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KISALTMALAR VE SEMBOLLER

AK-MKH Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre
CCl4 Karbontetraklortir
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OZET

BOR ICEREN BILESIK iILE MUAMELE EDILMIiS ADIiPOZ KOKENLI
MEZ}ENKiMAL KOK HI"JCRE.LVERiNi'N KARBON T.ETRAKL.ORI"JR iLE
INDUKLENMIS SICAN KARACIGER FiBROZIiSi UZERINE ETKISi

Feryal Kiibra ALKURT
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Dr. Ogr. Uyesi Giilina ERDEM KOC
2025, 72 Sayfa

Karaciger fibrozisi diinya iizerinde her yil 2 milyondan fazla kisinin hayatini
kaybetmesine sebep olan bir hastaliktir. Karaciger fibrozisinin asil nedeni, ekstraseliiler
matriksin asir1 birikmesiyle karaciger iizerinde gelisen kronik hasar ve inflamasyondur.
Bu fonksiyon bozulmalarinin sonucunda karaciger fibrozisi meydana gelmektedir.
Mezenkimal kok hiicreler, heniiz farklilasmamis hiicreler olup ihtiya¢ halinde gereken
hiicre tipine farklilagabilme 6zelligine sahiptir. Farklilagma 6zelligine ek olarak, kendini
yenileme ve immiinomodiilator 6zellikleri de vardir. Mezenkimal kok hiicrelerin eldesi
kemik iligi, adiposit, dis pulpasi, gobek kordonu farkli yerlerden yapilabilir. Bu
caligmada, adiposit kaynakli mezenkimal kok hiicreler kullanilacaktir. Yapilan
caligsmalarda, mezenkimal kok hiicrelerin karacigerde hepatosit hiicrelerine doniiserek
karaciger fibrozisi olan dokuya olan iyilestirici etkisi kanitlanmistir. Bor ticari 6neme
sahip olan bir mineraldir. Yapilan ¢alismalar baz alarak mezenkimal kok hiicrelere
sodyum pentaborat-pentahidrattkurkumin+piperin ile muamele ederek karaciger
fibrozisine olan etkisine bakilmistir. Kurkumin, zerdegal bitkisinin ana hidrofobik
polifenoliidiir. Piperin, siyah ve uzun biberlerden izole edilen 6énemli bir alkoloidtir.
Kurkuminin, metabolik par¢alanma oranini azaltarak zayif biyoyararlanimini iyilestirdigi
bilinmektedir. Bu c¢alismalardan yola ¢ikilarak, adipoz kaynakli mezenkimal kok
hiicrelere NaB+Cur+Pip tcliisii kok hiicrelere uygulanarak CCl4 ile indiiklenmis sican
karaciger fibrozisi lizerine olan etkisine bakilmistir. Adipoz kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (AKMKH), karaciger fibrozisini geriletmistir. NaB-Cur-Pip-AKMKH,
AKMKH’lerle ayn1 oranda karaciger fibrozisini geriletmistir.

Anahtar Sézciikler: Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre, karaciger fibrozisi,
karbontetarkloriir, sodyum pentaborat-pentahidrat



ABSTRACT

EFFECT OF BORON-CONTAINING COMPOUND-TREATED ADIPOSE-
DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS ON CARBON
TETRACHLORIDE-INDUCED RAT LIVER FIBROSIS

Feryal Kiibra ALKURT
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Dr. Ogr. Uyesi Giiliina ERDEM KOC
2025, 72 Pages

Liver fibrosis is a disease that kills more than 2 million people worldwide each year. The
primary cause of liver fibrosis is chronic damage and inflammation in the liver caused by
excessive accumulation of extracellular matrix. Liver fibrosis occurs as a result of these
dysfunctions. Mesenchymal stem cells are undifferentiated cells that have the ability to
differentiate into the required cell type when needed. In addition to their differentiation,
they also possess self-renewal and immunomodulatory properties. Mesenchymal stem
cells can be obtained from various sources, including bone marrow, adipocytes, dental
pulp, and umbilical cord blood. This study will utilize adipocyte-derived mesenchymal
stem cells. Studies have demonstrated the healing effect of mesenchymal stem cells on
liver fibrosis by differentiating into hepatocytes in the liver. Boron is a commercially
important mineral. Based on these studies, the effects of treating mesenchymal stem cells
with sodium pentaborate-pentahydrate, curcumin, and piperine on liver fibrosis were
investigated. Curcumin is the main hydrophobic polyphenol of the turmeric plant.
Piperine is a major alkaloid isolated from black and long peppers. Curcumin is known to
improve poor bioavailability by reducing its metabolic degradation rate. Based on these
studies, the NaB+Cur+Pip trio was applied to adipose-derived mesenchymal stem cells
to investigate its effect on CCl4-induced rat liver fibrosis. Adipose-derived mesenchymal
stem cells (ADMSCs) reduced liver fibrosis. NaB-Cur-Pip-ADMSCs reduced liver
fibrosis to the same extent as ADMSCs.

Key words: Adipose-derived mesenchymal stem cell, carbon tetrachloride, liver fibrosis,

sodium pentaborate-pentahydrate



1. GIRIS

Fibrozis, dokularda bulunan bag dokusunda meydana gelen bir olaydir. Bag dokusundaki
hiicreleri saran bir ag yapisi1 olan ekstraseliiler matriksi olusturan yapilardan biri olan
kollajen liflerinin ve bag dokusu elemanlarindan biri olan fibroblastlarin kontrolsiiz bir
sekilde cogalarak gelistirdigi inflamasyona ve yap1 bozunmalarina fibrozis denmektedir.
Her yil 2 milyon kisi karaciger fibrozisi hastalifi sebebiyle hayatini kaybetmektedir.
Karaciger fibrozisi, karacigerde bulunan bag dokusunda kollajenin ve fibroblastlarin
olmasi1 gerekenden daha fazla sentezlenerek olusmaktadir. Ekstraseliiler matriksin fazla
birikimi, inflamasyon ve karacigerin normal fonksiyonlarinin bozulmasi ile sonuglanir.
Karaciger fibrozisi, kronik alkol kullanimi, hepatit C, alkolsiiz yagl karaciger hastaligi
gibi nedenler olugmaktadir. Karaciger fibrozisi, ilerleyen evrelerde siroz ve
hepatoselliiler karsinomla sonu¢lanmaktadir. Bu ¢alismada, adipoz kaynakli mezenkimal
kok hiicrelere bir bor bilesigi olan sodyum pentaborat-pentahidrat (NaB), kurkumin (Cur)
ve piperin (Pip) ile muamele edilerek, karaciger fibrozisi hastaligi iizerine etkileri
arastirilacaktir. Mezenkimal kok hiicreler, heniiz farklilagsmamus, ihtiyac halinde gereken
hiicrelere doniisebilecek olan hiicre ¢esididir. Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagma
haricinde, immiinomodiilasyon, hasarli doku tamiri gibi 6zellikleri de bulunmaktadir. Bu
Ozellikleri sebebiyle deneysel ¢alismalarda sik bir sekilde kullanilmaktadir. Karaciger
fibrozisi hastaliginda arastirildiginda, hastaligi hafifletmeye yonelik etkileri
gbzlemlenmistir. Fakat heniiz bir tedavi gelistirilememistir. Bor, dogal yollarla olusan
eser bir elementtir. Birgok tiir i¢in yagamin kdkeni ve gelisiminde rol alan prebiyotik
olarak siiflandirilmaktadir. Borun 6zellikleri arasinda, anti-bakteriyel, anti-inflamatuvar
ve yara iyilestirici etkisi bulunmaktadir. Bor bilesiklerinden biri olan sodyum pentaborat-
pentahidratin mezenkimal kok hiicrelerin, etkisini arttirdigt ve mezenkimal kok
hiicrelerin dondurulup ¢oziidiiriildiigiinde etkisinde bir degismenin olmadigini bir bagka
caligma kanitlamigtir. Hepatoselliiler karsinom hiicreleri {izerinde, sodyum pentaborat-
pentahidrat, kurkumin, piperinin sinerjik etkisi oldugu kanitlanmistir. Kurkumin (Cur),
zerdecal bitkisinin ana hidrofobik polifenoliidiir. Kurkuminin bir¢ok kanser tiiriinde anti-
proliferatif, apoptotik, antioksidatif, anti-inflamatuvar, antioksidan gibi 0Ozellikleri
bulunmaktadir. Piperin (Pip), siyah ve uzun biberlerden izole edilen 6nemli bir
alkoloidtir. Kurkuminin, metabolik parcalanma oranin1 azaltarak zayif olan

biyoyararlanimini iyilestirdigi bilinmektedir. Bu sebeple kurkumin ve piperin birlikte



kullanilmaktadir. Sodyum pentaborat-pentahidrat, kurkumin ve piperin tek baslarina
verildiginde hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde meydana gelen degisiklige bakilarak,
sinerjik olarak ticliniin birlikte verildigi hepatoselliiler karsinom hiicrelerinde etkinin
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu calismadan yola ¢ikilarak, sodyum pentaborat-
pentahidrat, kurkumin, piperin igliisii ile adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelere
muamele edilecektir. Sodyum pentaborat-pentahidrat, kurkumin, piperin ile muamele
edilmis adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler, deney hayvanlarina enjekte edilecek

ve karaciger fibrozisi hastalig iizerinde etkisine bakilacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger

2.1.1. Karacigerin Embriyolojisi

Erken embriyogenez sirasinda, karaciger endoderm tabakasindan olusmaya baslar.
Gastrulasyon siirecinde, blastula igindeki hiicresel hareketler endodermin olusmasina
sebep olmaktadir (Resim 1.). Gelisim devam ettikce, hedeflenen sinyal yollari
endodermin ¢esitli progenitor hiicrelere farklilagsmasini yonlendirir ve bu hiicreler de
sonunda karaciger, bagirsak, akcigerler ve pankreas gibi organlarin olusumuna yol
acmaktadir. Karaciger i¢in bu farklilasma fibroblast biiyiime faktorii (FGF), kemik
morfogenetik proteini (BMP), NOTCH, Hedgehod, Wnt ve dontistiiriicii bityiime faktorii
beta (TGF-B) yollart da dahil olmak iizere bir dizi sinyal yolu tarafindan
diizenlenmektedir.

Primitive endederm

Foregut  pidgut

l e 4\ Hindgut

\
F"'"‘-F _—“" -'-\:-_--FJ.'L Ik"‘!‘a: -
- ---_-_“_':‘:"J
Posterior foregut

FOXA2, SOX17 & CXCR4  Anterior foregut
Blastocyst Definitive endoderm Gut tube

Resim 1. Karacigerin kokeni

Karaciger gelisiminin ilk belirtisi, hepatik tomurcuklar olarak bilinen endoderm i¢indeki
ayr1 bir bolge olarak ortaya ¢ikar. Bu bolge, hiicreler ¢ogaldikca ve sonunda olgun organi
olusturacak olan Gzellesmis progenitor hiicrelere farklilastikca 6nemli morfogenetik
degisikliklere ugrar. Karacigerde, hepatik progenitorler insan embriyonik gelisiminin
yaklasik 16. gilinii 6n bagirsak endoderminden ortaya ¢ikar. Karaciger tomurcugu hizla
genisler ve hiicreleri hepatositlere ve kolanjiyositlere farklilasir. Bu hiicreler de, karaciger

parankimi ve safra kanallarini olusturur (Resim 2.) (1).
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Resim 2. Karaciger embriyolojisi

2.1.2. Karacigerin Anatomisi

Karaciger, abdomen iist kadraninda, diyaframin hemen altinda bulunan ve sol tarafinda
mide ile sinirlandirilan, insan viicudundaki en biiyiikk organdir (GEK). Karaciger,
anatomik olarak sag ve sol olarak 2 hemiliver, 4 loba (sag lob, sol lob, kaudat lob ve
kuadrat lob) ve 8 segmente (I-VIII) ayrilmistir (2). Couinaud smiflandirma modeline
gore karaciger, islevsel olarak 8 segmente ayrilmaktadir. Karacigere kan girisi portal ven
ve hepatik arter dallarindan gelirken, hepatik venler ¢ikis gorevi goriir. Her karaciger
segmentinin, portan ven dali, hepatik arter ve safta kanalindan olusan portal triad1 ve
hepatik venlerden bagimsiz bir ¢ikis yolu vardir (Resim 3.). Kaudat lob (segment I), her
iki lobdan da kan alir ve dogrudan inferior vena kavaya bosalir. Orta hepatik veni iceren
hayali bir Cantlie ¢izgisi, inferior vena kavadan arkada, safra kesesi fossasindan gegerek
karacigeri sol ve sag hemiliverlere ayirir. Sol hemiliver II, III ve IV segmentlerinden
olusurken, sag hemiliver V, VI, VII ve VIII'den olusur. Sol hemiliver, sol hepatik ven

(LHV) tarafindan tekrar sol lateral (segment II ve III) ve sol medial (segment V) sektore
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ayrilirken, sag hemiliver sag hepatik ven (RHV) tarafindan sag anterior (segment V ve

VIII) ve sag posterior sektore (segment VI ve VII) ayrilir (2).
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Resim 3. Karacigerin anatomisi

2.1.3. Karacigerin Histolojisi

Karacigerin, metabolizma, glikojen depolanmasi, safra asidi salgilanmasi, ilag
detoksifikasyonu, plazma proteini liretimi gibi birden fazla gorevi bulunmaktadir.
Karacigerin histolojik yapisinda, parankimal hiicreler ve non-parankimal hiicreler olmak
tizere iki farkl: tip hiicre bulunmaktadir. Parankimal hiicreleri, biiylik oranda hepatositler
ve hepatositlere nazaran daha az bulunan kolanjiyositler olusturmaktadir. Non-
parankimal hiicreleri ise hepatik siniizoidal endotel hiicreler, Kuppfer hiicreleri, hepatik
stellat hiicreler, Pit hiicreleri ve mezoteliyal hiicreler olusturmaktadir. Hepatositler,
karacigerin metabolik olaylarinin ve salgi islevlerinin meydana getirilmesini saglayan

temel hiicreleridir. Kolanjiyositler ise safra kanallarmin duvarlarini doseyen ve



karacigerde bulunan temel epitel hiicreleridir. Non-parankimal hiicreler ise hepatositlerin
islevlerini yerine getirebilmesi i¢in hiicre-hiicre etkilesiminin meydana gelmesini
saglayan hiicrelerdir. Karaciger, iskelet kas1 ve adipoz doku gibi diger organ ve dokularla
yakindan iligkilidir. Sindirim sistemi kanalinda viicuda alinmig olan biiylik molekiiller
halindeki besinler sindirilir ve glikoz, yag asitleri ve aminoasitler olarak monomerlere
parcalanirlar ve daha sonrasinda kan dolasimina katilirlar. Portal ven yardimiyla da
karacigere ulagmasi saglanir. Karacigerin bir diger 6nemli islevi ise kanda bulunan glikoz
seviyelerini diizenlemektir. Kan-glikoz seviyesi diismeye basladigi noktada, daha
onceden depo edilmis olan glikojenin depolimerizasyonu aktive olur ve
depolimerizasyon sonrasinda olusan glikoz monomerlerini kana tasir. Kanda asir1 glikoz
birikimi meydana geldiginde ise karaciger hizla bu fazla olan glikozun polimerizasyonu
bagslar ve bu glikozlar1 glikojene doniistlirerek depolamay1 saglar. Karacigerin bir diger
gorevi ise detoksifikasyondur. Atiklarin ve toksik maddelerin metabolik olarak
dontisiimiinden ve safra yoluyla viicuttan uzaklastirilmasindan sorumludur.

Karacigerde bircok farkli tipe sahip hiicre bulunmaktadir. Bunlar, karaciger epitel
hiicreleri, sintizoidal endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri, stellat hiicreler, kolanjiyositler,

pit hiicreleri ve lenfositler olmak iizere farkli olan hiicre tipleridir (Resim 4.).
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Resim 4. Karacigerdeki hiicre tipleri



Karacigerin %80’ini karacigerin epitel hiicreleri olusturmaktadir. Karacigerin epitel
hiicreleri organ icerisinde bulunan temel hiicre tipidir. Safra kanali epitel hiicreleri,
siniizoidleri, arterlerin ve venlerin duvarlarmi doseyen endotel hiicreleri, karaciger
icerisinde fagositoz yapan Kupffer hiicreleri ve lipit ve A vitamini bulunduran Ito
hiicreleri de karaciger organi icerisindeki farkli olan diger hiicre tipleridir. Karacigerin
epitel hiicreleri sinuzoidlerin yardimiyla ayrilmasi saglanan, ¢ift tabakali plaklar seklinde
diizenlenmis halde bulunmaktadirlar. Bu ¢ift tabakali plaklar, iki sira hepatosit hiicresinin
siirlanmasi ile birlikte safra kanalikiillerinden ayrilmaktadirlar. Safra kanalikiilleri ise
kanalikiil liimenine uzanan hepatositlerin mikrovilluslari tarafindan olusturulmuslardir.
Bu c¢ift tabakali olarak bulunan hepatosit plaklar, siniizoidlerin yardimiyla
siirlandirilirlar. Bu  siniizoidlerin duvarim1 ddseyen, siki baglanti komplekslerini
icermeyen, fenestrali siniizoidal endotel hiicrelerinin olusturdugu tabaka sayesinde
diizenlenme saglanmis olur. Sinir alaninda bulunan fenestrali sintizoidal kapillerler, kan
yoluya gelmis olan besinlerin ve hormonlarin hepatositlere serbest olarak sekilde gecisini
saglamaktadirlar. Karacigerin duvarini déseyen endotel hiicreleri ve hepatositler arasinda
kalan bosluga ise Disse araligi denilmektedir. Disse araligina bakan hepatosilerin
membrani, kandan Disse araligina girmis olan maddelerin emilimi daha fazla yapabilmesi
icin yilizey alanmi arttirmak amaciyla birden fazla mikrovillus olusturacak sekilde
diizenlenmis olan bir yapiya sahiptir. Karacigerin epitel hiicreleri, Disse boslugunda
plazma membranlar iizerinde katlantilar1 arttirarak mikrovilluslar1 olusturmus olurlar ve
bu katlanmanin arttirmasi ile birlikte yiizey alan1 daha da artmis olur. Hepatositlerin
toplam ylizeylerinin %35°1 siniizoidlerle karsiliklt konumda bulunurken, %50’si komsu
hepatositlerle karsilikli konumda bulunmaktadir. Hepatositler, karacigerin birden fazla
olan metabolik gorevlerini yerine getirmek iizere, kompleks yapida olan bir mitokondri,
peroksizomlar, lizozomlar, golgi aygiti, graniillii endoplazmik retikulum ve graniilsiiz
endoplazmik retikulum ve bol miktarda mikrotiibil ve mikrofilament igerirler.

Karacigerin klasik olan yap1 birimleri hepatik lobiillerdir (Resim 5.) (3).
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2.2. Fibrozis

Fibrozis, kollajen gibi ekstraselliller matriks bilesenlerinin asir1 eksprese olmasi
sebebiyle, cesitli dokularin asir1 biiylimesi, sertlesmesi ve yara izi ile ayirt edilen dogal
yollarla meydana gelen bir bagisiklik tepkisidir (4). Toplu olarak diinya ¢apinda tiim
nedenlere bagl 6liimlerin %45’ ine sebep olan kiiresel bir saglik sorunudur (5). Bu devam
eden enfeksiyonlar, otoimmiin reaksiyonlar, alerjik reaksiyonlar, radyasyon ve doku
hasar1 gibi ¢esitli etkenler, genellikle fibrozis gelismesine sebep olan kronik inflamatuar
reaksiyonlara nenden olmaktadir (4). Fibrotik hastaliklar, kronik organ hasarina ve strese
cevap olarak birgok organda gelisim gosterebilmektedir (5). Akciger fibrozisi ve

karaciger fibrozisi biiyiik saglik problemlerindendir (4).

2.2.1. Karaciger Fibrozisi

Karaciger fibrozisi, karacigerdeki ekstraseliiler matriksin asir1 eksprese olmasi ve
birikmesi ile karakterize olan karaciger hasarina karsi patolojik bir cevaptir (6). Karaciger
fibrozisi, viral hepatit, steatohepatit, metabolik bozukluklar, otoimmiin durumlar, ilag
veya toksinle iligkili hepatit, alkolik karaciger fibrozisi, alkolik olmayan yagli karaciger
gibi sebeplerle meydana gelmektedir (7, 8). Karaciger fibrozisinin ilerlemesi durumunda

siroz ve daha ileri evrede hepatoseliiler karsinom meydana gelmektedir ve yilda 1
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milyondan fazla kisinin 6liimiine sebep olmaktadir (9). Parankimal ve non-parankimal
hiicreler arasindaki etkilesim, kronik karaciger hasarmin fibrozise dogru ilerlemesi
sirasinda meydana gelir ve cesitli bagisiklik hiicrelerinin uyarilmasina neden olur.
Yaralanan hepatositlerde apoptozis indiiklenir ve karaciger siniizoidal endotel hiicreleri,
fenestralarin kaybi olan siniizoidal kilcallasmaya maruz kalir. Kupffer hiicreleri aktive
olur ve bunun sonucunda ¢esitli sitokin ve kemokin iiretimi gerceklesir. Son olarak sessiz
hepatik yildiz hiicreleri aktive olur ve trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptoric TGF-
B1 reseptorii ve alfa-diiz kas aktini (a-SMA) dahil olmak {izere yeni reseptorler ve
proteinler ifade eder (10). Karaciger hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonu, A vitamini
depolama hiicrelerinden miyofibroblastlara farklilasmasini ifade etmektedir (11). Bu
farklilagsma, ekstraseliiler matriksin birikmesine neden olur ve karaciger fibrozisini
hizlandirir (9). Hepatik yildiz hiicreler, a-diiz kas aktini (a-SMA) eksprese ederler ve
TGF-B, IL-6 ve trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) gibi profibrotik ve
inflamatuar sitokinler {iretirler ve bunun sonucunda ekstraseliiller matriks asir1
ekspresyonu meydana gelmis olur (Resim 6.) (7). Ayrica, fibrotik dokunun ¢ogu portal
yollarin yakininda konumlanmaistir ve bu durum kan akisina karsi direnci ve asir1 kolajen

birikiminden kaynaklanan hepatoseliiler islev bozuklugunu arttirir (10).
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Resim 6. Karaciger fibrozisinin mekanizmasi

2.3. Karbon Tetrakloriir (CCl4)
Kimyasal olarak CCl4, tetraklorometan olarak da bilinen spesifik bir klorlu veya tipik
halojenli hidrokarbon molekiiliidiir ¢iinkii dort metan hidrojeni de merkezindeki tek

karbon atomuna sikica bagl klor ile yer degistirmistir (Resim 7.). Bu miikemmel yapisal
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diizenlemeler, onu verimli bir tepkimeye girmeyen ¢oziicii haline getirerek ¢ozeltideki

diger kimyasal iirtinlerin onunla tepkimeye girmesini engeller.
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Resim 7. Karbon tetrakloriir kimyasal yapisi

Karbon tetrakloriir, ¢evrede bulunan bir ksenobiyotik bilesiktir. Insanlarda ve
hayvanlarda hepatotoksisite ~gostermektedir. Ozellikle kloroflorokarbon {iretim
tinitelerinden salinan atik sularda, kuru temizlemeli tekstil camasirhanelerinde, evlerde
ve yangin sondiiriiciilerde etkili bir temizlik maddesi ve ¢oziicii olarak; roket itici veya
sogutucularin Onciisii olarak ve ayrica ankiloztomiyazis tedavisinde etkili antihelmintik

ozellikleri nedeniyle insanlarda da uygulama alani bulmustur (12).

2.4. Kok Hiicre

Kok hiicre, belirli kosullar altinda kendi kendini ¢ogaltabilen ve gesitli hiicre tiplerine
farklilasabilme potansiyeline sahip hiicrelerdir (kok1-kok2) (13, 14). Kok hiicreler, doku
onarimi ve rejenerasyonunu saglama kapasitesine sahiptir. Hasarli dokularin iyilesmesini
desteklemektedirler (14). Kok hiicreler farklilagsabilme kapasitelerine gore 5 tipe
ayrilmaktadirlar;

Totipotent kok hiicre: Zigot olusumundan sonra 1-4 giin icerisinde tiim hiicrelere
farklilagabilme potansiyeline sahiptir. Bu hiicreler yeni bir organizmayr meydana
getirebilme potansiyeline sahiptirler.

Pluripotent kok hiicre: Zigotun i¢ hiicre tabakasina farklilagsmasi ile meydana gelen

hiicrelerdir. 3 germ tabakast olan endoderm, mezoderm ve ektoderm kaynakli olan
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hiicrelere farklilagabilme potansiyeline sahiptir. Ancak totipotent kok hiicreler gibi yeni
bir organizmay1 meydana getirebilecek potansiyele sahip degillerdir.

Multipotent kok hiicre: Ozellesmis, yakin ozellikli hiicre tiplerine farklilasabilen kdk
hiicrelerdir.

Oligoptent kok hiicre: Sadece belirli birkag tip hiicreye farklilagabilen kok hiicrelerdir.
Unipotent kok hiicre: Yalnizca belirli bir tip hiicreye farklilasabilen kok hiicrelerdir.
Bununla birlikte kendini yenileyebilme 6zelligine sahip olduklari i¢in dokularda bulunan

progenitor hiicrelerden farklidirlar (Resim 8.).
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Resim 8. Farklilasabilme kapasitelerine gore kok hiicreler

2.4.1. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler farkli kaynaklardan elde edilebilmektedirler. Temel olarak embriyonik kdk
hiicreler ve embriyonik olmayan kok hiiceler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadirlar.
Embriyonik kok hiicreler: Zigottan sonra meydana gelen blastosist hiicre toplulugundan
izole edilen hiicrelere denmektedir. Bu hiicreler 3 germ tabakasi olan endoderm,
mezoderm ve ektoderm kaynakli hiicrelere farklilagsabilmektedirler. Embriyonik kok
hiicreler pluripotent kok hiicre 6zelliklerine sahiptir. Daha hizli ¢ogalabilme ve daha fazla

hiicreye farklilasabilme potansiyeline sahiplerdir (Resim 9.).
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Embriyonik olmayan kok hiicreler: Farklilasmis olan doku ve organlar igerisinde
bulunmakta olan bu kok hiicreler, farklilasmamis multipotent kok hiicrelerle
karakterizedir. Embriyonik olmayan kok hiicreler, gerekli durumlarda bulunduklar1 doku
ve organ igerisindeki hiicrelere farklilagabilme 6zelligine sahiptir. Doku rejenerasyonu
ve doku biitlinliigliniin korunmasindan sorumludurlar. Embriyonik olmayan kok hiicreler
3 grupta incelenmektedir; Hematopoetik kok hiicreler, Mezenkimal kok hiicreler ve diger

eriskin kok hiicreler (15).

2.5. Mezenkimal Kok Hiicre

Mezenkimal kok hiicreler, ilk olarak Friedenstein tarafindan 1960’larin sonu ile
1970’lerin basinda tanimlanmistir. 1991°de Caplan tarafindan ‘Mezenkimal kok
hiicreler’ terimi ortaya atilmistir (16). Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi, yag dokusu,
periferik kan, fetal dokular, dis pulpasi, gobek kordonu ve plasenta dokular1 gibi ¢ok
sayida yetiskin ve perinatal dokudan izole edilmis ve ¢ogaltilmistir (Resim 10.) (17).
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Resim 10. Mezenkimal kok hiicrelerin kaynaklari
Mezenkimal kok hiicreler, doku onarimi ve yara iyilesmesinde rol oynamaktadir.

Mezenkimal kok hiicreler, kendilerini yenileme potansiyelleri, ¢esitli hiicre tiplerine
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farklilasmalar1 ve giiclii bir cogalma kapasitesi gostermektedir (18). 2006 yilinda
belirlenen kriterlere gore, mezenkimal kok hiicrelerin standart kiiltiir kosullar1 altinda
plastige yapigsmasi, CD105,CD73 ve CD90 dahil olmak iizere spesifik yiizey antijenlerini
ifade etmesi ve CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 gibi hematopoetik
belirtecleri ve ayrica sinif I HLA molekiillerini ifade etmemesi gerekmektedir (19).
Mezenkimal kok hiicreler, giliclii immiinodiilator fonksiyonlara sahiptir ve hem dogustan
hem de adaptif bakigiklik hiicreleriyle etkilesime giren ¢oziiniir faktdrleri salgilayarak in
vivo homeostazin korunmasina yardimci olur (20). Mezenkimal kok hiicreler,
immiinomodiilasyon, anjiyogenez ve doku onariminda temel rollere sahip sitokinler,
kemokinler ve ¢oziiniir faktorler dahil olmak iizere bir dizi biyoaktif molekiil
tiretmektedir. Bu molekiillerden bazilari, nitrik oksit (NO), prostaglandin E2 (PGE2),
interlokin-10 (IL-10), interlokin-6 (IL-6) ve insan 16kosit Antijen-G’dir (HLA-G) (21).
Dogustan gelen bagisiklik sistemi iginde makrofajlar ve notrofiller, inflamasyon ve doku
onariminda onemli roller oynar. ltihapli veya hasarli dokularda, mezenkimal kok
hiicrelerin, makrofajlarin hem M1 hem de M2 fenotiplerine farklilasmasini1 destekledigi
gosterilmistir. M1 makrofajlar1 gii¢lii antibakteriyel aktivite gosterirken, M2 makrofajlari
trofik faktorler ve interlokin-10 salgilayarak ve apoptotik hiicrelerin temizlenmesini
kolaylastirarak inflamasyonun ¢oziilmesine ve doku onariminin desteklenmesine
yardimec1 olur (20).

Ek olarak, mezenkimal kok hiicreler, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF),
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), hepatosit biiyiime faktori (HGF),
dontstiiriicti bliylime faktori-beta 1 (TGF-B1) ve interlokin-8 (IL-8) dahil olmak {izere
cesitli yara iyilestirme faktorleri salgilar. Parakrin sinyalleme yolu ile bu faktorler
hiicrenin hayatta kalmasini, gociinii ve hiicre dis1t matris (ECM) birikimini tetikleyerek
doku rejenerasyonu ve onarimi ile sonuglanir (21).

Mezenkimal kok hiicreler, baslangigta 6ncelikli olarak doku onarimi ve rejenerasyonu
icin kullanilmistir. Daha sonra, greft-versus-host hastaligi (GVHD), lupus ve Crohn
hastalig1 gibi otoimmiin hastaliklar1 tedavi etmek i¢in giderek daha fazla kullanilmigtir.
Dahasi, mezenkimal kok hiicrelerin klinik potansiyeli miyokard enfarktiisii, felg, multipl
skleroz, karaciger sirozu, diyabet, akciger yaralanmalar1 ve kanser tedavisine kadar

genisletilmistir (17).
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2.5.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karaciger Hasar1 Onarim

Mezenkimal kok hiicreler, karaciger hasar1 vakalarinda potansiyel terapdtik
uygulamalariyla giderek daha fazla kullanilmaktadir. Dogrudan hepatositlere
farklilagarak, inflamatuar yanitlar1 diizenleyerek ve bagisiklik fonksiyonlarini
diizenleyerek karaciger rejenerasyonunda rol oynarlar. Ayrica, hepatik yildiz hiicrelerinin
aktivasyonunu bloke ederek kolajen birikimini azaltir. Mezenkimal kok hiicreler, ayrica
hepatositlerin dejenerasyonunu ve nekrozunu dnlemeye yardimeci olarak hiicre sagligini
ve dengesini korurlar.

Hiicre canliliginin korunmasi: Mezenkimal kok hiicreler hepatositlere doniisme
yetenegine sahiptir ve boylece karaciger rejenerasyonunu destekler.

Inflamatuar mikrogevrenin modiilasyonu: Karaciger hasaryla iliskili inflamatuvar yanut,
oncelikle makrofajlarin  polarizasyonu ve notrofillerin  anormal  katilimindan
etkilenmektedir. Yapilan c¢alismalar, mezenkimal kok hiicrelerin makrofajlar1 pro-
inflamatuar bir fenotipten anti-inflamatuar bir fenotip haline getirmeye yardimci olan
PGE2, TNF-a, ST6, IL-6 ve IDO gibi ¢esitli medyatorler salgiladigini gostermektedir.
Bu gecis, pro-inflamatuar sitokin seviyelerinin diismesine ve karacigerdeki inflamatuar
hiicrelerin infiltrasyonunun azalmasina katkida bulunur.

Antifibrotik etkiler: Mezenkimal kok hiicreler, karaciger fibrozisini azaltarak karaciger
hasarinin onariminda kritik 6neme sahiptir. Yapilan bir ¢alismada, bir enfeksiyonun
neden oldugu karaciger hasart yasayan bir fare modelinde, insan gobek kordonu
mezenkimal kok hiicrelerinden elde edilen eksozomlarla tedavi, a-SMA, kolajen tip I ve
kolajen tip III seviyelerinde belirgin bir diisiise yol acarak karaciger fibrozunda

iyilesmeye neden olmustur (19).

2.5.2. Adipoz Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicre

Adipoz dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin diger kdk hiicre tiplerine gore
birgok avantaj1 vardir. Yag dokusunun deri alt1 bolgedeki lokalizasyonuna bagli olarak
elde edilmeleri kolaydir ve daha az donér morbiditesine neden olabilirler. Ayrica, yag
dokusunda bol miktarda adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre bulunur ve bu da yiiksek
miktarda adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre izolasyonunu miimkiin kilar (22).
Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler, tim mezenkimal kok hiicreler tarafindan
paylasilan temel 6zellikler sergiler; bunlar arasinda ¢oklu potansiyel, immiinomodiilator

kapasite ve tipik yiizey belirteci ekspresyonu bulunur (23). Calismalar, adipoz kaynakli

17



mezenkimal kok hiicrelerin lipid metabolizmasini diizenleme, inflamasyonu azaltma,
oksidatif stresi hafifletme ve anti-fibrozis gibi mekanizmalar yoluyla alkolsiiz yaglh

karaciger hastaliginin semptomlarini etkili bir sekilde iyilestirebilecegini gdstermistir
(24).

2.6. Bor
Iz element bor, metaloid ailesine aittir ve dogada element formunda bulunmaz, bunun

yerine  diger  elementlerle  bilesikler  olusturur  (Resim 11.) (25).
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Resim 11. Bor atomik yapis1

Bor, belirli bakteriler, bitkiler, mantarlar ve algler i¢in hayati 6nem tasiyan bir mikro
besin gorevi gérmektedir. Bir¢ok tiir i¢in yasamin kokeni ve gelisiminde rol alan bir
prebiyotik olarak siniflandirilmaktadir. Saglikli dokularda bor bilesigi olan borat veya
borik asit bulunmaktadir. Borun 6zellikleri arasinda, anti-bakteriyel, anti-inflamatuar ve
yara iyilestirici olmasi bulunmaktadir. Bu 6zelliklere ek olarak, kemik biiylimesi ve
bakimi, hormon aktivitesi ve zihinsel siire¢ler de dahil olmak iizere ¢esitli metabolik
stireglerde kullanildig1 kesfedilmistir (26). Bor, toprak, su, bitkiler, mineraller, deniz
yosunu, volkanlar ve siit liriinleri gibi bir¢ok yerde bulunmaktadir. Diinya {izerinde,
Amerika Birlesik Devletleri’nin biiyiik bir kismi1, Brezilya ve Japonya gibi yiiksek yagis

alan bolgelerde sizintt nedeniyle topraktaki bor seviyeleri daha diisik olmak
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egilimindedir. Buna karsilik, Tiirkiye’nin baz1 bolgeleri, Kaliforniya, Sili, Rusya ve Cin

gibi kurak bolgelerde nispeten yliksek bor konsantrasyonlar1 bulunur (Resim 12.).

Peru, 24, Boron reserves (Kllutﬂn) Argentina,

% Bolivia, 21, 1% Kazakhstan, 16, 1% 10, 1%
Chile, 45,3% __ Serbia, 27, 2%
China, 52, 3% — =
United States, 88,

6%
Russia, 110, 8% _

W Turkey ® Russia E United States & China m Chile

= Serbia mFPeru m Bolivia m Kazakhstan ®Argentina

Resim 12. Bor rezervleri

Bor, genel olarak anatomi, farmakoloji, patoloji, parazitoloji, tip, iireme, biyokimya ve
tarim gibi birgok alanda da kullanilmaktadir. Borun ana kaynaklar1 arasinda boraks,
kernit, kolemanit ve iileksit gibi mineraller bulunmaktadir. Bor ile saglik alaninda yapilan
calismalar ¢ok yonliidiir. Kemik dokusu {izerinde yapilan calismada, kemik
mineralizasyonunu ve kemigin giiclinii arttirdigi gozlenmistir. Deri {lizerinde yapilan
caligmada, yara iyilesmesini destekledigini ve derideki iltihab1 azalttig1 gozlenmistir.
Kalp {izerinde yapilan calismada, miyokardiyal fibrozisi ve apoptozu azalttig
gozlenmigstir. Karaciger iizerinde yapilan ¢alismada, hiicresel onarim ve detoks
stireclerini gelistirerek karaciger dokusunun yenilenmesini destekledigi gozlenmistir

(25).

2.6.1. Sodyum Pentaborat-pentahidrat (NaB)

Sodyum pentaborat pentahidrat (NaB) bor bilesiklerinin sentez iirliniidiir. Bazi
caligsmalarda, sodyum pentaborat pentahidratin hiicre ¢ogalmasini destekledigi ve kemik
sagligina katkida bulundugu bildirilmistir. Bunun yani sira sodyum pentaborat

pentahidratin yanik ve yara iyilesmesi ve anti-mikrobiyal aktivite gosterildigi
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bildirilmistir. Bu 6zellikleri sebebiyle sodyum pentaborat pentahidrat yara bakimi ve

enfeksiyon uygulamalari i¢in dikkat ¢ekici bir tiriindiir (27).

2.7. Kurkumin

Modern medeniyetin yogun gelisimi ve ilag endiistrisindeki ilerlemelerle birlikte, insan
sagligini ve yasam siiresini etkileyen ¢ok sayida ilacin iiretimi artik kolaylasmis haldedir.
Bununla birlikte, dogal {iriinler, benzer biyoaktif etkiler gosteren uygulanabilir alternatif
tedavi yontemleri sunmaktadir. Yiizyillardir Asya’da kullanilan kurkumin, bu bahsedilen
bilesiklere bir ornektir. Curcuma longa L. (zerdegal) (Resim 13.) koksapindan elde
edilen baglica kurkuminoiddir (28) . Kendine 6zgli turuncu-sar1 rengi, zerdecgalin
bilesiminin yaklagik %2-8’ini olusturan lipofilik polifenolik bilesikler olan
kurkuminoidlere atfedilir (29).

Resim 13. Curcuma longa L.

Kimyasal olarak 1,7 - bis(4hidroksi-3-metoksifenil) - 1,6 — heptadien - 3,5 - dion olarak
tanimlanan kurkumin, dogal ve biyoaktif bir fitokimyasaldir (Resim 14.) (28).4 0
yiizyildan uzun siiredir kurkumin, mide, karaciger ve bobrek iltihab1 dahil olmak iizere

cesitli yaygin rahatsizliklari tedavi etmek i¢in geleneksel tipta kullanilmaktadir (30).
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Curcumin

Resim 14. Kurkumin

Kurkumin, antioksidan, lipit diizenleme, antibakteriyel, antiviral ve antikanser etkiler de
dahil olmak tizere bir¢cok farmakolojik aktivitelere sahip olan bir polifenolik bir bilesiktir
(31). Kurkuminin, anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellikleri sebebiyle ¢esitli metabolik
hastaliklarda, ndrodejeneratif hastaliklarda, kanserde ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
miilkemmel Onleyici ve terapdtik etkileri goriilmiistiir. Kurkuminin, alkolsiiz yagh
karaciger hastalig1 iizerinde ise lipid ve kan glikoz seviyelerindeki anormallikleri
tyilestirebildigi, oksidatif stresi ve iltithab1 azaltabildigi ve insiilin duyarliligini
arttirabildigi goriilmiistiir (32). Kurkuminin karaciger iizerindeki bir bagka etkisi ise, in
vitro ve in vivo ¢alismalarda, kurkuminin leptin sinyallemesini bloke ederek, glikoz ve
lipit metabolizmasini diizenleyerek ve hiicre dis1 matris sentezi ve bozunumu dengesini
koruyarak hepatik stellat hiicre aktibasyonunun inhibe edilebilecegidir (33). Kurkumin,
bunlarin yani sira, yag hiicrelerindeki pro-inflamatuar sitokin diizeylerini diisiirlir ve
mitokondriyal biyogenez yoluyla hepatik lipogenezi de diizenlemektedir (34). Yapilan
bir baska ¢alismada, kurkuminin, alkole bagli olmayan karaciger hastaliginin fibrozis

durumuna ilerlemesini 6nledigi ve karaciger kanseri riskini diistirdiigii gosterilmistir (35).
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2.8. Piperin

Piperin, karabiberin keskinliginden sorumlu olan bir alkaloittir (29). Uzun biber (Piper
longum L.) ve karabiber (Piper nigrum L.) yliksek piperin i¢erigine sahiptir (Pip1) (Resim
15) (36).

A

o ~ ~ O>
O
Piperine

Resim 15. Piperin

A. Piper nigrum L. B. Piper longum L.

Piperinin, antioksidan, anti-obezite, kardiyoprotektif, hepatoprotektif , anti-kanser,
antispazmodik, anti-hiperlipidemik, salgi Onleyici, immiinomodiilatér, ve anti-
inflamatuar 6zellikler dahil olmak {izere ¢esitli fizyolojik etkileri bulunmaktadir (29, 36).
Bu o6zelliklerin yani sira piperin, dozlama sikligim1 ve dozajim1 azaltarak ilag
molekiillerinin biyoyararlanimini iyilestirme yetenegine sahiptir (37). Bu sebeple,
kurkumin takviyeleri, biyoyararlanimin1 arttirmak ic¢in piperin gibi bilesiklerle
birlestirilmektedir (38). Yapilan bir ¢alismada, kurkumin ve piperin kombinasyon halinde
oral yolla uygulandiginda insanlarda biyoyararlaniminin 45 dakika i¢inde %2000’e kadar
onemli Olgiide arttirilabilecegi dogrulanmistir (29).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Calisma, Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’ndan 17.04.2025
tarihinde Etik Kurul onay1 alindiktan sonra baslatilmis olup tiim g¢alisma siireci deney
hayvanlar g¢alisma etigine uygun olarak yiiritiilmiistiir. Calismanin adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicre eldesi ve adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelere sodyum
pentaborat-pentahidrat + kurkumin + piperin ile muamele edilmesi Yeditepe
Universitesi’nde, deney hayvanlarinda hastalik modeli olusturulmasi ve enjeksiyonlarmn
yapilmas1 Gaziantep Universitesi Deney Hayvanlar1 Merkezi’nde gergeklestirilmistir.
Histolojik calismalar ise Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Calismamizda 8-10 haftalik 250-300 g agirliginda
24 adet Wistar albino erkek sican (Gaziantep Universitesi, Deney Hayvanlari
Merkezi’nden alinan) kullanilmistir. Siganlar altlar1 plastik, iistii tel olan 6zel kafeslere
yerlestirilmistir. Calisma boyunca tim hayvanlar 12 saat giindiiz, 12 saat gece
dongiisiinde olmak tizere 151k ve 1s1 ayarlanmis odada barindilar. Ad libitum olacak

sekilde standart rat yemi ve ¢esme suyu ile beslendiler.
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3.2. Gruplarin Olusturulmasi
Sicanlar rastgele drnekleme yontemi ile secilmistir ve her grupta 6 erkek sigan bulunacak
sekilde dort gruba ayrilmistir.

1. Grup: Sham kontrol grubu (sham) (n:6)

Resim 16. Sham Kontrol Grubu

2. Grup: Karbontetrakloriir grubu (CCls) (n:6)

Resim 17. Karbontetrakloriir Grubu

3. Grup: Karbontetrakloriir+tAdipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre grubu
(CCl4+AK-MKH) (n:6)

24



B oci, , pereteimal £
Bl

Resim 18. Karbontetrakloriir + Mezenkimal Kok Hiicre Grubu
Grup: Karbontetrakloriir + Sodyum pentaborat-pentahidrat+kurkumin+piperin ile
muamele edilmis adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre grubu

(CClgt+NaB+Cur+Pip+AK-MKH) (n:6) (Tablo 1).

Resim 19. Karbontetrakloriir + Sodyum pentaborat-pentahidrat + Kurkumin +
Piperin + Mezenkimal K6k Hiicre Grubu
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Tablo 1. Gruplarin olusturulmasi

Grup Hayvan Sayisi

1. Grup Sham (n:6)

2. Grup CCls (n:6)

3. Grup CCl4+AK-MKH (n:6)

4. Grup CCl4+ NaB-Cur-Pip-AK-MKH (n:6)

3.3. . Hiicre Kiiltiiri

3.3.1 Hiicre Cozme

Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre hatt1 kullanilmistir. Her dondurulmus hiicre
hattin1 canlandirmak icin, kriyovial tiipleri (TPP 89020, Isvigre) azot tankindan alindiktan
sonra nazik¢e ¢oziildii. Kriyovial tiiplerindeki yaklagik 1,5 ml igerik, miimkiin olan en
kisa siirede 2 ml biiyiime ortami igeren 15 ml'lik Falcon tiipiine (Isolab, Almanya)
aktarildi ve ardindan 1300 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz, dimetil siilfoksitten
(DMSO, #D4540, Sigma-Aldrich, ABD) kurtulmak i¢in atildi ve pelet taze biiyiime
ortamu ile siispanse edildi. Daha sonra hiicreler, %10 1s1yla inaktive edilmis Fetal Sigir
Serumu (FBS) (Gibco 10500-056, Thermo Fisher Scientific, ABD) ve %l
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (PSA, Invitrogen, Gibco, Ingiltere) igeren biiyiime
ortamindaki doku kiiltiirli sisesine ekildi. Tiim hiicreler, 37°C, %95 nem ve %5 CO2
kosullarinda nemli bir inkiibatérde (HF240 Lab CO2 Inkiibatdrii, Heal Force, Cin) inkiibe
edildi.

3.3.2 Hiicre Hatlan ve Kiiltiir Kosullar:

Yag dokusundan elde edilen kok hiicreler (AKMKH’ler), %10 FBS ve %l
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin ekilmis diisiik DMEM ortaminda (Gibco 31885-023,
Thermo Fisher Scientific, ABD) kiiltiire alindi. Tiim hiicreler, 37°C'de, %95 hava ve %5
CO2 kosullarinda nemlendirilmis inkiibatorde kiiltiire edildi.
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3.3.3 Hiicre Cogaltilmasi

Hiicreler %70-80 konfluansta pasajlandi. Hiicre monokatmani bir kez 1X Dulbecco fosfat
tamponlu salin (DPBS) (Gibco 14190-094, ABD) ile yikand1 ve %0,25 tripsin-EDTA
(Gibco 25200056, Thermo Fisher Scientific, ABD) ile 37°C'de 5 dakika inkiibe edildi.
Tripsin aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in hiicre siispansiyonuna tam biiyliime ortami
eklendi. Ardindan hiicre stispansiyonu 300xg'de 5 dakika santrifiij edildi, pelet 6zel tam
bliylime ortaminda yeniden siispanse edildi ve hiicreler hiicre kiiltiirii siselerine (TPP

90026, Isvicre) ekildi (Resim 20).

Resim 20. Hiicre kiiltiirii yapilmasi

3.3.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Dondurma soliisyonu, %10 DMSO ve %90 tam biiylime ortam1 karistirilarak hazirlandi.
Hiicre pelleti, her kriyo-ovialde 1 x 106 hiicre/mL hiicre yogunluguna sahip 1 mL
dondurma karisimi soliisyonunda yeniden siispanse edildi. Hiicreler, uzun siireli saklama
i¢in s1v1 nitrojen tankina aktarilmadan 6nce, hemen -80°C dondurucuda (New Brunswick,

U410, Almanya) bir gece bekletildi.

27



3.3.5. MTS Hiicre Canhlik Testi

MTS testi, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan MTS tetrazolyum bilesiginin
¢oziinilir bir formazan boyasina indirgenmesiyle hiicre canlilifini dlgen bir kalorimetrik
testtir. AKMKH'ler, 96 kuyulu plakalara (TPP, Isvicre) 5000 hiicre/kuyu yogunlugunda
ekildi. Kurkumin stok soliisyonu (50 mmol/L) ve piperin stok soliisyonu (10 mmol/L)
DMSQO'da hazirlandi. Sodyum pentaborat pentahidrat (NaB) stok sollisyonu ise
besiyerinde hazirlandi. Farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 30, 40 ve 50 umol/L)
Kurkumin, farkli konsantrasyonlarda (10, 8, 6, 4, 2, 1 umol/L) Piperrin ve farkli
konsantrasyonlarda (5000, 2500, 2000, 1500, 1000, 500 ve 250 pug/ml) NaB biiylime
ortamlarinda hazirlandi. Kurkumin, NaB ve Piperin kombinasyonunun farkli
konsantrasyonlar1 (30 uM + 1000 pg + 6 uM, 30 umol + 500 pg + 6 uM, 20 pmol + 1000
pug + 6 uM ve 20 uM + 500 pg + 6 umol) ortamlarda hazirlandi. 24 saat sonra hiicreler,
24, 48 ve 72 saat boyunca belirtilen konsantrasyonlarda isleme tabi tutuldu. Hiicre
canliligi, reticinin talimatlarina gére MTS reaktifi (3-(4,5-di-metil-tiyazol-2-il)-5-(3-
karboksi-metoksi-fenil)-2-(4-siilfo-fenil)-2H-tetrazolium) (#G3582, CellTiter96
AqueousOne Solution; Promega, Southampton, BK) ile odl¢iildii. Kisaca, hiicrelerin
Curcumin, Piperin ve NaB ile tek basina veya Curcumin, Piperrin ve NaB kombinasyonu
ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmesinin ardindan, DPBS'de %10 MTS reaktifi ve 4,5 g/L
D-glikoz igeren bir karisim hazirlandi, ardindan her kuyucuga 100 pL MTS karisimi
eklendi ve bu hiicreler daha sonra 37°C'de 1,5 saat inkiibe edildi. 490 nm'deki absorbans,
Varioskan LUX Cok Modlu Mikroplak Okuyucu (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilarak tespit edildi (Resim 21.).
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Resim 21. MTS Deneyi yapilmasi

3.4. Kok Hiicrelerin intraperitoneal Yolla Verilmesi

Elde edilen MTS sonuglan ile birlikte, hazirlanan adipoz kaynakli mezenkimal kok
hiicreler ve NaB+Cur+Pip ile muamele edilmis mezenkimal kok hiicreler cogaltildiktan
sonra santrifiij edilmis ve pellet 500 ul PBS icinde resilispanse edilip insulin enjektorii ile

cekilmistir ve deney hayvanlarina intraperitoneal yolla enjekte edilmistir.

3.5. Gruplara Enjeksiyon Uygulamalar
1. Grup: Sham kontrol grubu (sham) (n:6)
Bu grup sicanlar sham kontrol grubudur. Normal gece giindiiz dongiisii i¢erisinde
barinmislardir. Ad libitum olarak standart yemi ve su ile beslendiler. Diger
gruplara yapilan madde enjeksiyonunun toplam hacmi kadar haftada iki kez
sadece zeytinyagi enjekte edildi. 6. Haftanin sonunda bu grup i¢in enjeksiyon
yapilmasi sonlanmis oldu. 10. Haftanin sonunda sakrifikasyon yapilmistir.

2. Grup: Karbontetrakloriir grubu (CCls) (n:6)
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Bu grup sicanlar hastalik grubudur. Normal gece giindiiz dongiisii igerisinde
barmmislardir. Ad libitum olarak standart yemi ve su ile beslendiler. Haftada iki
kez olmak {iizere, alt1 hafta boyunca 0,5 ml/kg karbontetrakloriir maddesi 1:3
oraninda zeytinyaginda seyreltilerek intraperitoneal yolla enjekte edilmis ve
karaciger fibrozisi hastalik modeli olusturulmustur. Herhangi bir tedaviye yonelik
uygulama yapilmamustir. 6. Haftanin sonunda bu grup i¢in enjeksiyon yapilmasi
sonlanmis oldu. 4 hafta boyunca beklemeye birakildi. 10. Haftanin sonunda
sakrifikasyon yapilmistir.

. Grup: Karbontetrakloriir + Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre grubu
(CCl4+AK-MKH) (n:6)

Bu grup sicanlar hastalik ve tedavi grubudur. Normal gece giindiiz dongiisii
icerisinde barinmiglardir. Ad libitum olarak standart rat yemi ve su ile beslendiler.
Haftada iki kez olmak iizere, alt1 hafta boyunca 0,5 ml/kg karbontetrakloriir
maddesi 1:3 oraninda zeytinyaginda seyreltilerek intraperitoneal yolla enjekte
edilmis ve karaciger fibrozisi hastalik modeli olusturulmustur. 6. Haftanin
sonunda bu grup icin karbontetrakloriir enjeksiyonu yapilmasi sonlanmis oldu.
Hastalik olusturulduktan sonra 2 haftada bir olmak iizere adipoz kaynakli
mezenkimal kok hiicreler ¢ozdiriilmiistiir ve intraperitoneal yolla enjekte
edilmistir. Her doz 3x10° hiicre 500 pl dPBS igerisinde olacak sekilde
uygulanmistir. 10. haftanin sonunda sakrifikasyon yapilmistir.

. Grup: Karbontetrakloriir + Sodyum pentaborat-pentahidrat+kurkumin+piperin
ile muamele edilmis adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre grubu
(CClstNaB+Curt+Pip+AK-MKH) (n:6)

Bu grup sicanlar hastalik ve tedavi grubudur. Normal gece giindiiz dongiisii
igerisinde barinmiglardir. Ad libitum olarak standart rat yemi ve su ile beslendiler.
Haftada iki kez olmak iizere, alti hafta boyunca 0,5 ml/kg karbontetrakloriir
maddesi 1:3 oraninda zeytinyaginda seyreltilerek intraperitoneal yolla enjekte
edilmis ve karaciger fibrozisi hastalik modeli olusturulmustur. 6. Haftanin
sonunda bu grup i¢in karbontetrakloriir enjeksiyonu sonlanmis oldu. Hastalik
olusturulduktan sonra 2 haftada bir olmak iizere sodyum pentaborat-pentahidrat+
kurkumin-+piperin ile muamele edilmis adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler
¢ozdiiriilmiistiir ve intraperitoneal yolla enjekte edilmistir. Her doz 3x10° hiicre
500 pl dPBS igerisinde olacak sekilde uygulanmistir. 10. Haftanin sonunda
sakrifikasyon yapilmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Gruplara Enjeksiyon Uygulanmasi

Grup No Grup ad1 Uygulama Sakrifikasyon
1 Sham Grubu (n:6) 6 hafta, haftada 2 10. haftanin
kez zeytinyag1 sonu
2 Karbontetrakloriir (CCls) 6 hafta, haftada 2 10. haftanin
Grubu (n:6) kez CCly sonu

Karbontetrakloriir (CCls) + 6 hafta, haftada 2

3 kez CCl4 10. haftanin
Adipoz kaynakli mezenkimal 4 hafta, 2 haftadabir sonu
kok hiicre (AK-MKH) grubu MKH

(n:6)
Karbontetrakloriir (CCls) + 6 hafta, haftada 2
4 kez CCl4
Sodyum pentaborat - 4 hafta, 2 haftada bir 10. haftanin

pentahidrat + kurkumin + NaB+Cur+Pip+AK- sonu
piperin + adipoz kaynaklhi MKH
mezenkimal kok hiicre grubu

(NaB+Cur+Pip+AK-MKH

3.6. Sakrifikasyon ve Karaciger Dokusunun Alinmasi

Deney hayvanlar1 sakrifikasyon islemine baglamadan oOnce tartildi. Daha sonra
intraperitoneal olarak ksilazin (10 mg/kg) ve ketamin (50 mg/kg) uygulanarak genel
anesteziye alindi. Hayvanlarin anestezi altinda olup olmadiklar1 arka ayaklarinin pensetle
sikistirilmasina verdikleri tepki ile test edildi. Diseksiyon masasinda sirt iistii yatirilan
hayvanlarin karin duvari kesilerek a¢ildi ve karacigerleri alindi. Karacigerin tamami bir
biitiin halinde 151k mikroskobu ¢alismalari i¢in formalin fiksatifine alindi. Ayn1 anda pens
ve makas yardimiyla yukariya dogru ilerleyerek kalp ortaya cikarildi ve sol ventrikiil
apeksinden insiilin enjektorii ile 1 ml kan alindi. Alinan kan, serum elde edilmesi i¢in sar1

kapakli kan tiiplerine konuldu. Hayvanlar sakrifiye edilmeden 6nce diger organlardan
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akciger, bobrek, kalp, beyin, goz ve testisler alindi. Dokular ¢ikarildiktan sonra sicanlar

servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

3.7. Kan Santrifiijii

Sakrifikasyon esnasinda alinan kanlar, Thermo Scientific SL 16R santrifiij cihazinda,
5000 rpm’de 10 dakika olacak sekilde santrifiijlendi. Daha sonrasinda elde edilen
serumlar, eppendorf tiiplerine konularak daha sonra ALT-AST ¢alismak iizere -80° de

muhafaza edildi.

3.8. Doku Takibi

Sakrifikasyon esnasinda alinan tiim dokular %10’luk hazirlanmis olan formaldehit
icerisine alindi. 48 saati gegen bir siirede formaldehit igerisinde kalarak fiksasyonu
yapildi. Formaldehit icerisindeki karaciger dokularindan doku takibi i¢in kiigiik pargalar

alinarak, doku kasetlerine konuldu (Resim 22.).

Resim 22. Doku takibi

Bir gece akarsuda bekletilerek, formaldehit dokudan uzaklastirildi. Kalan formaldehiti
dokulardan tamamen uzaklastirabilmek igin bir dizi alkol serisi yapilmaya baslandi. ilk
olarak dokular 400 ml %70’lik alkol icerisine alinarak 20 dakika bekletildi. Daha sonra
dokular, 400 ml %80 alkole alinarak 20 dakika bekletildi. 400 ml %80 alkolden ¢ikarilan
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dokular, 400 ml %96°1ik alkole alinarak 90 dakika bekletildi. 90 dakika sonunda ¢ikarilan
dokular tekrar 400 ml %96’lik alkole alind1 ve 90 dakika bekletildi. Ardindan dokular
son alkol adimi olan %96’lik alkolde 60 dakika daha bekletildi. Alkolden c¢ikarilan
dokular, 200 ml %96’lik alkol ve 200 ml ksilenden olusan karisim igerisine alind1 ve 30
dakika bu karisim i¢erisinde bekletildi. Daha sonrasinda bu karisimdan ¢ikarilan dokular
bir dizi ksilen serisine tabii tutuldu. Dokular 400 ml ksilen igerisine alinarak 15 dakika
bekletildi. Ardindan ikinci 400 ml’lik ksilene koyulan dokular 15 dakika daha bekletildi.
Ksilenden ¢ikarildiktan sonra 55°-60° etiive konularak, 200 ml ksilen ve 200 ml parafin
igerisine alindi. Daha sonra 55°-60° etiivde, 400 ml parafin igerisine konulan dokular 60
dakika bekletildi. Ardindan ikinci parafin islemi igin, 55°-60° etiivde 400 ml parafin
igerisine konularak 60 dakika daha bekletildi ve sonugta doku takibi agamalar bitirildi.

Tablo 3. Doku Takibi

Doku Takibi Adimlar Siire

%70 Alkol 20 dakika
%80 Alkol 20 dakika
%96 Alkol 90 dakika
%96 Alkol 90 dakika
%96 Alkol 60 dakika
Alkol-Ksilen 30 dakika
Ksilen 15 dakika
Ksilen 15 dakika
Ksilen-Parafin 15 dakika
Parafin 60 dakika
Parafin 60 dakika

3.9. Bloklama-Parafine Gomme
Doku takibinin bitmesinin ardindan, etiivden ¢ikarilan dokular Leica HistoCore Arcadia
H marka parafin gdmme cihazina alindi. Celik gomme kaliplarina bir miktar parafin

eklendi ve iizerine kasetlerden ¢ikarilan kiiciik karaciger parcalar yerlestirildi. Ardindan
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tekrar dokularin iizerine parafin eklenerek, etiketlerin bulundugu kasetlerle kapatilarak
Leica HistoCore Arcadia C donma cihazinin tizerine birakildi. Bir saat dokularin donmasi
beklendi. Tiim dokular i¢in ayni1 islemler uygulandiktan sonra ¢elik gdmme kaliplarindan

cikarildi ve kesit almak icin hazir hale getirildi.

3.10. Kesit Alma

Parafine gomiilerek bloklanan dokular, Leica RM 2245 marka mikrotom cihazinda 20
um kalinliginda trimlenmeye basladi. Doku parcasina ulasilana kadar trimlendi. Dokuya
ulasildiginda 4 pm kalinliginda kesitler alinmaya baslandi. Her 4 pm kalinliginda alindan
kesitten sonra, 20 um trim yapilarak dokunun farkli alanlarimin da taranabilmesi
amagclandi. Her hayvandan, 5 adet hematoksilen-eozin boyama i¢in, 5 adet pikro sirius
kirmizist boyama i¢in toplamda 10 lam olacak sekilde kesit alindi. Her lam igerisinde 3
doku kesiti bulunmasi sebebiyle, her hayvan i¢in 10x3 kesit alinmis oldu. Tim

hayvanlardan kesitler alindiktan sonra boyama asamasina gegildi.

3.11. Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen-Eozin boyama yapilacak olan lamlar bir dizi islemden gecirildi. ilk olarak
kesitlerin oldugu lamlar, 55°-60° Elektro-mag 5040BP marka etiivde 60 dakika
bekletilerek, kesitlerin etrafinda bulunan parafinlerin eritilmesi saglandi. Sonrasinda ise
bir dizi ksilen islemi yapilarak lam tizerinde kalan parafinlerin tamamen arindirilmasi
amaclandi. Boyama sepeti icerisine dizilen lamlar, soguk ksilen 1’e alind1 ve 15 dakika
boyunca lamlar i¢erisinde bekletildi. Ardindan soguk ksilen 2’ye alinan lamlar 20 dakika
stireyle bekletildi. Son olarak soguk ksilen 3’e alinan lamlar 20 dakika bekletildi ve ksilen
islemleri bitmis oldu. Ksilenden ¢ikarilan lamlar 5-10 saniye ac¢ik hava bekletildi ksilenin
ucurulmasi amaglandi. Ardindan bir dizi alkol serisine tabii tutuldu. %96’lik alkole
konulan lamlar 5 dakika bekletildi. Daha sonra ikinci %96’lik alkole konuldu ve burada
da 5 dakika bekletildi. Ardindan %80’lik alkole alind1 ve burada da 5 dakika bekletildi.
Son olarak %70’lik alkole alind1 ve 5 dakika bekletildi. Alkol serisi burada bitmis oldu
ve hemen ardindan distile suya konulan lamlar, 5 dakika sonra ¢ikarildi. Hematoksilen
boyasinin i¢ine alinan lamlar, 12 dakika bekletildi. Boya i¢inden ¢ikarilan lamlar, akarsu
altinda 5 dakika boyunca yikandi ve fazla boyanin arindirilmasi amaglandi. Akarsudan
alinan lamlar asit-alkol karisimina daldirilip ¢ikarildi. Hemen ardindan 3 dakika siireyle
eozin boyasinin igerisine alindi. Eozin igerisinden c¢ikarilan lamlar, %80’lik alkole

daldirilip ¢ikarildi ve daha sonra %96’lik alkole daldirilip ¢ikarildi. 5-10 saniye siireyle
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acik havada bekletilip alkoliin ugurulmasi amaglandi. Son adim olarak, ksilen 1’e alinip

5 dakika bekletildi ve ardindan ksilen 2’ye alinarak kapatma islemine gecildi.

Tablo 4. Hematoksilen-Eozin Boyama

Hematoksilen-Eozin Boyama Siire

Soguk Ksilen-1 15 dakika
Soguk Ksilen-2 20 dakika
Soguk Ksilen-3 20 dakika
%96 Alkol 5 dakika
%96 Alkol 5 dakika
%80 Alkol 5 dakika
%70 Alkol 5 dakika
Distile su 5 dakika
Hematoksilen 12 dakika
Akarsu 5 dakika
Asit-alkol Daldir-¢ikar
Eozin 3 dakika
%80 Alkol Daldir-¢gikar
%96 Alkol Daldir-¢ikar
Ksilen-1 5 dakika
Ksilen-2 Kapatmadan 6nce

3.12. Pikro Sirius Kirmizis1 Boyama

Picro Sirius Kirmizis1 boyama yapilacak olan lamlar bir dizi islemden gegirildi. ilk olarak
kesitlerin oldugu lamlar, 55°-60° etiivde 60 dakika bekletilerek, kesitlerin etrafinda
bulunan parafinlerin eritilmesi saglandi. Sonrasinda ise bir dizi ksilen islemi yapilarak
lam {izerinde kalan parafinlerin tamamen arindirilmasi amaglandi. Boyama sepeti
igerisine dizilen lamlar, soguk ksilen 1’e alind1 ve 15 dakika boyunca lamlar igerisinde

bekletildi. Ardindan soguk ksilen 2’ye alinan lamlar 20 dakika stireyle bekletildi. Son
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olarak soguk ksilen 3’e alinan lamlar 20 dakika bekletildi ve ksilen islemleri bitmis oldu.

Ksilenden ¢ikarilan lamlar 5-10 saniye agik hava bekletildi ksilenin ugurulmasi

amagclandi. Ardindan bir dizi alkol serisine tabii tutuldu. %96’lik alkole konulan lamlar 5
dakika bekletildi. Daha sonra ikinci %96’lik alkole konuldu ve burada da 5 dakika
bekletildi. Ardindan %80’lik alkole alind1 ve burada da 5 dakika bekletildi. Son olarak
%70’1ik alkole alind1 ve 5 dakika bekletildi. Alkol serisi burada bitmis oldu ve hemen

ardindan distile suya konulan lamlar, 5 dakika sonra ¢ikarildi. Distile sudan ¢ikarilan

lamlar, 60 dakika boyunca picro sirius kirmizisi boyasina alindi. Bu silire sonunda

cikarilan lamlar, 2 kez asetik asite batirilip ¢ikarildi. Ardindan kalan fazla boyalardan

arindirilmasi i¢in iki adiml alkol dizisine ge¢ildi ve %96’lik alkole batirilip ¢ikarildi.

Ikinci %96’1ik alkole batirilip ¢ikarildiktan sonra ksilene alindi. Ksilen icerisindeyken

kapatma islemine baslandi.

Tablo 5. Picro Sirius Kirmizis1t Boyama

Picro Sirius Kirmizis1 Boyama

Soguk Ksilen-1
Soguk Ksilen-2
Soguk Ksilen-3
%96 Alkol
%96 Alkol
%80 Alkol
%70 Alkol
Distile su
Picro Sirius Kirmizisi
Asetik Asit
%96 Alkol
%96 Alkol

Ksilen

Siire

15 dakika
20 dakika
20 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika

5 dakika

60 dakika

2 kez daldir-¢ikar
Daldir-¢ikar
Daldir-¢ikar

Kapatmadan once
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3.13. ALT-AST Analizi

Hazir alman BT Lab deney kitiyle yapilmustir. Ilk olarak her kuyuya 100 ul numune
eklenmistir ve plaka kapatilmistir. 37°C’de 90 dakika statik olarak inkiibe edilmistir.
Ardindan plakay1 suya batirmadan iki kez yikanmistir. 100 pl biyotin-antikor ¢alisma
soliisyonu eklenmistir. Plakayr kapatilip 37°C’de 60 dakika statik olarak inkiibe
edilmistir. Ardindan plaka ii¢ kez yikanmistir, bu islemin her birinde plaka su igerisinde
1 dakika bekletilmigtir. 100 ul HRP-Streptavidin Konjugat: (SABC) ¢alisma soliisyonu
eklenmistir. Plaka kapatilip 37°C’de 30 dakika statik olarak inkiibe edilmistir. Ardindan
plaka 5 kez yikanmistir, bu islemin her birinde plaka su igerisinde bir dakika
bekletilmistir. 0 ul TMB substrat soliisyonu eklenmistir. Plaka kapatilip 37°C’de 10-20
dakika statik olarak inkiibe edilmistir. 50 ul stop soliisyonu eklenmistir ve 450 nm’de

okunup hesaplamas1 yapilmastir.

3.14. Istatistiksel Analiz

SPSS analiz programi kullanilarak yapildi. Bu ¢aligmada, istatistiksel analizler SPSS 22
paket programu ile yapildi. Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici olan istatistiksel
metotlarin (ortalama, standart sapma, medyan ve g¢eyreklikler) yani sira gruplar arasi
karsilagtirmalarda tek yonlii varyans analizi testi veya Kruskal Wallis testi alt grup
karsilagtirmalarinda Tukey c¢oklu karsilagtirma testi veya Dunns testi ikili gruplarin
karsilagtirilmasinda bagimsiz 6rneklemler t testi veya Mann Whitney U testi, nitel
verilerin karsilastirmalarinda ki-kare testi, kullanildi. Sonuglar, anlamlilik p<0.05

diizeyinde degerlendirildi.

3.15. METAVIR Skorlama

Karaciger fibrozisinin derecelendirmesinin yapilmasi i¢gin METAVIR skorlama
kullanilmaktadir. FO, fibrozis olmadigin1 gostermektedir. F1, kopriilesme olmadan,
minimal yara izi oldugunu gostermektedir ve hafif ila orta derecede fibrozisi temsil
etmektedir. F2, seyrek korpiilesme oldugunu, damarlarin etrafinda skar olusumunu
gostermektedir ve Onemli derecede fibrozisi temsil etmektedir. F3, c¢ok sayida
kopriilesme oldugunu gostermektedir ve ileri derece fibrozisi temsil etmektedir. F4, ileri

derecede skarlagmay1 ve siroz gelisimini temsil etmektedir (Resim 23.).
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METAVIR scoring system

Description Fibrosis Severity of
level fibrosis
(Stage)

No fibrosis/ No scarring FO

Portal tract fibrosis without F1 Miid to

septa formation / Minimal moderate

Scarring fibrosis

Portal tract fibrosis with F2 Significant

infrequent/rare septa fibrosis

formation (Scarring around
vessels within the liver)

Numerous septa, but no F3 Severe/
cirrhosis (Bridging fibrosis) advanced
fibrosis

Cirrhosis/advanced scarring | F4

Resim 23. METAVIR skorlama



4. BULGULAR

4.1. Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

AK-MKH hiicreleri, ticlii kombinasyonun etkili dozunu belirlemek i¢in 24, 48 ve 72 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarda kurkumin, NaB ve piperin ile muamele edildi. MTS
hiicre cogalma testi, Cur, NaB, Pip'in tek basina veya Cur, NaB ve Pip kombinasyonunun
hiicre cogalma etkilerini 6lgmek i¢in kullanildi. Hiicre canlilik yiizdesi, kontrol
hiicrelerine (Cur, NaB, Pip veya bunlarin kombinasyonu i¢in muamele edilmemis) gore
hesaplandi.

Cur ile muameleden sonra AKMKH'lerin hiicre ¢ogalmasi Sekil A'da gosterilmektedir.
Kurkumin, 30 uM'den baglayarak belirgin bir sitotoksik etki gdstermis ve 48 ve 72 saatlik
maruziyetten sonra 40 pM ve 50 pM'de hiicre canliliginda 6nemli bir azalma
gozlenmigtir. Ancak, AKMKH'lerin hiicre c¢ogalmasi, daha disik Cur
konsantrasyonlarinda (20, 10 ve 5) kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda 24, 48 ve 72.
saatlerde artt1. Sekil B'de gosterildigi gibi, piperin tek basina, arastirilan dozlarin (1-10
uM) veya maruz kalma siirelerinin higbirinde AKMKH hiicre sag kalimini dnemli 6l¢iide
etkilemedi ve bagimsiz olarak verildiginde hiicre canliliginda artis gosterdi. Sekil C, tim
NaB konsantrasyonlariyla tedavi edilen AKMKH hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat boyunca
hiicre ¢ogalmasimin onemli 6lgiide azaldigini ortaya koymaktadir. 48 ve 72. saatlerde,
kontrole kiyasla 1500 pg'dan yliksek NaB konsantrasyonlarinda AK-MKH'de yaklasik
%350'lik bir azalma gozlemlendi. Daha diisiik NaB konsantrasyonlari (250 mg ve 500 mg),
24 saatte AKMKH hiicre ¢cogalmasinda énemli olmayan bir azalma gosterdi. Sekil D,
AKMKH hiicrelerinin 24, 48 ve 72. saatlerde Kurkumin, piperin ve NaB ile kombine
tedavisini gostermektedir. Sonuglar, 250, 500 ve 1000 ug NaB dozlarinin 30 uM + 6 uM
ile birlikte uygulanmasinin, 24, 48 ve 72. saatlerde AKMKH hiicrelerinde proliferasyonu
onemli dl¢lide engelledigini gostermektedir. 250, 500 ve 1000 pg NaB konsantrasyonlart,
20 uM + 6 uM ile birlikte uygulanmasi, 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre proliferasyonunu
onemli Olgiide azaltmistir. Bununla birlikte, 20 uM Cur, 6 uM pip ve 250 pg NaB
kombinasyonu, 24 saat sonra AKMKH hiicrelerinde hiicre biiyiimesini énemli dl¢iide
azaltmamistir. Bu sonuglara dayanarak, 20 pM Cur + 6 uM Pip + 250 pg NaB
kombinasyonu, aragtirmamizda fibrozis modeli olan hayvanlarda potansiyel kullanim

i¢in ASC hiicrelerinin tedavisi i¢in segildi.
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Sekil 1. Kurkumin, piperin, NaB veya kurkumin, piperin ve NaB kombinasyonunun

AKMKH hiicre hattinin proliferasyonu iizerindeki etkisi. (A) Farkli kurkumin

konsantrasyonlari, (B) farkli piperin konsantrasyonlari, (C) farkli NaB konsantrasyonlari

ve (D) farkli kurkumin, piperin ve NaB kombinasyonu konsantrasyonlari. Kurkumin,

piperin ve NaB, MTS testi kullanilarak 24, 48 ve 72 saatte AKMKH hiicrelerine

uyguland1 ve absorbans, bir mikro plaka okuyucu kullanilarak 490 nm'de o6l¢iildii.

Veriler, li¢ farkli deneyden (n = 3) elde edilen ortalama = SD olarak sunulmustur. Hiicre

canliligl, tedavi edilmeyen kontrole (%100) gore standardize edilmistir. Iki yonlii

ANOVA vyiiritiilmiis ve ardindan istatistiksel analiz i¢in Tukey'in post hoc testi

uygulanmistir. Yildizlar, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml farkliliklar

oldugunu gostermektedir. (****P < 0,0001, ***P < 0,001, **P <0,01, *P <0,05).
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4.2. ALT-AST Analizi

Sakrifikasyon sonrasi, serum alenin aminotransferaz (ALT), aspartartat amintoransferaz
(AST) degerleri bakilmak tizere ELISA testi uygulandi. Gruplardaki hayvanlara ait
serumdaki ALT ve AST konsantrasyonlar1 IBM SPSS 27 Programinda Kolmogrov-

Smirnov ve Shapiro-Wilk normallik testleri ile degerlendirildi.

40,00

30,00

95% Cl Alt

20,00 R —

10,00

1,00 2,00 3,00 4,00

GRUP
Sekil 2. ALT Konsantrasyon Istatistigi
ALT degerleri Kolmogorov Smirnov-Shapiro Wilk normallik testleri ile degerlendirildi.
Sonucglarin normal dagildigi sonucuna ulagildi. Ardindan One Way-ANOVA testi
yiriitiildii ve sonucunda p degeri 0,71 sonucuna ulasildi. p<0,05 anlamli farklilik
oldugunu gosterirken, ¢alisma sonuglarin gruplar arasinda anlamli farklilik olmadigini

gostermistir.
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Sekil 3. AST Konsantrasyon Istatistigi

AST degerleri Kolmogorov Smirnov-Shapiro Wilk normallik testleri ile degerlendirildi.

Normal dagilim olmadig1 gézlemlendi. Bu sebeple Kruskal Wallis testi yiiriitiildi ve

Games Howell testi uygulandi. Cikan sonuglarda, 4 gruptan en az 1 tanesinin anlamli

farklilik gosterdigi gézlemlenmis oldu.
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4.3. Sham Grubu Morfolojik Goriintiileri Degerlendirme

Sham kontrol grubunun morfolojik goriintiileri 20x biiytlitme ile ¢ekilmistir. Picro sirius

kirmizis1 ve Hematoksilen-eozin boyamalari yapilmistir (R esim 24.).

PSR HE

Resim 24. Sham Grubu Morfolojik Degerlendirme

A. PSR boyama kesit goriintiilerinde portal alan ve santral ven goriintiilerinde herhangi
bir yapisal farklilik gézlenmemistir. B. HE boyama kesit goriintiilerinde portal alan ve
santral ven goriintiilerinde herhangi bir yapisal farklilik gézlenmemistir. C. PSR boyama
kesit goriintiilerinde perisiniizoidal araliklarda anormal bir genislik gézlenmemistir. D.
HE boyama kesit goriintiilerinde perisiniizoidal araliklarda anormal bir genislik

gozlenmemistir.
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4.4. CCls Grubu Morfolojik Olarak Degerlendirme
CCly grubunun morfolojik goriintiileri 20x biiyiitme ile ¢ekilmistir. Picro sirius kirmizist

boyama ve Hematoksilen-Eozin boyama yapilmistir (Resim 25.) (Resim 26.).

PSR HE

Resim 25. CCls Grubu Morfolojik Degerlendirme
A. PSR boyama kesit goriintiilerinde santral venlerin etrafinda bag doku artisi

gozlenmistir. Bununla birlikte santral venden portal triadlara dogru giden kopriillesme bag
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doku artiglar gézlenmektedir. B. HE boyama kesit goriintiilerinde santral ven etrafinda
bag dokuda sinlizoidlerde genislemeler go6zlenmistir. C. PSR boyama kesit
goriintiilerinde sinilizoidlerde genislemeler goézlenmektedir. D. HE boyama kesit
goriintlilerinde hepatik siniizoidlerinde genislemeler gozlenmektedir. E. PSR boyama
kesit goriintiilerinde perisiniizoidal araliklarin daha yogun (kirmizi) boyanmasi bu alanda

kapillarizasyonun seyrini gostermektedir. F. HE boyama kesit goriintiilerinde portal

alanlardaki safra kanallarinda artis gézlenmektedir.

0 N8 S g .
Resim 26. CCls grubunda safra kanali proliferasyonu

CCly4 grubunda portal alanlardaki safra kanallarinda proliferasyon gozlenmektedir.
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4.5. Sham+CCls Gruplarimin Morfolojik Olarak Degerlendirmesi

Sham grubu ve CCly gruplar1 arasindaki morfolojik degerlendirmelerin karsilagtirilmasi
yapilmistir. Resimler 20x biiyiitme ile ¢ekilmistir. Picro sirius kirmizisi boyama ve
Hematoksilen-eozin boyama yapilmistir (Resim 27.).

Boyama Sham CCly

A.PSR
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Resim 27. Sham+CCls Gruplariin Morfolojik Olarak Degerlendirmesi

A.PSR boyama kesit goriintiilerinde portal alanlarin ve sintizoidlerin birbirinden farklilig1
gozlenmektedir. Sham grubunda portal alanlar ve siniizoidler normal bir morfolojiye
sahipken, CCls grubunda portal alanlarin etrafinda artan kollajen lifleri portal alanlar
arasinda kopriilesme ile sonuglanmistir ve siniizoidlerde gézlenmektedir. A.HE boyama
sham grubunda portal alanlar ve siniizoidler normal bir morfolojiye sahipken, CCly
grubunda portal alanlarin etrafinda artan kolajen lifleri portal alanlar arasinda koprii
olusmustur ve siniizoidlerde genisleme meydana gelmistir. B.PSR boyama kesit
goriintiilerinde santral venler ve safra kanali yapilar1 arasinda farklilik gézlenmektedir.
Sham grubunda santral ven ve safra kanali normal bir morfolojiye sahipken, CCly
grubunda santral venin etrafinda artan kolajen lifleri ve safra kanali proliferasyonu
gozlenmektedir. B.HE boyama kesit goriintiilerinde santral venler ve safra kanali yapilari
arasinda farklilik gézlenmektedir. Sham grubunda santral ven ve safra kanali normal bir
morfolojiye sahipken, CCls grubunda santral venin etrafinda artan bag dokusu ve safra

kanali proliferasyonu gozlenmektedir.
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4.6. CCls++AKMKH Gruplariin Morfolojik Olarak Degerlendirmesi
CCly grubu ve AKMKH gruplarinin morfolojik olarak degerlendirmesi yapilmistir.
Resimler 20x biylitme ile gorlintiilenmistir. Picro sirius kirmizisi boyama ve

Hematoksilen-Eozin boyama yapilmistir (Resim 28.).

Boyama CCly AKMKH

A.PSR

A.HE
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Resim 28. CCl4;+AKMKH Gruplarinin Morfolojik Olarak Degerlendirmesi

A.PSR boyamada CCls grubunda santral ven ve portal alanlarin etrafinda kolajen lif artig1
ve buna bagli olarak santral ven-portal alanlar, portal alanlar-portal alanlar arasinda
kopriilesmeler gozlenmektedir ve siniizodilerde genisleme gozlenmistir. AKMKH
grubunda ise portal alanlarin etrafindaki kolajen liflerin azalist gozlenmektedir ve
siniizoidlerde genislemelerin normal-saglikli dokuya benzer oldugu gézlenmistir. A.HE
boyama kesit goriintiilerinde portal alanlarin ve siniizoidlerin birbirinden farklilig
gozlenmektedir. CCls grubunda portal alanlarin etrafinda artan bag dokusu ve buna bagh
olarak kopriilesmeler gozlenirken ve siniizoidlerde genislemeler mevcutken, AKMKH
grubunda portal alanlarin etrafindaki bag doku azalisi gozlenmistir ve siniizoidlerin
nispeten daraldigi gozlenmektedir. B.PSR boyamada CCls grubunda santral venlerin
etrafinda artan kolajen lifleri ve safra kanali proliferasyonu gézlenmektedir. AKMKH
grubunda ise santral venlerin etrafindaki kolajen liflerin azaldig1 ve safra kanallarinin
normal seyri gézlenmektedir. B.HE boyama kesit goriintiilerinde santral venlerin ve safra
kanali sayisinin birbirinden farkliligi gézlenmektedir. CCls grubunda santral venlerin
etrafinda artan bag dokusu ve safra kanali proliferasyonu gozlenmektedir. AKMKH
grubunda ise santral venlerin etrafindaki bag dokusunun normal oldigu ve safra

kanallarinin normal seyri gozlenmektedir.
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4.7. Sham+AKMKH Gruplarimin Morfolojik Olarak Degerlendirmesi
Sham grubu ve AKMKH gruplar1 arasinda morfolojik degerlendirmenin karsilastirilmasi
yapilmistir. Resimler 20x biiyiitme ile goriintiilenmistir. Picro sirius kirmizis1 boyama ve

Hematoksilen-Eozin boyama yapilmistir (Resim 29.).

Boyama

A.HE

B.PSR
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B.HE

Resim 29. Sham+AKMKH Gruplarinin Morfolojik Olarak Degerlendirmesi

A.PSR boyama kesit goriintiilerinde morfolojik degerlendirilmesi yapilmistir. Sham
grubunda normal morfolojiye sahip santral venler ile sintizoidler gozlenmistir. AKMKH
grubunda ise santral venlerin sham grubundaki venlere nazaran ven etrafindaki kolajen
liflerin daha fazla oldugu gozlenmektedir ve sinilizoidlerin sham grubuna benzer bir
morfolojik goriintlisii oldugu gozlenmektedir. A.HE boyama kesit goriintiilerinde santral
venlerin ve siniizoidlerin morfolojik olarak degerlendirilmesi yapilmistir. Sham gubunda
normal morfolojiye sahip santral venler gozlenmektedir. AKMKH grubunda ise santral
venlerin sham grubundaki venlere kiyasla ven etrafindaki bag dokusunun daha fazla
oldugu gozlenmektedir ve siniizoidlerin sham grbuna benzer bir morfolojik goriintiisii
oldugu gozlenmektedir. Buna ek olarak hepatositlerde graniiler dejenerasyon meydana
geldigi gozlenmektedir. B.PSR boyama kesit goriintiilerinde portal alanlarin morfolojik
karsilastirmast yapilmistir. Sham grubunda normal morfolojiye sahip portal alanlar
gozlenmektedir. AKMKH grubunda ise portal alanlarin sham grubundaki portal alanlara
kiyasla portal alan etrafinda daha fazla kolajen lif artis1 gozlenmektedir. B.HE boyama
kesit goriintiilerinde portal alanlarin morfolojik olarak degerlendirilmesi yapilmistir.
Sham grubunda normal morfolojiye sahip portal alanlar goézlenmektedir. AKMKH
grubunda ise portal alanlarin sham grubundaki portal alanlara nazaran portal alan
etrafinda daha fazla bag dokusu gozlenmektedir. Buna ek olarak hepatositlerde graniiler

dejenerasyon meydana geldigi gézlenmektedir.
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4.8. CCls+NaB-Cur-Pip-AKMKH Gruplarmin Morfolojik Olarak
Degerlendirmesi

CCls grubu ve NaB-Cur-Pip-AKMKH grubu arasinda morfolojik degerlendirmenin

karsilagtirmast yapilmistir. Resimler 20x biiyiitme ile goriintiilenmistir. Picro sirius

kirmizist boyama ve Hematoksilen-Eozin boyama yapilmistir (Resim 30).

Boyama CCly NaB-Cur-Pip-AKMKH

A.PSR

A.HE

B.PSR
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B.HE

Resim 30. CClstNaB-Cur-Pip-AKMKH  Gruplarinin =~ Morfolojik  Olarak
Degerlendirmesi

A.PSR boyama kesit goriintiilerinde karacigerin morfolojik olarak degerlendirilmesi
yapilmistir. CCls grubunda santral venlerin etrafinda kolajen lif artis1 gézlenmektedir ve
sinlizoidlerde genislemeler gozlenmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda ise santral
venlerin CCls grubu ile benzer bir morfolojiye sahip oldugu gozlenmektedir ve
siniizoidlerin CCls grubuna benzer bir morfolojiye sahip oldugu gozlenmektedir. A.HE
boyama kesit goriintiilerinde santral venlerin ve siniizodilerin morfolojik yapilarinin
karsilagtirilmas1 yapilmistir. CCly grubunda santral venlerin etrafinda bag dokusu artisi
gozlenmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda ise santral venlerin CCls grubu ile
benzer bir morfolojiye sahip oldugu goézlenmektedir ve siniizoidlerin CCls grubuna
benzer bir morfolojiye sahip oldugu gézlenmektedir. B.PSR boyama kesit goriintiilerinde
kolajen lif artisina bakilmistir. CCls4 grubunda portal alanlarin etrafinda kolajen birikimi
ile birlikte safra kanallarinda artis gzlenmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda ise
CCly grubuna benzer bir portal alan kolajen lif birikimi vardir. B.HE boyama kesit
gorilntiilerinde portal alanlarin morfolojik yapilarinin karsilastirilmasi yapilmistir. CCly4
grubunda portal alanlarin etrafinda bag dokusunda artis ve safra kanali artisi
gozlenmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda ise CCls grubuna benzer bir portal

alan morfolojisi gdzlenmektedir.

4.9. Sham+NaB-Cur-Pip-AKMKH Gruplarinin Morfolojik Olarak
Degerlendirmesi

Sham grubu ve NaB-Cur-Pip-AKMKH gruplarina ait kesit goriintiilerinde morfolojik

degerlendirme yapilmistir. Resimler 20x biiyiitme ile goriintiilenmistir. Picro sirius

kirmizis1 boyama ve Hematoksilen-Eozin boyama yapilmistir (Resim 31.).
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Resim 31. Sham+NaB-Cur-Pip-AKMKH  Gruplarimin =~ Morfolojik  Olarak
Degerlendirmesi

A.PSR boyama kesit goriintiilerinde sham santral ven-portal alan ve siniizoid yapilari
normal olarak seyretmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda ise sham grubuna
kiyasla santral ven etrafinda kolajen lif artist ve siniizoidlerde genislemeler
gozlenmektedir. A.HE boyama kesit goriintiilerinde santral venlerin morfolojik yapilari
incelenmistir. Sham grubunda santral ven ve siniizoid morfolojilerinin normal oldugu
gozlenmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda ise sham grubuna kiyasla santral ven
etrafinda bag doku artis1 ve siniizodilerde genislemeler gozlenmektedir. Buna ek olarak
hepatositlerde graniiler dejenerasyonlar gozlenmektedir. B.PSR boyama kesit
goriintiilerinde kolajen lif artisinin degerlendirilmesi yapilmistir. Sham grubunda portal
alanlarda kolajen lifler normal seyrinde go6zlenmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH
grubunda ise sham grubuna kiyasla portal alanlarin etrafinda kolajen lif birikimi
gozlenirken ve safra kanali artis1 yaygin olarak gozlenmektedir. B.HE boyama kesit
goriintiilerinde morfolojik olarak degerlendirilmistir. Sham grubunda portal alanlarin
normal (saglikll) morfolojik yapilar1 gézlenmektedir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda
ise sham grubuna kiyasla portal alanlarin etrafinda bag dokusu artisi1 ve safra kanal artisi
gozlenmektedir. Bunlara ek olarak hepatositlerde graniiler dejenerasyon alanlari

gozlenmektedir.

4.10. AKMKH+NaB-Cur-Pip-AKMKH  Gruplarinin  Morfolojik  Olarak
Degerlendirmesi

AKMKH grubu ile NaB-Cur-Pip-AKMKH gruplar1 arasinda morfolojik olarak

degerlendirmenin  karsilagtirilmasi1  yapilmistir.  Resimler 20x  biiyiitme ile

gorlntiilenmistir. Picro sirius kirmizis1 boyama ve Hematoksilen-Eozin boyamalari

yapilmistir (Resim 32.).
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Resim 32. AKMKH ile NaB-Cur-Pip-AKMKH Gruplarinin Morfolojik Olarak
Degerlendirmesi

A.PSR boyama kesit goriintiilerinde karaciger dokusunda kolajen lif artiginin
degerlendirilmesi yapilmistir. AKMKH grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda
benzer santral ven morfolojileri gozlenmektedir. A.HE boyama kesit goriintiilerinde
santral venlerin mortolojik venlerinin yapilarmin karsilagtirilmast yapilmistir. AKMKH
grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH gruplarinda bag doku yogunlugu benzerdir. B.PSR
boyama kesit goriintiilerinde portal alan ve siniizoidlerin morfolojik karsilastirilmasi
yapilmigtir. AKMKH grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda benzer portal
alanlar gozlenmektedir. AKMKH grubunda siniizoidler daha dar gézlenirken, NaB-Cur-
Pip-AKMKH grubunda siniizoidlerin daha genis oldugu gozlenmektedir. AKMKH
grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda hepatositlerde graniiler dejenerasyon
gozlenmektedir. B.HE boyama boyama kesit goriintiilerinde portal alan ve siniizoidlerin
morfolojik karsilagtirilmasi yapilmistir. AKMKH grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH
grubunda benzer portal alanlar gézlenmektedir. AKMKH grubunda siniizoidler daha dar
gozlenirken, NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda siniizoidlerin daha genis oldugu
gozlenmektedir. AKMKH grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda hepatositlerde

graniiler dejenerasyon gozlenmektedir.

4.11. Sham+CCls+AKMKH+NaB-Cur-Pip-AKMKH Gruplan Arasinda
Morfolojik Olarak Degerlendirme

Sham grubu, CCls grubu, AKMKH grubu ve NaB-Cur-Pip-AKMKH gruplar1 arasinda

morfolojik olarak karsilastirma yapilmistir. Resimler 20x biiyiitme ile ¢ekilmistir. Picro

sirius kirmizis1 boyama ve Hematoksilen-Eozin boyama yapilmistir (Resim 33) (Resim

34.).
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Resim 33. Sham+CCl4+AKMKH+NaB-Cur-Pip-AKMKH  Gruplart  Arasinda
Morfolojik Olarak Degerlendirme
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Gruplar PSR HE

Resim 34. Sham+CCl4+AKMKH+NaB-Cur-Pip-AKMKH  Gruplart ~ Arasinda
Morfolojik Olarak Degerlendirme
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4.12. METAVIR Skorlama

METAVIR skorlamalarinin sonucuna gore,

Sham grubu, FO diizeyinde skorlanmistir. FO karacigerin normal morfolojiye sahip
oldugunu ifade etmektedir.

CCls grubunda F3 diizeyinde fibrozis goriilmiistiir. Cok sayida kopriilesme olusumu
gozlenmektedir ancak siroz goriilmemektedir. F3 ileri seviye fibrozisi ifade etmektedir.
AKMKH grubunda F2 diizeyinde fibrozis goriilmiistiir. Seyrek koprii olusumu
gozlenmektedir ve venlerin etrafinda skar olusumu gozlenmektedir. F2 6nemli diizeyde
fibrozisi ifade etmektedir.

NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda F2 diizeyinde fibrozis goriilmiistiir. Seyrek koprii
olusumu gozlenmektedir ve venlerin etrafinda skar olusumu gézlenmektedir. F2 énemli

diizeyde fibrozisi ifade etmektedir (Resim 35.).
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Resim 35. METAVIR Skorlama tablosu

60



5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan bu ¢alismada, yliksek konsantrasyonlarda kurkumin ve NaB kombinasyonunun
hiicresel strese neden oldugu ve dolayisiyla pelet olusumunu azalttigini gézlemledik.
Yapilan toksisite deneyleri sonrasi 20 uM kurkumin degerlendirilmistir. Piperinin tek
basina hiicre canliligini etkilememesi, birincil islevinin dogrudan sitotoksik etkiler
olusturmaktan ziyade birlikte uygulanan bilesiklerin biyoyararlanimini ve hiicresel
alimmi artirmak oldugunu gdsteren nceki arastirmalari destekliyordu (39). Onceki
calismamizda, kurkumine piperin eklemenin biyoyararlanimini artirdigini gosterdik. Bu
caligmada, 6 uM piperini kurkumin ve NaB ile birlestirdik (40). Sonug olarak, 20 uM
kurkumin, 6 puM piperin ve 250 pg/mL NaB kombinasyonu, AKMKH modellerinde
etkinlik ve kabul edilebilir sitotoksisite arasinda bir denge saglamaktadir.Bu ¢alismada,
sham grubu, CCls4 grubu, AKMKH grubu ve NaB-Cur-Pip-AKMKH olmak {izere dort
grup bulunmaktadir. Sham grubu hari¢, diger li¢ gruba CCly ile karaciger fibrozisi
indiiklendi. Daha sonrasinda, AKMKH ve NaB-Cur-Pip-AKMKH enjekte edilerek CCl4
ile indiiklenmis karaciger fibrozisi iizerindeki etkilerine bakildi.

Deneysel caligmalarda karbon tetrakloriir (CCls), fibrozis olusturmak amaciyla en sik
kullanilan kimyasal hepatotoksik ajanlardan biridir. CClas, karacigerde sitokrom P450
2E1 (CYP2E1) enzimi araciligiyla metabolize edilerek triklormetil (CClse) ve triklormetil
peroksil (CCI:00¢) radikallerine doniisiir. Bu reaktif ara {iriinler, lipid peroksidasyonunu
indiikleyerek hepatosit membran hasarina, nekroza ve apoptoza yol acar (41). Hasar
goren hepatositlerden salinan TGF-B1, hepatik yildiz hiicrelerinin aktivasyonunda temel
fibrogenik medyatorlerden biridir. TGF-B1, Smad2/3 proteinlerinin fosforilasyonunu
uyararak kollajen I ve III gibi fibrotik genlerin ekspresyonunu artirir. Bununla birlikte
MAPK ailesine ait ERK, JNK ve p38 yolaklar1 da TGF-B1 ile sinerjistik bi¢imde ¢alisarak
fibrozis siirecini giiclendirir (42). Damarlarin etrafindaki kolajenlerin hizla artis1 ve
karaciger lobiillerinin yapisinin tahrip olmasi karaciger fibrozisinin karakteristik
ozelligidir (43). Yapilan calismamizda, damarlarin etrafindaki kolajenin ¢ok fazla
arttigin1 ve lobiiller aras1 bag doku artisindan dolayr karaciger lobiillerinin tahrip
oldugunu gozlemledik.

Ayni zamanda, karaciger hasar1 hepatosit proliferasyonunu tetiklerken, safra kanallarina
verilen hasar kolanjiyosit genislemesine neden olur. Safra kanalinin da aldigir hasar

sebebiyle, hasarli hiicrelerin yerini almak iizere kolanjiyositlerin ¢ogalmasini tesvik

61



etmektedir. Bu siirecte gozlenen duktiiler reaksiyon (ductular reaction, DR),
kolanjiyositlerin ve karaciger progenitor hiicrelerinin proliferasyonu, farklilagmasi ve
cevre hiicrelerle parakrin etkilesimleriyle karakterizedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
duktiiler reaksiyonun fibrogenezin pasif bir sonucu degil, fibrozisin aktif bir siiriikleyicisi
oldugunu gostermektedir (44, 45). Kolanjiyosit proliferasyonunun baglica tetikleyicileri
arasinda TGF-f, Notch, Hedgehog (Hh), Wnt/B-catenin ve IL-6/STATS3 sinyal yollar1 yer
almaktadir. Karaciger hasari sonras1 aktive olan bu yolaklar, kolanjiyositlerin fenotipini
degistirerek onlarin pro-inflamatuvar ve pro-fibrotik 6zellik kazanmasina neden olur.
Ozellikle Hedgehog sinyal yolunun aktivasyonu, kolanjiyositlerin proliferasyonunu
artirirken, hepatik yildiz hiicrelerinin (HSC) aktivasyonunu kolaylastirarak fibrozis
gelisimini hizlandirir (46). Benzer sekilde, Notch ve Wnt/B-catenin sinyalleri de
kolanjiyositlerin proliferatif kapasitesini artirmakta ve HSC’lerle olan parakrin iletisimi
diizenlemektedir (47). Kolanjiyositler yalnizca ¢ogalmakla kalmaz, ayn1 zamanda cevre
dokular tizerinde fibrojenik etkiler olusturan mediatorler salgilarlar. Bu hiicreler
tarafindan salinan TGF-B1, PDGF, CTGF, IL-6 ve CCL2 gibi faktorler, HSC
aktivasyonunu uyararak a-SMA ve kollajen tip I ekspresyonunu artirir (45). Ayrica,
kolanjiyositlerin salgiladig1 eksozomlar ve mikrovezikiiller, HSC’lerde profibrojenik gen
ekspresyonunu indiikleyerek hiicreler arasi sinyal iletisimini giiclendirir (47). Bu parakrin
etkilesim agi, fibrozisin siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynar. Calismamizda, sham grubu
hari¢, CCls grubunda, AKMKH grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH grubunda safra
kanali proliferasyonu goézlemlenmistir. AKMKH grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH
gruplarinda ise CCls grubuna kiyasla daha az proliferasyon oldugu gbzlemlenmistir.

Karaciger fibrozisinde meydana gelen bir diger patolojik bulgu ise, sinlizoidlerin fenestra
kayiplar1 ve perisiniizoidal aralikta artan kolajen lif birikimi ile kapillarizasyon
durumunun seyretmesidir (48). Normal fizyolojide LSEC’ler fenestrali yapilari sayesinde
hepatositlerle sinlizoidal kan arasindaki madde aligverisini kolaylastirir. Ancak fibrozis
stirecinde, oksidatif stres, inflamatuvar sitokinler ve TGF-f1 gibi profibrojenik
faktorlerin etkisiyle bu fenestrasyonlar kaybolur ve defenestrasyon gergeklesir (49). Bu
degisiklik, LSEC’lerin bazal membran benzeri laminin ve kolajen tip IV birikimini tesvik
etmesine neden olur. Boylece siniizoidler, histolojik olarak kapiller benzeri bir yapiya
doniistir (50). Bu morfolojik degisim yalnizca pasif bir sonug¢ degil, fibrogenezi aktif
olarak hizlandiran bir mekanizmadir. Kapillarize LSEC’ler, hepatik yildiz hiicreleri
(HSC) ile olan parakrin iletisimini degistirir. Normal kosullarda LSEC’ler, NO (nitrik
oksit) ve hepatosit biiylime faktorii (HGF) gibi antifibrotik sinyaller salgilayarak
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HSC’leri inaktif durumda tutar. Ancak defenestrasyon sonrasi eNOS ekspresyonu azalir,
NO iiretimi diiser ve HSC’ler aktiflestirici sinyallere maruz kalir (51). Aktive olan
HSC’ler ise a-SMA, TGF-B1, ve kollajen tip I sentezini artirarak ECM birikimine neden
olur ve boylece fibrozis siireci hizlanir. Kapillarizasyon ayrica VEGF/VEGFR sinyal
dengesinin bozulmasiyla da iliskilidir. VEGF, fizyolojik kosullarda LSEC fenotipini
korurken, kronik hasar kosullarinda bu yolakta dengesizlik olusur. LSEC’lerde VEGFR2
ekspresyonunun azalmasi fenestrasyon kaybina katkida bulunur (49). Ayrica, TGF-
/Smad ve PDGEF sinyal yollar1 endotelyal hiicrelerde parsiyel endotelyal-mezenkimal
gecis (EndMT) benzeri degisiklikleri tetikleyerek ECM bilesenlerinin liretimini artirir
(51). Calismamizda, CCls grubunda ve NaB-Cur-Pip-AKMKH gruplarinda daha yogun
bir siniizoidal kapillarizasyon gozlenmisti. AKMKH grubunda ise siniizoidal
kapillarizasyon gozlenmemistir.

CCls’n toksik etkileri arasinda hepatositlerde graniiler dejenerasyon da bulunmaktadir
(52). Karaciger fibrozisinde hepatositlerde sik olarak gozlenen graniiler dejenerasyon,
hiicresel hasarin erken ve geri dontigebilir bir gostergesi olup, genellikle sitoplazmada
ince veya kaba graniillerle karakterizedir. Bu graniiller, hasar gormiis proteinlerin,
mitokondriyal kalintilarin veya lizozomal materyalin birikimine isaret eder. Graniiler
dejenerasyonun gelisiminde birden fazla hiicresel stres mekanizmasi etkilidir ve bu
mekanizmalar fibrozisin ilerlemesine dogrudan katki saglamaktadir (53). Hepatositlerde
graniiler dejenerasyonun temelinde oncelikle oksidatif stres yer almaktadir. CCls gibi
hepatotoksinler, sitokrom P450 enzimleri araciligiyla metabolize olurken triklormetil
radikali (CClse) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturur. Bu serbest radikaller, lipid
peroksidasyonu yoluyla hiicre zarini ve organel biitlinliigiinii bozar, 6zellikle mitokondri
ve endoplazmik retikulum (ER) iizerinde hasara neden olur. Bu durum, protein katlanma
bozukluklarini tetikler ve hiicrede protein agregatlar1 birikmeye baslar (54). Endoplazmik
retikulum stresi (ER stress) ve buna yanit olarak aktive olan katlanmamis protein yaniti
(UPR), graniiler dejenerasyonun Onemli bir bilesenidir. ER stresinin uzun siireli
aktivasyonu, hiicrede ubiquitin, p62 ve keratin birikimiyle sonuclanir. Bu protein
agregatlari, histolojik olarak graniiler goriinim olusturur (55). Graniiler dejenerasyon
yalnizca morfolojik bir degisiklik degil, fibrogenezi aktif olarak destekleyen bir siirectir.
Dejenerasyona ugrayan hepatositler, ¢evre mikrogevreye TGF-B1, IL-6, Hedgehog
ligandlar1 ve DAMP’lar gibi pro-fibrotik sinyaller salgilar. Bu sinyaller hepatik yildiz

hiicrelerini (HSC) aktive eder, a-SMA ekspresyonunu artirir ve ekstraselliiler matriks
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(ECM) birikimini hizlandirir (56). CCls grubunda, AKMKH grubunda ve NaB-Cur-Pip-
AKMKH grubunda hepatositlerde graniiler dejenerasyon gézlenmektedir.

Karaciger fibrozisinde serum alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz
(AST) diizeylerindeki artis, hepatoselliiler hasarin biyokimyasal gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Bu enzimler, normal kosullarda hepatositlerin sitoplazma ve
mitokondrilerinde bulunur; hiicre membran biitiinliigii bozuldugunda kana salinarak
diizeyleri yiikselir (57). Deneysel calismalarda, CCls uygulamasi sonrasi bu enzimlerdeki
artig, karaciger hiicrelerinde meydana gelen nekroz, apoptozis ve oksidatif stresin bir
sonucu olarak degerlendirilir.

CCla, karacigerde sitokrom P450 (6zellikle CYP2E1) tarafindan metabolize edilerek
triklormetil (CClse) ve triklormetil peroksil (CClsOQO¢) radikallerine doniistir. Bu reaktif
oksijen tiirleri hiicre zarinda lipid peroksidasyonuna yol agarak hepatosit membran
biitlinliigiinii bozar (47). Bunun sonucunda ALT ve AST enzimleri hiicre digina salinir ve
serumda anlamli diizeyde artar. Bu mekanizma, karaciger fibrozisinin erken
donemlerinde gozlenen biyokimyasal bozulmanin temelini olusturur (58). CClas ile
olusturulan kronik fibrozis modellerinde genellikle ALT ve AST diizeylerinin belirgin
artist rapor edilmistir. Bu artis, hepatositlerdeki hasarin yani sira mitokondriyal
disfonksiyonun da bir gostergesidir. AST, mitokondri kaynakli bir enzim oldugundan
ozellikle CCl4 gibi mitokondri hedefli toksinlerle indiiklenen hasarlarda ALT’ye gore
daha fazla artis gosterebilir (57). Nitekim yapilan bir¢ok ¢alismada, CCls uygulanan
ratlarda AST artisinin ALT’ye gore daha belirgin oldugu ve bu durumun mitokondriyal
hasarin ciddiyetiyle iligkili oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte, fibrozisin ilerleyen
evrelerinde ALT ve AST diizeylerinin azalabilecegi de literatiirde belirtilmektedir.
Kronik siiregte fibrotik dokunun artmasi, hepatosit sayisinda azalma ve enzim sentez
kapasitesinin diismesi nedeniyle serum enzim diizeyleri normal sinirlara yaklasabilir
(59). Bu nedenle, transaminaz diizeyleri karaciger fibrozisinin ilerlemesini tek basina
yansitmaz; histopatolojik bulgularla birlikte degerlendirilmelidir. Yaptigimiz caligmada,
ALT diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir. AST
gruplarinda ise en az bir grubun anlamli farklilik gosterdigi gozlemlenmistir. Sham grubu
ve NaB-Cur-Pip+AKMKH gruplar1 arasinda AST diizeyinde anlamli bir farklilik vardir.
AKMKH grubu ve NaB-Cur-Pip+AKMKH gruplari arasinda AST diizeyinde anlaml1 bir
farklilik vardir. Daha sonrasinda yapilacak calismalarda, pre-op ALT ve AST degerleri
ve post-op ALT ve AST degerleri arasinda kiyaslama yapildiginda daha verimli sonuglar

alinabilir.
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METAVIR skorlamasi, karaciger hasarinin hangi seviyede oldugunu belirtmek i¢in
kullanilan bir skorlama sistemidir. FO seviyesi, karaciger hasar1 olmadigim
gostermektedir. F1 seviyesi, hafif ile orta seviye karaciger fibrozisini gostermektedir. F2
seviyesi, onemli karaciger fibrozis derecesini gostermektedir. F3 seviyesi, siddetli ileri
derece karaciger fibrozisini gostermektedir. F4 seviyesi, ileri derece siroz meydana
geldigini gostermektedir (60). Yapilan c¢alismamizda, sham grubu FO derecesinde
skorlandirilmistir. CCly ise F3 seviyesinde, yani siddetli ileri derece karaciger fibrozisi
skorlamas1 yapilmistir. AKMKH grubu F2 seviyesi, yani onemli karaciger fibrozisi
skorlamasi yapilmistir. NaB-Cur-Pip-AKMKH grubu ise F2 seviyesi, yani onemli
karaciger fibrozisi skorlamas1 yapilmistir.

AKMKH grubu ve NaB-Cur-Pip AKMKH grubu aynmi diizeyde karaciger fibrozisi
skorlamas1 gozlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglar1 géz oniine alinarak, daha sonra yapilacak ¢aligsmalarda
muamele edilen her madde i¢in ayr1 bir hayvan grubu olusturarak enjeksiyon yapilmasi

daha verimli sonuglarin elde edilmesini saglayabilir.
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