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OZET

Deneysel Karaciger Intoksikasyonunda Apoptosis Oranlarinin Tespiti ve

Galektin-3’iin Ekspresyonunun Arastirilmasi

Bu caligmanin amaci, karbon tetrakloriir (CCly) ile karacigerde olusturulmus
toksitite modelinde, TUNEL ve ELISA yo6ntemlerini kullanarak apoptosis oranlarinin
belirlenmesi ve immunohistokimyasal yontemler ile de galektin-3’tin (gal-3)

ekspresyon ve lokalizasyonunun arastirilmasidir.

Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla ratlara CCly, periton i¢i (i.p.) yol
ile Iml / kg 1:1 oraninda, zeytinyagindaki ¢6zeltisi seklinde, birer giin ara ile 3 defa
enjekte edilmistir. Son CCly enjeksiyonundan 24 saat sonra eter anestezisi altinda
karaciger dokular1 alinmig ve ELISA yontemi ile karaciger dokularindaki apoptozis
oranlar1 belirlenmistir. TUNEL yontemi kullanilarak da apoptotik hiicrelerin
goriintiilenmesi yapilmistir. Daha sonra da immunohistokimyasal olarak Gal-3’iin

apoptotik hiicrelerdeki ekspresyon ve lokalizasyonlarinin incelenmistir.

Karbon tetrakloriir verilen gruptaki ortalama DNA fregmantasyonu 1.32 +
0.15 U/mg protein iken kontrol guruptaki DNA fragmantasyonu 0.85 + 1.42 U/mg
proteindir. Karbon tetrakloriire maruz kalan grupta apoptosis oranlari istatistiksel
olarak analamli diizeylerde artmistir (p<0.001). Deney grubundaki CCL,’den
kaynaklanan apoptozis oranlarindaki artis TUNEL boyama teknigi ile de teyit
edilmistir. Deney gurubundaki apoptotik hiicreler ¢cogunlukla safra kanali ¢evresinde
gozlenmistir. Kontrol gurubunda ise karaciger parankimi i¢inde ¢ok az sayida
apoptotik hiicre gézlenmistir. immiinhistokimyasal olarak gal-3’iin varligi CCL4’e
maruz kalan hayvanlarda karaciger parankiminde tespit edilirken, saglikli karaciger

dokularin parankiminde gal-3’tin varligi ¢ok zayif olarak gézlemlenebilmistir.
Sonug olarak, CCl, rat karacigerinde apoptozun uyarmakta, gal-3 ise CCL4

toksikasyonunun neden oldugu apoptozise kars1 hiicreleri korumaktadir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, galektin-3, karaciger, CCls, ELISA,
TUNEL, immunohistokimya.



ABSTRACT

Detection of Apoptosis Rate in Experimental Liver Intoxication and The Inves-
tigation of Galectin-3 Expression

The aim of this study was to investigate the rate of apoptosis in rat liver
tissues exposed to carbon tetrachloride (CCl,) toxicity. Rate of apoptosis was
determined using TUNEL and ELISA tecniques. Furthermore, alterations in the
expression and localisation of galectin-3 (gal-3) was determined by

immunohistochemical methods.

To induce liver toxicity CCl, is given to the rats intra peritonally (i.p.) 3
times every other day at a dose 1 ml/kg solved in olive oil in 1:1 proportion. Twenty
four hour later following the last injection liver tissues of rats were remowed under
ether anesthesia. Rates of apoptosis in liver tissues were detected using ELISA and
TUNEL techniques. Differences in the expression and localisation of gal-3 in liver
tissues between healthy and experimantal animals were visualized using

immunhistochemical method.

The mean DNA fragmentation in CCl, administrated group was 1.32 + 0.15
U/mg protein, while the mean DNA fragmantation in control animals was 0.85 +
1.42 U/mg protein. There was a statistically significant (p<0.001) increase in the
apoptosis rate in cells exposed to CCl,. Data given above showed that CCl, induce
DNA fragmentation in the rat liver. Similarly in the experimental animals a
remarkable increase in the number of apoptotic cells was visualised with  TUNEL
staining technique. Apoptotic cells in experimental group were localised
predominatly around bile ducts, in control group however only very few apoptotic
cells were detected in liver paranchyma. Immunhistochemicaly in CCl, exposed
animals antibody raised against gal-3 reacted with cells mainly localised in liver

parachyma, while very slight reaction was detected in healthy tissues.

In conclusion, CCl, induce apoptosis in rat liver and data given above

indicate that gal-3 may protect cells from apoptosis induced by CCl,.

Key Words: Apoptosis, galectin-3, liver, CCl;, ELISA, TUNEL,

immunohistochemistry.
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1. GIRIS

Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii) ‘hiicre intihar1’ olarak da bilinir ve
fizyolojik bir olaydir. insan viicudunun hayatiyetini devam ettirebilmesi i¢in her giin
50-70 milyar hiicre, apoptozis yolu ile kendini feda etmektedir. Organizmanin ihtiyag
duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya hasarli hiicreleri apoptozis yolu ile
gen diizeyinde kontrol edilen bir mikanizma iizerinden ortadan kaldirilir. Apoptotize
giden hiicrelerin niikkleus membranlarinin ¢evresinde kromatinler toplanir ve

yogunlagir.

Galektin-3 (gal-3), agirligi tiire bagh olarak 29 - 35 kDa (kilo Dalton)
arasinda degisen, karbonhidrat baglayan bir proteindir. N-terminal bolgesi 110-130
amino asitten, C-terminal bolgesi ise 130 amino asitten meydana gelmektedir. C-
terminal bolgesindeki amino asit dizilimi yoniinden, hiicrelerde anti-apoptotik rolii
bulanan Bcl-2 proteinine benzerlik gostermektedir. Bcl-2 ile gostermis oldugu
yapisal benzerlik sayesinde, gal-3’iin de anti-apoptotik 6zelligi bulunmaktadir.
Ancak, gal-3’tin karbon tetrakloriir (CCly) ile hasar olusturulmus karaciger
hiicrelerinin ~ apoptozunda rol oynaylp oynamadigina iligkin bir bilgi

bulunmamaktadir.

Karaciger hem anatomik lokalizasyonu hem de fizyolojik ve biyokimyasal
rolli nedeniyle toksik maddelere ve ¢esitli ilaglara ¢cok sik maruz kalan bir organdir.
Karacigerde dejenerasyon dahil ¢esitli patolojik tablolara yol acan 600’den fazla
kimyasal maddeden biri de CCl, diir. Karbon tetrakloriir, karacigere lipid
peroksidasyonu ile zarar vermektedir. Olusan serbest radikaller, hiicre
memranlarindaki fosfolipidlerde bulunan yag asitlerinin peroksidasyonuna yol agarak

hiicre harabiyetine neden olurlar.

Arastirmamizda; rat karacigerinde serbest radikal olusturmak i¢in CCly
toksitite modeli uygulanmig; TUNEL ve ELISA yontemleri ile apoptosis oranlari ve

immunohistokimyasal olarak da gal-3’iin apoptotik hiicrelerdeki ekspresyon ve



lokalizasyonlar1  incelenmistir.  Apoptotik ve saglikli  hiicrelerdeki  gal-3
lokalizasyonlarinda farklilik bulunup bulunmadiginin arastirilmasi ve elde edilen
bilgiler 1s1¢1nda, bu proteinin, toksikasyona maruz kalmis karaciger hiicrelerinin

apoptozunnde, fibrozis ve remodeling’inde rollerinin olup olmadigi arastirilmistr.



2. GENEL BILGILER

2.1. Galektin-3 (Gal-3)

Galektinler; kii¢iik molekiil agirliga sahip ve hiicre bliylimesi, hiicre gogi,
hiicre - hiicre, hiicre - ekstraseliiler matriks etkilesimleri, sinyal iletimi gibi ¢ok
sayida biyolojik rolleri bulunan karbonhidrat baglayan proteinlerdir (Kus ve ark.,
2005). Bu giine kadar galektin ailesine ait 15 farkli galektin tiirii kesfedilmistir
(Lumachi ve Basso, 2002). Bu ailenin bir iiyesi olan gal-3, yaklasik 29-35-kD
molekiil agirhiginda, galaktoza spesifik bir proteindir. Gal-3, tim galektinler i¢indeki
memelilerden izole edilen tek simerik galektindir (Almkvist ve Karlsson, 2004;
Birdsall, 2001; Liu ve ark., 1995; Miller ve ark., 2009a; Sharma ve ark., 2004). Gal-
3, ilk olarak 1982 yilinda, ‘Mac2-proteini’ adiyla kesfedilmistir. Ozellikle doksanli
yillardan bu yana, tizerinde yogun olarak ¢alisiimaktadir (Kus ve ark., 2005).

Gal-3, N-asetil laktozamin ve laktoz gibi pB-galaktozid olarak bilinen
karbonhidrat rezidiilerini selektif olarak baglanmaktadir. Ozellikle, N-asetil
laktozamine baglanma affinitesi daha yiiksektir. Gal-3, insanlarda 14. kromozomda
bulunan, 6 ekzon ve 5 introndan meydana gelen tek bir gen (LGALS3) tarafindan
kodlanir (Kus ve ark., 2005).

Gal-3, yaklasik 32 kDa agirligindadir ve C-terminal ucunda karbonhidrat
tantyan bolgesi bulunur. N-terminal ucu ise sayilari farklilik sergileyebilen 110 - 130
amino asitten olugmaktadir. N-terminal ucunda kolajen benzeri ve 9 amino asidin
(Pro-Gly-Ala-Triozin-Pro-Gly-X-X) 7 - 14 kez tekrarlayan iinitelerinden olusan ve
a-kolajen ile homoloji sergileyen bir bolgesi bulunur. Gal-3, viicut sivilarinda
monomer olarak bulunurken, hiicrelerde genellikle pentamer seklinde bulunur. Bu
pentamerik yapi, proteinin biyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in hayati
Oneme sahiptir. Pentamerik yapi, N-terminal uglarmin bir araya gelmesi ile
sekillendiginden, gal-3’tin biyolojik aktivasyonu i¢in N-terminal ucun varhigi
esansiyeldir. Gal-3’tin N-terminal ucu, matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve



matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) tarafindan proteoliz edilmeye duyarlidir
(Birdsall, 2001; Liu ve ark., 1995; Miller ve ark., 2009a; Sharma ve ark., 2004).

Gal-3, galektin ailesinin tek simerik tiyesidir ve bu proteinin C-terminal ucu
iyi korunmus bir NWGR (Asp-Trp-Gly-Arg) motifi icerir ki bu motif, galaktosidlere
baglanmak i¢in esansiyeldir. Gal-3’de yer alan bu NWGR motifi, Bcl-2 ailesinde de
bulunur. Her iki proteinin anti-apoptotik aktiviteleri i¢in bu motifin varlig1 gereklidir
(Luckey ve Peterson, 2001; Kus ve ark., 2005).

Galectin-3

N-terminal domain:
Short end (~30 aa)
&
Proline-glycine-
alanine-tyrosine
repeat motif (~100 aa)

Carbohydrate i
recognition domain
(~130aa)

A natural occurring ligand
of galectin-3, e.g. laminin

Activation

Sekil 2.1. Gal-3’tin yapist ve olusturdugu pentamerik yapi. Seklin kullanilma izni

icin ilgili yaym evinden (Springer) alinmistir. Lisans numarasi: 3557511027633.

Gal-3; hiicre niikleusunda, stoplazmada, hiicre yiizeyinde ve biyolojik
stvilarda bulunur. Prolifere olan hiicrelerde, gal-3 ekspresyonunun arttig1 ve ozellikle
de proliferatif hiicrelerin niikleusuna lokalize oldugu goriilmistiir. Gal-3, siklin D
sentezini uyararak hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir. Sentezi, diger
proteinlerde de oldugu gibi ribozomlarda gergeklesir. Gal-3, herhangi bir sinyal
peptidi icermez ve hiicre disina ekzositoz yolu ile gonderilir. Gal-3, hiicre disina
ciktiginda, hiicre yiizeyinde veya ekstraseliiler matrikste yer alan glukokonjugatlara

baglanir (Cooper ve Barondes, 1990; Cooper ve ark., 1991; Cooper, 2002;



Hernandez ve Baum, 2002). Pentamerik yapisindan dolay1 hiicre-hiicre ve hiicre
ekstraseliiler matriks etkilesimlerinde etkin bir rol iistlenir. Intraseliiler gal-3,
splisozomlarin yapisina katilir ve pre-mRNA ‘splicing’inde (ug-birlestirme) rol alir.
Gal-3, embriyogenezde, hiicrelerarasi ve hiicre stroma iliskilerinde etkili olarak
organogenezde de rol alir (Hsu ve Liu, 2004; Rabinovich, 2002). Gal-3, hiicre
yiizeyindeki multivalent karbonhidratlara (glikanlara) ¢apraz baglanma o6zelligi ile
baglanir. Membran sinyalini olusturarak ¢esitli hiicresel olaylar1 baslatir (Hsu ve Liu,
2004; Rabinovich, 2002).

Timor hiicreleri, makrofajlar, epitelyal hiicreler, fibroblastlar ve aktive
edilmis T-hiicreleri gibi ¢ok farkli hiicre ¢esidinde, gal-3’iin varligina rastlanmigtir
(Jeng va ark., 1994; Jin ve ark., 2007; Joza ve ark., 2001; Yan ve Katz, 2010). Son
yillarda yapilan caligmalarda, galektinlerin immun hiicrelerin homeostazinda ve
inflammasyonda anahtar rol oynadigi gosterilmistir (Rabinovich, 2002). Gal-3’iin
pro-inflammatuvar bir protein oldugu ve T-hiicre aracili inflammasyonda rol aldigi
ortaya konulmustur. Akut koroner sendromlarin (miyokard enfarktiisii vs.), temelde
akut inflammasyon zemininde olusan trombiis formasyonu ile ortaya ¢iktigi
bilinmektedir. Akut koroner sendromlarda, gal-3’iin artmis oldugu tespit edilmistir.
Dolayisiyla tiim bu bilgiler 1s18inda, pro-inflammatorik bir protein olan gal-3’iin
miyokard infarktiisii gibi akut koroner sendromlarin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi
goriilmektedir. Akut koroner sendromlarda artan inflammasyon, prognozu kéti
etkilediginden dolay1 artmig gal-3 miktarinin prognoz ve hastaliginin taninmasinda

belirleyici olabilecegi gosterilmistir (Ozaki, 2004).

Gal-3’tin ayrica bazi patojenik mikroorganizmalarin yiizeyindeki glikanlari
baglayarak immuniteye neden oldugu ortaya konulmustur (Ohshima ve ark., 2003).
Ormegin; Klebsiella’'daki lipopolisakkaridlere, C-terminal domain {izerinden
baglandigi gozlenmistir. Gal-3’iin notrofil aktivasyonu, adhezyonu, makrofaj ve
monosit kemo-atraksiyonunda inflammatuar bir molekiil olarak rol oynadigi
bildirilmistir. Iimmun sistem hastaliklar1 olan kronik hepatit, glomerulonefrit, {ilseratif
kolit, romatoid artirit, psoriasis’te gal-3 ekspresyonunun saglikli dokular ile
kiyaslandiginda, istatistiksel olarak anlamli olacak Olgiide arttigin1  gosteren
caligmalar bulunmaktadir (Baum, 2003; Rabinovich, 1999; Santucci, 2000).

Fizyolojik hiicre olimii olarak bilinen apoptozunn (hiicre intihari,  hiicre



ayiklanmasi, programlanmis hiicre 6liimii) ¢esitli enzimatik yollarin aktivasyonu ile
olustugu bilinmektedir. Gal-3, anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 proteini ile
yapisal benzerlik gostermektedir (Gandhi, 2007; Juszczynski, 2007; Paclik, 2007;
Santucci, 2003). Gal-3’iin de Bcl-2 ile sergilemis oldugu bu yapisal benzerlik
sayesinde, apoptotik yollar iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Lacina ve ark.,
2006; Offner, 1990). TNF-TNFR-Nfkb, Fass-Fadd-Prokaspaz, Granzyme-B-
Prokaspaz gibi bir ¢ok sinyal patikasinin apoptozise gidiste rol oynadigi
bilinmektedir (Hahn ve ark., 2004). Gal-3’iin bu sinyal patikalarini etkiledigi ve
boylece apoptozunn seyri tizerinde rol aldigi bildirilmistir (Garin, 2007; Hahn ve
ark., 2004; Matarrese, 2005; Stowell, 2007; Yang ve ark., 1996).

Gal-3’iin intra ya da ektraselliiler lokalizasyonuna gore, apoptozis iizerindeki
etkisi de farkliliklar sergiler. Intrasiliiler gal-3’iin anti-fas antikor, staurosporine, TNF
radyasyon ve nitrik oksit gibi ajanlar tarafindan stimiile edilen apoptozun,
karbonhidrat bagimsiz mekanizma ile inhibe ettigi bildirilmistir (Matarrese, 2005).
Stoplazmik veya niikleer yerlesim gosteren gal-3 molekiillerinin, hiicreye bir
apoptotik uyarmin gelmesinin ardindan, hiicreleri apoptozisten korumak icin
mitokondrilere dogru bir ydnelme gosterdikleri saptanmustir. intraseliiler gal-3’iin,
Bcl-2°de de oldugu gibi Bax-proteini ile oligomerize olarak Bax proteinlerinin bir
araya gelmesini engelledigi tespit edilmistir. Gal-3 tarafindan baglandigindan dolayi
bir araya toplanamayan Bax-proteinleri, mitokondrial membran gegirgenligini
degistiremediklerinden, apoptotik yolun bu noktada kapatildigi goriilmiistiir. Gal-
3’lin, Bax-proteinleri ile etkilesime gegebilmeleri igin NWGR motifinin esansiyel
oldugu bildirilmistir (Garin, 2007; Matarrese, 2005; Stowell, 2007; Yang ve ark.,
1996).

Ekstraselliiler gal-3 ise intraselliiler gal-3’iin aksine, apoptozun uyarmaktadir.
Ekstraseliiler gal-3’iin pro-apoptotik etkisini gosterebilmesi i¢in laktoz amin igeren
hiicre yiizeyindeki glikokonjugatlara, C-terminal ucu Tlzerinden baglanmasi
gerekmektedir (Garin, 2007; Matarrese, 2005; Stowell, 2007; Yang ve ark., 1996).
Ozellikle, hiicre membraninin ektraselliiler matrikse bakan kisminda lokalize olan
CD-95 ile ektraseliiler gal-3’iin etkilesim igine girdikleri ve apoptozunn
uyarilmasinda bu etkilesimin rol oynadigi bildirilmistir. Gal-3’{in ister ekstraselliiler,

isterse intraselliiler olsun, apoptozunn sekillenmesinde etkili oldugu bilinen bir



gercek olmakla birlikte, bu proteinin apoptoz iizerindeki etki mekanizmalari hala tam
olarak agiga cikartilabilmis degildir. Bu konuda, giliniimiizde de ¢ok sayida bilim

insan1 ¢aligmalarina devam etmektedir (Barrionuevo, 2007; Sturm, 2004).
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Sekil 2.2. Gal-3’iin apoptozis yolaklar tizerindeki rolii. Apoptozis sinyali geldiginde,
ister stoplazmik olsun, isterse niikleusta lokalize olan gal-3 olsun, intraselliiler gal-
3’tin mitokondrilere yoneldikleri goriilmektedir. Seklin kullanilma izni igin ilgili

yayinevinden (Springer) alinmigtir. Lisans numarasi: 3581230368246.

Kanser hiicrelerinin yiizeyindeki gal-3 ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir
(Jackson ve ark., 2007; Johnson ve ark., 2007; Jung, 2007). Gal-3, kendisi igin
spesifik olan karbonhidrat tnitelerine (N-asetil laktozamin ve laktoz)
baglanabildiginden dolay1 kanserli hiicrelerin ¢evre dokulara tutunmasini saglayan
protein gibi davranir. Dolagim sisteminde bulunan metastatik hiicreler, yiizeylerinde
ekspresyonu uyarilmigs olan gal-3 araciligiyla, hedef dokulardaki spesifik
karbonhidrat iinitelerine baglanarak ilgili dokuya tutunabilirler (Jackson ve ark.,
2007; Johnson ve ark., 2007; Jung, 2007). Yapilan ¢alismalar, Gal-3’iin prometastatik
bir molekiil oldugunu ortaya koymustur. gal-3’tin karbonhidratlara baglanan



kisimlarin1 6nceden kapatarak metastazin Oniine ge¢mek i¢in ¢aligsmalar yapilmigtir.
Modifiye turunggil pektini (MCP), narenciye kabugundan elde edilen pektinin,
enzimatik olarak modifiye edilmis seklidir. Normal pektin, gastrointestinal sistemden
absorbe olmaz fakat MCP absorbe olur. MCP’nin ¢esitli ¢alismalarda, kanser
hastalarinda gal-3’tin karbonhidrat domainine baglanarak fazla gal-3’ii bloke ettigi

gosterilmistir (Johnson ve ark., 2007; Jung, 2007). (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kanserli hiicrelerde bulunan gal-3’tin karbonhidrat baglayan kisimlari
modifiye sitrus pektini ile doyuruldugunda dokulardaki spesifik karbonhidratlara
baglanamadig1 ve metastaz yapamadigi goriilmistiir. Seklin kullanilma izni igin ilgili

yaymevinden (Springer) alinmistir. Lisans numarast: 3557511027633.

Gal-3 ekspresyonundaki artisin, tiimor dokularinin hepsi i¢in gegerli olmadigi
goriilmiistiir. Ornegin; tiroid, karaciger, mide, dil kanserlerinde gal-3’ii determine
eden genin transkripsiyonunun uyarildigi ancak ovaryum, uterus ve meme
kanserlerinde ise bu proteini kodlayan genin transkripsiyonunun azaldigi
goriilmiistiir. Kolon kanserlerinde ise bazi vakalarda artmis, bazi g¢alismalarda

diismiistiir.  Intrahepatik  kolanjiyokarsinomda, hastaligin erken evresinde



ekspresyonu artmis, ge¢ evresinde ise azalmistir. Diger yandan, bazi ¢alismalarda da
gal-3’iin anjiyogenezi uyardigi dolayisiyla kanserin beslenmesine, biiylimesine ve
yayilmasina aracilik ettigi ortaya konulmustur. Biitiin bu ¢alismalar, gal-3’lin
fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlari ile tiimoér hiicrelerindeki patolojik roliiniin
ne kadar karmasik oldugunu ortaya koymaktadir (Jackson ve ark., 2007; Johnson ve
ark., 2007; Jung, 2007). Makrofajlarin stimiilasyonu sonucu, bu hiicrelerde gal-3
sentezi uyarilir ve sentezlenen gal-3, makrofajlardan disariya salgilanmaya baslar.
Makrafojlarca salgilanan gal-3’tin de miyofibroblast aktivasyonunu arttirdig:
goriilmiistiir (Henderson ve ark., 2006; Kang ve ark., 2009). Gal-3 tarafindan
uyarilan miyofibroblast aktivasyonunun da fibrozise neden olabildigi belirlenmistir.
Ozellikle kalp, akciger, karaciger, bobrek ve deride makrofaj kaynakli gal-3’iin
miyofibroblast aktivasyonuna, dolayisyla da fibrozise neden olabildigi ortaya
konulmustur. Gal-3’tin fibrozis ve risk biyomarker:i olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir. Ozellikle kalp yetmezliklerinde, miyokard icinde fibrozis olusmaktadir.
Fibrozis, ne kadar fazla ise kalp yetmezliginin de o oranda ileri oldugu ve bunun da
prognoz agisindan kotii oldugu bilinmektedir (Sharma ve ark., 2004). Gal-3, kalp
yetmezliginde miyokard i¢inde olusan fibrozisin gostergesidir. Artmis gal-3 diizeyi,
kotli prognoz ile pozitif korelasyon gostermektedir (>17 ng/ml = artmis mortalite,

hospitalizasyon gostergesi) (Huang ve ark., 2009; Shimizu ve ark., 2009).

Hem insan, hem de hayvanlarda fibrotik karaciger varliginda, gal-3
ekspresyonunun da istatistiksel olarak artmis oldugu goriilmiistiir. Yapilan caligmalar,
farelerde karaciger fibrozisinin gelisimi i¢in gal-3 ekspresyonunun varliginin gerekli
oldugunu ortaya koymustur. Gal-3’4 kodlayan genin noksanliginda, karaciger
toksinlerine maruz kalan farelerde, karacigerde bariz bir yaglanmanin varligina
karsin, fibrozis sekillenmedigi gdzlemlenmistir. Insanlarda da karacier gal-3
inhibitorleri ile gal-3 bloke edildiginde, fibrozisin engellendigi bildirilmistir (Huang
ve ark., 2009; Sharma ve ark., 2004; Shimizu ve ark., 2009).

Gal-3’tin kornea epitelyum hiicrelerinin migrasyonunu uyardigi bildirilmistir.
Kornea epitel hiicrelerinin  migrasyonunun uyarilmasinda, gal-3’tin, integrinin
yapisinda bulunan N-glikanlara baglandigi goriilmistiir. Bu baglanmanin, hiicre
migrasyonunun uyarilmasinda kilit rol oynadig1 disiiniilmektedir. Ayrica gal-3’iin

kornea epitel membranindaki miisin ile etkilesime girerek koruyucu bir bariyer olan



‘lattik’i olusturdugu goriilmiistiir. Yapilan caligmalar, non-okiiler dokularda da
monosit, makrofaj, mast hiicresi ve dendritik hiicrelerde, gal-3 eksprese edilerek
benzer etkiler olusturuldugunu gostermistir (Cooper ve Barondes, 1990). Ayrica gal-
3, cesitli patofizyolojik siire¢lerde farkli davranmaktadir. Bazi kanser tiplerinde
artarken, bazilarinda da azalmaktadir (Jackson ve ark., 2007; Johnson ve ark., 2007;
Jung, 2007). Gal-3, bir¢ok patofizyolojik yolun kesisim yerinde rol alan bir monekiil
oldugundan, patofizyolojik siireci uyaran etkenler, patofizyolojik siirecin
gergeklestigi organ, canli tiirii, patofizyolojik siire¢ sonunda olusan hasarlanma tipi
ve hastalik tipi gal-3’in davramigini belirlemektedir. Bu durumlar, bazen bu
patofizyolojik siireci artirirken, bazen de azaltabilmektedir. Gal-3, kornea
yaralanmalarinda epitelizasyonu artirarak yara iyilesmesi saglarken, Gal-3
inhibitorlerinin kullanimi, fare karacigerinde fibrozisi ve siroz gelisimini azaltir
(Inohara ve Raz, 1994; Nangia-Makker ve ark., 2002; Pienta ve ark., 1995; Yan ve
Katz, 2010).

Timor hiicrelerinin metabolizmasi, saglikli hiicrelere gore ¢cok daha hizhi
oldugundan, enerji ihtiyaglart da daha yiiksektir. Bundan dolay1 besin maddelerinin
ve oksijenin bu hiicrelere ulastirilabilmesi i¢in yeni kan damarlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Tiimorli dokularda vaskiilarizasyonun uyarilabilmesi amaciyla
anjiyogenik faktorlere gereksinim vardir. Anjiyogenik faktorler ise ya bizzat timor
hiicreleri tarafindan ya da inflammatuvar hiicreler tarafindan salgilanir. Anjiyogenik
faktorlerden fibroblast biiylime faktorii-1 (FGF-I), endotel hiicreleri igin hem
kemotaktik, hem de mitojeniktir (He ve Baum, 2006; Offner, 1990; Puche ve Key,
1995). Proteolitik enzimlerin aktivitesi, anjiyogenez i¢in esansiyeldir ve FGF-1"in de
bu enzimlerin sentezini uyardigi bildirilmistir. Yine anjiyogenez igin endotel
hiicrelerinin perisitler ile etkilesime ge¢meleri gerekmektedir. Endotel hiicreleri ile
perisitlerin etkilesiminde, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ile birlikte
beta-fibroblast biiylime faktoriiniin de (b-FGF) de rol oynadigi bilinmektedir. Gal-3,
her iki biiyime faktorii lizerine etki ederek anjiyogenezi stimiile eder. Noral/glial
antijen-2 (NG-2), proteoglikan yapili bir transmembran proteini olup ¢ok sayida
hiicre tipinde ekprese edilir. Hiicre adhezyonu, hiicre gocli ve hiicre-hiicre
etkilesimlerinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Perisitlerde bulunan NG-2, endotel
motilitesini saglar ve bu biyolojik fonksiyonunu yerine getirebilmesi i¢in de gal-3’e

baglanmas1 gerekmektedir (Chan, 2006; Georgiadis, 2007; Inagaki, 2000).
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Adiponektin, Gal-3’ii kodlayan genden, mRNA transkripsiyonunu engelledigi
icin dokularda gal-3 ekspresyonunu da azaltmaktadir. Adiponektin sentezi ile gal-3
diizeyi arasinda, negatif korelasyonun varligina rastlanmistir. Hatta adiponektin
sentezinin az oldugu dokularda, gal-3 miktarinin arttig1 gériilmiistiir. Gal-3 diizeyi ile
arteriyosklerozis arasinda pozitif bir korelasyonun varligi belirlenmistir. Yapilan
caligmalar, adiponektin azligindan kaynaklanan gal-3 fazlalig: ile arteriyoskleroz
arasinda bir iliskinin varligini ortaya koymustur. Ozellikle de arteriyosklerotik
plaklarda bulunan monositlerin diger monositlere gore daha fazla miktarda gal-3
eksprese ettikleri belirlenmistir (Ozaki, 2004; Shimizu ve ark., 2009). Son
zamanlarda, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA), o&zellikle konjestif kalp
yetmezliginde, kan serum gal-3 seviyesini dlgmek igin serum gal-3 testini kabul
etmistir. Kan serum gal-3 seviyeleri, bu hastaliklarda marker ve prognoz belirleyici
olarak kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, arterioskleroz tani ve
prognozunun  belirlenmesinde  gal-3’in de  diyagnostik  marker olarak
kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Miller ve ark., 2009a; Miller ve ark., 2009b).

Hastaliklarin tedavisinde kullanim amaci ile gesitli molekiiller gelistirilmis ve
gelistirilmeye de devam edilmektedir. Ozellikle c¢agimizda, en &nemli 6liim
nedenlerinden biri olan kanser hastaliginin tedavisine yonelik gelistirilen ilaglar, ayri
bir 6nem arz etmektedir. Bilindigi gibi sitokinler, 6zellikle immun sistem hiicreleri
tarafindan salgilanan ve ¢ok sayida biyokimyasal ve fizyolojik rolii bulunan
molekiillerdir. Sitokinlerin salgilandigi hiicrelerden biri de T-lenfositlerdir. T-
lenfositlere yiizeyindeki galaktozidler araciligiyla gal-3 baglandiginda, bu hiicrelerin
sitokin salgilanmasi1 engellenmektedir. Bir baklagil olan Cyamopsis tetragonoloba
veya guar adiyla bilinen bir ¢esit fastilyeden elde edilen sakiz, yapisinda bol miktarda
1,4-B-D-galaktomannan  initesi  igermektedir ve  Galaktomannan-Cyamopsis
tetragonoloba (GM-CT-01) adiyla anilmaktadir. GM-CT-01’nin yapisindaki
karbonhidrat tiniteleri, gal-3’i baglamaktadir. Davanat® adiyla piyasaya siiriilen bu
iriin kullanilarak yapilan ¢alismalarda, farkli kemoterapdtikler ile kombine edilmis
ve calismalarin sonucunda basarmnin %50 oraninda gal-3 miktarinin arttig
goriilmistiir. Davanat®’in  yapisindaki karbonhidrat initeleri, gal-3’tin T-
lenfositlerine baglanmasini engelleyerek etkili oldugu bildirilmistir (Miller ve ark.,
2009c; Nangia-Makker ve ark., 2002; Sathisha ve ark,. 2007).
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Gal-3’tin disaridan verilmesi; iyilesmeyen epitel defektleri, kuru goéz ve
retinopatide  kullanilabilecegini  gostermistir.  Deneysel ¢alismalarda, gal-3
inhibitorlerinin karaciger fibrozisini engelledigi, Klinik ve histopatolojik olarak da
gosterilmistir (Inohara ve Raz, 1994; Pienta ve ark., 1995; Yan ve Katz, 2010).
Multifonksiyonel bir protein olan gal-3’iin {izerine yapilacak olan yeni ¢aligmalarin
bu proteinin biyolojik rollerinin aydinlatilmasina katkida bulunacagi bir gergektir.
Cok sayida fizyolojik ve patolojik olayda etkin bir rol iistlenen bu protein, iizerine
yeni calismalarin yapilmasini fazlasiyla hak etmektedir ve goz ardi edilmemesi

gereken bir molekiildiir.

2.2. Apoptozis

Apoptoz terimi, ilk olarak 1972 yilinda, Kerr ve arkadaglari tarafindan,
nekrozda goriilen hiicre 6liimiinden farkli olarak gerceklesen ayri bir hiicre 6limii
sekli i¢in tanimlanmig bir ifade olup, fizyolojik hiicre 6liimiinii tanimlamaktadir
(Kerr ve ark., 1972; Searle ve ark., 1982). Apoptoz eski bir Yunan terimi olup,
kelime anlami tam olarak ‘petallerin ¢igekten, yapraklarin agactan dogal bir yol ile
diismesi’ anlamina gelmektedir. Bugiin de bu terim, ayni sekilde kullanilmakta ve
fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hiicre 6liimiinii tanimlamaktadir. Diger bir ifade
ile apoptoziz, hiicrelerin dis ortamdan kaynaklanan ¢esitli travmatik lezyonlar ya da
hiicre i¢i mekanizmalar ile harekete genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin
bizzat kendisi tarafindan programi yapilmis bir mekanizma {izerinden hiicre 6liimiinii
kontrol eden aktif bir islem olup ‘hiicrenin intihar1’ olarak tanimlanabilir. Hormonal
olarak aktif cesitli maddeler, iyonize radyasyon ve kemoterapiyi i¢eren travmatik
ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel lezyonlarin ya da genetik faktorler ile aktive
edilen hiicresel intihar programinin, apoptoza neden oldugu bilinmektedir (Searle ve
ark., 1982). Fizyolojik agidan apoptozis, hiicrelerin saglikli yasamlari sirasinda bazi

hiicre tiplerinin ortadan kaldirilmasindan sorumludur (Thompson, 1994).

Dokularda apoptoz oraninin azalmasi ile hiicre sayisi artarken eger apoptoz
orani artarsa, hiicre sayisi azalir ve istenmeyen doku tahribati meydana
gelebilmektedir. Yapilan calismalar, apoptozunn memelilerin yagaminda bir denge
unsuru oldugunu ortaya koymustur. Erigkin bir bireyde, her saniye, 1 milyonun

tizerinde hiicre, apoptozis yolu ile uzaklastirilirken bu sayi, giinliik olarak yaklasik
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6x10' hiicreye karsilik gelmektedir. Apoptoza ugrayan bu hiicrelerin yerine, yine
ayni sayida hiicre, mitoz yolu ile yerine konulmaktadir. Yapilan hesaplar, 18-24 ayda
bir, bir insan viicudunun kendi agirliginca hiicrenin, apoptozis yolu ile viicuttan
uzaklagtirildigini ve yerine yenilerinin konuldugunu ortaya koymustur. Bir¢ok
fizyolojik ve biyokimyasal olayda, apoptozun varligi esansiyel oneme sahiptir.
Embriyonal hayatin saglikli bir sekilde devam ettirilebilmesinden, erigkin bireylerin
saglikli bir yasam siirebilmelerine kadar, her alanda apoptozun gerekliligi ortaya
konulmustur (Schwartzman ve Cidlowski, 1993). Embriyonal hayatta, parmaklar
arasinda bulunan perdelerin apoptozis yolu ile uzaklastirildig: gériilmiistiir. Mitoz ile
apoptozun dengesinin bozulmasi sonucu, ¢cok sayida hastalik karsimiza ¢ikmaktadir
(Ballian ve ark., 2007). Cok hiicreli canlilarin yani sira tek hiicreli 6karyotik

organizmalarda da apoptozun varligi ortaya konulmustur (Lumachi ve Basso, 2002).

Insan viicudunda, her giin binlerce mutasyonun ortaya ¢iktig1 bilinmektedir.
Hiicrelerin DNA’larinda ortaya ¢ikan bu mutasyonlar, hiicrelerde bulunan tamir
mekanizmalar1 ile onarilmaktadir. Cesitli nedenlerle mutasyonlarin tamirinin
yapilamadigr durumlarda, mutasyona ugrayan patolojik hiicrelerin ¢ogalip
yayilmasini engellemek amaciyla apoptozis mekanizmalar1 devreye girer ve hiicreler,
fizyolojik yollardan intihara siireklenir. Bilindigi gibi, kanser hiicrelerinde de hiicre
siklusu bozulmus ve bu hiicreler, ¢ok hizli bir sekilde ¢ogaldiklarindan diger hiicreler
icin tehdit olusturmaktadirlar. Mutasyona ugrayan tiimor hiicrelerinin kansere
doniisiip biitiin viicut acisindan tehlike olusturmamasi i¢in bu hiicreler, apoptozis
yolu ile diger hiicrelerin yararina olacak sekilde kendilerini feda etmektedirler (Evan
ve Littlewood, 1998). Hiicreler, apoptoza siiriiklenmeden oOnce hiicrelerde
replikasyon durdurulur. Bunun nedeni, hiicrelerin DNA’larinda olusan hasari
diizeltmeleri ve yavru hiicrelere aktarmalarmin Oniine ge¢mektir. DNA tamiri

yapilamazsa da apoptozis mekanizmalar1 devreye girer.

Apoptoz, bir yandan erigkin bireylerin viicudunun biitiiniindeki hiicre
sayisinin sabit tutulmasini saglarken, diger yandan immun sistem hiicrelerinin
faaliyetleri iizerinde de etkilidir (Evan ve Littlewood, 1998). Immun sistemin
uyarilmast sonucu artmis olan lenfosit sayisi, savunma mekanizmalarina olan
ihtiyacin azalmast durumunda apoptozis yolu ile azaltilmaktadir (Toubi ve

Shoenfeld, 2007). Apoptozun goriilme sikligi, dokulara ve dokulardaki hiicrelerin
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tiplerine gore farklilik gostermektedir. Mitoz bdliinmenin ¢ok goriildiigii bagirsak ve
deri epitelinde apoptoza ¢ok rastlanirken, karaciger hiicrelerinde ise mitoz ile orantili

bir sekilde apoptozis de az goriilmektedir (Toubi ve Shoenfeld, 2007).

Mitoz - apoptoz dengesinin apoptoz yoniinde kaydigi durumlarda, Alzheimer
ve Parkinson gibi dejeneratif hastaliklar ile iilseratif kolit, AIDS ve bazi spesifik
immunolojik hastaliklarin da ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Mountz ve ark., 1996;
Saikumar ve ark., 1999). Yapilan calismalar, apoptozun hizli bir olay oldugunu
gostermistir. Mitoz ile karsilastirildiginda, apoptozun yaklasik 20 kat daha hizh
oldugu goriilmiistiir. Apoptozun varliginin hiicrelerde ¢ok ge¢ fark edilmesinin
nedenlerinden birinin, immun reaksiyon olusturmaksizin apoptotik hiicrelerin
fagosite ediliyor olmasi iken, digerinin ise apoptotik siirecin ¢ok hizli olmasindan

kaynaklandigi ifade edilmektedir (Marshall ve ark., 2007; Mountz ve ark., 1996).

Apoptotik uyariyr alan hiicrelerde, birtakim morfolojik ve biyokimyasal
degisimler gdzlemlenir. Oncelikle hiicreler, gevrelerindeki hiicreler ile olan
etkilesimlerini azaltirken, bagdoku ile olan irtibatlarin1 zayiflatirlar. Apoptotik
hiicrelerin kendilerini ¢evrelerinden izole etmelerinin sonucu olarak da bu hiicreler
daha yuvarlak bir hal alir. Niikleus membranina yakin bolgelerde kromatin
kondenzasyonu goriliir, hiicre membraninda ¢ikintilar meydana gelir ve apoptotik
cisimcikler olusur. Biitiin bu olaylar sirasinda, hiicre stoplazmasi ¢gevreye akmaz ve
membran i¢inde kalir (Walker ve ark., 1988; Woyllie, 1980a). Apoptozun
gerceklesmesi sirasinda olusan DNA ¢oziilmesi, apoptozun mekanizma ve
seviyeleriyle ilgili ¢alismalarda 6nemlidir (Ruaslathi ve Reed, 1994; Steller, 1995).
Apoptoz mekanizmasinin aktive edilmesini takip eden yaklasik 1 saatlik bir siire
sonunda, DNA kirilmalar1 goriilmeye baslar (Tilly, 1992; Wyllie, 1980b). DNA
kirilmalar1 bagladiktan sonra da apoptozisten geri doniis sdzkonusu degildir

(Schwartzman ve Cidlowski, 1993).
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2.2.1. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 (B-cell lenfoma-2) ailesi, apoptozunn regiilasyonunda anahtar roli olan
bir protein grubudur. Anti-apoptotik (Bcl-2, Bc-XL, Bcl-w ve Mcl-1) ve pro-
apoptotik (Bim, Bid, Bad, Noxa ve Puma) iiyeleri bulunan genis bir protein ailesidir.
Anti-apoptotik proteinler, apoptozun o6nleyici etkilerini, pro-apoptotik proteinleri
inhibe ederek gosterirler. Bel-2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik proteinler, stokrom-
c’nin serbest kalarak mitokondriden stoplazmaya gecisini engellerken (Tsujimoto,
1998), Bax ya da Bak gibi pro-apototik iiyeler ise oligomerizasyon yoluyla
mitokondri membraninda porlar olusturur ve stokrom-c’nin bu porlar araciligiyla
mitokondrilerden stoplazmaya gegcisine aracilik ederler (Taneja ve ark., 2001;
Tsujimoto, 1998). Mitokondrilerden stoplazmaya stokrom-c gegisi, apoptozun geri
doniistimii olmayan bir yola girdigini gostermektedir. Stokrom-c’nin sitoplazmaya
gecisi, apoptozis indiikleyici faktor (AIF) esliginde olur. Hiicrelerdeki pro-apoptotik
ve anti-apoptotik proteinlerin arasindaki denge, o hiicrelerin yasam ve Olim

arasindaki segenegini belirler (Fisher, 1994; Joza ve ark., 2001).

Bcl-2 geninin varhig, ilk olarak B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmustir.
Yapilan ¢aligmalar, Bcl-2’nin ekspresyonunun arttigi hiicrelerin yasam siirelerinin
uzadigini ve bu durumun da maligniteye zemin hazirladigini ortaya koymustur. Bel-2
proteini, mitokondri dis membraninda lokalize olmakta ve sitoplazmadan mitokondri
icine veya mitokondrilerden sitoplazmaya iyon gecisine aracilik etmektedir. Serbest
oksijen reaktiflerinin, mitokondri membranlarinda neden oldugu hasar1 azalttig
ortaya konulmus ve bu ozelliginden dolayr da anti-oksidan bir protein olarak da

tanimlanmistir (Tsujimoto, 1998).
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Sekil 2.4. Apoptozun meydana gelmesinde Bcl-2 protein ailesi, Kilit bir role sahiptir.

Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik iiyeleri (Bim, Bid, Bad, Noxa ve Puma), yine Bcl-2
ailesinin anti-apoptotik iiyelerine baglandiginda, anti-apoptotik tiyelerin Bax ve Bak
tizerindeki inhibe edici etkisi ortadan kalkinca, hiicrelerin dliime siiriiklenmesinin
onli acilmis olur. Seklin kullanilma izni, ilgi yayinevinden (Springer) alinmigtir.

Lisans numarasi: 3558150736751.

2.2.2. Kaspaz Protein Ailesi

Kaspazlar, aktif merkezlerinde sistein yer aldigi igin ‘sistein proteazlar’
olarak da bilinen (cysteinyl aspartate - specific proteinases), hiicrelerin
stoplazmalarinda inaktif formda (zimojen) bulanan bir enzim grubudur. Bugiine
kadar, 14 kaspaz varlig1 saptanmis ve hemen hemen hepsinin de apoptoziste roliiniin
bulundugu ortaya konulmustur. Kaspazlarin en 06nemli o6zelliklerinden biri,
birbirlerini aktive edebilmeleridir. Kaspazlarin bir kismi (kaspaz 2, 8, 9, 10)
‘baslatici kaspazlar’ olarak bilinirken, bir kismi ise (kaspaz 3, 6, 7) ‘efektor
kaspazlar’ olarak tammmlanirlar. Oliim sinyallerinin neden oldugu apoptotik uyari
kaspazlara ulastiginda, bu enzimler, aldiklar1 sinyali efektor kaspazlara naklederler.

Efektor kaspazlar ise hiicre iskeleti proteinleri, niikleer membran proteini laminin A,
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poli ADP - riboz polimeraz (PARP) gibi proteinleri proteolize ederek apoptotik hiicre

morfolojisinin olugsmasina neden olurlar (Leach, 1998; Saikumar ve ark., 1999).

2.2.3. Apoptozun Uyarilmasi

Apoptotik siirecin baslamasi, ¢ok farkli nedenlerden kaynaklanabilmektedir.
Apoptozis, apoptotik hiicrelerin genlerinde 6énceden planlanmis bazi gen dizilerinin
ekspresyonunun basglamasi ile uyarilabilecegi gibi, hiicre disindan gelen bazi
sinyaller ile de baslatilabilmektedir. Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; Tiimor Nekroz
Faktor-o. (TNF-a), glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, gesitli antijenler, viruslar
(influenza virusu gibi) olabilecegi gibi, insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (ILGF),
Interlokin-2 (IL-2) gibi faktdrler ve Noron Biiyiime Faktorii (NGF) gibi bazi
molekiillerin yetersizlikleri de olabilmektedir. Apoptozun uyaran mekanizmalar,
hiicre disindan gelen bir uyar1 ile harekete geciriliyorsa, bu yol apoptozunn
‘ekstrinsik yolu’ eger apoptotik mekanizmalar hiicrenin kendi i¢indeki diger bazi
mekanizmalar ile tetikleniyorsa, buna da apoptozisin‘intrinsik yolu’ ad1 verilmektedir
(Leach, 1998; Shi, 2001).

2.2.3.1. Ekstrinsik Yol ile Apoptozunn Uyarilmasi

Ekstrinsik yollar ile apoptozunn uyarilmasi igin Oncelikle ligandlarin
(FasL/CD95L, TNF-a, APO3L, APO2L/TRAIL) reseptorlerine (Fas/APO-1/CD95,
TNFR1, DR-3/APO-3/SWL-1/TRAMP, DR-4/TRAIL-R1, DR-5/TRAIL-
R2/KILLER) baglanmasi gerekmektedir. FAS reseptorii (APO-1/CD95), trimerik bir
molekiildiir. FAS ligandi (FasL) reseptoriine baglaninca, reseptoriin 3 alt {initesi bir
araya toplanir ve reseptdriin stoplazmik kismma FADD (Olim Alanli Fas ilintili
Protein, Fas-Associated Death Domain) proteini baglanir. FADD, bir ucuyla FAS
reseptOriine baglanirken, diger ucuna prokaspaz-8 toplanir. Fas reseptorii, FasL,
FADD proteini ve prokaspaz-8’in meydana getirdikleri bu yeni komplekse ‘Glim
uyarici sinyal kompleksi (DISC, Death Inducing Signal Complex)’ adi verilir. FADD
proteinine baglanan prokaspaz-8, aktive olarak kaspaz-8’e doniisiir. Aktive olan
kaspaz-8, ya kaspaz-3’ii aktive ederek veya Bid (BH3 Interacting-Domain Death
Agonist, BH3 Etkilesim Bolgeli Oliim Agonisti) proteinini keserek 2 farkli yol ile

hiicreleri apoptozise siiriikkleyebilmektedir. Birinci yolda; aktif kaspaz-8, kaspaz-3’i
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aktive eder. Kaspaz-3 ise ¢ok sayida hiicre iskeleti proteini ile ICAD’1 (Kaspazlarca
aktive edilen DNAz inhibitorii, (Inhibitor of Caspase Activated DNase) parcalar.
ICAD, kaspaz-3 tarafindan pargalananinca, bu enzimin CAD (Kaspazlarca Aktive
Edilen DNAz, Caspase Activated DNA) iizerindeki inhibe edici etkisi ortadan kalkar.
CAD ise DNA’y1 180 - 200 bp inter-niikleozomal pargalara ayirir ve hiicre
apoptozise siiriiklenir. Aktive olan kaspaz-8, enzimatik aktivitesi ile BH3-only/Bcl-2
ailesinin bir iiyesi ve pro-apoptotik bir protein olan Bid proteinini ikiye boler. Ikiye
boliinen Bid, tBid (Kesilmis, kisaltilmis Bid, truncated Bid) olarak isimlendirilir. tBid
ise mitokondri membraninda Bcl-2’yi inhibe ederek, Bcl-2’nin Bax {izerindeki inhibe
edici etkisini ortadan kaldirir. Bcl-2 tarafindan inhibe edildiginden dolay1 bir araya
toplanamayan Bax proteinleri, Bcl-2’nin tBid tarafindan inhibe edilmesi sonucu,
artitk Bcl-2 tarafindan inhibisyona maruz kalmaz ve oligomerize Bax proteinlerinin
oligomerizasyonu, mitokondri membraninda stokrom-c’nin gegisine olanak saglayan
porlart meydana getirir. Stokrom-c, olusan bu porlar araciligiyla mitokondrilerden
stoplazmaya gecer. Stoplazmaya gecen stokrom-c molekiilleri, 6nce Apaf-1
(Apoptotik peptidaz / Proteaz Aktive Edici Faktor-1) ile birlesir. Apaf-1 ve strokrom-
c’nin bir araya geldigi yapiya prokaspaz-9 baglanir ve bu baglanmanin sonucunda
olusan komplekse ‘apoptozom’ (Stokrom c, Apaf-1 ve prokaspaz-9) Kompleksi adi
verilir. Apoptozomun yapisinda, prokaspaz-9 aktive olur ve aktif kaspaz-9 adini alir.
Aktif kaspaz-9 ise kaspaz-3’ii aktive eder ve apoptotik yol, yine kaspaz-3 iizerinden
ilerler (Cotran ve ark., 2002; Leach, 1998; Shi, 2001).

2.2.3.2. Intrinsik Yol ile Apoptozunn Uyarilmasi

Apoptozunn uyarilmast i¢in uyaranin mutlaka hiicre disindan olmasi
gerekmemektedir. Tamir edilemeyen hiicre hasarinin varligi, hipoksi, deterjanlar,
sitotoksik ilaglar, yiiksek stoplazmik Ca?* diizeyi ve oksidatif stresin artmis olmasi,
intrinsik yollar ile de apoptozis mekanizmalarini uyarabilmektedir. Intrinsik yollar ile
apoptozunn indiiklenmesinde uyarmm DNA hasari mi, hipoksi mi, Ca®*
diizeylerindeki artts mi, yoksa hiicre i¢i stresin artmis olmasindan m
kaynaklandigina bakilmaksizin hepsinde ortak nokta; mitokondri membran
gecirgenliginin  artmast sonucu, mitokondrilerden stoplazmaya strokrom-c,
Smac/DIABLO (Sekonder Mitokondri Kaynakli Kaspaz Aktivatorii / Kaspaz
Baglayan Proteinin Direkt Inhibitorii), Omi/HtrA2 (HtrA serin peptidaz-2) veya
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EndoG (Endoniikleaz G) gibi birtakim mitokondriyal molekiillerin gegisi olur.
Sitoplazmaya stokrom-c gegisi sonucu, ekstrinsik yolda oldugu gibi intrinsik yolda
da yine apaf-1, stokrom-c ve prokaspaz-9’un bir araya gelmesi sonucu ‘apoptozom’
sekillenir. Ekstrinsik yolda, hiicreler hem kaspaz-8, hem de kaspaz-9 ile apoptozise
stiriiklenirken, intrinsik yolda ise sadece kaspaz-9 {iizerinden apoptozis meydana
gelmektedir. Ancak apoptozis, ister ekstrinsik yolla, isterse intrinsik yol ile uyarilmis

olsun, her iki yolakta da mitokondrilerin kilit rollerinin oldugu goriilmektedir.

Mitokondri membran gegirgenliginin artmasi sonucu, sitoplazmaya gegen
molekiillerden biri de Smac/DIABLO’dur. Bu molekiil, hiicre stoplazmasindaki
kaspaz inhibitorlerini bloke ederek kaspazlarin aktivasyonuna neden olur. Aktive
olan kaspazlar ise hiicreyi apoptoza siiriiklerler. Omi/HtrA2 de kaspaz inhibitorlerini
bloke ederek apoptozu uyarabildigi gibi kaspaz bagimsiz bir yol ile de hiicreleri
apoptoza siiriikleyebilmektedir. Ancak Omi/HtrA2’ nin kaspaz bagimsiz yol ile neden
olduklar1 apoptozis, nekroz benzeri bir apoptozis olarak tanimlanmaktadir (Cotran ve

ark., 2002; Leach, 1998; Shi, 2001).
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Sekil 2.5. Apoptozun uyarilmasi ekstrinsik veya intrinsik yollar ile olabilmektedir.

Seklin kullanilma izni i¢in ilgili yaymevinden (Springer) alinmistir. Lisans numarasi:

3558780506215.

2.3. Rat Karacigerinin Yapisi ve Fonksiyonlar:

Rat karacigerinin 4 lobu vardir (sol, orta, sag, kaudat lob). Sol ve orta lob, tek

parca halindedir fakat orta lobta round ligamanin yapistig1 ¢entik vardir. Sag lob, iki
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parcadir. Kaudat lob, paracaval ve spiegel olarak ikiye ayrilir. Insan ve rat
karacigerinin temel yapis1 benzerdir. Karaciger, tek katli yassi bir epitel tiirii olan
mezotelyum ve altindaki ince bir bag dokudan olusan visseral periton ile ¢evrilidir.
Visseral peritonun hemen altinda da siki bag dokudan yapilmis, bol kolajen lif ve az
oranda da elastik lif iceren Glisson kapsiilii mevcuttur. Organin {istten gorliniisii
digbiikeydir, i¢ kisim ise hilum benzeri bir oyuntu igerir ve bu bolge ‘karaciger kapisi
(Porta hepatis)’ adin1 alir. Glisson kapsiilii, bu karaciger kapisindan igeri girerek
karaciger lobiillerini ¢evreler ve portal alanlar olusturur. Karaciger, ¢ok zengin bir
kan donanim agina sahiptir ve 2 onemli kaynaktan kanlanir: Portal ven, karacigere
gelen kanin %75’ini olusturur. Bu kan; bagirsaklar, dalak ve pankreastan gelen besin
maddelerinden zengin ve oksijen bakimindan diisiik, az basin¢h bir ven kamidir.
Hepatik arter ise total kanin sadece %?25’ini olusturur ve oksijenden zengin, yiiksek
basingli arter kani tagir. Portal ven ve hepatik arter ile karacigere gelen kan, doku
icerisinde siniizoidlere akarak hepatositler ile yakin iligki kurar ve sonrasinda da
hepatik venler ile toplanarak inferiyor vena kava ile organi terk eder. Siniizoidler,
endotel ve makrofaj tipi hiicreler ile tek sira doseli bir yapidadir. Siniizoid duvari,

kesintisiz bir duvar yapisi degildir (Aytekin ve Solakoglu, 2006).

Karaciger, agirlikli olarak parankima hiicreleri olan hepatositlerden meydana
gelir. Hepatositler; 20 - 30 um ¢apinda, hekzagonal sekilli hiicrelerdir ve uzunlugu 2
mm, ¢ap1 da 700 pm olan, 5 lobiil seklinde diizenlenmislerdir. Karacigerin lobular
yapisinda, 3 farkli lobiil tipi tantmlanmistir. Bu tanima gore; kan, periferden merkezi
vene dogru akar. Safra, karaciger hiicreleri tarafindan tretilerek safra kanalikiillerine
girer. Safra, lobiiliin periferine, portal alandaki lobiilleraras1 safra kanallarina dogru
akar. Ikinci lobiil tanimi, karacigerin safra salgis1 dikkate aliarak yapilmistir. Bir
lobuliin periferine dogru akan ekzokrin sekresyon goriisii, salgisint merkezi bir
lumene veren, ¢ok sayida bezin tanimina uygun degildir. Portal lobiil, merkezinde
portal alan ve koselerinde merkezi venlerin bulundugu bir {liggen olarak ifade
edilebilir. Ugiincii lobiil tanim1 ise dagitici arteriyollerden kanin akimina ve toksik
yaralanmalardan sonra hepatik dejenerasyona uygun sekilde yapilmistir. Hepatik
asiniis olarak tarif edilen bu lobiilde parankima bdlgeleri; zon 1, zon 2 ve zon 3
olarak ifade edilmistir. Birinci bolgede yer alan hiicreler, besin maddeleri agisindan
zengin igerige sahip damarlara olduk¢a yakin olarak yer alan hiicrelerdir. Besin

maddelerine kolay ulasabilmeleri bu hiicreleri toksik maddelerin neden oldugu
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dejeneratif etkilere kars1 daha kolay koruyabilmekte ve buna bagli olarak da dmiirleri
daha uzun olmaktadir. Ayirca, bu hiicrelerin rejenerasyon yetenekleri oldukga ytiksek
oldugundan kendilerini ¢ok sik yenileyebilmektedirler. Besinler agisindan zengin
damarlardan nispeten daha uzakta bulunan ikinci bolgedeki hiicreler ise toksik
maddelerin dejeneratif etkilerinden daha fazla zarar gordiiklerinden 6miirleri goreceli
olarak daha kisadir. Ugiincii alanda yer alan hiicrelerde rejenerasyon yetenekleri gok
daha diistik olup farkli toksik maddelere kars1 daha duyarlidirlar. Bu bélgede yer alan
hiicrelerde nekroz diger alanlara gore daha sik goriilmektedir (Aytekin ve Solakoglu,

2006; Cetin ve ark., 2008).

Karaciger tarafindan basta albiimin olmak iizere pek ¢ok plazma proteini
sentezlenir ve salgilanir. Karaciger parankimasinin %80’ini olusturan hepatositler,
bir ya da iki niikleusa sahiptir. Biniikleer hepatositler, niikleus hacmi ve DNA
igeriginin artmasiyla ‘endomitozis’ sonucu meydana gelir ve hepatositlerin %251
biniikleerdir. Eriskin karacigerde, mitoz nadirdir ancak hasar sonrasi tamir
doneminde yiiksek mitotik aktivite gozlenir. Hepatositlerin stoplazmalari, fazla
sayida mitokondri ve piiriizsiiz endoplazmik retikulum bulunmasindan dolay1
graniillii ve eozinofilik bir karekter sergilerler. Cesitli ilaglarin detoksifiye edilmeside
diiz endoplazmik retikulumun 6nemli goérevleri bulunmaktadir; Graniiler bir yapiya
sahip olan endoplazmik retikulum ise yapisinda bol miktarda ribozom barindirir
bazofilik karekter sergilemektedir. Burada kan fibrinojenleri, protrombin ve kan
albiiminleri sentezlenir. Her hiicrede, yaklasik 50 kadar Golgi kompleksi
bulunmaktadir. Diger bir sitoplazmik bilesen, karacigerde biriken glikojendir. Ayrica
karacigerde kolesterol, yag asitleri, trigliseridler, basit yaglar gibi ¢esitli lipidler de
depolanmaktadir (Aytekin ve Solakoglu, 2006).

Disse araligi, karacigerin fizyolojik fonksiyonlarinin gergeklestirildigi
parangim hiicreleri ile siniizoidler arasinda yogun bir sekilde madde alis verisine
aracilik eden bir bosluktur. Kan damarlarinda bulunan zengin besin maddelerinin
hepatositlere alinmasi ile hepatositlerde ortaya ¢ikan toksik maddelerin
uzaklagtirilarak kan damarlarina gonderilmesi sirasinda Disse boslugu dogrudan
dogruya etkili olmaktadir. Disse bolugunda maddelerin ge¢isine uygun hiicrelerarasi
matriks, kolajen yapisi ve retikulum lifleri yer almaktadir. Disse araliginda lipit

deposu gibi is goren hiicreler (Ito hiicreleri) yer almakta ve bu hiicreler yagda
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eridiginden dolay1 vitamin A yoniinden oldukc¢a zengindirler ve ihtita¢ halinde
organizma i¢in vitamin A kaynagi olarak da devreye girmektedirler. Bu hiicrelerde,
yagda eriyen A vitamini depolanir (Aytekin ve Solakoglu, 2006; Cetin ve ark., 2008;
Demir, 2006). Diger yandan Kupffer hiicreleri hepatositlerin siniizoidlere bakan
yiiziinde yer alip hepatositler olduk¢a yakin bir lokalizasyon sergilemektedirler.
Kupffer hiicre membranlari bol miktarda uzantilar sergilemekte ve sitoptazmanin
membranin degisik yerlerinden yapmis oldugu bu uzantilardan dolayr yildiz
gorliiniimii ortaya ¢ikmaktadir. Kupffer hiicrelerindeki yalanci ayak seklindeki bu
uzantilar bir yandan siniizoidin kars1 tarafinda yer alan hepatositlere dogru
olabilecegi gibi diger Kupffer hiicrelerine de uzantilar seklinde olabilmektedir.
Kupffer hiicrelerinin nukleuslar1 olduk¢a biiyiikk olup, merkezi bir lokalizasyon
sergilemektedir. Diger somatik hiicrelerde oldugu gibi Kupffer hiicre de
sitozollerinde ¢ok sayida lizozom ile nukleusa yakin olarak bulunan  Golgi
cisimciklerini barindirmaktadirlar (Aytekin ve Solakoglu, 2006; Cetin ve ark., 2008;
Demir, 2006).

2.4. Karbon Tetrakloriiriin (CCly) Yapisi ve Karaciger Uzerine Etkisi

Karbon tetrakloriir (CCls); saydam, yanici olmayan ve kolayca buharlagabilen
renksiz bir sividir (Kus ve ark., 2005). Deneysel olarak yapilan c¢aligsmalarda;
CCly’tin karacigerde mitotik aktiviteyi arttirdigi, hepatositlerde dejenerasyon, hepatik
yag dejenerasyonu, mononiiklear hiicre infiltrasyonu, fibrozis, siroz ve kansere neden
oldugu gosterilmistir (Kus ve ark., 2005; Manibusan ve ark., 2007). Olusturdugu
karaciger dejenerasyonu, insandaki siroz gelisim siirecine benzerlik gosterdigi i¢in
CCly, kemirgenlerde karaciger hasari ile ilgili deneysel calismalarda en ¢ok
kullanilan kimyasal ajandir. CCls’e bagli karaciger toksisitesinin olusmasinda,

oksidatif stres 6nemli rol oynamaktadir (Jadhav ve ark., 2010).

Oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan serbest oksijen radikallerine bagli olarak
olusan lipid peroksidasyonunun kanser, aterosklerotik kalp hastaliklari, karaciger
hastaliklar1 ve toksik hiicre hasarlarinda olusan patogenezden sorumlu oldugu
bilinmektedir (Luckey ve Peterson, 2001; Muriel ve Escobar, 2003). Sekil 5.’te de
gosterildigi gibi; CCly’lin dokularda hasar olusturma mekanizmasi, CCly’iin stokrom

P4so enzimi araciligiyla oldukga toksik triklorometil (CCls3) ve triklorometil peroksil

22



(CCI30,) serbest radikallerine doniisiimii sonrasi baslayan lipid peroksidasyonu ile
ortaya ¢ikan oksidatif hasar olarak aciklanmistir (Aranda ve ark., 2010). Yapilan
caligmalarda; CCly uygulanmis sicanlarda, oksidatif stres ve karaciger Kupffer
hiicrelerinin inaktivasyonunun, karaciger fibrozisinde onemli bir rol oynadigi
goriilmistir (Kus ve ark., 2005; Muriel ve Escobar, 2003). Deneysel calismalarda;
CCly’iin karaciger ve bobrek basta olmak iizere, bir¢ok organda doku hasarina yol
actig1 ve ozellikle karaciger dokusunda koagiilatif nekroz, agir fibroz, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, hemoraji, yag dejenerasyonu ve dejeneratif nodiiller sekillenmesi
gibi klasik siroz histolojik bulgularina neden oldugu, ayrica serum AST (Aspartat
amino transferaz) ve ALT (Alanin amino transferaz) degerlerini de artirdig
gozlenmistir (Aranda ve ark., 2010; Kus ve ark., 2005; Jadhav ve ark., 2010). Lee ve
arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 ¢alismada; CCly ile olusturulan karaciger hasarinda, 1s1-
stres proteinlerinde asir1 bir uyarilma oldugunu tespit etmislerdir (Aranda ve ark.,

2010; Lee ve ark., 2004).

l CYP450-dependent

Sore monooxygenase

L

)
9

|+

Sekil 2.6. Viicuda alinan CCly, stokrom Pyso enzimi aktivitesi sonucu oldukga toksik
olan triklorometile (CCls), ardindan da triklorometil peroksil (CCl30;) radikallerine
doniisiir. Ortaya ¢ikan bu radikaller ise lipid peroksidasyonuna neden olarak oksidatif
hasara yol acar. Seklin kullanilma izni i¢in ilgili yaymevinden (Springer) alinmistir.

Lisans numarasi: 3564730687368.
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3.GEREC ve YONTEM

Arastirmada, deney hayvani olarak 14 adet, 15-17 haftalik, 170 - 210 gram
agirh@inda, erkek Sprague-Dawley tiirii rat kullanildi. Calisma sirasinda kullanilan
biitiin doku &rnekleri Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
28.11.2011 tarihinde vermis oldugu etik kurul izni {izerine yapilan deneysel calisma
sirasinda edinilmistir. Deney hayvanlar1 22 + 2°C’de, 12 saat karanlik-12 saat
aydinlik ortamda, standart kafeslerde, serbest pelet yem ve su alimi saglanarak
barindirildi. Hayvanlar, calisma baslamadan 3 hafta Once standart kafeslere
konularak ortama alismasi beklendi. Calismada, 2 grupta 7°ser hayvandan olusan

toplam 14 hayvan kullanildi.

Grup 1: Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla CCly, periton i¢i (i.p.) yol
ile, I ml/kg, 1:1 oraninda zeytinyagindaki ¢ozeltisi seklinde, birer giin ara ile 3 defa
enjekte edildi. Hayvanlar, son enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezisine alinarak

kan ve karaciger dokular1 alind1.

Grup 2 (Kontrol): 1 ml/kg serum fizyolojik 1:1 oraninda zeytinyagindaki
cozeltisi seklinde (i.p.), birer giin ara ile 3 defa enjekte edildi. Hayvanlar, son
enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezisine alinarak kan ve karaciger dokulari

alindi.

Her iki grup i¢in de TUNEL ve ELISA yontemleri ile apoptosis oranlar1 ve

immunohistokimyasal olarak da gal-3’iin ekspresyonu arastirildi.
3.1. ELISA Yontemi ile Apoptosis Oranlarinin Belirlenmesi

Apoptotik hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki DNA kirilmalarinin 6l¢iimii, sandvig
enzim immunoassay prensibine dayanan ve apoptotik DNA fragmentasyonu
esnasinda olusan stoplazmik DNA - histon kompleksinin belirlenmesini saglayan
Roche firmasmin ‘Cell Death Detection ELISA Plus’ (Mannheim, Germany) ticari
Olciim kiti kullanilarak yapildi. Kitin prospektiisiinde Onerildigi sekilde; once
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ratlardan elde edilen dokular tartildi ve ELISA kitinin i¢indeki kullanima hazir halde
bulunan ‘lysis buffer’dan ilave edildi. Dokular, homojenizatoérde (Yellow Line Ost
Basic, Almanya) 2 dakika siire ile homojenize edildi. Homojenizasyon isleminin
ardindan, oOrnekler 20.000 g’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Yirmi pl
slipernatant, streptavidin kapli mikropleyt kuyucuklarina ilave edildi ve daha sonra
her bir kuyucuga 80 ul immunoreagent (monoklonal antikor, antihiston - biotin ve
anti-DNA - POD karisimi) eklendi. Reaksiyonun olusmasi i¢in 2 saat siireyle, 15 -
25°C’de, calkalayicida hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin
sonunda, her bir kuyucuk °‘inkiibasyon buffer’ ile yikandi. Daha sonra her bir
kuyucuga, 100 ul ABTS [substrate 2,2-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline sulfonate)
diammoniun salt crystals] soliisyonu eklenip 10 dakika oda sicakliginda hafifce
calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, ABTS stop soliisyonu

ilave edilip 405 nm’de, ABTS ve ABTS stop soliisyonuna kars1 okundu.

3.2. TUNEL Yontemi ile Apoptosis Oranlarinin Belirlenmesi

Apoptotik hiicrelere 6zgiin 180 - 200 bazlik DNA pargalarinin gosterilmesi
amaciyla ‘ApopTag® Peroksidaz in situ Apoptozis Detection Kit’i (S7100, Chemi-
con International, CA, USA) kullanild.

Dokulardan parafin blok ve kesitler hazirlanip iki giin siire ile oda 1sisinda
kurumaya birakildi. Kesitler, ksilol ve alkol serisinden (%70, %80, %95 etanol ve
izopropanol) gecirildikten sonra doku kesitleri, 2 kez 5’er dakika olmak tizere, PBS
(Phosphate Buffered Saline, pH 7,4) i¢inde yikandi. Preparatlar, oda sicakliginda,
%3’lik H,0O,’in metanolik ¢ozeltisi i¢inde 5 dakika bekletildi ve ardinda da 2 kez, 5
dakika boyunca PBS icinde yikandi. PBS ile yikanan preparatlar, kit iginde bulunan
ekiiilibrasyon soliisyonuyla oda 1sisinda 10 dakika, inkiibasyona birakildi. Daha
sonra preparatlar, TdT enzimi ile 37°C’de 60 dakika inkiibe edilip, ardindan stop
sollisyonuna konulup, 15 saniye calkalandiktan sonra 10 dakika boyunca da stop
soliisyonunda bekletildi. Ardindan preparatlar, 2 kez birer dakika siire ile PBS i¢inde
yikand1 ve anti-digoksigenin konjugati ile oda 1sisinda 30 dakika siireyle inkiibe
edildi. Daha sonra preparatlar, 4 kez 2’ser dakika PBS i¢inde yikanip 3.3-
diaminobenzidin (DAB) kromojeni ile reaksiyona birakilarak kahverengi bir

reaksiyonun gozlenmesinden sonra dehidre edilip paramount yapistiric ile kapatildi.
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Preperatlarin degerlendirilmesi 151k mikroskobunda (Leica DC-200) gergeklestirildi.

3.3. Gal-3 Ekspresyon ve Lokalizasyonunun Immunohistokimyasal

Olarak Gosterilmesi

Gal-3 ekspresyon ve lokalizasyonlarinin tespiti, immunohistokimyasal olarak
‘Avidin-Biotin Peroksidaz’ yontemi ile yapildi. Parafin bloklarda bulunan
dokulardan alinan kesitler, TUNEL ydnteminde anlatildig1 gibi hazirlanip, ksilol ve
alkol serisinden gegirildi. Dokular, 2 kez 5’er dakika olmak {lizere, PBS i¢inde
yikandiktan sonra %3 oraninda H,O, igeren metanol igerisinde, 15 dakika siireyle
reaksiyona birakildi. H,O, ile endojen peroksidaz aktiviteleri bloke edilen ornekler,
daha sonra 2 dakika siireyle 3’er kez PBS igerisinde yikandi ve ardindan da %1°lik
domuz serumunda (DAKO, Glostrup, Danimarka) 30 dakika siireyle inkiibasyona
birakildi. Normal domuz serumu ile spesifik olmayan baglant1 yerleri kapatilan
numuneler, ardindan primer antikorda (Ant-gal-3 antibody, Santacruz Biotech, UK)
60 dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda 6rnekler, dokularda
baglant1 noktalar1 bulamayan antikorlarin uzaklastirilmasi i¢in 3 kez PBS’de 5’er
dakika yikand1 ve ardindan da tizerlerine sekonder antikor (Domuz anti tavsan IgG,
DAKO, Glostrup, Danimarka) antikoru ile damlatilarak 60 dakika siireyle inkiibe
edildi. Preparatlar, PBS ile 3 kez 5’er dakika yikanip, Avidin-Biotin Peroksidaz
enzim soliisyonunda (Camon, Burlingame, USA) 30 dakika siireyle inkiibe edildi.
Sonra preparatlar 3 kez PBS’de 5’er dakika yikanip DAB’da (3,3-Diaminobenzidin,
50 mg DAB, 100 ml PBS) 5 dakika tutulup, salelere 100 ul/100 ml olacak sekilde
H20, damlatildi. Yaklasik 10 dakikalik inkiibasyondan sonra preparatlar, Hemalaun
ile 2-3 saniye boyunca kars1 (counter staining) boya islemine birakildi, gesme suyu
ile yikanip ardindan distile suya alindi ve sonrasinda da alkol serisinde dehidre
edildi. Dehidrasyondan sonra lamlar, paramount damlatilarak lamel ile kapatildi ve

151k mikroskobunda degerlendirildi.

3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi, SPSS 18’de t-testi kullanilarak yapildi. Degerler, ortalama +

standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Yotemi ile Belirlenen DNA Kirilmasinin Oranlan

Apoptozun gostergesi olan DNA kirilmasinda, karaciger intoksikasyonu
olusturulan Grup 1 (CCly) ve kontrol grubu olan Grup 2 arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde 6nemli farklilik bulunmustur (p<0.001). Karbon terakloriir ile karaciger
intoksikasyonu olusturulan ratlarda, kontrol grubuna gore; karaciger doku
orneklerinde DNA kirilmasi miktarlarinin daha fazla oldugu gézlenmistir. Tablo
1.’de de goriildiigi gibi; toksikasyona maruz kalan Grup 1°de, DNA kirilmasi 1.32 +
0.15 U/mg protein iken, kontrol grubu olan Grup 2’de DNA kirilmasi 0.85 + 0.42
U/mg protein olarak bulunmustur. Sonuglar, SPSS 18’de t-testi kullanilarak analiz
edilmis ve Grup 1°de, kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli DNA

kirilmasinin artmis oldugu saptanmistir (p<0.001).

Tablo 4.1. Apoptozun gostergesi olan DNA kirilmasinin, Grup 1 ve Grup 2
karsilastirilmasi. Kontrol gruna gore, karbon tetrakloriir ile toksisite olusturulan
ratlarin karacigerlerinde, apoptozis oranlarinin istatistiksel olarak anlaml diizeylerde

arttig1 tespit edilmistir.

Grup1 Grup 2 P
(CCly) (Kontrol)
n=7 n=7

DNA kirilmasi U / mg protein 1.32+£0.15 | 0.85+0.42 0.001***

4.2. TUNEL Yontemi ile Belirlenen DNA Kirilmasinin Oranlari

TUNEL yontemi kullanilarak apoptotik hiicrelerin tespiti sonucunda elde
ediler bulgular, ELISA yontemi ile elde edilen sonuglari net olarak destekler
niteliktedir. Karbon tetrakloriir toksikasyonuna maruz kalan ratlarin karaciger

hiicrelerindeki apoptotik hiicre sayisinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
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belirgin olarak arttigi tespit edilmistir. Apoptotik hiicrelerin, porankimden ziyade
safra kanallar1 ¢evresinde artmis oldugu tespit edilmistir. Biiyiik biiytitmede (40X,
100X) yapilan 151k mikroskop incelemelerinde; apoptotik hiicrelerde goriilen
reaksiyonlarin, daha ¢ok sitoplazmada degil de cekirdekte hatta cekirdegin de

membrana yakin olan kisimlarinda meydana geldigi goriilmiistiir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Karbon tetrakloriir toksikasyonuna maruz kalan karaciger dokusunda

apoptotik hiicreler (1). Apoptotik hiicrelerin, safra kanallar1 etrafinda yogunlastiklar

goriilmektedir.

Kontrol  grubundaki hayvanlarin  karacigerlerinde yapilan TUNEL
boyamalarinda, az sayida apoptotik hiicre goriintiilenmistir. Deney grubundaki
dokulardan farkli olarak, apoptotik hiicrelerin safra kanallar etrafinda yogunlastiklari

goriilmemistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Grup 2 (kontrol), normal karaciger dokusu. Apoptotik hiicrelerin (1) ¢ok
az sayida bulundugu ve safra kanallar etrafinda degil de paransimde yer aldiklari

goriilmektedir.

4.3. Gal-3 Ekspresyonunun immunohistokimyasal Olarak Gésterilmesi

Gal-3 ekspresyon ve lokalizasyonlarmin tespiti, immunohistokimyasal olarak
‘Avidin-Biotin Peroksidaz’ yontemi ile yapildi. Sekil 4.3’te de goriildigi gibi;
kontrol grubuna ait karaciger dokusunda gal-3’iin eksprese edildigi az sayidaki
hiicrenin (1) varligina rastlanmstir. Istk mikroskop diizeyinde yapilan incelemelerde;
gal-3’iin eksprese edildikleri hiicrelerde, niikleer bir lokalizasyon gosterdikleri tespit
edilmistir. Ekstraseliiler matriks veya sitoplazmada, belirgin bir gal-3 ekspresyonu

tespit edilememistir.
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Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda gal-3 varligi (1). Cok az sayidaki

hiicrenin, gal-3’i eksprese ettikleri goriilmiistiir.

Karbon tetrakloriir toksikasyonuna maruz kalan ratlarin karaciger dokusunda,
gal-3 ekspresyonunun (1), kontrol grubundaki hayvanlara gore artmis oldugu tespit
edilmistir. Kontrol grubuna ait karaciger dokularinda, gal-3 antikoruna kars1 tek tiik
hiicrede niikleer bir reaksiyonun varligi saptanirken, deney grubuna ait karaciger
dokularinda, gal-3 antikoruna karst ¢ok sayida hiicrenin reaksiyon verdigi ve
reaksiyonun niteliginin sadece niikleus ile sinirli kalmayip, sitoplazmada da yogun

bir reaksiyonun bulundugu goriilmiistiir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Deney grubuna ait karaciger dokusunda gal-3 varligi (1). Kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, daha ¢ok sayidaki hiicrenin gal-3’ii eksprese ettikleri goriilmiis-

tir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, CCl; kullanilarak rat karaciger dokusunda toksisite
olusturulmus ve bu toksitite modelinde, karaciger hiicrelerindeki apoptozis oranlari
belirlenmis ve immunohistokimyasal olarak da gal-3’tin ekspresyonu ve
lokalizasyonu arastirilmistir. Apoptozis oranlarinin belirlenmesinde, TUNEL ve

ELISA yontemleri kullanilmastir.

CCl4 saydam, yanict olmayan ve kolayca buharlasabilen renksiz bir sividir
(Kus ve ark., 2005). Deneysel olarak yapilan ¢aligmalarda; CCl,’iin karacigerde,
mitotik aktiviteyi artirdigi, hepatositlerde hepatik yag dejenerasyonu, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, fibrozis, siroz ve kansere neden oldugu gosterilmistir (Kus ve
ark., 2005; Manibusan ve ark., 2007). Olusturdugu karaciger dejenerasyonu,
insandaki siroz gelisim siirecine benzerlik gosterdigi igin CCly, kemirgenlerde de
deneysel karaciger toksikasyonu calismalarda en c¢ok kullanilan kimyasal ajandir.
CClytin neden oldugu karaciger toksisitesinin agiga ¢ikmasinda, oksidatif stresin

onemli rol oynadig bildirilmistir.

Oksidatif stres sonucu agiga cikan serbest oksijen radikallerine bagl olarak
olusan lipid peroksidasyonunun kanser, aterosklerotik kalp hastaliklari, karaciger
hastaliklar1 ve toksik hiicre hasarlarinda olusan patogenezden sorumlu oldugu
bilinmektedir (Luckey ve Peterson, 2001; Muriel ve Escobar, 2003). CCl,’iin
dokularda hasar olusturma mekanizmasi, CCls’lin sitokrom Pssg enzimi araciligiyla
oldukga toksik triklorometil (CCl3) ve triklorometil peroksil (CCl30;) serbest
radikallerine doniisiimii sonrasi baslayan lipid peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan
oksidatif hasar olarak agiklanmistir (Aranda ve ark., 2010). Yapilan ¢alismalarda;
CCly uygulanmis sicanlarda, oksidatif stres ve karaciger Kupffer hiicrelerinin
inaktivasyonunun, karaciger fibrozisinde énemli bir rol oynadig1 goriilmistiir (Kus
ve ark., 2005; Muriel ve Escobar, 2003). CCl,’lin karaciger ve bobrek basta olmak
lizere, bircok organda doku hasarma yol agtigi ve Ozellikle karaciger dokusunda
koagiilatif nekroz, agir fibroz, mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji, yag

dejenerasyonu ve dejeneratif nodiil sekillenmesi gibi klasik siroz histolojik
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bulgularima neden oldugu, ayrica serum AST ve ALT degerlerini de artirdig
gozlenmisti (Kus ve ark., 2005; Aranda ve ark., 2010). Arastirmalarda CCl, ile
olusturulan karaciger hasarinda, 1si-sok proteinlerinde (HSP) asir1 bir uyarilma
oldugunu tespit edilmistir (Lee ve ark., 2004). Ozellikle de HSP-70’in CCl,
toksikasyonuna duyarli oldugu ve bu proteinin ekspresyonunun CCl, tarafindan
uyarildigi ortaya konulmustur. Diger yandan, ¢ok sayida arastirmaci yaptiklart in
vitro ve in vivo ¢alismalarda; CCl,’e maruz kalan karaciger hiicrelerinde, apoptozunn
uyarildigimi ortaya koymuslardir (Lee ve ark., 2004). Bizim c¢alismamizda da,
karacigerde CCly ile olusturulan toksitite modelinde; TUNEL ve ELISA yontemleri
ile apoptosis oranlar1 arastirilmis ve CCly enjekte edilen ratlarin karaciger doku
orneklerindeki DNA kirilmasi miktarlarinin, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<<0.05). Deney grubundaki
hayvanlarin karaciger dokularinda goriilen bu artis, hem ELISA, hem de TUNEL
yontemi ile dogrulanmis ve her iki yontemle elde edilen sonuglarin paralellik
sergiledikleri goriilmiistiir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar ile Onceki

calismalarda elde edilen sonuglar da uyum gostermektedir.

Yaptigimiz ¢aligmalarda, TUNEL boyama yontemi kullanilarak tespit edilen
apoptotik hiicrelerin, karaciger paransiminden ziyade, daha c¢ok safra kanallarma
yakin alanlarda yogunlastiklar1 tespit edilmistir. Karbon tetrakloriiriin karaciger
paransim hiicrelerinde metabolize olmas1 nedeniyle apoptotik hiicrelerin daha ¢ok
parankimde yogunlagmasi beklenirken, apoptotik hiicrelerin hangi nedenden dolay1
safra kanallar1 ve kan damarlarma yakin alanlarda daha g¢ok goriintiilendikleri,

aciklanmaya muhtag bir konudur.

Daha once yapilan ¢ok sayida ¢alismada, CCl, kullanilarak yapilan toksisite
modellerinde, karaciger ezimlerinden AST (Aspartat amino transferaz), ve ALT
(Alanin amino transferaz), ALP (Alkalen fosfataz) ve GGT’nin (Gama glutamil
transferaz) istatistiksel olarak anlamli diizeylerde arttigi goriilmiistiir (Kus ve ark.,
2005; Lee ve ark., 2004). Ozellikle ALP ve GGT’nin artmis olmasi, safra
kanallarinin lumene bakan yiiziinii doseyen epitel hiicrelerinde bir dejenerasyonun
varligina isaret etmektedir. Bizim ¢alismamizda da bu alanda ¢ok sayida hiicrenin
O0lmiis olmasi, bu yondeki ifadeleri dogrular niteliktedir. ALT ve AST’ nin artmis

olmasina karsin, hepatositlerde belirgin bir apoptotik hiicre artisinin saptanamayisi,

33



bu hiicrelerdeki kaybin apoptozis yolu ile degil de daha cok nekroz seklinde
olabilecegini diisiindliirmektedir. Ciinkii serumdaki bu enzim aktivitesindeki artigin
varligi, karaciger hiicrelerinin pargalandigini ve hiicre biitiinliigliniin bozuldugunu
gostermektedir. Ancak bilindigi gibi, apoptotik hiicrelerde membran biitiinligi
korunmakta dolayisiyla hiicre i¢eriginin disar1 ¢ikist s6zkonusu olmamaktadir. Biitiin
bu bilgiler, CCl, toksikasyonundan dolay: karaciger parankimde beklenen apoptotik
hiicre artisinin tespit edilmeyisini, bu hiicrelerin apoptozis yolu ile degil, nekroz gibi

hiicre biitiinliigiiniin bozuldugu, baska hiicre 6liimlerinin varligina isaret etmektedir.

Galektinler, kii¢iik molekiiler agirligi olan, hiicre biiylimesi ve aktivasyonu
gibi ¢ok sayida fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda rol oynayan, en az 15 farkli
proteinden olusan bir ailedir. Bu ailenin bir iiyesi olan gal-3, yaklasik 29 - 35 kDa
molekiil agirhginda, galaktoz igeren oligosakkaritlere spesifik bir proteindir. Gal-3,
tim galektinler igindeki memelilerden izole edilen, tek simerik galektindir. Bcl-2 ile
gostermis oldugu yapisal benzerlik sayesinde, gal-3’tin de anti-apoptotik ozelligi
bulunmaktadir. Intraseliiler gal-3; Anti-fas antikor, staurosporine, TNF, radyasyon ve
nitrik oksit tarafindan stimiile edilen apoptozun karbonhidrat bagimsiz mekanizma
ile inhibe ederken, gal-1 ise tam tersine apoptozun stimiile eder (Cooper, 2002;
Garin, 2007; Hahn ve ark., 2004; Krzeslak ve Lipinska, 2004; Matarrese, 2005;
Mehul ve Hughes, 1997). Ayrica gal-3 aktive olmus makrofajlardan salgilanan ve
miyelofibroblast aktivasyonunu saglayan molekiildiir. Gal-3, organ fibrozisi ve
remodeling’e neden olur. Gal-3; myelofibroblast aktivasyonu ve fibrozis olusumunu
kalp, akciger, karaciger, bobrek ve deride regiile eder. Fibrozis ve risk biyomarkeri
olarak kullanilabilir (Huang ve ark., 2009; Henderson ve ark., 2006; Kang ve ark.,
2009; Shimizu ve ark., 2009). Ozellikle kalp yetersizliginde, myokard iginde fibrozis
olusur. Fibroz gal-3 ekspresyonu ne kadar fazla ise yetmezlik de o kadar ileridir ve
prognoz da o kadar katiidir (Miller ve ark., 2009b; Miller ve ark., 2009c). Ancak
gal-3’tin, CCly, ile hasar olusturulmus karaciger hiicrelerinin apoptozunndeki roliine
dair bir bilgi bulunmamaktadir. Yukaridaki agiklamalarda deginildigi gibi
intraseliiler gal-3; apoptozis inhibisyonu, fibroz ve remodeling’te gorev alir. Bu
calismada, deneysel karaciger hasar1 olusturulmus, hasar olusan dokudaki apoptozis
orani ve gal-3 dagilimi, kontrol grubuna gore arastirilmistir. Bilindigi gibi karaciger
parangiminde hiicre boliinmesi olduk¢a az goriilen bir olaydir. Hiicrelerin ¢ogu Go

fazina girmekte ve bu fazda fizyolojik fonksiyonlarmi yerine getirmeye devam
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etmektedirler. Bu calismada saglikli hiicrelerin paransim dokusunda gal-3 antikoruna
kars1 sekillenen reaksiyonun ¢ok diisiik olmasina karsin deney grubunun parangim
hiicrelerinde gal-3 ekspresyonunun uyarildigi goriilmektedir. TUNEL boyama
yonteminde paransim dokusunda apoptotik hiicrelerin sayilarinin olduk¢a diisiik
olmasi ile anti-apoptotik bir protein olan gal-3 ekspresyonunun artmis olmasi
parangim hiicrelerinin gal-3 tarafindan apoptozisten korunmus olabilecegini

diistindiirmektedir.

CCly ile olusturulan karaciger intoksikasyonunda, DNA kirilmasinin
gozlendigi apoptotik hiicrelerde, immunohistokimyasal olarak ‘Avidin-Biotin
Peroksidaz’ yontemi ile gal-3’iin varlig1 ve lokalizasyonlart incelenmistir. Oksidatif
strese duyarli hepatik asiniislerdeki hepatositlerde, safra kanal ve dendritik
hiicrelerde ve rejeneratif dokuda gal-3 boyanmasi, kontrol grubuna gore yogun
olarak gozlenmistir. Bu da gesitli ¢alismalarda gosterildigi gibi, oksidatif strese en az
duyarli olan hepatik asiniisde yani birinci bolgede bulunan hiicreler, besleyici
damarlara en yakin olanlardir. Bu hiicreler, toksik maddelerin zararlarina karsin uzun
omiirliidiirler ve rejenerasyon yetenekleri yiiksektir. ikinci bolgede bulunan hiicreler
ise daha az omiirliidiirler. Ugiincii bélgede bulunan hiicrelerde ise rejenerasyon gok
daha yavastir ve toksik etkiler ile oksidatif strese, en ¢ok bu bolge duyarlidir. Nekroz
da ilk olarak bu bolgede goriliir (Aytekin ve Solakoglu, 2006). Bu da bizim
calismamiz ile uyumludur. Calismamizda, kontrol grubundaki ratlarda, gal-3’e ait
belirgin bir boyanma gozlenmemistir. Fakat besleyici damarlardan uzak olan
bolimlerde DNA kirllmasi, apoptotik hiicre miktar1 ve gal-3 dagilimi, kontrol
gurubuna gore fazla olarak saptanmustir. Ayrica ratlarda karaciger fibrozisinin
gelisimi i¢in gal-3, temel molekiildiir. Ratlarda, gal-3 geni eksikliginde, toksine
maruz kalma ve yaglh karaciger ile fibrozis gozlenmez. Insanda karaciger fibrozunda
anahtar rol oynayan stellat hiicreler, galektin inhibitorleri tarafindan bloke edilerek
fibrinojenik markerlarin iiretimini durdurur. Galektin inhibitorleri, ratlarda deneysel
fibrozisi, fibrotik ve yagh karacigeri de azaltir (Huang ve ark., 2009; Henderson ve
ark., 2006; Shimizu ve ark., 2009).

Fizyolojik hiicre 6liimii yani apoptozis, ¢esitli enzimatik yollarin aktivasyonu
ile olur ve gal-3 bu yollar iizerinde etki gostermektedir. Bcl-2 ve NWGR maotifi,

apoptosis’i baskilar. Gal-3, Bcl-2 proteini ile yapisal benzerlik gosterir. Bir¢ok sinyal
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patikasi, apoptozise gidiste rol oynar. Gal-3, bu sinyal patikalarini etkiler. Bu
patikalar kesiserek birbirlerinin etkisini artirabilirler (Hahn ve ark., 2004; Matarrese,
2005; Stowell, 2007). Intraseliiler gal-3’iin toksinler tarafindan stimiile edilen
apoptozun, karbonhidrat bagimsiz mekanizma ile inhibe ettigi gosterilmistir
(Barrionuevo, 2007; Garin, 2007; Sturm, 2004). Bu ¢alismada, toksikasyona maruz
kalan hiicrelerin ¢ekirdeklerinde, ¢ekirdeklerin de ¢ekirdek membranina yakin
bolgelerinde gal-3 ekspresyon ve lokalizasyonun artmis olmasi, gal-3 sentezinin
apoptozun onlemek igin artmis olabilecegine isaret etmektedir. Ancak gal-3’iin
mitokondri membran gegirgenligini diizenlemek i¢in Bax proteinleri ile baglanmasi
amaciyla sitoplazmaya gegmesi beklenirken, neden daha ¢ok niikleusta ve niikleusun
da daha c¢ok membranina yakin bdlgelerinde lokalize olduklari konusunun
aydinlatilabilmesi i¢in yeni ¢aligmalarin yapilmasinin gerekliligi de ortaya c¢ikmis

bulunmaktadir.

Bu c¢alismada, CCly ile olusturulan karaciger apoptozunnde; nekroz,
rejenerasyon ve fibroz siireglerinde, gal-3’tin rol aldigi gosterilmistir. Gal-3,
yasamsal olan bu siireclerde aktif rol alan bir molekiildiir. insanlar iizerinde yapilan
calismalarda; oOzellikle kalp, akciger, deri ve bdbrek hastaliklarinin apoptozis,
fibrozis ve rejenerasyon gibi fizyolojik ve patolojik siireglerin de rol aldig:
gosterilmis hatta bazi hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilmistir (Miller ve ark.,

2009b; Miller ve ark., 2009c; Ozaki, 2004).

Intraseliiler gal-3, apoptozun inhibe eder. Apoptozunn artmis oldugu
bolgelerde, gal-3’iin ekspresyonuna rastlanmamasi, ancak deney grubunun paransim
dokusunda gal-3’iin yogun olarak bulundugu alanlarda apoptotik hiicreye ¢ok az
rastlanmis  olmast gal-3’lin  hiicreleri apoptozise kars1 koruyabilecegini
gostermektedir. Ancak daha onceki ¢alismalarda CCly’lin karaciger parankiminde
fibrozis ve nekrozu uyardiginin gésterilmis olmasi ve bizim ¢aligmamizda da deney
grubundaki hayvanlarin karacigerlerinin paransim dokusunda gal-3 ekspresyonunun
artmis olmasi bu proteinin karaciger nekrozu ve fibrozisinde rol almig olabilecegini
de gostermektedir. Bu yondeki bir ifade daha 6nceki ¢alismalarda (Huang ve ark.,
2009; Henderson ve ark., 2006; Shimizu ve ark., 2009) rapor edilen, gal-3’iin
karaciger fibrozisinde rol oynadigi ve gal-3 reseptorlerinin bloke edilmesi ile

fibrozisin engellenebildigi yoniindeki bilgileri destekler niteliktedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirmamizda, rat karacigerinde serbest radikal olusturmak i¢in CCly
toksitite modeli uygulanmis; TUNEL ve ELISA yontemleri ile apoptozis oranlar1 ve
immunohistokimyasal olarak da gal-3’iin apoptotik hiicrelerdeki ekspresyon ve

lokalizasyonlar1 incelenmistir.

TUNEL ve ELISA yontemleri ile apoptozis oranlari arastirilmis ve CCly
enjekte edilen ratlarin karaciger doku orneklerindeki DNA kirilmasi miktarlarinin,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). Gal-3’in ekpresyonu c¢aligmamizda gosterildigi gibi, rat
karacigerinde oksidatif strese en duyarli paransim dokusunda CCl, toksikasyonu
sonucu artmistir Gal-3’iin ekpresyonunun uyarildig: alanlarda apoptotik hiicrelerin az
sayida bulunmasi gal-3’tin hiicreleri apoptozisdan korumus olabilecegini

gostermektedir.

Bu mekanizmalar; kalp yetmezligi, karacier fibrozisi, siroz ve g¢esitli
malignitelerin gelisimi ve yayilliminda, apoptozis ile birlikte yer alan ve hastaliklarin
klinik gidisini belirleyen siireglerdir. Gal-3’tin buradaki fizyolojik ve patolojik rolii
anlasildik¢ca, bu molekiil ve bunun etkilerini artirip, azaltan diger molekiiller
(galektin inhibitorleri gibi) iizerinden, hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanim
olanaklart olacaktir. Gal-3, hastaliklar daha klinik bulgu bile vermeden, hiicresel
diizeyde patolojik siiregclerde rol almaya basladigindan, erken teshis ve tedavide
kullanim olanag: olacaktir ve uygulanan tedavilerin etkinliginin degerlendirilmesinde
bircok diger belirteglerin yaninda, yaygin olarak kullanilabilecektir. Ornegin; FDA,
kan gal-3 seviyesinin, kalp yetmezligi tanisinda kullanilmasin1 kabul etmistir ama
kalp yetmezliginin prognozu ve tedavisinin degerlendirilmesi konusunda yeterli bir

calisma yoktur.

Her patofizyolojik siire¢ kendi icinde incelenerek (fibrozis, remodeling,
apoptozis, nekroz vb.), gal-3’iin bu siireglerdeki rolii aydinlatilabilir. Kanimizca, gal-

3’ln tiim bu siireclerdeki roliine dair patofizyolojik mekanizmalarin tam olarak
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ortaya ¢ikarilmasi, hastaliklarin tani ve tedavisinde, prognozun belirlenmesinde
kullanim alaninin genisletilmesi igin ileri hayvan ve insan ¢alismalarinin

yiiriitiilmesine ihtiyag¢ vardir.
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