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OZET

Sepsis, enfeksiyona karst diizensiz konak yanit1 sonucunda gelisen, yasami
tehdit eden bir organ disfonksiyonu olup karaciger sepsisten sik etkilenen ve prognozu
belirleyen organlardan biridir. Demire bagimli, lipit peroksidasyonuyla karakterize
kontrollii bir hiicre 6liim bigimi olan ferroptozun sepsise bagli organ hasarinda rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde gorev alan ve anti-
inflamatuar 6zellikleri bulunan siit yagi globiilii epidermal biiyiime faktorii-8 (MFG-
ES) ise bu siirecte olas1 koruyucu bir molekiil olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada,
lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan deneysel sepsis modelinde MFG-ES8
uygulamasinin karaciger hasari, inflamasyon ve ferroptoz ile iliskili biyobelirtegler

tizerindeki etkisinin arastirilmasi amag¢lanmustir.

Calismada otuz alt1 yetiskin erkek Wistar albino sican; kontrol (n=8), LPS
(n=10), LPS+MFG-E8 (n=10) ve MFG-E8 (n=8) olmak iizere dort gruba ayrildi.
Sepsis, tek doz 2 mg/kg LPS (E. coli, O111:B4)’nin intraperitoneal enjeksiyonuyla
olusturuldu. MFG-E8 LPS’den bir saat sonra intraperitoneal 20 pg/kg olarak
uygulandi. Altinci saatte alinan serum ve karaciger orneklerinde histopatolojik hasar
(mononiikleer hiicre infiltrasyonu, konjesyon, vakuollesme) hematoksilen-eozin
boyamasi ile, hepatik demir depolar1 Prusya mavisi boyamasi ile, serum AST ve ALT
diizeyleri otoanalizor ile, doku TNF-a ve IL-1B diizeyleri ELISA ydntemi ile,
ferroptozla iligkili olarak doku Fe?*, MDA, total GSH ve GSSH diizeyleri kolorimetrik
yontem ile ve GPX4 ve ACSL4 proteinleri diizeyleri Western Blot ile degerlendirildi.

LPS grubunda kontrole kiyasla mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve konjesyon,
serum AST ve ALT diizeyleri, doku TNF-a ve IL-1B diizeyleri ile hepatik demir
birikimi ve demir diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulundu. LPS sonrast MFG-E8
uygulamasi, sadece hepatik demir birikimini LPS grubuna gore anlamli sekilde azaltt1.
Buna karsin karaciger fonksiyon testlerinde, inflamatuar sitokinlerde ve diger
ferroptoz belirtegleri iizerinde olumlu bir egilim goriilmesine ragmen istatistiksel

olarak anlaml degildi.

Bu bulgular, LPS ile indiiklenen sepsis modelinde altinci saatte belirgin akut

karaciger hasari, inflamatuar yanit ve hepatik demir birikiminin gelistigini; MFG-



E8’in koruyucu etkisinin ise erken donemde dncelikle demir metabolizmasi {izerinden
ortaya ¢iktigimi gostermektedir. Diger ferroptotik ve inflamatuar parametrelerdeki
degisimin anlamliliga ulasmamasi erken zaman noktasiyla iligkili olabileceginden,
MFG-ES8'in olas1 anti-ferroptotik roliiniin ve terapotik etkinliginin zaman ve doz

bagimli olarak degerlendirilecegi ileri calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Sepsis, lipopolisakkarit, MFG-ES, ferroptoz, karaciger

hasari, demir



ABSTRACT

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction resulting from a dysregulated
host response to infection; the liver is one of the organs frequently affected by sepsis
and plays a key role in determining the prognosis. Ferroptosis, a controlled form of
cell death characterised by iron-dependent lipid peroxidation, is thought to play a role
in sepsis-associated organ damage. Milk fat globule epidermal growth factor-8 (MFG-
E8), which is involved in the clearance of apoptotic cells and possesses anti-
inflammatory properties, has emerged as a potential protective molecule in this
process. The aim of this study was to investigate the effect of MFG-E8 administration
on biomarkers associated with liver damage, inflammation and ferroptosis in an

experimental sepsis model induced by lipopolysaccharide (LPS).

Thirty-six adult male Wistar albino rats were randomized into four groups:
control (K, n=8), LPS (L, n=10), LPS+MFG-E8 (LM, n=10) and MFG-E8 (M, n=8).
Sepsis was induced by a single intraperitoneal injection of 2 mg/kg LPS (E. coli,
O111:B4). MFG-E8 was administered intraperitoneally at a dose of 20 pg/kg one hour
after LPS. In serum and liver samples taken at the sixth hour, histopathological damage
(mononuclear cell infiltration, congestion, vacuolisation) was assessed using
haematoxylin-eosin staining, hepatic iron stores were assessed using Prussian blue
staining; serum AST and ALT levels were measured using an autoanalyser; tissue
TNF-a and IL-1p levels were determined using the ELISA method; tissue Fe?*, MDA,
total GSH and GSSH levels, in relation to ferroptosis, were measured using a
colorimetric method; and GPX4 and ACSL4 protein levels were assessed using

Western blot analysis.

In the LPS group, mononuclear cell infiltration and congestion, serum AST and
ALT levels, tissue TNF-a and IL-1p levels, as well as hepatic iron accumulation and
iron levels, were found to be significantly higher than in the control group.
Administration of MFG-ES8 following LPS treatment significantly reduced hepatic iron
accumulation compared with the LPS group. However, although a positive trend was
observed in liver function tests, inflammatory cytokines and other ferroptosis markers,

this was not statistically significant.

Vi



These findings indicate that, in the LPS-induced sepsis model, marked acute
liver damage, an inflammatory response and hepatic iron accumulation develop by the
sixth hour; whilst the protective effect of MFG-E8 manifests primarily through iron
metabolism in the early stages. As the lack of statistical significance in changes to
other ferroptotic and inflammatory parameters may be related to the early time point,
further studies are required to evaluate the potential anti-ferroptotic role and

therapeutic efficacy of MFG-ES in a time- and dose-dependent manner.

Key Words: Sepsis, lipopolysaccharide, MFG-ES, ferroptosis, liver injury,

iron
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1. GIRIS

Sepsis, enfeksiyona kars1 gelisen kontrolsiiz ve yikici yanitin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikan ve yasami tehdit eden organ disfonksiyonu olarak tanimlanmaktadir
(Singer ve ark., 2016). 2021 yil1 i¢in yapilan tahminler, sepsise bagh 6liimlerin, kiiresel
Olcekte gerceklesen tiim Oliimlerin yaklasik %31.5'ini olusturdugu belirtilmektedir.
Ayni y1l i¢in Tiirkiye’de sepsis insidansinin %1.64—1.94, sepsise bagli 6liim sayisinin
ise 160,000 ile 212,000 arasinda oldugu bildirilmistir (Gray ve ark., 2025). Buna
ragmen sepsis patogenezi hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Erken evrede tani
koymay1 saglayacak giivenilir biyobelirteclerin eksikligi ve hastaliga 6zgi etkin bir
farmakolojik tedavinin bulunmayisi, klinik yonetimin biiyiikk 6lclide destekleyici
yaklagimlarla sinirli kalmasina neden olmaktadir (Pierrakos ve ark., 2020). Bu veriler,
sepsisin kiiresel saglik sistemlerinin tiimiinii ilgilendiren birinci derecede kritik halk

sagligi sorunu oldugunu ortaya koymaktadir.

Sepsiste konak yanitinin merkezinde, patojenle iliskili molekiiler paternlerin
(PAMP) ve hasarla iligkili molekiiler paternlerin (DAMP), dogal bagisiklik
hiicrelerinin yiizeyindeki patern tanima reseptorleri (PRR) tarafindan taninmasi yer
alir. Gram-negatif bakterilerin dig membran bileseni olan lipopolisakkarit (LPS), Toll-
benzeri reseptor 4 (TLR4) ve ko-reseptorleri CD14 ile miyeloid farklilasma faktorii-2
(MD-2) araciligiyla tanmarak inflamatuar sinyal yolaklarini baglatan en 1iyi
tanimlanmis PAMP’lardan biridir (Park & Lee, 2013). Bu taninmay1 izleyen
kontrolsiiz sitokin salinimi “sitokin firtinas1” olarak adlandirilan hiper-inflamatuar
durumu yaratmakta; endotel disfonksiyonu, mikrovaskiiler bozukluk ve doku
hipoperfiizyonu ile birlikte coklu organ disfonksiyonuna ilerlemektedir (Hotchkiss &
Karl, 2003; Takeuchi & Akira, 2010).

Karaciger, bakteriyel klirens, akut faz proteinlerinin sentezi, sitokin {iretimi ve
inflamasyona metabolik adaptasyon gibi islevleriyle sepsis siirecinde belirleyici bir rol
iistlenir; bu nedenle aym1 zamanda hasara en acik organlardan biridir. Sepsis
olgularinin %34-46’sinda karaciger fonksiyonlarinda bozulma saptanmakta, ortalama
%8.5’inde ise belirgin karaciger yetmezligi gelismektedir. Sepsiste en sik goriilen

organ yetmezligi solunum sistemine ait olmakla birlikte (%42.2), karaciger



disfonksiyonu ya da yetmezligi gelisen olgulardaki mortalite orani (%60.69), solunum
yetmezligi gelisen olgulara (%47.33) kiyasla belirgin bi¢cimde daha yliksektir
(Caraballo & Jaimes, 2019). Karaciger hiicrelerinin giiclii rejenerasyon kapasitesine
karsin, tedavi edilmeyen akut karaciger hasar1 geri doniissiiz yapisal yaralanmaya ve
nihayetinde karaciger yetmezligine ilerleyebilmektedir (Kim & Choi, 2020). Bu
nedenle sepsise baghi akut karaciger hasarmin hiicresel mekanizmalarinin
aydinlatilmasi, yalnizca organ koruyucu tedavi gelistirme acgisindan degil, genel

sagkalimin iyilestirilmesi agisindan da 6ncelikli bir hedeftir.

Deneysel calismalarda sepsise bagli akut karaciger hasarimi modellemek
amaciyla en sik kullanilan yaklasimlardan biri, intraperitoneal LPS uygulamasidir.
LPS ile olusturulan steril endotoksemi modeli, uygulama kolayligi, yiiksek
tekrarlanabilirligi ve doza bagli olarak farkli siddette fenotip olusturabilmesi nedeniyle
literatlirde en ¢ok kullanilan sepsis modeli haline gelmistir (Kannan ve ark., 2024).
Model, yiiksek diizeyde pro-inflamatuar sitokin salinimina ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) birikimine yol agarak hepatoselliiler hasar olusturmakta; IL-1p ve TNF-a gibi
sitokinler bu akut inflamatuar yanitin temel belirtegleri olarak kullanilmaktadir. LPS
ile indiiklenen karaciger hasarint demir birikimi ve ROT diretiminin izledigi
gosterilmistir; bu nedenle hepatositlerde demir ve redoks dengesini diizenleyen
molekiillerin, LPS kaynakli akut karaciger hasarinda terapdtik katki saglamasi

beklenmektedir.

Ferroptoz, hiicre i¢i demire bagimli, apoptotik olmayan kontrollii bir hiicre
olimii bi¢cimidir (Dixon ve ark., 2012). Hiicre i¢inde biriken serbest demir, hidrojen
peroksit ile Fenton reaksiyonuna girerek ROT olusumuna yol agar; ortaya c¢ikan
radikaller membran fosfolipitlerinde yer alan ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA)
zincirlerini peroksitleyerek membran biitlinliigiinii bozar ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanir
(16). Bu siirecin baslica diizenleyicileri; hiicre igine sistin alimini saglayan sistem Xc
aktivasyonu, indirgenmis glutatyon (GSH) sentezi, GSH’1 kofaktor olarak kullanarak
fosfolipit hidroperoksitlerini indirgeyen glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) ve
PUFA’larin fosfolipitlere katilmasini saglayarak hiicreyi ferroptoza duyarli hale
getiren agil-KoA sentetaz uzun zincir ailesi iiyesi 4 (ACSL4) enzimidir (Y. Li ve ark.,
2019; Y. Xie ve ark., 2023). Dolayisiyla doku demir ytikii, malondialdehit (MDA) gibi
lipit peroksidasyon iiriinleri, GSH diizeyleri ile GPX4 ve ACSL4 protein ifadeleri,



ferroptotik siirecin izlenmesinde birlikte degerlendirilmesi gereken biyobelirtecleri

olusturmaktadir.

Sepsis, demir metabolizmasi ile oksidatif stresin en belirgin bi¢imde kesistigi
klinik tablolardan biridir. Bakterilerin neredeyse tiimii enzimatik reaksiyonlar1 igin
demire gereksinim duydugundan, konak organizma enfeksiyon sirasinda karacigerden
hepsidin salgilayarak ferroportin-1 aracili demir ¢ikigin1 engeller ve dolasimdaki
demiri hiicre i¢gine hapseder (Drakesmith & Prentice, 2012). Bu koruyucu yanit, ayni
zamanda hiicre i¢i labil demir havuzunu (LIP) genisleterek ferroptozu
tetikleyebilmektedir (Lu ve ark., 2022). Karacigerin eritrosit dis1 en biiylik demir
deposu olmasi ve asirt demir yiikiiniin oksidatif stres yoluyla karaciger hasarim
ilerletmesi, sepsise bagl akut karaciger hasarinda ferroptozun kritik bir rol oynadigin
diistindiirmektedir. Nitekim ferroptoz inhibitorleri, antioksidanlar ve demir selatorleri
ile yapilan ¢aligmalarda ferroptotik siirecin baskilanmasinin inflamasyonu ve oksidatif
stresi azalttig1, doku ve organ hasarimi belirgin bicimde hafiflettigi gosterilmistir (Z.

Xiao ve ark., 2024).

Siit yag1 globiilii epidermal biiylime faktorii-8 (MFG-E8) ya da laktadherin, ilk
kez laktasyon donemindeki meme bezinde tanimlanan, 47 kDa molekiiler agirliginda,
salgilanan bir glikoproteindir (Stubbs ve ark., 1990). Baslica aktive makrofajlar ve
olgunlasmamis dendritik hiicreler tarafindan iiretilir. Yapisinda yer alan ve arginin-
glisin-aspartat (RGD) motifi tasiyan epidermal biiyliime faktorii (EGF)-benzeri
tekrarlar fagositik hiicrelerin yilizeyindeki integrin avp3/avp5 reseptorlerine, C-
terminalindeki discoidin-benzeri domainler ise apoptotik hiicre yiizeyinde eksternalize
olan fosfatidilserine baglanir. Bu ¢ift baglanma 6zelligi sayesinde MFG-E8, apoptotik
hiicreler ile fagositler arasinda bir “koprii molekiilii” olarak gérev yaparak efferositozu
kolaylastirir (Hanayama ve ark., 2002; Yi, 2016). Efferositoz yalnizca doku
homeostazinin siirdiiriilmesini saglamakla kalmaz; apoptotik hiicrelerin ikincil
nekroza girerek inflamatuar igeriklerini ortama bosaltmasin1 da engeller (Doran ve
ark., 2020; Ravichandran, 2010). Bunun 6tesinde MFG-E8’in, apoptotik hiicrelerden
bagimsiz olarak da MAPK, p38, ERKI1/2 ve NF-xB gibi inflamatuar sinyal
molekiillerinin aktivitesini baskiladigi ve Keap-1/Nrf-2/HO-1 yolag1 iizerinden

antioksidan savunmay1 destekledigi gosterilmistir (Y1, 2016).



MFG-E8’in sepsisteki roliinli inceleyen ¢alismalar sinirli olmakla birlikte
tutarli bir tablo ortaya koymaktadir. Sepsiste MFG-E8’in tiiketildigi ya da
baskilandigi; ¢cekal ligasyon ve delme (CLP) ile sepsis olusturulan siganlarda 20. saatte
MFG-E8 protein ifadesinin dalakta %48, karacigerde %70 oraninda azaldig:
bildirilmistir. Rekombinant insan MFG-E8’in CLP sonrasi 5. saatte artan dozlarda (20,
40, 80, 160 pg/kg) uygulandig bir ¢aligmada ise, tedavinin organ hasar1 gostergeleri
ile serum IL-6 ve TNF-a diizeylerini doza bagimli bigimde azalttig1, 20 pg/kg dozun
etkili en diisiik doz oldugu ve daha yiiksek dozlarda AST, ALT, kreatinin ve laktat
diizeylerinde belirgin ek iyilesme saglandigi gosterilmistir (Shah ve ark., 2012).
Benzer sekilde, MFG-ES tiirevi bir peptidin sepsiste organ hasarini azaltarak sagkalimi
tyilestirdigi bildirilmistir (W. L. Yang ve ark., 2015). Sepsis kaynakli ferroptotik
siirecte MFG-E8’1in etkisini dogrudan inceleyen tek calismada ise, septik hastalarin
serum MFG-ES diizeylerinin saglikli kontrollere gére anlamli derecede diisiik oldugu,
hastalik siddeti ile negatif iliski gosterdigi ve diisik MFG-E8 diizeyine sahip
hastalarda 28 giinliikk sagkalimin anlamli bigimde azaldigi saptanmistir. Ayni
calismada CLP ile sepsis olusturulan farelerin karacigerinde zamana bagli GPX4
kaybi, GSH azalmasi, MDA ve Fe?" diizeylerinde artis gozlenmis; rekombinant insan
MFG-E8 uygulamasi bu degisikliklerin tiimiinii tersine ¢evirmis ve sagkalimi belirgin

bicimde iyilestirmistir (Wu ve ark., 2022).

Ancak mevcut kanitlarin tamami polimikrobiyal CLP modelinden ve goérece
gec zaman noktalarindan (12-24 saat) elde edilmistir. MFG-ES8’in, hepatoselliiler
hasarin heniiz yapisal dejenerasyona ilerlemedigi erken endotoksemi doneminde
ferroptotik biyobelirtegler iizerinde etkili olup olmadigi, bu etkinin hangi basamakta
(demir yiikii mil, lipit peroksidasyonu mu, antioksidan savunma mi) ortaya ¢iktig1 ve
diisiik dozda tek uygulamanin yeterli olup olmadig: bilinmemektedir. Bununla birlikte
literatiirde LPS ile olusturulan sepsis modelinde MFG-E8’in ferroptoz ile iligkisini

inceleyen herhangi bir calismaya rastlanmamastir.

Tiim bu bilgiler 15181inda bu ¢aligmada, LPS ile olusturulan deneysel sepsis
modelinde gelisen akut karaciger hasarinda, ekzojen olarak uygulanan MFG-E8’in
kisa siireli tedavi etkinliginin ferroptotik biyobelirtegler iizerindeki olas1 etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda erkek Wistar albino siganlarda tek

doz LPS ile sepsis modeli olusturulmus, LPS uygulamasindan bir saat sonra MFG-E8



verilmis ve 6. saatte alinan serum ile karaciger Orneklerinde histopatolojik hasar
skorlar1, hepatik demir depolar1, serum AST ve ALT diizeyleri, doku TNF-a ve IL-18
diizeyleri ile ferroptozun temel biyobelirtecleri olan Fe**, MDA, GSH diizeyleri ve
GPX4 ile ACSL4 protein ifadeleri degerlendirilmistir.

Caligmanin hipotezi, MFG-E8 uygulamasinin LPS ile indiiklenen sepsis
modeline bagli akut karaciger hasarinda inflamatuar yanitini ve hepatik demir
birikimini azaltacagi; ferroptotik yolaklar {izerinden ferroptozu diizenleyecegi
yoniindedir. Elde edilen bulgularin hipotezlerimizi desteklemesi halinde, ¢calismanin
sepsis kaynakli akut karaciger hasarinin tedavisinde MFG-E8’in anti-ferroptotik
roliine iligkin literatlire katki saglayacagi ve yeni tedavi stratejileri agisindan umut

verici bir yol agacagi diistintilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis

Sepsis 2016 yilinda yayimlanan Uluslararasi Sepsis Konsensusuna gore
enfeksiyon durumunda gelisen diizensiz konak yanitina bagli olarak hayati tehlike
iceren organ disfonksiyonu olarak tanimlanmistir (Singer ve ark., 2016). Sepsis
patogenezinin heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasi ve erken evrede tami
koymay1 saglayacak etkili biyobelirteglerin eksikligi, hastaligin klinik yonetimini ve
tedavisini oldukea giiglestirmektedir (Pierrakos ve ark., 2020).

Her tiirlii enfeksiyon sepsise yol agabilmektedir; ancak sepsisin kendisi basit
veya lokal enfeksiyonlardan farkli olarak, inflamatuar ve anti-inflamatuar dengenin
karmagik bicimde bozulmasi ve bunu takiben gelisen organ hasarlari ile seyretmektedir

(Park & Lee, 2013).

2.1.1. Sepsiste Immiin Mekanizmalar

Insan viicudu belirli bir antijeni tamimaya gerek duymayan koruyucu
mekanizmalar sayesinde, edinilmis bagisiklik eksikliginde de bir¢ok enfeksiyonla basa
cikabilmektedir. Bu mekanizmalar dogustan bagisiklik sistemini olusturur (Marshall
ve ark., 2018). Dogal bagisiklik yanit1 viicudun savunma sistemi i¢in erken uyari
mekanizmasi gibi ¢alisir. Dogal bagisiklik hiicrelerinin (makrofaj ve notrofiller gibi)
ylizeyinde ve sitoplazmasinda bulunan patern tanima reseptorleri (PRRs) saglikli bir
insanda normalde bulunmayan molekiiler yapilar1 ayirt edebilmektedir. Bir
mikroorganizma viicudun kimyasal ve fiziksel bariyerlerini astiginda mikroplara 6zgii
ve degismeyen yapilar olan patojenle iliskili molekiiler paternler (PAMPs), PRR’ler
tarafindan hemen taninir. Buna ek olarak hiicreler hasar gordiiklerinde hasarla iliskili
molekiiler paternler (DAMPs) salgilarlar. Bu molekiiller PRR’ler tarafindan
tanindiginda cesitli sinyal yolaklarini tetikler ve sonug¢ olarak inflamasyonla iliskili

sitokinler iiretilir (Takeuchi & Akira, 2010).



Temel bir enfeksiyonda patojenler viicuda girdiginde dokularda yerel bir
inflamasyon olusur. Bagisiklik hiicreleri enfeksiyon bolgesine giderek patojenlerin
cogalmasimi ve yayilmasini engeller. Sonunda patojen temizlenir ve viicudun

bagisiklik dengesi yeniden saglanir.

Agir bir enfeksiyon ve eslik eden doku hasari durumunda hizli PAMP ve
DAMP artis1 sonras1 bagisiklik sistemi bir hiper-inflamatuar hale gelir. Bu hiper-
inflamatuar duruma yol agan yogun inflamatuar sitokin salinimi “sitokin firtinas1”
olarak adlandirilir (Sekil 2.3). Sepsis modelinde yapilan hayvan ¢aligsmalarinda; timor
nekroz faktorii (TNF) ve interlokin-18 (IL-1B) gibi inflamatuar sitokinler inhibe
edildiginde mortalite ve organ hasarinda 6nemli 6l¢iide azalma oldugu gosterilmistir
(Hotchkiss & Karl, 2003). Hiper-inflamatuar durum bir 6lgiide patojenlerden
kurtulmaya yardime1 olsa da olusan sitokin firtinas1 daha fazla doku hasarma sebep
olur ve hasarli damarlardan sizan patojenler enfeksiyonu yerel bir enfeksiyondan
sistemik hale getirir. Sistemik boyuta ulasan bu enfeksiyonu, kontrolsiiz bir
inflamatuar yanit ve doku hasar1 izlemekte, neticesinde ¢oklu organ disfonksiyonu

gelismektedir.
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Sekil 2.1. Erken donem sepsiste immiin yanit



(Chen & Wei, 2021)

Onceki c¢alismalar sepsiste bu inflamatuar asamanm, immiin sistem
baskilanmasi, lenfopeni ve ikincil enfeksiyonlarin goziiktiigli bir anti-inflamatuar
asama ile devam ettigini 6ne stirmiistiir (Hotchkiss & Karl, 2003). Ancak son yapilan
caligmalar, sepsiste hem inflamatuar hem de anti-inflamatuar yanitlarin erken
donemde ve es zamanli olarak ortaya ¢iktigini gostermistir (W. Xiao ve ark., 2011).
Bu iki faz es zamanl olarak gergeklesse de genel olarak sepsisin erken doneminde
baskin olan inflamatuar yanit iken, ileri doneminde anti-inflamatuar yanit hakim

olmaktadir (Hotchkiss ve ark., 2016).

Daha once belirtildigi gibi PRR’ler sepsiste inflamasyonun kontrolden ¢ikmasi
konusunda etkili reseptorlerdir. Bu reseptorlerden biri olan Toll-benzeri reseptor 4
(TLR4), gram negatif bakterilerin dis membranindan salgilanan bir endotoksin olan ve
sepsis patolojisinde siklikla goriilen Lipopolisakkarit’i (LPS) dogrudan taniyan bir
molekiil olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Park & Lee, 2013). LPS temel yap1 olarak
Lipid A, ¢ekirdek oligosakkarit ve O-antijeni alt birimlerinden olusan bir glikolipittir
(Sekil 2.4). Burada en dista bulunan ve aymi tiir olsa bile bakteriden bakteriye asir1
degiskenlik gosteren O-antijeni, kompleman sisteminden ve fagositozdan kagis,
kolonizasyon ve viriilans stireglerinde rol oynayan bir oligosakkarittir. Cekirdek
oligosakkarit boliimii, Lipid A kismina bagli bir i¢ ve O-antijenine bagli bir dis kisimla
LPS’nin iskeleti olarak gdrev yapar. O-antijeninden farkli olarak bakteri serotiplerinde
degiskenligi ¢ok azdir (Lerouge & Vanderleyden, 2002). Tim yapiy1 bakteri
membranina baglayan Lipid A, LPS’nin biyoaktif kismidir. Bir PAMP olan Lipid A’nin
yapist konaktan gelecek bagisiklik yanitini dogrudan etkiler (Raetz & Whitfield,
2002). Burada LPS’nin Lipid A kismi1 TLR4 ve ko-reseptorleri CD14, myeloid
farklilasma faktorii-2 (MD-2) tarafindan taninarak cesitli inflamatuar yolaklar1 baglatir
(Park & Lee, 2013).



O-Antijeni Gekirdek Oligosakkarit Lipid A

Sekil 2.2. LPS yapis1

(BioRender ile olusturuldu)

2.1.2. Sepsis Epidemiyolojisi

2021 yil1 igin yapilan tahminler, diinyada yaklasik 166 milyon (%95 belirsizlik
araligi: 135-201 milyon) sepsis vakasi ve 21.4 milyon (20.3-22.5 milyon) sepsise
bagli 6lim oldugunu gostermektedir. COVID-19 pandemisinin de etkisiyle sepsis
yiikiiniin daha da agirlagtigi tahmin edilmektedir. Calismalar ozellikle 15 yas
tizerindeki bireylerde sepsis yiikiiniin belirgin bigimde arttigini1 gostermekte; 1990-
2021 yillar1 arasinda bu yas grubunda sepsise bagli mortalitenin %26.3 oraninda
yiikseldigini, sepsis insidansinin ise yaklasik %230 arttigin1 ortaya koymaktadir.
Tirkiye’de ise 2021 yilinda sepsis insidansinin %1.64-1.94 ve sepsise bagli 6liimlerin

160,000 ila 212,000 araliginda oldugu rapor edilmistir (Gray ve ark., 2025).

2.1.3. Sepsiste Akut Karaciger Hasar

Sepsis stirecinde patojenler, toksik maddeler veya inflamatuar diizenleyicilerin
etkisiyle karaciger zarar gormektedir. Bu siire¢, baslangigta karaciger hiicrelerinde
islev bozuklugu ile ortaya ¢ikar, ardindan karaciger hasarina ve nihayetinde karaciger

yetmezligine dogru ilerler. Karaciger disfonksiyonu, sentez kapasitesinde azalma ya
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da maddelerin kandan temizlenmesinde bozulma gibi karaciger fonksiyonlarindaki
hafif ve erken degisiklikleri ifade eder. Karaciger hasari ise hepatositlerde geri doniisii
olmayan yapisal yaralanma olarak tanimlanir. Karaciger yetmezligi, karaciger
hiicrelerinin yaklasik %80-90’1nda kalic1 ve agir hasar gelismesiyle birlikte organin

temel fonksiyonlarini yerine getirememesi durumudur (Kim & Choi, 2020).

Sepsis hastalarinin  %34-46’sinda  karaciger fonksiyonlarinda bozulma
saptanirken, ortalama %38.5’inde belirgin karaciger yetmezligi gelismektedir. Sepsiste
en sik karsilagilan organ yetmezligi solunum sisteminde goriilse de (ortalama %42.2);
karaciger disfonksiyonu veya yetmezligi gelisen vakalardaki mortalite oran1 (%60.69),
solunum yetmezligi gelisen vakalara (%47.33) kiyasla belirgin sekilde daha yiiksektir
(Caraballo & Jaimes, 2019).

2.2. Ferroptoz

Ferroptoz hiicre i¢i demire bagimli apoptotik olmayan kontrollii bir hiicre 6liim
seklidir (Dixon ve ark., 2012). Hiicre i¢indeki serbest demir, hidrojen peroksit (H203)
ile Fenton reaksiyonlar1 {izerinden etkilesime girerek hiicre membranindaki ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA) igeren fosfolipitlerde yogun lipid peroksidasyonuna,
membran saglamliginin bozulmasina ardindan da hiicrenin 6liimiine yol acar (J. Li ve
ark., 2020). Ferroptotik hiicre Oliimiiniin 6n kosullar1 hiicre g¢eperindeki okside
lipitlerin varlig, hiicre i¢i demir yiikiiniin artmasi, antioksidan savunma sistemlerinin
yetersiz kalmasi, kontrolsiiz lipit peroksidasyonunun tetiklenmesi ile saglanir (Zhou

ve ark., 2024).

2.2.1. Ferroptozda Demir Metabolizmasi

Dolasimdaki ferrik demir (Fe "), transferrin/transferrin reseptorii-1 (TF/TFR-
1) tasima sistemi aracilifiyla hiicre i¢ine alinir ve metallo rediiktaz Prostatin Alt1
Transmembranl Epitel Antijeni 3 (STEAP3) tarafindan ferroz demir (Fe™?) formuna
indirgenir. Indirgenmis Fe'> divalent metal transporter-1 (DMT1) yoluyla

sitoplazmaya tasinir ve DNA sentezi, oksijen taginmasi ile metabolik yolaklarin
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diizenlenmesi dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lerde rol alir
(Rochette ve ark., 2022). Hiicre demir doygunluguna ulagtiginda ferroportin-1 (FPN-
1) isimli tagiyici ile hiicre disina ¢ikartilabilir ya da ferritin proteini igerisinde veya
redoksa hazir demir havuzlarinda (LIP) depolanabilir (Ganz, 2013; Ward & Kaplan,
2012). Niikleer kargo reseptor koaktivatorii 4 (NCOA4) burada ferritin depolarin
parcalanmasini saglayarak LIP miktarini arttirabilir, bu siire¢ ferritinofaji olarak bilinir

(Mancias ve ark., 2014) (Sekil 2.1).

NADPH-oksidaz, ksantin oksidaz gibi enzimler veya elektron tagima zinciri ile
ortaya ¢ikan siiperoksit anyonlari ¢esitli dismutaz enzimleri (Siiper oksit dismutaz 1
gibi) ile H>O>’ye ¢evrilebilir. Olugan H>0> ile LIP icerisinde biriken demirlerle fenton
reaksiyonlarina girerek reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna yol agmakta ve bu

yol ile ferroptoza neden olabilmektedir (Dixon & Stockwell, 2014).
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2.2.2. Ferroptozda Antioksidan Mekanizma

Sistem Xc™ hiicre membraninda bulunan ve hiicre i¢ine sistin alip, hiicre digina
glutamat salinmasini saglayan bir tasiyicidir (Koppula ve ark., 2021). SLC7A11

(Cozilinen madde tasiyict ailesi 7°nin 11.iiyesi) ve SLC3A2 (Cozlinen madde tasiyici
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ailesi 3’iin 2.iiyesi) protein birimlerinin kovalent disiilfit bagiyla baglanmasi ile olusur.
Bu iki alt birimden SLC7AT11 sistin ve glutamatin taginmasini saglarken, SLC3A2
yapisal biitiinligli saglar (Koppula ve ark., 2021). Hiicre i¢ine alinan sistin hizlica
tiyoredoksin rediiktaz 1 (TXNRD1) enzimi ile sisteine indirgenir (Sekil 2.2). Sistein
ve glutamat indirgenmis glutatyon (GSH) sentezi igin kullanilir (20). Uretilen GSH;
glutatyon peroksidaz 4 (GPX4) enziminin substrati olarak antioksidan savunmada

gorev alir.

GPX4, GSH’1 kullanarak peroksitleri indirgeyebilen bir enzimdir ve
antioksidan mekanizmanin ¢ok onemli bir bilesenidir. Kolesterol hidroperoksitlerini
ve esterlenmis okside yag asitlerini indirgeyebilen tek enzim olan GPX4, bu 6zelligi

sayesinde ferroptozda kilit bir rol iistlenmektedir (W. S. Yang ve ark., 2014).
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Sekil 2.4. Sistem Xc/ GPX4 yolagi

(Pan ve ark., 2022)
2.2.3. Ferroptozda Lipid Metabolizmasi

Hiicresel membranda bulunan 6zellikle ¢oklu doymamis yag asidi igeren
fosfolipitler (PUFA-FP'ler), lipit oksidasyonu ve ferroptozun baslamasi igin gereklidir.
Bunun nedeni, fosfolipitlerde yer alan PUFA zincirlerinin birden fazla ¢ift bag ve

oksidatif hasara son derece duyarli olan fonksiyonel gruplar igermesidir (W. S. Yang
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ve ark., 2016). Bu yapilar oksidasyona ugrayarak fosfolipit hidroperoksitlerine (FL-
PUFA-OOH) doniisiirler. PUFA'larin fosfolipitlere eklenmesi, baslica acil-KoA
sentetaz uzun zincir ailesi liyesi 4 (ACSL4) ve lizofosfatidilkolin agiltransferaz 3
(LPCAT3) enzimlerinin aracilik ettigi bir lipit metabolizmasi siirecini
gerektirmektedir. ACSL4, PUFA'larin PUFA-KoA tiirevlerine doniistiiriilmesini
katalizler (Dixon ve ark., 2015). Olusan PUFA-KoA'lar, ardindan LPCAT3 tarafindan

fosfolipit yapisina baglanarak hiicrenin ferroptoza duyarliliginin artmasina yol agar.

Buna karsilik, tekli doymamis yag asitleri (MUFA'lar), fosfolipit bagli ¢oklu
doymamis yag asidi hidroperoksitlerinin (FL-PUFA-OOH) biyosentezini yarismali
olarak inhibe ederek ferroptoza karsi koruyucu etki gosterir (Qiu ve ark., 2024).

2.2.4. Hastaliklarda Ferroptoz

Son yillarda yapilan arastirmalar, ferroptozun birgok hastaligin patogenezinde
Oonemli bir hiicre 6limili mekanizmas1 olarak rol oynadigini ortaya koymakta ve bu
bulgular yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in umut verici bir zemin
olusturmaktadir. Diyabette ferroptoz; yliksek glukoz ortamina bagl oksidatif stres,
GSH tiikenmesi ve asir1 demir birikimiyle tetiklenerek pankreas beta hiicrelerinin
kaybina ve insiilin direncine neden olmaktadir (Miao ve ark., 2023). Benzer sekilde,
demir ve antioksidan metabolizmasindaki bozukluklar ile asir1 ROT olusumu, lipid
peroksidasyonunu tetikleyerek geri doniigsiiz noral hasara ve ardindan cesitli
norodejeneratif hastaliklara yol agabilmektedir (Reichert CO & Sampaio-Silva, 2020).
Yapilan ¢alismalar ferroptozun pulmoner fibrozis (PF), astim, kronik obstriiktif
akciger hastaligit (KOAH) ve diger solunum yolu hastaliklarinin patogenezinde rol
oynadigim1 gostermektedir (Y. Li ve ark., 2022; L. Yang ve ark., 2022). Kalp, ince
bagirsak ve bobrek gibi organlarda gelisen iskemi/reperfiizyon hasarlarinda
ferroptozun baskilanmasi umut verici bir terapotik yaklasim sunmaktadir (Reichert ve
ark., 2020). Baz1 kanser tiirlerinde ise, ferroptozu indiikleyen yaklasimlarin tedavi
etkinligini arttirdig1 gosterilmistir (X. L. Lei ve ark., 2022). Bunun yaninda sepsise
bagl sistemik doku ve organ hasarlarinin gelisiminde ferroptotik siireglerin de kritik

bir rol oynadigini rapor edilmistir (G. Lei ve ark., 2022).
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2.2.5. Sepsis ve Ferroptoz

Sepsisin temel sebeplerinden biri olan bakterilerin neredeyse tiimii enzimatik
reaksiyonlart i¢in demire ihtiya¢ duymaktadir. Bu sebeple insan viicudu sepsis
sirasinda karacigerden demirin hiicre disina ¢ikisini engelleyen hepsidin proteinini
sentezler (Drakesmith & Prentice, 2012). Yapilan ¢alismalar hepsidinin hiicre i¢i LIP
birikimini arttirarak ferroptozu tetikleyebilecegini gostermektedir (L. Li ve ark.,
2022). Ferroptozda hiicre membraninin yapisal diizeninin bozulmasi ve membran
rliptiirli temel bir morfolojik 6zellik olarak karsimiza ¢ikar (Dixon & Olzmann, 2024).
Calismalar biitiinliigii bozulan membrandan DAMP’lar da dahil olmak iizere
ekstraseliiler ortama yayilan hiicre i¢i elemanlarin immiin sistemi etkileyerek
inflamatuar bir yanita sebep olabilecegini gostermistir (Wen ve ark., 2019). Bunun
yaninda diger ¢aligmalar sepsiste antioksidan mekanizmada bozulmalar ve agir1t ROT
olusumunu bildirmistir. Hiicrede asir1 ROT birikimi endotel disfonksiyondan, doku
hasarina ve organ yetmezligine kadar ilerleyebilen bir yolun baslangici olmasinin yani

sira ferroptozun da temel taslarindan biridir (Lu ve ark., 2022; Miliaraki ve ark., 2022).

Sepsis patofizyolojisinde demir metabolizmas1 ve ROT arasinda gozlenen
yakin iliski aragtirmacilar1 ferroptoz mekanizmalarimin roliinii arastirmaya
yonlendirmistir. Nitekim ferroptoz inhibitorleri, antioksidanlar ve demir selatorleri
kullanilarak gerceklestirilen c¢aligmalarda ferroptotik siirecin  baskilanmasinin
inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttig1, bunun sonucunda da doku ve organ hasarinin

belirgin sekilde hafifledigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2026, 2024).

2.3. Siit Yag1 Globiilii Epidermal Biiyiime Faktorii-8 (MFG-ES)

MFG-E8 ya da Laktadherin, ilk olarak laktasyon donemindeki meme
bezlerinde tanimlanmis; yag globiilleriyle iligkili olarak salgilanan ve periferik
membrana bagli bir glikoproteindir (Stubbs ve ark., 1990). Ancak sonraki ¢caligmalarda
insanlarda MFG-E8 geninin dalak, lenf diiglimleri, beyin ve akcigerde yiiksek
miktarda, bagirsak ve karacigerde daha diisiik miktarda eksprese edildigi gosterilmistir

(Hanayama ve ark., 2004).
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Baslangigta, MFG-E8’in doku yeniden diizenlenmesi ile iliskili fizyolojik
stireglerde rol oynadigi ve apoptotik hiicrelerin makrofajlar tarafindan temizlenmesini
kolaylastirdig: bilinmekteydi. Yapilan son ¢alismalar ile MFG-E8’in hiicre ¢ogalmasi,
apoptozun dilizenlemesi, bagisiklik modiilasyonu, inflamasyon ve oksidatif stres,
anjiyogenez ve norolojik fonksiyon dahil olmak iizere c¢ok sayida fizyolojik ve
patofizyolojik siirece aracilik ettigi gosterilmistir (D. Li ve ark., 2024; Matsuda ve ark.,
2013).

2.3.1. MFG-ES8 Molekiiler Yapis1 ve Islevi

MFG-E8, 47 kDa molekiil agirligina sahip bir glikoproteindir (Stubbs ve ark.,
1990). N-terminalinde MFG-E8’in hiicre disina yonlendirilmesini saglayan bir sinyal
peptiti bulunur. Bunun ardindan yapida epidermal biiytime faktorii (EGF)-benzeri
tekrarlar ve discoidin-benzeri domainler yer alir. Bu domainler, sirasiyla EGF ile kan
koagiilasyon faktorleri V ve VIII’e olan dizi benzerlikleri nedeniyle bu sekilde

adlandirilmistir (Y1, 2016) (Sekil 2.5).

: : % Discoidin- Discoidin-
Sinyal EGF-benzeri EGF-benzeri benzeri benzeri
Peptidi domain 1 domain : :

RGD motifi domain 1 domain 2

iNTEGRiN/

FAGOSIT

~—

Sekil 2.5. MFG-ES yapisi

PE: fosfatidiletanolamin PS: fosfatidilserin (BioRender ile olusturuldu)

MFG-E8’in yapisinda hem EGF-benzeri tekrarlar hem de discoidin-benzeri

domainler ikiser kopya halinde bulunur. Bu ¢ift motifli yapi, apoptotik hiicrelerin
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taninmas1 ve temizlenmesini kolaylastiran dnemli bir yapisal dzelliktir. Ozellikle
ikinci EGF tekrarinda bulunan ve yiiksek derecede korunmus olan arginin-glisin-
aspartat (RGD) motifi, fagositik hiicrelerin yiizeyinde yer alan integrin reseptorlerine
(spesifik olarak integrin avfB3/avf5 reseptorleri) baglanma agisindan kritik 6neme

sahiptir.

Proteinin C-terminalinde yer alan discoidin-benzeri domainler ise apoptotik
hiicrelerin taninmasinda gorev alir. Bu domainler, apoptoz sirasinda hiicre disina
salinan fosfatidilserin (FS) ve fosfatidiletanolamin (FE) ile etkilesime girerek
apoptotik hiicrelerin fagositler tarafindan taninmasini saglar. Bu 6zellikler sayesinde
MFG-ES, apoptotik hiicreler ile fagositik hiicreler arasinda bir “kdprii molekiili”

gorevi gorilir (Hanayama ve ark., 2002).

Apoptotik siirecteki hiicreler tarafindan hiicre yiizeyinde sergilenen "beni ye"
sinyalleri, profesyonel fagositler olarak siniflandirilan makrofajlar ve dendritik
hiicreler tarafindan kisa siirede taninir ve ardindan bu apoptotik hiicreler fagosite edilir
(Ravichandran, 2010). Efferositoz ad1 verilen bu siire¢ doku homeostazinin saglanmasi
i¢in biiylik dneme sahip olmasinin yani sira hali hazirda hasar gérmiis dokularin tamir
edilmesinde ilk basamaklardan birini olusturur (Boada-Romero ve ark., 2020).
Caligmalar apoptotik hiicrelerin fagositozu sonrasinda, tiimor biiylime faktorii-p1
(TGF-B1) ve prostaglandin 2 (PGE2) gibi anti-inflamatuar sitokinlerin iiretiminin
arttigl, buna karsilik interlokin-8 (IL-8) ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin
saliniminin baskilandigini géstermistir (Fadok ve ark., 1998; McDonald ve ark., 1999).
Bu mekanizma sayesinde ¢evre dokular, 6lmekte olan hiicrelerin igerdigi inflamatuar
bilesenlere maruz kalmaktan korunarak istenmeyen bir inflamatuar yanitin gelisimi

onlenir (Doran ve ark., 2020).

MFG-ES, apoptotik hiicrelere bagimli ya da bagimsiz bir sekilde, inflamatuar
yolaklar1 asag1 yonlii regiile edebilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, mitojen ile aktive olan
protein kinaz (MAPK), p38, ekstraseliiler sinyal diizenli kinaz (ERK) 1/2 ve niikleer
faktor kappa B (NF-kB) gibi inflamatuar hiicre i¢i sinyal molekiillerinin aktivitelerinin

bastirilmasinda etkisi oldugunu gostermistir (Yi, 2016) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. MFG-E8’in anti-inflamatuar yolagi
(Yi, 2016)

2.4. Sepsis, Ferroptoz ve MFG-ES iliskisi

Literatiirde MFG-E8'in inflamatuar hastaliklardaki rolii gdérece daha ¢ok
calisilmis olmakla birlikte, ferroptozla iliskisini dogrudan ele alan ¢alismalarin sayisi
oldukea sinirlidir ve bu galismalar farkli hastalik modellerine dagilmistir. inflamasyon
ile iligkili hastaliklar agisindan incelendiginde, MFG-ES8 ile romatoid artrit, koroner
vaskiilit, pankreatit, inflamatuar bagirsak hastaliklari, steatohepatit gibi genis

yelpazede yapilan ¢alismalar mevcuttur.

MFG-ES8 geni nakavt edilmis farelerde olusturulan serum transfer artrit (STA)
modelinde, artritin daha agir seyrettigi, eklemlerde notrofil sayisinin arttig1 ve hem
lokal hem sistemik kemik kaybinin belirginlestigi gosterilmistir (Albus ve ark., 2016).
Candida albicans su-¢oziiniir fraksiyonu (CAWS) ile olusturulan fare koroner vaskiilit
modelinde ise, ekzojen uygulanan MFG-ES8 koroner arter inflamasyonunu hafifletmis

ve oksidatif stresi azaltmistir (Pei ve ark., 2025).

MFG-E8'in  koruyucu etkisi doku hasart ve onarimi baglaminda da

goriilmektedir. Kronik pankreatit modelinde, MFG-E8 geninin susturulmasi
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pankreatik fibrozu agirlagtirmis, hastalik gelisimiyle birlikte pankreas dokusundaki
MFG-E8 diizeylerini azaltmistir. Rekombinant MFG-E8 uygulamasinin ise, fibrozii
hafifletirken ayn1 zamanda oksidatif stres yiikiinii de azalttig1 gosterilmistir (Ren ve
ark., 2021). Farkli organ ve hastalik modellerinden elde edilen bu bulgularin ortak
paydasi, MFG-ES8'in inflamatuar yanit1 sinirlamasi, oksidatif stresi baskilamasi ve

doku rejenerasyonunu desteklemesidir.

MFG-ES8’in sepsisteki roliinii inceleyen ¢alismalar sinirlidir. Yapilan bir deney
hayvani c¢alismasinda, LPS uygulamasinin MFG-E8’1 inhibe ettigi ve LPS
enjeksiyonunun dalak MFG-E8 mRNA ekspresyonunu doza bagli bir sekilde azalttig1
gosterilmistir (Zhao ve ark., 2023). Hem MFG-ES8- i¢eren ekzozomlar hem de
rekombinant fare MFG-E8 uygulanan bir sigan modelinde, sepsiste hayatta kalma
oranin1 yaklagik olarak %80’e c¢ikarmistir. Buna ek olarak, MFG-E8'in protein
ekspresyonunun si¢an ¢ekal ligasyonu ile indiiklenen sepsis modelinden 20 saat sonra
Oonemli Olciide azaldigi (dalakta %48 oraninda ve karacigerde %70 oraninda)

gosterilmistir (Matsuda ve ark., 2013).

Sepsis, oksidatif stres, doku hasar1 ve inflamasyonun ¢ok belirgin bigimde
kesistigi klinik tablolardan biridir. Literatiirde sepsis kaynakli ferroptotik siirecte
MFG-ES8’1n etkisini inceleyen yalnizca bir ¢alismaya rastlanmistir (Wu ve ark., 2022).
Bu calismada hem ¢ekal ligasyon ve delme yontemi (CLP) ile sepsis modeli
olusturulan fareler kullanilmis hem de sepsisli hastalar degerlendirilmistir. Sepsis
modeli olusturulan farelerin karacigerinde zamanla GPX4 kaybi1, GSH azalmasi, MDA
ve Fe*? diizeylerinde artis saptanmistir. Rekombinant MFG-ES uygulamasi sonrasinda
ise, GSH ve GPX4 diizeyleri yiikselmis, MDA diizeyinin ve Fe*? birikimi azalmustir.
Septik hastalarda serum MFG-ES8 diizeyinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede
diisiik oldugu, hastalik siddeti ile negatif iliskili oldugu ve diisiik MFG-E8 diizeyine
sahip hastalarda 28 giinliik sagkalimin anlamli 6l¢iide azaldig1r gosterilmistir. Bu
bulgular dogrultusunda, MFG-E8’in ferroptozu ve oksidatif stresi baskilayarak
karaciger hasari iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu ve sagkalimi belirgin

bicimde iyilestirdigi 6ne siiriilmiistiir.

Buna kars1 Kuroda ve arkadaslari, metabolik disfonksiyon iligkili

steatohepatitte (MASH) viseral yag dokusundan salgilanan MFG-E8’in karaciger
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inflamasyonunu ve fibrozunu kétiilestiren bir aract molekiil oldugunu gostermistir.
Obez farelerin yag dokusunda asir1 eksprese oldugu saptanan MFG-E8’in, STAM-
MASH modelinde genetik olarak silinmesi; steatozu ve hepatik trigliserit igerigini
degistirmeksizin lobiiler inflamasyonu ve balonlagmayi, inflamatuar sitokin ile tip I
kollajen mRNA diizeylerini, serum karaciger enzimlerini ve fibrozu anlamli bigimde
azaltmis, ortalama sagkalim siiresini giinden giine uzatmistir. Buna karsilik MFG-ES8
nakavt farelere MFG-E8 igeren ekstraseliiller vezikiil uygulanmasi hepatik
inflamasyonu yeniden artirarak koruyucu etkiyi ortadan kaldirmis; hiicre kiiltiiriinde
ise makrofajlarda inflamatuar sitokin ekspresyonu ortama ekzojen MFG-ES8
eklenmesiyle daha da yiikselmistir. Yazarlar bu bulgulara dayanarak, yag dokusu
kaynakli MFG-E8’in dolasim yoluyla karacigere ulasarak makrofaj—hepatosit
etkilesimini giiclendirdigini ve lipit metabolizmasindan bagimsiz olarak MASH

patogenezine katkida bulundugunu 6ne stirmiistiir (Kuroda ve ark., 2026).

Tiim bu bilgiler 15181nda, ¢alismamizda LPS ile olusturulan sepsise bagli akut
karaciger hasar1 modelinde, ekzojen olarak uygulanan MFG-E8’in kisa siireli

tedavisinin ferroptotik biyobelirtecler iizerindeki olas1 etkilerini inceledik.

20



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvami Calismalari

Calismaya 24/04/2025 tarihli ve 2025/4-2 karar nolu Balikesir Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay1 alindiktan sonra baslandi. Balikesir Universitesi
Deney Hayvanlari Uretim, Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilen
36 adet yetiskin Wistar albino erkek si¢an (8-10 haftalik, canli agirliklar1 250-350 gr)
dahil edildi. Siganlar deney boyunca 20-22 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik - 12
saat karanlik dongii i¢inde tutuldu. Bu siirecte tiim siganlar standart sigan yemi ve suyu

ile beslendi. Bir haftalik alisma siiresi sonrasinda ¢alisma baslatildi (Sekil 3.1).

0.5ART 15ART
Kontrol Grubu r ELISA (TNF-o, IL-1p),
‘ @ ‘o ‘ ' Metabolik analizler (MDA,
/ 4 0.9 mL SF 0.9mL SF GSH, Fe+2), immiinblotlama
y by ¥ E:> S S analizleri (Western Blot)
P S enjeksiyonu (IP) enjeksiyonu (IP)
Histopatolojik
LPS Grubu & ’ Degerlendirmeler (H&E ve
o .y 0.9mL SF 6.SAAT Prusya Mavisi Boyamalari)
/ L 2mgkg/02mL [ D i ®)
il TN, enjeksiyonu ( \D
= LIPS SANRIFKASYON
enjeksiyonu (IP) 4
LPS+MFGE-8 Grubu %\ AN
: o 9 mg/ke/0.2 mL 20 pg/kg /0.2mL v
B I:D LPS MFGE-8 I}
enjeksiyonu (IP) “ enjeksiyonu (IP)
MFGE8GuL @ AN I
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/L ok T enjeksiyonu (IF) .MF.‘GE_S Serum karaciger
enjeksiyonu (IF) fonksiyon testleri
(AST-ALT) analizi.

Sekil 3.1. Deney akis semasi
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3.1.1. Deney Gruplari ve fla¢c Uygulamalari

Hayvanlar viicut agirliklar1 dengeli olacak sekilde rastgele dort gruba boliindii.

Tim uygulamalar intraperitoneal olarak gerceklestirildi.

Grup 1. Kontrol grubu (K) (n=8): 0.2 mL serum fizyolojik (%0.9 izotonik
sodyum kloriir, Polifleks, Polifarma) enjeksiyonu ardindan 1 saat sonra 0.2 mL serum

fizyolojik enjekte edildi.

Grup 2. LPS ile olusturulan sepsis modeli grubu (L) (n=10): LPS (E.coli,
O111:B4 serotip, Sigma L2630) liyofilize halde satin alind1 ve serum fizyolojik i¢inde
(%0.9 izotonik sodyum klortiir, Polifleks, Polifarma) ¢oziilerek hazirlandi. LPS, 2
mg/kg/0.2 mL olacak sekilde tek doz uyguland: (Fang ve ark., 2018; L. Xie ve ark.,
2023). 1 saat sonra 0.2 mL serum fizyolojik uygulandi.

Grup 3. LPS uygulamasi sonras1t MFG-E8 enjeksiyonu (LM) (n=10): Tek
doz olarak 2 mg/kg/0.2 mL LPS uygulandiktan 1 saat sonra serum fizyolojik ile
coziilen MFG-ES8 (fare kaynakli, MedChemExpress HY-P77749) 20 pg/kg/0.2 mL
olacak sekilde tek doz olarak enjekte edildi (Cui ve ark., 2024; Wu ve ark., 2022).

Grup 4. MFG-ES8 uygulamasi grubu (M) (n=8): 20 pg/kg/0.2 mL MFG-ES8

uygulandiktan 1 saat sonra 0.2 mL serum fizyolojik enjekte edildi

3.1.2. Sakrifikasyon

LPS uygulamas1 sonrasinda hayvanlar 6. saatte ketamin (90 mg/kg) / xylazine
(5 mg/kg) ile anestezi verilerek eksanguinasyon ile sakrifiye edildi. Sakrifikasyon
sonrast hayvanlardan kan ve karaciger doku ornekleri alindi. Karaciger dokusu
medyan lobundan alinan doku 6rnekleri histopatolojik ¢alismalar i¢in formol igeren
kaplara ayrildi. Diger ¢aligmalar i¢in sol lateral lobdan alinan kisimlar ependorflara
alinarak -80 °C‘de saklandi. Kan 6rnekleri sar1 kapakli jelli kan tiiplerine alindiktan
sonra 20-25 dakika oda sicakliginda bekletilerek pihtilagsmalar1 saglandi ve +4 °C’de
3000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi.
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3.2. Hepatik Histopatolojik Degerlendirme

3.2.1. Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Histopatolojik degerlendirme i¢in alinan karaciger ornekleri %10 formaldehit
ile fikse edilip doku takip islemleri sonrasi parafine gomiildii. 5 pm kalinliginda
kesitler alinarak slaytlara yerlestirilip, hematoksilen&eozin ile boyandi. Tiim 6rnekler

151k mikroskobu altinda degerlendirildi.

Karaciger hasar1; mononiikleer hiicre infiltrasyonu, konjesyon ve vakuollesme
varlig1 agisindan 0: yok, 1: hafif, 2: orta ve 3: siddetli olacak sekilde her biri i¢in ayri
ayr1 skorlanarak degerlendirildi (Akin ve ark., 2025; Bi ve ark., 2020).

3.2.2. Karaciger Dokusunda Prusya Mavisi Boyamasi

Hepatik dokuda demir depolarmin varligini gostermek i¢in doku kesitleri
prusya mavisi ile boyandi ve ImagelJ uygulamasinda analiz edildi. Analizlerde

preperatlar n=4 olarak alindi.

3.3. Serum Karaciger Fonksiyon Testleri

Serum aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)
diizeyleri kolorimetrik yontem esasina dayanan ticari kitler kullanilarak otoanalizorde
(MINDRAY BS-400, Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd., Shenzhen, Cin)
Olgiildi. AST ve ALT analizleri Otto Scientific firmasindan hizmet alimi ile

gerceklestirildi.

3.4. Karaciger Dokusunda ELISA Analizleri

IL-1pB ve TNF-a diizeyleri ticari olarak satin alinan ELISA kitleri (Elabscience
Biotechnology, Wuhan, Cin; Kat. No: E-EL-R0012 ve Kat. No: E-EL-R2856,
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sirasiyla) kullanilarak, iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda analiz edildi. IL-13
icin Ol¢tim araligr 31.25-2000 pg/mL (duyarlilik 18.75 pg/mL), TNF-a i¢in 6l¢iim
aralig1 15.63-1000 pg/mL (duyarlilik 9.38 pg/mL)’dir.

Doku 6rnekleri 6ncelikle, kanin uzaklagtirilmasi amaciyla soguk PBS (0.01 M,
pH 7.2-7.4) ile yikandi. Ardindan dokular kii¢iik parcalar halinde kesilerek, proteaz
inhibitorii iceren PBS ile homojenizatore (Stuart SHM1, Cole-Parmer, Nottingham,
Birlesik Krallik) aktarildi. Doku/homojenat orani 1:9 olacak sekilde ayarlandi.
Ornekler buz iizerinde homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar +4 °C’de 5.000 x
g’de 10 dakika santrifiij edildi ve slipernatanlar toplanarak analiz i¢in ayrildi. TNF-a

icin, doku homojenatlar1 distile su ile 1:20 oraninda diliie edilerek kullanilda.

Her iki kitin ¢alisma prensibi sandvi¢ ELISA esasina dayanmaktadir. Bu
yontemde Ornekte bulunan hedef protein, mikroplak kuyucuklarina 6nceden kaplanmis
antikor tarafindan spesifik olarak baglanmakta, ardindan biyotinlenmis dedeksiyon
antikoru tarafindan taninarak sandvi¢ immiin kompleksi olusturmaktadir. Olusan bu
komplekse avidin-horseradish peroksidaz (HRP) konjugatinin baglanmasiyla
enzimatik sinyal amplifikasyonu saglanmaktadir. Kromojenik substrat eklenmesinin
ardindan HRP enzimi tarafindan katalizlenen renkli {iriin olusumu 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak olciiliir (Varioskan Flash Multimode Reader,
Thermo Scientific, ABD). Dort parametreli logistik egri (4PL) ile ¢izilen standart
grafigi kullanilarak 6rneklerdeki IL-1P ve TNF-a konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.5. Karaciger Dokusunda Metabolik Analizler

3.5.1. Karaciger Dokusunda MDA Olciimii

Doku MDA diizeyleri, tiyobarbitiirik asit (TBA) yOntemi esasina dayanan
kolorimetrik bir analiz kiti (Elabscience Biotechnology, Wuhan, Cin; Kat. No: E-BC-
K025-M) kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 6lgiildii. Kitin 6lgiim

aralif1 2.92-40 umol/L, analitik duyarlilig1 1.13 umol/L’dir.
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Doku 6rnekleri soguk PBS (0.01 M, pH 7.4) ile yikandiktan sonra PBS (0.01
M, pH 7.4) icerisinde +4 °C’de homojenizatér (Stuart SHMI1, Cole-Parmer,
Nottingham, Birlesik Krallik) kullanilarak homojenize edildi. Homojenatlar,
¢Ozlinmeyen materyalin uzaklastirilmas1 amaciyla +4 °C’de 10.000 x g’de 10 dakika
santrifiij edildi.

Yontem, lipit peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri olan MDA’nin
tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek 532 nm’de maksimum absorpsiyon veren bir
bilesik olusturmasi esasmma dayanmaktadir. Doku MDA diizeyleri doku proteinine

oranlanarak pmol/g protein cinsinden ifade edildi.

3.5.2. Karaciger Dokusunda Ferroz Demir (Fe**) Olciimii

Doku ferroz demir (Fe*') diizeyleri, kolorimetrik bir kit (Elabscience
Biotechnology, Wuhan, Cin; Kat. No: E-BC-K773-M) kullanilarak iiretici firmanin
talimatlart dogrultusunda dlgiildi. Kitin Ol¢lim araligi 0.4-50 pmol/L, analitik

duyarlilig ise 0.4 pmol/L’dir.

Doku ornekleri soguk PBS (0.01 M, pH 7.4) ile yikandiktan sonra, +4 °C’de
Dounce homojenizatér kullanilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar,
¢Oziinmeyen materyalin uzaklastirilmas1 amaciyla +4 °C’de 10.000 x g’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatanlar toplandi. Orneklerin hazirlanmasi ve aktarilmasi

sirasinda demir i¢ceren malzemeler kullanilmamis ve kontaminasyondan kacinilmistir.

Y ontem, kit reaktifleri icerisinde bulunan bilesikler ile Fe** *nin birleserek 593
nm’de maksimum absorpsiyon gosteren renkli kompleksler olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Homojenizasyon sonrasi iki kat diliie edilen 6rneklerin absorbans
degerleri lizerinden demir konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar pmol/kg yas doku

agirhig1 cinsinden ifade edildi.
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3.5.3. Karaciger Dokusunda Hiicre ici Indirgenmis Glutatyon (GSH)
Ol¢iimii ve Total GSH/GSSG Oram

Doku total glutatyon (T-GSH) ve okside glutatyon (GSSG) diizeyleri,
kolorimetrik bir kit (Elabscience Biotechnology, Wuhan, Cin; Kat. No: E-BC-K097-
M) kullanilarak iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda 6l¢iildii. Kitin 6l¢tim araligi

T-GSH i¢in 0.36-30 umol/L, analitik duyarliligi ise 0.36 umol/L’dir.

Doku ornekleri soguk PBS (0.01 M, pH 7.4) ile yikandiktan sonra, protein
coktiirticii ¢ozelti igerisinde +4 °C’de Dounce homojenizator kullanilarak homojenize
edildi. Homojenatlar, ¢oziinmeyen materyalin uzaklastirilmasi amaciyla +4 °C’de
10.000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatanlar toplandi. Elde edilen
siipernatanlar, 6l¢lim Oncesinde protein ¢oktiirlicii ¢ozelti ile 50 kat diliie edilerek

kullanildi.

Yontemin esasini, GSSG’nin glutatyon rediiktaz enzimi ile GSH’ye
indirgenmesi ve GSH’nin Ellman Reaktifi (DTNB) ile reaksiyona girerek GSSG ile
birlikte sar1 renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asit (TNB) olusturmasi olusturmaktadir.
Olusan sar1 renkli TNB miktar1 total glutatyon (GSH + GSSG) miktar: ile orantili
oldugundan, 412 nm’de Olgiilen absorbans iizerinden total glutatyon diizeyi
hesaplandi. GSSG oOl¢iimiinde ise Ornekteki indirgenmis GSH, GSH tutucu
(scavenger) ile uzaklastirildiktan sonra ayni reaksiyon prensibi uygulandi ve 412 nm
dalga boyunda 6lgiim yapildi. Indirgenmis glutatyon diizeyi ise "GSH = T-GSH — (2
x GSSG)" esitligi ile hesaplandi. Sonuglar pmol/g protein cinsinden ifade edildi.

3.6. Doku Total Protein Analizi

Doku homojenatlarindaki total protein konsantrasyonu, Bradford (1976)
tarafindan tanimlanan kolorimetrik yonteme gore belirlendi. Analizde ticari Bradford
reaktifi (SK3021, Bio Basic, Markham, ON, Kanada) kullanild1 ve uygulama tiretici

firmanin talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi.

Yontem, asidik ortamda bulunan Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin

proteinlerin basta arginin ve lizin olmak iizere bazik ve aromatik amino asit
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kalintilarina baglanmasi esasina dayanmaktadir. Boya, serbest haldeyken kirmizimsi-
kahverengi (maksimum absorpsiyon 465 nm) renkte iken, proteine baglandiginda
anyonik forma gecerek mavi renge doniismekte ve maksimum absorpsiyonu 595
nm’ye kaymaktadir. Ortamdaki protein konsantrasyonu 595 nm’de dlgiilen
absorbansin 465 nm’de Olciilen absorbansa oranit ile dogru orantilhidir ve
konsantrasyon, sigir serum albiimini (BSA) ile olusturulan standart egri lizerinden

hesapland1 (Ernst & Zor, 2010).

3.7. Western Blot Analizi

GPX4 ve ACSL4 protein diizeyleri Western blot yontemi ile belirlendi ve
gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) i¢ kontrol proteini olarak kullanildi.

Analizlerde preparatlar n=4 olarak alindi.

50 mg doku 6rnegi, RIPA tamponu ve proteaz inhibitdr kokteyli karigimi
icerisinde manyetik boncuklar ile 3200 rpm’de homojenize edilmis ve homojenatlar
+4 °C’de 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Protein konsantrasyonlar
Qubit Protein BR Assay Kit ile Qubit 4 florometre cihazinda dl¢iilmiistiir. Ornekler
3:1 oraninda ve %10 indirgeyici ajan iceren 4X Laemmli tamponu ile hazirlanarak
70°C’de 10 dakika inkiibe edilmis; jelin ilk kuyucuguna 5 pL protein markeri, diger
kuyucuklara ise protein Ornekleri yiiklenmis ve sistem 110 V’ta 60-90 dakika
calistirilmistir. Membran %100 metanol i¢inde aktive edilip 1X transfer tamponunda
dengelendikten sonra, filtre ka&gidi-membran—jel-filtre kagidi siralamasiyla
hazirlanan  diizenekte Power Blotter XL sistemi kullanilarak transfer
gerceklestirilmistir. Membran, %5’lik BSA c¢ozeltisi ile oda sicakliginda 1 saat
bloklanmis; ardindan %3’lilk BSA igerisinde 1:2000 oraninda GPX4, 1:20,000
oraninda ACSL4 ve 1:100,000 oraninda GAPDH primer antikorlar1 ile +4 °C’de
karanlikta gece boyunca inkiibe edilmistir. 1X TBS-T ile 5’er dakika olmak iizere bes
kez yikanan membrana, %3’liik BSA igerisinde 1:15,000 oraninda anti-rabbit ve
1:6000 oraninda anti-mouse sekonder antikorlar1 eklenerek oda sicakliginda karanlikta
1 saat inkiibe edilmis ve yikama islemi tekrarlanmistir. Goriintiileme, Clarity Western
ECL Substrate kullanilarak iBright CL750 sisteminde yapilmis ve elde edilen
goriintiiler iBright Analysis Software (IBA) ile analiz edilmistir.
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GPX4 ve ACSL4 proteinlerine ait dansite degerleri, ayn1 6rnege ait GAPDH
dansite degerine boliinerek normalize edilmistir. Analizler i¢in Otto Scientific

firmasindan hizmet alimi yapilmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizi SPSS 21.0 (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 21.0, IBM Corp., Armonk, ABD) ve GraphPad Prism
8.0 (GraphPad Software, San Diego, ABD) paket programlar1 kullanilarak yapildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal
dagilim gdsteren ve varyanslart homojen olan verilerde gruplar arasindaki farkliliklar
one-way ANOVA ile incelendi; ANOVA sonucunda anlamli fark saptanan
parametrelerde farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek amaciyla,
coklu karsilastirmalarda ortaya ¢ikan I. tip hata artisin1 kontrol etmek {izere post-hoc
Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Tiim analizler ¢ift yonlii (two-tailed) olarak yapildi

ve p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hepatik Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

4.1.1. Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Karaciger hasari mononiikleer hiicre infiltrasyonu, konjesyon ve vakuollesme
acisindan bireysel skor derecelendirmesi (0: yok, 1: hafif, 2: orta ve 3: siddetli) ile
degerlendirildi. Fotomikrograflar ve skor degerlendirmeleri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de

gosterilmistir.

Sekil 4.1. Hematoksilen & Eozin ile boyanmis karaciger doku drneklerinin
fotomikrograflar1 (x10)

(A=Kontrol Grubu, B=LPS grubu, C=LPS+MFG-E8 grubu, D=MFG-ES8 grubu)
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Mononiikleer hiicre infiltrasyonu agisindan bakildiginda; LPS grubu kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.0042). LPS sonrasi MFG-ES8
uygulamasi LPS grubuna gore azalma gosterdi, ancak bu azalma anlamli degildi
(p>0.05). MFG-E8 uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli fark yoktu
(p>0.05).

LPS grubu MFG-E8 grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p=0.0097). Benzer sekilde, LPS+MFG-E8 grubu hem kontrol grubuna (p=0.0070)
hem de MFG-ES8 grubuna (p=0.0235) kiyasla anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur.

Konjesyon agisindan bakildiginda; LPS grubu kontrol grubuna goére anlaml
olarak yiiksek bulundu (p=0.0012). LPS sonras1t MFG-E8 uygulamasi, LPS grubuna
kiyasla azalma saglamis olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
LPS grubu MFG-ES8 grubuna gore (p=0.0012), LPS+MFG-ES8 grubu ise hem kontrol
grubuna (p=0.0369) hem de MFG-E8 grubuna (p=0.0012) gore anlaml1 olarak yiiksek

bulundu.

Higbir grupta vakuollesme gozlemlenmedi.
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Sekil 4.2. Mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve konjesyon skorlari

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES§ grubu, M= MFG-ES8 grubu)
(*p<0.05, **p<0.01)
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4.1.2. Prusya Mavisi Boyamasi

Prusya mavisi ile boyanmis 6rnekler ve Prusya pozitif alan (%) sonuglar1 Sekil
4.3 ve Sekil 4.4°te gosterilmistir. LPS grubu, kontrole gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p=0.0076). LPS sonras1 uygulanan MFG-E8’in LPS grubuna gore demir
depolarint anlamli diizeyde azalttigi gozlendi (p=0.0217), LPS grubu MFG-ES8
grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p=0.0076).

Sekil 4.3. Prusya mavisi ile boyanmis karaciger doku orneklerinin fotomikrograflari
(10x)

(A=Kontrol grubu, B=LPS grubu, C=LPS+MFG-ES8 grubu, D=MFG-ES8 grubu)
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Sekil 4.4. Prusya mavisi pozitif alan grafigi (n=4)

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES§ grubu, M= MFG-ES8 grubu)
(*p<0.05, **p<0.01)
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4.2. Serumda Karaciger Fonksiyon Testleri

Deney gruplarinin serum AST ve ALT diizeylerinin karsilastirmasi Sekil 4.5°te

verilmistir.

LPS grubunun AST diizeyi (240.4 + 58.55 U/L) kontrol grubuna (136.6 + 15.40
U/L) gore anlamli olarak yiliksek bulundu (p<0.0001). LPS ve LPS+MFG-ES8 (212 +
32.34 U/L) gruplan arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0.6899). Kontrol ve
MFG-ES8 gruplar1 (126.3 = 11.02 U/L) arasinda anlamli bir fark yoktu. LPS grubu
MFG-ES8 grubuna gore anlamli yiiksek (p<0.0001), LPS+MFG-E8 grubu ise hem
kontrol hem de MFG-E8 gruplarina gore AST diizeyleri anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (sirastyla; p=0.0018, p=0.0004).

LPS grubunun ALT degerlerinin (112.9 + 17.72 U/L) kontrol grubuna (67.95 +
10.35 U/L) gore yiiksekligi anlamli bulundu (p<0.0001). LPS+MFG-E8 grubu (104.2
+ 19.59 U/L) LPS grubuna gore bir diisiis gostermis, ancak fark anlamli degildi
(p>0.05). Kontrol ve MFG-E8 grubu (66.33 + 5.41 U/L) arasinda fark yoktu. LPS
grubunun MFG-ES8 grubuna olan yiiksekligi (p<0.0001) ve LPS+MFG-E8 grubunun
kontrol ve MFG-E8 gruplarina olan yiiksekligi (sirasiyla; p=0.0002, p<0.0001)

anlamli bulundu.
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Sekil 4.5. Serum AST ve ALT diizeyleri

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES8 grubu, M= MFG-ES8 grubu)
(*p<0.03, ¥*p<0.01, ***p<0.001, ***+,<0.0001)
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4.3. Karaciger Dokusunda ELISA Analiz Sonuclari

4.3.1. TNF-o Olciimii
Deney gruplarimin karaciger TNF-a diizeyleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.

TNF-a diizeyleri LPS grubunda (8993 + 849.4 pg/mL) kontrol grubuna (7166
+ 1184 pg/mL) gore anlamli yiiksek bulundu (p=0.0237). LPS sonrast MFG-E8
uygulanan grupta (8495 £ 1268 pg/mL) LPS grubuna goére azalma olsa da, bu fark
anlamli bulunmadi (p>0.05). Kontrol ve MFG-E8 grubu (8754 + 556.3 pg/mL)
arasinda anlaml fark yoktu (p=0.0877).
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Sekil 4.6. Karaciger dokusunda TNF- a diizeyleri

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES8 grubu, M= MFG-E8 grubu)
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4.3.2. IL-1p Ol¢iimii

Deney gruplarmin karaciger IL-1B igeriginin degisimi Sekil 4.7°de

gosterilmistir.

LPS grubu IL-1p diizeylerinin (835.8 + 124.9 pg/mL) kontrol grubuna (589.1
+ 88.98 pg/mL) gore yiiksekligi anlamli bulundu (p=0.0003). LPS sonrast MFG-ES8
uygulamasi grubu (872.8 £ 115.4 pg/mL) ile LPS grubu arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0.05). Kontrol grubu ile MFG-E8 grubu (613.6 = 99.56 pg/mL) arasinda anlaml
bir fark bulunmamistir (p>0.05).

LPS grubunun IL-1p diizeyleri MFG-E8 grubuna gore anlamli yiiksek bulundu
(p=0.0010) ve LPS+MFG-E8 grubunun diizeyleri K ve MFG-E8 gruplarina gore
anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla; p<0.0001, p=0.0001).
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Sekil 4.7. Karaciger dokusunda IL-1p diizeyleri

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-E8 grubu, M= MFG-ES8 grubu)
(*p<0.05, **p<0.01, ¥***p<0.001, ****p<0.0001)
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4.4. Karaciger Dokusunda Metabolik Analizlerinin Sonuclari

4.4.1. Hiicre Ici Fe'? Diizeyinin Olciimii

Deney gruplarmin hiicre i¢i Fe™? diizeylerinin karsilastirilmasi Sekil 4.8°de

gosterilmistir.

LPS grubunun (338.8 +24.17 umol/kg 1slak doku) kontrol grubuna gore (298.5
+ 19.17 umol/kg 1slak doku) hiicre i¢i Fe™ diizeyleri anlamli yiiksek bulundu
(p=0.0212). LPS+MFG-ES8 grubunun diizeyi (318.2 + 38.33 umol/kg 1slak doku) LPS
grubuna gore diisiiktii ancak bu diisiis anlamli degildi (p=0.5839). Kontrol grubu ile
MFG-E8 grubu (288.9 + 17.49 umol/kg 1slak doku) arasindaki fark anlamli
bulunmamustir (p>0.05).

LPS grubu hiicre i¢i Fe* diizeyleri MFG-E8 grubuna gére anlamli yiiksek
bulundu (p=0.0028).
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Sekil 4.8. Karaciger dokusunda hiicre i¢i Fe* diizeyleri

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES8 grubu, M= MFG-ES8 grubu)
(*p<0.05, **p<0.01)
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4.4.2. MDA Olciimii
Deney gruplarinin MDA diizeyleri Sekil 4.9°da gosterilmistir.

LPS grubunun MDA diizeyi kontrol grubuna gore yliksek ancak anlamli
degildi (p>0.05). LPS sonras1t MFG-E8 uygulanan grupta LPS grubuna (p=0.1901)
kiyasla gbzlenen azalma anlamli bulunmamustir. Diger grup karsilastirmalarinda MDA
diizeyleri agisindan anlamli bir fark yoktu. Doku MDA diizeyleri kontrol grubunda
0.74 £ 0.33 umol/gprot, LPS grubunda 0.85 = 0.21 pmol/gprot, LPS+MFG-ES8
grubunda 0.61 £+ 0.10 umol/gprot, MFG-E8 grubunda ise 0.69 + 0.26 umol/gprot

olarak olguldii.
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Sekil 4.9. Karaciger dokusunda MDA diizeyleri

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES8 grubu, M= MFG-E8 grubu)
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4.4.3. Indirgenmis Glutatyon (GSH) Diizeyi Ol¢iimii
Deney gruplarinda GSH degisimleri Sekil 4.10°da gosterilmistir.

GSH diizeyleri kontrol grubunda 4.28 + 0.49 umol/gprot, LPS grubunda 3.62

+ 0.49 pumol/gprot, LPS+MFG-E8 grubunda 3.45 + 0.47 pumol/gprot ve MFG-E8
grubunda 4.17 = 1.01 pmol/gprot olarak Slgiilmiistiir.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Sekil 4.10. Karaciger dokusunda hiicre i¢i GSH diizeyleri

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES8 grubu, M= MFG-E8 grubu)
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4.4.4. Total Glutatyon (T-GSH)/Yiikseltgenmis Glutatyon (GSSG) Oram
Ol¢iimii

Deney gruplarinda T-GSH/GSSG oranlar1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.

GSH/GSSG oranlar1 kontrol grubunda 39.13 + 5.78, LPS grubunda 39.50 +
7.57, LPS+MFG-E8 grubunda 40.09 + 9.23 ve MFG-ES8 grubunda 37.82 + 9.46 olarak
ol¢iildii.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli1 bir fark bulunmadi.
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Sekil 4.11. Karaciger dokusunda gruplar aras1 GSH/GSSG oranlari

(K= Kontrol grubu, L= LPS grubu, LM= LPS+MFG-ES8 grubu, M= MFG-ES grubu)
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4.5. Western Blot Analiz Sonuc¢lar:

4.5.1. GPX4 Protein Ekspresyonu Analizi

Deney gruplarinin normalize GPX4 bant yogunlugu degisimleri Sekil 4.12 ve
Sekil 4.13’de gosterilmistir (Her grup i¢in n=4).

GPX4 protein bant yogunlugu kontrol grubunda 1.46 + 0.81, LPS grubunda
1.05 £ 0.52, LPS+MFG-ES8 grubunda 1.31 + 0.68, MFG-ES8 grubunda ise 1.08 + 0.34

olarak olctilmiistiir.

Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). LPS grubunun GPX4
protein ekspresyonu kontrol grubuna gore azalma gosterdi, ancak anlamli degildi
(p>0.05). LPS sonrast MFG-E8 uygulamasit ise LPS grubuna gore protein
ekspresyonunu arttirdi ancak anlamli degildi (p>0.05).
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Sekil 4.12. GPX4 Western Blot jel goriintiisii
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Sekil 4.13. Normalize GPX4 bant yogunluklari
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4.5.2. ACSLA4 Protein Ekspresyonu Analizi

Deney gruplarinda normalize ACSL4 bant yogunlugunun degisimi Sekil 4.14
ve Sekil 4.15’te gosterilmistir.

ACSLA4 proteini bant yogunlugu kontrol grubunda 0.81 + 0.34, LPS grubunda
1.54 £ 0.92, LPS+MFG-ES8 grubunda 0.91 + 0.55, MFG-ES8 grubunda 1.01 + 0.16

olarak dl¢lilmiistiir.

Gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). LPS grubunun ACSL4
protein ekspresyonu kontrol grubuna gore artis gosterdi, ancak anlamli degildi
(p>0.05). LPS sonrast MFG-E8 uygulamasi ise LPS grubuna gore protein

ekspresyonunu azaltti ancak anlamli degildi (p>0.05).

Kontrol LPS LPS+MFG-E8 MFGE-8
LPS - + + -
MFGE-8 - - + 4
ACSL4 —  — i — i —

GAPDH =~ s o— T — —

Sekil 4.14. ACSL4 Western Blot jel goriintiisii

Normalize ACSL4
Bant Yogunlugu
N
1
—

Sekil 4.15. Normalize ACSL4 bant yogunluklar1
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5. TARTISMA

Sepsis, viicudun enfeksiyona kars1 verdigi asir1 ya da dengesiz tepki nedeniyle
gelisen ve yasami tehdit eden bir organ yetmezIligi tablosudur. Karaciger bu stiregte en
sik etkilenen organlardan biridir. Bunun nedeni bakteriyel klirensin, akut faz protein
sentezi ve inflamasyona metabolik adaptasyon gibi islevlerinin dogrudan karaciger
tarafindan gerceklestirilmesidir. Demire bagimli, lipit peroksidasyonuyla ilerleyen bir
hiicre 6liimii bigimi olan ferroptoz son yillarda sepsise bagli organ hasarinin énemli

bir bileseni olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde goérev alan ve anti-inflamatuar
ozellikleriyle bilinen MFG-ES8'in de bu siireci diizenleyebilecegi diigiiniilmektedir.
Literatiirde yapilan calismalarin tamami CLP modelinden ve nispeten daha uzun
zaman noktalarindan (12-24. saat) yapilmistir. MFG-E8’in erken sepsis doneminde
ferroptotik biyobelirtecler tizerinde bir etkisi olup olmadig1 bilinmemektedir. LPS ile
olusturulan steril endotoksemi, uygulama kolaylig1, yliksek tekrarlanabilirligi ve doza
bagli olarak kontrollii siddette bir fenotip olusturabilmesi nedeniyle literatiirde en sik
kullanilan sepsis modelidir (Kannan ve ark., 2024). Cerrahi bir islem gerektiren ve
enfeksiyon yiikii hayvandan hayvana degisebilen CLP'nin aksine, LPS tek bir
enjeksiyonla standart ve dngoriilebilir bir inflamatuar yanit olusturur; bu da grup i¢i

degiskenligi azaltarak 6l¢iilen biyobelirteglerdeki farklar1 incelemede kolaylik saglar.

Literatiirdeki bu gereksinim gdz oniine alinarak planlanan bu ¢alismada, LPS
ile olusturulan deneysel sepsis modelinde gelisen akut karaciger hasarinda ekzojen
MFG-ES8 uygulamasinin ferroptotik biyobelirtegler ve iliskili protein diizeyleri tizerine
etkisi ilk kez arastirlmistir. Bununla birlikte doku diizeyindeki histopatolojik
degisikliklerin degerlendirilmesinin yani sira sistemik inflamatuar biyobelirtegler ve

serum karaciger fonksiyon testleri de analiz edilmistir.

LPS ile indiiklenen sepsis modeli incelendiginde; tek doz 2 mg/kg LPS
uygulanan hayvanlarin karacigerinde altinci saatte kontrole gore anlamli mononiikleer
hiicre infiltrasyonu ve konjesyon saptanmis, buna doku TNF-a diizeyinde %25'lik ve
IL-1pB diizeyinde %42'lik bir artis eslik etmistir. Olusturulan model, altinci saatte hem

hepatoselliiler hasar1 hem de sistemik ve doku diizeyinde bir inflamatuar yaniti
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beklendigi gibi olusturmustur. Elde ettigimiz bulgular; literatiirde farkli deney hayvani
modelleriyle gergeklestirilen ve sepsisin erken donemini kapsayan calisma

sonuglartyla paralellik gostermektedir (Fang ve ark., 2018; L. Xie ve ark., 2023).

Sepsise baglh karaciger hasarinin biyokimyasal ve histopatolojik bulgular
incelendiginde; serum aminotransferaz enzimlerindeki yiikselmeler 6nemli bir hasar
gostergesidir. AST diizeyi LPS grubunda kontrole gore yaklasik %76, ALT diizeyi ise
yaklasik %66 oraninda artmistir. Bu iki enzimin sitozolde bulunmasi ve hepatosit
membran biitlinliigiiniin bozulmasiyla dolasima salinmasi nedeniyle, altinci saatte
gbzlenen belirgin yiikselme hepatoselliiler hasarin gelistigini diisiindiirmektedir. Bu
biyokimyasal degisikliklere mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve konjesyonun eslik
etmesi, karaciger hasarini histopatolojik agidan da desteklemektedir. Serum karaciger
fonksiyon testleri ile histopatolojik bulgularin uyumlu olmasi, LPS uygulamasinin
karaciger dokusunda hasara yol acgtigini diisiindiirmektedir. Nitekim benzer bulgular,
Zhao ve arkadaglarinin LPS ile indiiklenmis sepsis fare modelinde artemisitenin
karaciger hasarina etkisini inceleyen ¢aligmasinda, LPS uygulamasimin AST ve ALT
diizeylerini belirgin sekilde yiikselttigi, buna karaciger dokusunda konjesyon ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonunun eslik ettigi gosterilmistir (Zhao ve ark., 2023).
Benzer sekilde Wang ve arkadaglarinin giincel bir ¢alismasinda da 25 mg/kg LPS
uygulanan farelerde serum AST, ALT diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik
3-4 kat artt11, buna karaciger dokusunda yaygin inflamatuar hiicre infiltrasyonun eslik
ettigi rapor edilmistir (Wang ve ark., 2026). Kullanilan LPS dozu ve degerlendirme
zaman noktalar1 farkli olsa da her iki caligmada elde edilen biyokimyasal ve
histopatolojik bulgular, ¢alisjmamizda go6zlenen aminotransferaz yiikselmesi ile
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve konjesyonun eslik ettigi hepatoselliiler hasar
tablosuyla Ortiismektedir. Bu oOrtiisme, calismamizdaki LPS ile indiiklenen akut
karaciger hasarinin biyokimyasal ve histopatolojik seyrinin literatiirdeki diger 6rnekle

uyumlu oldugunu desteklemektedir.

Caligmamizda LPS sonras1t MFG-E8 uygulamasi, serum AST diizeyinde %12
ve ALT diizeyinde %@8'lik bir azalma sagladi, ancak anlamli degildi. Shah ve ark.
calismasinda, CLP modelinde besinci saatte intravenoz verilen 20 pg/kg MFG-ES8'in
20. saatte AST'y1 %45, ALT'yi %27 oraninda azalttigini; dozla birlikte bu etkinin
arttigini bildirmistir (Shah ve ark., 2012). Wu ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise, CLP
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sonrast uygulanan 20 pg/kg MFG-E8’in 24. saatte AST diizeyinde %30.3 ve ALT

diizeyinde %25.8 oraninda anlamli azalma saglamistir (Wu ve ark., 2022).

Bu sonuglar, ¢calismamizda kullanilan LPS dozunun veya orneklem toplama
zamaninin (altinci saat) sz konusu parametrede belirgin bir sapma olusturmak igin
yeterli olmadigini diisiindiirmektedir. Shah ve ark. ¢aligmasi, 20 pg/kg'in etkili en
diisiik doz oldugunu gostermistir (Shah ve ark., 2012). Calismamizda kullandigimiz
tek ve alt sinirdaki bu doz LPS'nin yarattigi yogun uyariy1 dengelemekte yetersiz
kalmis olabilir. MFG-ES8 aracili biyolojik yanitin, efferositozun gergeklesmesi ve
tamamlanmasi ile iliskili oldugu diisiiniildiigiinde, altinci saatte gerceklestirilen
degerlendirme s6z konusu etkinin belirginlesmesi i¢in erken kalmis olabilir. Bunlarla
birlikte literatiirdeki MFG-ES ile sepsise bagli karaciger hasarmi inceleyen bu iki
calisma kalic1 bir enfeksiyon odagi ve yaygin apoptozla seyreden CLP modelini
kullanmaktadir. LPS endotoksemisinde inflamasyon daha erken =zirve yapip
gerilerken, CLP'ye 6zgli immiinsupresyon tablosu da olusmamaktadir (Kannan ve ark.,
2024; Remick ve ark., 2000). Dolay1siyla, polimikrobiyal sepsis modeli olan CLP’nin
sundugu karmagik enfeksiyon tablosunda saptanan iyilesme verilerinin, LPSnin
tetikledigi ani ve siddetli inflamatuar yanit ile karakterize olan bu modelde ayni

seviyede gozlenmemesi olasidir.

MFG-E8 uygulamasmnin AST ve ALT diizeyleri ile histopatolojik skorlar
tizerindeki etkisi istatistiksel olarak anlamli olmasa da bulgular genel olarak olumlu
yonde bir egilim gostermistir. Bu egilim, MFG-E8’in hepatoprotektif bir potansiyele
sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, s6z konusu etkinin
istatistiksel anlamliliga ulasmamasi nedeniyle, MFG-E8’in koruyucu roliiniin ortaya
konulabilmesi i¢in farkli doz ve zaman noktalarini iceren ileri ¢aligmalara ihtiyag

vardir.

LPS ile olusturulan inflamatuar yanit ve MFG-E8'in olasi anti-inflamatuar
etkisi incelendiginde; 1.PS uygulamasi sonrasinda TNF-a diizeyinde %25, IL-1B
diizeylerinde ise %42 oraninda artis gozlemlenmesi, sepsisin erken evresindeki
proinflamatuar profil ile paralellik gostermektedir. LPS uygulamasi sonrasinda MFG-
E8 verilen grupta TNF-a diizeylerinde LPS grubuna kiyasla yaklasik %6’lik bir azalma
gbzlenmis olmakla birlikte, bu degisiklik istatistiksel olarak anlamli degildir. IL-18
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diizeylerinde ise LPS grubuna gore yaklagik %4’liik bir artig saptanmistir. Bu sonuglar,
mevcut deney kosullarinda MFG-E8’in incelenen proinflamatuar belirtegler iizerinde

anlaml bir diizenleyici etki olusturamadigini diisiindiirmektedir.

Elde edilen veriler, MFG-ES8'in sepsiste anti-inflamatuar ve organ koruyucu
etkilerini bildiren literatiirle ilk bakista ¢elisir gibi goriinmektedir. Ancak bu durum
molekiiliin etki mekanizmasiyla iligkili olabilir. Muendlein ve ark. yaptiklar
calismada, MFG-E8’in yogun TNF-o varliginda efferositozun anti-inflamatuar
etkisinin azalabilecegi ve bunun IL-1f'min hizli olgunlagsmasimi destekleyen
proinflamatuar bir siirece doniisebildigi gosterilmistir (Muendlein ve ark., 2025). Bu
nedenle IL-1p'daki artisin, MFG-E&'in etkisiz kalmasindan ¢ok, altinci saatteki yogun
inflamatuar ortamda efferositozun beklenenin aksine proinflamatuar yone kaymis

olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Bunlarin yaninda Cannon ve ark.’nin ¢alismasinda, TNF-a diizeylerinin LPS
sonrast ilk birkag¢ saat i¢inde en yiiksek diizeye ulasip gerilemeye basladigini, buna
karsilik IL-1P yanitinin daha yavas yiikselip saatler boyunca artmaya devam ettigini
one siiriilmiistiir (Cannon ve ark., 1990). IL-1B'nin yiikselen bir egride olmasi, verilen
MFG-E8 dozunun olasi baskilayici etkisinin bu artan iiretim hizinin 6niine gegememis

olabilecegini diisiindiirmektedir.

MFG-E8’in  ferroptoz ile iliskili demir metabolizmasina etkisi
incelendiginde; prusya mavisi boyamas: ile gosterilen demir pozitif alanlart LPS
grubunda anlamli artmis, MFG-E8 uygulamasi sonrasinda ise bu artis anlamli bir
bicimde azalmistir. Kolorimetrik yontemle Olgiilen hiicre i¢i Fe** diizeyleri de LPS
grubunda kontrole gore yaklasik %14 oraninda yiiksek bulunmustur. LPS sonrasi
uygulanan MFG-E8’in ise yaklasik %6 oraninda azalma gozlenmis olmakla birlikte,
bu degisiklik anlamli degildir. Birbirinden bagimsiz iki yontemle elde edilen
bulgularin ayn1 yonde olmasi, LPS uygulamasinin hiicre i¢i demir birikimini artirdigi
ve MFG-E8’in bu birikimi azaltma yoniinde bir egilim olusturdugu yoniindeki

degerlendirmeyi desteklemektedir.

Sepsis sirasinda gozlenen hepatik demir birikimi, konagin patojenlerin demire
erisimini kisitlamaya yonelik bir savunma yanitini temsil eder (Drakesmith & Prentice,

2012). Bununla birlikte, bu yanit hiicre i¢i labil demir havuzunu genisleterek Fenton
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reaksiyonlar1 araciligiyla ferroptozu tetikleyebilir (L. Li ve ark., 2022; Tian ve ark.,
2026). Zhang ve ark., sepsiste hepatositlerde NCOA4 aracili ferritinofajinin arttigini,
bunun ferritin yikimi ve Fe?* birikimi yoluyla ferroptozu baslattigini, ferrostatin-1 ile
de bu siirecin baskilanabildigini gostermistir (Zhang ve ark., 2024). Bu veriler bizim
gozlemledigimiz demir birikiminin, ferroptotik mekanizmanin erken basamagi
olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica, MFG-E8'in LPS'ye bagli karaciger hasarinda
da oksidatif stresi azaltabilecegi de bilinmektedir (Zhao ve ark., 2023).

MFG-E8’in ferroptoz ile iliskili antioksidan mekanizmast iizerine etkisi
incelendiginde; indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri, LPS grubunda kontrol
grubuna kiyasla yaklasik %15 oraninda azalmis; ancak MFG-E8 uygulamasi bu
azalmay1 tersine ¢evirememistir. Ferroptoza karsi hiicresel savunmada temel rol
oynayan GPX4 protein ekspresyonunda ise farkl bir egilim gozlenmistir. GPX4 bant
yogunlugu, LPS grubunda kontrol grubuna gore yaklasik %28 oraninda azalirken,
MFG-E8 uygulamasi sonrasinda LPS grubuna kiyasla yaklasik %25 oraninda artarak
kismen diizelme saglamistir. Bununla birlikte, s6z konusu degisikliklerin higbiri

istatistiksel olarak anlamliliga ulasmamustir.

Hiicre i¢i GSH biiyiik 6l¢iide sistem Xc™ araciligiyla yenilenir; bu yiizden GSH
tikenmesi genellikle bu sistemdeki bir bozulmay: izleyen ikincil bir bulgudur.
Indirgenmis ve yiikseltgenmis glutatyon arasindaki oran, hiicrenin redoks cevresini
yansitan duyarli bir gdosterge olarak kabul edilir ve bu oranin diismesi artan oksidatif
stresle iligkilendirilir (Schafer & Buettner, 2001). T-GSH/GSSG oran1 da gruplar
arasinda anlamli farklilik gostermemis, tiim gruplarda birbirine oldukca yakin
degerlerde Slgiilmiistiir. Bu sonuglar redoks dengesinin altinci saatte heniiz belirgin
bicimde bozulmadigini, antioksidan sistemin bu erken donemde smrli kaldigini
diistindiirmektedir. Calismamizda  sistem  Xc (SLC7A11) diizeyinin
degerlendirilmemis olmasi nedeniyle, GSH diizeyindeki sinirli azalmanin sistem Xc~
islevinde heniiz belirgin bir bozulma olmadigini mi, yoksa bu bozulmanin
kompansatdor mekanizmalar ile dengelendigini mi yansittigint ayirt etmeyi

giiclestirmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, demir metabolizmasinda anlamli bozulma

gozlenmesine karsin lipid peroksidasyonu ve GSH/GPX4 ekseninde belirgin bir
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degisiklik saptanmamasi, ferroptotik siirecin asamali ve zamana bagli dogasiyla
uyumlu olabilir. Bu ¢er¢evede, demir birikimi erken donemde ortaya ¢ikan bir
degisiklik olarak degerlendirilirken, GSH tiikenmesi, GPX4 diizeylerindeki azalma ve
lipid peroksidasyonu siirecin ilerleyen asamalarinda belirginlesebilir. Wu ve
arkadaslarinin yaptig1 CLP calismasinda, GPX4 ekspresyonu diisiisliniin ancak yirmi
dordiincii saatte anlamli hale geldigi bildirilmistir (Wu ve ark., 2022). Bu nedenle
calismamizdaki altinci saatin, demirin etkilendigi ancak lipit ve GSH/GPX4 ekseninin
heniiz belirgin bigimde bozulmadig1 bir “erken ferroptotik evreye” karsilik geldigini

distindiirmektedir.

MFG-E8’in ferroptoz ile iligkili lipit metabolizmasina etkisi incelendiginde;
LPS grubundaki doku MDA diizeyinin kontrole gore yaklasik %15 oraninda
yiikseldigi, ancak istatistiksel anlamli olmadig1 gozlenmistir. Ferroptoza duyarliligi
arttiran ACSL4 enziminin ekspresyonunda da benzer bir egilim gézlenmistir. ACSL4
protein diizeyi, LPS grubunda kontrol grubuna kiyasla yaklasik iki kat artarken, MFG-
E8 uygulamasi sonrasinda LPS grubuna gore yaklasik %41 oraninda azalarak kontrol
diizeyine yaklasmistir. Bununla birlikte, bu degisiklik istatistiksel olarak anlamli
degildir. Ancak gruplar arasindaki bu degisiklikler istatistiksel anlamliliga

ulagmamustir.

ACSL4, hiicre zarindaki c¢oklu doymamis yag asitlerini aktive ederek
fosfolipitlere esterlesmesini katalizler ve ferroptoza duyarli bir membran lipit profili
olugmasina katkida bulunur. LPS grubunda bu proteinin artmasi, hiicrelerin lipit
peroksidasyonuna duyarliligini arttirdigini diistindiiren erken bir bulgudur. Bununla
birlikte, lipid peroksidasyonunun ge¢ donem {irlinlerinden biri olan MDA
diizeylerindeki artigin istatistiksel olarak anlamli olmamasi, ferroptotik siirecin heniiz

erken bir evresinde olunabilecegini diisiindiirmektedir.

Bulgular bir biitiin olarak degerlendirildiginde; LPS uygulamasi sonrasinda
altinc1 saatte hem sistemik hem de doku diizeyinde inflamatuvar yanit ile birlikte
hepatik demir birikimi gézlenmistir. Bu tabloya, istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte, GPX4 ekspresyonundaki azalma ve ACSL4 ekspresyonundaki artis eslik
etmistir. Bu bulgular, karacigerde ferroptotik siirecin erken evresine girilmis

olabilecegini diisiindiirmektedir. Inflamasyon ve demir metabolizmasindaki bu
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degisiklikler, serum transaminaz diizeylerindeki ylikselme ve histopatolojik hasar

bulgulariyla birlikte karaciger hasarinin olustugunu desteklemektedir.

MFG-ES8 uygulamasinin bu patolojik siiregte en belirgin ve istatistiksel olarak
anlaml etkisi, hepatik demir birikiminde gozlenmistir. Diger parametrelerdeki
degisiklikler istatistiksel anlamliliga ulasmamis olsa da ¢ogunlukla iyilesme yoniinde
bir egilim gostermistir. Bulgularin genel olarak ayni yonde olmasi, MFG-E8’in olas1
hepatoprotektif etkisinin oncelikle demir metabolizmasinin diizenlenmesiyle iliskili
olabilecegini diislindiirmektedir. Bununla birlikte, bu olast mekanizmanin
dogrulanmasi i¢in farkli zaman noktalarini ve ferroptozun ilgili molekiiler bilesenlerini

kapsayan ileri caligsmalara gereksinim vardir.

Elde edilen bulgular ¢calismamizin hipotezini kismen desteklemektedir. MFG-
E8 uygulamasinin hepatik demir birikimini anlamli bicimde azaltmasi, bildigimiz
kadariyla, LPS ile indiiklenen sepsis modelinde ilk kez gdsterilen bir bulgudur. Bu
sonu¢, MFG-E8’in olasi koruyucu etkisinde demir metabolizmasinin rol
oynayabilecegini ve bu yolun ileri ¢aligmalarda oncelikli olarak degerlendirilmesi

gerektigini diisiindiirmektedir.

Ayrica, deney tasarimina yalnizca MFG-E8 uygulanan bir grubun dahil
edilmesi, MFG-E®8’in tek basina inflamasyon, oksidatif stres ve doku hasari tizerindeki
etkilerinin ayrica degerlendirilmesine olanak saglamistir. Yalmzca MFG-ES8
uygulanan grupta saglikli karaciger dokusunda toksik etkiyi diisiindiiren bir bulgu

gbzlenmemistir.

Sonug olarak, calismamiz MFG-ES&'in sepsise bagli karaciger hasar iizerindeki
etkisini LPS ile olusturulan fare modelinde ilk kez inceleyen, MFG-ES8'in etkisini bu
modelde altinci saat gibi erken bir zaman penceresinde ilk kez arastiran ve MFG-ES8'in
ferroptoza duyarliligi belirleyen ACSL4 protein ekspresyonu iizerindeki olasi etkisini

inceleyen ilk calismadir.

Cahsmanin  surliiklart  degerlendirildiginde;  ¢alismamizin  temel
sinirliliklarindan biri, degerlendirmenin yalnizca tek bir zaman noktasinda (altinci
saat) gergeklestirilmis olmasidir. Bu tercih, LPS ile indiiklenen sepsis modelinin

basarisin1 dogrulamak ve ferroptotik siirecin baslangic evresini yakalamak agisindan
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literatiirle uyumlu olsa da patolojinin zaman igindeki dinamik seyrinin izlenmesine
olanak tanimamistir. Diger taraftan, MFG-E8’in baslica etki mekanizmasi olan
efferositozun organoprotektif etkilerinin altinci saatte heniiz belirginlesmemis olmasi

mumkuindiir.

Diger bir ¢alisma sinirliligimiz, yalnizca tek bir MFG-E8 dozu (20 pg/kg)
kullanilmis olmasidir. Literatiirde dozun 40-160 pg/kg'a cikarilmasiyla anlamli ek
tyilesme saglandigi bildirildiginden (Shah ve ark., 2012), dozumuzun LPS'nin yogun

uyarisini dengelemekte yetersiz kalmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Son olarak, ¢alismamizin bir diger sinirliligi, deneysel bir hayvan modeli olan
sicanlarda gergeklestirilmis olmasidir. Kontrollii laboratuvar kosullarinda (sabit
sicaklik, aydinlatma dongiisii ve standart beslenme), tek bir tiir, cinsiyet (yalnizca
erkek) ve yas/agirlik araligindaki hayvanlarla yiiriitiilen bu tasarim insan sepsisinde
goriilen yas, cinsiyet ve komorbiditeyi yansitamamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizin
bulgulari, insan sepsisinin karmasik ve ¢ok degiskenli klinik tablosuna dogrudan
aktarilmadan Once, farkli yas, cinsiyet ve komorbidite gruplarini iceren ileri

calismalarla desteklenmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, lipopolisakkarit ile olusturulan deneysel sepsis modelinde
gelisen akut karaciger hasarinda ekzojen MFG-E8 uygulamasinin ferroptotik

biyobelirtegler lizerine etkisi arastirilmis ve asagidaki sonuglara ulagilmistir.

Tek doz 2 mg/kg LPS uygulamasi, altinci saatte sican karacigerinde anlamli
diizeyde mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve konjesyon olusturmus; serum AST ve
ALT aktiviteleri ile doku TNF-a ve IL-1p diizeylerini anlaml1 bigimde yiikseltmistir.
Buna karsilik higbir grupta vakuollesme gozlenmemistir. Bu bulgular, kullanilan
modelin akut karaciger hasarini ve inflamatuar yanit1 basariyla olusturdugunu, ancak
altinc1 saatte hasarin heniliz yaygin hepatoselliiler dejenerasyona ilerlemedigini

gostermektedir.

LPS uygulamasi hepatik demir birikimine yol agmustir. Prusya mavisi pozitif
alan yiizdesi ve kolorimetrik yontemle Olciilen doku ferréz demir (Fe*") diizeyi, LPS
grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiikksek bulunmustur. LPS
uygulamasindan bir saat sonra verilen 20 pg/kg MFG-E8, Prusya mavisi ile gosterilen
hepatik demir birikimini anlamli bigimde azaltmistir. Bu bulgu, ¢alismanin en belirgin
anlamli pozitif sonucudur ve MFG-E8’in olas1 koruyucu etkisinin 6ncelikle demir

metabolizmasi lizerinden aranmasi gerektigine isaret etmektedir.

MFG-E8 uygulamasi; serum AST ve ALT diizeylerinde, histopatolojik hasar
skorlarinda ve doku TNF-a ile IL-18 diizeylerinde sayisal iyilesmeler saglamakla
birlikte, bu degisiklikler istatistiksel anlamliliga ulasmamistir. Doku MDA ve GSH
diizeyleri ile GPX4 ve ACSL4 protein ifadelerinde de gruplar arasinda anlamli fark
saptanmamustir. Bununla birlikte GPX4’lin LPS grubunda azalma, ACSL4’lin ise
artma yoOniindeki egilimi, ferroptoza duyarlilifin arttigina isaret eden ancak
istatistiksel ~giic  yetersizligi nedeniyle dogrulanamayan bulgular olarak

degerlendirilmistir.

Demir birikiminin anlamli bigimde artmasina karsilik lipit peroksidasyonu,
glutatyon tiiketimi ve GPX4 kaybinin anlamli diizeye ulasamamasi, LPS ile

indiiklenen akut karaciger hasarinda altinc1 saatin ferroptotik siirecin heniiz
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tamamlanmadig1 bir zaman penceresine karsilik geldigini diistindiirmektedir. MFG-

E8’in yalnizca demir birikimi iizerinde anlamli etki gdstermesi, bu bulguyla tutarlidir.

Sonug olarak, ¢alismanin hipotezi kismen dogrulanmistir: MFG-ES8, LPS ile
indiiklenen akut karaciger hasarinda hepatik demir birikimini azaltmakla birlikte,
kullanilan doz ve zaman noktasinda inflamatuar yanit ile ferroptozun asagi
basamaklarindaki belirtecler iizerinde anlamli bir koruma saglamamistir. Bu sonuglar
MFG-ES8’in LPS ile indiiklenen sepsiste akut karaciger hasarindaki potansiyelini
dislamamakta; aksine, etkinin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli doz ve zaman kosullarinin

belirlenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda bundan sonra yapilacak ¢calismalar igin

asagidaki oneriler gelistirilmigtir:

*  MFG-E8’in etkisi, tek bir zaman noktasi yerine ¢oklu zaman noktalarinda
(6rnegin 6., 12., 24. ve 48. saatler) degerlendirilmeli; boylece hem ferroptotik
stirecin zamansal seyri hem de tedavinin etkili oldugu zaman penceresi

belirlenebilir.

» Literatiirde MFG-ES8 i¢in doza bagimli yarar bildirildiginden, 20 ng/kg dozun yani
sira daha yiiksek dozlar1 (40, 80 ve 160 pg/kg) ve tekrarlayan uygulamalari iceren

bir doz-yanit ¢alismasi planlanabilir.

+  Intraperitoneal uygulamanin yan1 sira intravendz uygulama yolu da karsilagtirmali

olarak degerlendirilebilir.

* Tedavinin klinik anlamliliginin ortaya konabilmesi i¢in sagkalim analizi igeren
calismalar planlanmali; ayrica sepsis yanitindaki cinsiyet farkliliklar1 g6z 6niinde

bulundurularak disi hayvanlar da ¢alismaya dahil edilmelidir.

*  Deney hayvanlarinda endojen MFG-ES8 diizeyleri 6l¢iilmeli; LPS uygulamasinin
endojen MFG-E8 ifadesini ne olclide baskiladigr belirlenerek ekzojen

uygulamanin telafi kapasitesi degerlendirilmelidir.
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»  Sepsisli hastalarda serum MFG-ES diizeyi ile karaciger fonksiyon testleri, demir
parametreleri ve hastalik siddet skorlar1 arasindaki iliskiyi inceleyen klinik

caligmalar planlanarak, deneysel bulgularin klinik karsilig1 arastirilmalidir.
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EKLER

EK-1. Etik kurul izin belgesi

T1.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU
Cagrs Yerleskesi, (Bigadig yolu fizeri 17. km) 10145, BALIKESIR-TURKIVE
ARASTIRMA BASYURUSU DECERLENDIRME FORMU

BASVURY
siLGILERI

| ORGERLENDIRILEN |

G
BELGELER

“Lipopolisakkarit ile Indidklenen Deneysel Akug Koraciger Hasarmds
ARASTIRMANIN AD) MEG-E8 Laktadberin Uvgulamasimn Ferroptotik Bivebelirtecler Uzerine
Etkisinin Aragtirdmass™

PROJE YORUTOCOSU - Dr. Ogr. Uyesi Merve AKIS YILMAZ
KURUMU BAUN TF Tibbi Biyokimya AD.

YARDIMCI Dr. Ogr. Uyesi Ashy KARAKILIC BAUN TF Fizyolaji AD.
ARASTIRICILAR Dr. Ogr. Oyesi Arzu YILDIRIM OZLUK  BAUN TF Patolaji AD.
Caner YILDIRIM, YL Orencisi. BAUN SBE Tibbi Biyokimya AD.

Qﬁgﬁ{é’fmm” Yiksek Lisans

’;%;22“’“‘“‘" 01.06.2025 ~ 01.06.2027

KULLANILACAK
HAYVAN TURD VE SICAN = 36 Adet
SAYISI

HADYEK BASYURU FORMU

KARAR
BiLGILERI

Yukarida bagvuru bilgileri verilen arastirma projesi gerekge, amag ve yontemiler dikkate alinarak
goris(ida ve Higili beigeler incelendi.
Projenin efik_acidan _uyvgun oldutiuna, caligmanin  asafidali hususlar dikkate shmarak
yor(timesine ve sorumiu arastinciya iletiimesine oy birligi ile karar verildi.

1) Projede herhangi bir degisikiik gerektiinde kurulumuzdan onay almmas,
2) Projede galigacad: bildinlen arastiricilarda degisikik oldugunda kurulumuzdan onay alinmas:,
3) Cahgma stresinde tamamianamaz jse ek sire talebinde bulunulmasy,

4) Cahyma tamamiandifinda sonug raporunun gbnderiimesi.

OYELER
Unvani / Adi/ Soyads Uzmanlix ingki
EK Oyeligi Dat Kurumu ) mza
~ O i A e
Prof. Dr. Mehmet Faruk AYDIN | . Veteringr CE
Bagkan © | Histoloji ve Embriyolaji Fakulesi @H
Prof. Dr. Recal KULAKSIZ Dolerme ve Suni Veteriner LE
Baskan Vekili Tohumlama Fakittesi . H
Sayfa172
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S

Prof. Dr. Cengiz CEYLAN o . Veteriner e ;“
Gye | Veterinerlik Cerrahisi o ] TOPLANTIVA KATILMAD
Prof. Dr. Ziya ILHAN Vetennerik Veteriner LlE
Uye Mikrobiyolojisi Fakiltesi BH
Prof. Or. Dilek TURKER o FenEdebiyat | LJE (
Oye Biyoloj Fakuttesi H |
Prof. Dr. Hatice YILDIRIM Molekuler Biyolojive | Fen Edebiyat E
Uye Genstik Fakitesi EIH
Dog. Dr. Pelin PALAS KARACA | o Safik Biimler | |_JE
Uye Fakoitesi B 3!
éc;c/ Dr. Muharrem EROL . .. Veteriner E
Uye ‘elerinerlik Cerrahisi Fakuitest
Dog Dr. hsan KISADERE | Veteriner =
Dye Veterineriik Fizyolojisi Fakiillesi H
Dog. Dr. Nevzat SAAT Veterinerlik Doum | Veteriner CE
Oye ve Jinekolojisi Fakliesi bR
Dog. Dr. Yasin BAYKALIR N Veteriner E
Oye Biyoistatistik Fakiliesi EH
Dr. Ogr. Uyesi Fatib UGUN Anesteziyoioji ve I e
: Oye Reanimasyon Tip Fakutesi M
Dr. Ogr. Uyesi Ouzhan KORKUT ) ~ ) =
Oye Tibbi Farmakoloji Tip Faklitesi iZ}H
Or. Mustafa H YARANOGLU | Veterinerlik Dogum LJE
Uye ve Jinekolojisi BAUNDEHAM | £
Vet Hek Hodayi TANRIKULU i . Sivit Taplum CE
Oye Veteriner Helim Kurulus Uyesi H
Zir. Mh. Mustafa YILDIRIM ! - . CE |
Uye Ziraat Mghendisi | Sivit Dye EH ,

{(*) Bagvurulan Projelerde Proje Sahibi veya Yardima Arastrmeciardan birinin Yerel Btk Kurul Uyesi veya 1. Deréce
Akrabas olmast halinde Higili tiye proje kurul goriismesine katlamaz,
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