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ONSOZ
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Bu tezin planlanma asamasindan son haline gelinceye dek her kademede destegini
hemen yani basimda buldugum tez hocam sayin Dog¢. Dr. Mehmet Koruk basta olmak tizere,
fikirleriyle ufkumu acan saymn Prof. Dr Abdurrahman Kadayifci’ya, bilimsel destegi
nedeniyle sayin Do¢ Dr. Cemil Savas’a, hayvan deneylerindeki tecriibesini benim igin
comertce sarf eden sayin Prof. Dr. Cahit Bagci ve saym Yard. Dog¢ Dr. Serdar
Gergerlioglu’na, tezin mikroskopik ¢alisma kismini tereyagindan kil ¢ekercesine basitlestiren
sayin Prof. Dr. Ibrahim Sar1 ve asistan1 Emrah Koger’e, biyokimya igin alman 6rnekleri
biiyiik bir titizlikle calisan sayin Prof. Dr Mehmet Tarak¢ioglu ve gayret ve enerjisiyle goz
kamagtiran yiiksek lisans Ogrencisi Ayse Karafak’a ve en son olarak da i¢ hastaliklar
klinigindeki samimi havay1 ustaca estirmeyi daima bilen ve bdylece rahat bir ¢alisma ortami
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arz ediyorum. Tezin materyal toplama doneminde heyecanimi paylasan ve maddi-manevi
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OZET

DENEYSEL KARACIGER SiROZUNDA “CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER”
(CAPEY’IN ETKILERI

Dr. Murat Taner Giilsen
Yandal Uzmanlik Tezi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal1
Gastroenteroloji Bilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Mehmet Koruk
Kasim 2007, 84 sayfa

Bal arisinin dogal bir iriini olan CAPE (Caffeic Acid Phenetyl Ester)’nin
antimikrobiyal, antiinflamatuar, antioksidan ve antitimdral etkiler gibi cesitli biyolojik
aktiviteler gosterdigi bilinmektedir. Bu ¢alismamizda CAPE’in dimethylnitrosamine (DMN)
ile siganlarda olusturulmus karaciger fibrozisindeki etkilerini arastirmay1 amagladik.

Bu ¢aligmamizda ortalama agirliklar1 250-300 g arasinda olan 60 adet Wistar-Albino
erkek sican kullanildi ve her grupta 10 tane sigan olmak tizere toplam 6 gruba ayrildi.

Grup 1; Kontrol grubu. Intraperitoneal (ip) serum fizyolojik injekte edildi
Grup 2; CAPE 10 pumol/kg/ip .

Grup 3; Dimetilnitrozamin (DMN) %1°lik 10 mg/kg ip

Grup 4; Once CAPE 10 pmol/kg/ip sonra DMN %1°lik 10 mg/kg ip

Grup 5; Es zamanli olarak CAPE 10 pumol/kg/ip ve DMN %1°lik 10 mg/kg/ip
Grup 6; Once DMN %1°lik 10 mg/kg ip sonra CAPE 10 pmol/kg/ip

Calisma sonunda hayvanlar sakrifiye edilip kanlari alindi ve serumlarinda
biyokimyasal tetkikler yapildi. Karaciger dokusu ¢ikartilarak patolojide “modifiye knodell
siniflamasi’na gore 6 puan iizerinden 151k mikroskopunda degerlendirildi.

Calismayr 53 sigan tamamladi. Grup 1 ve grup 2’deki si¢anlarin karacigerleri
histolojik olarak normaldi. Buna karsilik grup 3’teki sican karacigerlerinde belirgin fibrozis
goriildi (P=0,0001). Grup 3 (5,62 += 0,51) ile grup 5 (5,22 + 0,83)’teki sican karacigerleri
arasinda fibrozis yoniinden istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (P>0,05). Grup 3’e gore
grup 4 (2,90 £ 0.31) ve grup 6 (3,28 = 0,75) arasinda fibrozis acisindan anlamli fark
bulunurken (P=0,0001), kendi aralarinda fibrozis agisindan fark saptanmadi (P>0,05).

Sonu¢ olarak DMN belirgin fibrozis olusturan hepatotoksik bir ajandir. CAPE,
fibrozisi O6nleyen ve olugsmus fibrozisi gerileten dogal bir iirlindiir. Bu caligmayla, CAPE’in
insanlarda da benzer mekanizmalarla siroz tedavisinde kullanilabilecegi iimidi dogmaktadir

Anahtar Kelimeler: Karaciger, Fibrozis, Siroz, Propolis, CAPE (Caffeic Acid Phenethyl
Ester),
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ABSTRACT

Dr. Murat Taner Giilsen
Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Division of Gastroenterology
Coordinator: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Koruk
November 2007, 84 pages

EFFECTS OF CAFFEIC ACID PHENETHYL ESTER IN EXPERIMENTAL LIVER
FIBROSIS

Caffeic Acid Phenetyl Ester (CAPE), a natural honeybee product, exhibits a spectrum
of biological activities including anti-microbial, anti-inflammatory, antioxidant and anti-
tumoral effects. In this study, we investigated the effect of CAPE in dimethylnitrosamine
(DMN)-induced liver fibrosis..

Adult male Wistar-albino rats (250-300 g) were assigned into six groups randomly (n
=10 for each group).

Group 1: Control rats were injected 1 ml saline intraperitoneally (IP).

Group 2 (n=10) were injected 10 pmol/kg CAPE IP

Group 3 (n=10) were injected %1 DMN (10 mg/kg) IP

Group 4 (n=10) were injected 10 pmol/kg CAPE IP, and then %1 DMN (10 mg/kg).

Group 5 (n=10) were injected simultaneously 10 umol/kg CAPE and %1 DMN (10 mg/kg).
Group 6 (n=10) were injected %1 DMN (10 mg/kg) IP, and then 10 umol/kg CAPE.

Animals were sacrificed at the end of the experiment, and liver histopathology was
evaluated by modified knodell classification (6 point).

Fifty three rats completed the study. Rat livers in Group 1 and 2 showed normal
histological appearance, whereas rat livers treated with DMN showed fibrosis (P=0,0001).
There were no statistically significant difference in fibrosis between group 3 (5,62 + 0,51) and
5 (5,22 £ 0,83) (P>0,05). Fibrosis was decreased in group 4 (2,90 + 0.31) and 6 (3,28 £ 0,75)
compared to group 3 (P=0,0001) while there was no significant difference in fibrosis between
these groups (P>0,05).

The results of our study indicate that DMN is a hepatotoxic drug, leading to prominent
fibrosis, and CAPE prevents and degrades DMN-induced liver damage in rats. The results are
promising and the molecule may also be effective in humans.

Key Words: Liver, Fibrosis, Cirrhosis, Propolis, CAPE (Caffeic Acid Phenethyl Ester),
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DENEYSEL KARACIGER SIROZUNDA “CAFFEIC ACID
PHENETHYL ESTER” (CAPE)’IN ETKIiLERI

GIRIS

1.1 GIRIS VE AMAC:

Fibrozis, viicuttaki diger yara iyilesmelerinde oldugu gibi skar ve ekstraseliiler
matriks (ESM) dokuyla sinirlanan bir ¢esit yara iyilesmesi reaksiyonudur. Kronik
karaciger (KC) hasar1 olan her hastada farkli oranlarda gelismekte olup lokalize veya

diffiiz olabilmektedir (1).

Fibrozis gelisimi genellikle aylar-yillar siiren bir silirecin sonucudur, ancak
bilinmeyen nedenlerle veno-okluziv hastalik ve mekanik biliyer obstriiksiyon hizla
fibrozise ilerlemektedir. Bunun aksine, fulminant hepatit gibi kendi kendini sinirlayan
karaciger hasarlarinda siddetli fibrojenik stimulus olmasina ragmen skar dokusu

gelismemektedir, bunun nedeni ise tam olarak bilinmemektedir.

Sebep ne olursa olsun karacigerde olusan skar dokusu yapisal olarak birbirine
benzer. Fibrozis en erken, hasarin en ¢ok oldugu karaciger bolgesinde olusur. Ornegin
perisentral hasar alkolik hepatit i¢in karakteristik bir bulgudur. Sklerozan hiyalin
nekrozis veya periveniiler fibrozis de denilen perisentral fibrozisin gelisimi muhtemel

bir panlobular siroza ilerlemenin erken bir gostergesidir (2).

Giliniimilizde artitk anlasilmistir ki, ESM kompleksleri biyolojik aktiviteye
sahiptir ve fibrozis (veya siroz) sadece lobuler ¢atiy1 etkileyen bir olusum degil temel

olarak polarite ve proliferasyon Ozelliklerini degistirerek tiim karaciger hiicrelerinin



fonksiyonlarint da etkilemektedir. Bu nedenle karacigerdeki total kollajen
konsantrasyonundaki degisikliklerden ziyade ESM’in bilesimi ve lobulde nerede

biriktigi daha fazla 6nem arz etmektedir.

Ilerleyici fibrozis siroza yol agarken baslangi¢ donemindeki fibrozisin reversibl
oldugu iddia edilmistir. Ancak fibrozisin hangi doneminde reversibl hangi doneminde
irreversibl oldugu konusu heniiz tam olarak aciklik kazanmamistir. Bununla birlikte son
zamanlarda erken donem sirozun da reversibl olabilecegi yoniinde ciddi deliller

bulunmaktadir (3).

Fibrozisin patofizyolojisi ile ilgili bilgiler arttik¢a sirozun tedavi edilebilir bir
hastalik olabilecegi fikri kuvvet kazanmistir. Bu yonde yapilmis bir¢cok farmakolojik
calismanin yan1 sira dogal {iriinlerle yapilan tedavi yontemleri de son yillarda daha ¢ok

giindeme gelmis tedavi metodlar1 arasindadir.

Bal arisinin yapmig oldugu propolis adli maddenin aktif komponenti olan
Caffeic acid phenethyl ester (CAPE)’in, antioksidan, antiinflamatuar, antimitojenik,
antikarsinojenik ve immunomodulator 6zellikleri oldugu yoniinde bir ¢ok c¢alisma
yapilmistir (4-7). Bu farkli 6zelliklerin molekiiler temeli tam olarak bilinmese de CAPE,
timor nekroz faktor (TNF)’lin yan1 sira phorbol ester, ceramide, hydrogen peroxide ve
okadaic acid gibi diger inflamatuar ajanlarin indiikledigi NF- kB aktivasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir (5). Ayrica CAPE’in hem lipooksijenaz aktivitesini inhibe ettigi
hem de lipid peroksidasyonunu suprese ettigi gosterilmistir (6,7). Lipid peroksidasyonu
ise deneysel karaciger modellerinde karaciger hasarinin patogenezinde en Onemli
mekanizma olarak vurgulanmaktadir (8).

Cesitli hepatotoksik ajanlarla deneysel olarak olusturulmus karaciger fibrozisine,
CAPE’in olumlu etkisine dair deliller mevcuttur (9). Literatiirde CAPE’in c¢esitli
etkilerini ortaya koyan bir¢ok deneysel calisma yapilmasina ragmen CAPE’in
indiiklenmis hepatotoksisitedeki koruyucu etkisinisine dair pek az ¢alisma mevcuttur,
fibrozisi geri dondiirdiigiine dair de herhangi bir g¢alisma yoktur (10-12). Bu
calismamizda dimetilnitrozamin (DMN) kullanilarak olusturulmus karaciger sirozunda

CAPE’in antifibrotik etkilerini arastirmay1 amagladik.



PRIMER OBIJEKTIF: CAPE’in deneysel KC fibrozisindeki antifibrotik etkisini
arastirmak.
SEKONDER OBJEKTIF: CAPE’in deneysel KC fibrozisindeki biyokimyasal

parametrelere olan etkisini aragtirmak.



GENEL BIiLGILER

2.1. KARACIGER FIBROZIiSI VE PATOGENEZI
2.1.1 Normal ve Fibrotik Karacigerde Ekstraseliiler Matriks Bilesimi

Yapisal olarak KC diger dokulardan farkli bir lobuler catiya sahiptir. Epitel,
vaskiiler araliktan konnektif bir doku stromasiyla ayrilmistir ve bu mesafeye Disse
aralig1 (perisinusoidal space) denir. KC’deki stroma Disse araliginda bulunan
ekstraseliiler matriks (ESM)’ten olugmaktadir. Ekstraseliiler matriks (ESM) normal ve
fibrotik karacigerin iskeletini olusturan bir grup makromolekiilerden olusur. Bunlar,
kollojenler, kollojen olmayan glikoproteinler, matrikse bagl biiyiime faktorleri (growth
faktorler), glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve matriseliiler proteinlerden olusur.

Bu aile giin gectikg¢e yeni liyeler kazanmakta ve gorevleri daha iyi anlagilmaktadir (13).

ESM yasla birlikte artar ancak asla histolojik fibrozis diizeyine ulagmaz.
Yaslilardaki rejenerasyon kabiliyetinin genglere gore kismen diisiik olmasinin sebebi de

yine subendotelial matriksteki hafif degisimlerdir (14).

Bunun yani sira intersitisiyel veya fibriller ESM de normal KC de bulunmaktadir
fakat dagilimi1 bazal membran komponentlerinin oldugu gibi perisiniizoidal degil portal
mesafede ve hatta nadiren de olsa lobuller arasi ¢apraz bantlar seklinde olabilmektedir.
Lobular fibriller portal stroma ve siniizoidal dallanma noktalarinda bulunurlar. Bunlarin

KC’in yapisal biitiinliigiine katkida bulunduguna inanilmaktadir.

Matriks molekiillerinin karacigere bir iskelet ¢atisi olusturmanin yani sira yeni
gdrevlerinin de oldugu bugiin i¢in anlasilmistir. Ornegin bazilar1 ekstraseliiler uyarilarin

“transmembrane transducers”i olarak gorev yapmaktadir.

Normal karacigerde, kapsiilde, biiyiik damarlarin etrafinda ve portal triadda esas
olarak; kollajen I, III, V ve XI (fibril olusturan kollajen de denir) bulunmaktadir. Buna
karsilik subendotelial aralikta sadece tip I ve III'Gi iceren dagimik fibriller

bulunmaktadir. Daha az olarak da diger kollajenler olan tip VI, XIV (daha onceleri



undulin deniyordu) ve XVIII bulunabilmektedir. Ayrica glikoproteinler ve matriseliiler
proteinler olan fibronektin, laminin, tenascin, SPARC (hiicre ile matriks
interaksiyonunu regiile eden matriseliiler bir protein), ve von Willebrand factor’iin
subendotelial birikintileri de vardir. Proteoglikanlar esas olarak perlecan gibi heparan
sulfate proteoglycanlarindan olusmakla birlikte decorin, biglycan, fibromodulin,

aggrecan, glypican, syndecan ve lumican’in kii¢lik miktarlarinda da bulunmaktadir (13).

KC zedelenmesi kroniklestik¢e Fibrillar kollajen géze carpmaya baslar ve Tip-I
kollajen konnektif doku bantlar1 olarak organize olurlar. Tip-I kollajen ile Tip-III’lin
birbirlerine olan oranlar1 degisir. Normal KC’de Tip-I/Tip-III oran1 1:1 iken sirozda bu

oran 4:1 olur. Bu yoniiyle siroz tamamen bir skar dokusudur.

Doku remodeling (yeniden yapilanma)’inde fizyolojik degisikliklere ESM’in
farkli cevap yetenekleri vardir. Ornegin Laminin-2 yetiskin KC’inde bulunmazken KC
gelisiminde ve rejenerasyonda goze carpar. Yine Tenascin KC gelisim agamasinda,
erken kolestatik hasarda ve kolanjiokarsinomada safra yollar etrafinda dikkat ¢eker

(15,16). Bu biyolojik degisimlerin anlam1 heniiz arastirma agamasindadir.

Karacigerde fibrozis ilerledikge ESM’de kalitatif ve kantitatif degisiklikler olur.
Total kollajen igerigi 3—10 kat artar ve ESM, bilesim agisindan tipik olarak yara
tyilesmesindekine benzer (17). Bu bilesimde fibril olusturan kollajenler (Tip I, III ve
IV), baz1 fibril olusturmayan kollajenler (Tip IV ve VI), sellular fibronektin, laminin,
SPARC, osteonektin, tenascin, von Willebrand factor gibi bir takim glikoproteinler,
proteoglikanlar ve perlecan, decorin, aggrecan, lumican ve fibromodulin gibi
glikozaminoglikanlar bulunmaktadir (18). Bu proteinlerden birgogu hiicreleri baglar.
KC hastaliginin etyolojisine gére ESM bilesiminin kalitatif ve kantitatif degisimlerinin
olup olmadig1 tam olarak arastirilmamistir. Bununla birlikte fibrozisten siroza ilerleme
siirecinin etyolojiye gore degistigi bilinmektedir, bu da ESM’nin detayinda veya

regiilasyonunda hastaliga 6zgii degisikliklerin oldugunu diisiindiirmektedir.

Ozellikle, heparan sulfate igeren glikoproteinlerden kondroitin ve dermatan sulfat igeren
proteoglikanlara dogru bir kayma dikkati ¢eker. Bu da, ekstraseliiler matriks tipinde
normal disiik dansiteli bazal memran benzeri matriksin intersitisiyel tipe degistiginin

bir ifadesidir (18). Yiiksek dansiteli matriks hepatik stellate hiicreyi aktive edip



hepatositlerdeki mikroviluslarin ve endotelial fenestrasyonlarin kaybina yol agcar.
Boylece sintlizoidlerden hepatositlere soliit madde trasnportu bozulur, bu da hepatosit

disfonksiyonuna katkida bulunur (19).
2.1.1.1 Matriks metalloproteinazlar1 (MMPs)

ESM ile bazal membran komponentlerini parcalama yetenegine sahip olan ve
aktif bolgesinde ¢inko igeren homolog bir enzim ailesidir. Bu enzimler doku yeniden
yapilanmasi, morfogenezis, yara iyilesmesi ve normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik
durumlarda 6nemli bir rol oynadiklar1 gibi timdr hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve

metastaz gibi patolojik siireclerde de yer alirlar.

Matriks metalloproteinaz ailesinin 6nceden tanimlanmis 7 iiyesine bir¢ok yeni

metalloproteinazlarin eklenmesi ile bugiin 18 den fazla enzim bildirilmektedir.

MMPs'n1 inhibe eden bazi faktorler mevcuttur. Bunlardan ““Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases™ (metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorleri) (TIMPs) invivo

kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin regiilasyonunda 6énemli rol oynarlar.

MMPs ve TIMPs arasinda bulunan oran ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde
degismekte ve boylece bunlar arasindaki denge degisik patolojik durumlarin
patogenezinde Onemli bir rol oynayabilmektedir. Hepatik dokularda yara iyilesmesi
sirecinde TIMP:MMP oraninda artts ESM nin MMPs aracilig1 ile parcalanmasini

Onleyerek fibrozisi kolaylastirabilir.

ESM nin ve bazal membranin par¢alanmasi; nonneoplastik doku yeniden olusum
stirecinde oldugu gibi kanser invazyonunda da énemli rol oynar. MMP’lar santral sinir
sistemi, bag boyun, mide, pankreas, kolon, bobrek, deri ve prostatin malign tiimorlerinin

invazyonunda belirgin bir rol oynar.

Anjiyotensin II myokardda interstisyel kollajen parcalanmasi i¢in anahtar enzim
olan MMP I aktivitesini inhibe ederken, anjiyotensin II ve aldosteronun birlikte kollajen

sentezini uyardiklar1 gosterilmistir.



Hem kollajen hem de elastik bilesenler asir1 proteolitik aktivite ile uyumlu bir
dejenerasyon gosterirler. Ozellikle yash dermal fibroblastlar ESM yapisinin yasla

iligkili atrofisini ac¢iklayabilecek sekilde metalloproteinaz aktivitelerini artirirlar.
2.1.2 Ekstraseliiller Matriksin Biyolojik Aktivitesi

Fibrogenez esnasinda gozlenen matriks degisiklikleri, hiicre membran
reseptorleri yoluyla hiicresel davranig degisikliklerine de yol agar. Bu membran
proteinlerinden en iyi bilinenlerden biri integrinlerdir. Integrinler, gen ekspresyonu,
bliylime ve farklilagma dahil bir¢ok hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eden memran

proteinleridir.
2.1.2.1 integrinler

Integrinler alfa ve beta subiinitlerinden ibarettir ve bunlarm ligandlar:
sitokinlerden ziyade matriks molekiillerinden olusur (21). Stellat hiicrede, alfa-1-beta-1,
alfa-2-beta-1, alfa-5-beta-1, ve alfa-6-beta-4 dahil bir¢ok integrin tespit edilmistir. Bu
nedenle fibroziste, integrinle ilgili yolaklarin (pathway) bloke edilmesi muhtemel bir
tedavi yolu olarak akla gelmistir. Integrinler plazma memranindan sinyal géndererek
ekstraseliiler matriksle hiicre i¢i yapilarin haberlesmesini saglar. Integrinler hiicre
icinden de sinyaller gondererek ekstraseliiler matriks molekiillerinde yapisal
degisikliklere neden olur. Hepatositlerde ve parankim dis1 hiicrelerde bir¢ok integrin
reseptorleri tanimlanmustir (22,23). Fibroziste deneysel modellerde laminin baglayan

reseptorlerde upregiilasyon gosterilmistir (24).

Stellate hiicreleri kollajen ve laminin i¢in integrin reseptdrelerini ekspresse eder,
boylece Kc hasar1 esnasinda matriks komponentin depolanmasina katkida bulunabilir

(22).
2.1.2.2 Diger Adezyon Proteinleri ve Hiicre Matriks Reseptorleri

Bunlar cadherinler ve selektinlerdir. Inflamatuar hiicrelerle endotelyal duvar
arasindaki etkilesime aracilk ederler (25). Ornegin matriks metalloproteinaz
ekspresyonu ve hiicre artigina yol agan stellate hiicre aktivasyonu esnasinda “Discoidin

Domain Receptor 2 (diskoid bolge reseptor 2) (DDR2) adindaki tirozin kinaz



reseptOriiniin upregiilasyon oldugu gozlenmistir (26). DDR2’nin ligand1 peptik bir
ligand olmaktan ziyade bir ESM molekiiliidiir ve bunun upregiilasyonu KC fibrozisinin

stirekliliginde kritik bir neme sahiptir.
2.1.2.3 Soluble Growth Faktorler (Sitokinler)

ESM, sitokin salgilayarak hiicre fonksiyonlarini indirekt olarak etkileyebilir. Bu
sitokinler ““platelet derived growth factor’” (PDGF), ““hepatocyte growth factor’” (HGF),
“Connective Tissue Growth Factor” (konnektif doku growth faktér) (CTGF), “tumor
necrosis factor alpha” (TNFa), “basic fibroblast growth factor” (bFGF) ve “vascular
endothelial growth factor” (VEGF)’lerdir (13). Bunlar lokal metalloproteinazlar
tarafindan kontrol altinda tutulurlar (27). Iste bu sitokinlerin ESM’den salinmasinin

kontrolii, sitokin aktivasyonunun regiilasyonunda anahtar mekanizmadir.
2.1.3 Ekstraseliiler Matriksi Hangi Hiicreler Yapar?

Karacigerde hepatositler, siniizoidal ve vaskiiler endotelial hiicreler, stellate
hiicreleri, Kupffer hiicreleri, biliyer epitelyal hiicreler ve pit hiicreleri bulunur. Pit
hiicreleri KC’e 6zgii natural killer hiicreleridir ve siniizoidal hiicre grubuna dahildir.
Timor hiicrelerine yapigsarak onlart yok eder. Portal alanda konnektif doku

fibroblastlarinin goriiniimiine sahip olan az sayida mezenkimal hiicreler de vardir.



Tablo 1. Normal Karaciger ile Fibrotik karaciger dokusu arasinda ekstraseliiler matrikste

gozlenen farkliliklar (20).

NORMAL KARACIGER FIBROTIK KARACIGER
Igerik Diisiik Diizeyde Kollajen Tip-I, III ve | Artmis miktarda kollajen Tip-I, III
Fibronektin ve fibronektin
Lokalizasyon Bag dokusu septalari, portal traktusun | Lobuler sinuzoidler, bag dokusu
Fibriller stromasi1; santral ven ve az miktarda | septalari, portal traktusun stromasi
Kollajen lobuler sinuzoidler
Ana Hiicresel Fibroblastlar, vaskiiler ve siniizoidal | Stellate hiicreler, siniizoidal
Kaynaklar endotelyal hiicreler endotelyal hiicreler,
myofibroblastlar
Icerik Kollajen Tip-IV, Laminin Kollajen Tip-IV, Laminin
Bazal Lokalizasyon Portal yapida siniizoidler ve doku | Lobuler sinuzoidler, portal trakt ve
memran septalari; bazi safra duktus epiteli doku septalari; safra duktus epitel
benzeri hiicreleri
kollajen
Ana Hiicresel Sintizoidal endotelyal hiicreler, | Stellate hiicreler, siniizoidal
Kaynaklar fibroblastlar, safra  duktus epiteli, | endotelyal hiicreler,

vaskiiler endotelyal hiicreler

myofibroblastlar, safra duktus epitel

hiicreleri

ESM tiim KC’de bulunmasina ragmen iiniform olarak tek sekilde bulunmazlar.

Tablo 1°de de goriildiigli gibi fibriller matriks ve bazal memran matriksi ayr1 ayri

iceriklere

sahiptir. Disse mesafesindeki

diisiik dansiteli

kompleks Karaciger

fonksiyonlarini oldukga fazla etkilediginden ayr1 bir 6neme sahiptir. KC’deki hiicrelerin

ESM bilesenlerine katkis1 farkl farklidir (28).
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a) Hepatositler esas olarak Laminin glikoproteini ve Kollajen tip XIII,
b) Endotelial hiicreler fibronektin ve Tip IV kollajen,

¢) Bilier epitelial hiicreler bazal membran kollajenlerini ve Tenascin

glikoproteinini,

d) Stellate Hiicreler tiim matriks bilesenlerini (kollajenler, glikoproteinler ve

proteoglikanlar) salgilar (Sekil 1).

STELLATE HUCRE

Sekil 1. Disse mesafesinde bulunan Stellate Hiicre (29)

Hepatik fibrozisin anlagilmasindaki asil ilerleme ESM’i yapan hiicrenin
kesfinden sonra olmustur. Daha dnceden liposit, ito hiicresi, yag depo hiicreleri veya
perisiniizoidal hiicreler olarak da adlandirilmis olan ve 1996°da isminin hepatik stellate
hiicreleri (HSH) olmasina oy birligi ile karar verilen bu hiicreler, normal bir KC’de de
fibrotik KC’de de ESM yapiminin asil sorumlusudur (28,30). Portal fibroblastlar gibi
diger hiicreler ise bu yapima minor bir katki saglarlar. HSH’leri, siniizoidal endotel
hiicreleri ile hepatositler arasindaki subendotelial mesafe olan Disse araliginda

bulunurlar. Bunlar normal KC’de parankimal olmayan hiicre toplulugunun yaklagik
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1/3’linli temsil eder ya da bagka bir deyisle tiim KC hiicrelerinin %15’ini HSH’leri
olusturur. HSH’leri mezengial hiicrelerdir ve bunlarin diger epitellerdeki karsiligi
perisitlerdir. HSH’lerinin diiz kas belirleyicisi olan desmin gibi bir sitokeratin igermesi,
bunlarin arteriol veya veniillerin diiz kas tabakalarinin bir uzantisi olabilecegi sorusunu

akla getirmistir. Karacigere dal veren otonom sinir liflerinin sonlandig1 yer HSH’lerdir

31).

Normal KC’de HSH’leri Vit-A metaboliti olan retinoidlerin depo yeridir.
Viicuttaki total retinoidlerin %90 1n1 icerdiginden vakuollii bir gdriiniim olusturur ve
ultraviole 1s181nda karakteristik soluk mavi florasan verir. Retinoidlerin ¢ogu HSH
sitoplazmasinda retinil ester formunda damlacik seklinde bulunurlar. Aktivasyon
esnasinda retinil esterin hidrolize olmasi nedeniyle serbest retinol ortaya ¢ikar. Bircok
calisma, vitamin-A kaybi ile HSH aktivasyonunu iligkilendirmeye calismistir ancak

sonuglar ¢eligkilidir (32,33).

HSH’ler oldukga heterojen bir hiicre toplulugundan olusur ki bunlar fonksiyonel
ve anatomik olarak birbirlerine benzeseler de hiicre i¢i elemanlari, retinoid igerikleri ve
aktivasyon potansiyelleri a¢isindan birbirlerinden farkliliklar gosterir (34). Ayrica

pankreasta da fibrotik potansiyeli olan stellate hiicreleri tanimlanmustir (35).

Aktive olan Stellate hiicreleri bir de§isime ugrayarak Vit-A depolayan sessiz
(quiescent) durumdan, proliferatif, fibrojenik ve kontraktil olan myofibroblast hiicreleri
durumuna doniisiirler. Bu doniisiim sonrasinda HSH’lerin morfolojisi degismis, artik
purtiikli ve biiylimiis bir endoplazmik retikulumu olan, igerisindeki Vit-A damlacigi
kii¢lilmiis, niikleer membrani biiziismiis, kontraktil filamanlar1 bulunan bir hiicre haline

gelmistir.

Aktive olan HSH’lerdeki en gbze carpan yenilik, alfa-aktin’in diiz kas
izoformlarmin  “de novo” olarak ekspresyonudur (SMA). Western blot veya
immunohistoloji ile hizla saptanabilen SMA, HSH’leri ortaya koymak i¢in yaygin
olarak kullanilmigtir. Fakat SMA (+) fenotipler sadece HSH’lere 6zgii degildir. Biliyer
duktulus ve veniillere komsu diiz kas hiicrelerinde de vardir. Burada desmin varlig

ayirict tanida kullanilir. Bununla birlikte HSH aktivasyonu ic¢in néral filamentler
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(6rnegin nestin denen glial fibriller asidik bir protein) veya sinaptofizin daha 6zgiil bir

marker olarak kullanilabilir (36).

Sessiz duran ya da aktive olan HSH’lere transizyonel hiicreler de denir. En fazla
hasar neredeyse, agirlikli proliferasyon da orada olur. HSH’lerin fonksiyonlar1 alkolik
KC hastaligi, viral hepatitler, hepatoseliiler karsinoma, vaskiiler hastaliklar, hematolojik
maligniteler, biliyer hastaliklar, mukopolisakkaridozis, paresetamol siirdozaji,
lesmaniyazis, allogreft rejeksiyonu ve ilag bagimlilar1 dahil bir¢ok farkli hastalikta

gosterilmistir (37,38).

Siniizoidal endotelyal hiicreler de erken fibrozise Onemli Olglide katkida
bulunurlar. Tipki HSH’ler gibi bu hiicreler de normal ve fibrotik KC’de 6nemli diizeyde
heterojenite gosterirler. Normal KC’deki endotelial hiicreler tip III ve IV kollajen,
laminin, syndecan ve fibronektin sentezlerler (39,40). Fibronektinin hiicresel
izofromlarimin bu hiicreler tarafindan artmis ekspresyonu, akut KC hasarmi takip eden
erken olaylarda bir anahtardir, ¢iinkii bunlarin ortaya ¢ikist HSH’leri aktive eden bir

mikrogevrenin olugmasina yol acar.

2.1.4 Ekstraseliiler Matriksin Degradasyonu

Fibroziste matriks yapimi ile matriks degradasyonu arasinda bir denge vardir.
ESM’in degradasyonu hepatik fibroziste ana olaydir. Matriks proteazlarin normal
hepatik matrikste erkenden bir aksakliga neden olmasi, skar matriksin normal matriks
yerini almasi islemine hiz kazandirir, bu da hiicresel fonksiyonlara zararli etki yapar.
Sonug olarak bu tip bir matriks degradasyonu patolojiktir. Diger taraftan kronik KC
hastalarindaki fazla matriksin rezorbsiyonu, hepatik disfonksiyon ve portal

hipertansiyonun diizelmesi i¢in bir firsat saglamaktadir.

Son yillarda daha iyi anlasilan matriks remodeling hakkindaki bilgiler arttik¢a
matriks remodelingteki kritik elementin “matriksinler” olarak da bilinen bir matriks
metalloproteinaz ailesi oldugu ortaya konmustur. Bunlar kollajen ve kollajen olmayan
substratlart spesifik olarak degrade eden kalsiyum bagimli ¢inko igeren enzimlerdir
(41). Genel bir kural olarak matriks metalloproteinazlar substrat 6zgiilliigiine gore 5 ayri

kategoride degerlendirilirler:
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1) Interstisiyel kollajenazlar (MMP-1, -8, -13)

2) Jelatinazlar (MMP-2,-9 ve fibroblast aktivasyon proteini)
3) Stromelisinler (MMP-3, -7, -10, -11)

4) Membran tip (MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25)

5) Metalloelastaz (MMP-12)

Metalloproteinazlar, periseliiler cevrede bircok seviyede regiile edilirler. inaktif
metalloproteinazlar, membran tip matrix metalloproteinaz 1 (MT1-MMP) ya da plasmin
tarafindan proteolitik bir par¢alanma sonucu aktive olabilirken, TIMPs (tissue inhibitors
of metalloproteinases) olarak bilinen metalloproteinazlarin spesifik inhibitorlerinin
baglanmasiyla inhibe olurlar. Ornegin MT1-MMP ve TIMP-2, MMP-2 ile bir iiglii
kompleks olustururlar. Bu iicliye MMP-2’nin optimal aktivitesi i¢in gerekli olan avb3
integrin de muhtemelen dahildir (41). Plazmin aktivitesi, aktive edici enzim olan
uroplasminogen activator (uPA) ve spesifik inhibitorii olan plasminogen activator
inhibitor 1 (PAI-1) ile kontrol edilir ve aktif transforming growth factor beta-1 (TGFb1)

tarafindan stimiile edilebilir.

Boylece, kollajenaz aktivitesi, 6zellikle TIMP’lar olmak {izere aktive olmus
metalloproteinazlar ve inhibitorlerinin goreceli olarak miktarini yansitir. Diger proteaz

inhibitdrleri de, 6rnegin A2 makroglobulinler, net degrade edici aktiviteyi etkileyebilir.

2.1.4.1 Patolojik Matriks Degradasyonu: Patolojik matriks degradasyonu normal
subendotelial matriksin erkenden aksakliga ugramasini ifade eder. Bu durum en az 4

enzim sayesinde olmaktadir:

1) Matriks metalloproteinaz 2 (MMP2) (jelatinase veya 72 kDA tip IV kollajenaz)
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2) Tip IV kollajeni degrade eden MMP-9 (jelatinase B veya 92 kDa tip IV

kollajenaz)
3) Latent MMP2’yi aktive eden Membran tip metalloproteinaz-1 veya -2

4) Proteoglikanlar1 ve glikoproteinleri degrade eden ve latent kollajenazlar1 da

aktive eden Stromelisin-1

Stellate hiicreler MMP-2 ve stromelisinin baglica kaynagidir (42,43). Latent
MMP-2"nin aktivasyonu hepatositlerle etkilesmeyi gerektirebilir (44). Onemli derecede
artmis MMP-2 ekspresyonu sirozun bir karakteristigidir (45). MMP-9 Kuffer

hiicrelerinden lokal olarak sekrete edilirler (41).

Fibrotik KC’de baslica kollajen olan Tip-I kollajeni degrade edebilen asil
proteaz matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1)’dir. Bu enzimin kaynagi tip IV
kollajenazlar kadar iyi tanimlanmamistir. Stellate hiicreler MMP—1 mRNA ekspresse

ederler fakat ¢cok az enzim saptanabilmektedir (43).

Progressif fibrosis TIMP-1 ve TIMP-2’de belirgin bir artis yapip proteaz
aktivitesinde net bir azalmaya yol agar (46,47). TIMP-1 direkt olarak stellate hiicre
apoptozunu inhibe eder (48). Stellate hiicreler bu inhibitorlerin ana kaynagidir (49).

TIMP-1 ekspresyonunun azalmasi fibrozisin geri doniisiimii acisindan 6nemli
bir 6n sart iken devamli TIMP-1 ekspresyonu progressif fibrosis i¢in dnemli bir neden
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Stellate hiicrelerde TIMP—1 regiilasyon mekanizmalari, skar
matriksin rezorbsiyonunu hizlandiracak TIMP-1 ekspresyonunun selektif inhibisyonu

icin potansiyel teskil eder (50).
2.1.5 Stellate Hiicre Aktivasyonu ve Hepatik Fibrozisteki Belli Bash Olaylar

Deneysel hiicre kiiltiirlerinde bir¢ok bilesigin HSH’yi aktive ederek fibrogenezi
tesvik ettigi bilinmektedir. Bunlar genel olarak hepatositler, Kupffer hiicreleri, biliyer
hiicreler ve ortama gelen inflamatuar hiicreler tarafindan salinmakta olup bunlara
“Fibrogenezin Soluble Regiilatorleri” adi verilir. Aktive HSH’ler baslica ESM ve

Sitokinler olmak tizere iki ana smif aktif molekil sentezler. HSH’ler bu aktif fibrillar
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ESM’nin yanmi sira aynt zamanda MMP-2’yi de salgiladigindan ESM’nin bazal

memraninin degrade olmasina neden olur.

Hepatik fibrozise yol acan temel faktdr hepatik stellate hiicre aktivasyonudur. Bu

aktivasyon esas olarak 2 ana evreden olusur:

a) Baslama (Preinflamatuar stage): Bu donemde gen ekspresyonunda ve fenotipte
erken bir degisiklik olur ve hiicreler diger sitokinlere ve stimuluslara duyarli hale

gelir. Baglama donemi ¢ogu kez parakrin stimulus sonucudur (34).

b) Siireklilik: Siireklilik, aktive olmus fenotiplerin ve fibrozis gelisiminin
devamina yonelik olan bu stimuluslarin etkilerinin bir sonucudur. Bu siire¢, hem

otokrin hem de parakrin etkileri icermektedir.
2.1.5.1 Baslama

Stellate hiicre aktivasyonu esnasinda gozlenen en erken degisiklikler komsu
hiicreler olan sinusoidal endotel, Kuffer hiicreleri, hepatositler ve trombositler
tarafindan olusturulmus parakrin stimiilasyonun bir sonucudur. Daha oOnce de
bahsedildigi gibi, endotelial hiicrelerdeki erken hasarlanma seliiller fibronektin
olusumunu stimiile eder. Fibronektin ise stellate hiicreler lizerinde aktive edici bir etkiye
sahiptir. Endotelial hiicreler ayrica TGFb’nin latent formdan aktif olan fibrojenik forma
dontisimiine de katilabilirler. Trombositler ise “platelet derived growth factor”
(PDGF), “Transforming growth factor beta 1 (TGFb1) ve “epidermal growth factor”
(EGF) yoluyla parakrin stimulus yapan bir diger énemli kaynaktir (51). PDGF sessiz
HSH’de bulunmaz (Tablo 2). Aktivasyon esnasinda ortaya ¢ikar ve PDGF ile iliskili
HSH proliferasyonuna yol agar. TGF’iin Tip 1 ve Tip 2 seklinde 2 ana sub-iiniti vardir.
Her ikisi de hem sessiz hem de transizyonel HSH’de var ancak aktive olan HSH’de bu
sub tinitlerin oram Tip 1 lehine bozulur. Tipki bunun gibi “Endotelin”in sub-grubu olan
ETa ve ETg, aktivasyonda ETg lehine bozulur. Yine Hiicre adezyon molekiillerinden
Interseliiler adezyon molekiil-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiil (VCAM-1)
ve noral hiicre adezyon molekiilii (NCAM-1)’in HSH nin myofibroblasta doniigiimii ile

arttig1 gosterilmistir (52).
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Kuffer  hiicreleri,  sitokinler  (6zellikle  TGFbl), reaktif  oksijen
intermediatlari/lipid peroksidazlar sayesinde stellate hiicreyi uyararak matriks sentezini,
hiicre proliferasyonunu ve stellate hiicreden retinoid saliverilmesini stimiile ederler.
Boylece stellate hiicre aktivasyonuna katkida bulunurlar. Ote yandan aktive Kuffer

hiicreleri farkli mekanizmalarla stelate hiicre apoptozuna da yol agmaktadir (53).

Hepatositler de potent bir fibrojenik lipid peroksidaz kaynagidir. Bir
hasarlanmay1 takiben gelisen hepatosit apoptozu da, apoptozda rol oynayan bir protein

olan Fas araciligiyla stellate hiicrede baslangi¢c doneminin olugsmasina neden olur (54).

Hepatik stellate hiicreleri stimiile eden reaktif oksijen tiirlerinin olugmasinda
Sitokrom CYP2E1 6nemli bir role sahip olabilir (55). CYP2E1 ekspresse eden E47
hiicrelerinin varliginda gelistirilmis kiiltiire hepatik stellate hiicreler kollajen yapimini
arttirirlar. Antioksidanlar veya CYP2E1 inhibitorleri bu etkiyi onler (55). Bu bilgilere
dayanarak CYP2E1’den tiireyen reaktif oksijen tiirleri artmis kollajen sentezinden
sorumludur denebilir. Benzer sekilde, yapilan deneyler gdstermistir ki; hepatik stellate
ve E47 hiicrelerinin birlikte yapilan kiiltiirlerine ilave olarak arasidonik asid ve oksidatif
stresi potansiyelize eden ferrik nitrilotriasetat, indiiklenmis kollajen protein sentezini
arttirmaktadir (56). Bu bulgular, CYP2EI1 alkolle indiiklenebilir oldugundan dolayz,
alkolik Karaciger hastaliginda KC hasarinin pataogenezini agiklamaya yardim

edebilecegi sdylenebilir.

Tablo 2. Sakin ve aktive stellate hiicredeki degisiklikler

SAKIN STELLATE AKTIVE STELLATE
HUCRE HUCRE
PDGF . +
TGF (Tip1/Tip2) Normal Tip1 lehine artmig
Endotelin (ET,/ETg) Normal ETjg lehine artmis
ICAM-1, VCAM-1, NCAM-1 Normal Artmig
Retinoidler Retinil Ester Retinol
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2.1.5.2 Siireklilik

Stellate hiicre (SH) aktivasyonunun siirekliligi i¢in hiicre davraniginda en az 7

farkli degisiklik olmalidir;

a) Proliferasyon d) Kontraktilite
b) Kemotaksis e) Matriks degradasyonu
c) Fibrogenezis f) Retinoid kayb1

g) Lokosit kemoatraktani ve sitokin saliverilmesi

Bu degisimlerin net etkisi ekstraseliiler matriksteki artistir. Ornegin proliferasyon ve
kemotaksis, hem kollajen {ireten hiicre sayisinda bir artigsa hem de her bir hiicrenin daha
fazla matriks iiretmesine yol agar. HSH’ler tarafindan sitokin saliverilmesi inflamatuar
ve fibrojenik doku yanitini artirarak matriks proteazlarinin normal matriks yerine tipik

bir yara skarindaki matriks olusumunu hizlandirabilir.
2.1.5.2.1 Proliferasyon

En glicli HSH mitojeni platelet kaynakli growth faktér (PDGF)’diir. HSH
aktivasyonundaki PDGF resoptorlerinin erken indiiksiyonu bu giiclii mitojenlere
duyarlilig1 arttirir (57). PDGF ayrica Na'/H™ degisimini de stiimiile eder, bu nedenle bu

iyon transportunun bloke edilmesi terapotik yaklasimlara zemin hazirlamaktadir

(58,59).

Stellate Hiicredeki mitojen aktiviteye sahip diger bilesenler trombin, trombin
reseptorleri, EGF, TGFa, bFGF ve leptin’dir (60-62). Bunlar ve diger mitojenler igin

olan uyar1 yollar1 terapotik yaklasimlar i¢in potansiyel alan teskil etmektedir (63).
2.1.5.2.2 Kemotaksis

HSH tiirevi kemokinler monontikleer hiicreler ve nétrofilleri bulunduklar: alana
cektikleri gibi HSH’nin bizzat kendisine de kemotaktik etki gosterir. Boylece HSH’ler

sitokin kemoatraktanlara (kimyasal maddeleri kendisine ¢eken) dogru go¢ ederler (64).
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Bu da, in vivo olarak HSH’ler neden inflamatuar septalarla ayni siraya girdigini kismen

acikliyor.

2.1.5.2.3 Fibrogenezis

HSH’lerin fibrozisi dogrudan dogruya etkiledigi en énemli yol matriks ve skar
formasyonunu arttirmasidir. Hepatik skardaki en iyi ¢calisilmig 68e Tip I kollajendir. Bu
kollajenin ekspresyonu HSH’lerde posttranskripsiyonel olarak diizenlenir. Tip I kollajen
iretiminin en giiclii stimulan1 TGFb’dir ve bu hem parakrin hem de otokrin
kaynaklardan tiiremistir. TGFb ayrica seliiler fibronektin ve proteoglikanlarin dahil

oldugu diger matriks bilesenlerinin tiretilmesini de stimiile etmektedir (18,65).

Kiiltiirde aktive edilmis HSH’ler tarafindan Tip I kollajeni stimiile eden diger faktorler
retinoidler, anjiotensin II, interlokin 1-b, tiimdér nekroz faktdr ve asetaldehidden
olugmaktadir (66). Fakat bunlardan hi¢ birisi TGFbl kadar giicli degildir.
Ekspresyonunun artisindan sorumlu protein faktdrler baglanmadan Tip I kollajen
mRNA’nin 5' untranslated bolgesindeki korunmus bir stem-loop’a kadar bloke
edildiginde Tip I kollajen ekspresyonu inhibe olabilir. Bu nedenle, bu bdlgenin HSH
kollajen sentezinin diizenlenmesinde Onemli oldugu diisiiniilmektedir (67). TGFbl
hydrogen peroxide ve C/EBPb bagimli mekanizma vasitasiyla HSH’de kollajeni

stiimiile eder (68).

Daha o6nce de bahsedildigi gibi, lipid peroksidasyon {iriinleri ekstraseliiler
matriks Uretimine yonelik Onemli stimuluslar ¢ikarmaktadir (69). Bunlarin her
aktivasyonunda HSH’nin antioksidan kapasite kaybi artmakta ve bdylece bunlarin
etkileri daha da artabilmektedir (70). Bu 6nemli bilgiler 1s181nda bir¢ok KC hastaliginin

tedavisinde antioksidanlarin kullaniminin akillica oldugu diisiiniilmektedir.

Hepatik demir konsantrasyonu da, en azindan hepatit-C’li hastalarda,
fibrogenezi etkileyebilir. KC demir depolar1 bu tip hastalarda histolojik olarak hastaligin
ciddiyeti ve HSH sayist ile iligkilidir (71).

2.1.5.2.4 Kontraksiyon
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KC fibrozisi siirecinde portal direngteki erken ve ge¢ artisin en belirgin
belirleyicisi HSH’nin kontraksiyonu olabilir. Tipik olarak son donem sirozda kollajen
bantlar ¢ok sayida aktive HSH’leri igerirler (72). Bunlar kendi siniizoidlerini biizerek ve
sirotik KC’i kasarak portal kan akimini engellerler. HSH aktivasyonuyla HSH’nin
kontraktil bir fenotip kazanmasi kiiltiir ve in vivo ortaminda gdsterilmistir ve kismen

ektraseliiler matriksle etkilesen reseptorlerle iliskilidir (63).

Kontraktilite yeteneginin olusma asamasinda HSH’ler sitoskeletal protein alfa diiz kas
aktin ekspresyonunu arttirirlar. Eger diiz kas aktini kontraksiyon i¢in gerekiyorsa o
zaman bunun inaktivasyonu portal hipertansiyon tedavisi i¢in terapotik bir hedef

anlamina gelebilir.

HSH kontraksiyonu i¢in asil stimulus endotelin-1’dir. Endotelin-1 reseptorleri
hem sessiz duran HSH’de hem de aktif HSH’de ekspresse edilmektedir (73). PDGF’den
farkli olarak, HSH aktivasyonuyla reseptér ekspresyonu artmaz fakat endotelin
reseptoriiniin  predominat tipine bir sift ve otokrin endotelin-1’e karsi artmig bir
duyarlilik olusur (72,74). Ozellikle Nitrik oksid gibi lokal olarak iiretilen vasodilator
maddeler endotelin-1’in konstriiksiyon yapici etkilerini 6nleyebilir (72). In vivo
calismalar goOstermistir ki karbonmonoksid de HSH’deki etkilerinden, sinusoidal

relaksasyona eslik eder (75).
2.1.5.2.5 Matriks Degradasyon

Yukarida da bahsedildigi gibi, matriks proteaz aktivitesindeki kantitatif ve
kalitatif degisiklikler, KC’i fibrozise ugratan hasarlanmalarla birlikte ekstraseliiler
matriks remodeling’inde O6nemli bir role sahiptir. HSH’ler patolojik matriks
degradasyonu i¢in neredeyse gerekli tiim dgelerini ekspresse ettiginden, yalniz matriks
tiretiminde degil ayn1 zamanda matriks degradasyonunda da g¢ok Onemli bir role

sahiptir.
2.1.5.2.6 Retinoid Kaybi

HSH aktivasyonuna, karakteristik periniikleer retinoid (Vitamin A)

damlaciklarinin kaybolmasi eslik etmektedir. Kiiltiirde retinoid, retinil ester olarak depo
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edilir, oysa aktivasyon esnasinda hiicre disina salinan retinoid formu retinoldur, bu da
disar1 atilmadan once esterlerin intraseliiler hidrolize edildigini akla getirmektedir (37).
Retinoid kaybinin HSH’lerin aktive olmasi i¢in gerekli olup olmadigi ve retinoidlerin,

aktivasyonu hizlandirabilecegi ya da onleyebilecegi tam olarak anlasilabilmis degildir.

HSH’lerde bir¢ok niikleer retinoid reseptdr saptanmustir (76). Bu molekiiller
intraseliiler retinoid ligantlarin1 baglar ve gen ekspresyonunu diizenler, fakat bunlarin
fibrogenezde diizenleyici bir role sahip olup olmadiklart siiphelidir. Retinoidlerin

terapotik olarak kullanilma ¢abalarindan dolay1 bu soru ciddi bir kinik 6neme sahiptir.

HSH’lerde ““Peroxisome proliferator activated receptor” (PPAR)’ler, ozellikle
PPARg saptanmistirve bunlarin ekspresyonu, aktivasyonla artmaktadir (77,78). Yeni
tanimlanmig niikleer reseptor ailesi i¢in olan ligandlar, HSH aktivasyonunu downregiile

eder (78).
2.1.5.2.7 Lokosit Kemoatraktani ve Sitokin Saliverilmesi

HSH aktivasyonunun otokrin ve parakrin siirekliligi i¢in sitokinlerin artmus
tiretimi ve/veya aktivitesi kritik olabilir. HSH matriks {iretiminde ve kontraktilitedeki
direkt etkiler sirasiyla otokrin TGFb ve endotelin-1" e baglanmistir. HSH’ler mono- ve
polimorfoniikleer 16kositlerin infiltrasyonunu indiikleyerek inflamatuar yaniti
gliclendirebilirler. Trombinin stimiile ettigi aktif HSH’ler, ““monocyte chemotactic
protein-1” (MCP-1) yaparlar (60). HSH’ler ayrica notrofil kemoatraktanlarini da
yaparak alkolik KC hastaliginin karakteristik noétrofilik akiimiilasyonuna katkida
bulunabilirler (64).

2.1.6 Fibrozisin Siiresi

Karaciger, cesitli etyolojik uyaranlara inflamasyon ve nekroz ile yanit verir ve
karaciger yaralanmast meydana gelir (Liver injury). Etyolojik neden ne olursa olsun

karaciger dokusu yara iyilesmesi siirecine fibrozis ile girmektedir (Sekil 2).
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Yara Lyilegme Cevabi

_ KARACIGERDE
TORSIE== | INFLAMASYON ve

MNEKROS
METABOLIK

Sekil 2. Karacigerde inflamasyon, nekroz ve fibrozis olusumu

FIBROSIS

Fibroziste ilerleme siiresi etkene, ¢evresel faktorlere ve genetige gore degisir.
Ornegin malign biliyer bir obstriiksiyonda sarigi baslangicindan yaklasik 10 ay sonra
siroz gelisirken, kronik Hepatit-C infeksiyonunda alkol yoksa siroza ilerleme yaklagik
20 y1li almaktadir. Yine erkeklerde fibrozis gelisimi kadinlara gore daha hizlidir. Bunun
nedeni Ostrogenin antifibrojenik olmasi1 ile agiklanmistir (79,80). Genglerde ve
yaslilardaki fibrozis gelisme oraninda fark yoktur. Ancak geng¢lerde bazal ESM miktari
daha az oldugundan belirgin fibrozis seviyesine ulagmasi i¢in yaslilara gore bir siire

daha gecikebilir.
2.1.7 Fibrozisin Geri Doniisiimii

Fibrozis geri doniisiimliidiir. Bu bircok Kronik KC hastaliginda, etyolojik
faktoriin elemine edilmesiyle gosterilmis olmakla birlikte bu konuda belki de en iyi
belgelenmis Ornek Kr. Hepatit-C infeksiyonunun tedavisi ile (supresyon veya
eleminasyon) histolojik diizelme saglanmasidir (81). Eger siroz hizla olusmussa
tamamiyla diizelme ihtimali vardir. Buna 6rnek; karbon tetrakloriir veya safra yollari
ligasyonu ile fare KC’de olusturulmus fibrozisin, etken kaldirildiginda tamamen

diizelmesidir (82). Maruziyet 20 haftay1 gectiginde siroz artik oturmus oldugundan geri
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dontisiim s6z konusu olmazken bu siire 14 hafta ile sinirli oldugunda, 3 ay gibi bir
siirede siroz tamemen ortadan kalkmaktadir. Bu bilgiye dayanarak; fibrozis veya
sirozun geridoniigiimsiizliigli tamemen siireye baglidir denebilir. Bunun nedeni kronik
maruziyette matriks proteinazlarin azalmis ekspresyonlart veya zaman asiminin
kolajenin degradasyonuna diren¢ olusturan kollajen fibrillerin ¢apraz baglari ile izah
edilmektedir (83,84). Fibrozisin uzun siireden beri mi yoksa yakin zamanlarda mi
birikmeye basladigini ayiran bir test cok faydali olabilirdi ancak maalesef heniiz boyle

bir test mevcut degildir.

Bir de sessiz seyirli siroz vardir ki bunlarda standart KC testleri esas olarak
normal bulunmaktadir. Buna en iyi 6rnek alkoliklerdir. Alkol alim1 KC’de kalic1 hasar
hatta siroz olusturmus olabilir. Fakat alkol alimi kesildiginde KC fonksiyonlar1 eski
haline geri doner. KC’de olugsmus skarlar devam etmekle birlikte eger portal

hipertansiyon bulgular1 gelismemisse klinik olarak sessiz seyreder.

2.1.8 Fibrozisin Degerlendirilmesi

Fibrozisin degerlendirilmesinde histoloji altin standarttir ve genellikle igne
biyopsisi ile 6rnek alinir. Biyopsi esnasinda igne, sirotik nodiiliin fibroz kapsiiliine degil
parankimine girebileceginden, mikroskopta hem normal goriiniimlii hepatosit goriilmesi
ile hem de portal triat i¢in yetersiz 6rnek olmasi nedeniyle zaman zaman islemin
teknigine bagli zorluklar yasanir. Fibrozis i¢in spesifik boyalar kullanilmaktadir;
retikiilin boyasi ile esas olarak ESM’in glikoprotein igerigi boyanirken, trikrom ile
kollajenler boyanmaktadir. Fibrozisin niceliksel degerlendirmesi i¢in bir¢ok skorlama
sistemi mevcuttur. Picrosirius kirmizist kollajenin herhangi bir tipine spesifik olarak
baglanir ve spektrofotometre ile niceliksel olarak hesaplanir, ya da bilgisayarli imaj

analiz ile fibrotik dokunun biiyiikliigii bulunabilir.

Karaciger biyopsisindeki riskler g6z Oniine alindiginda fibrozisin
degerlendirilmesinde goriintiileme metodlar1 ve noninvaziv kan testlerinin kullanilmasi
diisiiniilmistiir. Ultrasonografi (USG); karacigerde makroskopik nodiilleri gostermesi,
portal hipertansiyon bulgularinin elde edilmesi agisindan kullanilmaktadir ancak diisiik
dereceli fibrozisi ayirt edememektedir. Bilgisayarli tomografi ve radyoizotop taramalar

da USG ile ayn1 sinirlamalara sahiptir. Magnetik rezonans (MR) ise, fibrozis ile birlikte
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olan demir yiikiini saptayabilmektedir = ancak spesifik olarak fibrozisi

goriintiileyememektedir.

Kanda dolasan fibrogenezis gostergelerinin saptanmasi i¢in bugiine dek ¢ok ¢aba
sarfedilmistir ki lizerinde en ¢ok c¢alisilani ESM proteinlerinin pargaciklaridir. Bunlar
ekstraseliiler kollajenin bir yan iirlintidiir. Kollajen tip-I ve tip-III, N ve C terminal
uzantilar1 ile prokollajen olarak salinmaktadir. Molekiiliin stabil olan fibril formuna
doniismesi i¢in bu uzantilardan kurtulmasi gerekmektedir. Yeni yapilan ESM proteinleri
degradasyona ugrayarak bu parcaciklarin dolasima geg¢mesine neden olur. Bu
pargaciklarin tespiti i¢in bircok immunoassay testler gelistirilmistir. Bunlar arasinda en
stk kullanilan1 prokollajen III’iin N-terminal peptidi i¢in olamdir (pNIIp). KC
inflamasyonunda bu parcacigin plazma diizeyinin yiiksek bulunmasi prokollajen III
salinimimin oldugunu diisiindiirmektedir. Buna ragmen, aktif fibrozis esnasinda bile
KC’den kaynaklanan kollajen tiim viicudun sadece kii¢iik bir kismini temsil etmektedir.
Dahas1t baz1 romatolojik hastaliklar bir yana birakilirsa pNIllp’nin dikkate deger
yiiksekligi sadece KC fonksiyonlart bozulmus olan KC hastaliklarinda olmaktadir.
Seviyeler hemokromatoziste diisiik veya normaldir, ¢ilinkii hemokromatoziste
karakteristik olarak genelde 1yi korunmus KC fonksiyonlar1 ve minimal inflamasyonla

birlikte fibrozis olmaktadir.

Tim bu bulgular, dolasimdaki pNIIlp diizeyinin esas olarak KC’de fazla
yapimdan ziyade, azalmig KC klirensinden kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir
(28). pNIlIp’nin dolasan parcaciklart farkli boyut ve antikor dzgiilligiindedir. Biiyiik

parcalar KC tarafindan kiigiikler ise bobrek tarafindan temizlenmektedir.

Hyaluronik asid, spesifik bir enzim ile matriksten koparilan bir matriks
bilesenidir. Temizlenmesi ise KC’de sinilizoidal endotel tarafindan olmaktadir.
Perisiniizoidal fibrozis gelistiginde endotelyal hiicre fonksiyonlar1 olumsuz etkilenir ve
Hyaluronik asid’in klirensinin azalmasi ile sonuglanir. Hepatik fibrozisin derecesi
arttikca plazma Hyaluronik asid seviyesi artar, ciddi artiglar ise genellikle siroz lehine

alinir (85).
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2.1.9 Fibrozisin Tedavisi

Ilerleyici fibrozis olan hatta siroz olan her hasta tedaviye adaydir. Tedavideki
baslangi¢ noktasi hasar olusturan ajanin elemine edilmesi ya da suprese edilmesi
olmalidir. Hasar olusturan faktér durdurulursa doku kendi kendini onaracak, fazla
ESM’1 degrade edecek ve aktive HSH’1 apoptozise ugratarak normal KC yapisini tekrar
olusturacaktir. Ikincil tedavi yolar1 ise hasar cevabini diizenleyen ajanlarin
kullanilmasidir. Bir¢ok kronik KC hastaliginin etkili bir tedavisinin olmadigi gz oniine

aliacak olursa bu son yontemin daha popiiler olmasi beklenebilir.

Fibrozisin hiicresel patogenezi iizerindeki c¢aligmalar yeni tedavi yaklagimlar

dogurmustur, bunlar1 bagliklar halinde soyle siralayabiliriz;
a) Immiinomodiilator bilesikler

b) Stellate hiicre aktivasyonunu inhibe edenler

¢) Antioksidanlar ve sitoprotektif ajanlar

d) Kollajen sentezinin ve degradasyonunun modulatorleri
e) Digerleri

Birgok ajan yukarida sayilan yollardan birden fazlasim1 kullanarak etki eder.
Genelde Immiinomediilatér bilesikler ve Stellate hiicre aktivasyonunu inhibe eden

ajanlar tedavi etkinligi acisindan daha timit verici gibi goriinmektedir.
2.1.9.1 immiinomodiilatér Bilesikler
2.1.9.1.1 Kortikosteroidler

Ozellikle otoimmiin hastaliklarda ve alkolik KC hastahiginda uzun yillar
antiinflamatuar ajan olarak kullanilmistir. Gergekten de otoimmiin hastaliklarda
kullanilan steroid fibrozis ya da siroza ilerlemeyi yavaslatmaktadir. Alkolik hepatitlerde
ise kisa donem survivali diizeltmekte ancak uzun siirede fibrozis veya siroza ilerlemeye

etkisine olan dair olan bilgiler yetersizdir.
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2.1.9.1.2 Kolsisin

Antiinflamatuar ve kollajenolitik 6zellikleri vardir ve fibrozis ile seyreden KC
hastaliklarinda kullanilmistir. Ancak sonuglar geligkilidir (86). Primer Biliyer sirozlu

vakalarda biyosimik faydalar1 gosterilmisken survivale etkisi yoktur (87).
2.1.9.1.3 interferon alfa

[lk kez Castilla ve arkadaslar1 Interferon alfa’min antifibrotik etkisi oldugunu
ortaya atmis ve 8 HCV’li hastanin 6’sinda aktif fibrogenezin durdugunu ve serum
pNIIIp’in normallestigini gdstermistir (88). Hayvan deneyleri Interferon alfanin viral
olmayan KC fibrozisinde de etkili oldugunu gdstermistir (89,90). Interferon alfanin
anti-viral etkisinden bagimsiz olarak antifibrotik etkinliginin olup olmadigi halen
arastirma konusudur. Interferon gama da bircok mezenkimal hiicre tipini siiprese eder

ve HSH’nin proliferasyonunu ve aktivasyonunu sinirlar (91).
2.1.9.1.4 Diger immiinmodiilator sitokinler

Bunlar arasinda IL-12 ve IL-10 sayilabilir. IL-12 murine schistosomiasis’te
basar1 ile kullanilmistir (92). IL-10 ise potansiyel antiinflamatuar ajandir. IL-10’un
yoklugu, hayvan modellerinde artmis fibrogenez ile kendini gostermistir (93). Kiiciik
bir HCV’li hasta grubunda denenen IL-10 ile 90 giinliik tedavi ile %28 hastada

fibroziste regresyon oldugu gézlenmistir (94).
2.1.9.2 Stellate Hiicre Aktivasyonunu Inhibe Edenler
2.1.9.2.1 TGFp inhibisyonu

Antifibrotik tedavi yaklagimlari igerisinde en kapsamli arastirilan gruptur. Bu
sitokinin aktivasyonu reseptor diizeyinde anti-TGFP antikorlari veya proteoglikan
decorin gibi TGFB’ya baglanan ya da soluble- TGFp reseptorii ve dominant-negatif
reseptor gibi yarigsmali olan reseptor antagonistleri ile bloke edilmistir. Yarigmaci
reseptor antagonistlerinin KC hasarinin  baglangicinda ve kronik KC hastaligi
esnasindaki uygulamalarinin etkili oldugu bildirilmistir (95,96). TGFB’y1 hedef alan

tedavilerin basaris1 tartismalidir, ¢iinkii TGFB bir¢ok hiicre igin antiproliferatiftir ve
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TGFB’in disregiilasyonu bazi kolon kanserleri ve epitelyal neoplazmlarin temelinde

yatmaktadir.

2.1.9.2.2 Endotelin aktivitesinin inhibisyonu

Kiiltiirde indiiklenmis HSH aktivasyonunu 6nemli derecede azaltir (97). Hayvan
modellerinde endotelin reseptdrleri olan ET4 ve ETg nin birlikte ya da sadece ETA nin
tek basina reseptor antagonistinin kullanimi, fibrozis basladiktan sonra bile %50

oraninda KC kollajeninde azalmaya yol agmustir (28).

2.1.9.2.3P entoksifilin

Bir TNF antagonisti olarak antiinflamatuar etkinlige sahip olmakla birlikte ayn1
zamanda kiiltiir fibroblastlarinda antiproliferatif ve antifibrotik bir ajan olarak da
bilinmektedir. Bu ilag HSH’lerde serumun ve PDGF nin aracilik ettigi DNA sentezini,
kollajen sentezini ve gen ekspresyonunu inhibe eder. Pentoksifilin ile sinirli sayida
hayvan deneyleri tecriibesi olup, antifibrotik olarak yapilmis hi¢ insan ¢alismasi

bulunmamaktadir (98,99).

2.1.9.2.4 Halofuginon

Bu bilesik kiiltiir fibroblastlarda kollajen sentezi ve gen ekspresyonunu inhibe
eder (100). Siganlarda deneysel KC fibrozisinde bu etkileri gosterilmistir (101,102).
Postoperatif adezyonu onleyici etkileri i¢in insanlarda kullanilmigsa da KC hastalifinda

yapilmis bir ¢alisma mevcut degildir (28).

2.1.9.2.5 Fumagillin ve analogu TNP—470

Kiiltiirde HSH aktivasyonunu azaltir. Sicanlarda in vivo kullanilan bu iki ajanin
CCly veya dimetilnitrozamin ile indiiklenmis fibrozisin ilerlemesini Onledigi

gosterilmistir (103).

2.1.9.2.6 Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitorleri

Antifibrotik ajan olarak calisilmistir. Kaptopril, sicanlarda safra yollari

ligasyonu ile olusacak fibrozisi yavaslatmistir (104). Bir ACE inhibitorii olan
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perindopril hem fibrozisi 6nleme hem de geri cevirmede etkili bulunmustur.

Angiotensin-II reseptdr blokeri olan Candesartan da benzer etkilere sahiptir.
2.1.9.3 Antioksidantlar ve Sitoprotektif Ajanlar
2.1.9.3.1 Vitamin-E

CCly ile olusturulmus KC fibrozisini sinirlamada etkili bulunmustur. Asir1 demir
yukleyerek olusturulmus KC hasarint onleyici etkisi arastirilmistir ancak sonuglar

celiskilidir (105).
2.1.9.3.2 Silymarin

Devedikeni siitlinden elde edilmis bir flavonoidtir. Silymarin ya da onun esas
aktif bilesigi olan silybinin bir¢ok hepatotoksine karsi lipid peroksidasyonunu ve akut
KC hasarim1 azaltir. Hayvanlarda fibrozisi dondiirebilse de insan c¢alismalarinda

sonugclar ¢eligkilidir (106).
2.1.9.3.3 Polyenoylphosphatidylcholine (PPC)

Fibrozise kars1 bircok potansiyel aktivite sekillerine sahip poliansatiire bir
lipidtir. PPC sitokrom p450 2E1’i inhibe eder ve KC lipid peroksidasyonunu azaltir.
Hiicre kiiltiirlerinde HSH aktivasyonunu yavaslatir ve kollajenolitik aktiviteyi stiimiile
eder (107). Ilag ayn1 zamanda Kupffer hiicre aktivasyonunu da smirlayabilir (108).
KC’in toksik ve immiin hastaliklarinda faydali bulunmustur (109).

2.1.9.3.4 “Sho-saiko-to”

Glycyrrhizin, glycyrrhetic acid, baicalin ve baicalein igeren bitkisel bir Japon
karisimidir. Akut ve Kr KC hastaliklarinda faydali oldugu ve antitiimor etkilerinin de
mevcut oldugu bildirilmistir. Serbest radikalleri temizler ve interferon gamay1 indiikler.
Bilesim, kiiltirde HSH aktivasyonunu ve proliferasyonunu direkt olarak inhibe eder

(110).
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2.1.9.3.5 Ursodeoxycholic acid (UDCA)

Antifibrotik aktivite gdsteren sitoprotektif bir ajandir. Dogal safra asidlerinin
hepatosit apoptozis yapict etkilerini bloke ederek toksisitelerini sinirlamaktadir. Hayvan
modellerinde, biliyer obstrilksiyonda gelisen hepatik fibrogenezi Onemli Olglide

azaltmaktadir (111).
2.1.9.3.6 Prostaglandinler (PG)

Ozellikle “E” serileri sitoprotektif ve antiinflamatuar etki gdstermektedirler.
PGE1 ve PGE2 hayvan modellerinde fibrogenezi azaltmakta ancak insanlarda higbir
etki gostermemektedir (112). Biliyer fibrozisi olan sigan modellerinde PGE1 kollajen

gen ekspresyonunu azaltmaktadir.
2.1.9.3.7 Malotilate

Asetaminofen, bromobenzen, CCly, dimetilnitrozamin dahil bir¢ok toksinin yol
actigt KC hasarini inhibe eden bir bilesimdir. Etki mekanizmasinin, bu sayilan toksik
bilesimleri, toksik ara iiriinlere metabolize eden sitokrom p450 2E1’i suprese ederek
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica ilacin antiinflamatuar etkinliginin de oldugu
sOylenmektedir. Deneysel hayvan modellerinde {imit verici etkilerine ragmen insanlarda

etkinligi gosterilememistir (113).
2.1.9.4 Kollajen Sentezinin ve Degradasyonunun Modulatorleri

Kollajenin 3’lii helikal formda stabilizasyonu i¢in prolin rezidiilerinin
hidroksilasyonu kritik bir oneme sahiptir. Kollajen 3’lii heliksinin destabilizasyonu

kollajen degradasyonuna yol acar.
2.1.9.4.1 Prolilhidroksilaz inhibitorleri (HOE 077)

Antifibrotik olarak kullanilmaktadir. Bu sinifin yegane bilesimi HOE 077
(pyridine-2,4-dicarboxylic-di  [2-methoxyethyl] amide) olarak adlandirilan bir
molekiildiir ve bir pro drug olarak hepatosit tarafindan alinarak aktif inhibitorlerine

dontstiiriiliir. Deneysel hayvan modellerinde biyokimyasal ve histolojik diizelme
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saglayip, kollajen gen ekspresyonunda dramatik etkiler gosterir (114). In vivo
kosullarda SMA’nin smirli ekspresyonu, ilacin prolilhidroksilaz aktivasyonundan

bagimsiz olarak HSH aktivasyonunu suprese ettigini akla getirmektedir.

2.1.9.4.2 Safironil

HOE 077’in bir varyantidir. Prolilhidroksilaz’a karsi inaktiftir fakat in vivo
olarak hepatik fibrogenezin 6nlenmesinde HOE 077 kadar potenttir. Hem HOE 077
hem de Safironil, kiiltirde HSH aktivasyonunu bloke etmektedir. Bu nedenle her
ikisinin de etki mekanizmalarmin prolilhidroksilaz’1 inhibe etmekten ziyade HSH’i

inhibe etmek oldugu diisiiniilmektedir (115).

2.1.9.5 Digerleri

2.1.9.5.1 Hepatocyte growth factor (HGF)

Uzun yillardir HSH’nin bir iiriinii olarak bilindi. Kiiltirde HSH aktivasyonuyla
HGF ekspresyonun azalmis olmasi bu hiicrelerdeki growth faktorle fibrogenezis
arasinda resiprokal bir iligkinin olabilecegini diisiindiirmektedir. KC hasar1 olan
siganlarda antifibrotik aktivite yoniinden HGF test edilmis ve KC kollajen igeriginin
%25-50’sini, kollajeni ve TGFP genini siiprese ettigi bulunmustur (116). Bazi
aragtirmacilar da HGF’nin KC’de kollajenaz aktivitesini arttirarak — sirozun

rezollisyonunu sagladigi ve survivali uzattigini iddia etmislerdir (117).

2.1.9.5.2 Trichostatin A

Streptomyces mantarinin bir drliniidiir ve histondeasetilaz’in spesifik bir
inhibitoriidiir. Histon’un hiperasetilasyonu genel olarak hiicrelerin farklilagsmasi ile
iligkilidir. Sican deneylerinde primer kiiltiirde yeterli dozda trichostatin A ile tedavide
histonun hiperasetilasyonu saglanmis ve bunun da HSH aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. Herhangi bir toksisitesi olmayan bu bilesimin in vivo olarak fibrogenezde

bir etkisinin oldugu tam olarak gdsterilememistir.
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2.1.9.5.3 Octreotid

Portal hipertansiyondaki bilinen etkilerinin yani sira antiinflamatuar etkilere de
sahiptirler ve anti fibrotik olarak yillar 6nce dnerilmislerdir (28). Siganlarda 100 pg/kg
sabah aksam subkutan uygulama ile %33 civarinda fibrogenezin azaldig1 goriilmiistiir

(118).

2.1.9.5.4 Hiicre hedefli antifibrotik ajanlar

HSH’lerdeki spesifik reseptorler hedef alinmaktadir. Bunlar arasinda “mannose-
6-phosphate/insulin-like growth faktor II” (M6P/IGF-II) reseptorii ve Tip VI kollajen
reseptorii sayilabilir. Bu reseptorleri baglayici olan antifibrotik ajanlarin kullanimi da

bir sonraki basamak olarak planlanmaktadir (28).

2.1.9.5.5 Flavonoidler

Flavonoidler fenilalaninden sentez edilen bitki pigmentleridir ve genel olarak
bitkinin ta¢ yapragimin renklerini yansittifindan harika renklere sahiptirler. Son
zamanlarda hakkinda daha cok bilimsel makalenin ortaya ¢iktigi dogal bilesimler
siifinin  bir {iyesidir ve botanistler tarafindan “taxonomic” simiflandirma igin
kullanilmaktadir. Flavonoidlerin mutajenik olduklarina dair ¢esitli bilgiler bulunsa da

hayvanlarda ¢ok diisiik toksisite tespit edilmistir (119).

Flavonoidler hem “Auxin indolyl acetic acid”in “exocytosis”ini inhibe ederek
hem de gen ekspresyon indiiksiyonu ve cesitli yollarla diger biyolojik hiicreleri
etkileyerek bitki bliylimesini regiile etmektedir. Flavonoidler bir¢ok bakteriye
bakteriostatik ya da bakteriositik etki gdstermekte, reverse transcriptase ve protease gibi

onemli viral enzimleri inhibe etmekte ve bazi patolojik protozonlari yok etmektedir.

Flavonoidler, tibbi kullanim i¢in hazirlanmis, propolis gibi bir¢ok bitkisel ilacin
yapisindaki ana fonksiyonel bilesendir. Antik ¢agdan beri bilinen propolis basta olmak
tizere flavonoidlerin kullanimini, giiniimiiz otér doktorlar1 bir ¢ok sik goriilen hastaligin
tedavisinde giin gectikce daha fazla 6nermektedir, buna sebep olarak da; kanitlanmis

spesifik enzim inhibe edici Ozelliklerinin bulunmasini, bazi hormon ve
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norotransmitterlerin stimiilasyonunu ve serbest radikalleri temizleme 6zelliklerinin

bulunmasini géstermektedir (119).

2.1.9.5.5.1. Propolis ve Cape

Propolis Yunanca’dan tliremis bir terimdir. “Pro” Oniinde-girisinde, “polis” ise
topluluk-sehir anlaminda bir kelime olup ar1 kovaninin savunmasinda kullanilan bir
madde olarak bilinmektedir. Propolis veya bal aris1 zamki (Bee glue), is¢i arilarin hus
(betula), kavak, kizilaga¢, s0giit, hurma gibi bir¢ok agacin yapraklarinin
tomurcuklarindan topladiklar1 kahverengimsi sakizsi bir maddedir. Bal arilar1 bu
maddeyi imal etmek i¢in bitkilerden aktif olarak sekrete edilen materyali veya
bitkilerdeki zedelenmelerden otiirii disar1 sizan maddeleri kullanabilirler (lipophylic
materyal, mucilages, ¢ikletler, regineler vs gibi). Bu materyalleri toplayan arilar daha
sonra salya ve enzimatik sekresyonlarla bunu zenginlestiririr ve kovanin duvarim
ortmek, catlaklar1 ve bosluklar1 doldurmak ve yuvaya saldiran ve Oldiiriilmiis olan

bdcekleri mumyalamak icin kullanir (120).

Modern  “herbalist”’ler ~ propolisi  antibakterial, antifungal, antiviral,
hepatoprotektif, antiinflamatuar, viicut direncini arttirici 6zellikleri ve gastroduodenal
ulserleri tedavi edici 6zelliklerinden dolay1 6nermislerdir. Haricen cilde uygulandiginda
bakteri ve mantarin neden oldugu cesitli dermatitlere iyilestirici etki gosterirler. Bugiin
propolis kapsiil, krem ve toz formlarinda, agiz bakiminda, bogaz pastili seklinde ¢esitli

ticari formlar1 mevcuttur.

a) Kimyasal Yapi

Propolisin yapisinda simdiye kadar esas olarak polifenoller olmak tizere 180°den
fazla bilesik saptanmistir. Asil polifenoller ise Flavonoidler olup buna fenolik asidler ve
esterler, fenolik aldehitler, ketonlar vs eslik eder. Propolisteki diger bilesimler; % 5-10
civarinda ugucu yaglar ve aromatik asidler, %30—40 bal mumu olup geri kalaninda
recineler, pelesenkler (melisa, ogul otu) ve icerisinde magnezyum, nikel, kalsiyum,
demir ve ¢inko gibi 6nemli elementlerden zengin polen zerrecikleri bulunur (121). Yeni
bilesimler ise propolisin Brezilya (3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic acid) ve Cin

(octacosanol) Orneklerinden izole edilmistir. Son yillarda propolisin  kimyasal
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kompozisyonu bir 6l¢iide aydinlatilmis olsa da armin dolastigir bolgelerdeki topladigi
orneklerin olduk¢a farkli olmasindan dolay1r propolisin kimyasal kompozisyonu da

onemli farkliliklar arz eder.

Propolisin antimikrobiyal Ozellikleri esas olarak pinocembrin, galangin ve
pinobanksin adli flavonoidlere baglanmaktadir. Pinocembrin’in ayni zamanda
antifungal 6zelligi de vardir. Diger aktif bilesimleri ise “coumaric ester” ve “caffeic
acid”lerdir. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) tiimdr hiicrelerine karsi sitotoksik etki
gostermektedir (sekil 3). Diger bilesimler arasinda olan “prenylated p-coumaric” ve
“diterpenic acid”ler antibakteriyel ve sitotoksik aktiviteye sahiptirler. “Caffeoylquinic

acid” tiirevleri ise immiinmodiilator ve hepatoprotektif etki gosterir.

MOLEKLUL FORMULU: C17H1604 MOLEKIUL AGIRLIGE: 284.3

Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE)
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Sekil 3. CAPE’in kimyasal formiilii (122).

b) Farmakolojik Ozellikleri

Propolis preperatlar1 in vitro ortamda antimikrobiyal etki gosteriyor olup esas
olarak Gram pozitif (Staphylococci ve Strepthococci tiirleri) ve Gram negatif bacterilere

(E. coli, K. pneumoniae, P. vulgaris ve P. aeruginosa), Helicobacter pylori, protozoa (T.
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cruzi), mantar (Candida albicans) ve virusler (HIV, Herpes viruses or influenza viruses)
etki gosterirler. Bir calismada propolisi ¢ozmek icin kullanilan extraktin propolisin
antimikrobiyal potansiyelini etkileyebilecegi gosterilmistir (123). Gergekten de yagh
preparatlar genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Gliserin soliisyonlari
Gram (+) bakterilerde ¢ok az inhibisyon gosterirken etanol ve propilen glikol
soliisyonlar1 mantarlara karsi 1iyi aktivite gostermektedir. Caligmalar, propolisin
streptomisin ve cloxacillin’in antibakteriyel aktivitesi ile belirgin sinerjik etkilesim
gosterdigini, kloramfenikol, cefradine ve polymyxis B’nin antibakteriyel aktivitesinde
de orta derecede sinerjik etki gosterdigini ortaya koymustur (124).

Propolisin akut ve kronik hastaliklarda antiinflamatuar etkinligi vardir fakat bunu
nasil gergeklestirdigi hala netlik kazanmamistir. Son zamanlarda, Rossi ve arkadaslari
propolisin  konsantrasyon-bagimli  sekilde COX aktivitesini inhibe ettigini
gostermiglerdir (125). Test edilen bilesimler arasinda sadece CAPE ve galanin’in
propolisin antiinflamatuar aktivitesinde payir oldugu ve bunlardan da CAPE’in

katkisinin daha fazla oldugu gosterilmistir.

Propolisinin siganlarda in vivo olarak CD4/CDS8 T lenfosit oranin1 arttirdig1 ve in
vitro olarak ise makrofajlarda immiinostimiilatér ve immiinomodiilator etki gosterdigi
ortaya konmustur (126-128). Bu etki sahasi propolisin akut ve kronik inflamasyonlarda
agizda, Ust ve alt solunum yollar1 infeksiyonlarinda, deri iilserlerinde kullaniminin
mantiklt oldugunu izah edebilir (129). Ayrica propolis siganlarda Karbon tetrakloriir
veya parasetamol ile olusturulmus akut karaciger hasarinda hepatoprotektit etki

gostermektedir (130).

Bilindigi gibi “glutathione” (GSH), kimyasallarla olusturulmus hiicre hasarina
kars1 protektif bir role sahiptir. GSH karacigerde en énemli antioksidan molekiillerden
biri olup fizyolojik konsantrasyonlari, hiicrelerin normal redox islerinin devamina
katkida bulunmaktadir. Propolis de siganlarda, parasetamoliin indiikledigi GSH
tiiketimini geri ¢evirebilmekte ve bdylece hiicre dliimiinii dnlemektedir. Propolis ayrica
oksijen radikallerini de temizlemektedir (131). Son c¢alismalar propolisin J3-
mercaptoethanol’lin “autoxidation™ sirasinda iiretilen superoxide anion formasyonunu
inhibe edebilecegini gostermistir (132). Bu calismalarda CAPE’in bu inhibisyonu
saglamada galangin’den daha aktif oldugu bulunmustur. CAPE ayrica tavsanlarda
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infrarenal aortik okliizyon sonrasinda gelisen iskemik spinal kord hasarina karsi da
koruyucudur. Bu deneysel ¢alismalarin sonuglari, torasik veya torakoabdominal aort
anevrizmalarinin cerrahisi onarimi esnasinda bu komplikasyonlardan korunmak igin
propolisin ve propolisin aktif komponenti olan CAPE’in proflaktik kullanimimi akla

getirmektedir (133).

Propolis ayrica kokainle benzer anestezik bir etkiye sahiptir ve biyolojik
dokularda rejeneratif etki gosterip birgok kanser hiicresine karst da antineoplastik
aktivite gosterir (128-133). Hiicre boliinmesini ve protein sentezini de inhibe etmektedir
(134). CAPE, tiimor nekroz faktor (TNF)’iin yani sira phorbol ester, ceramide,
hydrogen peroxide ve okadaic acid gibi diger inflamatuar ajanlarin indiikledigi NF- kB
aktivasyonunu da inhibe etmektedir (Sekil 4 ve 5). CAPE propolis igerisinde
kemopreventif (kimyasal Onleyici) ve antitiimoral etkinligi olan major aktif
bilesimlerden biri olarak saptanmistir (135). Bununla birlikte propolis ve aktif
komponenti olan CAPE’in kanser tedavisindeki olumlu etkisinin mekanizmasi tam

olarak anlasilmig degildir ve daha ileri deneysel ¢aligmalara ihtiyag vardir.

TNF Diger inflamatuar
afanlar: Phorbol Ester
Ceramide
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Sekil 4. Stellate Hiicrenin NF- kB tarafindan aktive edilisi
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Sekil 5. CAPE NF- kB ’y1 inhibe eder

¢) Yan Etkileri

Propolis diisiik dozlarda kullanildiginda giivenli olarak bilinirken, 15 g/giin
dozundan fazla kullanildiginda yan etki siklig1 artmaktadir. En sik yan etkiler alerjik
reaksiyonlar, cilt ve miik6z membran irritasyonu olarak bildirildiginden astim hastalari,

egzemali ve lrtikerli hastalar tedavi edilirken dikkatli olunmalidir.
d) Gelecekteki Umitler

Propolisin kan basincim1 ve kolesterol seviyesini distrdiigii, hatta ilag
kesildikten haftalar sonrasina dek kolesterol diisliriicii etkisinin devam edebilecegi rapor
edilmistir (136). Bilindigi gibi aterosklerozun patogenezinde, mikroorganizmalarin
lipopolisakkaritler, hiicresel adezyon molekiilleri ve sitokinler araciligi ile katkida
bulundugu ve giin gectikge daha c¢ok kabul goren inflamatuar ve immiinolojik
mekanizmalar s6z konusudur. Propolisin yukarida bahsedilen antihipertansif ve antilipid
etkilerinin yani sira antibakteriyel ve antiinflamatuar 6zelliklerinin de olusu, onu

aterosklerozdan koruyucu ve tedavi edici bir ilag olarak giindeme tasimistir (127). Bu
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nedenden dolay1 propolisin, aterosklerozun onlenmesi ve tedavi edilmesi amaciyla

kullanilmas1 diistintilmiistir.
e) CAPE ile NF- kB iliskisi

Kanathlardan memelilere dek dizilmis ¢esitli organizmalarda transkripsiyon
faktor NF- kB ailesinin tiyeleri tanimlanmistir. Memelilerde en yaygin dagilimli NF B
baglayici1 faktor pSO ve p65 (Rel-A)’dan olusan bir heterodimerdir. Bu transkripsiyon
faktorii birgok cevapta esas rol oynayip gen ekspresyonunun hizli indiiksiyonu ile
konakg1 savunmasina yol acar. Ozellikle gesitli inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu,
major histokompatibilite kompleks genlerini ve timor metastazlarinda olan adezyon
molekiillerini kontrol eder. NF- xB’nin ve ona bagimli genlerin disregiilasyonu
toksiseptik sok, graft versus host reaksiyonu, akut inflamatuar durumlar, akut faz
yanitlar1, viral replikasyon, radyasyon hasari, ateroskleroz ve kanserin dahil oldugu

cesitli patolojik durumlarla beraberdir.

Diger transkripsiyon faktorlerinden farkli olarak NF-kB proteinleri, IkB-alfa
adindaki bir inhibitor subiinit tarafindan inaktif bir sekilde stoplazmada tutulur. IxB’nin
fosforilasyonu ve onun daha sonraki degradasyonu NF-kB’nin niikleusa
translokasyonuna izin vermektedir. Bu aktivasyon, inflamatuar sitokinler [yani tumor
necrosis factor (TNF), lymphotoxin ve interleukin 1], mitojenler, bakteriyel {iriinler,
protein sentez inhibitorleri, oxidative stress (H202), ultraviole 15181 ve phorbol esterler
gibi bir¢ok ajan tarafindan indiiklenir (137). NF- kB’nin aktivasyonunu downmodulate
yapabilen ajanlar terapotik miidaheleler i¢in bir potansiyele sahiptir.

CAPE’in antiviral, antiinflamatuar ve immunomodulator o6zelliklere sahip
oldugu ve farkli tiplere doniligmiis hiicrelerin biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir
(4,138). CAPE’in, doniisiime ugramis hiicrelerde “redox™ tepkimesini degistirerek
apoptozisi indiikledigi one siiriilmektedir (139). Yine CAPE’in lipid peroksidasyonunu
suprese ederek antioksidan aktivite gosterdigi ve ornitin dekarboksilaz, protein tirozin
kinaz ve lipooksijenaz aktivitelerini inhibe ettigi rapor edilmistir (140,6). Ayrica
CAPE’in, phorbol esterin indiikledigi H202 {iretimini ve timor tesvikini de inhibe ettigi
iddia edilmektedir (141).
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CAPE’e atfedilmis bir¢ok aktivitenin molekiiler bir temeli tanimlanmamasina
ragmen, CAPE’in inhibe ettigi aktivitelerin bir¢cogunda NF-xB’nin aktivasyonu
gerekmektedir. Insan histiyositik hiicre dizilerinde (The human histiocytic cell line
U937 cells) yapilmig bir ¢alismada CAPE’in doza bagimli olarak NF-kB’yi yiiksek
oranda inhibe ettigi gosterilmistir (5).

Literatiirde CAPE’in gerek karacigerde gerekse karaciger disi organlardaki
fibrozisi onleyici 6zelligi oldugu sinirli sayida yapilmis caligmalarla vurgulanmistir
(142). Ancak genel olarak karaciger fibrozisini 6nleyici etkisinin oldugu yoniinde pek
az calisma mevcuttur (10). CAPE’in fibrozisi nasil dnledigine dair ¢esitli mekanizmalar
One siirtilmiistiir. Bu yonde yapilmis bir in vitro ¢galismada CAPE’in dozuna bagl olarak
HSH’nin proliferasyonunu ve kollajen sentezini inhibe ettigi ya da apoptozunu
indiikledigi gosterilmistir (143). Burada CAPE’in reaktif oksijen intermediate’lerini
azaltarak HSH’nin proliferasyon ve kollajen sentezini inhibe ettigi diisiiniilmektedir
(7,144). Bir baska mekanizmanin ise bu etkiyi COX-2 ekspresyonunun ve NF- xB
aktivasyonunun inhibisyonunu saglayarak gergeklestirdigi sanilmaktadir (145). Bir
fenolik tiirev olan CAPE’in bu antioksidan 6zelliginin diger fenolik bilesimler gibi
“inositol phosphate” metabolizmasi, “tyrosine” ve “protein kinase” activationunu
suprese ederek gerceklestirdigi one siirtilmektedir (146).

Mekanizmas1 ister anti-oksidasyon ister HSH inhibisyonu {izerinden olsun
CAPE’in artik fibrozisi Onleyici etkisi oldugu literatiirde tartisilmaya baslamistir.
Bununla birlikte karacigerde deneysel olarak olusturulmus fibrozisin CAPE ile
geriledigi gosterilen bir calisma bulunmamaktadir. CAPE’in hem fibrozis gelisimine
olan onleyici etkisini arastirmak hem de olusmus fibrozisi geriletici etkisinin olup
olmadigin1 ortaya koymak ve boylece literatiire katki saglamak amaciyla bu c¢alisma

tasarlanmustir.
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GEREC VE YONTEM
3.1. Gere¢ ve Yontem

Bu deneysel calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Komitesinden
06.May1s.2005 tarihinde onay alinarak Fizyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuarinda gercgeklestirildi. Calismaya aliman sicanlarda deneylerin tiim
asamalarinda ‘Guide for the Care and Use of Laboratory Animals’ (NIH Publication
86-23, revised 1985) kurallarina uyulmustur.

CAPE, propolisden wusuliine uygun olarak ekstrakte edildi (4).
Dimetilnitrozamin, ticari {iriin olarak Sigma’dan (Louis, MO) alindi. DMN ile siroz

olusturma modeli, literatiirde tarif edildigi gibi tasarlandi (147).

3.1.1 Eksperimental diizenleme (Caliyma Tasarimi)

Bu c¢alismada ortalama agirliklart 250-300 g arasinda olan 60 adet Wistar-Albino
erkek sican kullanildi ve her grupta 10 tane sican olmak iizere toplam 6 gruba
randomize edildi.

1. Grup; Bu gruptaki hayvanlar “sham” grubu olarak alindi. Haftanin ardisik 3
giinliinde toplam 4 hafta boyunca intraperitoneal olarak serum fizyolojik injekte
edildi (saline intraperitoneal (ip) / haftanin ilk 3 giinii / 4 hafta)

2. Grup; Bu gruptaki hayvanlara CAPE 10 pmol/kg/ip/ haftanin ilk 3 giinii / 4 hafta
uygulandi.

3. Grup; Bu gruptaki hayvanlara dimetilnitrozamin (DMN) %]1’lik 10 mg/kg ip /
haftanin ilk 3 giinii / 4 hafta uygulandi.

4. Grup; Bu gruptaki hayvanlara 6énce CAPE 10 umol/kg/ip/ haftanin ilk 3 giinii 1
hafta verildikten sonra DMN %1°lik 10 mg/kg ip / haftanin ilk 3 giinii / 4 hafta
uygulandi.



39

5. Grup; Bu gruptaki hayvanlara es zamanli olarak CAPE 10 pumol/kg/ip ve DMN
%1°lik 10 mg/kg/ip haftanin ilk 3 giinii / 4 hafta uygulanda.

6. Grup; Bu gruptaki hayvanlara dnce DMN %1°lik 10 mg/kg ip / haftanin ilk 3 giinii /
4 hafta verildi, daha sonra CAPE 10 pmol/kg/ip/ haftanin ilk 3 giinii 1 hafta
uygulandi.

3.1.2 Hayvanlar ve Bakimi

Calismaya alinan hayvanlar 21 °C sicaklikta, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik
sikliisii olan bir ortamda tutuldu. Hayvanlarin agirligi 250-300 g arasinda olup standart
sican yemi ile beslendi. Calismaya baslamadan 6nce yapilan muayenede saglik durumu
elverisli olmayan siganlar calismanin disinda birakildi. Her hayvanin kuyrugu, grubuna
gore bir renkle boyandi ve ¢izgi sayisi ile numaralandirildi. Calisma sonunda
hayvanlara 50 mg/kg /IP Ketamin ile anestezi saglandi. Toraks agilarak kalpten kan
ornegi alindi. Alinan kanlar EDTA’1 ve kirmizi baglikli kuru tiiplere konuldu. Daha
sonra tiim hayvanlar dekapitasyonla sakrifiye edilerek karacigerleri ¢ikartildi. Karaciger
doku ornekleri %10'luk nétral tamponize formalin soliisyonunda patoloji laboratuarina

teslim edildi.

3.1.3 Biyokimyasal Olciimler

Diiz tliplere konulan kan Ornekleri “Hermle-Z328” santrafiij cihazi ile 4000
rpm’de 5 dakika santrifiijj edilerek serumlarina ayristirildi. “Moduler Analyzers”
(Roche/Hitachi 917) ve “SISMEX 2000i” cihazlarinda analiz oncesi kalibre kontrol
degerleri calisilarak cihaz spesifitesi kontrol edildi. Biyokimyasal tetkikler “Moduler”
cihazinda spectrofotometrik yontemle Olgiildii. Ayrnstirilan  serumlar  “moduler”
cthazinin 6zel “sample” kaplarina yerlestirilerek serumlarda aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), gamaglutamil
transpeptidaz (GGT), total bilirubin (TB), direkt bilirubin (DB), total protein (TP) ve
albumin diizeylerine bakildi. EDTA’ll tiipe alinan kan &rnekleri “SISMEX 2000i”
cthazinin 6zel raklarina yerlestirilip flowcytometrik yontemle okutularak tam kan
sayimi1 yapildi.

3.1.4 Karacigerin Histopatolojik Degerlendirmesi
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Karaciger doku ornekleri %10'luk nétral formalin soliisyonu icerisinde 24 saat
fikse edildikten sonra karacigerlerden en az 3 kesit alinarak sirasiyla alkol ve ksilol
sollisyonlarindan gegirilip parafin icerisine gomiildii. Parafin bloklar olusturularak 5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Hematoxylin-Eosin (H&E) ve Masson-Trikrom
boyalari ile histokimyasal boyamadan sonra 151k mikroskopu ile incelendi. Preparatlar
hepatolojide tecriibeli bir patolog tarafindan modifiye Knodell skorlamasina gore,
fibrozis diizeyi 0 ile 6 arasinda olmak iizere 7 stage lizerinden kor olarak degerlendirildi

(148,149,150) (Tablo 3).

Tablo 3. Modifiye Edilmis Knodell Skorlamasi

Degisiklik Skor
Fibrozis Yok 0
Bazi portal alanlarda kisa fibroz, septumlu veya 1

septumsuz fibroz genisleme

Cogu portal alanlarda kisa fibroz, septumlu veya 2

septumsuz fibroz genisleme

Cogu portal alanlarda kisa fibroz genisleme, nadir porto- 3
portal kopriilesme
Portal alanlarda belirgin kdpriilesmeyle birlikte hem 4

porto-portal hem porto-sentral kopriilesme

Nadir nodiillerle birlikte belirgin kopriilesme (porto- 5

portal ve/veya porto-sentral kdpriilesme) (inkomplet)

Diffiiz fibrozis ve nodiil olusumu (Siroz) 6

3.1.5 istatistiksel analiz

Tiim degerlendirmeler SPSS 11.0 windows software ile yapildi. Kruskal-Wallis
Testi kullanilarak gruplar coklu olarak karsilagtirildi. Anlamli ¢ikan degerlerde,
anlamlilig1 olusturan grubu bulmak i¢in ikili karsilastirmalar Mann-Whitney-U Testi ile

yapildi. P degerinin <0.05 olmas1 anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

4.1 Bulgular

Caligsmaya alinan toplam 60 sigandan 7 tanesi ¢alisma siiresini tamamlayamadan

oldi. Calisma, geriye kalan 53 siganla yiiriitiildii.

Grup-1: Caligmaya 10 siganla baslandi1 ve 10 siganla tamamlandi. Caligma sonuna dek
sicanlarda genel durumda bozulma, kilo kaybi gibi yan etkiler gézlenmedi. Calisma

sonunda patolojik incelemede normal karaciger dokusu goriildii (Resim 1).

Resim 1. Serum Fizyolojik sonrasi Karaciger (X200)

Grup-2: Caligmanin 10 sicanla yapilmasi planlandi ancak 1 sigana herhangi bir
enjeksiyon yapilmadan ¢alisma giinii kafesinde 6lii bulundugundan c¢alisma 9 sigan ile
yiriitiildii. Calisma sonuna dek sicanlarda genel durumda bozulma, kilo kaybi gibi yan
etkiler gozlenmedi. Calisma sonunda patolojik incelemede normal karaciger dokusu

goriildii.

Grup-3: Calismaya 10 siganla baslandi. Calismanin 10. giinliinde 1 sigan kafeste 6lii

bulundu. Karacigerinin makroskopik olarak tamamen siyahlastigi izlendi. Patolojik
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incelemede koagiilasyon nekrozunun yani sira fibrozisin kismen secilebildigi goriildii.
Uygulamanin 15.giiniinde 1 sicanin daha 6ldiigii goriildii. Bu siganin idrarinin koyu sar1
renkte geliyor olmasi dikkat ¢ekti. Patolojik incelemede ilk dlen sicanin karacigeri gibi
koagiilasyon nekrozunun oldugu ancak fibrozisin daha belirginlestigi goriildii.
Calismay1 tamamlayan toplam 8 sicanin genel durumlarinin her gegen giin daha
bozuluyor olmas1 dikkat ¢ekti ve bu siganlarin zayifladigi ve ortalama kilosunun 187 +
8 gram (Yaklasitk %30 kilo kaybi) oldugu goriildii. Calisma sonunda patolojik
incelemede portal catinin bozuldugu, diizensiz olarak portal-portal, portal-santral
fibrozis ve sentrilobuler nekrozisin oldugu ve erken rejenerasyon nodiillerinin ortaya

ciktig1 izlendi (Resim 2).

Resim 2 DMN ile olusturulmus sirotik karaciger (X100)

Grup-4: Calismaya 10 siganla baslandi1 ve 10 siganla tamamlandi. Caligma sonuna dek
siganlarda genel durumda bozulma olmadi ancak kismen kilo kaybi1 goriildii. Calisma
sonunda ortalama agirlik 234 + 7 gram (Yaklasik %10 kilo kayb1) oldugu goriildii.
Patolojik incelemede portal catinin bozulmadigi ve yer yer rastlanan ince diizensiz

portal-portal fibrotik bantlarin varlig1 dikkat ¢ekti (Resim 3).
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Resim 3 Once CAPE ardindan DMN uygulanan karaciger (X100)

Grup-5: Calismaya 10 sicanla baslandi. Calismanin 16. giinii 1 sigan kafesinde 6lii
bulundu. Bu siganin son 2 giindiir koyu sar1 renkli idrar ¢ikardigi ve genel durumunun
bozuldugu goriilmiistii. Patolojik incelemede portal catinin bozuldugu, diizensiz olarak
portal-portal, portal-santral fibrozisin oldugu ve erken rejenerasyon nodiillerinin ortaya
ciktig1 izlendi (Resim 4). Diger 9 siganda genel durumda bozulma ve zayiflama dikkat
cekti. Calisma sonunda sicanlar ortalama 185 + 9 gram (Yaklasik %35 kilo kaybi)
oldugu goriildii.

Resim 4 CAPE ve DMN birlikte uygulanan karaciger (X200)
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Grup-6: Calismaya 10 siganla baglandi. Calismanin 17. giinii 1 sigan, 18. giinii 2 si¢an
kafesinde olii olarak bulundu. Patolojik incelemede sigan karacigerlerinin portal
catisinin kismen bozuldugu, diizensiz olarak portal-portal, portal-santral hafif fibrozisin
ortaya ciktigi izlendi (Resim 5). Calismayr tamamlayan toplam 7 siganin genel
durumlarinin her gegen giin daha bozuluyor olmasi dikkat c¢ekti ve bu sicanlarin

zayifladig1 ve ortalama kilosunun 186 + 5 gram (Yaklasik %40 kilo kayb1) oldugu

goriildi

Resim 5 Once DMN ardindan CAPE uygulanan karaciger (X200)
Calisma sonunda patolojik degerlendirme ile fibrozis miktar1 yar1 kantitatif
olarak hesaplanan sirotik sicanlarin fibrozis ortalamalar1 tablo ve grafik halinde asagida

verilmistir (Tablo 4, Grafik 1).

4.1.1 Fibrozis

Gruplar arasindaki fibrozis diizeyleri karsilagtirilmis olup Grup 1 ve Grup 2
arasinda fibrozis agisindan fark bulunamadi (p=1,000). Bu gruplarla diger tiim gruplar
arasinda anlamli fark bulundu (p=0,000). Grup 3 ile Grup 5 arasinda ve Grup 4 ile Grup
6 arasinda fark bulunamadi (p>0,05). Grup 3 ile Grup 4 arasinda ve Grup 4 ile Grup 5
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arasinda anlamli fark bulundu (p=0,000). Grup 3 ile Grup 6 arasinda ve Grup 5 ile Grup
6 arasinda anlamli fark bulundu (p=0,001) (Tablo 4).

Tablo 4. Gruplar arasindaki fibrozis ortalamalari

Gruplar Say1 Fibrozis ortalamalari

Grup 1 10 0%

Grup 2 9 0°

Grup 3 8 5,62+0,51°

Grup 4 10 2,90 +0,31°

Grup 5 9 5,22 +0,83°

Grup 6 7 3,28 +0,75¢

A; Tim gruplarda p= 0,000 ab ve bc; p=0,000

ac ve bd; p>0,05 ad ve cd; p=0,001



Grafik 1. Gruplar arasindaki fibrozis ortalamalari
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4.1.2 Biyokimyasal Degerler

Tiim gruplarin biyokimyasal degerlerinin ortalamalar1 toplu olarak Tablo 5’te
gosterilmis olup bu degerlerin istatistiksel olarak karsilagtirmalar1 da Tablo 6’da yer
almistir. Tablo 6’da, karsilastirmalarda bulunan p degeri rakam olarak belirtilmis olup
karsilagtirma yapilmasina gerek olmayan gruplar i¢in (Kruskal-Wallis Testinde p>0,05
olmasi1) sadece p>0,05 ifadesi kullanilmigtir. Bu tabloya gére AST, GGT, Lokosit
(WBC) ve Trombosit (PLT) diizeylerinin gruplar arasi karsilastirmada anlamli derecede

farkli olmadiklar1 goriildii.

4.1.3 Total Protein

Tek bagsina CAPE uygulanan Grup 2’deki total protein (TP) miktarinin kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde artmis oldugu bulundu (p=0,033). DMN verilen tiim
gruplarda TP miktarinin kontrol grubuna gore azaldigi, bu azalmanin Grup 3 ve Grup
6’da anlamli diizeyde oldugu (p=0,005), Grup 4 ve Grup 5’de anlaml1 diizeyde olmadigi
goriildi (sirasiyla p=0,138 ve p=0,327). CAPE uygulamakla tiim gruplarda TP
miktarinin arttig1 ancak bu artistn DMN grubuna gore Grup 2 ve Grup 5’de anlaml
diizeyde oldugu (sirasiyla p=0,004 ve p=0,044), Grup 4 ve Grup 6’da ise anlamlh
diizeyde olmadigi bulundu (sirasiyla p=0,082 ve p=0,886).

4.1.4 Albumin

Tek basina CAPE uygulanan Grup 2’deki albumin miktarinin kontrol grubuna
gore azalmis oldugu ancak bu azalmanin anlamh diizeyde olmadigi bulundu (p=0,145).
DMN verilen tiim gruplarda albumin miktarinin kontrol grubuna gore azaldigi, bu
azalmanin Grup 3-5-6’da (p=0,001) ve Grup 4’de (p=0,000) anlamli oldugu bulundu.
CAPE uygulamakla Grup 6 hari¢ tiim gruplarda albumin miktarinin arttig1 ancak bu
artisin DMN grubuna gore Grup 2°de anlamli oldugu (p= 0,003), Grup 4-5-6’da anlaml
olmadig1 bulundu (sirasiyla p=0210, p=0,516, p=0517).

4.1.5 Bilirubin
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Tek basina CAPE uygulanan Grup 2’deki TB miktarinin kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde azalmis oldugu bulundu (p=0,000). DMN verilen tiim gruplarda TB
miktarinin kontrol grubuna gore arttigi, bu artisin Grup 3-4-5-6’da anlamli oldugu
bulundu (sirastyla p=0,001, p=0,004, p=0,002, p=0,038). CAPE uygulamakla tiim
gruplarda DMN grubuna gore TB miktarinin azaldigi, bu azalmanin Grup 2-4-6’da
anlamli oldugu (sirastyla p=0,001, p=0,006, p=0,017), Grup 5’de ise anlamsiz diizeyde
oldugu bulundu (p=0,337).

Tek basina CAPE uygulanan Grup 2’deki direkt bilirubin miktarinin kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde azalmis oldugu bulundu (p=0,003). DMN verilen Grup
3’de direkt bilirubin diizeyi artmis olmakla birlikte bu artisin anlamli diizeyde olmadigi
bulunmustur (p=0,343). Diger gruplarda artis gdzlenmeyip bilakis kontrol grubuna gore
azalma tespit edilmis ve bu azalmanin Grup 2 ve 4’de anlaml diizeyde oldugu (sirasiyla
p=0,003 ve p= 0,005), Grup 5 ve 6’da anlaml1 diizeyde olmadig1 bulunmustur (sirasiyla
p=0,439 ve p=0,287). CAPE uygulamakla Grup 2 ve 4’de DMN grubuna gore anlaml
diizeyde (sirastyla p=0,012 ve p= 0,025), Grup 5 ve 6’da anlamli olmayan bir azalma
tespit edilmistir (sirasiyla p=0,203 ve p=0,306).

4.1.6 Alanine Aminotransferase (ALT)

Tek basina CAPE uygulanan Grup 2’deki ALT miktarinin kontrol grubuna gore
anlamli olmayan diizeyde artmis oldugu bulundu (p=0,086). DMN verilen tiim
gruplarda ALT miktarinin kontrol grubuna gore arttig1, bu artisin Grup 3’de ve Grup 4-
5-6’da anlamli oldugu bulundu ( sirastyla p=0,032, p=0,001). CAPE uygulamakla ALT
miktarinda DMN grubuna gore Grup2-4’de azalma (sirasiyla p=0,239, p=0,922), Grup
5-6’da artma oldugu (sirasiyla p=0,370, p=0,949) ancak bu degisimlerin anlamli

olmadig1 bulundu.

4.1.7 Alkalen Fosfataz

Tek basmma CAPE uygulanan Grup 2’deki alkalen fosfataz miktarinin kontrol
grubuna gore anlamli olmayan diizeyde azalmis oldugu bulundu (p=0,566). DMN
verilen tlim gruplarda alkalen fosfataz miktarinin kontrol grubuna gore arttig1, bu artisin

Grup 3-4-6’da anlamli oldugu (sirasiyla p=0,002, p=0,016, p=0,001), Grup 5’de ise
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anlaml diizeyde olmadigi bulundu (p=0,769). CAPE uygulamakla tiim gruplarda
alkalen fosfataz miktarinin DMN grubuna gore azaldigi, bu azalmanin Grup 2-4-5’de
anlaml diizeyde oldugu (sirastyla p=0,002, p=0,025, p=0,022), Grup 6’da ise anlamli
diizeyde olmadigi bulundu (p=1,000).

4.1.8 Hemoglobin

Tek bagina CAPE uygulanan Grup 2’deki hemoglobin (Hb) miktarinin kontrol
grubuna goére anlamli olmayan diizeyde azalmis oldugu bulundu (p=0,539). DMN
verilen tiim gruplarda Hb miktarinin kontrol grubuna gore azaldigi, bu azalmanin Grup
3-4-5-6’da anlamli oldugu (sirasiyla p=0,019, p=0,002, p=0,001, p=0,001) bulundu.
CAPE uygulamakla DMN grubuna gore Grup 2’de anlamli diizeyde (p= 0,05), Grup 4-
5-6’da anlamli olmayan degisiklikler izlendi (sirastyla p=0,464, p=0,655, p=0,565).

4.1.9 Gruplar Arasinda Istatistiksel Olarak Fark Goriilmeyen Biyokimyasal

Degerler

Serum aspartate aminotransferase (AST), gamaglutamil transpeptidaz (GGT),
Lokosit (WBC) ve Trombosit (PLT) diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml
degisiklikler olmadi (Tablo 6).



Tablo 5. Tiim gruplarin biyokimyasal degerlerin ortalamalar1
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Laboratuvar Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Total Protein 6,96 + 0,32 7,32 +0,47 5,81+ 1,02 6,65 + 0,46 6,84 + 0,40 591+0,71
g/dl
Albumin 3,39 + 0,09 3,27+ 0,34 2.28+0,54 2,61+0,47 2,48 +0,44 2,17+0,37
g/dl
Total Bilirubin 0,08 +0,01 0,03 + 0,01 0,42+ 0,27 0,14 + 0,05 0,31+0,23 0,15+0,33
mg/dl
Direkt Bilurubin 0,033 + 0,02 0,01 +0,00 0,10+ 0,10 0,01 +0,00 0,03 + 0,04 0,03 + 0,05
mg/dl
AST 136,2 +32,28 168,11 + 79,01 203,00 + 106,02 144,20 + 42,32 227,42 + 127,02 256,28 + 312,83
U/L
ALT 57,80+ 9,10 82,88 + 38,59 101,14 + 54,84 94,30 + 22,07 126,57 + 27,95 135,85+ 131,86
U/L
ALP 10,40 + 9,00 7,77 + 6,96 141,16 + 136,39 28,77 + 18,18 46,28 + 104,06 138,14 + 111,13
U/L
GGT 4,30+9,74 1.22 40,66 3,83+2,13 2,11+ 1,05 2,85+2,.85 2,57+4,15
U/L
WBC 9680,50 + 9140 + 5581,89 11354,29 + 10990,00 + 10891 + 6876,07 9284,28 +
mm?/dl 4290,95 4945,04 5067,27 6332,44
Hb 14,72+ 0,55 14.12 +1.46 10,88 + 4,22 12,74 + 1,65 11,11 +2,87 10,74 + 2,61
g/dl
Trombosit 788900 + 580888 + 382571,4 + 837400,00 + 583285,71 + 783571,42 +
mm?/dl 362072,87 479551,20 246324,89 455188,89 415957,41 543732,42
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Tablo 6 Tiim gruplarin biyokimyasal degerlerinin karsilagtirmalari

Gruplar T.Prot. Album T.Bil D.Bil AST ALT ALP GGT WBC Hb Tromb.

p degeri pdegeri | pdegeri | pdegeri | pdegeri | pdegeri | pdegeri | pdegeri | pdegeri | pdegeri | pdegeri

1-2 0,033 | 0,145 | 0,000 | 0,003 | p>0,05 | 0,086 | 0,566 | p>0,05 | p>0,05 | 0,539 | p>0,05

1-3 0,005 | 0,001 | 0,001 | 0,343 | p>005 | 0,032 | 0,002 | p>0,05 | p>0,05 | 0,019 | p>0,05

1-4 0,138 | 0,000 | 0,004 | 0,005 | =005 | 0,001 | 0,016 | p>0.05 | p>0,05 | 0,002 | p>0,05

1-5 0,327 {0,001 | 0,002 | 0,439 | p>005 | 0,001 | 0,769 | p>0,05 | p>0,05 | 0,001 | p>0,05

1-6 0,005 | 0,001 | 0,038 | 0,287 | p>0.05 | 0,001 | 0,001 | p>0,05 | p>0,05 | 0,001 | p>0,05

2-3 0,004 | 0,003 | 0,001 | 0,012 | p>0,05 | 0,289 | 0,002 | p>0,05 | p>0,05 | 0,050 | p>0,05

2-4 0,006 | 0,007 | 0,000 | 0,343 | p>005 | 0,102 | 0,003 | p>0,05 | p>0,05 | 0,072 | p>0,05

2-5 0,071 | 0,004 | 0,001 | 0,098 | p>005 | 0,030 | 0,489 | p>0,05 | p>0,05 | 0,023 | p>0,05

2-6 0,002 | 0,001 | 0,481 | 0,036 | =005 | 0,184 | 0,001 | p>0,05 | p>0,05 | 0,011 | p>0,05

3-4 0,082 | 0,210 | 0,006 | 0,025 | =005 | 0,922 | 0,025 | p>0,05 | p>0,05 | 0,464 | p>0,05

3-5 0,044 | 0,516 | 0,337 | 0,203 | p>0.05 | 0,370 | 0,022 | p>0,05 | p>0,05 | 0,655 | p>0,05

3-6 0,886 | 0,517 | 0,017 | 0,306 | p>0,05 | 0,949 | 1,000 | p>0,05 | p>0,05 | 0,565 | p>0,05

4-5 0,405 | 0,557 | 0,079 | 0,271 | p>005 | 0,032 | 0,044 | p>0,05 | p>0,05 | 0,221 | p>0,05

4-6 0,035 | 0,049 | 0,019 | 0,101 | p>005 | 0,696 | 0,003 | p>0,05 | p>0,05 | 0,107 | p>0,05

5-6 0,040 | 0,139 | 0,025 | 0,710 | p>0,05 | 0,063 | 0,018 | p>0,05 | p>0,05 | 0,609 | p>0,05
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TARTISMA

Fibrozis gelisiminde en ¢ok suglanan hiicre, disse mesafesinde yerlesmis olan
Stellate hiicreleridir (Sekil 1). Bu nedenle HSH’ler KC fibrozis tedavisinde ana
hedeflerdir. HSH’yi inhibe ederek fibrozisin gerilemesini saglayan cesitli tedavi
modaliteleri vardir, bunlar arasinda; TGF inhibisyonu, Endotelin aktivitesinin
inhibisyonu, Pentoksifilin, Halofuginon, Fumagillin ve analogu olan TNP—470,
Angiotensin converting enzyme inhibitorleri (ACE) sayilabilir (28). Antifibrotik tedavi
yaklagimlar1 icerisinde en kapsamli arastirilan grup TGFp inhibisyonu yapan tedavi
modaliteleridir. Ciinkii birgok arastirmada TGFp vasitasiyla HSH’ nin aktive oldugu ve
bu stimiilasyonla Tip I kollajen sentezlendigi gosterilmistir (68). Kiiltiirde aktive
edilmis HSH’ler tarafindan Tip I kollajeni stimiile eden diger faktorler retinoidler,
anjiotensin II, interlokin 1b, TNF ve asetaldehidden olusmaktadir (66). Fakat bunlardan
hi¢ birisi TGFp-1 kadar gii¢lii degildir. TGFB-1 hydrogen peroxide ve C/EBPb bagiml
mekanizma vasitastyla HSH’de kollajeni stiimiile eder (68). Bu sitokinin aktivasyonu
reseptor diizeyinde anti-TGFP antikorlar1 veya proteoglikan decorin gibi TGFp’ya
baglanan ya da soluble- TGFp reseptorii ve dominant-negatif reseptor gibi yarismali
olan reseptor antagonistleri ile bloke edilebilir. Yarigmaci reseptor antagonistlerinin KC
hasarinin baglangicinda ve kronik KC hastaligi esnasindaki uygulamalarinin etkili
oldugu bildirilmistir (95,96). Bununla birlikte TGFB’y1 hedef alan tedavilerin basarisini
tartismali bulan yazarlar da vardir, buna delil olarak; TGFB’nin bir¢ok hiicre i¢in
antiproliferatif olmas1 ve TGFf’in disregiilasyonu ile bazi kolon kanserleri ve epitelyal
neoplazmlarin ortaya ¢ikmasi gosterilmektedir (28).

HSH’yi inhibe eden dogal antifibrotikler de vardir. Deneysel fibrozis
modellerinde bu tiriinlerin etkinlikleri in vivo olarak gosterilmistir. Bunlar arasinda deve
dikeninden elde edilmis “silymarin” ve aktif maddesi glycyrrhizin, glycyrrhetic acid,
baicalin ve baicalein’den olusan ‘“‘sho-saiko” sayilabilir. Bunlar kiiltiir ortaminda

HSH’yi direkt olarak bloke edebilmektedirler (110,151). Ayrica “histone deacetylase™
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bloke eden “Streptomyces fungus”unun bir {Uriinii olan “Trichostatin A”, herhangi bir
toksisiteye yol agmadan HSH’yi inhibe edebilmektedir (152).

Son yillarda deneysel hayvan modellerinde HSH’yi inhibe ederek fibrozisi
durdurmay1 amaglayan dogal maddeler arasinda fenolik bir bilesik olan “Caffeic acid
phenethyl ester” (CAPE) de bildirilmektedir (142). CAPE, bal arisinin bir iiriinii olan
propolisin  aktif maddesi olarak bilinmektedir ve etkinli§i antimitojenik,
antikarsinojenik, antiinflamatuar, immunomodulatér ve antioksidan olarak
bilinmektedir (4,138). Antioksidan fenolik bilesikler temel olarak inositol fosfast
metabolizmasini, tirozin ve protein kinaz aktivasyonunu siiprese ederek proliferasyon
ve kollajen sentezini azaltir (146,153). CAPE’e atfedilmis bir¢ok aktivitenin molekiiler
bir temeli tanimlanmamasina ragmen, CAPE’in inhibe ettigi aktivitelerin birgogunda
NF-kB’nin aktivasyonu gerekmektedir. Fibrozis siirecinde aktive olan NF- xB bir
yandan HSH proliferasyonuna yol acgarkan bir yandan da HSH’nin apoptozunu
engellemektedir (Sekil 4). CAPE dogrudan dogruya HSH’yi inhibe ettigi gibi NF- kB ’y1
inhibe ederek hem HSH’nin proliferasyonunu durdurmakta hem de apoptozisini
saglamaktadir (143).

Kanatlilardan memelilere dek dizilmis c¢esitli organizmalarda transkripsiyon
faktor NF- kB ailesinin tiyeleri tanimlanmistir. Bunlar birgok cevapta esas rol oynayip
gen ekspresyonunun hizli indiiksiyonu ile konak¢1 savunmasina yol agar. Ozellikle
cesitli inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu, major histokompatibilite kompleks
genlerini ve timor metastazlarinda olan adezyon molekiillerini kontrol eder. Diger
transkripsiyon faktorlerinden farkli olarak NF-xB proteinleri, IxB-alfa adindaki bir
inhibitér sublinit tarafindan inaktif bir sekilde stoplazmada tutulur. IxB’nin
fosforilasyonu ve onun daha sonraki degradasyonu NF-kB’nin niikleusa
translokasyonuna izin vermektedir. Bu aktivasyon, inflamatuar sitokinler (yani tumor
necrosis factor (TNF), lymphotoxin, ve interleukin 1), mitojenler, bakteriyel iirtinler,
protein sentez inhibitorleri, oxidative stress (H202), ultraviole 15181 ve phorbol esterler
gibi bir ¢ok ajan tarafindan indiiklenir (137,154).

NF- «B’nin aktivasyonunu downmodulate yapabilen ajanlar terapotik
miidaheleler i¢in bir potansiyele sahiptir. Insan histiyositik hiicre dizilerinde (The
human histiocytic cell line U937 cells) yapilmis bir calismada CAPE’in doza ve

uygulama siiresine bagimli olarak NF-«kB’yi yiiksek oranda inhibe ettigi gosterilmistir
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(5). CAPE, diisiik dozlarda HSH’lerin proliferasyonunu ve kollajen sentezini inhibe
ederken, yiiksek dozlarda HSH’lerin apoptozunu indiiklemektedir (143).

Serbest oksijen radikallerinin (SOR) (sliperoksid ve hidroksil radikalleri,
hidrojen peroksid vs) hiicre solunumu sirasinda elektron transport sistemini bozdugu,
memran lipid peroksidasyonuna neden oldugu, siilfidril enzim inaktivasyonu yaptigi,
protein ¢apraz baglar1 ve DNA kiriklar1 olusturarak hiicreye hasar verdigi bilinmektedir.
SOR’nin kaynagi hasarli KC hiicrelerinden ziyade nétrofiller olmasi nedeniyle KC
dokusu daha da hasar gorebilir (155). Bu molekiiller normal olarak antioksidan sistem
tarafindan etkisiz hale getirilir. Ancak SOR’nin artmasi ya da antioksidan sistemlerin
bunlarla bas edememesi sonucu hiicre hasar goriir. Literatiirde SOR’ni arttirarak
CAPE’in antioksidan etkisi deneysel modellerde arastirilmistir (156,157). Farmakolojik
olarak giivenli oldugu gosterilmis bir bilesik olan CAPE’in, lipid peroksidasyonunu
suprese ettigi, buna karsilik antioksidan molekiiller olan “catalase”, “total glutathion” ve
“superoxide dismutase” enzimlerinin seviyelerini artirdig1 gosterilmistir (156). Boylece
CAPE’in SOR temizleyicisi oldugu ve hiicreyi koruyucu etkisi oldugu sdylenebilir.

Nitrozaminler ¢evresel kimyasallar sinifindan olup ¢evrede cesitli endiistriel
kaynaklarda bulunurlar (6rnegin sigara dumani) ve bircok dokuda makromolekiilleri
alkillerler. DMN, nitrozamin siifinin potent bir {iyesi olup hepatotoksik ve karsinojenik
potansiyele sahiptir. KC, DMN metabolizmas1 ve toksisitesi i¢in birincil hedef olup
bobrek, akciger ve 6zofagus ikincil hedefler arasindadir (158). DMN sadece reaktif
metabolitler yoluyla hepatosite direkt toksik etki yapmakla sinirli kalmayip aym
zamanda “cytolytic” ve SOR veya membran lipid peroksidanlari gibi proinflamatuar
ajanlar iireterek de KC’e hasar verir (158). Bu nedenle antioksidan kapasiteye sahip
CAPE’in, DMN’ye bagli KC hasarina olumlu etkilerinin olmasi beklenebilir.

Sicanlarda fibrozis modeli olusturmak icin DMN, “Carbon tetrachloride”
(CCl4), Cisplatin ve sigara dumani gibi g¢esitli hepatotoksik ajanlar kullanilmaktadir
(9,155,157,159). Diisiik doz dimethylnitrosamine (DMN) ile fibrozis olusturma modeli
literatiirde acik olarak gosterilmistir (147,160). DMN uygulaniginin 4. haftasinda, hizli
septa formasyonlu santral nekroz ve mikronodiiler siroz yapmasi nedeniyle, DMN siroz
modeli olusturmada siklikla kullanilmaktadir (159).

DMN uygulanan model deney hayvanlarinda yapilan bir ¢alismada DMN
uygulamasin1 takip eden 1. haftada HSH’lerin S-faz oranlarinda pik oldugu
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gozlenmistir. Bu c¢alisma DMN’ye bagh karaciger hasarinda 1. haftada HSH
proliferasyonunun hayli fazla oldugunu diisiindiirmiistiir. Ayn1 calismada prolifere olan
HSH’lerin 4 hafta zarfinda matriks iireten myofibroblastlara doniistiigii ve karaciger
fibrozisine neden oldugu ifade edilmektedir (159,161). Calismamizda, kisa siireli diisiik
doz uygulamis oldugumuz DMN ile dordiincii haftada karacigerde fibrozis, septal
olusumlar ve regenerasyon nodiilleri goriilerek 6rnek model elde edilmistir.

Bu calismada DMN ile deneysel fibrozis olusturulmus sicanlara DMN oncesinde
(Grup 4) ve DMN sonrasinda (Grup 6) CAPE uygulanarak, CAPE’in (Grup 4)’de
fibrozisi anlamli diizeyde oOnledigi, (Grup 6)’da da anlamli diizeyde gerilettigi tespit
edilmistir. Ancak CAPE ve DMN’nin birlikte verildigi (Grup 5) hayvanlarinda fibrozis
gelisiminde herhangi bir gerileme olmadigi saptanmistir. Bu durum, CAPE’in,
hepatotoksik bir ajan olan DMN ile es zamanli kullanilmadig1 zaman fibrozisi 6nlemede
ve olugsmus fibrozisi geriletmede basarili oldugu sonucuna gotiirmektedir. Birlikte
uygulandiginda neden fibrozise etkisinin az oldugu sorusunun yaniti ise CAPE’in DMN
ile aynm1 ortamda (intraperitoneal) etkilesimi sonucu bozunmasi ya da DMN’nin CAPE
emilimini bozarak toksik etkinin koruyucu etkiden 6nde gelmesi seklinde spekiile
edilebilir.

Karaciger fibrozisi kronik karaciger hastaliklarinin siniflandirilmasinda, tani ve
evrelemesinde ana histolojik parametredir. Bununla birlikte hem deneysel modellerde
hem de klinik ¢aligmalarda karacigerin patolojik tetkikinde fibroz dokunun kantitatif
olarak kesin miktar1 olduk¢a 6nem arzetmektedir. Kollajen igeriginin saptanmasinda
“colorimetric” degerlendirmeler, dijital olarak fibrozis miktarin1 belirleyen tamamen
bilgisayarli “Photoshop software” programi ile ¢alisan metodlar ve “High Performance
Liquid Chromatography” analiz sistemi ile perkiitan biyopside alinan KC dokusunda
fibrozis oranlar1 biliylik oranda dogruluk yiizdelikleriyle bakilabilse de (159,162).
fibrozis diizeyini tespit etmede yar1 kantitatif skor sistemleri hala gilivenle
kullanilmaktadir (148,163,164). Hangi metodun daha kullaniglt ve giivenilir olduguna
dair ulasilmis bir fikir birligi heniiz mevcut degildir (164).

Fibrozis diizeyini tespit etmede birgok histolojik siniflandirma Onerisi yapilmis
olup bu konuda bir standart getirilmesine ve belirsizligin minimize edilmesine
calisilmistir. Bunlar arasinda kalitatif yontemler de olmakla beraber istatistiksel analize

daha uyumlu oldugundan siklikla kantitatif sistemler kullanilmaktadir (165). Kantitatif
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sistemler arasinda Metavir ve Ishak sistemleri siklikla kullanilmaktadir ancak en sik
kullanilan1 “Knodell score”dur. (148). Patologlarin kendi aralarinda ve kendi iglerinde
yapilan (inter-and intraobserver reliability) fibrozis giivenirlik testlerinde kullanilan
yontem olan Metavir sistem ile Knodell sisteminin arasinda fark olmadigir bulunmustur
(166).

Fibroz dokunun kantitatif olarak degerlendirilmesi patologlarin kendi aralarinda
ve kendi iglerinde yapilan giivenirlik testlerinde farkli sonuglarin ortaya c¢ikmasina
neden olabilir (167). Knodell sisteminin kullanilmasini sinirlayan bu durum daha c¢ok
hepatit aktivite indeksi hesaplanirken olur. Knodell’in orijinal taniminda HAI skorunun
standart sapmasi 2.4 olarak belirtilmistir. Bu yoniiyle, 2.4’lin altindaki degisikliklerin
histolojik paternde gergek bir farklilik olarak yansitilmamasi gerekirken bu durum
klinik ¢alismalar1 baglamayip 1 puanlik oynamalar dahi istatistiksel olarak anlamli
bulunabilmektedir. Burada patologlar arasindaki korelasyon da diisiiktiir. Mitkemmel
korelasyon katsayis1 1 kabul edilirse, kapa katsayis1 0,25 ile 0,46 arasinda olup
pataloglarin birbirleri ile uyumlu sonuglar1 vermesi adina Knodell’in basaris1 diisiiktiir
denebilir (166). Ancak bu ¢alisma Hepatit C’li hastalar iizerinde yapilmistir ve Knodell
sisteminin hepatit C’li hastalarda zaten eksikliginin bulundugu bilinmektedir. Ciinkii
Hepatit C’li bir hastada Knodell sistemine gore HAI hesaplanirken siklikla gozlenen
lenfoid agregatlar, safra kanal hasar1 ve makrovezikiiler yaglanma dikkate alinmaz
(168). Bu nedenle Hepatit C’li hastalarin HAI patalogdan pataloga farkli rakamlari
yansitir. Bunun yani sira Knodell’in fibrozis skoru yaklasik 0.80’lik bir kappa katsayisi
ile 1yi bir giivenirlige sahiptir (169). Bu nedenle ayni preparati degerlendiren patologlar
arasinda benzer sonuglar bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda fibrozis skoru
hesaplanirken modifiye Knodell kullanildi ve hepatolojide tecriibeli bir patolog
tarafindan 6 puan tizerinden degerlendirildi.

Karaciger fibrozisinin patofizyolojisi hakkinda son 20 yildir artan hiicresel ve
molekiiler bilgiler sayesinde fibrozisin eskiden bilindiginin aksine irreversibl olmadigi,
ekstraseliiler matriks ve skar doku birikiminin statik degil dinamik ve regiile edilebilen
bir stire¢ oldugu anlasilmistir. Fibrozisin hatta asikar sirozun tedavi ile geriledigine dair
ciddi kanitlar mevcuttur (3). Buna, alkolik sirozlarda alkoliin birakilmasi, otoimmiin
hepatitlerde immiinsiipresif tedavi kullanilmasi, hemokromatoziste flebotomi yapilmasi,

Hepatit B’de lamivudin, Hepatit C’de ve Hepatit D’de interferon kullanilmasi, primer
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biliyer sirozda ursodeoksikolik asid ve metotreksat kullanilmasi ile asikar sirozun
gerileyebildigi ornekleri sayilabilir (3). Hatta kronik pankreatit ve koledok stenozu
nedeniyle karaciger sirozu olan hastalarda biliyer drenaj ile fibrozisin geriledigi
gosterilmistir (170). Calismamizda bir ay DMN verildikten sonra CAPE uygulanan
Grup 6 sicanlardaki fibrozis diizeyinin DMN grubundan anlamli diizeyde diisiik
bulunmus olmasi, olusmus erken evre fibrozisi geriletmesi anlaminda CAPE’i umut
verici kilmaktadir.

Heniiz hakkindaki siipheler tam olarak giderilememis olsa da genellikle erken
sirozun (reversibl donem) gerileyebildigine, buna karsilik ilerlemis sirozun (irreversibl
donem) gerilemedigine inanilmaktadir. Ger¢ekten de carbon tetrachloride ile yapilan bir
calismada, fibrozis olusturan maddeye olan maruziyet siiresi uzadik¢a fibrozis
diizeyinin arttig1, maruziyet erken kesilirse olusan fibrozisin spontan olarak geriledigi
ve maruziyet siiresinin uzamasinin dogrudan dogruya regresyonu da geciktirdigi
gosterilmistir (171). Maruziyet 20 haftay1r gectiginde siroz artik oturmus oldugundan
geri doniisiim s6z konusu olmazken bu siire 14 hafta ile sinirli oldugunda, 3 ay gibi bir
stirede siroz tamamen ortadan kalkmaktadir. Bu bilgiye dayanarak; fibrozis veya
sirozun geri doniisiimsiizligli tamamen siireye baglidir denebilir. Bunun nedeni kronik
maruziyette matriks proteinazlarin azalmis ekspresyonlari veya zaman asiminin
kollajenin degradasyonuna diren¢ olusturan kollajen fibrillerin ¢apraz baglar ile izah
edilmektedir (83,84). Fibrozisin uzun siireden beri mi yoksa yakin zamanlarda mi
birikmeye bagladigini ayiran bir test cok faydali olabilirdi ancak maalesef heniiz boyle
bir test mevcut degildir. Bizim ¢alismamizda, siroz olusturulduktan sonra hi¢ tedavi
(CAPE) verilmeden spontan regresyona birakilan bir grup olusturulmadi ve siroz
olustuktan sonra (DMN grubu) ileri donem siroz olmasi i¢in uzun siire beklenip daha
sonra CAPE uygulanan ve bdylece CAPE’in erken ve ge¢ sirozdaki bulgular
degerlendirilmedi. Bu nedenle CAPE’in basaris1 erken donem sirozlarda s6z konusudur
denebilir. ilacin ge¢ donemdeki bagarisin1 da gérmek icin baska calismalara gereksinim
vardir.

Karaciger sirozunda hastaligin evresine ve etyolojisine ve sirozun aktif olup
olmamasina gore biyokimyasal parametreler degisiklikler gosterir. Bilirubin, ALT,
AST, ALP, GGT normal veya yiikselmis olabilir. Karacigerin sentez fonksiyonlarini

gosteren diger bir parametre olan Alblimin azalmigtir. Bunun yamisira portal
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hipertansiyon nedeniyle olusan splenomegali ve hipersplenizm sonucunda lokopeni ve
trombositopeni olusabilir. Son yillarda AST/ALT oranmmin artmasi da siroz
olusumununun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (172). Literatiirde alkolle
indiiklenen KC hasarina CAPE’in olduk¢a olumlu etkisinin oldugu, KC enzimlerini ve
bilirubinleri neredeyse normale dondiirdiigli ifade edilmektedir (173). Bizim
calismamizda AST, ALT ve TB diizeyi DMN verilen tiim gruplarda artmis olup (artis
AST igin istatistiksel olarak anlamsiz ALT i¢in anlamli), CAPE uygulamasi ile AST ve
ALT’deki artisin Onlenemedigi, TB diizeyinde ise bu artiglarin azaldigi, 6zellikle
CAPE’in DMN’den once ya da sonra verilmesinin TB iizerinde olumlu etki sagladig:
tespit edildi. Bu baglamda sadece CAPE uygulanan grup 2 deki sicanlarin TB diizeyinin
de kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulunmasi CAPE’in bilirubin
birikimine engel teskil ettigi yoniinde bir spekiilasyonu akla getirmektedir.
Calismamizda DMN verilince TP miktar1 diismekte ancak CAPE ile birlikte
DMN verilince TP miktarindaki diislis onlenmekteydi. Zaten sadece CAPE verilen
grupta da kontrol grubuna gore TP miktarinin anlamli diizeyde yiiksek bulunmasi
CAPE’in protein diismesini Onleyici etkisinin yani sira yapimina da katki sagladigin
akla getirmektedir (CAPE’in immiinomodiilator etkisinin olmasi). Fakat CAPE’in
DMN’den once ya da sonra verildigi gruplarda TP miktarindaki diismenin neden
onlenemedigi ise yoruma agik birakilmigtir. Bununla birlikte CAPE’in TP’deki bu
olumlu etkisi muhtemelen albumin sentezini artirmasi ile degil globulin sentezini
artirmas1 yoniinde olabilir, zira CAPE uygulamakla DMN verilen diger gruplardaki
Albumin distisleri 6nlenememistir. Albumin seviyelerindeki diismenin ayni zamanda
albuminin negatif akut faz reaktan1 olmasi nedeniyle de olabilecegi diisiiniildii.
Calismamizda, sicanlara DMN uygulandiktan sonra Hb diizeylerinde azalma oldugu
goriildii. Calisma siiresince hi¢bir denekte hematemez ya da melena gézlenmediginden
anemi sebebi olarak gastrointestinal kanama diisliniilmedi. Sicanlardan kan alirken
teknik bir hata nedeniyle kanlar hemolize ugramis olsaydi bu durum diiz tip
orneklerinin santrifiijii sonucu elde edilen serumlarda goézle goriilebilirdi, ancak bdyle
bir durum sdz konusu olmadi. Intravaskiiler hemolizin dolayli gdstergeleri olan indirekt
bilirubin ve AST seviyesinde tan1 koydurucu degisiklikler gdzlenmediginden hemoliz
ihtimalinden uzaklasildi. Bu baglamda serum Laktat Dehidrogenaz (LDH) diizeylerine

bakilmis olsaydi intravaskiiler hemoliz yoniinden daha anlamli yorumlar yapilabilirdi
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ancak calismamizda serum LDH diizeyine bakilmadi. En son olarak Hb diizeyindeki
diismenin bizzat siroz gelisimi ile iligkilendirilebilecegi fikri agirlikli olarak diistiniildii.
Zira KC viicutta eritropoetin iireten ikinci derecede 6nemli bir organdir ve agir KC
hastaliklarinda aneminin bu nedenle sik olarak goriildiigii bilinmektedir (174).
Calismamizda CAPE’in Hb diizeyindeki bu azalmay1 onleyemedigi goriilmiistiir.

Sonug olarak DMN belirgin fibrozis olusturan hepatotoksik bir ajandir. CAPE,
etki mekanizmasi tam olarak ortaya konamamis olsa da fibrozisi dnleyen ve olusmus
fibrozisi gerileten dogal bir iirlindiir. Bu ¢alismayla, CAPE’in insanlarda da benzer

mekanizmalarla siroz tedavisinde kullanilabilecegi iimidi dogmaktadir.
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SONUC VE ONERILER

Karaciger fibrozisinin nasil olustugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Cesitli
hepatotoksik ajanlar kullanilarak deneysel olarak fibrozis olusturulmakta ve bu
olusturulan model lizerinde tedaviye dair cesitli ilaglar denenmektedir. Yaptigimiz
calisma ile dimethylnitrosamine (DMN)’in siroz olusturmada basarili bir ajan oldugunu
gordiik. Calismamizda, kisa siireli diisiik doz uygulamis oldugumuz DMN ile dordiincii
haftada karacigerde fibrozis, septal olusumlar ve regenerasyon nodiilleri goriilerek
ornek model elde edilmistir.

CAPE’in bugiine kadar antimikrobiyal, antiinflamatuar, antioksidan ve
antitiimoral etkisi olduguna dair bir¢ok yayin bulunmaktadir. Ancak antifibrotik etkileri
hakkinda sinirlt sayida yazi mevcuttur. Bu ¢alisma ile CAPE’in karacigerde antifibrotik
etkilerinin oldugu bir kez daha vurgulanmis olup, DMN ile intraperitoneal olarak es
zamanlt verilmedigi siirece fibrozis olusumunu engelledigi ve olusmus fibrozisi de
geriletebildigi goriilmiistiir.

DMN uygulanan gruplarda AST ve ALT diizeylerinin arttig1 ancak CAPE’in bu
artist  Onleyemedigi bulundu. Bununla birlikte DMN uygulanan gruplarda TB
seviyelerindeki artisa 6zellikle CAPE’in DMN’den 6nce ya da sonra verilmesinin
olumlu etki sagladigi tespit edildi. Bu durum, CAPE’in bilirubin birikimine engel teskil
edebilecegi sorusunu akla getirdi.

DMN verilen gruplarda TP miktarinin diistiigii ancak CAPE ile birlikte DMN
verilince TP miktarindaki diisiisiin 6nlendigi goriildii. Sadece CAPE verilen grupta
kontrol grubuna gore TP miktariin anlaml diizeyde yiiksek bulunmasi CAPE’in
protein diigmesini Onleyici etkisinin yani sira bilinen immiinomodiilator etkisiyle
globulin yapimina da katki sagladigini diistindiirdii. Fakat CAPE’in DMN’den 6nce ya
da sonra verildigi gruplarda TP miktarindaki diismenin neden 6nlenemedigi sorusu ise
yoruma agik birakildi.

CAPE uygulamakla DMN verilen gruplarda Albumin seviyelerindeki diismenin
Onlenemedigi goriildii. Albumin seviyelerindeki diisme siroz gelisimi nedeniyle
olabilecegi gibi albuminin negatif akut faz reaktan1 olmasinin da buna katki saglamis

olabilecegi diisliniildii.
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DMN uygulandiktan sonra Hb diizeylerinde azalma oldugu goriildi. Hb
seviyesindeki diismenin bizzat siroz gelisimi nedeni ile KC’in eritropoetin
tiretemeyisine baglandi. CAPE’in Hb diizeyindeki bu azalmay1 6nleyemedigi goriildii.

Bu c¢alismada, siroz olusturulduktan sonra hi¢ tedavi (CAPE) verilmeden
spontan regresyona birakilan bir grup olusturulmadi ve siroz olustuktan sonra (DMN
grubu) ileri donem siroz olmasi i¢in uzun siire beklenip daha sonra CAPE uygulanan ve
boylece CAPE’in erken ve ge¢ sirozdaki bulgular1 degerlendirilmedi. Bu nedenle
calismamizda elde ettigimiz sonuglar CAPE’in erken donem sirozlarda basarili olacagi
yoniindedir. Ilacin ge¢ dénemdeki basarisim da gormek igin baska calismalara
gereksinim vardir.

Sonug olarak DMN belirgin fibrozis olusturan hepatotoksik bir ajandir. CAPE,
etki mekanizmasi tam olarak ortaya konamamis olsa da fibrozisi dnleyen ve olusmus
fibrozisi gerileten dogal bir iirlindiir. Bu ¢alismayla, CAPE’in insanlarda da benzer

mekanizmalarla siroz tedavisinde kullanilabilecegi timidi dogmaktadir.
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