anlamh

bir etki saptanamamustir.

Es zamanli PZR sonuglarindan elde edilen veriler 1siginda miR-138’in pro-fibrotik
etkisinin baska hangi hedef genlerle ya da yolaklar araciligiyla olabilecegi yine es zamanl
PZR ¢alismalar1 ve western blot analizi ile irdelemek ileride yapilacak ¢alismalar arasinda
diistintilebilir. Literatiir taramast ve biyoinformatik analizler yapilarak karaciger
fibrozisinde anti-fibrotik veya pro-fibrotik etkiye sahip olabilecek bagka aday miRNA’larin

belirlenmesi ve etkilerinin arastirilmasi yine ileri caligmalar i¢in degerlendirilebilir.
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