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OZET

Hepatoselltler Karsinomaya Neden Olan Genlerin Gen Ekspresyonunun
Kantitatif Olgiimu

Hepatoselltiler karsinoma genel olarak kronik karaciger hastahg veya siroz
zemininde gelismekte olan ve dinya genelinde en yaygin 6lim nedeni olan
karacigerin primer bir tumorudir. Gunumuzde bu kanser tipi igin etkili tedavi
yontemleri yeterli olmadigindan yeni terapatik stratgjilereihtiyac duyulmaktadr.

Bu tez cahismasinda hepatik stellat hiicre hatlarinda (LX-2, primer insan
hepatik stellat hiicre) ve hepatoselliler karsinoma hicre hatlarinda (HepG2,
Huh7), Vitamin D, ve serbest yag asidinin(FFA) stres ligand genleri olan MICA ile
MICB ve profibrojenik genler olan COLla, a-SMA ve TGF-f'min gen
ekspresyonu Uzerine olan etkis molekiler dizeyde cahsilmistir. Cahismada L X-2
hiicre hatti, 24 saat boyunca VD(10°) ve 0,5mM, 1mM FFA ile, primer hepatik
stellat hiicre hatti, 24 saat boyunca VD2(10°) ve 0,25mM FFA ile, HepG2 ve Huh?
hiicre hatlar: ise 24, 48 ve 72 saat boyunca VD2(10°) ve 0,5mM FFA ile tedavi
edilmistir. Gen ekspresyon dizeyleri qRT-PCR yoéntemiyle 6lcilmustir. Calisma
sonucunda kontrol oérneklerine kiyasla, 0,5 mM ve 1 mM FFA’h tedavinin LX-2
hiicrelerinde a-SMA ve TGF-[¥ min gen ekspresyonunu indukledigi, VD, nin FFA
ile induklenen a-SMA ve TGF-p'min ekspresyonunu o6nemli dizeyde azalttig,
hemVD,'li hem de FFA’lh tedaviden sonra COL-le’'min ekspresyonun oOnemli
duzeyde azaldig1 gézlenmistir. L X-2 hiicre hattinda VD, 'nin MICA ve MICB gen
ekspresyonunu etkilemedigi, Primer stellat hiicre hattinda ise VD2'nin MICA gen
ekspresyonunu etkiledigi, fakat FFA'mn MICA ve MICB gen ekspresyonunun
etkilemedigi gozlenmistir. HepG2 hepatosalliler karsinoma hiicre hattinin VD,
tedavisinden sonra MICA ve MICB gen ekspresyonunun etkilendigi, Huh7 hiicre
hattinda ise VD2 nin 72 saatlik tedaviden sonra MICB gen ekspresyonunu
etkiledigi gozlenmistir. Bu calismanin sonucunda in vitro ortamda VD; nin
hepatik stellat hicrelerin profibrojenik ve inflamatuar aktivitesini etkiledigi
gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Hepatosellller karsnoma, hepatik stellat hiicreler, MICA/B,
Vitamin D,
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ABSTRACT

Quantitative M easurement of Gene Expresson of The Genes Causing Hepatocel lular
Carcinoma

Hepatocellular carcinoma (HCC), the major type of primary liver cancer, is
one of the most common malignancies worldwide. This malignant tumor develops
on a back ground of chronic hepatitisor cirrhoss. Effective therapy to this cancer
is currently lacking, creating an urgent need for new therapeutic strategies for
HCC.

The aim of this study was therefore to investigate the effect of vitamin D,
and free fatty acids (FFA) on stress ligands (MICA and MICB) and pro-fibrotic
activity (a-SMA COL 1o and TGF-B) in hepatic stellat cells (L X-2 cellsand human
primary HSC) and hepatocellular carsinoma cells (HepG2, Huh7). LX-2 cellswere
treated with VD, (10°M) and 1 mM FFA for 24 hours, primary human HSC were
treated with VD, (10° M) and 0,25 mM FFA for 24 hours, HepG2 and Huh7 cells
were treated with VD, (10° M) and 0,5 mM FFA for 24,48 and 72 hours and and
expression of the genes were assessed by quantitative real time-PCR. In summary
this study shows that compared to vehicle controls, treatment of cellswith 0.5 mM
and 1 mM FFA induced a -SMA and TGF-B expresson in LX-2 cells. VD,
treatment significantly downregulated the FFA-induced expression of TGF-p and
a-SMA in LX-2 cells. COL1la expression was reduced after addition of FFA.
Moreover, VD, treatment significantly downregulate expresson of MICA in
isolated primary HSC and MICA/B expression in primary HSC was not affected
by FFA treatment. Also, in HepG2 cells a significant decrease of MICA and MICB
MRNA by VD, was detectable. Following VD, treatment for 72 hours of Huh 7
cells significantly downregulate expression of MICB. These results indicate that
vitamin D, may reduce inflammatory and profibrogenic activity of stellate cellsin
vitro.

Key Words. Hepatocellular carcinoma, Hepatic stellate cells, MICA/B, Vitamin D,
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1. GIRIS

Hepatosellller karsinoma (HSK), genel olarak kronik karaciger zemininde
gorilen karacigerin primer bir timoridar. Dunya genelinde gorulen kanserler icerisinde
besinci sirada yer almaktadir ve biitiin kanserlerin %5,4’lik kismint olusturmaktadir’>.
Hepatoselliler karsinoma tumor gelisimiyle baglantili  olarak  birgok gen
ekspresyonunun degisimiyle ilgili ¢ok basamakli bir siregtir. Hepatokarsinogenez
olarak isimlendirilen bu sirecte hepatosellliler karsinoma fenotipini olusturan
degisiklikler yavas bir stirecte gerceklesmektedir. Molekiler yontemlerdeki ilerlemeler
hepatokarsinogenezin molekiler mekanizmasimin anlasilmasim artirmaktadir. HSK
gelisiminde altta yatan molekiler mekanizmalarin tam anlamiyla ¢ozilebilmesi HSK
olgularinin 6nlenmesi ve tedavi rejimlerinin gelistirilmesinde son derece nemlidir?.

Risk faktorlerinin etkisine maruz kalan hepatositlerde uzun siireli hasar meydana
gelmektedir. HBV ve HCV hepatositleri enfekte ederek yol agtiklari hasara ek olarak
viral infeksiyona bagli immun yamit olusturmas: nedeniyle de karaciger dokusunda
inflamasyon olusturmaktadir®®. Fibrozis, kronik olarak hasar goren karacigerde,
ekstraselltler matriksin yapimu ile yikimi arasindaki dengenin bozulmus olmasi ve asiri
bag dokusu birikimiyle sonuglanan, sitokin salimmi  ve dokunun yeniden
yapilanmasindaki degisiklikleri iceren yara iyilesmesine cevap olarak adlandirilan
karmasik ve dinamik bir strectir. Fibrotik slirecte bircok hticre tipi ve degisik faktorler
rol oynamaktadir. Hepatik fibroziste ana mekanizma hepatik stellat hicrelerinin
aktivasyonudur. Hepatik stellat hiicreler (HSH) apoptozis ve inflamasyonda kritik bir
rol oynamaktadir. Bu hticreler normalde vitamin A ve yag depolar. Aktive oldugunda
retinil ester depolarim kaybederek myofibroblast benzeri hicreler haline donusir ve
kontraksiyon yapmasinin yanisira kollajen de sentezlemeye baglar. Bu nedenle giincel
calismalarin cogu HSH’ nin kdkenini arastirmaya, genetik defektleri ortaya koymaya ya
da bu hicrenin aktif ve inaktif formlarinda hangi molekillerin eksprese edildigini
saptamaya yoneliktir®”.

Dogal oldurtci hicreler (NK) immin sistemin bir parcasi olarak gérev yaparlar

ve transforme olmus ya da viral olarak infekte olmus hticrelerin yok edilmesinde gok



onemli rol oynarlar. Deneysel modellerde NK hiicrelerinin karaciger yaralanmasindaki
ve fibrozisindeki rolleri gosterilmistir. NK htcre reseptdri olan NKG2D' nin ligandlari
olarak MICA ve MICB tamimlanmustir. Stres ile indiklenen molekiller olan MICA ve
MICB’nin, kronik karaciger ve hepatoselltler karsinomal1 olgularda serum diizeylerinin
arttigr rapor edilmistir®. NK hiicreler aktive olmus hepatik stellat  hiicrelerin
oldurdlmesinde antifibrotik etkiye sahiptir. Fakat literatiirde hepatik stellat hiicrelerinde
stres ligandlarinin rolt hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadr.

Bu calismada ise yagli karaciger hastaliginin hiicre kiltirti modeli olan insan
hepatik stellat hicrelerinde ve hepatosellller karsinoma hlicre hatlarinda vitamin D,
tedavisinin stres ligand genleri olan MICA ile MICB ve profibrotik aktiviteye sahip
olan COL1la, a-SMA ve TGF-B genlerinin gen ekspresyonu Uzerine olan etkisi
molekiler diizeyde saptanmaya calisil mistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Hepatosdlltiler Karsnoma

Hepatosellller karsinoma (HSK), genel olarak kronik karaciger zemininde
gorilen karacigerin primer bir timoridur. Dunya genelinde gorulen kanserler icerisinde
besinci sirada, 6lum oram olarak da akciger, mide ve kolon kanserlerinden sonra
dordunct sirada yer almaktadir ve biittin kanserlerin %5,4’ Uk kismini olusturmaktachr
13 HSK'min gorilme skhg her yil artma egiliminde olup Amerika Birlesik
Devletleri’ nde ve Avrupa da son 20 yilda gériilme siklig: iki kat artrmistir 2.

HSK, cografik bolgeler, etnik gruplar ve cinsiyete gore cesitli epidemiyolojik
Ozelliklere sahiptir. HSK'min insidanst cografik kosullara bagli olarak degisiklik
gostermekte olup % 80’ den fazlasi Sahra Alt1 Afrika ve Dogu Asya gibi gelismekte olan
Ulkelerde, daha az oranda ise Kuzey Avrupa ve Amerika gibi gelismis Ulkelerde
gorulmektedir. Turkiye'de ise kronik hepatit hastaliklar1 siklig: ile birlikte HSK’nin
insidansinin ve prevalansimin hizla arttigi gorilmektedir. Gelismekte olan Ulkelerde
HBV enfeksiyonlar1 sorumlu iken, gelismis Ulkelerde HCV enfeksiyonlar1 ve alkol
kullanim: HSK gelisiminden daha fazla oranlarda sorumludur®®°.

HSK insidanst ayni bolgede yasayan farkli populasyonlar arasinda da
degismektedir. Etnik gruplar arasindaki farkliligin nedeni karaciger hastaligi ve HSK
icin major risk faktdrlerinin prevelans: ve maruz kalma siresindeki farkliliklardir. HSK
riski erkeklerde kadinlardan 2-7 kat daha yuksektir. Bu oran dinya genelinde
degismektedir. Erkeklerin karaciger kanserinde yiksek oranlara sahip olmasinin
nedenleri 3 maddede agiklanabilir. 1. Erkeklerin sigara ve alkol kullanma gibi karaciger
karsinojenlerine ve hepatit virts infeksiyonlarina maruz kalma oranlarinin daha yiiksek
olmast 2. Kadinlarda ostrojen etkisinin Interlokin-6 aracihgiyla inflamasyonu
baskilayip, karaciger hasarimt ve proliferasyonun yayilmasim azaltabilmesi 3.
Erkeklerde testesteron etkisinin androjen reseptor sinyalini artrmasi, karaciger hicre
proliferasyonunu tesvik edebilmesidir ****?, Genel olarak tiim bolgelerde kadinlardaki
yas piki erkeklerden 5 yas daha fazladir. DUsuk riskli populasyonlarda (ABD, Kanada



ve Ingiltere gibi) 75 yas ve Uzeri gibi dahaileri yaslarda gorulirken, yuksek riskli Asya
populasyonlarinda da benzer tablo goriilmektedir .

2.1.1. Hepatosdlluler Karsinomanmn Risk Faktorleri

Hepatoselliler karsinoma siklikla kronik karaciger hastaligi veya siroz
zemininde gelismektedir. Risk faktorlerini; kronik HBV, HCV ve Delta hepatit,
toksinler (alkol, sigara, aflatoksin), otoimmin hepatit, herediter metabolik karaciger
hastaligi (hemokromatozis, alfa-1-antitripsin eksikligi) erkek cinsiyet, insilin direnci
(diabetes mellitus, non-alkolik karaciger yaralanmasi) gibi gesitli  faktorler
olusturmaktadir®.

Risk faktorlerinin etkisine maruz kalan hepatositierde uzun stireli hasar meydana
gelmektedir. HBV ve HCV hepatositleri enfekte ederek yol actiklari hasara ek olarak
viral infeksiyona bagli immun yamit olusturmas: nedeniyle de karaciger dokusunda
inflamasyon  olusturmaktadir®>. Hepatosit nekrozu, inflamasyon ve saglam
hepatositlerdeki rejeneratif cogalma uzun sireler boyunca devam etmektedir. Risk
faktorlerinin yol actigi inflamatuar yanmit ve oksidatif stres karacigerin stromasim ve
mikrocevresini degistirmekte ve sirozun gelisimine neden olmaktadir. Hepatositlerde
degisen mikrogevre icinde rejenerasyon amaciyla ¢ogalma hizi artmaktadir. Hem
etiyolojik faktorlerin hem de inflamasyonun yol actigi ¢ogalma zamanla genetik
degisime yol agmaktadir. Boylece sirotik karaciger dokusu iginde fibrotik stromayla
cevrilmis, cogalan hepatositlerden olusan nodiller olusmaya baslar. Bu nodiller
hiperplastik nodullere daha sonra da buytme hizi kontrolt kaybr ve genomik instabilite
gelisimiyle displastik nodillere sonugta hepatoselltler karsinomaya donusmektedir.
Zamanla hucrelerin farklilasma seviyesi azalir ve hepatosit fonksiyonlar1 kaybolmaya

baslar™® (Sekil 1).
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Sekil 1. Hepatoselltler karsinoma gelisimindeki risk faktorleri ve basamaklari.

2.1.2. Hepatosdlluler Karsinomanin Molekiler M ekanizmas

2.1.2.1. Hepatokarsinogenez Sur eci

Hepatoselliler karsinoma tumor gelisimiyle baglantili olarak birgok gen
ekspresyonunun degisimiyle ilgili ¢ok basamakli bir siregtir. Hepatokarsinogenez
olarak isimlendirilen bu sirecte hepatosellliler karsinoma fenotipini olusturan
degisiklikler yavas bir stirecte gerceklesmektedir. Molekuler yontemlerdeki ilerlemeler
hepatokarsinogenezin molekiller mekanizmasinin anlasiimasini artirmaktadir®. Viral
yollarla, aflatoksinle veya alkolle indiklenmis hepatokarsinogenez siirecinde 6nemli
olan temel basamaklar tim karsinogenez sireglerinde oldugu gibi hiicreye yasama
avantaj1 kazandiran limitsiz bolinme, apoptozisten kagma ve anjiogenez yapabilme
Ozelliklerini kazandiran degisimlerdir. Hepatokarsinogenez allelik kayiplardaki artma,



kromozomal degisiklikler, gen mutasyonu, epigenetik ve molekiler hiicresel yollardaki
degisikliklerle giiclui bir sekilde baglantilidir'**.

Hepatokarsinogenez; kromozomal, genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikimini igceren ¢ok basamakli bir sirectir. Bu degisikliklerin bir kismi karacigerde
kanser gelisiminin farkli basamaklarinda olusur ve hticrede 6nemli molekiler yolaklarin
regulasyonunun bozulmas: ile sonuglamir. HSK gelisiminde altta yatan molekiler
mekanizmalarin tam anlamiyla ¢ozulebilmesi HSK olgularinin dnlenmesi ve tedavi
rejimlerinin gelistirilmesinde son derece 6nemlidir?.

Kromozomal ve genetik degisiklikler konusunda yapilan son calismalar
kromozomal instabilitenin (CIN) hepatokarsinogenezin erken evrelerinde goruldugini
ve malignant fenotipin olusumuyla sonuclandigini gostermektedir'®. Artmis DNA
metilasyonu (hipermetilasyon) kronik hepatitili ve sirozlu karacigerde gozlenmektedir.
HSK olgularinda farkli hiicresel yolaklar: diizenleyen p16/INK4A gibi ¢esitli tumor
baskilayici genlerde DNA hipermetilasyonu oldugu gozlenmistir®'’. Sirozlu karacigerde
gorilen baska bir kromozomal anormallikte telomer kisalmasidir. Telomer kisalmasi
hepatokarsinogenezde 6nemli bir mekanizmadir. Sadece hepatositierde gozlenmektedir
ve hepatosit telomer kisalmas: siroz drneklerinde fibrozisin ilerlemesiyle korelasyon
gogermektedir. Telomer kisalmasinin  telomerazin  yetersiz  oldugu farelerde
karsinojenlere kars1 karaciger tumorlerinin baslamasim artirdign gosterilmistir. Insan
HSK olgularinda da telomer kisaligi saptanmustir. Siroz  asamasindaki  insan
hepatositlerinde kromozomal instabiliteye yol agabilen telomer disfonksiyonunun HSK
gelisimini indikleyebilecegi diistinilmistir'®. Yapilan pek cok calismada genetik
degisikliklere ek olarak insan karsinogenezinde epigenetik degisikliklerin de 6nemli rol
oynadig: gosterilmistir™ (Sekil 2).
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Sekil 2. Hepatoselluler karsinomadaki epigenetik degisiklikler.

2.1.2.2. Hepatokarsinogenez Surecinde Yer Alan Sinyal Yolaklar:

Insan kaynakli kanser hticrelerinde proliferasyon, hiicre dongiisii, apoptozis ve
metastaz1 dizenleyen p53, BRCAL, Rb, Ras ve [3-katenin gibi cok sayidaki gende
mutasyon goralmustir. HSK’da gen mutasyonu diger kanser tiplerine gore daha
cesitlidir. P53 ve [-katenin HSK’da en stk mutasyona ugrayan genlerdir. Yapilan
calismalarda bu iki gende gorilen mutasyonlarin farkli iki yolla olustugu gosterilmistir.
P53 mutasyonu kromozomal instabilitenin yiksek olusuyla, 3-katenin mutasyonu ise
epigenetik degisikliklerle baglantili oldugu bulunmustur.
aktivasyonu ya da timor baskilayict genlerin inaktivasyonunun sonucu olarak Wnt/[3-
katenin, Ras, pl4Arf/p53, pl6INK4A/Rb, TGFR ve PTEN/Akt yolaklar1 gibi c¢esitli

sinyal yolaklarinin regiilasyonunun bozuldugu bildirilmistir®.

Hucresel onkogenlerin



HSK’da genetik degisikliklerin bu denli zengin olmasinin 2 nedeni olabilir. Tlki,
klinik olarak solid timdr tamsi konulmadan once cok sayida genetik degisikligin
birikmesi, Ikincisi ise degisik etiyolojik faktorlerin hepatosit icinde farkli genleri
hedefleyerek degistirmesidir. Etyolojik olarak tammlanan genetik heterojenite bu
tiimorlerin fenotipik heterojenitesi ile sonuclanmaktadir %°.

Wnt Sinyal Yolu: Bu sinyal yolaginin aktivasyonu siklikla HSK’ nin gelisimi ile
iliskilidir. Wnt sinyallerinin eksikliginde 3-katenin; adenomat6z polipozis coli (APC),
aksin ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3)'dan olusan komplekse cekilerek burada
fosforillenir ve pargalanmaya yollamir. Bu sayede normal durumda sitoplazmik 3-
katenin dizeyi dustk bir dizeyde tutulur. Ancak Wnt ligandlari membranda bulunan
frizzled (Fz) ve diusuk dansiteli lipoprotein reseptérti ile iliskili protein 5/6'ya
(LRP5/6)’ya baglandiginda Wnt/3-katenin sinyal iletimini tetikleyerek sitoplazmada
bulunan dishevelled (Dsh) proteinini fosforile ederek aktiflestirir. Aktif Dsh, 13-
kateninin degradasyon kompleksinden serbestlesmesini saglar. Sitoplazmada biriken
serbest 3-katenin nikleusa gegerek T-hticre faktort (TCF) ve lenfoid enhancing faktor
(LEF) gibi transkripsiyon faktorleri ile etkilesir. Bu etkilesim g¢esitli hedef genlerin
ekspresyonuna sebep olur > 2,

p53 Sinyal Yolu: HSK’l1 hastalarin %30-60"1inda p53 kaybi gozlenmistir. En
fazla gozlenen p53 degisimleri, bir allelin nokta mutasyonu ve diger allelin delesyonu
seklindedir. HSK’lerde 17p13 DNA baglanma bélgesinde missence mutasyonu vardir.
HSK timarlerinin % 25-60’ inda 17p13 de LOH (heterozigosite kaybr) gortlmustir. 17p
LOH’leri ise mutasyon olmayan allelde gorulir. Fakat cogu durumda p53 degisimi
hastaligin baslangicina degil gelisiminde etkili olmaktadir. p53 mutasyonlar: az-
diferansiye timorlerde bulunurken, iyi diferansiye timorlerde bulunmaz. HSK’ daki p53
mutasyonuyla iliskili spesifik cevresel bir etken aflatoksindir. Aflatoksin maruziyetinin
yuksek oldugu Cin ve Afrikamn giineyindeki bolgelerde calisilan HSK’ 11 olgularda p53
mutasyonlarina siklikla rastlanmaktadir >*>2,

p16INK4A/Rb Sinyal Yolu: HSK hicreleri retinoblastoma yolaginda yer alan
sklin-D geninde amplifikasyon yolu ile veya 0Ozellikle pl6INK4a, bazen de
retinoblastoma genini inaktif hale getirerek hiicre dongusini baskilayan sistemi devre
dis1 birakirlar. HSK olgulariin - %25-48' de Retinoblastoma lokusunda LOH kaybi

gozlenmistir, Retinoblastoma ekspresyonu %30-40 oranlarinda downregile olmustur.



Retinoblastomanin  yikilmast ve metilasyon aracilikli pl6'mn  susturulmasiyla
retinoblastoma yolag1 rahatsiz edilir > %,

Erb reseptor ailesi: HSK’larin %68inde epidermal biuyume faktori reseptori
(EGFR), %84'Unde ErbB ailesi reseptor tirozin kinaz 3 (ERBB3), %21’ inde
ERBB2(HER2) ve %61’ inde ERBB4 nlin asir1 ekspresyonu gozlenmistir. ERBB3 ve
ERBB1'nin asir1 ekspresyonu, yuksek proliferasyon indeksi, metastaz ve tumor

biyiikliigii ile karakterize agresif fenotiple birliktelik gosterir >*.

2.1.3. Karaciger Fibrozis

Normal karacigerde ekstraselliler matriks (ESM) karaciger agirliginin
%0,6'sindan azdir. Ozellikle kollgjen, elastin, fibronektin, laminin, entaktin, tenaskin,
undulin, proteoglikanlar ve hyaluronik asitten olusur. Fibrozis, kronik olarak hasar
goren karacigerde, ekstraselliler matriksin yapimi ile yikimi arasindaki dengenin
bozulmus olmasi ve asirt bag dokusu birikimiyle sonuglanan, sitokin salimmi ve
dokunun yeniden yapilanmasindaki degisiklikleri iceren *’yara iyilesmesine cevap’’
olarak adlandirilan karmagik ve dinamik bir slrectir. Karacigerin hasarlanmasina
toksinler, immun sistem bozukluklari, viral ve parazitik infeksiyonlar, wilson’s hastaligi
ve galaktozemi gibi sebepler neden olmaktadir. Hasarin sebebi ne olursa olsun,
karacigerde yara iyilesmesine yanmtta hicrelerin ve c¢ozicu faktorlerin katkilar:
benzerdir. Fibrozis siireci icerisinde ESM yapiminda artis, skleroza déntisme egilimi ve
bag dokusunun dejeneratif degisimi sonucunda karaciger sirozuna kadar uzanan bir
siireg gorulmektedir. Fibrozis siroza dogru ilerledikge normal karaciger dokusunda 1:1
olan kollajen tip |1 / kollgjen tip 11l orammn, sirozlu karaciger dokusunda 4:1'e
yukseldigi gorulmektedir. Karaciger fibrozisin olusabilmesi icin parankimal hiicre
hasar1, inflamasyon, hepatoselltler rejenerasyon, ekstraselliler matriks Uretimi, tim
karacigerde psodolobiil olusumuna neden olan lobuler ve damarsal yapimin bozulmasi
gereklidir. Y apilan calismalarda hasarli karacigerde asir1 bag dokusu Uretiminin sebebi
olarak perisinusoidal hepatik stellat hiicreleri gosterilmektedir®’?%,

2.1.3.1. Karaciger Hasarim Baslatan Sinyaller
Karaciger hasari hepatosit, inflamatuar ve parankimal hicreler, 6zellikle
sinuzoidal endotelyal hiicreler ve kupffer hicrelerinden koken alan sinyallerden dolay:



fibrogenezin baslamasina yol agmaktadir. Bu fibrojenik uyaricilar reaktif oksijen tirleri

(ROS), hipoksi, inflamatuar, immun yanit, apoptozis ve steatozdur®?.

2.1.3.1.1. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tdrlerinin Oretimi araciligiyla olusan oksidatif stres karaciger
hasarimin  olusumunda ve hepatik fibrogenezin baslamasinda ©nemli bir rol
oynamaktadir. Lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nmin oksidatif bozulmasi nekrozisi,
hepatositlerin apoptozisini indikler ve fibrozisin baslamasiyla sonuglanan inflamatuar
yanit1 guiclendirir. Ayrica kupffer hiicrelerinden profibrojenik mediyatorlerin Gretimini

stimiile eder®?,

2.1.3.1.2. Hipoks

Hipoksi, fibrogenezin merkezi bir dizenleyicisidir. Hepatik stellat htcreler
tarafindan HIF-1 o’ nin upregile olmasim saglayarak erken fibrojenik uyarici olarak
tammlanir. Sirastyla vaskiler endotelyal hiicre blyime faktérii ve reseptorleri
indiklenerek hepatik stellat hiicrelerde tip 1 kollajen sentezi stimile olur. TGF-31
ekspresyonu potansiyalize olunca anjiogenez ve fibrogenezde otokrin ve parakrin
dongulere katkida bulunur. Fibrozis ve hipoksi kalici parankimal hasarin varliginda
birbirlerini amplifiye ederler ve normal doku tamirinin bozulmasina yol agarak kisir

déngui olustururlar®?>2.

2.1.3.1.3. inflamatuar ve immun Cevap

Inflamasyon fibrozisin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemlidir. Hem dogustan
gelen bagisikliga (naturel killer hiicreler ve makrofajlar) hem de kazanmlmis bagisikliga
(T ve B hicreleri) ait olan inflamatuar hticreler, karaciger yaralanmasi ve fibrogenezisin
gelisiminde rol oynamaktadir. Patojenlerin ortadan kaldirilmasini, hiicre 6limuni
(antiviral immun reaksiyon sirasinda hepatositlerin  hasarlanmasi), inflamatuar
hiicrelerinin dizenlenmesini, myofibroblastlarin aktive edilmesini, fibrozisin spontan
iyilesmesini diizenlemektedir. Kupffer hiicreleri, hepatik inflamatuar yanitta dnemlidir.
NuUkleer Faktor Kappa-B (NF-xB) aktivasyonu, kemokinleri ve diger inflamatuar

mediyatorleri iceren cok sayidaki inflamatuar genlerin ekspresyonunu kontrol eder 2”2,
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2.1.3.1.4. Apoptozis

Apoptozis ya da programl: hiicre 6limu, kronik karaciger hastaliginin genel
Ozelliklerinden birisidir. Nekrozun klasik bir inflamatuvar veya fibrojenik uyaran
oldugu dusunultiyorsa da yapilan calismalar apoptozu hicre 6liminden sorumlu
tutmaktadir. Hepatositlerden salinan apoptotik Grinler, kilttrdeki stellat hicreler icin
fibrojeniktir ve in vivo ortamda Fas aracilikli hepatosit apoptotik deneysel hayvanlarda
da fibrojenik olarak bulunmustur. Apoptotik cisimciklerin olusmasiyla sonuglanan
apoptozis daha sonra fagositler tarafindan temizlenmektedir. Apoptozisin genellikle
inflamatuar olmadig1 dustnulirken aslinda proinflamatuar ve fibrojenik bir uyaricidir.
Kupffer hicreleri apoptotik cisimciklerin yutulmasindan sonra 6lum ligandlar1 ve
Tumor Nekrozis Faktor-Alfa (TNF- o) salgilamaktadir. Benzer sekilde HSH'ler
tarafindan apoptotik cisimciklerin  yutulmas: oksidatif radikallerin  Uretimi ile
profibrojenik yanitin tetiklenmesini ve TGF-3 ile kollajen 1'in ekspresyonunun

artmasin: saglamaktadir®>.

2.1.3.1.5. Steatoz

Oksidadif stresin artmasi, apoptozise duyarliliginin artmasi, hiicresel hasara
cevapta dizensizlik, Peroksizom Proliferator-Aktive edici Reseptor (PPAR) sinyali ve
aktivitesi, leptin ekspresyonundaki ve sinyalindeki bozulmalar steatoz bagl

fibrogenezise katk1 yaparlar®®®,

2.1.3.2. Hepatik Stellat Hicreleri

Karacigerin hicresel yapisinin yaklasik %65’ ini hepatositler, %35’ ini parankim
dis1 htcreler olusturmaktadir. Parankim dis1 hiicre toplulugunun %70’ ini endotelyal
hiicreler, %20 sini kupffer hiicreleri ve %10 nunu da hepatik stellat hiicreleri olusturur.
Karaciger yildizs: hiicresi, ito hlicresi olarak da bilinen hepatik stellat hticreleri, ilk kez
Von Kupffer tarafindan 1876 yilinda tammlanmistir. Mezensimal kaynakli olan bu
hiicreler endotel hicre tabakas: altinda, disse araliginda yer almaktadir. Anatomik
yerlesimi ve sitolojik 0Ozellikleri bakimindan, kapiller yatakta bulunan, kasilma
Ozelliklerine ek olarak fibroziste aktif rol oynayan perisitlere benzemektedir. Endotelin
atinda ve sintzoidlerde uzun sitoplazmik uzantilari bulunan hepatositler arasinda
baglantiy1 saglayan hiicrelerdir. Aymi zamanda birbirleriyle ve sinir sonlanmalariyla da
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baglant: yaparlar. Satellit htcrelerinin elektron mikroskobik gorinumu; c¢ekirdegi
sikistirmis yag damlaciklari, kismen gelismis GER, hlicre iskeletini olusturan yapilarda
azalma ve az sayidaki mitokondri organelleri ile karakterizedir. Satellit hlicrelerini rutin
yontemler ile (hemotoksilen-eozin) boyanmis kesitlerde tammmlamak kolay degildir.
Ozel boyama olarak toluidin mavisi, bazik fuksin gibi histolojik boyalar kullanarak
gbzlemek mumkindir. Satellit hicresinin gdzlenmesi vitamin A’nin  boyanmasina
baglidir. Normalde ana islevi vitamin A’yi retinil ester seklinde depolamak olan, inaktif
hicrelerdir. Satellit hicreleri ve bunlardan tireyen miyofibroblast benzeri hiicrelerin
degisik islevleri vardir, bunlar retinoidleri ¢ozip serbestlestirirler, iclerine alirlar veya
depolarlar. Ozellikle miyofibroblast benzeri hiicreler, ekstraselliler matriks proteinlerini
(kollgjen tip 1, 3, 4, 5 ve 6, fibronektin, laminin, tenaskin, undulin, hiyaluron ve
proteoglikanlar) sentezler ve salgilar®**°,

Cok sayida yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar karaciger hasarina cevap olarak
HSH’lerin bir aktivasyon islemine maruz kaldigin, retinil ester depolarim kaybettigini,
kontraksiyon yapmasinin yamsira kollajen sentezlemeye basladigini, hiicre yuzey
reseptorlerinde degisiklikler meydana geldigini ve sonug olarak myofibroblast benzeri
hiicrelere donustiguni gostermistir. Hepatik stellat hticrelerin myofibroblast benzeri
hiicrelere donlsmesiyle asir1 bag dokusunu sentezlemesinin yant sira yikimi inhibe
edebilme 6zelligi de vardir®*>® (Sekil 3).
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Sekil 3. Hepatik stellat hiicreleri.

2.1.3.3. Karaciger Fibrozisinin Aktivasyonu

Karaciger fibrozisi, hepatik stellat hicrelerin aktivasyonuyla baslamaktadir.
Aktivasyon islemi genel olarak baslama (initiation) ve devam ettirme (perpetuation)
asamalarindan olusmaktadir. Eger yaralanma gecerse 3. asama olan fibrozisin
iyilesmesiyle (resolution) devam etmektedir. Baslama asamasi preinflamasyon olarak da
adlandirilir, sitokinlere ve uyaricilara hiicrenin cevabr olarak gen ekspresyonundaki ve
fenotipteki degisiklikleri ifade eder. Lipid peroksidaz, lipopolisakkarite maruz kalma ve
hasarli hepatositlerin  Uretiminin  yam sira ekstraselliler matriksin - etrafindaki
degisiklikleri iceren parakrin etkili uyaricilardan dolay:r goralir. Devam ettirme
asamast bu uyaricilarin etkileriyle fibrozisin devam etmesidir. Parankrin etkili
uyaricilara ek olarak otokrin uyaricilardan da etkilenmektedir ve ¢ok sayida islevsel
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degisikliklerle sonuclanmaktadir. Bunlar stellat hiicre proliferasyonu ve kemotaksi,
Iokosit kemotaksisi, matriks parcalanmasi, fibrogenesis, kontraktilitenin artist,
inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu ve retinoidlerin kaybini icermektedir?* (Sekil 4).
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Sekil 4. Hepatik stellat hiicrelerinin aktivasyon yolu.
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2.1.3.3.1. Baslangic Asamas

Parakrin uyaricilar hasar gérmis hepatosit, endotelyal hiicre, kupffer hiicre ve
platelet gibi komsu hticrelerden elde edilmektedir. Hepatositler peptid blylime faktori
olan TGF-3 ve TGF-o'y1, ayn1 zamanda karaciger hasarimin bazi formlarinda nemli
olabilen lipid peroksidazi salmaktadir. Endotelyal hiicreler stellat hiicreler Utzerinde
aktive edici 0zellige sahip olan endotelin 1 (ET-1) ve hiicresel fibronektin salar. Ayrica
endotelyal hticreler TGF-3' nin aktivasyonunda da rol oynamaktadir. Kupffer hicreleri
matriks sentezini, hicre proliferasyonunu, ozellikle TGF-13 gibi sitokinlerin hareketleri
dogrultusunda stellat hiicrelerinden retinoidlerin salimmint ve reaktif oksijen tarlerinin
salintmini stimile etmektedir. Plateletler PDGF, TGF-I3 ve epidermal buyume faktoru
(EGF) gibi parakrin uyaricilarinin énemli baska bir kaynagidir".

Transforme Edici Bluylume Faktori- Beta (TGF-13); TGF-13 1, 2 ve 3 olmak Uizere
U¢ izoformdan olugmaktadir. TGF-31 6zellikle hicre proliferasyonunun, hicre
farklilasmasimin ve fibrogenezin gucli modulatort olarak bilinmektedir. Genellikle
homodimer latent polipeptid olarak salgilanmaktadir ve ekstraselltler matriks igindeki
proteoglikanlara baglanir. Hem normal karacigerde hemde fibrotik karacigerde bulunur,
fakat siroz ve deneysel hepatik fibroziste artmaktadir. Karacigerdeki TGF-3' nin primer
kaynagi olarak kupffer hucreleri dustnilmektedir. Fakat endotelyal hicrelerden,
hepatositlerden ve stellat hticrelerinden de kiicik miktarlarda Uretilmektedir. Stellat
hicrelerde TGF-3, kollajen I-11 ve 1V, fibronektin ve lamininin ekspresyonunu
artirmaktadir ve sessiz  dellat  hicrelerin - myofibroblastlara  déntsUmUna
hizlandirmaktadir. Matriks sentezini hizlandirmasi ve stimule etmesinin yan sira diger
profibrojenik etkilere de sahiptir. Fibroblastlarda kollajenaz ve stromelisin gen
ekspresyonunu azaltir ve TIMP-1 ve plazminojen aktivator inhibitorii gibi proteaz
inhibitorlerinin ekspresyonunu artirmaktadir ",

TUmor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-a): Proinflamatuar ve immun dizenleyici bir
sitokindir. Yapilan calismalar doku yaralanmasini takiben doku tamirinde de rol
oynadigimi gostermistir. TNF-o hiicre proliferasyonunu ve apoptozisi dizenleme,
ekstraselliler matriks sentezini  ve matriks metalloproteinaz (MMP) Uretimini  kontrol
etme, adezyon molekiillerinin ekspresyonunu indiikleme 6zelligine sahiptir .
Insanlarda ve hayvan modellerinde akut ve kronik karaciger hastaliginda TNF-a.

ve TNF-a reseptérlerinin yikselmis seviyesi eslik etmektedir. Kupffer hicrelerinin
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karacigerde TNF-o'nin ana kaynagi oldugu disunulmektedir. TNF-o stellat hticre
aktivasyonunu hizlandirmaktadir ve o-SMA ile TGF-I3 reseptor 1'in ekspresyonunu
artrmaktadir. Ilging olarak, TNF-a , TGF-R1 gibi klasik bir fibrojenik mediator
degildir. Aslinda stellat hiicrelerinde TNF-a fibronektin ve tenaskinin sentezini stimile
ederken, tip | vetip Il kollajenin sentezini azaltmaktadir. TNF-a hepatik stellat hiicreler
tarafindan MMP stromelisin/transin’in  ekspresyonunu da artirmay: saglar, bu da
sentezinden ¢ok matriks parcalanmasinda rolt olacagim distndirmektedir. Boylece,
hepatik fibrozisde TNF-a'in anaroli aktive edilmis hiicreler tarafindan ESM Uretiminin
stimulasyonundan cok stellat hiicre aktivasyonunun baslamast olabilir”?.

Endotelin: Endotelinler gesitli metabolik etkilere sahiptirler fakat dncelikle glcli
bir vazokonstriktor olarak kabul edilmektedir. Normal insan karacigerinde ET-1 disuk
seviyelerde eksprese olurken, sirozlu karacigerde sinuzoidal endotelyal hiicreleri, safra
kanal1 hicreleri ve stellat hicreleri tarafindan ET-1 sentezinde o6nemli bir artis
gorulmektedir. In vitro calismalarda stellat hiicre aktivasyonu ve fibrogenezde ET-1'in
rolii oldugunu desteklemektedir .

Platelet Kokenli Buyume Faktort: PDGF gugli bir kemotaktik olarak hareket
eder ve mezankimal hucreler icin mitojenik bir faktordur. Karaciger yaralanmasinda
stellat hiicrelerin aktivasyonun devam ettirilmesinde ve fibrozisin gelisiminde dnemli
rol oynamaktadir .

Transforme edici faktor-alfa (TGF-a); TGF-o epidermal blylime faktort benzeri
ligand ailesine ait bir polipeptiddir ve karaciger de iceren ¢ok sayida normal dokudan
sentez edilmektedir. Karaciger yaralanmasim takiben hepatosit rejenerasyonunda
onemli bir rol oynadigi dustnilmektedir. Normal karacigerde sinuzoidal hiicrelerde
bulunmaz. Fakat aktive olmus makrofaj, kupffer hiicresi ve stellat hiicrelerinden sentez
edildigi gosterilmistir. Stellat hicrelerinde EGF reseptérlerine baglamr ve primer
kilturde proliferasyonu stimule eder. Proliferasyon Uzerindeki etkisine ek olarak, stellat
hiicre aktivasyonunu hizlandirdig da rapor edilmistir”.

Insiilin Benzeri Blylme Faktor(: Hepatositler tarafindan salgilanan IGF-1 ve
IGF-2'nin stellat  hicre  proliferasyonunun  parakrin - diizenlenmesinde  katkisi

bulunmaktadir 2.
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2.1.3.3.2. Devam Ettirme Asamas

Hepatik stellat  hicrelerinin - devam asamasi; proliferasyon, kemotaksi,
fibrogenesiz, kontraktilite, matriks pargalanmasi, retinoid kaybi ve sitokin salinim gibi
hiicre davramsim etkileyen faktorleri icermektedir. Bu degisiklerin net etkisi ise

ekstraselliiler matriksin olusumunu artirmaktir”?,

2.1.3.3.2.1. Proliferasyon

PDGF tanimlanmis en gucli  stellat  hicre mitojenidir. Stellat  hiicre
aktivasyonunun erken déneminde PDGF reseptorlerinin indiksiyonu bu guclt mitojen
icin yanit1 artirmaktadir®®®. PDGF sinyalinin downstream yollar1 stellat hiicrelerde
dikkatli bir sekilde karakterize edilmis olup PI3 kinaz ve Na'/H® degisimini
icermektedir®®®"®, Stellat hiicrelerindeki diger mitojenik uyaricilar VEGF, trombin ve

onun reseptorleri, EGF, TGFu, keratinosit biytime faktorii ve bFGFdir "*°.

2.1.3.3.2.2. Kemotaks

Stellat hiicreler yaralanma bolgesinde kemoatraktanlarin birikimine yol acarak
sitokin boyunca go¢ edebilirler. Guglu stellat hiicre kemoatraktanlar PDGF, MCP-1 ve
CXCR3'yi icermektedir. Stellat hiicre kemotaksisinin mekanik 0Ozellikleri son
zamanlarda agiklanmistir, PDGF uyarici kemotaks hicrelerin  yayilmasiyla
baglantilidir %,

2.1.3.3.2.3. Fibrogenezis

Stellat hicreleri sadece hiicre sayisint artirarak degil ayni zamanda matriks
Uretimini artirarak ta fibrozise yol agar. Hepatik skarin en iyi calisilmis komponenti
kollajen tip 1'dir. Kollajen tip 1'in ekspresyonu artan sayida uyarici ve sinyal yollar
tarafindan hepatik stellat hiicrelerde hem transkripsiyonel hemde post-transkripsiyonel
olarak diizenlenmektedir®.

Stellat hiicreler tarafindan kollajen 1 ve diger matriks komponentlerinin dretimi
icin en guclt uyarict TGF-R'dir. TGF-3 hem parakrin hem de otokrin kaynaklardan
koken almaktadir. TGF-'in downstream sinyali SMAD olarak bilinen bifonksiyonel
molekul ailesini icermektedir. SMAD’lar fibrogenezis sirasinda TGF-3nin etkisini
artirmaktadir. TGF-3 aym zamanda hiicresel fibronektin ve proteoglikanlar: igeren
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matriks komponentlerinin tiretimini uyarmaktadir®®. Konnektif doku bilyiime faktorii de
(CTGHCCN2) guglu fibrojenik sinyaldir, hiperglisemi ve hiperinsiilinemi tarafindan
upregiile olmaktadir**. CTGF uretiminin uyariimas: geleneksel olarak TGF-R bagimlii

olarak ongorilirken, TGF-R bagimsiz diizenlemelerde de bulunmaktadir”*.

2.1.3.3.2.4.Kaslma

Endotelin ve nitrik oksit (NO) stellat hiicre kasiimasini kontrol eden major
dizenleyicilerdir. Bu mediyatorlere ilaveten anjiotensinojen I, eikosanoidler, atrial
natriretik peptid, somatostatin ve karbonmonoksit (CO) eklenebilir. Stellat hticre
aktivasyonu gibi sitoskeletal protein olan a-SMA’ nin ekspresyonu da artmaktadir *.

2.1.3.3.2.5. Matriks Parcalanmas

Fibrozis, matriks uretimi ve pargalanmas: arasindaki dengeyi tammlamaktadir.
Ekstraselliler matriksin parcalanmasi hepatik fibrozisde anahtar bir olaydir. Matriks
metalloproteinazlar (MMP-1) fibrotik karacigerin ana kollajeni olan kollajen tip 1'i
azaltabilen bir proteazdir. Stellat hiicreler MMP-1 mRNA eksprese eder fakat enzim
duzeyi dusuktor. MMP aktivitesinin dizenlenmesi pek cok diizeyde olusmaktadir.
Bunlar arasinda MMPin metalloproteinaz doku inhibitorine (TIMPs) baglanarak
inaktivasyonu yer almaktadir®®. Stellat hiicreler fonksiyonel TIMP-1 ve TIMP-2
uUretirler ve karaciger yaralanmasi sirasinda matriks birikiminin parcalanmasinin
azaltiilmasina yol acarak, intestinal kollajenlerin aktivitesini inhibe ederek bu
proteinlerin Uretimini saglarlar. TIMP-1 anti-apoptotiktir ve TIMP-1 antagonistleri de
cok etkili antifibrotik hedef sunmaktadir .

2.1.3.3.2.6. Retinoidlerin Kaybi

Kultur ortaminda retinoidler retinil esterleri seklinde depo edilirler. Retinoidlerin
kayb: stellat hiicrelerinin aktivasyonu icin gereklidir. Stellat hiicrelerinin aktivasyonuna
karakteristik periniikleer retinoid (vitamin A) damlalarinin kayb eslik etmektedir °.

2.1.3.3.3. Iyilesme Asamas

Bugin yapilan calismalarin cogu karaciger fibrozisin tedavisine yoneliktir.
Stellat hiicrelerin aktivasyon kaybimin nasil dnlenecegi 6nem kazanmistir. Aktive olmus
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stellat hicrelerinin azaltilmas igin ya sessiz fenotip igin geri donisim ya da apoptoz
veya yaslanma ile temizlenme olmak Uzere iki potansiyel yol distnulmistir. Bir cok
calismada karaciger fibrozisin baskilanmas: sirasinda stellat hticre apoptozisinin 6nemli
oldugu distnulmuistar. Kdltir ortamunda, stellat hiicreler CD95-L ve TRAIL aracili
apoptozise duyarlidir ve NK hiicreler TRAIL aracili mekanizma tarafindan stellat
hicrelerinin apoptozisini indiklemektedir. Naturel killer hticreler, stellat hiicrelerinin
apoptozisi ve fibrozisin baskilanmasimin 6nemli bir belirleyicisidir. Yapilan bir
calisgmada fibrozisin baskilanmasi sirasinda yaslanmaya maruz kalan stellat
hiicrelerinin, NK hicreler tarafindan saldiriya daha duyarli olduklar: gosterilmistir. Bu
bulgular malignant olmayan hastaliklarda yaslanmarin roltini anlamak ve yeni tedaviler
bulmak igin hicresel yaslanmanin bilinen yollarindan yararlanmak icin yeni firsatlar
sunmaktadhr .

2.1.3.4. Karaciger Fibrozisnin Tedavis

Antifibrotik tedavinin hedefleri gesitli kategorilere ayrilmistir. Bunlar; hasari
Onlemek icin hastaligin primer tedavisi, stellat hicre aktivasyonunu onlemek icin
inflamasyonu ya da immun yanmti azaltmak, hepatosit hasarim azaltmak igin
‘hepatoprotection’, stellat hiicre aktivasyonunu downregile etmek, stellat hicrenin
proliferatif, fibrojenik, kontraktil veya proinflamatuar yamtim notralize etmek, stellat
hiicrelerinin apoptozini uyarmak, skar matriksin pargalanmasint artirmak ya da matriks

proteaz (reten hiicreleri uyararak, onlarin inhibitorlerini downregile etmektedir’?

(Cizelge 1).
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Cizelge 1. Hepatik fibrozisigin tedavi stratejileri.

Y aralanmamn ve inflamasyonun
Azaltilmas

Viral Hepatitler icin antiviral tedavi

Selaton

Anjiotensin 11 tip | reseptdr antagonistleri, ACE
inhibitorleri

Ursodeoksikalik asid (antiinflamatuar)
Hepatoprotektantlar

Stellat Hucr e Aktivasyonunu
hafifletmek

Alfainterferon
Antioksidanlar: Vitamin E
Anjiotensin Il tip | reseptdr antagonistleri
Sitokin tedavis
TGF-3 antagoni sti
Endotelin reseptdr antagonisti
HGF
TNFo antagonisti
IFN-y
PPAR- vy agonisti
FXR agonisti
Kannabinoid Reseptorleri
CBl1 antagonisti
CB2 agonisti
Aldosteron antagonisti
Opioid antagonidti

Aktive Olmus Stellat Hicreéerinin
inhibisyonu

Anti-proliferatif:

» PDGF reseptor antagonisti

* Sodyum degisim inhibitorleri

* HMG CoA reduktaz inhibitorleri

* Plasmin/trombin reseptor antagoni sti
Anti-kontraktilite:

* Endotelin/endotelin reseptor antagonisti
* Nitrik oksit donorleri
Anti-fibrojenik:

* Kollajen sentez inhibitdrleri

» TGFB inhibitorleri

* HGF/HGF mimetikleri

* AT reseptdr antagonistleri

* ACE inhibitorleri

* Integrin

» CTGF/CCN antagonidtleri

* SMAD 7 agonidti

* Relaksin
Gliotoksin
Hepatik Stellat Hicreerinin NGF agonigti
Apoptozise Spesifik Ajanlari TIMP antagonisti
TRAIL ligandlari

Skar Matriks Parcalayicilar

Transglutaminaz ya da ¢apraz bagli kollajen inhibitorleri
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2.1.3.4.1. inflamasyonu veya immun Y amti Azaltmak

Azaltilmis fibrozis HCV'li hastalarda pegile a-interferon ve ribavirinli tedavinin
basaril1 oldugu rapor edilmistir. Bu etki karaciger hasar1 ve viral replikasyon tzerinden
olusmaktadir. Surdurulebilir viral klirens fibrozisin belirgin olarak gerilemesiyle
baglantilidir. Boylece hastalarin uzun donemli takibi HCV'nin basarili sekilde
temizlenmes erken zamanlarda hastaligin daha dramatik geri donusini gosterebilir.
Daha da Onemlisi viral klirensin yoklugunda bile bazi antifibrotik etkiler
g6zlenmektedir"?,

Cok sayida ajan hepatik stellat hiicre aktivasyonunu stimule etmeyi azaltan anti-
inflamatuar etkiye sahiptir. Kortikosteroidler, karaciger hastaliginin ¢esitli tiplerinde
Ozellikle otoimmun hepatitiste yillarca kullamlimaktadir. Pentoxyphylline TNF-a’y1
downregule ederek onun antifibrotik aktivitesini etkiler. Renin-anjiotensin sistemi de
oksidatif stresin olusumu sayesinde inflamasyonu artirabilir ve bu yizden Anjiotensin
donlsturdct enzim antagonistleri veya anjiotensinojen Il tip | reseptdr antagonisti
antifibrojenik  aktivitenin yamt swra antiinflamatuar etkiye de sahip olabilir.
Ursodeoksikolik asit de antiinflamatuar aktivite nedeniyle fibrozis ve primer biliyer

siroz tizerinde yararl1 bir etkiye sahiptir”?,

2.1.3.4.2. Hepatoprotektantlar

Preklinik ve klinik calismalarda genel olarak ‘hepatoprotektant’ olarak
adlandirilan yeni bir siiif bulunmaktadir. Bu simif HGF, HGF delesyon varyantlarin,
HGF sentetik mimetiklerini ve bunlara ilaveten kigik molekdl kaspaz inhibitori ve
instilin benzeri biytime faktorlerini icermektedir”?.

HGF; Fibrozisin hayvan modellerinde HGF in antifibrotik etkisi igin gugli
kanitlar vardir. Antifibrotik aktivitesinin  mekanizmasi TGF-[3 ekspresyonunun
baskilanmasini ve kollajenaz ekspresyonunu igermektedir. Yapilan ileri dizeydeki
calismalar blyUmenin inhibe edildigini ve hepatik stellat hicrelerin  apoptozise
ugradiklarin gostermistir’ .

Kaspaz inhibitorleri; Hepatositlerin apoptozisi profibrojenik inflamatuar uyarici
olarak tamimlanmaktadir. Sonug olarak, spesifik olarak kaspazlari bloke eden apoptotik

sinyallerin intraselluler effektorleri olan kiigiik molekiillerdir”?.
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FXR ligandlar1; Farnesoid X reseptor, FXR, nikleer reseptdr transkripsiyon
faktor ailesinin bir tiyesidir ve safra asitlerinin baglanmasiyla aktif hale getirilir"%.

2.1.3.4.3. Stellat Hiicre Aktivasyonunun inhibisyonu

Sessiz stellat hiicrelerin, aktive olmus myofbroblastlara donisimini azaltmak
onemlidir. En ¢ok uygulanan pratik yol aktivasyon icin dnemli bir uyarici olan oksidatif
stresi azaltmaktir. Vitamin E'yi iceren antioksidanlar fibrogenezi baskilamaktadir.
Diger antioksidanlar stellat  hicrelerin - aktivasyonunu  da  azaltmaktadr.
Kannabinoidlerin, hepatik fibrosisicin ¢ok etkileyici rolleri vardir. Kannabinoidler gibi
endojen opioidler de profibrojenik aktiviteye sahiptir. y interferon sitokinide stellat
hiicre aktivasyonu Uzerinde inhibitér etkiye sahiptir. PPARy nikleer reseptorler stellat
hiicrelerden eksprese olurlar ve sentetik PPARy ligandlar: stellat hiicre aktivasyonunu
downregule etmektedir. Leptin aktive olmus stellat hiicreleri tarafindan Uretilir. Sadece

lipid metabolizmasini etkilemez ayni zamanda dogrudan yara iyilesmesini de etkiler %,

2.1.3.4.4. Skar Matriksin Parcalanmasint Artirmak
Tedavinin bu bileseni ¢ok Onemlidir. Cunkl insan karaciger hastaliginda
antifibrotik tedavi yeni skar birikimini Onlemeye ek olarak mevcut matriksin

rezorpsiyonunu da kiskirtmaya ihtiyag duymaktadir’.

2.2. Dogal Oldiruct (Naturel Killer-NK) Hucreler ve Reseptorleri

NK hicreleri transforme olmus ya da viral olarak infekte olmus hicrelerin
yok edilmesinde cok @nemli rol oynamaktadir®. NK hiicreleri hem hiicresel
sitotoksite gostererek hem de sitokin ve kemokin salgilayarak dogal ve kazamlms
bagisiklik sistemi arasinda kopri gorevi gormektedirler. NK hiicreleri biytk grantllt
lenfositler olup periferik kan hiicrelerinin %5-15'ini olusturmaktadirlar “°. NK hiicre
fonksiyonlart MHC sinif | molekdiller araciligi ile kontrol edilmektedir. MHC, normal
hiicreleri NK aracil1 lizisden koruyan molekillerdir. NK hiicrelerinin etkin islevleri
hiicre ylizey reseptorleri arasindaki denge ile siki denetim altindadir. Boyle bir amag
icin NK htcreleri hem aktivatdor hem de inhibitor ylzey reseptorleri tarafindan
kontrol edilir. Aktivator ve inhibitor reseptorlerin farkli dizeylerde uyariimasi
hicrenin verecegi yamti direkt olarak etkilemektedir. Aktivator reseptorlerin
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uyarilmast sonucu NK hicreleri proinflamatuvar sitokin ve kemokinler salgilayip,
sitotoksitelerini  artirirken, inhibitdr reseptorlerin uyarimas: ise hicresel yaniti
baskilayici yonde etkilemektedir®’.

Insanlarda, MHC sinif | molekuillerinin reseptorleri icin kodlanan 3 farkl: gen
ailesi tammlanmustir. ilk gen ailesi; immunglobulin siiper ailesine (1g) ait olan tip |
transmembran molekdllerini icermektedir ve oldurict hicre Ig-benzeri reseptor
(KIR) olarak adlandiriimaktachr. ikinci grup immunglobulin benzeri transkript (ILT)
olarak adlandirilan, Ig slper ailesine ait reseptor grubudur. Ayni zamanda |okosit 1g-
benzeri reseptor (LIRS) ve makrofaj benzeri reseptor (MIRs) olarak da
issmlendirilirler. Baslica B,T ve myeloid hticreler Uzerinden eksprese olurlar fakat bu
grubun bazi tyeleri NK hiicreler tizerinden de eksprese olurlar. Uglincii grup ise C-
tipi lektin ailesinin tyeleridir. Bu aile tyelerinin cogu NKG2 ailesinin bir tyesiyle
baglantil1 olarak CD94 ile heterodimer olarak eksprese edilir*’(Sekil 5).
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Sekil 5. NK hticre reseptorleri.

2.2.1. Major Doku Uyum (MHC) Kompleksinin Genomik Yapis

Major doku uyum kompleksi (Major Histocompatibility Complex-MHC) tim
omurgalilarin genomunda yer alan, bagisiklikta ve doku uygunlugunda rol oynayan bir
gen bolgesidir*®. Insanda MHC, insan I6kosit antijenleri (Human Leucocyte Antigen-
HLA) olarak da adlandirilir. HLA antijenlerinin olusumundan sorumlu olan MHC
genleri 6. kromozomun kisa kolu Uzerinde, 6p21.31 bolgesinde yer alir ve yaklasik
olarak 4000 kilobaz uzunlugundadir®. Bu bolgede bulunan genlerin cogu oldukca
polimorfiktir ve yaklasik 300 gen icermekte olup bu genlerin % 20'si immun sistemin
isleyisi ileilgili trtinleri kodlamaktadir®.

MHC kompleksi kendi icinde 3 sinifa ayrilmaktadir. Sinif-1 bolgesi, MHC nin
telomerik ucunda yer alip HLA -A, -B, -C olarak da tamnan klasik transplantasyon
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antijenlerini, HLA —E, -F, -G gibi klasik olmayan sinif | antijenleri kodlayan gen
lokuslarini, HLA-H, -J, -K, -L gibi psodogenleri, ayrica MICA, MICB ve islevleri iyi
anlasilamams olan daha bir ¢ok geni kodlamaktadir. Sinif 11 bolgesi, sentromere yakin
yerlesmistir, HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP molekiilleri ile HLA-DM ve HLA-DO
molekullerinin gen lokuslarim bulundurur. Simif 111 gen bolgesi ise sinif | ile sinif 11

bolgeleri arasinda bulunan doku grubu antijenlerini kodlamayan bir bolgedir™(Sekil 6).
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Sekil 6. MHC gen bolgesi.

2.2.2. NK Hucre Cevabimin Duzenlenmes

Insanlarda ve farelerde cok sayida aktivator reseptér tammlanmus olmasina
ragmen, bu reseptorlerin birbirleriyle nasil isbirligi yaptigi ve farkli NK hicreler
Uzerinde nasil klonal dizeyde dagilim gosterdikleri tam olarak bilinmemektedir.
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Yapilan deneysel calismalar bazi aktivator reseptorlerin hedef hiicreyi tanimasi igin
primer reseptor olarak hareket ettigini gostermektedir®*®2,

Inhibitor reseptorler MHC sinif | molekdillerine baglanarak, otolog hiicrelerin
yok etmesinden kagarlar. Fakat transformasyonla ya da viral infeksiyonla MHC sinif |
ekspresyon kaybina ugrayan hedef hiicreler, NK hiicreleri tarafindan lizize ugratilir ***.
Sonug olarak NK hticreleri, MHC simif | molekilini etkin olmayan miktarda eksprese
eden ya da bu molekilt olmayan hedef hiicreleri 6ldirir. Bu konsepte gore Ljunggren
ve Kare tarafindan “missing self” (kendine ait olant gormemezlikten gelme) hipotezi
olusturulmustur. Boylece NK' hiicreleri inhibitor reseptorlerini ‘self’ ve ‘missing self’
komponentleri ayirt etmek igin kullanmaktadir. Ayrica NK hticre fonksiyonlari, dogal
sitotoksisite reseptorleri olarak da bilinen NKG2D, LIR ailesi ve Nkp30, Nkp44, Nkp46
proteinlerini iceren aktive edici reseptorler tarafindan da dizenlenmektedir. NKG2D
ligandlar1 normal hiicrelerden eksprese olmazken, ¢esitli tumdr hiicresinden ve virlsle
infekte hicreler Uzerinden, hiicresel cevapta upregile olmaktadir. Bu olay ‘induced’ ya
da‘stressed self’ hipotezinden koken almaktadir. Boylece, NKG2D ligandlart malignant
hiicre transformasyonu ya da mikrobiyal infeksiyonlarin neden oldugu hiicresel streste

indiklenebilir*®” (Sekil 7).
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Sekil 7. NK hicre cevabimn dizenlenmesi. A. NK inhibitdr reseptorleri otolog hicrelerinin yok
eimesinden kagcmak icin (self) heryerde MHC siif | moleklllerine  baglanirlar.
Transformasyon ya da viral infeksiyon tarafindan (missing self) MHC sinif | ekspresyon kaybi
NK hicreler tarafindan bu hiicrelerin yok edilmesine yol agmaktadir. B. NKG2D indiklenerek
eksprese olan (induced ya da stressed-self) cesitli ligandlan tammaktadir. NKG2D ligandlar
¢cogu bening hicreler Uzerinde bulunmamaktadir, fakat ¢esitli timdrlerde ve virlde infekte
hucreler Gzerinden upregile olmaktadir.

NK hicrelerinin farklilasmas: ve stimulasyonu, IL-2, 1L-12, IL-15, IL-18, IL-
21, IL-23 ve IFN-a/3 gibi makrofagjlarin ve dentritik hiicreler tarafindan salgilanan farkl:
sitokinlerin kontrolU altindadir. Bu proinflamatuar sitokinler NK hiicreler tzerindeki
belirteclerin aktivasyonunu, IFN-y ve NK hicre aracili sitotoksitenin tetiklenmesini
duzenlemektedir. 1L-12, IL-15 ve IL-18 gibi bazi proinflamatuar sitokinler NKG2D’ nin

ve onun ligandlarinin bazilarinin ekpresyonunu artirmaktadir®®>,

2.2.3. NKG2D Reseptori ve Ligandlary

NK hicreleri cok sayida farkli hiicre ylzey reseptorleri eksprese etmektedirler
(NKG2A-F). NKG2A,B,C ve E %94-95 dizeyinde aminoasit homolojisi gosterirken
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NKG2D sadece %21 oraninda homoloji gostermektedir. NKG2C, NKG2D ve NKG2E
aktive edici 0zellige sahiptir. Bunlardan en 6nemlisi NK aktivasyonuna katilan dnemli
bir hiicre ylzey reseptort olan NKG2D (Dogal 6ldurict grup 2, D Uyesi-CD314) " dir.
Insan NKG2D, ilk defa 1991 yilinda, NK ve bircok T hiicreleri tarafindan eksprese
edilen bir yetim (orphan) reseptor olarak tanimlanmustir®” .

Bu reseptorun fonksiyonlar: ilk defa 1999 yilinda, MICA/MICB ligandlar1 ve
DAP10 adaptor protein yoluyla olusan sinyal transdiksiyonunu arastiran farkli iki grup
tarafindan tanimlanmustir. Dinlenen ya da aktive olan biitiin insan ve fare NK hticreleri
ve y8T lenfositlerinden, dinlenen ya da aktive olan insan oRCD8'T lenfositlerinden,
aktiflesmis fare aRCD8'T lenfositlerinden homodimer olarak eksprese olmaktachr. Bu
reseptor C- tipi (Ca™ baglayici) lektin benzeri reseptor ailesindendir ve tip Il yiizey
glikoproteinidir. Bu domain’in orijinal prototipi olan mannoz-baglayan protein, aslinda
karbohidrat ligandi baglamasina ragmen daha ¢ok protein ligandlarim tamr. NKG2D
hem primer reseptor hem de koreseptdr olarak rol oynayabilir. Bdylece hem
sitotoksisiteyi, hem de IFN -y sekresyonunu tetikler. Diger NKG2 reseptorleriyle direk
iliskisi yoktur ve CD94 ile baglantisi bulunmamaktadir. Insanlarda NKG2D, spesifik
sinyal kaskadinin aktivasyonunu saglayan DAP 10 adaptériiyle baglantilicir® 2,

Insanlarda, NKG2D ligandlart MHC sinif | ilgili gen A, B (MICA, MICB) ve
glikozilfosfatidilinozitol (GPI)-baglayici yizey molekili UL-16 baglayici protein
olarak adlandirilan ULBP dir. Yapilan calismalarda 7 tane MIC geni (MICA- MICG)
tanimlamistir. Bunlardan MICA ve MICB fonksiyonel olarak eksprese edilen genlerdir,
fakat MIC C,D,E ve F pseudogenlerdir. MICA ve MICB terimi ilk olarak 1994 yilinda
Bahram ve arkadaglar1 tarafindan MHC sinif | bolgesinde kodlanan bir grup gen olarak
tammlanmigtir. MHC sinif | genleriyle sekans olarak %28-35 oramnda benzerlik
gostermektedirler. MHC simif | proteinlerine benzer olarak al- a2- o3 ekstrasellller
domain ve transmembran kuyruga sahiptirler. Fakat 32- mikroglobulin ya da peptidlerle
baglantisi yoktur. MICA ve MICB 1s1 sok promotor dizileri tasidiklar: igin stres ile
indiiklenirler®®,

Y Uksek derecede polimorfiktir. Simdiye kadar tanimlanmis 60’ a yakin MICA,
25 ‘e yakinda MICB alleli bulunmustur. Bu degiskenligin 6nemi bilinmemektedir, fakat
MICA allelleri NKG2D baglanmasi icin onlarin afinitesini  degistirebilir ve bu

degisiklik NK hicreleri ve T lenfositler tarafindan tanimlanmamn esiklerini
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etkileyebilir. Ayrica, MICA onun transmembran bolgesinde Uc¢lu tekrar kisa tandem
polimorfizme sahiptir ve 6 farkl1 alleli rapor edilmistir®.

MICA zincirleri Ggboyutlu yapr ve aminoasit dizileri bakimindan MHC Sinif-I
proteinine benzemektedir. Bu proteinlerden fark: 32- mikroglobulin baglantisinin
olmamasidir. Insanlarda 11,722 nikleotid uzunlugundaki MICA geni 6. ekzon
tarafindan kodlanmaktadir. 1. ekzon lider peptidi, 2.3. ve 4. ekzonlar sirasiyla al-3
ekstraselluler immuinoglobulin (1g) benzeri bolgeleri, 5. ekzon transmembran (TM)
bélgesini, 6. ekzon hiicre ici kismu kodlamaktadir® (Sekil 8).

L al o2 a3 ™ CYT
Ekzonl Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon4 Ekzon5 Ekzoné

Ekzon 1 : Lider diz {L)
Ekzon 2 : al bolgesi
Ekzon 3 : a2 bolgesi

Ekzon 4 : a3 bolgesi ™ Membran
Ekzon 5 : Trans Membran bolge {TM)
Ekzon 6 : Stoplazmik kuyruk {CYT) CYT I

Sekil 8. MICA molekulinin yapist.

MICA nin ekspresyonu insan epitelyumal ve fibroblast hiicre hattinda,
endotelyal hicrelerin ve fibroblastlarin primer kulturlerinde, farkli histotiplerin
tumorlerinde, timik medullada ve gastrointestinal epitelyumda gézlenmektedir. Kultire
edilmis insan keratostlerinde de gozlenmistir. Fakat bu ekspresyon hiicre ylzeyi
Uzerinde gozlenmemistir. Genel olarak malignant neotransformasyonun sonucu olarak
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pek cok timorde de gbzlenmistir. Fakat son calismalar neotransformasyon sirasinda
kritik bir basamak olan genotoksik harekete cevap olarak DNA hasar yolu tarafindan
MICA ve diger NKG2D’ nin ekspresyonunun indiiklendigini géstermistir®.,

Aktivator reseptorlerin yaygin ozellikleri ITIM domain eksikligi ve adaptor
proteinleriyle iliskisi icin 6nemli olan transmembran domainlerinde yukli
aminoasidlere sahip olmalaridir. Bu adaptdr proteinler, hicre yuzeyinde spesifik
ligandlar tarafindan NK hiicre reseptorlerinin birlesmesiyle sinyali tetikleyen sinyal
molekulleridir. Genel olarak, aktivasyon sinyalleri NK hicre igerisinde spesifik
kinazlarin fosforilasyonunu indiiklemektedir®’.

2.2.4. Karaciger Hastahiklarinda NK Hucreleri ve NKG2D Ligandlary

Karacigerde NK ve NK hiicre fonksiyonu icin antijen sunan hiicreler 6nem
tasimaktadir. Periferal kana kiyasla karacigerde NK ve NKT hiicreler artmaktadir %.
NK ve NKT hicreleri karaciger yaralanmasi ve fibrozisin deneysel modellerin
aktivitesini dizenlemektedir ve muhtemelen insan karaciger hastaliklarinda da benzer
rollere sahiptir. Karaciger hastaliklarinda bu hticrelerin rolinin tanimlanmast igin yeni
calismalara devam edilmesine ragmen, simdiye kadar en iyi tammlanmis sonug hepatik
stellat hicrelerdeki apoptozisi indikleyerek ve IFN -y gibi antifibrotik faktorleri
salgilayarak karaciger fibrozisini inhibe etmesidir. Yani NK hicreleri fibrozisin
indiiksiyonu sirasinda koruyucu rol oynamaktadir. Jeong ve arkadaslarinin yaptiklar:
calismada HSH’ler Uzerinde NK hicrelerin inhibitor etkisinin STAT1 araciligiyla
oldugu gozlenmistir. Bu etkinin TGF-[¥Smad 3 sinyal yolunun aktivasyonu ve
Smad?’ nin inhibisyonuyla saglandigi bulunmustur %%,

TUmor buyumesinin kontroltinde ¢ok sayida faktor rol oynamasina karsin en
etkili rol immun sisteminin kritik roludir. Sitotoksik hticrelerin, 6zellikle NK hiicrelerin
ve proinflamatuar sitokinlerin timore karsi immunitede katkisi biyuktir. Son on yilda
NK hicrelerin sitotoksite 6zellik sergiledigi ve duyarli hedef tUmadr hicreleriyle temas
halinde IFN-y, TNF-a,, TNF-$, IL-13, IL-10 ve GM-CSF gibi proinflamatuar sitokinleri
salgiladigi birgok calismada gosterilmistir. Bunlara ek olarak son zamanlarda NK
hicrelerinin farelerde ve insanlarda kazamlmis immun cevapta da roli oldugu
gogerilmistir. Bircok tumorin NK hicre saldirisindan korunabilmek icin NKG2D
aracilikli sinyal iletim yolunu etkisiz biraktigi gosterilmistir. MHC molekilleri, hiicre
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ylzey belirtecleri olarak aktivasyon gostererek infekte hticrelerin sitotoksik ve yardimci
T hicrelerine sinyal iletimini saglarlar. NK hticrelerinin MICA eksprese eden timorler
ile uzun siire maruz kalmalari1 sonucu NKG2D reseptor kompleksinin islevsel olarak
bozuldugu ve sinyal iletemeyecek duruma gelerek timarlere yanit gelistiremedikleri de
gosterilmistir ©”°. Hepatoselliiler karsinomada NK hiicre aktivitesinin azaldig1, sirotik
hastalarda azalan NK hicre aktivitesinin hepatoselliler karsinomasinin artan insidansi
ve invazisyonuyla baglantil1 oldugu rapor edilmistir ™.

NK hticreleri timdrin hiicre buyimesini kontrol etmek igin gesitli mekanizmalar
sunmaktadir. MICA ve MICB'nin 1s1 sok, viral ve bakteriyal infeksiyonlarla
indiklenmesi netlik kazandigi halde MICA ve MICB ekspresyonunu dizenleyen
farmakolojik ajanlar hala yeterli degildir. Retinoik asidin hepatoselltler karsinomada
MICA ve MICB ekspresyonun bir modulatorii olarak fonksiyon gordigi ve bu
davramisindan dolayr NK htcrelerini aktive ettigi, timore karsi ajan olarak hareket
edebilecegi gosterilmistir. insan endometriyal hticrelerinde MICA’ nin ekspresyonunun
estradiolle diizenlendigi ve hormonal olarak da kontrol edilebilecesi rapor edilmistir’.

Kanserli hicrelerde MICA ve MICB'nin ekspresyonunun upregile olmasin
diizenleyen mekanizmalar hala iyi tanimlanms degildir. Bazi onkogenler MICA ve
MICB'nin  ekspresyonunu upregiile edebilir. Boylece NKG2D ligandlarinin
duzenlenmesinde ilk kavram 1s1 sokun MICA ekspresyonunu indiklemesidir. MICA ve
MICB molekillerinin hiicresel stresin bir sensdrii olarak fonksiyon gosterdigi
bilinmektedir. Doku kulttrti sirasinda indiklenen hiicresel stres MICA ve MICB
molekillerinin ekspresyonunun artmasina yol agmaktadir. Son zamanlarda yapilan
caismalarda MICA ve MICB'nin soluble (¢ozinen) formlarinin  otoimmun
hastaliklarda, akciger, karaciger, over ve kolon gibi g¢esitli kanserlerde arttigi rapor
edilmistir®”™®.  Kahraman ve arkadaslariin nonalkolik steatohepatitis (NASH)'li
hastalarda karaciger yaralanmasi, apoptozis ve fibrozis tzerine MICA ve MICB
molekullerinin roluni arastirdiklar: bir calismada, NASH’l1 hastalarda hepatik NK
hiicrelerinin NKG2D ve MICA/B transkriptlerinin arttigim ve NASH'l1 hastalarda
hastaligin gidisatiyla MICA/B proteinleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
gosterilmistir . MICA ve MICB’ nin serum diizeylerinin degistigi Kohga ve arkadaslar:
tarafindan transkateter arteriyal embolizasyon sirasinda hepatoselller karsinomali
hastalarda gosterilmistir. Bu arastiricilar kronik karaciger hastaliginin yam sira
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hepatoselliler karsinomanin ilerlemesiyle de sMICA /sMICB dizeyinin arttigin,
transkateter arteriyal embolizasyon tedavisinden sonrada sMICA /sMICB dizeyinin
onemli oranda azaldigini ve NKG2D ekspresyonunun arttigini gostermislerdir ™.
Holdenrieder ve arkadaslari cesitli organlardan koken alan kotd huylu
(malignant) hastalarin yam sira iyi huylu (bening) hastalarda da sMICA/sMICB
duzeyini incelemislerdir. Gastrointestinal adenoma ve pulmonar infeksiyon hastaligi
gibi iyi huylu hastalarda sMICA/sMICB diizeyinin orta derecede arttigin bildirmislerdir
>, Stresle indiiklenen MICA/MICB ekspresyonu, hasarlanmis (6rnegin NASH sirasinda
yag infiltrasyonu tarafindan), infekte olmus ya da malignant transforme hiicrelerin

taninmast icin iyi bir kriter oldugu distiniilmektedir ”.

2.3. Vitamin D

Vitamin D, steroid yamsinda 27 C'lu bir hormondur. Intra ve ekstraselltler
kalsiyum ve fosfor regilasyonunda en etkili hormon olarak tammlanmaktadir ve 37
metaboliti bulunmaktadir’®. Bunlardan en iyi bilinen iki formu Vitamin D3
(kolekalsiferol-C,7H440) ve Vitamin D, (ergokalsiferol-CysHa40)’ dir. VD3 hayvansal,
VD, hitkisel kaynaklichr. VD, dort adet ¢ift baga sahip olup kaynama noktas: 121°Cdir.
UV absorbsiyon ve ¢ozinebilirlik 6zellikleri VD3 ile aymdir. Isiya, 1s1ga ve saklama
kosullarina kars: duyarlidir "8, VD, ve VDs vitaminleri besinlerin vitamin iceriginin
zenginlestirilmesinde kullanilan aktif vitamin D’ nin 6ncil metabolitleridir, ayrica VD,
ve VD3 arasinda metabolik olarak fark yoktur. Her iki formunun da insanlarda etki

potansiyeli esittir’ .

2.3.1. Vitamin D’ nin M etabolizmas

Yeterli ultraviyole 1simna (290-320nm) maruz kalan deride vitamin D’nin
endojen dretimi igin hormon aktive edilir. Deride bulunan provitamin D3 (7-
dehidrokolesterol)'den ultraviyole isinlar1 tarafindan katalize edilen bir reaksiyonla
previtamin D3 (prekolekalsiferol) sentez edilir. Alternatif olarak diyetteki vitamin D
(kolekalsiferol,) proksimal ince barsaktan kana geger’. Vitamin D metabolizmasinda
daha sonra karaciger rol oynamaktadir. 25.karbon atomunun hidroksilasyonu ile 25-
hidroksikolekalsiferol (25(0H)D) olusturulmaktadir. Bu basamak (25.C atomunun
hidroksilasyonu ) cok siki bir metabolik kontrolle gergeklestigi icin dolasimdaki en
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onemli vitamin D formudur ve vitamin D deposunun en guvenilir gostergesidir.
Dolasimdaki yar1 6mrii 2-3 haftadir’®®. Vitamin D metabolizmasinda ikinci 6nemli
organ bobrektir. 25(OH)D bobreklerde hidroksilasyonla (1,25 alfa hidroksilaz) vitamin
D’ nin en aktif sekli olan 1,25(0OH),D’e donusturdlir. Bu metabolit 25(OH)D' den 100-
500 kez daha aktiftir. Ayrica bobrekte 25(0H)D'den ikinci hidroksilasyonla 24,25 (OH),
D hidroksilaz enzimi tarafindan, 24,25(0H).D ‘de Uretilmektedir. 24,25 (OH), D'Un
biyolojik aktiviteye sahip olmadig: tartisilmaktadir. 25(0H)D nin aktif hormon olan 1,25
(OH), D'e donusumi dizenli olarak kontrol altindadir. 1,25(OH),D'nin b&brekte
yapilmas: vicudun kalsiyum ihtiyact ile ilisgkilidir. 1,25(OH).D uretimi ayrica paratiroid
hormon (PTH) tarafindan da kontrol edilmektedir®®* (Sekil9).
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Kanda vitamin D metabolitleri alfa globulin yapisindaki "Vitamin D-Baglayici
Protein” ile tasimir. Bu protein albumine benzerdir ve 25(0OH)D, 1,25 (OH).D ile 24,25
(OH),D3'ye yiksek oranda afinite gosterir. Aktif metabolit 1,25 (OH).D hiicreye girer
ve nikleer vitamin D reseptorine (VDR) baglamr. Bu kompleks retinoid reseptoriyle
bir heterodimer olusturur ve ilgili gen Uzerindeki vitamin D duyarli elemente baglanr.
Bu olay1 transkripsiyon, translasyon takip eder ve kalsiyum baglayici protein veya
osteokalsin gibi proteinler meydana gelir. Vicuttaki Vitamin D-Baglayict Protein
normalde alinan miktarin bes katim baglayacak kadardir. Bu da vitamin D

intoksikasyonuna kars: 6nemli bir koruyucu mekanizmadir "8

2.3.2. Vitamin D’ nin islevleri

Vitaminin D biyolojik etkisini aktif metaboliti olan 1,25(0OH).,D araciligiyla
gogerir. 1,25(0OH).D vitamin D reseptorine (VDR) baglanir. Bobrek, ince bagirsak,
paratiroid bezler, kemikte osteoblastlar, pankreasta adacik hiicreleri, beyin hicreleri ve
epitelde vitamin D reseptorleri bulunmaktadir 8%,

Parathormon ve kalsitoninle birlikte kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda
onemli rol oynar. Ince bagirsaktan kalsiyumun aktif transportunu arttirir. ince bagirsak
ve bdbrekte fosfor reabsorpsiyonunu uyarir. Kemik metabolizmasinda oldugu kadar
kalsiyum hemostazinin saglanmasinda da kritik 6neme sahiptir. Yapilan calismalar
vitamin D’ nin sadece kemik mineral metabolizmasinda gorev almadigim ayrica birgok
metabolik sirecte gorev alarak insan sagliginda 6nemli oldugu gosterilmistir®. Vitamin
D’nin makrofajlar, beyin, kolon, progtat, gogis ve diger bazi bblgelerde de gorevi
vardir. Bu bolgelerdeki 200 kadar geni (Osteokalsin, osteopontin, kalbindin, 24-
hidroksilaz gibi) dizenleyerek hticre biyumesini ve hicre farklilasmasint kontrol eder.
Losemi, meme, kolon ve prostat kanser hiicre hatlarimin blyime sirecini engeller,
boylece bu hiicrelerde malign transformasyonu azalttigi  diistiniilmektedir®.
Promyelositik 16semi HL60 hicre hatlarinda VDs'Gn, monosit ve makrofajlarin
diferansiyasyonunu indikledigi gosterilmistir 22",

Vitamin D gucli antiproliferatif, prodiferansiyatif, proapoptotik ve
immunomodulator etki gbstermektedir. Hicre siklusu, apoptoz ve farklilasmay: iceren
pek cok kompleks genlerin transkripsiyonunu dizenler. Kanda, insilin seviyesini

diizenleyerek seker metabolizmasina katkida bulunur 8,
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Yapilan calismalar, vitamin D'nin immun cevabin dizenlenmesinde de etkisi
oldugunu gostermistir. Immun sistemin o6zellikle dogal bagisikliktan kazanmlmis
bagisikliga gecis asamasinda rol oynamaktadir. Vitamin D3 reseptdOrlerinin immun
hicrelerin nerdeyse tamaminda oldugu bircok calismada gosterilmistir. Bu hormon;
fagositoz, bakteri 6ldirme ve kemotaksi gibi makrofaj aktivitilerini de artirir ve monosit
benzeri diger hicrelerden TGF-f Oretimini  arttirmaktadir. TGF- f’mn immun
hicrelerde hiicre tipine, cevreye, diferansiyasyon ve aktivasyon durumuna gore
inhibitér veya stimillatér etki gosterir®®®. Vitamin D eksikliginde immun sistem
etkilenmektedir. Vitamin D eksikligi otoimmun hastaliklarin ortaya ¢cikma sikliklarin
artirmaktadir. Hicresel seviyede etkisi makrofa) hiicreleri Uzerinde gorulmektedir ve
makrofajlar fonksiyonlarim yerine getirememektedir. Dolayisiyla kemotaksi, fagositoz,
proinflamatuvar sitokin Oretimi yapilamamaktadir. Yapilan calismalar da vitamin D
metabolitlerinin dendritik ve Thl hticrelerinin downregilasyonuna etki etmek suretiyle
makrofa] hicrelerinin antijen sunma kapasitesini artirarak diabetes mellitus (Tipl)'a
kars1 koruyucu 6zellik kazandiklar: gosterilmistir .

Vitamin D ve analoglarinin, tek ¢ekirdekli ve T lenfosit hiicre kilturlerinde
TNF-o'nin  Oretimini  inhibe ettigi de gosterilmistir. Hicre proliferasyonu ve
diferansiyasyonunu ve bu durumlarla iligkili birgcok hastalikla (osteoartirit, diyabet,
kanser, kardiovaskiler hastaliklar, tuberkiiloz) dogrudan iliskilidir. Ayrica vitamin D
analoglar1 doku transplantasyonu sonrasinda kullanildiginda dokunun vicut tarafindan
reddini engellemeye yardimc: oldugu, infeksiyonlara olan yatkinlig: azalttigi ve vicut
direncini artirdigi gbzlenmistir. Bu vitaminin ileride potansiyel bir tedavi araci
olabilecegi fikri yayginlagmustir .

2.3.3. Vitamin D Preparatlar:

2.3.3.1. D, veya Dz-vitamini

Dogal vitamin D preparatlart uzun sire aktivite gosterirler. Karaciger ve
bobrekte metabolize olan bu preparatlarin en 6nemli dezavantgjlar1 ise zor kontrol
edilmesi, masif doz gerektirmesi, yag dokusunda birikmesi, barbitirat veya
antikonvilzanlar ile etkilesmeleridir. Ticari olarak piyasada pek ¢ok D, veya D3 vitamin
preparatlar bulunmaktadir .
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2.3.3.2. Dihidrotakisterol

Karacigerde metabolize edilir, orta dereceli aktiviteye sahiptir. En onemli
dezavantajlart ise zor kontrol edilmesi, yiuksek doz gerektirmesi, barbitirat veya
antikonviilzanlarla etkilesmeleridir. Metabolizmasi tam olarak bilinmemektedir ™.

2.3.3.3. 25-(0OH) D3 (Kalsidiol)
Prekirsor olup uzun siire aktivite gosteren bu metabolitin en 6nemli dezavantaji
hiperkalsemi olusturmas ve yiiksek doz gerektirmesidir™.

2.3.3.4. 1-0-(OH) D3

Karacigerde metabolize edilir. Kisa yart 6mri ve tampon etkisi nedeniyle
hiperkalsemi gelisince kolay kontrol edilir. En 6énemli dezavantajlar: barbituratlar ve
antikonviilzanlarla etkilesimidir™.

2.3.4. Vitamin D Eksikligi

Vitamin D eksikligi kanser, otoimmun hastaliklar, kardiyovaskiler hastaliklar,
instlin direnci ve diyabet gibi ¢cok yaygin ve ciddi patolojik durumlarla baglantilichr.
Vitamin D eksikliginde, infeksiyonlara ve otoimmun hastaliklara karsi yatkinligin
artmasinin yam sira malignite insidansinda da artis bulunmustur. Vitamin D
eksikliginde, erginlerde omurga, pelvis ve alt ekstremitelerde iskelet yapisinda
demineralizasyon (Osteomalasi) meydana gelmektedir. Yapilan in vitro ve in vivo
calismalarin sonuclarina gore, vitamin D’ nin ileride otoimmun hastaliklarin tedavisinde
ve transplantasyon uygulamalarinda, organ reddinin 6nlenmesi ve graft omrinin
uzatilmasinda kullarilabilecegi umudu vermesidir®. Vitamin D ve demir eksikligi
birlikteligi sik olarak goriilmektedir®. Vitamin D eksikligi ile birlikte gorilebilen diger
durumlar ise immun fonksiyon bozuklugu, selliler farklilasma ve ¢cogalmada gecikme
ve Tip 1 diyabettir®™®. Bu durumlarda vitamin D'nin yagli dokuda toplanarak
dolasimdaki miktarinin azaldig: dustintilmektedir®.
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2.3.5. Karaciger Hastaliklarinda Vitamin D

Deriden ve diyetten aimnan vitamin D’nin karacigerde hidroksillenerek
25(OH)D’ye donismesinden dolay: karacigerin vitamin D metabolizmasinda 6nemli
rolii vardir®®. Vitamin D yetersizligi primer biliyer siroz gibi kolestatik karaciger
hastaliklariyla direk iligkilidir. Vitamin D yetersizligi kronik karaciger hastaliginda
yaygindir (%92) ve bu hastalarin en az Ugte birinde siddetli vitamin D yetersizligi
gorilur®.  Bazi calismalarda karaciger hastaliginin ilerlemesiyle 25(0OH)D diizeyinin
azaldhgr da saptanmistir. Fakat nonkolestatik kronik hepatitis ve sirozlu hastalarda
normal 25(0OH)D diizeyi rapor edilmistir®. Sirozlu hastalarda gdzlenen diisiik 25(OH)D
diizeyi karaciger fonksiyonlariyla iliskilendirilmistir. Petta ve arkadaslar1 vitamin D
diizeyinin azalmasinin fibrozizle baglantil: oldugunu géstermislerdir® %,

Vitamin D, inflamatuar siireglerde rol oynayan, ekstraselltler matriksin yikimini
saglayan, ekstraselliler  proteinazlarin  6nemli  bir  UOyesi olan  matriks
metalloproteinazlarin  (MMP)  belirli  tiplerini  inhibe etmektedir. Vitamin D
yetersizliginde dolasimdaki MMP’ larin arttigim gésteren calismalar vardir'®.

Vitamin D’nin diger etkisi ise fibroblastlarin proliferasyonunu baskilar. Bu
bulgular kronik karaciger hastaligiyla dogrudan iliskilidir. Hepatositier MMP ve doku
inhibitorlerinin major kaynagidir ve bunlarin Uretimi sirozun varligindan etkilenmezler.
Bu yiUzden, kronik karaciger hastaliginda vitamin D yetersizligi hepatik fibrozisin
ilerlemesine neden olur. Ayrica MMP'larin inhibisyonunun hepatik yaralanmalardan
korumay: sagladigi da gosterilmistir'®%. 1,25(0H),D kanserlerde 6énemli bir rol
oynamaktadir. 1,25(0OH),D‘nin azalan serum dizeyi gogus, prostat ve kolon kanser
riskiyle baglantili oldugu ve gesitli kanser hiicre hatlarinda proliferasyonu dizenledigi
de goOzlenmistir. Akhter ve arkadaslari 1,25(OH),D’nin hepatoblastoma hiicre hatti
HepG2' nin proliferasyonunu inhibe ettigini, Brelvi ve arkadaslari hepatoma hiicre
hatlarinin bilytimesini baskiladigini géstermislerdir *°'%, Pourgholari ve arkadaslari da
1,25(0OH),D’nin ¢ok sayida sican ve insan karaciger hicre hatlarimin proliferasyonunu

inhibe ettigini rapor etmislerdir **.
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3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

Spektrofotometre
Spektrofotometre kiivetleri
Santrifdj

Buzdolab:

Inkubator

Su 1sitic

Vorteks

Kabin

Doku kultdr flasklar:
Pipet ucu

Siringa

Siringa ucu

Real Time PCR cihazi
96’11k PCR plaklar:
Mikroskop

3. GEREC VE YONTEM
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Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Bosch

CO2-Auto-Zero Heraeus
GFL

RS2

Nuaire-Biological Safety
Cabinets-Class |

Greiner Bio-one
Eppendorf

Terumo

BO Microlance TM3
iCycler

Nerbeplus

Nikon TMS



3.1.2. Kimyasal M alzemeler

Penisilin PAA
Streptomisin PAA
L-Glutamin PAA
RNA izolasyon kiti Qiagen
SYBR Green master mix Qiagen
Saf etanol Sigma
Tripan Mavisi (%4) Sigma
RNase-free water(50ml) Qiagen
RLT Lysis buffer (220ml) Qiagen
RW1 Washbuffer (220ml) Qiagen
RPE Washbuffer (55ml) Qiagen
Vitamin D, Biomol
Oleat Sigma
Palmitat Sigma
Nil kirmizist Sigma
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3.2. YOntemler

3.2.1. Ornek Analiz

Bu tez calismasinin deneyleri Almanya Essen Universitess Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji ve Hepatoloji Anabilim Dali Molekiler Hepatoloji laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Tez calismasinda hepatosellller karsinomaya neden olan genlerin
kantitatif dlglilmesi amaglanmistir. Kronik karaciger hastaliginda vitamin D eksikligi
hepatik fibrozisin ilerlemesine yol agmaktadir. Bundan yola ¢gikarak bu tez ¢alismasinda
hepatik stellat hiicre hatlarinda ve hepatoselltler karsinoma hticre hatlarinda vitamin D,
tedavisinin stres ligand genleri olan MICA ile MICB ve profibrotik aktiviteye sahip
olan a-SMA, COLla ve TGF-B genlerinin gen ekspresyonu Uzerine olan etkisi
arastirilmistir. Bu amag dogrultusunda karaciger fibrozisinde rol oynayan profibrojenik
ve stres ligand genlerinin gen ekspresyonlari 6l¢tlmuistir. Calismamiz hticre kalttrd ve
molekuler analizler olmak Uzere iki kissmdan olusmaktadir. Deneyin htcre kultrd
asamasini, hicre hatlarimn pasajlanmast ve hiicrelerin testler icin hazirlanmasi (gizelge
2) molekiler analiz asamasini da, total RNA izolasyonu, total RNA konsantrasyonunun
hesaplanmasi, total RNA’lardan cDNA sentezlenmesi, Real Time PCR (RT-PCR)
analizi ve istatiksel analiz (cizelge 3) olusturmaktadr.
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Cizelge 2. Hicre kilturd calisma basamaklart.

Hucre Kdltirunun Cogaltilmas

I

Hicre K Ultirunin
Pasajlanmas

Hucre Sayimi
Deney Gruplarina Hicre EKimi
24 saat inkubasyon

Hicre K tltiiriine FFA ilave
Edilmes

l 24 saat inkubasyon

Hicre Kultirine Vitamin D,
ilave Edilmesi

v 24 saat inkibasyon

24 saatlik orneklerin
sonuglandirilmas
(LX-2, Primer Hepatik Stellat
hicre, HepG2 ve Huh?7)

l 24 saat inkil asyon

48 saatlik 6rneklerin
sonuglandirilmas
(HepG2 ve Huh?)

l 24 saat inkubasyon

72 saatlik orneklerin
sonuglandirilmas
(HepG2 ve Huh?)

l

Molekiler Analiz
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Cizelge 3. Molekiler analiz ¢alisma basamaklari.

Hiicre Hatlar:

LX-2, Primer insan hepatik stellat hiicre, HepG2, Huh7

Total RNA izolasyonu

Total RNA

Total RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmas
Total RNA’lardan cDNA Sentezlenmes

cDNA

Real Time PCR Analiz

A 4

Real Time PCR

A 4

istatiksel Analiz

3.2.2. HucreKulturd

Calismamizda hepatik stellat hiicre hatti olarak LX-2 ile primer insan hepatik
stellat hiicre hatti ve insan karaciger hepatoselliler karsinoma hiicre hatlar: olarak da
HepG2 ile Huh7 hicre hatti kullanilmistir. Tez sirasinda kullanilan farkli 6zelliklerdeki
hiicre hatlar1 The Mount Sinai Universitesinden Prof.Dr. Scott Friedman tarafindan
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hediye edilmistir. RT-PCR gen ekspresyon analizi icin hiicreler en az bes kez, Uglu
olarak pasajlanmustir.

3.2.2.1. Prensip

Hucrelerin, dokudan mekanik yollarla alinarak proteolitik enzimlerle muamele
edilip kigik kimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin bir besiyeri ortaminda cam
veya plastik siselerde doku ile baglantisi olmadan in vitro olarak cogaltilmasina hiicre
kultdra adh verilmektedir. Besiyerleri laboratuar ortaminda hticrelerin normal metabolik
aktivitelerini  devam ettirebilmeleri  igcin gerekli sartlari saglayan besleyici
soltsyonlardir. Hicre kiltir besiyerleri icerdikleri aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve
iyonlarla htcrelerin - gelisimini  desteklerler. Laboratuar ortaminda hlcrelerin
cogaltilabilmesi icin uygun pH, sicaklik ve nemin saglanmasi cok dnemlidir'®™*?’.

Dulbecco’'s Modified Eagle Solusyonu (DMEM); Hicrelerin beslenebilmeleri igin
glukoza, canliliklarint devam ettirebilmeleri icin uygun ozmolarite ve pH’a islevlerini
yapabilmeleri icin de aminoasitlere ve vitaminlere ihtiyaclar: vardir'®*%’,

Fetal Bovin Serumu (FBS); Hucrelerin tutunabilmeleri ve cogalmalar: igin
kullanilan zengin bir protein ¢ozeltisidir. Bu protein karisiminda hormonlar, enzimler,
hicrenin  blyimesi ve c¢ogalmasint saglayan biyume faktorleri, ylzeylere
tutunabilmesini saglayan hiicreler arasi matriks proteinleri bulunur. Hucre tirine ve
uygulamalara gore besiyerindeki serum oran: degisebilmektedir’®*%".

L-Glutamin-Penisilin-Streptomisin Soltsyonu; Kontaminasyonlar: 6nlemek igin
antibiyotikler kullanlir'®*%,

Dulbecco’ s Phosphate Buffered Saline (fosfat tamponlu tuz-DPBS); Hiicre ici ve
cisindaki ozmotik basinci dengede tutan bir tuz solusyonudur. Icerigindeki inorganik
tuzlar ve su hiicre metabolizmasini destekler. Kultur ortamindaki hiicresel atiklarin ve
serum artiklarinin uzaklastirilmas: amaciyla, divalent katyonlar: (Ca™"Mg™™) icermeyen
fosfat tampon soliisyonu-PBS (pH=7.0) kullanlir'®>1%61%7,

Tripsin-EDTA SolUsyonu; Tripsin, hicre pasgjlamalarinda kullamilan serin
proteaz tipi bir enzimdir. Lizin ve arjinin aminoasitlerinin yaptig: baglar yikar. Sicaklik
arttikca etkisi de artmaktadir. Tripsin uygulanan hiicreler inktbatére konulduklarinda
ylzeyden daha hizl1 ayrisirlar. Hucreler yuzeyden ayrilir ayrilmaz tripsinin inhibe

edilmesi de o©nemlidir. Tripsin, hicreleri ylzeyden aywrdiktan sonra hiicre



membranlarina zarar vermeye baslar. Tripsini inhibe etmek icin tripsin hacminin en az
iki kat1 kadar %10 FBS'lu besiyeri uygulamir. Daha sonra hicreler pipetlenerek
birbirlerinden ayrilirlar'®%,

Hucre Pasajlama; Hucreler pasgjlanabilmeleri icin hiicre kaltdr petrilerinin
yuzeyini tamamen kaplamis olmalidir. BOyle petrilere ‘konfluent petriler’ denir.
Konfluent petrilerin Uzerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir. Hucreleri
temizlemek icin FBS ile yikanir daha sonra aspire edilerek ortamdan uzaklastirilir.
Hicre pasgjlama islemi, flasklarda tek tabaka halinda bulunan hiicrelere zarar
verilmeden ylzeyden tripsin yardimiyla kaldirilip sivi iginde siispanse edilerek baska
ortamlara aktarma prensibine dayanir. Aktarilan ortam %5 CO;'li etiivde 37° C'de hiicre
tabakasi olana kadar inklbe edilir. Standardizasyon agisindan her pasajlama isleminde
hiicre sayimi ve hiicre canliligi kontrol edilir. En kolay yontem boya alma olgimuddr.
Hucreler tripan mavisi ile muamele edilerek, bir hemositometrede mikroskop altinda
incelenir. Mekanik olarak tahrip olmus veya metabolik olarak inaktif hlcreler mavi
gorinmektedir. Hucreler, cogalip mevcut yizeyi doldurduklarinda replikasyon
durmakta ve hiicreler istirahat fazina girmektedir. Eger boyle hiicreler yeniden siispanse
edilip (tripsinizasyon ile) dilue edilirlerse, yeniden biliyimeye baslar ve bir gunlik
yavaslama periyodunu takiben, yaklasik 24 saatlik bir sirede hiicre sayisi iki katina

105-107

cikar

3.2.2.2. Hucre K ultirunde Kullanilan Hiicre Hatlary

LX-2 hicre hatt1 i¢in besiyeri hazirlamirken kullanilan solusyonlar ve miktarlar
gizelge 4'de, HepG2, Huh 7 ve primer hepatik stellat hiicre hatlarinin besiyeri
hazirlanmirken de kullanilan solusyonlar ve miktarlar: cizelge 5’ de gosterilmistir. Hicre
hatlart % 5 CO.'li gaz ortaminda, 37°C'de 75 cm?lik flasklarda hiicre kiltiirii

inkiibatoriinde kiiltire edilmistir'®.
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Cizelge 4. LX-2 hiicre hatt icin kullanmlan gelisme besiyeri.

Solusyonlar %
DMEM besiyeri 500 ml
Fetal bovin serum (FBYS) %1 5 ml
56°C’ de 30 dakikasiyla inaktive edilmis
L-Glutamin %1 5 ml
Penisilin / Streptomisin Son konsantrasyon 100 U/ml | 5 ml

Cizelge 5. HepG2, Huh 7 ve Primer hepatik stellat hiicre hatlari igin kullamlan gelisme besiyeri.

Solusyonlar %
DMEM besiyeri 500 ml
Fetal Bovin Serum (FBYS) % 10 50 ml
56°C’ de 30 dakikasiyla inaktive edilmis
L-Glutamin %1 5 ml
Penisilin/ Streptomisin Son konsantrasyon 100 U/ml |5 ml

3.2.2.2.1. Yontem

1. DMEM soliisyonu icerisine cizelge 4 ve 5'de gogerilen miktarda FBS, L-

Glutamin ve penisilin/streptomisin eklenir.

2. Pipetle birkag kez ¢ekilip birakilarak ortamin homojen olmasi saglanir.

3. Sise +4°C' de saklanr.

3.2.2.3. Hucre Hatlarinin Pasajlanmas

3.2.2.3.1. Ayrraclar
1. % 70’ lik etanol
2. DPBS

3. Tripsin- EDTA

4. Tripan mavisi
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3.2.2.3.2. Yontem

1. Deney sirasinda kullanilacak olan ayiraglar 30 dakika 6ncesinden 37 C”ye
ayarlanmus olan su banyosuna konulup 37 C” ye gelmeleri saglanmustr.

2. Laminer kabinet calistirildiktan sonra % 70’ lik etanolle temizlenmistir.

3. Mikroskopta hiicrelerin %70 yogunluga ulastigi zaman kontrol edilerek kultir
kaplar1 icerisindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilmstir.

4. Kultdr kaplarina 5 ml DPBS eklenip hafifge karistirildiktan sonra besiyeri
yeniden aspire edilerek uzaklastirilmistir.

5. Kiultur kaplarina 2 ml Tripsin-EDTA solusyonundan eklenip,2 dakika
bekletilmistir.

6. Sure bitiminde htcrelerin tutunduklar: kiltdr kabinin yizeyinden ayrilmast
mikroskop altinda gerceklestirilmistir.

7. Tripsinle hidroliz edilen hiicre ortamina 8 ml besiyeri eklenerek, 4-5 defa
pipetlenerek hiicreler ayristirilmstr.

8. Kultir kabindaki hiicreler falkon tiplerine aktarilip 1200 rpm'de 10 dakika
santrif(jj edilmistir.

9. Santrif()j sonrasi stipernatant kisim dokultp icerisine 2 ml besiyeri eklenerek
mikroskopta hiicreler sayilmistir.

10. Hucrelerin sayilmast icin 10 pl besiyeri ortamu 90 ul Tripan boyasiyla
karistirilarak mikroskop atinda sayim yapilmstir.

11. Hemositometredeki dort karedeki hiicreler sayilip ortalamast alindiktan sonra
cikan say1 Diliisyon katsayisi x 10% ile carpilip 1 ml deki hiicre sayisi (hiicre/ml) 1x10°
hiicre/Aml olacak sekilde ayarlanmustir.

12. Bu islemin sonucunda cogaltilma islemi icin hiicre yeni kultir kaplarina
alinmugtr.

13. Deney sirasinda 6 kuyucuklu hiicre kiltiir kabinin herbir kuyucuguna 1x10°
sayida hiicre olacak sekilde stispansiyon karisimundan 1,5 ml aktarilmstir.

14. Hicrelerin yiizeye tutunmasi ve yeni ortama alismasi icin 37C°' de 24 saat
inkiibe edilmistir.
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3.2.2.4. Hiicrelerin Testler icin Hazirlanmas

3.2.24.1. Ayrraclar

1. Saf etanol

2. Vitamin D, (VD)

3. Serbest yag asidi (FFA) 2:1 oleat:palmitat
4. DPBS

3.2.2.4.2. Vitamin D Dozunun Ayarlanmas
Iki falkon tUpl hazirlanmustir. 1.Tlpe: Besiyeri + Etanol eklenmistir. 2.Tipe:
Besiyeri +10°M konsantrasyonunda V D, eklenmistir. VD, saf etanolde ¢oziilmistir.

3.2.2.4.3. Serbest Yag Asidi Dozunun Ayarlanmas

Iki falkon tupu hazirlanmstir. 1. TUpe: Besiyeri eklenmistir. 2. Tipe:
Konsantrasyonu 100 mM stok yag asidinden son konsantrasyon 0,25 mM, 0,5 mM ve 1
mM olacak sekilde eklenmistir.

3.2.2.4.4. YOntem

1. Calismada kontrol, VD,, FFA, ve kombinasyon grubu (VD,+ FFA) olmak
Uzere 4 grup olusturulmustur.

2. 24 saat inklbasyon slresinin sonunda hticrelerin Gzerindeki besiyeri aspiriye
edilerek uzaklastirilmistir.

3. Kontrol ve VD iceren kuyucuklara 1.5 ml besiyerinden, FFA ve VD,+ FFA
icin kuyucuklara da 1.5 ml FFA+ besiyeri karisimindan eklenmistir. BUttn tlpler
37C° de 24 saat inkiibasyona birakilmstir.

4. 24 saatlik inkibasyon siresinin sonunda hicrelerin Gzerindeki besiyeri
aspiriye edilerek uzaklastirilmistir.

5. Kontrol ve FFA iceren kuyucuklara 2 ml etanol+besiyeri karisimindan
eklenmis, VD, ve FFA+VD, yazan kuyucuklara 2 ml VD,+ besiyeri karisimindan
eklenmistir. Biitiin tupler 37C* de 24,48 ve 72 saat inkiibasyona birakil mistir.

6. 24,48 ve 72 saat inkube edilen hiicrelerin Gzerindeki besiyeri aspiriye edilerek
uzaklastiril mistur.
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7. 1 ml DPBS eklenip ortam yeniden aspiriye edilmistir.
8. 600 pl lizis tamponu eklenip, hiicreler kazindiktan sonra siringayla 2-3 defa

karistirilip ependorf tlplerine aktarilmistir.

3.2.2.5. Nil Kirmizisa Boyama

3.2.25.1. Prensip
Nil kirmizisi (9-diethylamino-5H-benzo(alpha) phenoxazine-5 one) boyama,
floresans mikroskobu tarafindan intraselliler lipid damlaciklarinin  tespiti igin

uygulanan canl1 bir boyama teknigidir.

3.2.25.2. Yontem

1. Kultire edilen LX-2 ve primer hepatik stellat hiicreleri 10 dakika boyunca
soguk metanol-aseton diltisyonuyla fikse edilmistir.

2. PBS solusyonuyla 3 kez yikanmustir.

3. Fikse edilen hiicreler 1 saat boyunca 20 pg/ml nil kirmizisi ve PBS igerisinde
inkiibe edilmistir.

4. Zit boyama DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindole) ile gergeklestirilmistir.

5. Axiovert 40 LSM mikroskobunda lipid damlaciklari saptanan hiicrelerin

fotograf1 gekilmistir'®.

3.2.3. Hiicre Hatlarindan Profibrogenik Genlerin (Col-1a, a-SMA, TGF-3))
ve Stres Ligand Genlerin (MICA, MICB) Gen Ekspresyonlarinin
RNA Duzeyinde Belirlenmes

3.2.3.1. Total RNA izolasyonu
LX-2, Primer hepatik stellat hiicre, HepG2 ve Huh7 hiicre hatlarindan total RNA

110

izolasyonu, Qiagen RNeasy mini kit protokol uygulanarak yapilmistir=—".
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3.2.3.1.1. YOntem

1. Ornekler vortekslenerek tizerine 600 il % 70'lik etanol ilave edilmistir.

2. Ependorf tOpl icerisindeki karisimin 650 plI’'si RNeasy spin kolonuna
aktarilarak 30 sn 10.000 rpm’ de santriflij edilmistir.

3. Toplama tuptindeki kalan stizintt dokulmastdr.

4. Ependorf tupl igerisindeki karisimin geri kalan tekrar RNeasy spin kolonuna
aktarilarak 30 sn 10.000 rpm’ de santriflij edilmistir.

5. Toplama tiptindeki stizintt dokulmustir.

6. Kolonlara 700 pl Buffer RW1 eklenerek 30 sn 10.000 rpm'de santrifdj
edilmistir.

7. Toplama tipundeki stiziintt dokdlmistr.

8. Kolonlara 500 ul Buffer RPE eklenerek 30 sn 10.000 rpmvde santrif(j
edilmistir.

9. Ayni igslem tekrarlanarak 30 sn 10.000 rpm’ de santriftyj edilmistir.

10. Toplama tupti degistirilerek 1dk 13.200 rpm’ de santrifdlj edilmistir.

11. Kolonlar yeni eppendorf tlpleri icerisine yerlestirildikten sonra tizerine 50 pl
RNAse Free Water eklenerek 1 dk 10.000 rpm’ de santrifdij edilmistir.

3.2.3.2. Total RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmas

RNA konsantrasyonu ve safligi 260 ve 280 nm'de spektrofotometrik olarak
Olcllmustir. RNA’nin miktarim ve safligint belirlemek igin izole edilen her bir RNA
orneginden 4 pl, H,O'dan 96 pl alinarak 1:24 oraminda dilusyon yapilmistir. Bu
dilusyonun 260 ve 280 nm'de spektrofotometrik absorbsiyonlar: olgtilmiistiir. Olgiim
sonrasinda RNAse free water eklenerek son konsantrasyonu 0,125 pg/ul olacak sekilde
ayarlanmigtir. RNA miktarlarinin belirlenmesi icin 260nm’deki absorbsiyon degeri,
kontamine protein miktarinin belirlenmesi icin de 280nm’deki absorbsiyon degeri
kullamlmstir. Saf RNA eldesi icin OD260/0OD280 degerinin 1,8-2,0 arasinda olmasi

saglanmugtir*.
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3.2.3.3. Total RNA’lardan cDNA Sentezlenmes
Hucre hatlarindan izole edilen total RNA’lar QuantiTect Reverse Transcription

Kit kullarilarak, tretici firmanin dnerdigi bicimde cDNA’ya gevrilmistir'*,

3.2.3.3.1. Yontem

1. 8 pl RNA, 2 pl gDNA Wipeout ve 4 pl dH,O toplam hacim 12 pl olacak
sekilde bir ependorf tipune konulmustur.

2. 30 sn'ye 10.000 rpm'’de santrifijj edildikten sonra 42° C'de 3 dk boyunca
termal dongu icerisinde inkibe edilmistir.

3. Her bir drnek icin 1 pl primer mix, 1 ul RT ve 4 pl RT tamponu eklenmistir.

4. 30 sn'ye 10.000 rpm de santrifijj edildikten sonra 42° C'de 20 dk, 96 °C'de 3
dk boyuncatermal dongu icerisinde inkibe edilerek reaksiyon sonlandiril mistur.

5. Elde edilen cDNA’larin tzerine 30 il RNaz Free water’ dan konularak daha

sonra kullamiimak Uzere -80°C *de saklanmustir.

3.2.3.4. Real Time PCR (RT-PCR) Analizi

Hucre hatlarindan elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullamlarak Col-1a, o-
SMA, TGF-I3, MICA ve MICB genlerinin ekspresyon profilleri RT-PCR ile analiz
edilmistir. RT-PCR Quantitect SY BR Green sistemi kullarularak yapilmistir™®=,

3.2.34.1. Prensip

Kantitatif Real-Time PCR (gergcek zamanli)  teknolojisi, gen dizeyinin
Olciminde rutin olarak kullanilan, uygulamasi kolay, kesin sonuclar veren ve
hassasiyeti yiksek olan bir uygulamadir. RT-PCR, amplifikasyon sonuglarina ulagmak
icin harcanan zaman amplifikasyon ve analizle birlikte yapildig1 igin daha kisadir. Diger
kantitatif metodlara oranla verim daha iyidir. Sistemin 6zellikleri tek bir reaksiyondan
elde edilen bilgi miktarint en Ust dizeye ¢ikarabilmek Uzere gelistirilmistir. Temel
olarak amplifikasyonun Urinlerini aynm zamanda sayisal degerlere dontsturerek 6lgmek
ve devam eden PCR reaksiyonunu ekranda izleyerek reaksiyonun gidisini 6lgmeye
dayanmaktadir. Bu amagla, floresans veren bazi boya ya da problar ile olusan floresansi
saptayabilen 1sidongti aygitlar1 (thermal cycler) kullamlir. Boyalar arasinda en sik
kullanilar ¢ift iplikli DNA'’ya baglanan SYBR Green I’dir. Reaksiyon sirasinda hedef
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nikleik asit dizilerinin sayisi arttikga, olusan cift iplikli DNA molekdllerine giderek
daha fazla sayida SYBR Green | molekill baglanir ve daha fazla floresans olusur.
Olusan floresans es zamanli olarak okunur. DNA’nin ayrilmas: sirasinda baglanmamis
SYBR green diisik miktarda floresans verecektir* *>.

Real-Time PCR teknigi kolaylikla otomatize edilebilmekte ve PCR sonrasi
islemleri ortadan kaldirmaktadir. Melting curve analizine dayal1 hibridizasyon problari,
hidroliz problar1 ve Molecular Beacons gibi farkli formatlar uygulanabilmektedir. Real-
Time PCR ile tek nikleotid polimorfizminin saptanmasi, gen ekspresyonunun miktarin
belirleme, DNA hasar1 (mikrosatellit instabilitesi), anne kanindan izole edilen tek
hiicrede prenatal tani, hemoglobinopatilerin prenatal tamsinda, farmakogenetikte, klinik
mikrobiyolojide ve ilag gelistiriimesinde kullaniimaktadir. Son zamanlarda dizileme,
tek iplik konformasyon polimorfizmi ve restriksiyon enzim kesimleri gibi tekniklerinde
yerini almstir™, ™,

Real-Time PCR'in avantajlar: ise; entegre bir sistemde amplifikasyon ve analiz,
sabit reaksiyon monitorizasyonuna olanak veren floresan boyalar ve problar, hizli siklus
siresi (35 siklus igin 20-40 dakika), yuksek ornek verimliligi, kapali reaksiyon
ortamlarina bagli olarak distk kontaminasyon riski, sonuclarin kantitatif analizine

olanak vermek ve yazilim sistemine sahip olmasidir "4,

3.2.3.4.2. Primer Tasarimi

Kontrol olarak Hipoksantin Fosforibozil Transferaz (HPRT) geni kullanilmistur.
Col-1a, a-SMA, TGF-3, MICA ve MICB’nin, mRNA duzeylerini saptamak icin gerekli
primerlerin tasarimi igin web ortaminda bulunan OMIM, ENTREZ, GeneBank, BLAST
algorithms ve Primer3 programlar1 kullamlmistir **%(Cizelge 6).

gRT-PCR hilgileri kaydedilip iCycler iQ Optical System Software 3.0a ve daha
sonra Gene Expression Analysis for iCycler iQ v1.10 Excel Macros program (BioRad)

ile analiz edilmistir.
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Cizelge 6. Hedef genlere ait primer dizileri.

HPRT | Ileri:5'-GAC-CAG-TCA-ACA- Geri:5-CTT-GCG-ACC-TTG-ACC-
GGG-GAC-AT-3 ATC-TT-3

MICA | Ileri:5-GTA-TTG-GGA-CCG- Geri:5-ATG-CTC-TGG-AGG-
GAA-CAC-AC-3 GTG-TGA-GA-3

MICB | Ileri:5'-TGC-CAT-GAA-GAC- Geri:5-GGG-GCA-CTG-TTCTCC-
CAAGAC-AC-3 TGA-T-3

Col-1a | ileri:5-AAC-AGC-CGC-TTC-ACC- | Geri:5'-GGA-GGT-CTT-GGT-
TAC-AG-3 GGT-TTG-GT-3

o- [leri:5-TTC-GTT-ACT-ACT-GCT- | Geri:5'-AAG-GAT-GGC-TGG-

SMA | GAG-CGT-GAG-A-3 AAC-AGG-GTC-3

TGF-R | ileri:5'-GTA-CCT-GAA-CCC-GTG- | Geri:5'-GAA-CCC-GTT-GAT-
TTG-CT-3 GTC-CAC-TT-3

3.2.3.4.3. Amplifikasyon Kosullari

Ilk zincir cDNA sentezlendikten sonra bu cDNA’lar kalip olarak kullanlarak
spesifik primerler araciligiyla PCR reaksiyon kosullart saglanmistir. PCR reaksiyonu
BioRad ‘iCycler’ cihazinda yapilmistir. Real Time PCR’da kullanilan kimyasallar ve
konsantrasyonlar: gizelge 7’ de verilmistir.

Cizelge 7'deki kosullarda hazirlanan Ornekler, 96 kuyucuklu plaklarin icinde
95°C’de 15 dakikalik denatiirasyonu takiben 95°C’ de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye ve

72°C’ de 30 saniye olmak (izere 40 dongti olarak ayarlanmustir™.

Cizelge 7. Real Time PCR' da kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlar

Kimyasal Konsantrasyon | Son konsantrasyon | Eklenilen miktar
Primer F 100 pmol 10 pmol 1 u
Primer R 100 pmol 10 pmol 1 u
SYBR Gren 15 ul
cDNA 2 u
deO 11 |.l|
Toplam hacim 30l
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3.2.3.4.4. YOntem

1. 1plPrimer F, 1l Primer R, 15 pl SYBR Green ve 11 pl dH,0 olmak Uzere her
bir 6rnek basina toplam 28 pl reaksiyon karisimi hazirlamp, kuyucuklara
dagitil mastur.

2. Hazirlanan reaksiyon karisim tzerine 2 pl cDNA eklenmistir.

3. Kontrol olarak degerlendirilecek kuyucuklara 2 pl dH,0 eklenmistir.

4. Uygun PCR program ayarlanarak deney baglatil mistir.

3.2.3.5. istatiksel Analiz

TUm istatiksel hesaplamalar GraphPad- Prism (version 4.00, GraphPad
Software, SanDiego, USA) programi ile gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki
istatiksel farklar student’st testi ile degerlendirilmis olup, p<0,05 degeri anlamli olarak
kabul edilmistir.



4. BULGULAR

Bu tez calismasinda LX-2, Primer insan hepatik stellat hiicre, HepG2 ve Huh?
hiicre dizileri 24, 48 ve 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0,25 mM, 0,5 mM
ve ImM ) FFA ve vitamin D, (10° M) ile tedavi edilmistir (Cizelge 8). Floresan
mikroskobu kullanilarak nil kirmizisi (nile red) boyama ile LX-2 ve primer insan
hepatik stellat hiicrelere FFA girisi gosterilmistir. Kantitatif Real Time PCR (RT-PCR)
cihazi ile de profibrojenik genler olan COL1a, a-SMA, TGF-’nin ve stres ligandlar:

olan MICA ve MICB’ nin ekspresyonlar: incelenmistir.

Cizelge 8. Huicre hatlarindan analiz edilen genler.

Hiicre Hatlar Genler inkiibasyon FFA Vitamin D,
Sireleri Konsantrasyonu | Konsantrasyonu
LX-2 Coll-a 24 saat 05mM,1mM |[10°M
LX-2 a-SMA 24 saat 05mM,1mM |[10° M
LX-2 TGF-B 24 saat 05mM,1mM | 10° M
LX-2 MICA 24 saat 05mM,1mM |10° M
LX-2 MICB 24 saat 05mM,1mM |10° M
Primer insan MICA 24 saat 0,25 mM 10° M
Hepatik Stellat
Hucreleri
Primer insan MICB 24 saat 0,25 mM 10° M
Hepatik Stellat
Hucreleri
HepG2 MICA 24,48,72 saat 0,5 mM 10° M
HepG2 MICB 24,48,72 saat 0,5 mM 10° M
Huh 7 MICA 24,48,72 saat 0,5mM 10° M
Huh 7 MICB 24,48,72 saat 0,5mM 10° M
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4.1. LX-2 Hucrelerine FFA Girisinin Nil Kirmizis Boyama ile Gosterilmes

LX-2 hicreleri 0,5 mM FFA’min yoklugunda (kontrol grubu) ve varliginda 24
saat inkube edilmistir. FFA girisini gozlemek icin nil kirmizisi ile boyanan hticreler
floresan mikroskobuyla kontrol edilmistir. Kontrol grubu hiicrelerinin sitoplazmasinda
higbir lipid damlacig: tespit edilmemistir (Sekil 10). 0,5 mM FFA ile inkibe edilen
hiicrelerin sitoplazmasinda ise gugli lipid damlaciklarimin birikimi gbzlenmistir (Sekil
11).

Sekil 10. Kontrol grubu LX-2 hicrelerinin floresan mikroskobu gorinumdi.
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Sekil 11. LX-2 hucréerinin 0,5 mM FFA inkiibasyonundan sonra floresan mikroskobu gorinimu.

4.2. Primer Insan Hepatik Stellat Hiicrelerine FFA Girisinin Nil Kirmias
Boyamaile Gosterilmes
Primer insan hepatik stellat hicreleri 0,25 mM FFA'min yoklugunda (kontrol
grubu) ve varliginda 24 saat inkibe edilmistir. FFA girisini gbzlemek icin Nil kirmizisi
ile boyanarak floresan mikroskop ile incelenmistir. Hicrelerin stoplazmasinda lipid
damlaciklar1 gbzlenmemistir (Sekil 12 ve 13).
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Sekil 12. Kontrol grubu primer insan hepatik stellat hiicrelerinin floresan mikroskobu gorinimu.

Sekil 13. Primer insan hepatik stellat hiicreerinin 0,25 mM FFA'nmin inkibasyonundan sonra floresan
mikroskobu gorinim.
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4.3. LX-2 Hicre Hattinda COL 1o’ nin Gen Ekspresyonu

LX-2 hiicre hatt1 VD, (10° M), 0,5 mM ve 1 mM konsantrasyonlarinda FFA, 0,5
mM FFA+VD; ve 1 mM FFA+VD, kombinasyon gruplari ile 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir ve COL 1o’ min mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile 6l¢tlmustdr. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda COL 1o’ nin gen ekspresyonunun hem VD, hem de 0,5 mM ve
1 mM FFA’l1 tedaviden sonra anlamli olarak azaldigi bulunmustur (sirastyla, p < 0.005
p < 0.001, p < 0.0001). LX-2 hiicre hattinda COL 1o’ min gen ekspresyon diizeyi sekil
14’ de verilmistir.
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Kontrol VD, 05mM O05mM 1mM 1mM
(10°M) FFA FFA+VD, FFA  FFA+VD;

Sekil 14. LX-2 hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,5 mM FFA, 1 mM FFA, 0,5 mM FFA+VD, ve 1 mM
FFA+VD,' 1 tedaviden sonra COL 10 nin gen ekspresyon diizeyleri.
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4.4. L X-2 Hicre Hattinda a-SM A’ min Gen Ekspresyonu

LX-2 hiicre hatt1 VD, (10° M), 0,5 mM ve 1 mM konsantrasyonlarinda FFA, 0,5
mM FFA+VD; ve 1 mM FFA+VD, kombinasyon gruplari ile 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir ve a-SMA’ min mMRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile 6l¢tlmustdr. Kontrol
grubuna gore kiyaslandiginda VD-'li tedaviden sonra a-SMA’nin gen ekspresyonunun
istatiksel olarak anlamli bir diizeyde azaldigi (p < 0.005), 0,5 mM ve 1 mM FFA'l
tedaviden sonra anlamli diizeyde arttig: bulunmustur (p < 0.05). Ayrica, 0,5 mM FFA
ve 0,5 MM FFA+VD; ile1 mM FFA ve 1 mM FFA+VD;'li gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma saptanmistir(p < 0.05). LX-2 hiicre
hattinda a-SMA* nin gen ekspresyon diizeyleri sekil 15’ de verilmistir.
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a-SM A mRNA ekspresyonu

Kontrol vhD, O05mM O5mM 1mM 1mM
(10°M) FFA  FFA+VD, FFA  FFA+VD,

Sekil 15. LX-2 hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,5 mM FFA, 1 mM FFA, 0,5 mM FFA+VD, ve 1 mM
FFA+VD,' 1 tedaviden sonra a-SMA'nin gen ekspresyon diizeyleri.

4.5. LX2 Hiucre Hattinda TGF-p’min Gen Ekspresyonu

LX-2 hiicre hatti VD, (10° M), 0,5 mM ve 1 mM konsantrasyonlarinda FFA, 0,5
mM FFA+VD; ve 1 mM FFA+VD, kombinasyon gruplari ile 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir ve TGF-B’nin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile dl¢ulmustir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda VD'li tedaviden sonra TGF-f‘nin gen ekspresyonunun
anlaml1 diizeyde azaldig1 gozlenmistir (p < 0.0001). Ayrica, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM

60



FFA+VD,'li deney gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli
bir azalma saptanmistir (p < 0.001). LX-2 hicre hattinda TGF-‘nin gen ekspresyon
diizeyleri sekil 16’da verilmistir.
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(10°M) FFA FFA+VD, FFA  FFA+VD;

Sekil 16. LX-2 hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,5 mM FFA, 1 mM FFA, 0,5 mM FFA+VD, ve 1 mM
FFA+VD,' 1 tedaviden sonra TGF-B' min gen ekspresyon diizeyleri.

4.6. LX-2 Hicre Hattinda M1 CA’nin Gen Ekspresyonu

LX-2 hiicre hatt1 VD, (10° M), 0,5 mM ve 1 mM konsantrasyonlarinda FFA, 0,5
mM FFA+VD; ve 1 mM FFA+VD, kombinasyon gruplari ile 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir ve MICA’nin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile dlgllmustur. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 1 mM FFA’ 11 tedaviden sonra MICA’ nin gen ekspresyonunun
anlamli dizeyde arttigi gozlenmistir (p<0.005). 1mM FFA ve 1mM FFA+VD,
kombinasyon gruplari kendi aralarinda kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli
dizeyde azalma saptanmistir (p<0.0005). LX-2 hicre hattinda MICA’'nin gen
ekspresyon diuizeyleri sekil 17’ de verilmistir.
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MICA mRNA ekspresyonu
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(10°M) FFA FFA+VD, FFA FFA+VD;

Sekil 17. LX-2 hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,5 mM FFA, 1 mM FFA, 0,5 mM FFA+VD, ve 1 mM
FFA+VD,' 1 tedaviden sonra MICA’nin gen ekspresyon diizeyleri.

4.7. LX-2 Hlcre Hattinda M1 CB’nin Gen Ekspresyonu

LX-2 hiicre hatti VD, (10° M), 0,5 mM ve 1 mM konsantrasyonlarinda FFA, 0,5
mM FFA+VD; ve 1 mM FFA+VD, kombinasyon gruplari ile 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir ve MICB’nin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR ile dl¢ulmustir. MICB
MRNA ekspresyonunun FFA ve VD,'li tedavilerden etkilenmedigi saptanmustir. LX-2
hicre hattinda 24 saatlik VD, ve FFA’li tedaviden sonra MICB gen ekspresyon
diizeyleri sekil 18’ de verilmistir.
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Sekil 18. LX-2 hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,5 mM FFA, 1 mM FFA, 0,5 mM FFA+VD, ve 1 mM
FFA+VD,' 1 tedaviden sonra MICB' nin gen ekspresyon diizeyleri.

4.8. Primer Insan Hepatik Stellat Hiicre Hattinda MICA’'min Gen
Ekspresyonu

Primer insan hepatik stellat hiicre hattt VD, (10° M), 0,25 mM FFA ve
VD,+0,25 mM FFA ile 24 saat boyunca inkibe edilmistir ve MICA’nin mRNA
ekspresyon dizeyleri RT-PCR ile o6lcilmustir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
VD,'li tedaviden sonra MICA’min mRNA seviyesinde anlamli dizeyde azalma
gozlenmistir (p < 0.05). Primer insan hepatik stellat hiicre hattinda 24 saatlik VD,, 0,25
mM FFA ve 0,25 mM FFA+VD;'li tedaviden sonra MICA gen ekspresyon diizeyleri
sekil 19'da verilmistir.
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Sekil 19. Primer insan hepatik stellat hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,25 mM FFA ve 0,25 mM
FFA+VD,'li tedaviden sonra MICA’nin gen ekspresyon diizeyleri.

4.9. Primer Insan Hepatik Stellat Hiicre Hattinda MICB ‘nin Gen
Ekspresyonu

Primer insan hepatik stellat hiicre hattt VD, (10° M), 0,25 mM FFA ve
VD,+0,25 mM FFA ile 24 saat boyunca inkiibe edilmistir ve MICB nin mRNA
ekspresyon dizeyleri RT-PCR ile o6lcilmustir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
VD;'li tedaviden sonra MICB’ nin mRNA seviyesinde azalma gozlenmesine ragmen
istatiksel olarak anlamli bulunamamstir. 0,25mM FFA ve 0,25mM FFA+VD;
kombinasyon gruplari arasinda MICB mRNA ekspresyonundaki azalma istatiksel
olarak anlamli bulunmustur (p < 0.05). Primer insan hepatik stellat hiicre hattinda 24
saatlik VD, 0,25 mM FFA ve 0,25 mM FFA+VD,li tedaviden sonra MICB gen
ekspresyon diizeyleri sekil 20'de verilmistir.



M1CB mRNA ekspresyonu
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Sekil 20. Primer insan hepatik stellat hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,25 mM FFA ve 0,25 mM
FFA+VD,'li tedaviden sonra MICB' nin gen ekspresyon diizeyleri.

4.10. HepG2 Hicre Hattinda M1 CA’nin Gen Ekspresyonu

HepG2 hiicre hatt: VD, (10° M), 0,5 mM FFA ve VD,+0,5 mM FFA ile 24, 48
ve 72 saat boyunca inkiibe edilmistir ve MICA’nin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-
PCR ile olgulmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 24, 48 ve 72 saatlik VD_'li
tedaviden sonra MICA mRNA seviyesinde anlamli dizeyde azalma gozlenmistir
(sirastyla p<0.005, p<0.001, p<0.05). Ayrica 72 saatlik 0,5 mM FFA’l1 tedaviden sonra
MICA mRNA ekspresyonundaki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01).
HepG2 hiicre hattinda 24, 48, 72 saatlik VD,, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD;'li
tedaviden sonra MICA gen ekspresyon diizeyleri sekil 21, 22 ve 23’ de verilmistir.
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Sekil 21. HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD,'li tedaviden sonra
MICA gen ekspresyon diizeyleri.
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Sekil 22. HepG2 hiicre hattinda 48 saatlik VD, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD;'li tedaviden sonra
MICA gen ekspresyon diizeyleri.
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Sekil 23. HepG2 hicre hattinda 72 saatlik VD, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD;'li tedaviden sonra
MICA gen ekspresyon diizeyleri.

4.11. HepG2 Hicre Hattinda M1 CB' nin Gen Ekspresyonu

HepG2 hiicre hatt: VD, (10° M), 0,5 mM FFA ve VD,+0,5 mM FFA ile 24, 48
ve 72 saat boyunca inkibe edilmistir ve MICB’nin mRNA ekspresyon dizeyleri RT-
PCR ile ol¢ilmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 24 ve 48 saatlik VD'li
tedaviden sonra MICB mRNA seviyesinde anlamli dizeyde azalma gozlenmistir
(srasityla p<0.05, p<0.01 ). Ayrica 72 saatlik 0,5 mM FFA’l1 tedaviden sonra MICB
MRNA ekspresyonundaki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.005).
HepG2 hiicre hattinda 24, 48, 72 saatlik VD2, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD'li
tedaviden sonra MICB gen ekspresyon diizeyleri sekil 24,25 ve 26’ da verilmistir.
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Sekil 24. HepG2 hiicre hattinda 24 saatlik VD, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD,'li tedaviden sonra
MICB gen ekspresyon diizeyleri.
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Sekil 25. HepG2 hicre hattinda 48 saatlik VD, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD;'li tedaviden sonra
MICB gen ekspresyon diizeyleri.
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Sekil 26. HepG2 hiicre hattinda 72 saatlik VD, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD;'li tedaviden sonra
MICB gen ekspresyon diizeyleri.

4.12. Huh7 Hicre Hattinda M1CA’min Gen Ekspresyonu

Huh7 hicre hatt1 VD, (10’6 M), 0,5 mM FFA ve VD,+0,5 mM FFA ile 24, 48 ve
72 saat boyunca inkiibe edilmistir fakat MICA’mn mRNA ekspresyon diizeyleri RT-
PCR ile analiz edilememistir.

4.13. Huh7 Hucre Hattinda M I CB’ nin Gen Ekspresyonu

Huh7 hicre hatt1 VD, (10’6 M), 0,5 mM FFA ve VD,+0,5 mM FFA ile 24, 48 ve
72 saat boyunca inkiibe edilmistir ve MICB’nin mRNA ekspresyon diizeyleri RT-PCR
ile dlgilmustur. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 72 saatlik VD,'li tedaviden sonra
MICB mRNA seviyesinde anlamli diizeyde azalma gozlenmistir (p<0.01). Huh7 hicre
hattinda 24, 48, 72 saatlik VD,, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD;'li tedaviden sonra
MICB gen ekspresyon duizeyleri sekil 27,28 ve 29 da verilmistir.
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Sekil 27. Huh7 hicre hattinda 24 saatlik VD,, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD,'li tedaviden sonra
MICB gen ekspresyon diizeyleri.

MICB mRNA ekspresyonu

2.0+
169 —
1.0+
0.5-
0.0
Kontrol VD, 0,5mM 0,5 mM
(10° M) FFA FFA+VD,

Sekil 28. Huh7 hiicre hattinda 48 saatlik VD, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD,'li tedaviden sonra
MICB gen ekspresyon diizeyleri.
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Sekil 29. Huh7 hiicre hattinda 72 saatlik VD,, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+VD,'li tedaviden sonra
MICB gen ekspresyon diizeyleri.
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5. TARTISMA

Hepatosellller karsinoma genel olarak kronik karaciger hastaligi veya siroz
zemininde gelismekte olan ve tim dinyada artan insidansiyla birlikte her yil 500.000
kisinin 6limtine neden olan karacigerin primer bir timoérudir. Hepatosellller karsinoma
guniimiizde tedavisi zor ancak gelisimi Onlenebilir timorler grubuna girmektedir.
Tumor gelisimiyle baglantili olarak birgok gen ekspresyonunun degisimiyle ilgili gok
basamak!i bir siregtir ve molekiler patogeneziyle ilgili birgok bilinmeyen vardir.
Hepatosellller karsinomanin tanisi ve tedavisi icin, bu kanser tirtiniin gelisimine neden
olan molekiler mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir. Mevcut arastirmalarin
temel hedefi de hepatosdlliler karsinomanmin gelisimini dnlemek ve tedavi ajanlari
bulmak (izerinde yogunlasmmstir®2.,

Hepatokarsinogenez; kromozomal, genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikimini igeren ¢ok basamakli bir sirectir. Bu degisikliklerin bir kismi karacigerde
kanser gelisiminin farkli basamaklarinda olusur ve hticrede énemli molekiler yolaklarin
regulasyonunun bozulmas: ile sonuglanir. Hepatoselliler karsinoma gelisiminde altta
yatan molekiler mekanizmalarin tam anlamiyla ¢ozilebilmesi hepatosellller karsinoma
olgularinin 6nlenmesi ve tedavi rejimlerinin gelistirilmesinde son derece nemlidir?.

Pek cok kanser tipi icin rutinde kullamlan kemoterapotiklerin ne yazikki
hepatosellller karsinomaya etkisi yoktur. Clnki hepatoselller karsinoma patogenetik
olarak, cogu timore oranla, multifaktoriyel patogenezin en belirgin oldugu bir gruba
girmektedir. Cesitlilik gosteren etiyolojik ajanlarin bulustugu bir ortak nokta vardirki, o
da fibrozis ve siroz gelisimidir. Bu ortak nokta bir anlamda tedavi hedeflerinin
belirlenmesini kolaylastirirken, bir yandan da olusturdugu fibrotik zemin nedeniyle bu
tedavi ajanlarinin etkinligini kisitlamakta ve ajanlarin hedeflenen bolgeye ulasmasin
guclestirmektedir. Hepatositlerin malign transformasyonu genelde kronik karaciger
hasari, rejenerasyon ve siroz zemininde gergeklestigi icin ekstraselliler matriksin
yeniden duzenlenmesi hepatoselltler karsinoma gelisiminde ¢ok Onemli rol oynar.
Yaralanma ve hasara yanit olarak hepatositlerin proliferasyonu ve ekstrasellller
matriksin komponentlerinin Uretimi gergeklesir. Hasar kalici oldugunda ekstraselltler
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matriksin komponentlerinin birikimi sonucunda siroz olusur ve bu siireg neoplazi
gelisimi ile sonuclanabilir®*®.

Karaciger fibrozisi, kronik olarak hasar gobren karacigerde ekstraselltiler
matriksin yapimi ile yikimi arasindaki dengenin bozulmus olmasi ve asirt bag dokusu
birikimiyle sonuclanan, sitokin salimmi ve dokunun yeniden yapilanmasindaki
degisiklikleri iceren yara iyilesmesine cevap olarak adlandirilan karmagik ve dinamik
bir stregtir. Kronik hepatit ve bu zeminde gelisen siroz hepatoselliler karsinoma
gelisiminden sorumlu ana sebeplerdir. Karacigerde kronik hepatit nedeni olan herhangi
bir toksk ya da iltihabi hasara verilen ilk hiicresel cevap apoptozdur. Apoptoz ile
tetiklenen mekanizmalarin basinda hepatik stellat hticre aktivasyonu gelmektedir.
Apoptoz karacigerde viral hepatitler, alkolik karaciger hastaligi, alkole bagli olmayan
yagh karaciger hastaliklart (NAFLD), kolestatik karaciger hastaliklart gibi pek ¢ok
durumda verilen ilk hiicresel cevaptir. Hastaligin siddeti, siresi ve karaciger fibrozisin
derecesiyle dogru orantili olarak hepatosit apoptozu artmaktadir. Hepatosit apoptozu,
inflamasyon ve fibrozisin yalmzca bir sonucu olarak degil, tam tersine bu patolojik
mekanizmalar1 tetikleyen ve arttiran bir uyaran olarak da kabul edilmektedir.
Gunumuzde karaciger fibrozisi engellenebilir ve siroz da geri donebilir patolojik
sirecler olarak kabul edilmekte ve calismalar fibrozisi engellemek yonunde
yogunlasmaktadir™.

Gelismis Ulkelerde giderek artan bir bicimde gortlmekte olan alkole bagli
olmayan yagh karaciger hastaligi (NASH) etkin bir tedavisi bulunmayan ciddi bir tibbi
sorun olarak gunumiizde karsimiza gikmaktadir. Alkole bagli olmayan yagl karaciger
hastaliginin fibrozis, siroz ve daha sonra hepatoselliler karsinomaya kadar ilerlemesine
yol acan mekanizmalarin arastirilmast bu agidan 6nem tasimaktadir. Ancak, son
dénemlerde yiritulen calismalarla, hepatositierde apoptozun patolojik bir bigimde
arttig1 gosterilmis ve bunun sonucu olarak da, karacigerde inflamasyonun indiklenerek
fibrozun gelistigi ortaya konmustur’.

Apoptozis tarafindan hiicre 6lumi cesitli karaciger hastaliklarimn kalici bir
ozelligidir. Apoptozis, karaciger hasarina baslatici bir hiicresel cevap olusturarak sitokin
kaskadim  olusturmaktadir. Bu ylzden apoptozisin atta yatan molekiler

mekanizmasimin  analizi karaciger hastaliklarint daha iyi anlamak icin Gnem
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tasimaktadir. Son yapilan calismalar artan apoptozisle, inflamatuar mediyatorlerin
salinimi ve hepatik fibrozisin gelisimiyle direk baglantili oldugunu desteklemektedir’.

Hepatosellller karsinoma tedavisi ve prognozu acisindan hedef olusturabilecek
molekullerin saptanabilmesi amaciyla in vitro kosullarda hticre hatlariyla yaptigimiz bu
calismada profibrojenik genlerin ve stres ligand genlerinin  ekspresyon dlzey
degisimleri ve vitamin D, (VD,) ve serbest yag asidi (FFA) tedavisi uygulamasi ile bu
proteinlerin nasil etkilendigi arastirilmistir. Bu nedenle calismamizda hepatik stellat
hiicre hatlarinin ve hepatoselltler karsinoma hiicre hatlarinin VD, ve FFA tedavisine
nasil yanit verdiklerini, bu yanitlarin karaciger fibrozisi gelisiminde ¢ok énemli bir rol
oynayan profibrojenik genler olan COL-1a, a-SMA ve TGF-[3y1 ve stres ligand genleri
olan MICA ve MICB'’yi nasil etkiledikleri arastirilmistir. Bu amacgla hepatik stellat
hiicre hatlar1 olarak LX-2 ve primer insan hepatik stellat hticre hatti ve hepatoselltler
karsinoma hticre hatt1 olarak da HepG2 ve Huh? kullanilmistir (Cizelge 8).

Hepatosellller karsinomanin pek ¢ok risk faktort tammmlanmis olmasina ragmen,
obezite ve tip Il diyabet te hepatoselliler karsinoma icin dnemli bir risk faktoru
olusturmaktadir. Obezite ve onunladiliskili alkole bagli olmayan yagl karaciger hastaligi
gelismis Ulkelerde gorulen en yaygin karaciger hastaligi oldugu icin deneysel calismalar
cogunlukla lipid metabolizmasin anlama Uzerine odaklanmustir. Alkole bagli olmayan
yagl karaciger hastaligi, karaciger lipid alimindaki artis, karacigerde yag asidinin
artmis sentezi ve azalmis ¢ok distk dansiteli lipoproteinlerin sentezinin sonucunda
gelismektedir®®®,

Y ag asidlerinin karacigere girisinin, bu organ tarafindan nasil diizenlendigine ait
literatlirde fazla calisma olmamasina ragmen 0Ozellikle kisa ya da uzun zincirli yag
asidlerinin  plazmadaki konsantrasyonu direkt karacigere ainma ile paralellik
gogermektedir ve bu durumda konsantrasyona bagimli  mekanizmay: akla
getirmektedir. Lavoie ve arkadaslari, karacigerde yag metabolizmasinin
duzenlenmesiyle ilgili yaptiklar1 ¢alismada yag asidlerin girisinde karacigerin tampon
roli oynayabilecegini ve bu depolama islevinin adipoz dokudan salinan yag asidlerin
toksisitesini 6nleyebilecegini ileri sirmuslerdir!®,

FFA’lar basit hepatik steatozisin gelismesinde ¢cok 6nemli bir rol oynamaktadir.
Yagin oral girisi ve daha sonra adipoz dokularda lipolizi serumdaki FFA dizeyinin
artmasina yol agmaktadir. Hepatositlerdeki lipid birikimi ve hepatositlerin apoptozisi,
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alkole bagli olmayan yagli karaciger hastaliginda 6nemli bir mekanizma olan
lipoapoptozis olarak isimlendirilmektedir. Hepatositlerde, doymus FFA zaman ve doza
bagimli olarak lipoapoptozisi indiklemektedir''®,

Felstein ve arkadaslarimin FFA aracili hepatik lipotoksisite ile ilgili yaptiklari
calismada, hepatosellller karsinoma hticre hattim (HepG2) FFA (2:1 oleat/palmitat) ile
inkiibe ederek hiicresel ‘steatozis durumunu yaratmuslardir ve yapilan bu in vitro
calismada, FFA’larin Fas/CD95 ve tumor nekroz faktori-afa (TNF-a) dizeyini
artirdigim gozlemislerdir. Ayrica ayni grubun fareler Gzerinde yaptiklari baska bir
calismada, yiksek kalorili diyet sonrasi Fas reseptor dizeyinde de artis oldugu
saptanm1$t1r12°'121.

Canbay ve arkadaslari, Fas L (Jo2) agonisti ile tedavi edilen obez farelerde
alanin aminotransferaz, apoptozis ve inflamasyon diizeyinin artis1 ile baglantili olarak
karaciger hasarinin kanitlarint ortaya koymuslardir. Bu yatkinligin, 6lum reseptérleri
aracil1 apoptozisle baglantil: oldugunu gostermislerdir'®.

Adipositlerden de novo yag asidi senteziyle olusan palmitoleik asid, hem yararli
hemde zararl1 metabolik etkilere sahiptir ve potansiyel olarak farkli determinantlar ve
endojen doku kaynaklarin Uretimiyle baglantilicir. Hayvan calismalari dolasimdaki
palmitoleik asidin insilin direnci ve metabolik regilasyonu direk olarak
diizeltebilecegini desteklemektedir. Mozaffarian ve arkadaslarimin yapmis olduklar: bir
calismada dolagimdaki trans-palmitoleik asidin disik insilin direnci ve diyabetle iligkili
oldugu bulunmustur'®>*2*,

Serbest yag asidi, hepatositlerin apoptozini indikleyerek karaciger fibrogenez
sirecini tesvik etmektedir ve profibrojenik olarak islev gormektedir. Bechmann ve
arkadaglari, hepatik stellat hicre hatti (LX-2) kullanarak FFA ile induklenen
profibrojenik genlerin, 6lUm reseptdrlerinin ve apoptozisle ilgili molekullerin tzerine
resveratrolin etkisini arastirmiglardir. LX-2 hiicreleri 0,5 mM FFA (2:1 oleat/pamitat)
ile inkiibe edilmistir ve daha sonra resveratrolle tedavi edilmistir. Calisma sonucunda
0,5 mM FFA’l1 LX-2 hicrelerin inkiibasyonunda profibrojenik genlerin (a-SMA, TGF-
3, TIMP1), 6lim reseptorlerinin (CD95/Fas, TNFR-1) ve antiapoptotik (Bcl-2, Mcl-1)
molekullerin indukledigini ve 15 uM resveratroliin eklenmesiylede bu genlerin anlamli
diuzeyde arttigim ve Ozellikle bu etkinin sadece FFA'min varhiginda oldugunu

saptamuglardir. Bu bulgular resveratrolin insan LX-2 hepatik stellat hiicrelerde FFA’ nin
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profibrojenik etkisini daha da arttirdigim ve artmus FFA’ [1 obez hastalarda resveratrolin
hepatik fibrogenezise neden olma ihtimalini gézlemislerdir'®.

Bu calismada insan hepatik stellat hiicre hatti olan LX-2 hicreleri 24 saat
boyunca 0,5 mM FFA (2:1 oleat/palmitat) ile, primer hepatik stellat hicreleri ise 0,25
mM FFA (2:1 oleat/pamitat) ile inklibe edilmistir. LX-2 hicrelerinde, kontrol grubu
(FFA’siz) hucrelerin sitoplazmasinda higbir lipid damlacigi gozlenmezken, 0,5 mM
FFA ile inklibe edilen hicrelerin sitoplazmasinda ise guclu lipid damlaciklar: birikimi
gbzlenmistir (Sekil 10,11).Bu sonuglar FFA'min LX-2 hepatik stellat hiicrelerini aktive
ettigini gbstermektedir. Bu bulgularin, Lu ve arkaslarinin yaptiklar: sican hepatik stellat
hicrelerin proliferasyonunda FFA’'nin roli calismasiyla, Bechman ve arkadaslarinin
hepatik stellat hiicrelerde FFA girisinin sonuglariyla ve Feldsteinin HepG2 hiicrelerinde
1 mM FFA verildikten sonra hicrelerdeki lipid damlaciklarimn olusumuyla ilgili
calismalarla uyumlu oldugu gozlenmistir. Ancak 0,25 mM FFA ile inkiibe edilen primer
hepatik stellat hicrelerin stoplazmasinda ise lipid damlaciklart gozlenmemistir (Sekil
12,13).

Obez hastalarda yapilan calismada adipoz dokuda asir1 Uretilen FFA’larin
karacigere gegisinin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Donnelly ve arkadaslar1 obez
NAFLD’li hastalarla yaptiklar1 ¢alismada, karacigerdeki triacilgliserollerin kaynagimn
% 60 oraminda FFA havuzundan geldigini gostermislerdir. Boylece karacigerde
triacilgliserollerin konsantrasyonunun yiiksek olmasi ve depolanmast belirgin lipid
damlaciklarinin birikimine neden olmaktadir'®.

Aktive olan hepatik stellat hicreler ekstraselliler komponentin hem Gretimini
artirarak, hem de proliferasyonu saglayarak fibrogeneze katkida bulunmaktadir.
Antifibrojenik tedaviler, karaciger matriks proteinlerini sentezleyen ve vyara
iyilesmesindeki myofibroblastlara benzeyen aktive mezensimal hicreleri hedef alan
tedavilerdir. Hepatik stellat hiicre proliferasyonun ve kollajen sentezini in vitro olarak
bircok ajan inhibe ederken, bu maddelerden ¢ok azinin uygun hayvan modellerinde
tolere edilebildigi ve etkili oldugu saptanmistir. TGF-3 gibi profibrojenik sitokinleri
¢OzUnur tuzak reseptorleri tarafindan inhibe etmeye yonelik stratgjiler gelisme
halindedir, hentiz sonuglar tedavi secenegi olarak kullanilmamaktadir. Aktive hepatik

stellat  hicrelerin proliferesyonun inhibisyonu, apoptozis indiksiyonu ve kollajen
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Uretimindeki azalmay1 gosteren kanitlar hiicre kilturt diizeyinde olup, henliz in vivo
etkinliklikleri uygun hayvan modellerinde gosterilmemistir'***2°.

Karaciger fibrozisi aktive olmus hepatik stellat hiicreler tarafindan sentez edilen
kollajen tip | ile Il ve diger matriks proteinlerin asir1 birikmesinin sonucunda
olusmaktadir. Fibrozisin en énemli skar komponenti kollajendir™*.

Lipid peroksidasyonu kultlr ortaminda stellat htcreler tarafindan kollajen
ekspresyonunun artmasini saglamaktadir. Mezey ve arkadaslari, LX-2 hepatik stellat
hiicrelerinin selenyum, vitamin E ve TGF-3'|1 tedaviden sonra, selenyum ve vitamin
E'nin COL-1a’'nin ekspresyonu Uzerine olan etkilerini incelemislerdir. Calisma
sonucunda selenyum ve vitamin E’nin kombine etkisinin COL-1a’mn ekspresyonunu
azalttig1 ve stellat hiicrelerde apoptozisin artmasinin kollajen formasyonunu azalttigi
goserilmistir. Ayrica bu kombine etki lipid peroksidasyonunu azaltmustir. Sonug olarak
selenyum ve vitamin E’ nin kombine etkisi, stellat hiicreler tarafindan TGF- 3 aracil1 tip
1 kollajen birikimini azaltarak TGF- 3 aracil: hepatik fibrozise kars: korumaktadir'?’.

Hepatik stellat hiicrelerde bulunan PPAR (peroksizom treme ile aktive edilmis
reseptor), bircok dokuda biytime ve farklilasmay1 kontrol eden reseptor-transkripsiyon
faktori olarak onemli islevler gormektedir. Hepatik stellat htcrelerin aktivasyonu
srasinda PPAR-y dizeyi azalmaktadir. Bataler ve arkadaslarimin yaptiklari bir
caismada, PPAR-y ligandlarinin hepatik stellat  hicrelerde  profibrojenik  ve
proinflamatuar etkilerini inhibe etmesinin yam sira hasarli karacigerde kollajen
birikiminide azaltarak kollajenaz aktivitesini artirdigint rapor etmislerdir. Timbrell ve
arkadaglarinin yapmus olduklari in vitro calismada da Taurinin fibrotik sirecte asiri
kollajen birikimini azalttigi gosterilmistir'?®*2,

Hepatik stellat htcrelerin  gugli  bir profibrojenik  sitokini  olan TGF-3,
ekstraselluler matriks birikimini artirmakta ve kollajenaz aktivitesini inhibe etmektedir.
Yapilan calismalarda TGF-'nin, COL-la'mn ekspresyonunu stimile  ettigi
gogerilmistir. Xu ve arkadaslari, LX-2 hepatik stellat hicre hattimn TGF-B3 ile
tedavisinden sonra, TGF-Fmin COL-la’'min  ekspresyonunu 3-4 kat artirdigim
saptarmuslardir'%+%*

Bu calismada, LX-2 hepatik stellat hicrelerde 0,5 mM ile 1 mM FFA ve VD,

(10°)'nin COL-1o’nin ekspresyonu (izerine olan etkisi arastirlmistir. Sonug olarak
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hemVD_’li hem de 0,5 mM ve 1 mM FFA'’ 1 tedaviden sonra COL-1a’ nin ekspresyonun
Onemli duizeyde azaldig1 gbzlenmistir (Sekil 14).

Karaciger fibrozisi gibi patolojik kosullar altinda sessiz hepatik stellat hticreler
aktivasyona maruz kalarak a-SMA'’y1 eksprese etmektedir. Pek cok calismada hepatik
stellat hicrelerde matriks ekspresyonu incenirken fibrojenik htcrelerin bir belirteci
olarak o-SMA kullamlimaktadir. Parasetamol kaynakli akut hasar ile ilgili yapilan
calismalarda a-SMA sentezleyen, asir1 miktarda miyofibroblast benzeri aktive hepatik
stellat hiicre saptanmugtur. 1% 1%,

Bu calismada, LX-2 hepatik stellat hicrelerde 0,5 mM ve 1 mM FFA’nmin ve
VD> (10°)'nin o-SMA ekspresyonu iizerine olan etkisi arastirilmistir. Sonug olarak VD-
tedavisinden sonra a-SMA’nin ekspresyonunun azaldigi, 0,5 mM FFA’l1 tedaviden
sonra a-SMA ekspresyonun anlamli bir diizeyde arttigi, VD2 nin FFA ile artis gosteren
a-SMA’nin ekspresyonunu 6nemli diizeyde azalttigr gbzlenmistir. Aym sekilde 1 mM
FFA’l1 tedaviden sonra da a-SMA ekspresyonun anlamlt bir diizeyde arttigi ve VD
eklenmesinden sonra a-SMA’nin gen ekspresyonunun anlamli bir dizeyde azaldigi
gozlenmistir (Sekil 15).

Hepatik stellat hicrelerin dnemli bir aktivatori olarak islev goren TGF-3,
hepatik stellat hiicrelerin aktivasyonu sirasinda komsu hepatositlerden ve plateletlerden
salinmaktadir. Karacigerde doku tamirine, ekstraselltler matriks tretimine, buyimenin
diizenlenmesine ve apoptozise yol acan en giiclii profibrojenik mediyatordir .

TGF-p"nin olusumu fibrozis hasarinda hepatik stellat hiicrenin sitokin tretimini
artirmasiyla uygunluk gostermektedir. Deneysel karaciger fibrozis modellerinde ve
insan hepatik fibrozisinde TGF-f’mn mRNA seviyesinin belirgin olarak arttigi birgok
calismada gosterilmistir. Garcia ve arkadaslar1 fibrotik karacigerdeki reaktif oksijen
drdnlerinin - artrug  Oretiminin,  kollajen sentezini  artran TGF-f  geninin
ekspresyonundaki diizensizlige kars: bir cevap olabilecegini rapor etmislerdir **.

TGF-f'min  artan ekspresyonunun baskilanmasi fibrotik dokularda 6nem
tasimaktadir. TGF-p’nin potansiyel olarak fibrojenik etkileri ekstraselliler matriks
proteinlerin ekspresyonunun stimulasyonu, hepatik stellat hiicrelerde metalloproteinaz
doku inhibitorlerin ekspresyonunu artirarak matriks metalloproteinazlar tarafindan
parcalanmasim azaltmasi (matriks parcalanmasinin inhibisyonu) ve ekstrasellller

matriks reseptor ekspresyonunun diizenlenmesini icermektedir 2.
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Bu calismada, LX-2 hepatik stellat hicrelerde 0,5 mM ve 1 mM FFA ve VD,
(10°)'nin TGF-B ekspresyonu (izerine olan etkisi arastirilmistir. Sonug olarak VD,
tedavisinden sonra TGF-p’nin gen ekspresyonunun anlamli bir dizeyde azaldigi, 0,5
mM FFA tedavisinden sonra artan TGF-’ nin gen ekspresyonunun VD, eklenmesinden
sonra anlamli bir dizeyde azaldigr saptanmistir. 1 mM FFA ve 1 mM FFA +VD,
tedavisinden sonra ise TGF-f’min gen ekspresyonunda anlamli bir diizeyde degisiklik
gbzlenmemistir. (Sekil 16).

Y e ve arkadaslari, sican hepatik stellat hiicre hattinda, Jun N terminal kinaz ve
aktif protein 1 (JNK ve APL)'i baskilayarak all- trans retinoik asidin(ATRA) hucre
proliferasyonu, kollagen genleri (Prokollajen 1a) ve profibrojenik genleri (TGF-B,
CTGF, MMP-2, TIMP-1, TIMP-2, PAI-1) Uzerindeki etkisini arastirmiglardir. Sonug
olarak, ATRA nin, INK ve AP1'in mRNA ekspresyonunu baskilayarak hepatik stellat
hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigini, kollajen ve profibrojenik genlerin mRNA
ekspresyonunu azalttigini saptamuslardir*®.

Fibroziste FFA’larin roli ve vitamin D’nin terapotik degeri olabilecegi goz
Onune almnarak bu g¢alisma sonucunda, VD, nin hepatik fibrogenezin belirtegleri olan
TGF-3 ve a-SMA’nin ekspresyonunu azalttigini, diger sonuclardan farkli olarak hem
VD'li hem de FFA'l1 tedavinin COL-1a’nin ekspresyonunu da azalttigi saptanmustir.
Boylece FFA'min profibrojenik faktorler Gretmek icin invitro ortamda LX-2 hicrelerini
aktive ettigi ve bu aktivasyonun VD, ile azaltilabilecegi ve karacigeri fibrogenezden
koruyabilecegi gosterilmistir (Sekil 14-16).

Karacigerde immun sisteminin baslatict komponenti olarak, naturel killer (NK)
hicreler karaciger hasarinin cesitli stireclerinde rol oynamaktadir. Son zamanlarda, NK
hiicre reseptorii olan NKG2D'nin ligandlar: olarak MICA ve MICB tanimlanmustir.
Stres ile indiklenen molekiller olan MICA ve MICB' nin, kronik karaciger hastalarin ve
hepatoselliler karsinomali hastalarin serumlarinda arttigi rapor edilmistir. MICA ve
MICB molekillerinin hiicresel stresin bir sensori olarak islev gosterdigi bilinmektedir
ve doku kultird sirasinda indiklenen hiicresel stres MICA ve MICB molekillerinin
ekspresyonunun artmasina yol agmaktadir. Kahraman ve arkadaslart MICA ve MICB
molekillerinin NASH’ |1 hastalarda karaciger hasari, apoptozis ve fibrozis Uzerine olan
etkisini arastirmiglardir. Sonug olarak hepatik NK hicrelerinin, NKG2D, MICA ve
MICB transkriptlerinin, TRAIL-DR5 ve CD 95/Fas transkriptlerinin  NASH' 1

79



hastalarda arttigini, hepatosit apoptozisin NASH’ da up-regule edici oldugunu, hepatik
fibrogenezis beliteclerinin NASH da Onemli dizeyde arttigimi gostermislerdir. Bu
sonuclar, MICA ve MICB’'nin NASH’l1 hastalarda hepatositler tzerinden eksprese
oldugunu ve onlarin ekspresyonunun karacigerin yag infiltrasyonu aracili hepatik
inflamasyonu sirasinda NK htcrelerin kolaylikla etkilenmesinde 6nemli bir rol
oynadigini gostermislerdir”.

Kohga ve arkadaslar1i transkateter arteriyal embolizasyon sirasinda
hepatoselliler karsinomali hastalarda MICA ve MICB’ nin serum duizeyinin degistigini
gogermislerdir. Bu arastiricilar kronik karaciger hastaliginin yanm sira hepatoselltler
karsinomanin ilerlemesiylede sSMICA /sMICB seviyesinin arttigini, Transkateter
arteriyal embolizasyon tedavisinden sonrada sMICA /sMICB seviyesinin dnemli
duzeyde azaldigint ve NK hicreler tarafindan NKG2D ekspresyonunun artirildigi
sgptanmustir. Ilging olarak, MICA ve MICB’nin bu artisinin NKG2D ekspresyonunun
azalmasiyla baglantili oldugunu, tumdre karst yamttan kagmak igin malignant
hiicrelerin tipik bir 6zelligi olarak hepatik NK hiicre aktivasyonunu bozdugunu rapor
etmislerdir™.

NK hicreler aktive olmus hepatik stellat hiicrelerin dldirdlmesinde antifibrotik
etkiye sahiptir. Fakat literatirde hepatik stellat hiicrelerinde stres ligandlarimin roli
hakkinda hentiz bir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada yagli karaciger hastaligimn
hicre kaltard modeli yaratilarak insan hepatik stellat hiicrelerinde stres ligandlarinin
artip artmadhigr molekiiler diizeyde saptanmaya calisilmistir. Ayrica FFA’l1 ve VD'l
tedavinin LX-2 ve primer stellat hicrelerinde MICA ve MICB (zerine olan etkisi
arastirilmigtir. Sonug olarak LX-2 hicrelerinde VD,, 0,5 mM FFA ve 0,5 mM FFA+
VD, nin MICA ve MICB gen ekspresyonu Uzerinde anlamli bir etkisinin olmadigini
fakat 1 mM FFA’l1 tedavinin MICA gen ekspresyonunu artirdigi ve daha sonraVD,' nin
eklenmesiyle ekspresyonun anlamli dizeyde azaldigi gosterilmistir (Sekil 17,18).
Primer stellat hiicrelerinde ise VD2 nin MICA gen ekspresyonunu anlaml: bir diizeyde
azalttig: fakat 0,25 mM FFA tedavisinden sonra anlamli bir degisiklik gozlenmedigi
saptanmistir. VD2 nin MICB gen ekspresyonunu ise azalttigi fakat anlamli bir diizeyde
olmadigi, 0,25 mM FFA tedavisine VDy' nin eklenmesinden sonra ise MICB gen
ekspresyonunun anlamli bir diizeyde azaldigi1 gozlenmistir. Sonug olarak MICA’ min gen
ekspresyonunun VD, tedavisinden etkilendigi gosterilmistir (Sekil 19,20).
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MICA ve MICB normal hiicrelerden nadiren eksprese olurken, tumor
hiicrelerinden siklikla eksprese olmaktadir. NKG2D' nin tiimore kars: immun cevaptaki
ana rolu kanser hicrelerinde gbzlenen immun kagis mekanizmasin varlhig: tarafindan
vurgulanmaktadir. ITmmun yanittan kagarken, kanser hiicreleri NKG2D ligandlarinin
islevini, ekspresyonu baskilayarak kontrol etmektedir. TUmor hiicresinin ylzeyinden
MICA ' nin kesilmesi igin metalloproteinaz bagimli mekanizma araciligiyla ortama
NKG2DL(sMICA) nin ¢ozinur formu salinir. Bdylece NK hicrelerindeki NKG2D
reseptori ve hicresel sitotoksite baski altina alinir. TUumor tarafindan salgilanan
proteazlar matriks birlesenlerini parcalamak suretiyle dokularla invazyon ve metastazi
kolaylastirmakta, hiicre proliferasyonunu artirmakta, hiicre yizeyindeki molekdilleri
(6rn. TNF-a, FasL, IGF, TGF-p) proteoliz ile aktiflestirmekte veya atilimin
saglamaktadir. Bu durum timorlerin hem immiin gozetimden kagabilmelerine hem de
blyimelerine imkan saglamaktadir. TUmdr ylzeyinden proteoliz ile atilan birgok
molekilin serumdaki konsantrasyonunun artrmis oldugu yapilan bircok calismada
gogerilmistir. Guglu bir immun baskilayici etkiye sahip olan TGF-R ise, T, B ve NK
hicrelerini inhibe eder. Bu nedenle bazi kanserlesmis hiicrelerin gelisimi ya da
bagisiklik sisteminden kagisi igin kritik rol oynar. Ayrica timér hicreleri tarafindan
salgilanir ve timorun etrafinda parakrin etki timér proliferasyonunu uyarir. Bu sitokin
hem immun sistem hicreleri tarafindan homeostaz icin hem de kanser hicreleri
tarafindan immun sistemden kags icin tretilmektedir 3%,

Zhang ve arkadaslari, ilerlemis AE (alveolar echinococcosis)’li hastalardan elde
edilen serum orneklerinde sMICA diizeyine ve karaciger parcalarindan MICA, MICB,
NKG2D ve TGF-31 ekspresyon duizeylerine bakmuslardir. Hepatositlerden MICA ve
MICB protein ekspresyonunun gugli bir sekilde artis gosterdigini, yiksek MICA ve
MICB dizeyinin dusik NK hicreleriyle zithk gogerdigini ve TGF-[¥ mn gicli bir
sekilde eksprese oldugunu rapor etmislerdir *°.

Kohga ve arkadaslarinin hepatosellller karsinomali hastalarda yiksek diizeyde
SMICA oldugunu rapor ettikten sonra HepG2 ve PLC/PRF/5 hepatoselluler karsinoma
hiicre hatlarinda, hepatoselliler karsinomaya karsi kullanmilan ilaglarin (epirubicin ve
doxorubicin) ADAM 10'un (A Disintegrin And Metalloproteinase 10) ekspresyonunu
ve aktivitesini inhibe ederek MICA’min metalloproteinazlar tarafindan baskilandigini
gosermislerdir. Aym grup aym hicre hatlarinda Sorafenib’inink ADAM 10'un
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ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe ederek MICA’min metalloproteinazlar tarafindan
baskilanmasini saglamiglardir "%,

MICA ve MICB’nin 1s1 sok, viral ve bakteriyal infeksiyonlarla indiklenmesine
ragmen, MICA ve MICB ekspresyonunu diizenleyen farmakolojik aanlar ile ilgili
calismalar ¢ok yetersizdir. Jinushi ve arkadagslar1 insan hepatosellller karsinoma hiicre
hatlarinda (HepG2 ve Huh7) ve dokularinda MICA ve MICB’nin ekspresyonunu,
rolini ve retinoik asid tarafindan diizenlenmesini incelemislerdir. Calisma sonucunda,
MICA ve MICB’nin hepatoselltiler karsinoma hatlarinin yan: sira insan hepatoselltler
karsinoma dokularindanda eksprese oldugunu, hepatoma hicrelerine karsi NK
sitolizinde ©nemli bir rol oynadigim gostermiglerdir. Ayrica retinoik asidin
hepatosellller karsinomada MICA ve MICB ekspresyonun bir modulatori olarak islev
gorduguini ve bu davranmisindan dolay:r NK hticrelerini aktive ettigini, timore kars1 ajan
olarak hareket edebilecegini gostermislerdir %,

Tang ve arkadaslar1 hepatoselliler karsinoma hicre hatlarinda (HepG2 ve
HEK293T) primidin analogu olan 5 Aza 2 deoksisitidin (5-aza-Dc)'in MICB
Uzerindeki etkisini arastirmiglardir. Bu calismalar sonucunda promotor bolgesindeki
demetilasyonun MICB transkriptini stimile ettigini ayrica MICA ve MICB gen
ekspresyon artisina yol acarak DNA hasarin: indiikledigini rapor etmislerdir'®®.

Bu calisgmada hepatoselller karsinoma hiicre hatti olan, HepG2 ve Huh 7' de,
24, 48 ve 72 saatlik 0,5 mM FFA’'lh ve VD, li tedavinin MICA ve MICB gen
ekspresyonu Uzerine olan etkisi arastirilmistir. Sonug olarak HepG2 hiicre hattinda
VD2 nin, 24, 48 ve 72 saatlik tedaviden sonra MICA gen ekspresyonunu anlamli
dizeyde azalttigi, 24, 48 saatlik 05 mM FFA’lr tedaviden sonra MICA gen
ekspresyonunda anlamli bir azalma gbzlenmezken sadece 72 saatlik 0,5 mM FFA’l1
tedaviden sonra anlaml1 bir azalma saptanmistir (Sekil 21-23). VDy'nin 24, 48 saatlik
tedaviden sonra MICB gen ekspresyonunu anlamli diizeyde azalttigi, 72 saatlik
tedaviden sonra ki azalmamn anlamli bir diizeyde olmadigi, 24, 48 saatlik 0,5 mM
FFA’l1 tedaviden sonra MICB gen ekspresyonunda anlamli bir azalma gdzlenmezken
sadece 72 saatlik 0,5 mM FFA'’l1 tedaviden sonra anlamli bir azalma saptanmustir (Sekil
24-26). Huh 7 hicre hattinda ise VD, ile 24, 48 saatlik tedaviden sonra MICB gen
ekspresyonunun etkilenmedigi, 72 saatlik tedaviden sonra gen ekspresyonunun anlamli
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olarak azaldhgi gosterilmistir. Ayrica MICB gen ekspresyonunun FFA tedavisinden
etkilenmedigi de gozlenmistir (Sekil 27-29).

Vitamin D nin aktif formu kalsiyum metabolizmasinin, immun cevabin, hiicre
proliferasyonu ve diferansiasyonunun diizenlenmesinde ve bu durumlarla iliskili birgok
hastalikla dogrudan baglantihidir.  Bu islevlerine ek olarak guglu antiproliferatif,
prodiferansiyatif, proapoptotik ve immunomodulatér etki gostermektedir. Hicre
siklusu, apoptoz ve farklilasmayi iceren pek cok kompleks genlerin transkripsiyonunu
dizenler. Nunn ve arkadaglar1 vitamin D’nin aktif formunun insan tonsillerindeki T
lenfositlerinin proliferasyonunu dizenledigini gostermislerdir. Morgan ve arkadaslar
insan B lenfosit alt grubunda vitamin D’ye bagimli gen dizenlemesi oldugunu
saptamuglardir. Canning ve arkadaslar1 ise aktif vitamin D’nin monositlerden aktif
immature dendritik hiicrelerin matiirasyonunu engelledigini gostermislerdir’® 140143,

Vitamin D inflamatuvar siireglerde rol oynayan, ekstraselltler matriksin yikimini
saglayan, ekstraselliler  proteinazlarin  6nemli  bir  UOyesi olan  matriks
metalloproteinazlarin (MMP) belirli tiplerini inhibe etmektedir. Bu bulgular kronik
karaciger hastaligiyla dogrudan iliskilidir. Hepatositler MMP ve doku inhibitorlerinin
major kaynagidir ve bunlarin Uretimi sirozun varligindan etkilenmezler. Bu yulzden,
kronik karaciger hastaliginda vitamin D eksikligi hepatik fibrozisin ilerlemesine neden
olmaktadir'®.

Vitamin D eksikligi kanser, kronik karaciger hastaliklari, otoimmiin hastaliklar,
insllin direnci ve diyabet gibi ¢cok yaygin ve ciddi patolojik durumlarla baglantilidur.
Ayrica, kronik karaciger hastalarinda vitamin D eksikligi hepatik fibrozisin ilerlemesine
yol acmaktadir. Petta ve arkadaslari vitamin D dizeyinin azalmasinin fibrozizle
baglantili oldugunu gostermislerdir. Bazi ¢alismalarda da kronik hepatitisli ve sirozlu
hastalarda disik serum 25(0OH) vitamin D dizeyi saptanmistir. Targher ve
arkadaglarinin yaptiklari calismada NAFLD hastalarda serum 25(OH) vitamin D
diizeyinin azaldig1 gosterilmistir®™% %,

Bazi deneysel calismalarda, vitamin D’ nin oksitadif strese kars1 korumada rol
oldugu, fibroblastlarin gen ekspresyonunda etkili oldugu ve hepatik stellat hticrelerin
fibrojenik aktivitesini azalttigi rapor edilmistir. Son yillarda, malignant hticre hatlarinda
1,25(0H),Ds'un antiproliferatif etkisini gostermek icgin yapilan calismalar artis
gogtermistir. Ancak vitamin D’nin karaciger kanserinde ilag tedavisinde kullanimiyla
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ilgili calismalar cok yetersizdir. Akhter ve arkadaslar1 1,25(OH),D3’ (in hepatoblastoma
hiicre hattt HepG2' nin proliferasyonunu inhibe ettigini, Brelvi ve arkadaslar1 hepatoma
hiicre hatlarimn biyimesini baskiladigini gostermislerdir. Bu calismaya paralel olarak
Pourgholari ve arkadaslar1 da 1,25(OH),D3’ tin ¢cok sayida sican ve insan karaciger hiicre
hatlarinda (Hep-3B, PLC/PRF/5 ve SKHEP-1) hiicre proliferasyonunu énemli diizeyde
inhibe ettigini rapor etmislerdir'® %4,

Bu calismada ise insan hepatoselliler karsinoma hiicre hatlarindan, HepG2 ve
Huh7'de VD, tedavisinin stres ligand genleri olan MICA ve MICB genlerinin gen
ekspresyonu lzerine olan etkisi arastirilmistir. Sonug olarak HepG2 hticrelerinde 24,48
ve 72 saat VD'li tedavinin hem MICA hem de MICB gen ekspresyonunu onemli
diizeyde azalttigini, Huh7 hicreler Uzerinde ise sadece 72 saat VD_'li tedavinin MICB

gen ekspresyonunu azalttigi saptanmistir (Sekil 21-29).



6. SONUCLAR VE ONERILER

Hepatik stellat hicrelerde ve hepatoselliler karsinomada Vitamin D’nin
profibrojenik genler ve stres ligand genleri tzerine olan etkisi hala bilinmemektedir. Bu
amacla bu tez calismasinda, hepatik stellat hiicre hatti olarak LX-2 ve primer insan
hepatik stellat hiicre, hepatosealltler karsinoma hticre hatti olarak da, HepG2 ve Huh 7
hiicre hatt: kullanilarak FFA ve VD nin profibrojenik genler ve stres ligand genleri
Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Sonug olarak;

1. FFA’'nmin profibrojenik genlerin Uretimi igin in vitro ortamda LX-2

hiicrelerini aktive ettigi gdzlenmistir.

2. VD2 nin stres kosullar1 altinda aktive olmus LX-2 hicrelerinde

profibrojenik genlerin ekspresyonunu azalttig: ve iyilestirdigi gozlenmistir.

LX-2 hicrelerinde, 0,5 mM FFA ve 1 mM FFA’l1 inkiibasyondan sonra a-
SMA’'nin, 0,5 mM FFA’li inkiubasyondan sonra da TGF-'mn mRNA
ekspresyonunda artis gozlenmistir. VD2 nin eklenmesinden sonra da bu artigin
onemli bir duizeyde azaldig1 gozlenmistir. COL-1a’min ise MRNA ekspresyonu
hem VD, hem de FFA'’ |1 inkiibasyondan sonra azaldigi gozlenmistir.

3. LX-2 hicrelerinde FFA girisi stres ligand geni olan MICA’min gen

ekspresyonunun  artmasina  yol actigit fakat MICB gen ekspresyonunu

etkilemedigi gozlenmistir.

LX-2 hicrelerinde, 1 mM FFA’l1 inkibasyondan sonra MICA mRNA
ekspresyonunda  6nemli  bir dizeyde artis go6zlenmis. Fakat MICB
ekspresyonunda  bir  degisiklik gozlenmemistir. Ayrica 0,5 mM FFA'h
inkubasyondan sonra da MICA ve MICB gen ekspresyonunda degisiklik
gbzlenmemistir.

4, VD2 nin primer hepatik stellat hiicrelerde stres ligand genlerinin gen

ekspresyonunu azalttigir gbzlenmistir.

0,25 mM FFA’ll pre-inkiibasyonlu hicrelere VD, eklenmesinden sonra
MICB mRNA ekspresyonunda azalma gozlenmistir.
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5. VD, tedavisinin HepG2 hiicre hattinda MICA gen ekspresyonununda
onemli bir etkisi oldugu gozlenmistir.

6. VD, tedavisinin Huh?7 hiicre hattinda ancak 72 saatlik tedaviden sonra
MICB gen ekspresyonununda 6énemli bir etkisi oldugu gézlenmistir.

Bu sonuclara gore;

1. VD' nin in vitro ortamlarda hepatik stellat hiicrelerin inflamatuar ve
profibrojenik aktivitesini azaltabilecegi,

MICA ve MICB' nin karaciger hasarinda 6nemli olabilecegi,

3. MICA ve MICB'nin ekspresyonu ve onlarin NK hticreler tarafindan
tanmmlanmasi, hasar gormis (NASH srasinda yag infiltrasyonu
tarafindan) enfekte olmus ya da malignant transforme olmus hiicreler
tarafindan bulunmasi i¢in bir mekanizma olarak hizmet verebilecegi,

4. Vitamin D ve onun tirevlerinin hepatik stellat hticre ve hepatoselltler
karsinoma Uzerine olan etkilerinin bu ¢alismada gozlendigi gibi VD-
tedavisinden sonra bazi genlerin ekspresyonlarinin dnemli oranda
azalmasi VD' nin karaciger fibrozisin tedavisinde potansiyel bir destek

olarak kullanlabilecegini gostermistir.
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