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OZET

Yurdakul Ertan Hanife, Mast Hiicre Stabilizatorii Kromolin Sodyumun
Deneysel Kolestazda Olas: Iyilestirici Etkilerinin Arastirllmasi, Biilent Ecevit
Universitesi T1ip Fakiiltesi, I¢ Hastahklar1 Uzmanhk Tezi, Zonguldak, 2019.

Giris ve Amac: Kolestaz; hepatoselliiler hasar, duktus hiicre proliferasyonu ve
karaciger fibrozisine neden olmaktadir. Mast hiicreleri hepatobiliyer hastaliklarda
sayica artarak fibrotik degisikliklerin olusumunda rol oynamaktadir. Kolestatik
kasinti olusumunda ¢esitli mekanizmalar tanimlanmis olsa da patogenez kesinlik
kazanmamustir. Bu ¢alismamizda koledok ligasyonu ile deneysel kolestaz olusturulan
rat modelinde, mast hiicre stabilizatorii bir ajan olan kromolin sodyumun deneysel
kolestazda biyokimyasal ve histopatolojik olas1 iyilestirici etkilerini incelemeyi,
kolestatik kasint1 tizerine etkinligini arastirmayi ve bu etkinligin derecesini bu alanda

kullanilan bir grup terapétik ajanin etkinligi ile karsilastirmay1 amagladik.

Gerec¢ ve Yontem: Agirliklar1 193-296 gram arasinda degisen, Spraque Dawley cinsi
69 adet erkek rat; randomize bir sekilde 8 gruba ayrildi. Cerrahi islem Oncesi
agirliklart Olgiilen ratlara post-operatif 10 giin siireyle, ardisik her giin belirlenen
tedaviler uygulandi. Laparotomi yapilan sham grubuna (n=9) koledok ligasyonu
(KL) uygulanmadi, tedavi verilmedi. Kontrol grubuna (n=12) koledok ligasyonu
uygulandi ve tedavide intraperitoneal (ip) serum fizyolojik verildi. Diger 6 gruba da
koledok ligasyonu uygulandi. Bu gruplardan KL+KROM grubuna (n=9) ip kromolin
sodyum, KL+KFA grubuna (n=8) ip klorfeniramin maleat, KL+SERT grubuna (n=8)
oral sertralin, KL+OND grubuna (n=8) ip ondansetron, KL+UDKA grubuna (n=7)
oral ursodeoksikolikasit ve KL+NAL grubuna (n=8) ip naloksan uygulandi. Deneyin
5. ve 10. giinii denekler 5’er dakika boyunca kasinma davranisi yoniinden gozlendi.
10 giiniin sonunda agirliklar1 6lgiilen deneklerin genel anestezi altinda kan 6rnekleri
alindiktan sonra sakrifikasyon ile histopatolojik ¢alismalar i¢in doku (cilt-cilt alti,

periton zar1, karaciger) 6rnekleri alindi.

Bulgular: KL+KROM grubunda kontrol grubuna gore, plazma AST ve ALT
degerleri disindaki biyokimyasal parametrelerde (serum histamin ve ototaksin,
plazma total safra asitleri, ALP, GGT, total ve direkt bilirubin diizeyleri) anlamli

azalma izlendi (p<0.05) ve sayica en ¢ok parametrenin anlamli azalma gosterdigi



grup KL+KROM grubu idi. Karaciger spesmenleri histopatolojik agidan
degerlendirildiginde, medikal tedavi gruplarindan KL+KROM ve KL+SERT
grubunda portal inflamasyon, lobuler inflamasyon, safra duktus proliferasyonu,
nekroz ve fibrozis agisindan kontrol grubuna goére anlamli histopatolojik iyilesme
izlendi (p<0.05). Kolestaz ile birlikte karaciger, cilt ve periton mast hiicre sayilarinin
arttigr gorildii. KL+KROM grubunda; karaciger ve periton mast hiicrelerindeki
azalma kontrol grubuna goére anlamli iken (sirasiyla p=0.003, p=0.004), cilt mast
hiicre sayilarindaki azalma anlamli bulunmad: (p=0.09). Deneyin 5. giin ve 10. giin
kaginma davranigi izleminde tim gruplarin kaginma siireleri ortalamalar1 kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik izlendi (sirastyla p<0.05, p<0.05). Kasinma
stirelerinin kontrol, sham, KL+OND ve KL+NAL gruplarinda 5. giinden 10. giine
artmis oldugu; KL+KFA, KL+SERT, KL+UDKA ve KL+KROM gruplarinda ise

azalmis oldugu gortildii.

Sonug¢: Calismamiz gostermistir ki; kolestatik kasintida daha 6nce denenmemis bir
ajan olan mast hiicre stabilizatorii kromolin sodyum, umut vadedici anti-pruritik

etkinlige sahiptir ve kolestazda biyokimyasal ve histopatolojik iyilesme saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Kolestaz, kolestatik kasinti, mast hiicreleri, kromolin sodyum,

ototaksin

Vi



ABSTRACT

Yurdakul Ertan Hanife, An Investigation of Potential Healing Effects of
Cromolyn Sodium on Experimental Cholestasis, Zonguldak Biilent Ecevit
University, Faculty of Medicine, Department of Internal Medicine Thesis,
Zonguldak, 2019.

Background and Aim:Cholestasis produces hepatocellular injury, ductuler cell
proliferation and fibrosis of liver parenchyma. Mast cells have been shown to play a
role in various hepatobiliary diseases and mast cell numbers are markedly increased
in advanced liver fibrosis. Although various mechanisms have been defined in the
formation of cholestatic pruritus, pathogenesis of the pruritus is still unclear. In this
study, we aimed to investigate the possible effects of cromolyn sodium, a mast cell
stabilizer, on biochemical and histopathological potential healing effects in
experimental cholestasis which is induced by common bile duct ligation in rats. We
also aimed to investigate its efficacy on cholestatic pruritus and to compare the

effectiveness with a group of therapeutic agents used in this area.

Materials and Methods: Sixty-nine male rats of Spraque Dawley, weighing
between 193-296 grams, were randomly divided into 8 groups. We weighed the rats
preoperatively and applied the determined treatment every day consecutively for 10
days after the surgery. Common bile duct ligation (BDL) was not performed in the
laparotomy sham group (n = 9) and no treatment was given. The control group
(n=12) underwent common bile duct ligation and intraperitoneal (ip) saline solution
was given as the treatment. Common bile duct ligation was applied to the other 6
groups. BDL+CROM group (n=9) received ip cromolyn sodium, BDL+CPM group
(n=8) received ip chlorpheniramine maleate, BDL+SERT group (n=8) received oral
sertraline, BDL+OND group (n=8) received ip ondansetron, BDL+UDCA group
(n=7) received oral ursodeoxycholic acid and lastly BDL+NAL group (n=8) received
ip naloxone. Fifth and tenth days of the experiment, subjects were observed for 5
minutes in terms of itching behavior. After 10 days, the rats were weighed and blood
samples were taken under general anesthesia. Lastly, tissue (skin-subcutaneous,
peritoneal membrane, liver) samples were taken for histopathological studies with

sacrification.

vii



Results: A significant decrease was observed in biochemical parameters (serum
histamine and autotaxin, plasma total bile acids, ALP, GGT, total and direct bilirubin
levels) in the BDL+CROM group compared to the control group except for plasma
AST and ALT values (p<0.05).

The most number of parameters decreased significantly in the BDL+CROM group.
When liver specimens were evaluated histopathologically, portal inflammation,
lobular inflammation, bile duct proliferation, necrosis and fibrosis were significantly
improved in BDL+CROM and BDL+SERT group compared to the control group
(p<0.05). Liver, skin and peritoneal mast cells were increased by cholestasis. In the
BDL+CROM group, liver and peritoneal mast cells were significantly decreased
compared to the control group (p=0.003, p=0.004, respectively), whereas skin mast
cells did not significantly decrease (p=0.09). On the fifth and tenth days of the
experiment, the mean duration of rat’s itching was significantly lower in all groups
compared to the control group (p<0.05, p<0.05, respectively). Duration of the itching
was observed to be increased in control, sham, BDL+OND and BDL+NAL groups
from day 5 to 10 as it was decreased in BDL+CPM, BDL+SERT, BDL+UDCA and
BDL+CROM groups.

Conclusion: Our study showed that mast cell stabilizer cromolyn sodium, an
untested agent in cholestatic pruritus has promising anti-pruritic efficacy and has
provided biochemical and histopathological recovery in cholestasis.

Keywords:Cholestasis, cholestatic pruritus, mast cells, cromolyn sodium, autotaxin
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1. GIRIS VE AMAC

Kolestaz, safra asitleri (SA), kolesterol ve bilirubinler gibi safra bilesenlerinin
intrahepatik birikimi ile sonuglanan safra sekresyonu ve akiminda azalma yada
duraklama olarak tanimlanmaktadir. Kolestazin, genetik ve otoimmiin bozukluklar,
maligniteler gibi SA transportunun herhangi bir diizeyde kesilmesine neden olan
cesitli sebepleri olabilir. (1). Obstriiktif kolestaz, ana safra kanalinin yada dallarinin
tikanmasi sonucu olusur ve safra akiminin azalmasi, safra asitlerinin hepatik

birikimi, progresif karaciger hasari ve fibrozis gelisimi ile iligkilidir.

Safra akiginin tikanmasi ile biriken safra asitleri, hepatositlerdeki inflamatuar
sinyal yolaklar1 ile oksidatif stresle iligkili genlerin uyarilmasina neden olur. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve inflamatuar mediatdrlerin dogrudan ve dolayli etkisi ile safra
asitleri, hepatik stellat hiicrelerinin (HSCs) myofibroblastlara (karaciger fibrozisi
gelisiminde 6nemli bir olay) proliferasyonunu ve farklilagmasini uyarabilmektedir.
Karaciger fibrozisi, hepatosit biitiinliglinii bozan, artmis ekstraselliiler matriks
(ECM) depozisyonu, ekstraselliiler boslukta artmis kollajen birikimi ile karakterize
bir durumdur ve karaciger yetmezligine neden olan karaciger sirozu ile

sonuglanabilir. (2)

Hepatik inflamasyon, hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda kolestatik
karaciger hastaliklarimin 6nemli bir 6zelligidir. Obstriiktif kolestazin inflamatuar
ozellikleri portal trakt 6demi, portal traktta nétrofil, lenfosit ve mast hiicre
infiltrasyonu, porta-portal septa gelisimi, anjiogenezis, biliyer epitel hiicre

hiperplazisi ve hatta malign transformasyon olarak siralanabilir. (3)

Sicanlarda koledok ligasyonu ileindiiklenen karaciger fibrozu, insandaki
primer veya sekonder olarak gelisen karaciger fibrozuna uygunlugu ve hizh
gelismesi sebebiyle son zamanlardaki bilimsel ¢alismalarda ilgi duyulan bir fibrozis

modeli olmaktadir.

Sicanlarda deneysel kolestaz modelleri su sekilde siralanabilmektedir:
1.endotoksin uygulamasi (inflamatuar kolestaz), 2.sentetik Gstrojen analogu etinil-
Ostradiol enjeksiyonu (oral kontraseptif-iligkili kolestaz, gebelik kolestazi), 3.alfa-
naftilisosiyanat uygulamasi (vanishing bile duct sendrom), 4.koledok ligasyonu

(ekstrahepatik biliyer obstriiksiyon) (4).



Ratlarda koledok ligasyonu; karaciger fonksiyon testlerinde bozulmalar,
hemodinamik degisiklikler ve biliyer epitel hiicrelerinde, hepatositlerde ve

makrofajlarda proliferatif aktivite ile iliskilendirilmistir. (5)

Mast hiicreleri, kemik iligindeki pluripotent kok hiicrelerinden geligsmekte,
viicutta immatiir hiicreler olarak dolasmakta ve hedef dokularina ulastiklarinda
olgunlagmaktadirlar. Olgunlastiktan sonra bu hiicreler; kok hiicre faktor
reseptorlerini, fibroblast biiyiimesini destekleyen mediatorleri, proteazlar, kimaz ve
triptaz dahil olmak {tizere g¢esitli faktorleri eksprese eder ve salgilarlar, ayrica
fibroblast ve stellat hiicrelerden ECM iiretimini uyarirlar. (6; 7). Mast hiicreleri
kardiyak doku, gastrointestinal trakt, karaciger dahil ¢esitli doku ve organlarda
bulunabilirler. (6). Hepatik mast hiicre sayisinin; kolanjiopatiler, hepatit, fibrozis ve
siroz gibi progrese karaciger hastaliklarinda arttigi gorilmistiir. (6; 7). Mast hiicre
aracili allerjik bozukluklarda iyi bilinen bir pruritojen olan histamin, Kkolestatik

kasintida rol oynayabilmektedir (8)

Son calismalara gore lisofosfatidik asit (LPA)-potansiyel bir noronal
aktivator- ve ototaksin (ATX) -LPA’yr olusturan enzim- kolestatik hastalarda
pruritojenik sinyal kaskadi i¢in anahtar unsur olabilecegi, serum ATX diizeyinin
kasint1 yogunlugu ile korele bulundugu ve terapotik miidahalelere yanit verdigi 6ne

stiriilmiistiir. (9)

Kasinti, basta kolestatik formlar1 olmak iizere birgok karaciger hastaligina
eslik eden bir semptomdur. Kolestatik kagint1 1liml1 ve tolere edilebilir diizeylerde
olabilecegi gibi generalize, siddetli ve direncli olabilmekte, kisilerin yasam kalitesini
dramatik olarak bozabilmekte ve hatta karaciger transplantasyon endikasyonu
olusturabilmektedir. (4). Kolestatik kasintt tedavisinde safra tuzu regineleri,
rifampisin, opioid antagonistleri, serotonin antagonistleri, antihistaminik ilaglar,
ursodeoksikolik asit kullanilmakla birlikte bu alanda calisilan deneysel hayvan

modellerindeki yetersizlik antipruritik ajanlara yonelik arastirmalari kisitlamaktadir.

Bu ¢alismada amacg; koledok ligasyonu ile deneysel kolestaz olusturulan rat
modelinde, mast hiicre stabilizatérii bir ajan olan kromolin sodyumun deneysel
kolestazda biyokimyasal ve histopatolojik olasi iyilestirici etkilerini incelemek,
kolestatik kasint1 tizerine etkinligini arastirmak ve bu etkinligin derecesini bu alanda

kullanilan bir grup terapotik ajanin etkinligi ile karsilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger Anatomisi Ve Histolojisi
2.1.1. Karacigerin Anatomisi

Karaciger eksternal yiizeyine gore sag, sol, kaudat ve quadrat loblar olmak iizere 4
loba ayrilir. On yiizde, falciform ligament karacigeri sag ve sol anatomik loblara
ayirir. Alt yiizde, quadrat lob safra kesesi fossasi, porta hepatis ve ligamentum teres
hepatis tarafinca sinirlandirilir. Caudat lob inferior vena cava olugu, porta hepatis ve
ligamentum venosum fissiiri ile belirlenir. (10)Karaciger yaygin olarak bu sekilde 4
loba ayrilip isimlendirilmesine ragmen gercek striiktiirel yapilanmaya gore

fonksiyonel lob isimlendirilmesi daha farkli yapilmaktadir. (11)

Karacigerin gercek sag ve sol lobu kabaca esit boyutlarda olup falciform
ligament tarafindan degil de safra kesesi yatag ile inferior vena kava olugu arasinda
uzanim gosterdigi varsayilan bir diizlem tarafinca birbirinden ayrilir ve bu diizlem
Cantlie hatt1 olarak adlandirilir. (10; 12). Karaciger arteriyel kan akimi, portal venoz
kan akimu, biliyer drenaj ve hepatik vendz drenaj esas alinarak sag ve sol fonksiyonel
loblara ayrilir, her bir lob da ikiser segmente ayrilir ve bu segmentlerin herbiri de
ikiser subsegmente ayrilir. (12). Subsegmentlere ayirmada birgok sistematik bolme
tanimlanmis olmasina ragmen siklikla kullanilanlar portal ve hepatik ven dagilimin
temel alan Couinaud siniflamasi (13)ve safra duktus dagilimini temel alan Healey ve
Schroy smiflamalaridir. (14). Bu sistematik siniflamalara gore subsegmentler 1den
8e numaralandirilir, caudat lob subsegment 1 olmak {izere diger subsegmentler saat

yonii paternine gore siralanir (10) (Sekil 1).



Sekil 1 : Karacigerin Subsegmentleri
a) vena cava inferior, b) sag hepatik ven, c) sol ve orta hepatik venler, d) sag ve sol
hepatik arter, e) portal ven, f) hepatik arter, g) koledok, h) safra kesesi (15)

Karaciger kan akiminin yaklasik %70’1 ve oksijenlenmesinin yaklasik %40°’1
portal venden saglanirken; kan akimmin yaklasik %30’u ve oksijenlenmesinin
yaklasik %60°’1 hepatik arterden saglanir. (16). Portal ven, siiperior mezenterik ven
ve splenik venin birlesimiyle olusur ve hilus bolgesinde karacigerin sag ve sol
loblarina gidecek sekilde sag ve sol ana dallarina ayrilir. (17; 11). Hepatik arter
siklikla ¢o6liak trunkustan dallanmasina ragmen nadiren de olsa dogrudan siiperior
mezenterik arterden dallanabilir. Sol hepatik arter, sol gastrik arterden ayrilirken; sag
hepatik arter, sliperior mezenterik arterden ayrilir. (17). Hilus bolgesinde hepatik
arter, portal venin oniinde ve safra kanalinin solunda uzanir. Karacigerin arterleri,
sag ve sol portal venler ve safra kanallar1 fibr6z yapida bir kilif olan Glissonian
kapsiilii ile sarili iken hepatik venler bu yapinin disinda kalir. (12). 3 major hepatik
ven, inferior vena cava’ya drene olurken insanlarin %60-85’inde sol ve orta hepatik

venler birlesim yaptiktan sonra inferior vena cava’ya drene olur. (11; 12; 17)

Ekstrahepatik biliyer agac; sag ve sol hepatik duktuslar, ortak hepatik duktus,
sistik kanal, safra kesesinden olusur. Sag ve sol hepatik duktuslar sirasiyla
karacigerin sag ve sol lobunu drene ederler. Sag ve sol hepatik duktusun birlesimiyle
ortak hepatik duktus olusur. Caudat lob genellikle sag yada sol hepatik duktusun
orijin bolgesine drene olur. Sistik kanal genellikle ortak hepatik kanalin orijin
bdlgesinin altindan lateraline drene olur. (18)



2.1.2. Karacigerin innervasyonu

Karacigerin sempatik veya adrenerjik sinir lifleri, kan damarlar1 ve daha az oranda da
safra kanallar etrafinda zengin bir pleksus olusturur. Bu pleksusun dallar1 6zellikle
periportal bolgede sinusoidal duvarlari boyunca ilerledikleri lobiilleri innerve eder.
Parasempatik (kolinerjik) sinir uglar1 ise hepatik arter, portal ven ve hepatik venin
ekstrahepatik ve intrahepatik dallarin1 innerve ederken sadece birkag sinir lifi
hepatositlere ulasir. (19). Intrinsik sinir ag1 hepatik kan akiminin saglanmasi, biliyer
fizyoloji ve metabolik olaylarin regiilasyonundan sorumludur. Bununla birlikte,
karaciger transplantasyonundaki gelismeler ile birlikte, denerve allogreftin yeterli
isleyisi goz Oniine alindiginda, hepatik sinir sisteminin 6nemi sorgulanmaya

baslanmustir. (20; 21)

2.1.3. Karacigerin Lenfatik Dolasimi

Karacigerin yiizeyel lenfatik akimi karacigerin konveks yiizeyinden sag yada sol
trianguler ligamente ve falsiform ligamente dogrudur. Diyafram1 gegerek prekardiak,
superior frenik ve jukstadzefagial lenf nodlarina drene olurlar yada sag veya sol
frenik arterle birlikte seyrederek ¢oliak lenf nodlarina dokiiliirler. (22). Karacigerin
visseral yiizeyinin lenfatik akimi hepatik lenf nodlarina dokiiliir. Caudat lobun
lenfatik drenaj1 prekaval lenf nodlarina olur. Karacigerin derin lenfatik damarlari,
epiploik foramendeki foraminal nodlara ve superior pankreatik nodlara dokiilmek
lizere porta hepatiste karacigeri terkeder. Hepatik venlerle birlikte karacigerden

ayrilan lenfatik damarlar inferior vena kava ile birlikte seyrederler. (22)

2.1.4. Karacigerin Histolojisi

Karacigerin biiyiik ¢cogunlugu hepatositlerin tabakalar halinde dizilmesinden yada
muralium olarak isimlendirilen ve siniizoidler tarafinca ayrilan bir veya iki hiicre
tabakasindan olusur. Hepatositler farkli boyutlardan olusan yuvarlak nukleuslar
iceren ¢ift cekirdekli poligonal hiicrelerdir. Parankimdeki portal trakt; hepatik

arteriol, portal ven ve safra kanali triadindan olusmaktadir ve bu triada sinif lifleri ile



lenfatik dolasim eslik etmektedir. Terminal hepatik arterioller ve terminal portal
veniiller portal trakttan orijin almaktadir ve sinusoidlerin kan akimini saglarlar.
Sinusoidler; portal ve arterial kan akimi karistmini portal trakttan santral venler
olarak da bilinen terminal hepatik veniillere dogru tasirlar. Bu terminal hepatik

veniiller de sublobuler venlere, ordan hepatik venlere ve en nihayetinde vena kava’ya

dokiiliirler. (23)

Terminal portal ventillerin kas tabakas1 yoktur ve bdylece sinusoidlerle olan
baglanti noktalarinda bir sfinktere sahip degillerdir fakat bu baglanti alanlarinda
biiyiik endotelyal hiicrelerin nukleuslari limene dogru yerlesimlidir ve hiicreler
kasilma yoluyla sinusoidlere olan kan akimini1 kontrol edebilirler. Yine benzer bir
kontrol mekanizmasi sinusoidlerin terminal hepatik venlerle olan baglanti
noktalarinda yer almaktadir. Terminal portal veniillerin aksine terminal hepatik
arterioller diiz kas tabakasi ile cevrilidir ve bdylece presinusoidal sfinkterlere

sahiplerdir. (21)

Sinusoidal endotelyal hiicreler, kan ve hepatositler arasindaki primer bariyer
gorevindedirler. Bu hiicreler tek tip fenestrali hiicrelerdir, bazal laminalar1 yoktur ve
endositoz yetenekleri belli bir limiti asamaz. (16). Fenestralarin boyutlar1 lobuliin
merkezinde ve periferinde birbirinden farklidir. (24). Endotelyal hiicrelerdeki aktin
flamentlerinin kasilmasi ile porlarin biiyiikliikleri kontrol edilmektedir. Kupffer
hiicreleri sinusoidleri ¢evreleyen makrofajlardir ve biiylik partikiilleri fagosite etme
yetenegine sahiptirler. (24). Periportal alandakiler periveniiler bolgeye gore daha
biiyiik ve sayica daha fazladir ve bu alandaki kupffer hiiclerinin fagositoz aktiviteleri
daha gii¢liidiir. (16). Bu hiicrelerin major rolii; kan akimini, yaslanan kirmizi kan
hiicrelerinden, toksik endojen ve ekzojen maddelerden temizlemektir. (24). Fagositoz
yeteneklerinin disinda kupffer hiicreleri low-density lipoproteinleri yakalar ve
hepatositlerin protein sentezini yoneten lenfokin mediatorleri ile inflamatuar

mediatorleri ve hepatosit koruyucu prostaglandinleri iiretirler. (21)

Daha onceleri Ito hiicreleri yada yag depolayict hiicreler olarak bilinen
hepatik stellat hiicreleri yag metabolizmasinda gorev alan ve vitamin A
depolanmasindan sorumlu olan perisinusoidal hiicrelerdir. (21). Bu hiicreler

sinusoidal alani gevreleyerek liimenin genisligini kontrol edebilirler. Hepatik stellat



hiicreler aktive olduklarinda desmin ve diiz kas aktin iretimi yapan

miyofibroblastlara doniisiirler. (16)

Perisinusoidal bosluk, bir diger deyisle disse araligi, sinusoidal hat ile
hepatositlerin vaskiiler polii arasinda yer alir ve fenestralar araciligiyla sinusoidal
bosluk ile iletisim halindedir. Bu bosluk, plazma ve organin yapi tasini olusturan

kollajen tip I, III, IV ve V’i ihtiva eder. (21)

Mall araligi, periportal hepatositler ve portal bag doku arasindaki bosluktur.
Lenfatik siv1 oncelikle disse araliginda toplanir ve sonrasinda lenfatik damar agina

gecmedendnce mall araligina geger. (16).

Hepatositlerin bir yan1 sinusoidleri smirlarken diger yan1 da safra
kanalikiillerini simirlar. Kanalikiiller safray1r kismen hepatositlerden kismen de
kolanjiositlerden olusan terminal Hering kanallarina tasir. Hering kanallar1 portal
traktin limiting plate bdlgesinde sonlanmaz, lobullerin periportal bolgesine kadar
uzanir ve kolanjiositlerden olusan safra duktullerine girer. (25). Duktuliler
interlobuler safra kanallarina baglanir, interlobuler safra kanallar1 da septal safra
kanallarima ve oradan hepatik safra kanallarma baglanirlar. Histolojik olarak daha
kiiciik olan duktuslar kuboid epitelle, daha biiyiik olanlar ise kolumnar epitelle
doselidir. (23)

2.2. Karacigerin Parankim Yapilanmasi Ve Hiicre Tipleri

2.2.1. Karacigerin Parankim Yapilanmasi

Karacigerin klasik lobul tanimi ortada santral ven ve ii¢ kosesinde portal traktlarin
bulundugu hegzagonal yapi olarak 1833 yilinda Kiernan tarafindan yapilmistir. Mall
ise, cogu gland yapist fonksiyonel iinitelerinin merkezinde bir kanal yapisina sahip
oldugu i¢in karacigerin temel {initesi olarak portal {initeyi santralde portal trakt ve
periferinde santral venlerden olusan yap1 olarak tanimlamustir. (21). Karaciger asinus
yapist 1954 yilinda Rappaport tarafindan terminal portal afferent damar ve arteriyel
damarlarin etrafindaki parankim yapist olarak tanimlanmistir. Asinus yapisinin
periferinde bir¢ok asiniyi drene eden terminal hepatik veniil ( santral ven) bulunur.

Bu modele gore sirasiyla su zonlar ortaya ¢ikar;



1. Periportal zon yada zon 1; kan oksijen konsantrasyonu yiiksektir.
2. Intermediae zon yada zon 2
3. Periveniiler zon yada zon 3; goérece daha diisiik oksijen konsantrasyonuna

sahip kani igerir. (21)

Asinus yapist; kopriillesme nekrozu yada fibrozis gibi histolojik degisimlerin
tanimlanmasini kolaylastiran bir fonksiyonel ve striiktiirel iiniteyi temsil etmektedir.
(16). 1982’de Matsumoto ve Kawakami karacigerin damarsal yapilanmasina dayali
bir karaciger mimarisi goriisiinii 6ne stirmiislerdir. (26).Bu konsepte gore; portal ve
hepatik vendz sistemler, parankimin kan akimini ve drenaji saglayan iletici boliimler
ile primer lobiiliin temelini olusturan parankimal boliimlere ayrilmistir. Portal ve
hepatik vendz sistemin parankimal boliimleri oldukca kiiclik yandallardan
olusmaktadir ve bu dallar sonrasinda iletici bolimiin terminal dallarim
olusturmaktadir. Portal venoz dallar, hepatik venoz dallara gore ¢ok daha fazla
yandallara ayrilir ve bunun sonucunda her bir hepatik veéz kanal i¢in ¢ok sayida
portal ven6z kanal olusur. Portal venoz sistem dallanmasinin son kismu septal dallar
olarak bilinir. Santral ven; yaklasik 6 ila 8 adet inflow iiniteye karsilik gelen veniiliin
biraraya gelmesi ile sekillenir. Septal dal ile beslenen ve hepatik ven dali ile drene
edilen konik hepatosit kiimesi ile “primer lobiil’olusur, ¢cok sayida primer lobiiliin
biraraya gelmesi ile de klasik lobiil sekillenir. (23). Ayrica, Matsumoto ve Kawakami
septal dallardan olusan sinusoidlerin santral vene dogru radyal uzanima gegmeden
portal trakt yakinlarinda transvers seyir gosterdigini ve bu transvers sinusoid damar
yataginin asinus modelinde ileri siiriilenden farkli olarak lobiiliin perfiizyonu igin
‘orak sekilli’ bir 6n giris akimi olusturdugunu da eklemislerdir. (26). Bu orak sekilli
konveks alanlar portal traktlara bitisiktir, kollar1 septal dallara kadar uzanmaktadir ve

konkav sekilli alanlar da santral ven ile kars1 karsiya gelmektedir.
Bu diizenleme ile 2 zon tanimlanir:

1. Orak sekilli alanlarin birlesmesiyle olusan klasik lobuliin periferal kismi
2. Orak sekilli alanlar tarafindan sinirlandirilan bdlgede olusan sentrilobuler

alan

Hepatik enzimlere yonelik immiinohistokimayasal ¢aligmalar ve karacigerin
kronik pasif konjesyonu ve yaglanmasinda goriilen sentrilobuler nekroz gibi

patolojik siiregler; portal traktlar ve terminal afferent damarlarin etrafinda siirekli bir



periportal iletisim ag1 ile santral ven etrafinda farkli bir es merkezli periven6z alanin
varligimi vurgulamaktadir ki bu da karacigerin mimari yapisinin asinus yapisindan

¢ok klasik lobul tanimina benzedigini desteklemektedir. (23)

2.2.2. Karacigerin Hiicre Tipleri

Karaciger hiicreleri 3 grupta incelenebilir:

1. Parankimal hiicreler (hepatositler ve safra kanali epitelyal hiicreleri)
2. Sinusoidal hiicreler (hepatik sinusoidal endotelyal hiicreler ve Kupffer
hiicreleri)

3. Perisinusoidal hiicreler (hepatik stellat hiicreler ve Pit hiicreleri)

Karaciger hiicrelerinin ¢esitli gruplar1 arasindaki fonksiyonel biitliinlesmeler
dogrudan hiicre-hiicre iletisimi ile (6rnegin gap-junctionlar ile), komsu hiicreleri
etkileyen parakrin salgi ile, ekstraselliiler matriks etkilesimleri, endokrin ve

metabolik ¢oziiniir maddelere genel yanitlar izerinden saglanmaktadir. (27)

Hepatositler ve hepatik sinusoidal endotelyal hiicrelerin siirekli yapida bir
bazal membran1 yoktur ve hiicreler arasi iligki ekstraselliiler matrix etkilesimleriyle
yuriitilmektedir. Hepatik  ekstraselliller matriks komponentlerinin  tiretimi
hepatositlerin migrasyon yolagi boyunca gelisimleri esnasinda olmaktadir. Stellat
hiicreler, hepatositler ve bir dereceye kadar da endotelyal hiicreler karacigerde
ekstraselliiler matriksin {iiretiminden major sorumlu olan hiicrelerdir. Konnektif
dokunun asir1 iiretimi hemodinamik instabiliteye ve sonu¢ olarak da karaciger
fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir. (28). Ekstraselliiler matriks
komponentleri arasinda kollajenler, non-kollajendz glikoproteinler ve proteoglikanlar
yer alir. Karaciger dokusunda 5 tip kollajen (I, III, IV, V, VI) ve 7 ayr1 smif non-
kollajenoz  glikoprotein  (fibronektin, laminin, entaktin/nidojen, tenaskin,
thrombospondin, SPARC [secreted protein, acidic, and rich in cysteine] ve undulin)
bulunmaktadir, ayrica ¢ok sayida proteoglikan ile membran iliskili-sindekan,
thrombomodulin gibi glikozaminoglikanlar, betaglikan ve ekstraselliiler matriks

iligkili-versikan, biglikan, dekorin, fibromodulin, perlekan da yer almaktadir. (27)



2.2.2.1. Parankimal Hiicreler

Hepatositler, ¢aplar1 yaklasik 20-30 um olan biiyiik polihedral hiicrelerdir. Yetiskin
karaciger hiicre populasyonunun %60’ olusturmaktadirlar ve karaciger doku
hacminin %78’inden sorumludurlar. (29). Sentez ve metabolik aktiviteleri ile uyumlu
olarak hepatositler organellerden zengindirler. insan hepatositlerinin yaklasik %30’u
iki cekirdeklidir. Hepatositler, polarize epitelyal hiicrelerdir ve plazma membranlari

3 ayr1 domain igermektedir:

1. Sinusoidal yiizey (hiicre memebraninin %37’si); hepatik sinusoidal
endotelyal hiicrelerden 6zellesen fenestralar aracilifiyla plazma ile dogrudan
etkilesim halindedir.

2. Kanalikiiler yiizey (hiicre memebraninin %13°l); safra kanalikiillerini
¢evrelemektedir.

3. Kontagiy6z ylizeyler

Glandiiler epitelyum ile benzer sekilde sinusoidal, kanalikiiler ve kontagiy6z
plazma membran yiizeyleri sirasiyla bazolateral, apikal ve lateral yiizeyler olarak da
adlandirilabilmektedir. (30). Sinusoidal ve kanalikiiler yiizeyler, ylizey alanlarini
olduk¢a genisleten mikrovillus yapilarina sahiptir. Endotel ile sinusoidal villuslar
arasinda kalan bolge ‘disse araligi’ olarak adlandirilmaktadir. Sinusoidal yiizeyde,
siv1 ve soliitlerin plazma ve hepatositler arasinda ¢ift yonli alig-verisi yapilmaktadir.
Molekiiler transfer, kolaylastirilmis difiizyonu yada enerji gerektiren aktif transportu
diizenleyen proteinler araciligi ile bircok durumda arttirilmaktadir. Iki komsu
hepatosit arasinda kalan kanalikiiler yiizey, periferde yer alan tight-junctionlar
(desmosom) ile sinirlandirilmistir; boylece biliyer drenaj sisteminin baglangict olan
safra kanalikdilleri sinirlandirilmis olur. Sinusoidal yiizeyde ¢ift yonlii gecis olmasina

ragmen hepatositlerden safra kanalikiillerine akis agirlikli olarak tek yonliidiir. (23)

Safra kanali epitelyal hiicreleri, bir diger deyisle kolanjiositler, biiyiikli
kiigiiklii degisik boyutlarda hiicreleri ihtiva etmektedir ve hiicre hacimleri kabaca
intrahepatik safra kanallarmin ¢api ile koreledir. Biiylik kolanjiositler, kiiciik capli
olanlara gore daha gelismis bir endoplazmik retikuluma ve daha kiigiik
nukleus/sitoplazma oranina sahiptirler. Sitokrom P-450 iliskili monooksijenaz
aktivitesindeki ekspresyon yetersizligi kiiciik kolanjiositlere kimyasallara karsi

hayatta kalma avantaji saglar. Ornegin; karbon tetrakloriir’iin sitokrom P450 2E1-
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aracili olusan toksik ara {irlinleri biiylik kolanjiositlerde fonksiyon kaybina yol

acarken kiigiik kolanjiositler toksik injuriye kars1 direnglidirler. (23)

Safra kanallar1 sadece biliyer drenaj1 saglayan pasif kanallar degillerdir, ayni
zamanda biliyer komponentlerin sekresyon ve absorbsiyonu ile ekstraselliiler matriks
bilesiminin regiilasyonunda da rol oynarlar. Kolanjiositler olduk¢a polarizedir.
Sodyum-bagimli bir apikal safra tuzu tasiyicisi(ABAT) konjuge safra asitlerinin
kolanjiosite alinmasina aracilik ederken; bazolateral ylizeyde yer alan alternatif bir
protein de safra asitlerinin sodyum-bagimsiz sekilde akisini diizenler. Apikal kisimda
lokalize olan sodyum-bagimli glukoz tasiyict (SGLT) ile bazolateralde yer alan
kolaylastiric1 bir glikoz tasiyici olan GLUT1 safradan glikoz reabsorbsiyonundan
sorumludurlar. Aquaporin-1 proteini, apikal ve bazolateral yiizeylerde yer alip su
kanallarinin olusumunu saglamaktadir ve bu kanallar da suyun safraya hormon-
aracili tagimiminda gorevlidirler. Piirinerjik reseptor (P2u) klorid iyon tasimnmasini
stimiile etmektedir. ATP ile apikal P2u aktivasyonu kalsiyum depolarini harekete
gecirir ve boylece hepatositlerden klor akisi stimiile olur. Biiyiik kolanjiositler
sekretin ve somatostatin reseptorlerini,klorid/bikarbonat degistiriciyi ve kistik
fibrozis transmembran regulatoriinii eksprese ederler, bu da bu grup kolanjiositlerin
sekretin ve somatostatin salgisina yanit olarak su ve elektrolit sekresyonunu modiile

etmesine olanak saglar. (23)

2.2.2.2. Sinusoidal Hiucreler

Hepatik sinusoidal endotelyal hiicreler (HSEC), Karaciger hiicrelerinin yaklagik
%20’sini  olusturmaktadir. Bu hiicreler fenestralar1 ile ayirtedilirler. Kapiller
endotelyal hiicrelerden farkli olarak intraselliiler baglantilar gelistirmezler ve sadece
birbirleriyle oOrtiisiirler. Fenestralarinin varligi ve basal membranlarinin olmamasi
plazmanin disse aralifina girmesine ve sinusoidal yiizey ve hepatositlerle dogrudan
temasma olanak saglar. (31). Fenestra caplari, hiicre iskeletinin aktin iceren
bilesenleri tarafindankimyasal ortamdaki degisikliklere yanit olarak aktif olarak
kontrol edilir. (32). Boylece hepatik sinusoidlerin 6zellesmis endotelyal tabakasi, kan
ve hepatositler arasinda selektif bir bariyer gorevi goriir. Hepatik endotelyal hiicreler
prostaglandinleri ve interlokin (IL)-1, IL-6, interferon, tiimor nekrozis faktor-

a(TNF-a), endotelin gibi ¢ok sayida proteini sekrete edebilir. (23)
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Kupffer hiicreleri, 6zellesmis doku makrofajlaridir ve viicuttaki toplam fikse
makrofajlarin yaklagik %80 ila %90’in1 olustururlar. Bu hiicreler kemik iligindeki
kok hiicrelerden yada monositlerden derive olurlar ve portal kan akimi ile
barsaklardan gelen kandaki partikiil, toksik madde yada yabanci substratlarin yok
edilmesinde oldukga aktiftirler. (33). Kupffer hiicreleri sinusoidal liimende
lokalizedir ve endotelyal hiicrelerle dogrudan temas halindedir. Dikensi ¢ikintilari
olan mikropinositik vezikiillere, tiiysii yapili vakuoller ile pinositoz ve fagositoz
yapan hiicrelere spesifik olan solucansi hiicre iskeletine sahiptirler. Lizozomlarinin
fazlaligi, kan akimindan alinan yabanci maddelerin degredasyonundaki baskin
rollerini yansitmaktadir. Kupffer hiicreleri, konak savunma mekanizmalarinda gorev
alan ve bazi1 karaciger hastaliklarinin patofizyolojik siireclerinde rolii olan ¢ok sayida
proteini sekrete etmektedir. Karacigerin kimyasal, infeksiyoz ve immiinolojik

hasarlanmalarinda kupffer hiicreleri sayica artmaktadir. (23)

2.2.2.3. Perisinusoidal Hiicreler

Hepatik stellat hiicreler (HSC), Ito hiicreleri, vitamin-A depolayici hiicreler, yag-
depolayici hiicreler yada lipositler olarak da bilinirler. Bu hiicreler, pankreas, barsak,
bobrek ve akcigerde de benzer sekilde yer alan stellat hiicre sisteminin bir
parcasidirlar. Endotelyal tabaka ile hepatositler arasinda lokalize olan bu mezenkimal
hiicreler, karacigerin toplam hiicre havuzunun %5 ila %8’ini olusturmaktadirlar
vehepatik sinusoidlerin mikrogevresindeki homeostasisi saglayan parakrin, otokrin,
jukstrakrin ve kemoatraktan faktorlerin kaynagidirlar. Pasif haldeki stellat hiicreler,
mikroflaman ve mikrotiibiillerden zengin, diiz sitoplazmik uzantilarinda vitamin-A
bakimindan zengin lipit damlaciklar1 biriktiriler ve diger hiicrelerle temas edecek
sekilde endotelyal yilizeye paralel olarak uzanirlar. (34). HSC’ler retinol baglayici
protein igin reseptorler eksprese ederler. (35). Kronik karaciger hasari sonrasi az
sayida yildiz sekilli stellat hiicresi myofibroblastlar olarak aktive olurlar,
retinoidlerini kaybederler ve ekstraselliller matriks komponentlerini kollajen,
proteoglikan, adheziv glikoproteinler olarak up-regiile ederler. Stellat hiicre
aktivasyonu, hepatik fibrozisin temelini olusturur. (28). HSC’lerin aktivasyonu;
komsu sinusoidal endotelyal hiicreler, Kupffer hiicreleri, endotelyal hiicreler,

hepatositler, trombositler ve l6kositlerden gelen parakrin etkiyle baslar. Endotelyal
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hiicreler, selliiler fibronektin iiretimi yaparak ve latent haldeki transforming growth
faktor-p’y1 (TGF-B) aktif hali olan profibrojenik forma doniistiirerek stellat hiicre
aktivasyonuna katilirlar. TGF-Bf’nin HSC’ler {iizerinde bulunan reseptorlerine
baglanmasi aktivasyondaki kritik rolii oynar. Barsaktan karacigere gelen bakteriyel
lipopolisakkaritlerin (LPS) Toll-like-reseptor 4’e¢ (TLR4) baglanmasi TGF-f’nin
HSC’ler iizerindeki etkisini iki farkli mekanizma ile arttirir. (36). Oncelikle stellat
hiicrelerinden artmis kemokin ekspresyonu, TGF-B sekrete eden Kupffer hiiclerinin
kemotaksisi ile sonuglamir. ikincil olarak da LPS’lerin TLR4’e¢ baglanmasi ile
nukleer faktor kappa B’ler (NF-kB) bir ara protein olan MyD88 (myeloid
differentiation response protein) araciligi ile aktive olur ve HSC’ler TGF-$
sinyallerine kars1 sensitize olurlar. (23). Ekstraselliller matrtiksin ti¢-boyutlu
striiktiirel yapisi, muhtemelen hiicre ylizey integrinlerine baglanarak aktarilan sinyal
transdiiksiyonu iizerinden HSC’lerin sekil, sayr ve fonksiyonlarini modiile
etmektedir. HSC’lerin aktivasyonu stimulanlarin siirekli etkisi ile devam eder ve bu
hiicre davranisinda proliferasyon, kontraktilite, ekstraselliiler matriks proteinlerinin
(kollajen 1, I, 1V, V, VI; laminin; tenaskin; undulin; hyaluronik asit ve
proteoglikanlar) asir1 ekspresyonu, matalloproteinazlarin salinimiyla matriks
degredasyonu, 16kosit kemoatraktanlarinin ve sitokinlerin salinimi gibi bir¢ok farkli
olaya onciilik eder. Fibrozis esnasinda HSC’lerin total sayisi, proliferasyon ve
apopitozis arasindaki dengenin ¢Oziinebilir biiylime faktorleri ve matriksten

etkilenmesiyle artar. (23)

Pit hiicreleri -karacigerin natural killer (NK) hiicreleri, Kupffer hiicrelerinin
yakininda, sinusoidal limende yer alirlar. Biiylik lenfositler gibi goriiniirler ve
sinusoidal duvara siklikla vill6z uzantilar1 (psédopod) ile tutunmus halde bulunurlar.
(37). Insan karaciger pit hiicreleri belirgin polariteye sahiptir ve yogun graniiller
iceren bol sitoplazmalari, belirgin bir hiicre merkezleri, hyaloplazmik psddopodlari
ve liropodlart olmasi ile karakterize bir lokomotif sekilleri vardir. Sitoplazmik
graniilleri mikroskopik olarak cukur seklinde goriinmektedir ve bu hiicreler adim
buradan alir. Pit hiicreleri kisa dmiirliidiirler ve ekstrahepatik kaynaklar aracilig: ile
yerlerine yenileri eklenir. (23). Dolasimdaki NK hiicreleri gibi pit hiicreleri de OX-8
antijeni eksprese eder, bazilar1 da asialogangliosit gangliotetrasylseramid sentezler.
Pit hiicreleri , dolasimdaki NK hiicrelerinden salgilanan pan—T-cell marker ve OX-19

antijenini salgilamazlar. Pit hiicrelerinin kaynagi tartismali olmakla birlikte diger
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visseral yapilardaki NK hiicreler ile antijenik olarak benzerlik gostermektedirler. Pit
hiicreleri, karacigerde timor hiicresi Oldiiriicii etkiye sahiptir ve virus-enfekte
karaciger hiicrelerini yok ettigi de 6n goriilmektedir. Hiicre basina sahip olduklari
sitolitik etki, dolasimdaki NK hiicrelerine gore olduk¢a fazladir. Ayrica bu hiicrelerin
karaciger hiicrelerinin biiyiime ve diferansiasyon ile karaciger graft rejeksiyonundan

sorumlu olduklar1 diisiiniilmektedir. (38)

2.3. Safra Yollar1 Anatomisi Ve Histolojisi
2.3.1. Safra Kanallan

Yetigkin bir insan karacigeri 2 km uzunluktan daha fazla biiyiikliikte duktuli ve
duktus yapisina sahiptir. Kantitatif bilgisayar destekli 3 boyutlu goriintiillemeler
lizerinden insan karacigeri duktus sisteminin makroskopik toplam ¢ap1 ortalama 20.4
cm olarak tahmin edilmektedir. (39). Bu goriintiilemelerde ortalama internal yiizey
alan1 398 cm? olarak hesaplanmis olup, bu deger kolanjiositlerin apikal ylizeyinde
yer alan ve kolanjiosit fonksiyon regiilasyonunda énemli rolleri olan mikrovilluslar
ve silyalar araciligi ile yaklagik 5,5 kat arttirillmaktadir. Bu striiktiirel yapilar duragan
kanallar olmayip safranin akisini ve yapisimi sekretin gibi hormonlara yanit olarak
degistirebilme yetenegindedirler. (40). Safra duktulilerinin genel bir 6zelligi, onlara
kompartmanlar arasi selektif madde degisimi avantajini saglayan portal kan akimi ve
lenfatik dolagima anatomik olarak yakin konumlu olmalaridir. Kiigiik ve biiyiik ¢apli
safra kanallarin1 kaplayan kolanjiositler arasinda yapisal olarak bir farklilik
olmamakla birlikte fonksiyonel 6zellikler agisindan heterojenite s6z konusudur. (41).
Ornegin; biiyiik intrahepatik safra kanallar1 sekretin ile uyarilan safra kanali

sekresyonunda gorev alirken kii¢iik olanlar bu fonksiyona sahip degildirler. (42).

Safra sekresyonu, biliyer agacin en kii¢iik dali olan safra kanalikiillerinde
baglar. Bu kanalikiillerin smurlart bitisikteki karaciger hiicrelerinin apikal
kutuplarindan 6zellesen bir membran yapist ile sekillenir. Kanalikiiller, cok sayida
anastomotik ara baglant1 ile hepatositler arasinda poligonal bir kanal ag1 olustururlar.
(43). Safra, sonrasinda bazal membrani olan , hepatositler ve kolanjiositlerle
désenmis olan kiigliik terminal kanallara (hering kanallari) gecer. (44). Hering

kanallari, safranin daha genis olan perilobuler yada intralobuler kanallara
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hepatositlerin limiting plate bolgelerinden gegisini saglar. Biliyer agacin en kiigiik
dali olan bu safra kanalikiillerinin ¢ap1 15-20 pm’den daha az olup liimenleri
kiiboidal epitelyal hiicrelerle ¢evrilidir. En proksimalde bir yada birka¢ fuziform
sekilli duktuler hiicre kanalikiiler liimeni bir hepatositle birlikte olustururken, portal
kanala yaklastik¢a duktuliler 2 ila 4 kiiboidal epitelyal hiicre ile ¢evrelenirler. Safra,
santral lobuler hiicrelerden portal triada (karaciger asinus yapisindaki zone 3’ten zon
1’e) dogru akar. Kronik ekstrahepatik safra yolu tikanmikliginda terminal safra

duktulileri prolifere olur. (23)

Interlobuler safra kanallari portal veni yakinca cevreleyen dallari olan
anastomozlarca zengin bir ag olustururlar. (45). Bu safra kanallarmin c¢aplar
baslangi¢c kisimlarinda 30-40 pum olup liimenleri kiiboidal epitelle yada luminal
yiizeylerinde mikrovillus yapisina sahip olan kolumnar epitelle doselidir. Hiicreler,
golgi cisimciklerinden zengindirler ve egzositoz-endositoz yolu ile maddelerin
sitoplazma, safra ve plazma arasinda degisimini saglayan oldukca fazla sayida
vezikiillere sahiptirler. (43). Bu kanallarin ¢ap1 gittikge artar ve karaciger hilumuna
yaklastik¢a diiz kas liflerine sahip olurlar. Muskuler komponent, kolanjiografide de
gorildiigi gibi kanallarin bu diizeyde morfolojik olarak daralmasinin temelini
olusturur. (46). Bununla birlikte kanallar progresif olarak genisledik¢e epitelyum da
kalinlagir ve ¢evresindeki bag dokunun elastik lif komponenti artarak bag doku da
genisler. Bu kanallar daha genis hiler kanallar1 ve ¢aplart 1-1,5 mm’e ulasarak ana
hepatik kanallara doniisen intrahepatik safra kanallarimi olusturmak tizereileri

anastomozlar yaparlar. (23)

Ortak hepatik kanal, herbiri 0,5 ila 2,5 cm uzunlugunda olan sag ve sol
hepatik duktuslarin birlesmesinden sonra porta hepatisten ortaya c¢ikar (Sekil 2). Sag
ve sol hepatik kanalin birlesme noktasi %95 vakada karacigerin disindadir, bu
kanallar nadiren karacigerin iginde birlesir yada sistik kanal sag hepatik duktusa

katilana dek birlesmezler. (47)

Hepatik duktuslar porta hepatisten ¢ikar ¢ikmaz hepatoduodenal ligamentin
iki ser0z zar1 arasinda uzanirlar. Bu fibr6z doku kilifi hepatik kanallar1 komsu kan
damarlaria baglar. Yetigkin bir insanda ortak hepatik duktus yaklasik olarak 3 cm
uzunlugundadir ve genellikle sag tarafindan sistik kanal ile birleserek ortak safra

kanalini olusturur. (47). Yine de sistik kanalin uzunlugu ve ortak hepatik duktusla
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birlesme acis1 cesitlilik gostermektedir. Hastalarin %70’inde sistik kanal, ortak
hepatik kanala dogrudan katildigi gibi baz1 vakalarda da sistik kanal ortak safra
kanalinin anterior yada posteriorunda seyrettikten sonra safra kanalinin etrafinda
dolanir ve sonrasinda medial kismindan safra kanalina katilir. Sistik kanal bazen de
ortak hepatik duktusa 5-6 cm parelel gittikten sonra duodenumun 1. kitasinin

posteriorundan geger ve sonrasinda hepatik duktusa katilir. (23)

Sekil 2 : Ekstrahepatik Biliyer Trakt
a) fundus, b) gévde, c) Hartmann posu, d)boyun e) sistik kanal spiral valvleri,
f) ortak hepatik kanal, g) koledok, h) pankreatik kanal, i) ampulla vateri,
j) koledok ve pankreatik kanalin ekstraduodenal bileskesi (23)

Insanlarda, hilumdaki 1-1,5 mm ¢apindaki genis intrahepatik safra kanallari
anatomik olarak transvers fissiire karsilik gelen bir diizlemde c¢ok sayida, diizensiz
yan dallar ve 150 ila 270 um c¢apa ulasan poslar verir. (43). Bu yan dallarin daha
kiigiik caplt poslar1 da mevcuttur. Bircok yandal kor bir pos olarak sonlanirken,
ozellikle hilumda yer alanlar birbirleriyle baglantilar kurar. Bifurkasyon noktasinda
ana safra kanallarindan gelen yandallar birleserek bir pleksus olustururlar. Bu
pleksus yapilarinin fonksiyonel Onemi heniiz anlasilamamistir. Poglar safrayi
depolama yada modifiye etme 6zelligi gosterirken biliyer pleksuslar safranin genis

safra kanallar1 arasinda degisimine olanak saglayan anastomozlar olustururlar. (23)
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Hepatik hilumda yer alan fibréz bag doku tabakasi, portal venin umblikal
parcasini saran umblikal plate’i, safra kesesi yataginda yer alan sistik plate’i ve
ligamentum venosumu saran Arantian plate’i igerir. (47). Hiler bolgenin sagital kesit
histolojik ¢alismalarinda sinir liflerini, lenfatik damarlar, kii¢iik kapiller damarlari
ve kiiciik safra kanallarini iceren bol miktarda konnektif doku oldugu gosterilmistir.
Plate sistemindeki safra kanallar1 ekstrahepatik safra kanallarina denk gelmektedir ve

uzunluklar1 her segment i¢in degisiklik gostermektedir. (47)

Barsaklar gibi sistik, ortak hepatik ve ortak safra kanallar1 da mukoza,
submukoza ve muskuler tabakaya sahiptirler. (46).Kanallar tek tabakali kolumnar
epitelle doselidirler. Mukus sekrete eden tubuler glandlar submokozada diizenli
araliklarla ve mukozal ylizeye acgilacak sekilde yerlesmislerdir. Ana safra kanali
yaklagik 7 c¢cm uzunlugunda, 0,5-1,5 cm ¢apinda olup kiiclik omentumun katlari
arasinda uzanir ve portal venin anteriorunda, hepatik arterin ise saginda yer alir. (47).
Ekstrahepatik safra kanalinin duvari az miktarda diiz kas lifleri ile karisim yapan bag
dokusu tarafinca desteklenir. Diiz kas komponenti sadece safra kesesi boyun
kisminda ve ana safra kanalinin alt ucunda belirgin olarak goriilmektedir.Ana safra
kanali pankreas basi hizasinin arkasinda bir centikte duodenumun 1. kitasinin
arkasindan retroperitoneal olarak gegtikten sonra duodenumun 2. kitasina giris yapar
ve oblik olarak seyrederek duodenal duvarin postero-medialinde seyrederek ampulla
Vater’t olusturmak iizere ana pankreatik kanal ile birlesir. Ampulla tarafindan
sekillenen miik6z membran ¢ikintis1 bir yiikselti olusturur ve duodenal papilla adini
alir. Hastalarin yaklasik %10-15 kadarinda safra kanali ve pankreatik kanal
duodenuma ayr1 ayri1 acilmaktadir. Ana safra kanali capt pankreatik kanal ile

birlesmeden 0,6 cm veya altina incelerek diiser. (23)

Duodenal duvar boyunca seyirleri esnasinda ana safra kanali ve pankreatik
kanal longitudinal ve sirkiiler diiz kas tabakalari ile sarilarak kalinlagir ve Oddi
sfinkteri olusturulur. Bu striiktiirde 6nemli bir varyasyon séz konusudur fakat

genelde bir¢ok parcadan biraraya gelirler:

1. Koledok sfinkteri; safra kanalinin pankreatik kanal ile birlesmesinden hemen

once intramural kismini saran sirkiiler kas tabakasidir.
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2. Pankreatik sfinkter; bireylerin yaklagik olarak {igte birinde goriilen ve
pankreatik kanalin ampulla ile birlesmeden Onceki intraduodenal kismini
cevreler.

3. Longitudinal fasikiil; ana safra kanali ile pankreatik kanal arasinda kalan
alanlar1 sikica saran longitudinal kas demetleridir.

4. Ampulla sfinkteri; Vater ampullas1 etrafindaki seyrek yerlesimli sirkiiler kas

liflerini ¢evreleyen longitudinal kas lifleridir. (46)

Koledok sfinkteri, safra kanali limenini daraltarak safranin akisini engeller.
Longitudinal fasikiiliin kasilmasi, safra kanalinin uzunlugunu azalmasia bdylece
safranin duodenuma akmasina yol acar. Ampulla sfinkterinin kasilmasi ile ampuller
kivrimlar birbirine yakinlasir ve intestinal igerigin safra kanalina ve pankreatik
kanala refliisii onlenir ancak her iki kanalda ampulla i¢cinde sonlanirsa sfinkterin

kasilmasi refliiye yol agabilir. (23)

Safra kanallarinin arteriyel kan akimi esas olarak sag hepatik arterden
saglanir. Safra kanallar1 portal trakti gegtikten sonra oldukga zengin bir kapiller agi
ile cevrelenirler. (48). Bu peribiliyer pleksusta akmakta olan kan portal venin
interlobuler dallart araciligi ile hepatik siniizoidlere bosalir. Peribiliyer pleksus
proteinlerin, inorganik iyonlarin ve safra asitlerinin kan ve safra arasindaki ¢ift yonlii
degisimi ile biliyer sekresyonlar1 diizenleyebilir. Kan akimi ile safra akiminin ters
yonlii olmasindan dolay: peribiliyer pleksus hepatositlere safrada ¢oziintir maddeleri

ters bir akimla sunar. (23)

Intrahepatik arterler, venler, safra kanallari ve hepatositler adrenerjik ve
kolinerjik sinirlerle innerve olurlar. Otonom sinir sisteminde ndropeptid tirozin
(NPY), kalsitonin-gen iliskili peptid, somatostatin, vazoaktif intestinal polipeptid,
enkefalin ve bombesin gibi c¢ok sayida diizenleyici peptid islev gormektedir.
Ekstrahepatik safra kanallarinda yer alan NPY-pozitif sinirler safra akiminin otokrin

ve parakrin mekanizmalarla diizenlenmesine yardimci olur. (23)

Hepatik ve gastroduodenal arterlerden gelen dallarin kurdugu c¢ok sayida
anastomoz ile olusan kan damari ag1 ana safra kanalimi besler. (48). Kanalin
supraduodenal kismi inferiorda retroduodenal arterden gelen dallarla beslenirken
superiorda sag hepatik arterden gelen dallarla beslenir. Bu damarlarin zedelenmesi

safra kanali striktiiriine neden olabilir. (23)
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Hepatik, sistik kanal ve ana safra kanalinin proksimal kisminin lenfatik
damarlar1 karaciger hilusundaki glandlara dokiiliirler. (46) Ana safra kanalinin alt

kisimlarin1 drene eden lenfatik damarlar ise pankreas basi yakinindaki glandlara

dokiiliirler. (23)

2.3.2. Safra Kesesi

Safra kesesi, safra asitlerinin yiliksek konsantrasyonda ve kontrollii bir sekilde diyetle
alinan yaglarin ¢6ziinebilmesini kolaylastirmak i¢in duodenuma tasinmasini saglayan
bir rezervuar depo gorevi goriir. Karacigerin sag lobunun altinda bir fossada yer alir.
Esnek yapili ve armut seklinde olan bu yapi, 3 cm genisliginde ve 7 cm uzunlugunda
olup yaklasik 30-50 mL hacme sahiptir, diiz kas hiicrelerinden olusan ince bir kas
tabakas1 vardir. Safra kesesinin absorbtif yiizeyi katli yapilariyla belirgin olarak
arttirlmistir. On tarafindan, karaciger kapsiilii ile birlesmis olan bir adventisya
tabakasi ile sarilidir. Posterior ve apex kisimlari visseral periton ile c¢evrilidir. Safra
kesesi fundus, govde, infindibulum ve boyun olmak iizere 4 ana boliime ayrilir.
Fundusun anterior pargasi, muskulus rektus abdominis kasinin ve 9. kostanin Kartilaj
kismnin sag lateral yani hizasinda yer alir. Fundusun posterior parcasi ve govde
kismi sirastyla transvers kolon ve duodenuma yakin yerlesimlidir. Perforasyon
gelismesi durumunda olast safra kesesi taslar1 bu yapilara kolayca penetre olabilir.
Infindibulum; safra kesesi govdesi ve boynu arasinda gittikge incelen yapida bir
bolgedir. Hartmann posu, infindibulumun alt yiiziiniin kesenin boyun bdlgesine yakin
bir bolgede olusturdugu alandir. Safra kesesi taslart Hartmann posunda sikisabilir ve
sistik kanali obstriikte ederek kolesistit tablosuna yol agabilir. Hartmann posunda
gelisen yogun bir inflamasyon, komsu hepatik duktuslarda obstriiksiyona neden
olabilir. ( Mirizzi Sendromu) (49)

Safra kesesi, boyun boélgesinden ana safra kanalina agilan sistik kanala
baglanir. Sistik kanal yaklasik olarak 4 cm uzunlugundadir ve yiizey kolumnar
epiteli, lamina propria, muskuler tabaka ve safra kesesinin serozasi ile devamlilik
gosterir. Boyun bolgesinin miikz membranlar1 safranin keseden akisini kontrol eden

Heister’in spiral valv yapisini sekillendirir. (23)
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Safra kesesi, genellikle sag hepatik arterden ayrilan sistik arter ile kanlanir.
Sistik arter, kesenin boyun bdlgesinin yakininda 2 dala ayrilir: serozal yiizeyi
besleyen superfisial dal ve safra kesesi duvariin i¢ katmanlarii besleyen derin dal.
Sistik arterin baslangi¢ ve seyrinde varyasyonlar olabilir. Sistik arterin bir end arter
olmasindan kaynakli safra kesesi, inflamasyon yada hepatik arter akiminin

kesilmesine bagli iskemik hasar ve nekroza oldukga duyarlidir. (49)

Safra kesesi ve sistik kanalin venoz drenaji genelde portal ven ile, bazen de
dogrudan hepatik sinusoidlere agilan sistik ven ile olmaktadir. Safra kesesinin lenf
damarlari, Glisson kapsiiliiniin lenfatik damarlar1 ile baglantilidir. Subserozal ve
submukozal lenfatikler, kesenin boyun bélgesine yakin bir glanda dokdliirler. Safra
kesesinin sempatik innervasyonu ¢dliak akstan orijin alir ve seyrinde hepatik arter
dallar1 ile portal vene eslik eder. Visseral agr1 duyusu sempatik sinir lifleri ile taginir
ve siklikla sag subkostal, epigastrik ve sag skapular bolgelerde hissedilir. Her iki
vagus sinirinden gelen dallar ise safra kesesinin motilitesini regiile eden

parasempatik innervasyonu saglar. (46)

Safra kesesi katlantilar ve ¢ikintilar gésteren ve kolumnar epitelden olusan bir
mukoza ile kaplanmistir. Kese duvari; mukoza, lamina propria, tunika muskularis ve
serozadan olugmaktadir. Tunika muskularis kalin yapilidir ve birbirine kenetlenmis
longitudinal ve spiral sekilli diiz kas lifleri ile g¢evrelenmistir. Kesenin boyun
kisminda tiibiiloalveolar bezler mevcuttur ve mukus tiretiminden sorumludurlar. (50).
Rokitansky-Aschoff siniisleri yiizey epitelinin muskuler tabakaya kadar
genigleyebilen invajinasyonlaridir. (46). Bu yapilar bakterilerin stazi ve
proliferasyonu sonucu bir inflamasyon kaynagi olabilirler.Luschka kanallari, safra
kesesinin hepatik ylizeyi boyunca goriilebilir ve kese kavitesine agilmak yerine
dogrudan intrahepatik duktuslara acilirlar. Bu yapilar gelisimsel anomali olarak
degerlendirilmektedir ve safra kesesi yataginda bulunduklarinda kolesistektomi

sonrasi safra sizintisina kaynak olusturabilirler. (49)

2.4. Safra Sekresyonu ve Enterohepatik Sirkiilasyon

Safra olusumu intestinal lipit sindirimi ve emilimi, kolesterol homeostazisi, lipit-

soluable ksenobiyotikler, ila¢ metabolitleri, ve agir metallerin hepatik eksresyonu
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icin Ozel formasyondadir. Safranin olusum siireci; safra asitlerinin hepatik ve
kanalikiiler sekresyonuna, safrada agirlikli olarak bulunan organik anyonlara baglidir
ve hepatik safra olusumunun devami normal karaciger fonksiyonlar1 agisindan
onemlidir. Hepatositlerce sekrete edilen safra asitlerinin ¢ogu Oncesinde ince
barsaklara salinmis ve enterohepatik dolasimi girmistir. Sonug olarak, safra asidi
sentezindeki, biliyer sekresyondaki ve intestinal absorbsiyondaki bozukluklar hepatik
ve gastrointestinal sistem fizyolojisinde ¢ok ciddi etkilere sahiptir. Hepatik, biliyer
ve intestinal safra asit tastyicilarinin tanimlanmasi, safra olusumu ve sekresyonunda
genetik ve edinsel bozuklarin anlasilmasini kolaylagtirmistir. Bu transporter gen
mutasyonlar1 progresif familiyal intrahepatik kolestaz (PFIC) tip 1 ve tip 3, gebeligin
intrahepatik kolestaz1 (ICP), diisiik fosfolipit-iliskili kolestaz (LPAC), Dubin-
Johnson Sendromu ve primer safra asidi malabsorbsiyonu (PBAM) gibi hastaliklarda
tanimlanmustir. (51). Ayrica, niikleer ve G-proteinine bagli reseptor alanlarindaki
gelismeler, safra asiti iligkili hepatobiliyer ve intestinal bozukluklarin patogenez ve

potansiyel tedavileri konusuna yeni bakis agilari getirmistir. (23)

Safra; plazma ile izoosmotik yapida olup su ve inorganik elektrolitler ile
safra asitleri, fosfolipitler (6zellikle fosfotidilkolin), kolesterol ve safra pigmentleri
gibi organik soliitlerden olusan kompleks, lipitten-zengin migel soliisyonudur (Tablo
1). Hepatik safra sekresyonu giinliik tahmini 500-600 mL olup agirlikli olarak
bulunan organik komponent safra asitleridir. Kanalikiiler membran boyunca aktif
olarak sekrete edilen safra asitleri, diger biliyer bilesenlerin akisini uyarir. Saglikli
insanlarda kanalikiiler sekresyon etkili ve oldukc¢a konsantratiftir; safra asitlerinin
hepatosit hiicre i¢i monomerik konsantrasyonu diisiik mikromolar aralikta iken
kanalikiiler safra konsantrasyonu 1000 pmol/L’den fazladir. Safra asitleri, biliyer
agacin alt ucuna dogru hareket ederler ve safra kesesinde toplanirlar. Yemek sonrasi
safra kesesi kasilir ve igerigini kolesterol ve yagda-¢oziinlir vitaminlerin
absorbsiyonunu kolaylastirmak {izere duodenuma bosaltir. Safra asitleri proksimal
ince barsaktan diigiilk oranda emilirken ¢ogunlugu terminal ileumdan emilir.
Sonrasinda portal dolasimla karacigere doner ve hepatosit sinlisoidal membranindan

aktif transporta ugrayarak tekrar safraya salinir. (51)
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Tablo 1: Hepatik Safra Bilesenleri (23)

Bilesen Konsantrasyon
Elektrolit ve Mineraller (mmol/L)

Sodyum 140-160
Potasyum 3-8
Klorid 70-120
Bikarbonat 20-50
Kalsiyum 1-5
Fosfat 0-1.2
Magnezyum 1-3

Metaller (umol/L)
Demir 2-72
Bakir 12-21

Organik Bilesenler mmol/L)

Safra Asitleri 5-50
Bilirubin (total) 1-2
Fosfolipid (lesitin) 0.5-20.0
Kolesterol 0.5-1.0
Glutatyon 3-5
Glukoz 0.2-1.0
Ure 2.2-6.5
Protein (g/dL) 0.2-3.0

Safra asitlerinin karaciger ve gastrointestinal sistemde cok sayida islevi
vardir. Oncelikle, safra asitleri safra akigi ve biliyer lipitlerin (fosfolipit ve
kolesterol) hepatik sekresyonunu etkiler. Safra asitlerinin  kandan safra
kanalikiillerine vektoryel hareketleri osmotik bir akim iiretir ve safra formasyonunun
ana belirleyicisidir. Ikincil olarak diyetle alman yaglarin sindiriminde énemli role
sahiptirler ve kolesterol ve yagda-¢oziiniir vitaminlerin intestinal emiliminde gorev
alirlar. Yagda-¢Oziiniir vitaminler (A, D, E, K) safra asit migelleri yoklugunda
yetersiz absorbe olurlar. Bunlarin yaninda safra asitleri protein hidrolizini pankreatik
proteazlarla arttirarak proteinlerin intestinal emilimini de kolaylastirirlar. Ugiinciil
olarak safra asitleri, kolesterol homeostazisinde kompleks bir rol oynarlar. Bir
yandan biliyer ve diyetsel kolesteroliin intestinal absorbsiyonunu arttirarak kolesterol
alimin1 saglarken bir diger yandan da ¢ok sayida mekanizma ile kolesteroliin

viicuttan atilimini1 saglarlar. Safra asitleri kolesterol katabolizmasinin suda-¢oziiniir
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son Urilinleridir ve kolesteroliin fekal ekskresyon yolu ile atiliminda major yoldurlar.
Safra asitleri ayrica kolesteroliin safraya hepatik sekresyonunu da yonetirler.
Dordiincti olarak da safra asitleri gastrointestinal traktin antimikrobiyal savunma
mekanizmalarina dogrudan fizikokimyasal olarak ve biliyer trakt ile ince barsakta
antimikrobiyal gen ekspresyonunu uyararak katkida bulunurlar. (52). Bes; safra
asitleri kalsiyum taslar1 ile hiperoksaliiri-iligkili bobrek taslarinin olusumunu
engellerler. (53). Altinci olarak safra asitleri enterohepatik dolasimi diizenleyen bir
hormon gorevi goriirler, niikleer ve G protein-aracili reseptorler iizerinden glikoz,

yag ve enerji homeostazisini saglarlar. (54)

2.4.1. Safra Asidi Sentez ve Metabolizmasi

Safra asitleri hepatik asinusta, perisantral hepatositlerde kolesterolden sentezlenirler.
Bu progeste, lipofilik bilesen olan kolesterol suda-¢oziiniir forma doniistiiriliir.
Insanlarda ilk olarak iiretilen (primer) safra asitleri;kolik asit (CA), C-3 C-7 ve C-12
pozisyonlarinda —hidroksi gruplari iceren trihidroksi safra asidi, kenodeoksikolik asit
(CDCA), C-3 ve C-7 pozisyonlarinda —hidroksi gruplart i¢eren dihidroksi safra
asididir. Hepatik safra asidi sentezi 2 major yolak ilizerinden gergeklesir; klasik
notral yolak (kolesterol 7a-hidroksilaz yolagil) CA biyosentezini desteklerken,
alternatif asidik yolak (oksi-sterol 7o-hidroksilaz yolagl) CDCA biyosentezini
destekler. Klasik yolak yetigskinlerde daha onemlidir. Klasik yolakta rol alan
CYP7A1 geninde kalitsal mutasyon olan yetiskinlerin yaklasik %90’ inda safra asit

sentezinin azalmis olarak goriilmesi bu sonucu desteklemektedir. (23)

Safra asit sentezi 2 ana gruba ayrilmis olan 17 farkli enzim ile yiiriitiilen
kompleks bir siiregtir. (55). Ilk grup enzimler sterol halka yapisinda modifikasyonlari

yaparken ikinci grup enzimler sterol yan zincir modifikasyonlarini yapar. (23)

Klasik yolak i¢in hiz-kisitlayict basamak CYP7Al enzimidir.CYP7Al’in
safra asidi feedback inhibisyonu deneysel olarak iyi kurgulanmistir; hidrofobik safra
asitlerinin uygulanmasi ile safra asit sentezi azalirken ileal rezeksiyonu takiben yada
safra asit sekestranlar1 uygulanmasiyla enterohepatik dolasimin kesilmesi sonucu
safra asidi sentezi artar. (56). Kilasik yolun aksine alternatif yol safra asitleriyle

regiile edilmezken mitokondri i¢ =zarma kolesterol tasinmasi ile kontrol

23



edilmektedir.CYP7Al1 yolagmin negatif feedback regiilasyonundan sorumlu
molekiiler mekanizmalar karacigeri ve ince barsagi icermektedir. Ana yol igin safra
asitleri, ileal enterositlerde bir endokrin polipeptid hormon olan fibroblast growth
faktor-19 (FGF19) sentezini indiiklemek {izere bulunan farnesoid X reseptorleri igin
ligand gorevi goriirler. FGF19, portal dolagima salinir ve hepatositler iizerindeki
yiizey reseptorleri, B-klotho protein kompleksi ve FGF4 reseptorleri iizerinden

CYP7A1 ekspresyonu ile safra asidi sentezinin baskilanmasinda rol alir. (57)

Safra kanalikiillerinesalinmadan oncehem CA hem de CDCA, glisin ve
taurin ile N-acil amidasyona ugrar ki bu konjugasyon olarak isimlendirilir. Bu
konjugasyon ile zayif bir asidin giiglii bir aside doniistiiriilmesinde safra asidinin
hidrofilitesini ve yan zincirin asidik mukavemetini arttirir. Konjugasyonun asil amaci
safra asitlerinin enterohepatik dolasim silirecinde membranlardan pasif difiizyonunu
azaltmaktir. Sonu¢ olarak safra asitleri sadece spesifik membran tasiyicilari
oldugunda absorbe edilebilir. Konjuge olmayan safra asitleri ile karsilastirildiginda,
konjuge safra asitleri asidik pH’da daha fazla ¢Ozilinlirler ve yiiksek
konsantrasyonlardaki  kalsiyum varliginda ¢okelmeye daha direnglidirler.
Konjugasyonun net etkisi, safra asitlerinin yliksek intraluminal konsantrasyonunu,
lipit sindirimini ve absorbsiyonunu kolaylastirmak {izere ince barsak boyunca
korumasidir.Safra asid konjugasyonunun énemi, konjugasyondaki kalitsal defektlerin
yagda ¢oOziinebilir-vitamin malabsorbsiyonu ve steatore klinik fenotiplerinde ortaya

¢ikmasi ile gosterilmistir. (58)

Ince barsaga salgilanan konjuge safra asitlerinin ¢ogu etkili bir bicimde
emilir, bununla birlikte safra asitleri barsaktan ge¢isleri sirasinda endojen bakteri
floras1 tarafindan metabolize edilir. Ince barsak distalinde bakteriyel flora, safra
asitlerinin kii¢iik bir fraksiyonunu (= %15) dekonjuge eder. Unkonjuge safra asitleri
aktif yada pasif olarak absorbe edilir ve efektif olarak rekonjuge edildikleri ve tekrar
safraya salgilanmak lizere yeni sentezlenen safra asitleriyle biraraya geldikleri
karacigere tekrar donerler. Intestinal dekonjugasyon ve hepatik rekonjugasyon safra
asit metabolizmasinin olagan bir siirecidir. Ek bir bakteriyel modifikasyon, 3a-
hidroksi veya 7a-hidroksi gruplarinin karsilik gelen 33- yada 7f3-hidroksi formlarina
epimerizasyonudur. (59). CDCA’nin 7a-hidroksi gruplari3a,7p-dihidroksi safra asidi
olan ursodeoksikolik asidi (UDKA) olusturmak tizere epimerize olur. UDKA

barsaktan emildikten sonra karacigerde glisin yada taurin ile konjege olur ve safra
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asidi havuzunun en kii¢iikk bileseni (normali < %5) olarak sirkiile olur. Endojen
formasyona ilaveten, UDKA kolestatik karaciger hastaliklarinin ¢esitli formlarinda

terapotik ajan olarak kullanilmaktadir. (60)

Safra asitlerinin kiigiik bir kism1 ince barsaktan emilmeden dekonjugasyonun
tamamlanmis oldugu kolona geger. Kolonda, bakteriyel 7a-dehidroksilaz aktivitesi
ile CA C-3 ve C-12 pozisyonlarinda —hidroksi gruplari olan bir dihidroksi safra asidi
deoksikolik aside (DCA) ; CDCA ise C-3 pozisyonunda bir —hidroksi grubu igeren
litokolik aside (LCA) dontstiriliir. (59). Kolon DCA'nin yaklagik %50'sini ve
olusan LCA'nin bir kismin1 absorbe eder, ancak bu safra asitlerinintotal intestinal
geri kazaniminin sadece kiigiik bir fraksiyonuna karsilik gelir. Insanlarda DCA,
karacigere dondiikten sonra tekrar hidroksilasyona ugramaz fakar glisin yada taurin
ile rekonjuge edilerek primer safra asitleriyle birlikte sirkiile olur. Sirkiilasyondaki
safra asitlerinin hepatik rekonjugasyonu son derece etkilidir, bu nedenle hemen
hemen tiim endojen biliyer safra asitleri (baslica CA, CDCA, DCA ve UDKA)
konjuge formdadir. Safra asitlerinin kolondaki bakteriyel dekonjugasyonu ve
dehidroksilasyonu da olduke¢a etkindir, bu nedenle feges temel olarak unkonjuge
sekonder safra asitlerini ve diger safra asidi formlariin sadece kiigiik bir miktarini

(<%15) igerir. (61)

Sekonder safra asitlerinin metabolizmasi i¢in 3f-hidroksi safra asitlerinin
hepatik re-epimerizasyonu, 7-okso-litokolat’m CDCA yada UDKA’ya hepatik
rediiksiyonu, hidroksilasyon, glukuronidasyon, siilfatasyon gibi ¢esitli min6r yolaklar
bulunmaktadir. LCA gibi safra asitlerinin stilfat yada glukuronid ile konjugasyonu
intestinal absorbsiyonu bloke eder ve modifiye LCA safra asitlerinin dolasim
havuzundan hizlica kaybolur. Insanlarda LCA’nin 3-hidroksi pozisyonundan
stilfatlanmas1 olduk¢a Onemli protektif bir role sahiptir ¢iinkii unmodifiye LCA
hepatotoksiktir. (62). Bu hepatoprotektif modifikasyonlarin indiiksiyonundan
sorumlu molekiiler mekanizmalar, sitozoliksulfotransferazlar vesitokrom P450
enzimlerinin ekspresyonunu uyaran pregnan X reseptdor (PXR) ve konstitutif

andosteron reseptor gibi niikleer reseptorleri igerir. (63)
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2.4.2. Enterohepatik Sirkiilasyon

Enterohepatik dolasgimin anatomik komponentleri; karaciger, biliyer trakt, safra
kesesi, ince barsaklar, portal vendz dolasim ve daha az oranda da kolon, sistemik
dolasim ve bobreklerdir. Temel anlamda safra asitlerinin enterohepatik dolagimi; bir
dizi depolama alani (safra kesesi, ince barsaklar), valvler (oddi sfinkteri, ileogekal
valv), mekanik pompalar (safra kanalikiilii, biliyer trakt, ince barsaklar) ve kimyasal

pompalardan (hepatositler, kolanjiositler, ileositler) olusmaktadir. (23)

Etkili intestinal reabsorbsiyon ve safra asitlerinin hepatik ekskresyonu,safra
asitlerinin intestinal ve hepatobiliyer kompartmanlara biiyiik 6l¢iide sinirli kalmasi
ileefektif bir geri doniisiimii ve koruma mekanizmasini miimkiin kilmaktadir. Safra
asitleri aclik esnasinda biliyer trakt boyunca ilerler ve safra kesesinde yaklasik 10
kata ulagacak kadar konsantre olurlar. Gece agligindan sonra, safra asitlerinin ¢ogu
safra kesesinde sekestre halde bulunurlar ve ince barsaklar, portal ven, sistemik
dolasim ve karaciger safra asidi diizeyleri diisiik bulunur. Yemege yanit olarak,
intestinal mukozadan kolesistokinin salgilanir ve biliyer agacta yer alan Oddi
sfinkterini gevseterek safra kesesi kontraksiyonuna yol acar. Safra kesesinden
konsantre bir migel sollisyonu ( safra asitleri, fosfolipitler ve kolesterol) safra
kanallar1 araciligi ile pankreatik lipazin trigliseridler ilizerindeki etkisini stimiile
ederek yag absorbsiyonunu kolaylastirmak, hidrolitik {iriinlerin ¢6ziinmesini
saglamak ve lipitleri mukozal ylizeye tasimak iizere ince barsaga dokiiliir. Biiyiik bir
Ogilin sindirimi esnasinda safra kesesi kontrakte kalmaya devam eder ve karaciger
tarafindan sekrete edilen asafra asitleri safra kesesini bypass ederek dogrudan
duodenuma dokiiliir. Yemek arasi siiregte Oddi sfinkteri kasilir ve safra kesesi
gevser, bOylece daha biliyiik miktarlardaki safra asidi depolanmak {izere safra
kesesine girer. Safra kesesi gevsemesi kismen FGF19 ve safra asidi-aktive G
proteini-iliskili reseptor TGRS sinyali araciligi ile gergeklestirilebilir. (64). Bu
nedenle safra asitlerinin enterohepatik sirkiilasyonu sindirim esnasinda hizlanir ve
yemek aralar1 ile gece aglig1 esnasinda ise yavaslar. Safra asidi sekresyonunun bu
ritmi, kolesistektomi sonrasinda bile korunur. (65). Safra kesesi yoklugunda safra
asitleri proksimal ince barsakta depolanir ve yemek sonrasi ince barsak kasilmalar
ile bu depo haldeki safra asitleri aktif olarak absorbe edildikleri distal ileuma dogru
ilerletilir. (23)
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Enterohepatik sirkiilasyon oldukca etkilidir ki intestinal safra asitlerinin
sadece %10 undan az1 reabsorbsiyondan kurtulur ve fegesle atilir. Yetigkin bir
insanda enterohepatik dolasimda kabaca 2 ila 4 g safra asidi havuzu bulunmaktadir.
Safra asidi havuzu her yemek basina 2-3 defa siklusa ugrar ve barsaklarda 10-
30g/giin safra asidi reabsorbe edilebilir. Yaklasik olarak 0,2-0,6 g/giin safra asidi
reabsorbe olmaktan kurtulur ve gaita ile atilir. Kolesteroliin safra asitlerine hepatik
konversiyonu fekal atilimi1 dengeler ve bu islem kolesteroliin viicuttan

uzaklastirilmasi i¢in 6nemli bir yol arzeder. (23)

2.4.3. Hepatik Safra Asidi Tasinmasi ve Safra Sekresyonu

Hepatositlerce olusturulan safra formasyonu osmotik olarak aktif organik ve
inorganik soliitlerin kanalikiiler liimene salgilanmasi ve sonrasinda pasif su
transportu ile iliskilidir. Kanalikiiler safra formasyonu mannitol ve eritritol gibi
metabolik olarak inert markerlarla ¢alisilmis olup geleneksel olarak 2 komponente
ayrilmigtir: safra asidi-bagimli safra akimi (safra asidi sekresyonuna bagl safra
akimi) ve safra asidi-bagimsiz safra akimi ( inorganik elektrolitlerin ve diger

soliitlerin aktif transportuna baglh safra akimi). (23)

Hepatik ATP-bagimli tasiyicilar safra asitlerini aktif olarak kanalikiiler
limene sekrete ederler; safra asitleri burada agregatlar ve kanalikiiler liimendeki
paraselliiler baglantilardan geri difiizyona ugrayamayacak kadar biiyilk migeller
olustururlar. (66)Kanalikiiler membran boyunca aktif olarak pompalanan konjuge
safra asitleri gibi bilesikler safra akisini olusturur ve ‘primer soliit’ler olarak
adlandirilirlar.  Primer soliitler; konjuge bilirubin, glutatyon, agir metaller,
ksenobiyotikler ve cesitli metabolitlerin konjugatlaridir. Osmotik gradyente baglh
olarak kanalikiillerde akmakta olan su, plazma elektrolitleri, kalsiyum, glukoz, amino
asitler, bikarbonat ve diger diisiik molekiiler agirlikl soliitler ‘sekonder soliit’ olarak
adlandirilirlar. Her bir primer soliitiin koloretik aktivitesi sekrete edilen soliitlerce
uyarilan safra akimi hacmi olarak tanimlanmigtir. Hepatositler ve biliyer epitelyum
tarafinca sekrete edilen diger primer soliitler de safra formasyonuna katkida bulunur.
Hepatik kanalikiillerde yeni sekrete edilen safra da biliyer trakt boyunca duktiil
epitelyal hiicrelerince (kolanjiositler) modifiye edilir. Bu modifikasyonlar; glukoz,

amino asitler ve safra asitleri gibi soliitlerin absorbsiyonu, suyun spesifik kanallardan
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(aquaporinler) ve paraselliiler olarak taginmasi, bikarbonat ve klorid gibi soliitlerin
sekresyonu olarak siralanabilir. Duktuler sekresyonun katkisi tiirler arasinda
degiskenlik gostermektedir; insanlarda safra akiminin yaklasik %40°1n1 olustururken

rat gibi hayvan modellerinde ise sadece %10 gibi bir miktar1 karsilamaktadir. (67)

Kanalikiiler safra akimisSafra asitlerine ek olarak primer soliitlerin aktif
sekresyonu ile de olusturulmaktadir. Indirgenmis glutatyon (GSH) ve bikarbonat
(HCO 37) safra akiminin safra asidi-bagimsiz fraksiyonunun majér komponentlerini
olusturur. Safraya yliksek konsantrasyonlarda salgilanmasinin yani sira GSH’ InGGT
ile intraluminal katabolizmasi soliit konsantrasyonunu daha fazla arttirir ve
kanalikiiler safra olusumu i¢in osmotik itici giice katkida bulunur.Organik anyonlarin
safraya ATP-bagimli salgilanmasinin yani sira bikarbonatin HCO 3~ /Cl ~ anyon
degistirici AE2 aracilig1 ile hepatik ve biliyer ATP-bagimsiz sekresyonu safra asidi-
bagimsiz safra akisinda bilhassa énemlidir. (68). Bu HCO 3 saliniminin ¢ogunlugu
safra kanal1 epitelyal hiicreleri diizeyinde, sekretin ve vasoaktif intestinal peptid gibi

birtakim hormon ve noropeptidlerin uyarilarina yanit olarak gergeklesmektedir. (69)

Safraya salinan safra asitlerinin yaklasik %95°1 resirkiilasyon havuzundan
gelmektedir. Bunun icin de karaciger parankim hiicrelerinin safra asitlerini etkin bir
bicimde portal kandan safraya tasimalar1 gerekmektedir. Bu vektorel trans-
hepatoselliiler hareket, sinusoidal ve kanalikiiler plazma membranlarindaki primer
(ATP-bagimli), sekonder (Na " gradyent-bagimli) ve tersiyer (OH ~ yada HCO 3~
bagimli anyon degisimi) transport sistemleri ile siirdiiriilmekte olan konsantratif bir

transport siirecidir. (23)

Aclik durumunda safra asitleri agirlikli olarak periportal hepatositlerce (portal
veniillere yakin olan) alinmakta iken; beslenme esnasinda daha ¢ok karaciger
asinusunda yer alan hepatositlerce alinir. Periportal hepatositlerde safra asidi sentezi
baskilanmistir  fakat perisantral hepatositlerde safra asitleri aktif olarak
sentezlenmektedir. Sonug olarak periportal hepatositler primer olarak resirkiile olan
safra asitlerinin emilim ve sekresyonundan sorumlu iken; perisantral hiicreler yeni
sentezlenmis olan safra asitlerini sekrete ederler ve resirkiilasyona ugrayan safra

asitlerini periportal hepatositlere tasirlar. (23)

Saglikli insanlarda portal kandaki safra asidi konsantrasyonu 20-50 pmol/L

dir. Karaciger tarafindan alinma genellikle fraksiyonel yada ilk gegis
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eksktraksiyonuolarak ifade edilir ve hepatik asinuslara dogru tek bir pasaj
esnasindaki safra asitlerinin yilizdesini temsil eder. Safra asitlerinin siniizoidal kandan
fraksiyonel olarak ekstraksiyonu, %50'den %90'a kadar degiskenlik gosterebilir ve
sistemik safra asidi konsantrasyonlarindan bagimsiz olarak sabit kalir. Hepatik
fraksiyonel ekstraksiyon safra asidi yapisi ile iligkilidir ve konjuge CA gibi hidrofilik
konjuge safra asitleri i¢in %80-%90’lara ulasirken; CDCA gibi unkonjuge hidrofobik
protein-baglh safra asitleri i¢in %50-%60 oranlarindadir.Sistemik dolagimdaki total
safra asidi miktar1 hepatik ekstraksiyonun etkinligini yansitir ve aglik ile beslenme
durumlarinda sirasiyla 2-5 umol/L, 5-15 umol/L civarindadir. (70) Sinusoidal
(basolateral) membrandaki konjuge safra asitlerinin alinmasi oncelikli olarak
sekonder aktif Na *- bagimlitransport sistemleri ile diizenlenmektedir. Na™ -
bagimlitransport igin gereken enerji mevcut Na* gradyentini koruyan basolateral
Na " ,K *-ATPaz tarafinca saglanmaktadir. (23). Unkonjuge safra asitleri ise
oncelikli olarak hepatik Na'- bagimsiztransport sistemleri ile alinmaktadir. Bundan
sorumlu mekanizmanin tamimlanmast bu sistemin belirgin fazla substrat
ozgiilliigiinden dolay1 karmagiktir ve bu ¢ok sayidaki substrat, bilinen herhangi bir
karaciger tastyicinin Ozellikleri ile kolaylikla iliskilendirilemez. Bu baginti organik
anyon tastyici polipeptit (OATP) gen ailesinin kesfedilmesiyle ¢oziilmiis ve OATP
ailesi liyelerinin safra asitleri, organik anyonlar ve ilaglarin hepatik alimina katkida

bulundugu gorilmiistir. (71)

Kolestatik durumlarda safra asitlerinin  hepatositlerin  basolateral
membranindan akis1 safra asidi yliklenmesini 6nlemek adina 6nemli ve koruyucu bir
mekanizmadir. (51). Hepatik sinusoidal safra asidi taginimi1 heteromerik organik soliit
tastyict OSTa-OSTP ve MRP3 ile MRP4 i iceren MRP gen ailesinin iiyeleri ile
gerceklesmektedir. (72)

Biliyer obstriiksiyon, 6rnegin tas ile safra kanalinin tikanmasi, hepatik safra
asitlerinin retansiyonuna ve sonug¢ olarak da hepatosit nekrozuna ve apopitozisine
neden olur. Biriken safra asitlerinin bir kismi siilfatasyona ugrar ve hem siilfatlanmis
hem de siilfatlanmamis olan safra asitleri hepatositlerden sistemik dolasima
rejiirjitasyona  ugrar.  Uriner  ekskresyonlar1 artmasma ragmen plazma
konsantrasyonlar1 yaklasik 20 kata kadar artar. Biliyer obstriikksiyon inkomplet
oldugunda safra asitleri ince barsaga sekrete olmaya devam eder ve ileumdan

emilerek portal dolagim ile karacigere doner. Komplet obstriiksiyonda safra asitleri
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ince barsaga salgilanamaz, yagda ¢ozlinen vitaminlerin intestinal malabsorbsiyonu ve
steatore ile sonuglanir. Sekonder safra asitleri olusamaz ve fekal safra asidi atilimi

azalir. (23)

2.4.4. Renal Safra Asidi Transportu

Safra asidi ¢esidine bagli olarak degismekle birlikte portal dolagimdaki safra
asitlerinin %10 ila %50’si hepatik ilk gecis ekstraksiyonundan kagar ve sistemik
dolagima dokiiliir. Safra asitlerinin plazma proteinlerine baglanmas1 sonucu
glomeruler filtrasyonlar1 azalir ve safra asidi iriner atilimi minimuma indirilir.
Saglikli bir insanda 100 pmol/giin safra asidi bobreklerden siiziiliir. Etkili tlibiiler
reabsorbsiyon sayesinde sadece 1 - 2 umol/giin safra asidi idrarla atilir. Plazma safra
asidi konsantrasyonlarinin belirgin olarak artmis oldugu kolestatik karaciger hastalig
olan kisilerde bile 24 saatlik idrarla atilan siilfatlanmamis safra asidi miktari,
glomeruler filtrasyona ugrayan miktardan oldukca azdir. Yapilmakta olan ¢alismalar
gostermistir ki, glomeruler filtrattaki safra asitleri renal tlibiillerden aktif olarak
reabsorbe edilmektedir ve bu da kolestatik karaciger hastaligi olan kisilerde serum
safra asidi konsantrasyonlarmin artmasma katkida bulunmaktadir. ileumda oldugu
gibi renal proksimal tiibiil epitel hiicreleri de Na " gradyent-bagimli bir tagiyic
eksprese etmektedir ve bu tasiyici, safra asitlerini korumak igin bir kurtarma

mekanizmasi olarak islev gormektedir. (23)

2.5. Karaciger Biyokimyasi ve Fonksiyonel Testler

Karaciger fonksiyon testleri yada diger adiyla karaciger kimyasallar1 dogru
yorumlandigi taktirde karaciger hastaliklarinin degerlendirilmesinde ve yonetiminde
kullanilabilirler. ‘Karaciger biyokimyasal belirtegleri’ isimlendirmesi ‘karaCiger
fonksiyon testleri’ adlandirmasina gore tercih edilmektedir ¢iinkii siklikla
kullanilmakta olan aminotransferazlar ve alkalen fosfataz karacigerin bilinen bir
fonksiyon oOl¢iim degerlendirmesinde kullanilmazlar. Bu testler; karaciger
hastaliklarinin ~ tanimlanmasinda, ne  tir  bir  bozukluk  oldugunun

degerlendirilmesinde, karaciger disfonksiyonunun siddet ve progresyonunun
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tayininde, tedaviye yanmitin takibinde kullanilirlar. Bununla birlikte higbir test,
karacigerin total fonksiyonel kapasitesini tam olarak degerlendiremez; biyokimyasal
testler, karaciger tarafindan gerceklestirilen binlerce biyokimyasal fonksiyonun
sadece birkagin1 Olgebilmektedir. Ayrica bu testler, karaciger hasarin1 gostermede
sensitivite ve spesifite acisindan yetersizdirler ve bir dizi ek test degerlendirmesini
gerekli kilarlar. Bu testler; total ve direkt bilirubin, albumin, protrombin zamani,
ALT, AST, alkalen fosfataz (ALP), GGT ve 5’nukleotidaz (5’NT) ’dir. Ayrintil1 bir
anamnez ve fiziki muayene ile birlikte bu sonuglarin degerlendirilmesi karaciger
hasarmin tipinin belirlenmesine, cerrahi prosediirler i¢in risk degerlendirmesine ve
prognoz tayinine yardimci olur. Diger birtakim Ozellesmis testler; karaciger
fonksiyonlarin kantitatif testleri ve hepatik fibrozis derecesini belirlemeye yonelik

testlerdir. (23)

2.5.1. Bilirubin
2.5.1.1. Bilirubin Metabolizmasi

Bilirubin, hemin ( ferroprotoporfirin IX) yikim iiriiniidiir. Insan viicudunda giinde
yaklagik olarak 4mg/kg bilirubin iiretilmektedir ve bunun da yaklasik %80 kadari
yaslt eritrositlerdeki hemoglobinin yikimi ve kemik iliginde prematiir eritrositlerin
pargalanmasi ile olusurken; geri kalan kism1 da viicuda dagilmis olan miyoglobin ve
sitokromlar gibi hemoproteinlerin turnoverinden elde edilmektedir. (73). Bilirubin
metabolizmasinin ilk basamaklar1 6zellikle dalakta, retikiiloendotelyal hiicrelerde
meydana gelir. Hem, mikrozomal bir enzim olan hem oksijenaz ile biliverdine
cevrilir. Biliverdin ise sitozolik bir enzim olan biliverdin rediiktaz ile bilirubine

doniistiirilir. (23)

Retikiiloendotelyumda olusturulan bilirubin lipitte-¢6ziiniir olup suda
¢oziinmez. Kanda tasinabilir olmasi i¢in unkonjuge bilirubinin suda-¢oziiniir olmasi
gerekmektedir. Proges, unkonjege bilirubin i¢in hem yiiksek afiniteli hem de diisiik
afiniteli baglanma noktalar1 igeren albumine bilirubinin reversible ve non-kavalent
baglar ile baglanmasi sonucu baslatilir. Unkonjuge bilirubin-aloumin kompleksi
hepatik sinusoidlerde bulunan endotelyum fenestralarindan Disse araligina kolayca

gecer ve burada bilirubin albuminden ayrilarak muhmetelen bir karaciger spesifik
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organik anyon transport proteininin aracilik ettigi kolaylastirilmis transport ile

hepatositlere alinir. (23)

Unkonjuge bilirubin hepatosite girdikten sonra, sitozolde, glutatyon S-
transferaz siiper familisindeki proteinler de dahil olmak tizere bir dizi proteine
baglanir (74). Uridin 5’-difosfat (UDP) glukuronil transferaz enzimi endoplazmik
retikulumda bulunur ve glukuronik asitle bilirubini, bilirubin monoglukuronid ve
diglukuronidi olusturarak suda-¢oziiniir hale getirmek iizere konjuge eder. (75).
Hidrofilik hale gelen bilirubin; safra kanalikiillerine atilmak {izere kanalikiiler
membranlardan difiize olur. Konjuge bilirubin kanalikiiler membranlardan multidrug
rezistan protein 2 (MRP2) araciligi ile ATP-bagimli olarak gecer. (76). Bilirubin
metabolizmasindaki tek enerji-bagimli basamak bu basamaktir ve fulminan hepatik
yetmezlik gelisen hastalarda baskin olarak neden konjuge hiperbilirubinemi
oldugunu agiklar. Konjuge bilirubin safra i¢inde distal ileum ve kolona kadar ilerler
ve burada B-glukuronidaz igeren bakterilerce unkonjuge bilirubine hidrolize edilir ve
bu da yine bakterilerce renksiz iirobilinojene indirgenir. (77). Urobilinojen ya
degismeden okside olup turuncu renge sahip olan iirobilin olarak atilir yada pasif
olarak barsaktan emilerek portal sisteme gecer. Barsaklardan emilen iirobilinojenin
cogu karaciger tarafindan tekrar salgilanir, kiiciik bir kismi da renal glomerullerden
filtrasyona ugrayarak idrar ile atilir. Unkonjuge bilirubin kesinlikle idrarda bulunmaz
clinkii serumda albumine bagli halde bulunur ve glomerullerden filtre edilemez.
Idrarda bilirubin varligi konjuge hiperbilirubinemiyi ve hepatobiliyer hastalig

gosterir. (23).

2.5.1.2. Serum Bilirubin Diizeyi Ol¢iimii

Direkt ve indirekt bilirubin terimleri sirasiyla konjuge ve unkonjuge bilirubine
karsilik gelir ve van den Bergh reaksiyonundan tiiremistir. (78). Serum bilirubin
diizeyi klinik laboratuvarlarda hala bu metodun birtakim modifikasyonlar: ile
Olciilmektedir. (79). Bu teknikte bilirubin, diazotize siilfanilik aside maruz
kalmaktadir, konjuge bilirubin fraksiyonu diazo reaktifi ile katalizore ihtiyag
duymadan hemen yada °‘direkt’ reaksiyon verir ve bdylece konjuge bilirubin
fotometrik yontemlerle 30-60 saniyede 0l¢iiliir. Total bilirubin ise alkol yada kafein

gibi bir katalizoriin eklenmesinden 30-60 dakika sonra 6lgiilebilir. Unkonjuge yada
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indirekt bilirubin fraksiyonu miktar ise total kisimdan konjuge kismin ¢ikarilmast ile

bulunur. (23)

Bilirubin 6l¢iimiinde High-performance likid kromatografi teknigi gibi daha
yeni ve kesin Olgiimler sunan teknikler bulunmustur fakat kullanim zorlugu ve ek
bilgi sunmamalarindan dolayr ¢ogu klinikte kullanilmazlar. Bu yeni teknikler ile
delta bilirubin (albumine siki kovalent baglarla bagli olan konjuge bilirubin)
tanimlanabilmektedir. Delta bilirubin; uzamis ve ciddi serum konjuge bilirubin
yiiksekliklerinde saptanabilmektedir ve siki kovalent baglardan dolay1 albuminin yar1
Oomriine, 14-21 giin, sahiptir ki bu bilirubinin 4 saat olan serum yar1 Omriinii olduk¢a
asmaktadir. Delta bilirubinin tanimlanmasi, uzamis sariligi olan bazi hastalarda
serum bilirubin diizeyindeki azalmanin neden klinik iyilesmenin gerisinde kaldigini
ve konjuge hiperbilirubinemisi olan bazi hastalarin neden bilirubiniiriye sahip

olmadigini gosterir.

Diazo methodu kullanilarak olgiilen total serum bilirubin diizeyi 1.0-1.5
mg/dl arasinda iken popiilasyonun %95’inde bu aralik 0.2-0.9 mg/dl diizeyinde
saptanmaktadir. Indirekt komponent normal araligi ise 0.8-1.2 mg/dl’dir. Bununla
birlikte diazo yontemi 6zellikle normal araliktaki konjuge bilirubin miktarini yiiksek
gosterme egilimindedir. Sonug¢ olarak konjuge bilirubin i¢in normal aralik zaman
icinde yukar1 dogru cekilmistir. Genel olarak, direkt bilirubin toplam degerin
%]15’inden az ise Olgiilen deger tamamen indirekt bilirubin olarak kabul
edilmektedir. Konjuge bilirubin i¢in en sik kullanilan tist deger 0.3 mg/dl’dir. Serum
konjuge bilirubin degerindeki hafif bir artis bile karaciger hasar1 oldugunu
diisiindiiriir. Sarilig1 olan hastalarda serum bilirubin fraksiyonu ve Sl¢limii sariligin
parankimal (hepatoselliiler) mi yoksa obstriiktif (kolestatik) mi oldugu yoniinde bir

ayrim saglamaz.

Hiperbilirubineminin  siddeti ve siiresi prognostik faktorler olarak
degerlendirilmemistir. Genel olarak, viral hepatitli hastalarda serum bilirubin diizeyi
ne kadar yiliksek ise hepatoselliiler hasar o oranda biiyiiktiir ve hastaligin seyri de
daha uzundur. Bununla birlikte, akut karaciger yetmezligi tablosunda olan bir
hastada 1liml1 bilirubin yiiksekliklerinde dahi hasta hayatin1 kaybedebilir. (23).
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2.5.1.3. Bilirubin Yiiksekligine Yaklasim

Hiperbilirubinemi, hemoglobinin asir1 yikimina bagli bilirubin fazla iiretiminden,
bilirubinin azalmis hepatoselliler alimi ve azalmis konjugasyon yada
ekskresyonundan, hasarlanmis safra kanallar1 ve hepatositlerden konjuge veya
unkonjuge bilirubinin rejurijitasyonundan  kaynaklanabilir. Konjonktival ikterus
gelisimi i¢in serum total bilirubin diizeyi en azindan 3.0 mg/dl diizeylerinde
olmalidir fakat bu hiperbilirubineminin tipi acisindan bir ayrim yapilmasina olanak
vermez. Cay yada kola rengi idrar bilirubiniiri varligin1 gosterebilir ve bu konjuge

hiperbilirubinemi ile iligkilidir. (23)

Serum bilirubin diizeylerinde izole yiikseklik olan bir hasta ile karaciger
enzim yliksekliginin de eslik ettigi hiperbilirubinemili bir hastanin degerlendirmesi
belirgin farkliliklar gosterir ve ikincisi, hepatoselliiler yada kolestatik bir siire¢ ile
iligkilidir. ~ Serum  bilirubin  yiiksekligi olan bir hastaya ilk yaklasim
hiperbilirubineminin konjuge mi yoksa unkonjuge mi oldugunun belirlenmesidir.
Total serum bilirubin diizeyinin %15’inden az1 konjuge ise neredeyse tiim serum
bilirubini unkonjuge olarak kabul edilebilir. Hemoglobinin asir1 yikimi sonucu fazla
miktarda bilirubin iiretimi birgok kalitsal ve edinsel bozuklugun sonucu olabilir.
Bilirubinin  hepatobilier alimini  kisitlayabilecek ila¢ kullanimlari  mutlaka
sorgulanmalidir.  Belirli bir neden tespit edilemezse azalmis bilirubin
konjugasyonuna neden olabilecek genetik enzim defektleri, en sik Gilbert
sendromunda oldugu gibi, diisiiniilmelidir. Gilbert sendromunda 1liml1 bir indirekt
bilirubin yiiksekligi s6z konusudur ve bu sendromda goriilen benign klinik seyir,
daha nadir goriilen Criggler Najar sendromu tip 1 ve 2 ile tezat icerisindedir. UDP
glukuronil transferaz enzim genindeki mutasyonlar sonucu enzimin aktivitesi azalir;
Criggler Najar sendromu tip 1’de bu azalma %10’dan az iken, tip 2’de hi¢ enzim

aktivitesi yoktur ve serum unkonjuge bilirubin diizeyleri ¢ok daha fazla yiikselir. (23)

Izole hiperbilirubinemide konjege bilirubin fraksiyonu %15’in iizerindeyse ,
tipik olarak %50’nin {izerindeyse, tan1 Dubin-Johnson sendromu yada daha nadir
olarak Rotor sendromudur. Her iki sendromda da safra kanalikiiler membranindan
salgilanan konjuge bilirubin miktar1 azalmistir ve serum konjuge bilirubin

diizeylerinde artig gortliir. (23)
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2.5.2. Aminotransferazlar

Akut hepatoselliiler hasarin en sensitif belirteci olan aminotransferazlar, 1950’li
yillardan beri karaciger hastaliklarinin tanimlanmasinda kullanilmaktadirlar. (80).
ALT (Alanin Aminotransferaz / SGPT) ve AST (Aspartat Aminotransferaz / SGOT)
sirasiyla alanin ve aspartik asidin a-amino gruplarini, ketoglutarik asidin o-keto
gruplarina transfer eder. AST; sitozol ve mitokondride bulunur ve tiim viicuda
yayilmis durumdadir; sirasiyla azalan konsantrasyonlarda karaciger, kardiak kas
dokusu, iskelet kasi, bobrek, beyin, pankreas, akciger, 16kositler ve eritrositlerde
bulunur. ALT; sitozolik bir enzimdir ve yine bir¢ok organda bulunmasina ragmen
biiyiik bir kism1 karacigerde yer alir ve karaciger hasarini gostermede AST den daha
spesifik bir indikatordiir. Serum aminotransferaz diizeylerindeki yiikseklikler bu
enzimlerden zengin organlardaki bir hasar1 yada bu enzimlerin seruma sizmasina izin
veren hiicre membran permeabilitesi degisikliklerini gosterir. Aminotransferazlarin
hiicreden ¢ikis1 i¢in hepatosit nekrozu gerekmemektedir ve bu enzimlerin serum

degerlerindeki yiikseklikler karaciger hasarinin yaygimligi ile korele degildir. (81).

Aminotransferazlar, serumda bir rol oynamazlar ve diger serum proteinleri
gibi davranirlar, plazma ve interstisyel sivida dagilirlar ve yar1 Omiirleri birkag
giindiir. Dolagimdan, retikiiloendotelyal sistem hiicreleri aracilig1 ile temizlenirler ve

AST, dolasim1 ALT’den daha hizli terkeder. (23)

Aminotransferazlarin serum normal degerleri laboratuvarlar arasinda
degiskenlik gostermekle birlikte genel kabul goren degerler erkekler i¢in 30 U/L’nin
alti, kadmlar i¢in ise 19 U/L’nin altidir. Bir ¢alismaya gore serum ALT degeri;
cinsiyet, alkol kullanimi, BMI, diabetes mellitus, serum trigliserid diizeyleri ve
ALTdegerini etkileyebilecek olan diger faktorlerden bagimsiz olarak yasa bagh
sekilde azalmaktadir. (82). Normal degerin daha altinda kalan bir serum
aminotransferaz degerinin klinik bir 6nemi yoktur; hemodiyalize giren kronik bobrek
hastalarinda goriildiigi raporlanmistir ve kismen Begvitamin eksikliginden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir. (23)
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2.5.2.1. Aminotransferaz Yiiksekligine Yaklasim

Serum aminotransferaz diizeyleri tipik olarak tiim karaciger hasari tiplerinde artar;
300 U/L diizeyine kadar olan yiikselmeler nonspesifiktir. Aminotransferaz
yiiksekliginin derecesi ve paterni; hastanin 6zellikleri, semptomlari, fiziki muayene
bulgulart kapsaminda degerlendirilir ve klinisyeni belirli tanilara yonelterek sonraki
degerlendirme agamalarinda yardimci olur. Aminotransferaz diizeylerindeki belirgin
yiikselmelerin ayirici tanisinda (>1000 U/L) viral hepatitler, toksin yada ilag iliskili
karaciger hasari, iskemik hepatitler ve daha diisiik olasilikla da otoimmun hepatitler,
akut Budd-Chiari sendromu, fulminan Wilson hastaligi, akut biliyer obstriiktif
durumlar yer alir (23) (Tablo 2).

Serum AST/ALT orami birka¢ durumda ozellikle de alkolik karaciger
hastalig1 tanisinda 6nemlidir. AST diizeyi 300 U/L’den diisiikse ve AST/ALT orani
2’den biiyiikse alkolik karaciger hastaligin1 6n gordiiriir, eger oran 3’ten biiyiikse tant
cok yiiksek ihtimalle alkolik karaciger hastaligidir. (83). Bu oran pridoksal 5’-fosfat
eksikligine bagl olusur; alkolik karaciger hastaligi olan hastalarda pridoksal 5’-fosfat
eksikligi vardir ve karacigerde ALT sentezi AST sentezinden daha fazla pridoksal 5’-
fosfata gereksinim duyar. (84). Kronik alkolik karaciger hastalig1 olan hastalarda ek
bir karaciger hasar1 gelistiginde, Ozellikle bir asetaminofen toksisitesi,

aminotransferaz diizeyleri garpici olarak artabilir fakat AST/ALT orani korunur. (23)

Artmis serum AST/ALT orani1 kas hastaliklar1 ile de iliskili olabilir. Enzim
degerlerindeki yiikselme tipik olarak 300 U/L’den diisiiktiir fakat rabdomyoliz gibi
durumlarda akut hepatoselliiler hasar gelisen hastalardaki gibi ¢ok daha yiiksek
seviyelere ulagabilir. Akut kas hasar1 tablolarinda serum AST/ALT oran1 3:1 ‘e kadar
yiikselebilir fakat AST yarilanma dmriinden dolay1 hizlica 1:1 ‘e geriler. (85). Kronik
kas hastaliklarinda oran tipik olarak 1:1 civarindadir. (23).

Kronik viral hepatit ve non-alkolik yagli karaciger hastaliginda AST/ALT
orani tipik olarak 1’in altinda olmasina ragmen siroz tablosu gelistik¢e oran yiikselir
ve hatta 1’1 geger. Siroz gelisimi ile iligkili olarak bu orandaki yiikselmenin;
fonksiyonel hepatik kan akimindaki azalmaya ve AST’nin hepatik sinusoidal

alimindaki azalmadan kaynaklandig diisiiniilmektedir. (86)
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Tablo 2: Yetiskinlerde Serum Aminotransferaz Yiiksekligi Nedenleri (23)

Kronik, Orta Dereceli Yiikseklik, ALT > AST (< 150U/L ya da < 5xNUS)

Hepatik Nedenler

= ol — Antitripsin Eksikligi
Otoimmiin Hepatit
Kronik Viral Hepatit (B, C, D)
Hemokromatozis
Ilaclar ve Toksinler
Steatoz ve Steatohepatit
Wilson Hastalig1

Non-Hepatik Nedenler
= (olyak Hastalig1
= Hipertiroidizm

Kronik, Orta Dereceli Yiikseklik, AST > ALT (< 150U/L ya da < 5xNUS)

Hepatik Nedenler
= Alkol iligkili karaciger hasar1 ( AST/ALT > 2:1, AST hemen daima < 300 U/L)
= Siroz

Non-Hepatik Nedenler
= Hipotiroidizm
=  Macro-AST
=  Miyopati
=  Agir Egzersiz

Ciddi, Akut Yiikseklik, ALT > AST (> 1000U/L ya da 20-25xNUS)

Hepatik Nedenler

= Akut Kolestaz
Akut Budd-Chiari Sendromu
Akut Viral Hepatit
Otoimmiin Hepatit
Ilaglar ve Toksinler
Hepatik Arter Ligasyonu
Iskemik Hepatit
Wilson Hastalig1

Ciddi, Akut Yiikseklik, AST > ALT (> 1000U/L ya da 20-25xNUS)

Hepatik Nedenler
» Altta Yatan Alkolik Karaciger Hasar1 varliginda Ilaglar ve Toksinler

Non Hepatik Nedenler
=  Akut Rabdomyoliz

NUS: normalin tist siniri
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Artmig  serum  aminotransferazi  saptanan  hastalarin  ¢ogunlugu
asemptomatiktir ve rutin taramalar esnasinda hafif bir yiikseklik (<5-kat) oldugu
goriliir. Bu hastalarda ilk yapilmasi gereken testlerin tekrari ile yiiksekligin persiste
edip etmediginin gosterilmesidir. Sonraki adim, hastanin kullandig1 tiim ilaglarin
(recetesiz ilaglar, tamamlayaci-alternatif tip ilaglari, bagimlilik yapict maddeler
dahil) ayrintili olarak sorgulanmasidir. Neredeyse tiim ilaglar, serum aminotransferaz
diizeylerini arttirma potansiyeline sahiptir. Siklikla karsilasilan ajanlar arasinda;
NSAI ilaclar, antibiyotikler, hidroksimetilglutaril-koenzim A reduktaz inhibitorleri,
antiepileptikler ve anti-tiiberkiiloz ilaglari yer alr. ilaca bagli karacier enzim
yiiksekligi diistiniilen durumlarda, ilacin kesilmesi ile enzim degerlerindeki
gerilemenin gozlenmesi bu iliskinin kurulmasini destekler. Ek olarak kas hastaliklar
serum Kkreatin kinaz ve aldolaz diizeyleri kontrol edilerek ekarte edilmelidir. Bir
sonraki asama sik goriilen ve tedavi edilebilir karaciger hastaliklarinin (kronik
hepatit B ve C, hemakromatozis, otoimmun hepatitler, Wilson hastaligi, non-alkolik
yagli karaciger hastalig1) arastirilmasidir. Bu hastaliklara yonelik arastirmalar sonrasi
bir tan1 elde edilemezse daha nadir goriilen durumlar (o0 1 —antitripsin eksikligi, tiroid
bezi hastaliklar1 ve ¢oliak hastaligi gibi ekstrahepatik nedenler) aragtirilmalidir. Yine
bir tan1 elde edilemezse enzim diizeylerindeki yiikseklige gore sonuglara bir katkisi
olmama ihtimali de goz oOnilinde bulundurularak karaciger biyopsisi yapilmasi

diistiniilebilir.
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2.5.3. Alkalen Fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP) terimi viicuda yayilmis durumda bulunan bir grup izoenzimi
tamimlar. (87). Eriskinlerde en yiiksek klinik 6neme sahip izoenzimler karaciger ve
kemikte bulunur c¢ilinkii bu organlar major serum ALP kaynagidirlar. Diger
izoenzimler; plasenta, ince barsak ve bobreklerden orijin alirlar. ALP, karacigerde
hepatositlerin kanalikiiler membrani iizerinde bulunur ve yarilanma 6mrii ortalama 7
giindiir. Degredasyon alanlar1 net olarak bilinmese de ALP’nin serumdan klirensi
biliyer traktin acikligindan ve karacigerin fonksiyonel kapasitesinden bagimsizdir.
Hepatobiliyer hastalik, safra asitleri araciligiyla enzim sentezinde artis olmasi ve

seruma sizint1 sonucu serum ALP diizeylerinin artmasina neden olur. (88).

Serum ALP diizeylerinde bir dizi bireysel varyasyonlar s6z konusudur. Kan
grubu O ve B olan hastalar, yagh bir yemekten sonra barsak ALP'sinin
salinmasindan dolay1 serum ALP diizeylerinde yiikselmelere sahiptir. (89). Intestinal
orijinli serum ALP yiikseklikleri beningn familyal durumlarda goriiliir. Serum ALP
diizeyi yasa bagl degiskenlikler gosterir.. Serum ALP diizeyi kadin ve erkeklerde 30
yasindan sonra artsa da kadin cinsiyetteki artis erkege gore daha belirgindir; 65
yasinda saglikli bir kadindaki deger 30 yasindaki saglikli bir kadina gére %50 daha
fazladir. (90). izole serum ALP yiiksekligi olan bir kiside bu yiiksekligin karaciger
mi yoksa kemik kokenli mi oldugunun ayirt edilmesinde serum GGT ve 5’NT
degerlerinden yararlanilir. Diisiik serum ALP diizeyleri; 6zellikle fulminan hepatit ve
hemoliz ile presente olan Wilson hastaliginda, bakir ile kofaktdr olan ¢inkonun yer

degistirmesine bagli enzim aktivitesindeki azalmadan dolay1 diisiik bulunabilir. (23)

2.5.4. Gama Glutamil Transpeptidaz

Gama glutamil transpeptidaz (GGT) , karaciger (hepatositler, kolanjiositler), bobrek,
pankreas, dalak, kalp, beyin ve seminal vezikiil de dahil bircok dokuda hiicre
membraninda yerlesik halde bulunur. Saglikli insanlarda serumda bulunur ve diizeyi
cinsiyete gore degismez yada gebelikte artmaz. Artmis serum GGT diizeyleri,
hepatobiliyer hastalik i¢in yiikseksensitiviteye sahip olsa da spesifitesinin diisiik
olusu klinikteki kullanimini kisitlar. Serum GGT diizeyinin primer kullanimi, izole

serum ALP yiiksekliginin kaynaginin tespitine yoneliktir; kemik hastaliklarinda GGT
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yiikseklik gostermez. (91). GGT; fenitoin, barbitiirat, baz1 anti-retroviral ajanlar,
non-nukleozid reverse transkriptaz inhibitorleri ve proteaz inhibitorii olan abacavir

kullanan hastalarda yiiksek saptanir. (92)

Serum GGT diizeyleri alkol kullaniminda da yiiksek bulunur, sensitivitesi
%52 ila %94 arasinda degisir. Bir calismaya gore serum GGT diizeyleri ile
hepatoselliiler karsinoma arasinda yiiksek risk oldugu ileri siiriilmiistiir. (93). GGT
diizeyleri, laparoskopik kolesistektomiye verilen hastalar arasinda safra yolu tasi
ongoriilmesinde %97,9 diizeyinde bir negatif prediktif degere sahiptir ki bu ALP,
total bilirubin, ALT ve AST’nin prediktif degerinden ¢ok daha yiiksektir. (94).
560.000 saglik sigortas1 kaydi ile yapilan metabolik sendrom, diabetes mellitus ve
kardiyovaskiiler hastalig1 igeren bir ¢aligmada izole GGT yiiksekligi, artmig mortalite
riski ile iligkili bulunmustur. (95)

2.5.5. 5° Nukleotidaz

5’ Nukleotidaz (5’NT) kanalikiiler ve sinusoidal plazma membranlari ile iligkilidir ve
fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir. Ayrica intestinal sistem, kalp, kan damarlar
ve pankreasin endokrin kisminda da bulunmaktadir. Serum 5’NT diizeyleri cinsiyet
ve rktan bagimsizdir fakat yasla birlikte artar, 50’11 yaslarda plato diizeyine ulasir.
Serum 5’NT diizeyinin kullanim alan1t GGT gibi, izole ALP yiiksekligi kaynagini
gostermeye yoneliktir. 5’NT diizeyleri, kemik hastaliklarinda artmaz fakat

hepatobiliyer hastaliklarda yiiksek bulunur. (23)

2.5.5.1. ALP GGT ve 5’NT Yiiksekligine Yaklasim

Izole ve asemptomatik ALP yiiksekligine yaklasimda ilk basamak doku kaynagini
belirlemektir. Bunu yapmanin en kesin yolu elektroforez ile fraksiyon belirlemektir;
her ALP izoenzimi farkli elektroforetik hareketlilige sahiptir. (96). Alternatif bir
method da serum GGT ve 5°NT diizeylerini kontrol etmektir; ikisinin birlikte yiiksek
bulunmast ALP yiiksekliginin hepatobiliyer bir hastalik sonucu gelistigini dogrular.
Normal aralikta bir 5’NT diizeyi hepatobiliyer hastalik ihtimalini dislamaz ¢iinkii
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5°’NT ve ALP diizeyleri erken donem yada hafif siddette karaciger hasarinda paralel
olarak yiikselmez ve bu da GGT’yi bakilmasi gereken esas test yapar. (23)

Karaciger kokenli bir serum ALP artis1 primer olarak kolestatik hastaliklarin
(6zellikle sarilikla seyreden azalmig safra akimi iligkili bozukluklar) ayirt
edilmesinde ise yarar. Aminotransferazlara oranla daha yiliksek seviyede bir serum
ALP diizeyi genellikle kolestatik bozuklugu gosterir. intrahepatik yada ekstrahepatik
kronik kolestazi olan hastalarin yaklasik %75’inde serum ALP diizeylerinde 4 kat bir
artis oldugu goriiliir, bundan daha az olan artislar nonspesifik kabul edilir ve birgok

durumda ortaya ¢ikabilir (23).

Yiiksek ALP diizeylerinin degerlendirilmesinde safra yollar1 goriintiillemesi
merkezi bir yer tutar. Dilate intrahepatik kanallarin olmayisi, arastirmay1 kolestazin
intrahepatik nedenlerine (Tablo 3) yoneltirken, dilate kanallarin goriilmesi
ekstrahepatik kolestazi (Tablo 4) diisiindiiriir. Aminotransferaz yiiksekliginde oldugu
gibi kolestatik enzimlerin intrahepatik nedenlere yonelik ytliksekligi arastirilirken de
oncelikle ila¢ kullanimi ayrintili bir sekilde sorgulanmalidir. Siiphelenilen ajanin
kesilmesi ile enzimlerde gerileme olmasi taninin dogrulanmasi i¢in yeterlidir ve
genellikle karaciger biyopsi yapilmasi gerekmez. Iyilesme siireci yavas olabilir ve

safra kanali hasar1 gelistiyse degisiklikler geri-doniistimsiiz olabilir. (23)

Tablo 3: Yetiskinlerde Kolestatik Enzim Yiiksekliginin Intrahepatik Nedenleri (23)

Ilaglar

Primer Biliyer Siroz

Primer Sklerozan Kolanjit
Graniilomatdz Karaciger Hastaliklar
Viral Hepatitler

Idyopatik Eriskin Duktopenisi
Genetik Bozukluklar

Maligniteler

Infiltratif Karaciger Hastaliklar1
Gebeligin intrahepatik Kolestazi
Total Parenteral Niitrisyon
Graft-Versus-Host Hastaligi (GVHD)
Sepsis
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Tablo 4: Yetiskinlerde Kolestatik Enzim Yiiksekliginin Ekstraahepatik Nedenleri
(23)

Intrinsik Nedenler

Koledokolitiazis

Immiin Araciligi Duktus Hasar1 (PSC, Otoimmiin Pankreatit)
Maligniteler(Ampuller Kanser, Kolanjiokarsinoma)
Enfeksiyonlar

Ekstrinsik Nedenler

Maligniteler(Safra Kesesi Kanseri, Metastatik Tiimorler, Pankreas Kanseri)
Mirizzi Sendromu

Pankreatit

Pankreatik Psodokist

2.5.6. Hepatik Sentezi Gosteren Testler

2.5.6.1. Albumin

En onemli plazma proteini olan albumin kantitatif olarak plazma kolloid onkotik
basincinin %75’ inden sorumludur ve sadece hepatositler tarafindan iiretilir. Ortalama
agirlikta bir yetiskin viicudunda yaklasik 15g/giin albumin iiretimi olur ve 300 ila
500 g viicut sivilarinda dagilmis halde bulunur. Yogun albumin kaybinda yada serum
albumin diizeyindeki diliisyonel diisiikliiklerde karaciger sentez hizin1 2 kata kadar
arttirma yetenegine sahiptir. (97). Albuminin yarilanma omrii 14 ila 21 giindiir ve
yikim yeri bilinmemektedir. Albumin sentezi; beslenme durumundaki degisikliklere,
osmotik basinca, sistemik inflamasyon varlifina ve hormonal diizeylere gore regiile
edilmektedir. (98). Bu nedenle hipoalbumineminin ayirici tanisinda, hepatoselliiler
disfonksiyona ek olarak malnutrisyon, protein kaybettiren enteropati, nefrotik

sendrom, kronik sistemik inflamasyon durumlar1 ve hormonal imbalans yer alir. (23)

Albuminin uzun yarilanma 6mrii, akut karaciger hasarinda bir belirte¢ olarak
kullanilmasimi saglar. Yeni tan1 bir akut hepatit vakasinda 3 g/dL’nin altindaki bir
serum albumin diizeyi olayin kroniklesecegini gosterir. Kronik karaciger hastalig1 ve
sirozlu hastalarda, normal veya artmig albumin iiretimine sahip olup yine artmis olan

dagilim hacminden dolay1r diisiik serum albumin konsantrasyonlarina sahip olan
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sirotik ve asitli hastalar hari¢, serum albumin diizeyi hepatik sentez fonksiyonunun
mikkemmel bir gostergesidir. Karaciger hastaligi siiphesi diisiik olan hastalarda
albuminin tarama testi olarak kullanilmasi fayda saglamaz; 449 hasta ile yapilan bir
caligmada 56 hastada anormal albumin diizeyleri goriilmiis fakat bunlarin sadece 2’si

(%0,4) klinik 6neme sahip bulunmustur. (99)

2.5.6.2. Protrombin Zamani

Pihtilagsma; vaskiiler endotelyal hiicrelerce iiretilen faktor VIII hari¢ digerleri
karacigerde iiretilen pithtilasma faktorlerini de igeren bir dizi enzimatik reaksiyonun
sonucudur. Protrombin zamani (PT), protrombinin trombine ¢evrilme hizinin bir
Olciisiidiir ve koagiilasyonun ekstrensek yolagini yansitir. Protrombin sentezinde
kullanilan faktoérler; 11, V, VII ve X’dur. INR, warfarin tedavisinin antikoagiilan
etkinligini vurgulamak i¢in kullanilir. INR; protrombin zaman 6l¢iimiinii belirli bir

laboratuvarda kullanilan tromboplastin reaktifine gore standardize eder. (23)

Uzamis PT, azalmig hepatik sentez fonksiyonu yanisira pihtilasma
faktorlerinin konjenital eksikligi, vitamin K eksikligi ve dissemine intravaskiiler
koagiilasyon (DiK) durumlarinda da goriiliir. DIK tanis1 serum faktor VIII diizeyine
bakilarak konulabilir, diizey azalmis olarak bulunur; karaciger hastaliklarinda ise

normal yada artmistir. (23)

Karaciger hastaliklarinda PT O6l¢limiiniin en faydali oldugu durum akut
karaciger hasaridir. PT, asetaminofen-iliskili ve asetaminofen dis1 karaciger
yetmezliklerinde ve alkolik hepatit vakalarinda prognostik degere sahiptir. INR, total
serum bilirubin diizeyi ve kreatinin diizeyleri MELD skorunun komponentleridir.
MELD skoru dekompanse sirozu olan hastalarda sagkalimin tahmininde kullanilir.

(23)

Protrombin zamani sirotik hastalarda kanama riskinin kesin bir ol¢iisii
degildir ¢iinkii protein C ve antitrombin gibi antikoagiilanlarin degil de sadece
prokoagiilan  pihtilagma  faktorlerinin  aktivitesini ~ degerlendirir.  Parsiyel
tromboplastin zamani1 (PTT) pihtilasma kaskadinin intrensek yolagini degerlendirir
ve ileri evre sirozda uzamis bulunur. Uzamis PTT, koagilopatinin

degerlendirilmesinde PT’den daha az sensitiftir. (23)
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2.5.7. Hepatik Fibrozis Tespitine Yonelik Testler

Hepatik fibrozisin tespitinde karaciger biyopsisi standart olsa da non-invaziv 6l¢tim
methodlar1 gelistirilmektedir ve umut vadedicidir. (100). Bu methodlar, hepatik
fibrogenezisin derecesini gosteren tek bir serum biyokimyasal marker1 (bugiine
kadar en iyi olan1 hyaluronandir) ve hepatik fibrozisin saptanmasinda ve
derecelendirilmesinde multiparametre testlerini (literatiirde 20°den fazla test

bulunmaktadir) igerirler. (23)

Hyaluronan mezenkimal hiicrelerde iiretilen bir glukosaminoglikandir ve
ekstraselliiler alanda dagilmis halde bulunur. Hepatik sinusoidal hiicrelerince yikilir,
serum diizeyleri sinusoidal kapillarizasyon sonucu sirotik hastalarda artmis bulunur.
Kronik karaciger hastaligi olan hastalarda sirozun tayininde 100 mg/L {izerindeki
aclik hyaluronan diizeyinin %83 sensitivite ve %78 spesifiteye sahip oldugu
gosterilmistir. (101). Preoperatif serum hyaluronan diizeyleri, hepatektomi sonrasi

hepatik disfonksiyon gelisimi ile korelesyonu gostermede de kullanilmistir. (23)

FibroTest, islevselligi en iyi ispat edilmis olan multiparametre kan testidir.
Test haptoglobin, bilirubin, GGT, apolipoprotein A-1 ve o 2 —makroglobulin igerir
ve kronik hepatit C tanili hastalarda ileri fibrozisin tanisinda yiiksek pozitif ve
negatif prediktif degerlere sahip oldugu gosterilmistir. Kronik hepatit B tanili
hastalarda ve alkolik karaciger hastaliklar ile metotreksat alan psoriazis hastalarinda
da benzer performansa sahip bulunmustur. FIBROSpect II daha yeni bir testtir ve

hyaluronat, doku inhibit6rii metalloproteinaz-1 ve o 2 —makroglobulin igerir. (23)

Transiyent elastografi, hepatik sertligi 6l¢mek igin ultrasonogrofi dalgalarimni
kullanan bir non-invaziv tekniktir ve 2013 yilinda karaciger hastalikli hastalarda
kullanilmak tizere FDA (Food and Drug Administration)tarafinca gelistirilmistir.
(23). Bir meta-analizde, transiyent elastografi; sirozun olmadigmnin gosterilmesinde
en 1yi teknik olarak bulunmasina ragmen diisiik dereceli fibrozis tanisinda yetersiz

bulunmustur. (102)

Manyetik rezonans clastografi de yine FDA tarafinca gelistirilen bir diger
non-invaziv tekniktir ve kronik karaciger hastalifi olan hastalarda fibrozisin

evrelendirilmesinde transiyent elastografiye gore iistiin bulunmustur. (23)

44



2.5.8. Kantitatif Karaciger Fonksiyon Testleri

Kantitatf fonksiyon testleri, karacigerin eksresyon yada detoksifikasyon kapasitesini
degerlendirmede serum bilirubin dilizeyinden daha spesifik olmasi iimidi ile
gelistirilmistir fakat bu testlerin daha yliksek sensitivitesi olmasina ragmen spesifite
eksiklikleri ve uygulama zorlugu kullanimlarini sinirlandirmistir. Indosiyanin yesili
Klirens testi, galaktoz eliminasyon kapasitesi testi, kafein klirens testi,lidokain

metabolit formasyonu testi, aminopirin nefes testi bu testler arasindadir. (23)

2.6. Kolestazis

Safra sekresyonu hepatositlerde ve kolanjiositlerde bulunan bir dizi membran
transport sisteminin fonksiyonuna ve safra salgi aparatinin fonksiyonel ve striiktiirel
biitiinliigline baghdir. Kolestazis Yunanca’da chole;safra ve stasis; hareketsiz duran
terimlerinden tiiretilmistir ve duktuler hiicreler yada hepatositlerdeki sekretuar
transportta yetersizlik gelisimi veya karaciger disinda seyreden ekskresyon yolaginda
bir blokaj sonucu safra akisinda bozulma, duraklama ile karakterizedir. (103). Bunlar

da sirasiyla intrahepatik ve ekstrahepatik kolestaz olarak adlandirilir. (104)

Kolestaz, klinik ve biyokimyasal olarak degisen derecelerde sarilikla
(konjuge bilirubin hakimiyetinde), kasinti ve artmis serum ALP, GGT, 5’NT, safra
asitleri ve kolesterol diizeyi ile iliskilidir. Hidrofobik safra asitlerinin giiglii deterjan
etkisinden dolay1 hiicre membran hasar1 ve fonksiyonlarda yetersizlik gelisebilir.
Artan safra asitleri; yeni safra asidi sentezini down-regiile eder ve bu da safra tuzu
havuzu ve enterohepatik dolasimdaki miktarlarinda azalma ile sonuglanir. Ayrica,
artmis kolesterol diizeyleri sonucu hiicre membran kolesterol orani ve akiskanlig
artar, boylece integral membran proteinleri fonksiyonlarimda azalma, bozulma
gozlenir. (104)

Kolestaz, safra akisindaki akut yada kronik kesilme sonucu olabilir. Biliyer
bilesenler igin hepatositler ve duktuler epitel hiicre membranlarinda yer alan spesifik
transport proteinlerinin varliginin tanimlanmasi ve molekiiler klonlama alanindaki
gelismeler tizerine kolestatik karaciger hastaliginin molekiiller mekanizmalar

aydinlatilmaya baslanmistir. (105). Ayrica, kolestaz durumunda safra tuzu transport
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proteinleri adaptif yanit gelistirirler ve karacigeri safra tuzu retansiyonundan

korumak i¢in ekstrahepatik yollarla safra tuzu ekskresyonu arttirilir. (106)

Intrahepatik kolestaz, karaciger hiicrelerince olusturulan safra formasyonunun
bozulmasiyla gelisirken; ekstrahepatik yada obstriiktif kolestaz, safray1 karacigerden
intestinal sisteme tagiyan safra duktus tikaniklig1 sonucu gelisir. Kolestaz tablosunda

siklikla bu iki durumun kombinasyonu goriiliir. (104)

Yetiskin insanlarda intrahepatik kolestazin esas nedenleri ilaglar ve gebeliktir.
Bu ilaglar arasinda antibiyotikler ilk sirada yer alir. Ostrojen preparatlari,siklosporin
A, rifampisin, glibenklamid, klorpromazin, eritromisin, oksipenisilinler intrahepatik
kolestaz yapan ajanlar arasindadir. Ilag nedenli kolestazin spektrumu reversible
formdan vanishing bile duct sendromu gibi kronik formlara kadar degisken olabilir.
(104).

Birgok ilacin farmakokinetigi insan multidrug rezistans protein-2 (MRP2)
tarafindan modiile edilmektedir, bu proteinin ekspresyonu ve aktivitesi belirli ilaglar
ve hastalik durumlan ile degistirilebilir. Kanser kemoterapétikleri, trikoziirikler,
antibiyotikler, l6kotrienler, glutatyon, toksinler ve agir metallerin transportundan
sorumludur. (107). Insan bazolateral multidrug rezistans protein-3 (MRP3); safra
tuzlart ve konjuge bilesenleri hepatik hiicrelerden kana tasimakla gorevlidir ve
kolestaz esnasinda anlamli derecede up-regiile olur. Omeprazol kullanimi olan
hastalarin karacigerleri, populasyonun kalaniyla karsilastirildiginda daha ytiksek
MRP3 protein ekspresyonu oldugu gozlenmistir. (108). MRP3 up-regiilasyonu
karaciger fonksiyonlarinin korunmasinda énemli olabilir; ¢iinkii MRP3 proteinindeki
genetik bozukluklar, gebelik esnasinda yada strojen iceren ajanlarla tedavi sirasinda

kolestaz1 indiikleyebilir. (109)

Baz1 ailesel kolestatik bozukluk tablolarinda defektif transporterlarin
tanimlanmast, kolestazin molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasini
kolaylagtirmistir. Bu baglamda, progresif familyal intrahepatik kolestaz (PFIC) ciddi
genetik kolestatik karaciger hastaliklar1 arasinda yer alir ve kanalikiiler safra asidi

transportundaki defekt sonucu erken infant donemde ortaya ¢ikar. (110).

Ostrojen igeren ajanlar, gebeligin intrahepatik kolestazin1 (ICP) ve oral
kontraseptif iliskili kolestaz1 tetikleyebilir. Kolestaz tablosu androjenik anabolik

steroidlerin kullanimi1 sonucu da goriilebilir. ICP’de gebeligin son trimesterinde
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organik anyon transportu azalir ve serum safra tuzu diizeyi ile konjuge bilirubin
diizeyleri yiikselir. Bu kolestaz tablosu genetik predispozisyonlarla ve PFIC tip 3 ile
iliskili bulunmustur. Bening rekurren intrahepatik kolestazin (BRIC) da PFIC tip 1
ile iliskili oldugu gosterilmistir. (104)

Endotoksinemide basolateral ve kanalikiiler safra asidi ve organik anyon
transportu belirgin derecede bozulmustur ve bu durum sepsis-iliskili kolestaz olarak
degerlendirilmektedir. (106). Konjuge bilirubinin kanalikiiler sekresyonunda
bozulma olmasi sepsis iligkili sarilik durumunu, safra asidinin azalmis sekresyonu ise
sepsis tablosunda azalmis safra akimini agiklar. Gram-negatif bakterilerin dis hiicre
membranindaki lipopolisakkaritler (LPS) ve LPS-aracili sitokinler; total paranteral
nutrisyon iligkili intrahepatik kolestazda, alkolik ve viral hepatitlerde oldugu gibi
hepatobiliyer ekskresyonu bozarlar. (104)

Dubin Johnson gibi bazi herediter molekiiler bozukluklarda MRP2 genindeki
spesifik mutasyonlar sonucu proteinin hepatosit apikal membranina eklenmesinde
sorun geligir. (111). Yine de bu bening bir hastaliktir ve biyokimyasal yada histolojik

kolestaz bulgular1 goriilmez.

Diger kolestaz nedenleri; obstriiksiyon, ekstrahepatik biliyer atrezi (EBA),
primer sklerozan kolanjit (PSC), primer biliyer siroz (PBS) ve bunun bir varyanti

olan otoimmiin kolanjit durumlaridir.

Obstriiktif kolestaz, genellikle ekstrahepatik safra kanallar1 diizeyinde siklikla
tas yada timor tarafindan biliyer sistemin fiziksel tikanikligi sonucu gelisir. Bununla
birlikte, safra kanallarinda striktlir gelisimi yada kronik pankreatite bagli bir
kompresyon durumu da yine bu tabloya yol agabilir. Obstriiktif kolestazli hastalarin
biyopsi materyallerinde MDRImRNA ve MDR3mRNA diizeyleri artmis
bulunmustur ve serum bilirubin ve ALP diizeyleri ile koreledir. (105). Ayrica, kiigiik
safra yollarindaki bir obstriiksiyon yada duraksama tiim biliyer sistemin tikanmasi ile
sonuglanabilir. Bu durum, erken infant déonemde sarilikla karakterize ve otozomal
dominant bir bozukluk olan Alagille Sendromunun mekanizmasi ile iligkili olabilir.
Safra kanali proliferasyonu ile birlikte kronik kolestazda goriilen degisiklikler,
kolanjiositlerin apikal membraninda bulunan ileal sodyum-bagimli safra tuzu
tagiyicist araciligiyla hepatositlerden sekrete edilen kanalikiiler safra tuzlarinin

reabsorbsiyonunu kolaylastirabilir. (105). Bdoylece, safra tuzlar1 tekrar dolasima
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girmis olur ve ekstrahepatik yollardan ekskrete edilir; safra tuzu havuzu regiilasyonu

bu sekilde saglanir ve bu mekanizma ‘kolehepatik sant’ olarak adlandirilir. (112)

Kolestazda klinik bulgular obstriiksiyonun lokasyonuna, sebebine ve artmis
pro-inflamatuar sitokinlerce safra tuzlarinin sentez ve sekresyonunun azaltilma

derecesine baglidir. (113)

Safra tuzu retansiyonu sonucu deoksikolat gibi hepatotoksik olan hidrofobik
safra tuzlar serumda ve ciltte asir1 diizeylerde birikerek kasintiya sebep olur. Tiim
dokularda artmis kolesterol birikimi, 6zellikle tendinéz ksantomalar ve periorbital
ksantelezmalar goriiliir fakat klinik olarak anlamli ateroskleroz sik goriilen bir durum
degildir. Kolestazda, barsak safra tuzu konsantrasyonu diyetle alinan yaglarin
¢cozlinmesi i¢in yetersizdir ve bu yaglarin kolonik mukozay1 irritasyonu sonucu
steatore gelisir. Yagda c¢oziinen vitaminlerin (A,D,E,K) ve esansiyel yag asitlerinin
yetersizligi goriiliir. Bunlarin sonucu olarak da osteomalazi ve osteoporoz goriiliir.

(113)

2.6.1. Deneysel Kolestaz Hayvan Modelleri

Insanlarda kolestaza yol acan sebeplerin analiz edilmesi ve sonrasinda kolestazin
patofizyolojik mekanizmalarmin daha iyi anlasilabilmesi i¢in deneysel hayvan
modellerinin incelenmesi faydali olmaktadir. Deneysel kolestazda safra akisinin
supresyonu yada azalmasi s6z konusudur; safra bilesenlerinin retansiyonu sonucu
safra sekresyonunu daha da bozan hiicre membran hasar1 geligir ve bir kisir dongii

olusur. Bu da kolestaz mekanizmasini kompleks hale getirmektedir. (104)

Deneysel hayvan c¢alismalari, osmotik itme basincint azaltip sivi
sekresyonunda azalmaya yol agan herhangi bir karaciger hasarini igerir. Boylece,
safra akisinin ve  safra bilesenlerinin eksresyonunun in vivo 6l¢iimii ile tespit
edilebilen kolestaz tablosu gelisir. Endojen safra bilesenlerinin kan diizeylerine
bakilarak ve karaciger dokusundaki degisikliklerin morfolojik olarak gdsterilmesi ile

kolestaz tanisi konur. (94)

Deneysel kolestaz amagh ¢esitli hayvan tiirleri kullanilmasina ragmen en sik
tercih edilenler ratlardir. Bu amagla; endoktoksin uygulamasi, 6strojen uygulamasi,
ilag-aracili kolestaz, total koledok ligasyonu, inkomplet biliyer obstriiksiyon ve
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selektif biliyer obstriikksiyon yontemleri uygulanmaktadir. Endotoksin, etinil-
ostradiol ve ilag- etkilesimli modelde hepatoselliiler kolestaz olusturulurken; safra
akimina mekanik etki ile olusturulan koledok ligasyon modellerinde ekstrahepatik

kolestaz olusturulur. (104)

2.6.2. Koledok Ligasyonu

Obstriiktif kolestaz, ekstrahepatik biliyer kanallar diizeyindeki fiziksel daralma
sonucu gelismektedir. Bu nedenle koledok ligasyonunun; hiicreler arasi vesikiiler
yolakta ve tight junction baglantilarinin fonksiyonel biitlinliigiinde bozulma sonucu
kanalikiiler plazma membran proteinlerinin ekspresyonunda azalmaya yol agtifi
distiniilmektedir. (114). Obstriiktif kolestazda karakteristik olarak interlobuler safra
kanallarinin tikanmasi, portal ekspansiyon ve sentrilobuler hasar ile birlikte safra
kanal1 proliferasyonu goriiliir. Bu degisiklikler biliyer basing artis1 ve safra ile portal
kan dolasimi arasindaki tek anatomik bariyerin tight junctionlar olmasindan

kaynaklanir. (115)

Koledok ligasyonu Kountouras ve ark. tarafinca 1984 yilinda, bilinen uzamis
toksik injury modellerinden etyopatogenetik olarak farkli tipte bir karaciger sirozu
olusturmak tiizere ortaya konulmustur. Sik rastlanan bulgular safra kanallarinin
proliferasyonu ve g¢ogunlukla periportal yerlesimli hepatoseliiler nekroz gelisimidir.
Artmis intrabiliyer basing, anoksi, inflamatuar mediatorlerin salimimi ve safra
asitlerinin sitotoksik etkisi, hepatik fibroz ve sonrasinda da sekonder biliyer siroza
yol agan enflamatuar siiregleri uyarir. Ratlarda koledok ligasyonu; karaciger
fonksiyon testlerinde bozulmalar, hemodinamik degisiklikler ve biliyer epitel
hiicrelerinde,  hepatositlerde ~ve  makrofajlarda  proliferatif  aktivite ile

iliskilendirilmistir. (5)

Koledok ligasyonu yapilan rat modellerinde; safra bilesenlerinin
hepatositlerde retansiyonu sonucu safranin hepatoselliiler eksreyonu bozulur;
osmotik aktif bilegenlerin intersitisyuma refliisiine sekonder olarak osmotik itis giicii
azalir ve hiicreler aras1 gegirgenlik artar. (104). Koledok ligasyonunda tight junction
fonksiyonel permeabilitesi etinil estradiol uygulamasi ile saglanan kolestaza gore gok
daha fazla etkilenir. (114). Koledok obstriiksiyonu saglanan ratlarda tipik olarak
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safra duktuler reaksiyonu goriliir. Bu reaksiyonun oOnceden var olan safra
kanallarinin ¢ogalmasi yada artmis biliyer basing sonucu kanallarin uzamasi sonucu
oldugu diisiiniilmektedir ve bu reaksiyon kok hiicrelerin proliferasyonu ve

diferansiasyonu ile iliskilendirilmistir. (116)

2.6.3. Kolestaz ve Kasinti

Kasinti, kolestatik karaciger hastaliklarinda sik goriilen bir yakinma olup bir¢ok
mekanizma altta yatan temel sorun olarak kabul gérmiis olsa da kasintinin esas

patofizyolojisi kesinlik kazanmamustir.

Kolestatik hastalarda kagintinin varligi yaygin olmakla birlikte subjektiftir ve
tan1 i¢in esas olusturmaz fakat bir semptom olarak varligi ayiric1 tanida kolestatik
hastaliklar1 diisiindiirmelidir. Bununla birlikte kolestaz kaynakli kasint1 diger kasint1
sebeplerine gore bazi farkliliklar gosterir; generalize bir paternde tarif edilir, ellerde-
ayaklarda ve kiyafet ile temas eden cilt bolgelerinde daha yogun hissedilir, kaginma

eylemi ile rahatlama saglanmaz ve geceleri belirginlesir. (117)

PBS ve PSC’nin yanisira gebeligin intrahepatik kolestazi (ICP) da kasint ile
prezente olabilir. ICP’de kasint1 genellikle avug i¢i ve ayak tabanlarinda lokalizedir.
(118)

Kolestazin karacigerden pruritojenlerin salinimimna neden oldugu, bu
pruritojenlerin de ciltteki noral kasinma liflerini uyardig1 ve bdylece uyarmin spinal
kord ve kortekse tasindigr ileri siiriilmiistiir. Plazmada yogunlasan pruritojenlerin
ayrica dogrudan beyine gecerek norotransmisyonda degisiklige sebep oldugu

distiniilmektedir. (119)

Kagmtinin periferik olarak nasil kodlandigina dair g¢esitli teoriler One
stirtilmiistiir; yogunluk teorisine gore kasinti, agri stimuluslarini tasiyan ndronal ag
ile tasinmaktadir ve kasint1 uyarani agr1 uyaranina gore daha zayif bir néronal tepki
olusturur. Teoriye gore noronal yanittaki bu yogunluk farki ile her iki algi arasindaki
fark aciklanmaya calisilmig fakat insan deneylerinde kasinti stimulusu yogunlugu
arttirilmasina ragmen alg1 agriya doniismemis, yine benzer sekilde agr1 stimulusu

frekansi azaltildiginda algi1 kasintiya doniismemistir. (120; 121).
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Ote yandan 6zgiilliik teorisi, kasinti ve agr1 duyusunu tasiyan ayri afferent
lifler oldugunu ileri siirmektedir. Bu teori, nosiseptif ndronlardan farkli olarak
histamin tarafinca aktive edilen yiiksek esik degere sahip ve diisiik yogunluklu
liflerin gosterilmesiyle desteklenmistir fakat bu liflerin kapsaisin uygulamasi ile
olusan nosiseptif stimuluslar1 saptadigi ve bdylece spesifik degil de selektif oldugu

gosterildiginde zayiflamistir. (122).

Spinal diizeyde, pruritoseptorlerin alt grup lifleri, spinal kordun st
laminasinda dorsal boynuz noronlart ile sinaps yapar. Histamin, gastrin-releasing
peptid reseptdr (GRPR) ve serotonin dahil birgok pruritojen bu lifleri aktive edebilir.
(122)

Bazi nosiseptif primer sensoriyel lifler ablate edildiginde kasinti yanitinda
anlamli azalma kaydedilmis ve bu da nosiseptif néronlar arasinda pruritoseptorlerin
kasint1 segici bir alt grubu oldugunu gostermis. Bu grup lifler aktive edildiginde
kasint1 hissi olugsmasina karsin zararli bir uyaran s6z konusu oldugunda da kasinti

yanitt degil de agr1 yaniti olustugu goriilmis. (122)

Lisofosfotidik asitin (LPA), histamine benzer sekilde ratlarda kasinti yanitini
indiikledigi gosterilmistir. H1 histamin reseptor antagonistleri ve topikal kapsaisin ile
tedavinin LPA-aracili kaginti yanitini inhibe ettigi goriilmiis ve bunun histamin
yolagi tizerinden oldugu distiniilmistiir. (123). Son yillarda, kolestatik hastalarda
lizofosfatidilkolini LPA’ya doniistiiren enzim olan ototaksin (ATX) ekspresyonunun
arttigr gosterilmistir. Ayrica ATX diizeyleri ICP’de de artmis bulunmustur. Bu
nedenle kolestatik karaciger hastaliklarinda kasintinin  yonetiminde ototaksin,
potansiyel bir hedef olarak 6nemli bir rol oynayabilir. (124). Miyelinsiz sinir uglarina
yakin lokal LPA olusumu, sinir lifleri boyunca aksiyon potansiyelini giiclendirmekte
ve kasmti cevabi ile korelasyon gostermektedir.Bu ozellik, serum safra tuzlari,
triptaz, P maddesi ya da mu-opioidler gibi diger aracilar arasinda kurulamamuistir.
(125)

1967°de safra tuzlarmin kolestatik hastalarin ciltlerinde pruritojenik etkili
oldugu ileri siiriilmiis ve nasobiliyer drenaj yada eksternal biliyer diversiyon ile
safranin viicuttan uzaklastirildig: hastalarda kasintida dramatik azalma olmasi ile bu

diistince desteklenmistir. (122)
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Endojen opioid sistemi ciltte 2 komponente sahiptir; birincisi enkefalinler ve
endorfinler gibi peptidleri; ikincisi de bu peptidlerin baglandig1 reseptorleri (mu,
kappa, delta) igermektedir. Hayvanlarda santral sinir sisteminde mu ve kappa
reseptorleri kasinti modilatorii olarak islev gormektedir. Mu agonistleri pro-
pruritojenik iken; kappa agonistleri anti-pruritiktir. Bu reseptorler arasindaki
dengesizligin sistemik ve periferal yolaklar {izerinden kagintiyr baslatabildigi

varsayillmaktadir. (122)

Safra asitleri mast hiicrelerinin potent bir aktivatoriidiir ve kiitandz mast
hiicrelerinin safra asitlerince uyarilmasi sonucu gelisen degraniilasyon ile histamin
salinimi gelisir. Histamin, birgok allerjik reaksiyonda sorumlu tutulmakla birlikte
kolestatik kagintida da rol oynadig: diistiniilmektedir Gittlen ve ark. tarafinca yapilan
bir ¢alismada PBC ve PSC’li hastalarda bakilan serum histamin diizeyleri kasintisi
olan hastalarda, kasintis1 olmayanlara gore anlamli Olglide yiiksek bulunmustur.

(126)

Steroid stilfatlar ve disiilfatlar, progesteron metabolitleri olup kolestatik

kasintida rol aldiklar1 disiiniilmektedir. (127)

2.7. Kolestatik Kasintida Tedavi Yaklasimlari

Primer kolestatik hastaliklarda kasimtinin efektif tedavisi igin c¢esitli terapotik
modaliteler gelistirilmistir. PBC iliskili kasmtinin yonetimi, 2009 American
Association for the Study of Liver Diseases Dernegi (AASLD) tarafinca tanimlanmig
ve ilk tercih olarak safra tuzu regineleri, ikincil tedavi olarak rifampisin, ti¢lincii sira
tedavi yaklasimi olarakopioid antagonistleri ve dordiincii sira tedavi olarak da

serotonin antagonistleri ve antihistaminik ilaglar belirtilmistir.

Ursodeoksikolik asit (UDKA), PBC tedavisinde en sik kullanilan ajan
olmasma, histolojik ve biyokimyasal iyilesme saglamasina karsin kasmtinin
tedavisinde etkin bulunmamustir. (128). Safra asidlerini ve progesteron

metabolitlerini azaltarak etki gostermektedir.

Rifampisin, Streptomyces mediterranei tarafinca sentezlenen semi-sentetik bir
antibiyotiktir. Transkripsiyon diizeyinde ATX ekspresyonunu azaltarak etki gosterir.
Endojen pruritojenik bilesenlerin metabolizmasinda gérev alan mikrozomal ilag-
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oksidasyon sistemine ait enzimlerin hizli ve gii¢lii bir indiikleyicisidir. (129). Ayrica
rifampisin, safra asitlerinin hepatosit i¢ine alinmasini artirirarak deterjan etkilerini
azaltir, intestinal limende sekonder safra asidi sentezine etki ederek hepatotoksik

olan litokolik asit sentezini azaltir. (130)

Kolestatik kasintida yaygin ve geleneksel olarak kullanilan bir diger tedavi,
pruritojenlerin viicuttan uzaklastirilmasini amaglayan anyon degisim regineleridir
(kolestiramin, kolestipol, kolesevelam). Safra asitlerine baglanarak terminal
ileumdan intrahepatik dolasima ge¢melerini 6nleyen suda-¢6ziinmeyen, emilmeyen

maddelerdir. (129)

Kolestatik kasintida opioid antagonistleri uygulamas: ile kasintida iyilesme
goriilmesi, endojen opioidlerin kasintida etkin oldugu hipotezini desteklemektedir.
(131). Bu amagla kullanilan ajanlar; nalokson, naltrekson ve nalmefen’dir. Bu grup

ilaglarin islevi; kolestaz esnasinda artmis olan endojen opioidlerin baglanmasindan

kaginmaktir. (132)

Serotonin, karaciger hastaliklar ile iliskili kasintida rol oynamaktadir ve tip

I11 serotonin antagonisti olan ondansetron kolestatik kasintida kullanilmaktadir. (130)

Molekiiler adsorban resirkiilasyon sistemi (MARS) ile albumin diyalizi,
direngli kolestatik kasintida efektif bir terapotik yaklasim olarak kabul gormistiir.

Kolestatik kagintida plazmaferezin etkinligi heniiz kesinlik kazanmamistir. (122)

Direngli kasinti, hepatik hiicresel yada biliyer anormallik bulgusu olmasa bile

karaciger transplantasyonu endikasyonu olabilir. (133)

2.8. Mast Hiicre Stabilizatorii Kromalin Sodyum

Mast hiicreleri, kemik iligindeki pluripotent kok hiicrelerinden gelismektedirler,
viicutta immatiir hiicreler olarak dolagsmakta ve hedef dokularina ulastiklarinda
olgunlagmaktadirlar. Olgunlastiktan sonra bu hiicreler; kok hiicre faktor
reseptorlerini, fibroblast biiyiimesini destekleyen mediatorleri, proteazlar, kimaz ve
triptaz dahil olmak {izere c¢esitli faktorleri eksprese eder ve salgilarlar, ayrica

fibroblast ve stellat hiicrelerden ECM {iretimini uyarirlar. (4; 5).
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Aktive mast hiicrelerinin fibrojenik faktorler sekrete ederek cesitli doku ve
organlarda fibrozis gelisminde etkin oldugu disiiniilmektedir. Karacigerde mast
hiicre birikimi 6zellikle alkolik karaciger hastaligi, primer biliyer siroz, primer
sklerozan kolanjit, biliyer atrezi, hepatolitiazis, kronik hepatik allograft rejeksiyonu
ve kolestatik biliyer hastaliklarda goriilmektedir. Kronik karaciger hastaligi ile takipli
hastalarin karaciger mast hiicre diizeyi ile matriks depozisyonu arasinda bir iliski
oldugu gosterilmistir. (7). Ayrica safra asitlerinin potansiyel mast hiicre aktivatorii

olduklar1 bilinmektedir. (134)

Kromolin sodyum, anti-inflamatuvar aktiviteye sahip mast hiicresi
stabilizatorii kromalinin sodyum tuzlu formudur. Mast hiicre membran1 boyunca
antijen-aracili kalsiyum kanali gegirgenligine etki ederek mast hiicrelerinden
histamin, I6kotrienler ve diger hipersensitivite reaksiyon substratlarinin salinimini
onlerler. Notrofil aktivasyonu ve kemotaksisi ile eozinofil kemotaksisini inhibe
ederler. (135; 136)

Kromolin sodyum bikromon serisine mensup bir kimyasal yapiya sahiptir.

Molekiiler formiilii C23H14Na2011olup molekiil agirligr 512.334 g/mol’diir.

Astim, allerjik rinit ve allerjik konjonktivit tedavisinde kullanildig gibi ratlar
tizerinde koledok ligasyonu yontemi ile yapilan ve histamin aracilig: ile kolanjiosit
proliferasyonun  gelistigi ~ deneysel  Kkolestaz =~ modellerinde  mast  hiicre

degrantilasyonunu 6nlemede de kullanilmistir. (137)

2.9. Ototaksin

Ototaksin (ATX) esas olarak A2058 human-melanom hiicre kiiltiirii ortaminda tespit
edilmis ve hiicre migrasyon stimiilatorii olarak karakterize edilmis, ATX’in kanser
invazyon ve metastazinda otokrin motilite faktorii olarak rol oynadigi ileri
siriilmustiir fakat patofizyolojik ©Onemi lisofosfolipaz D (lysoPHD) aktivitesi
kesfedilene dek belirsiz  kalmistir. ATX, lisofosfolipidlerin  (6zellikle
lisofosfotidilkolin) hidrolizinden ve dolasimdaki lisofosfatidik asitin (LPA)
tiretiminden sorumludur. Serum ATX aktivitesi ile LPA seviyeleri arasindaki giiclii

korelasyon insanlarda ve ratlarda gézlenmistir. (138)
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Karaciger hiicreleri arasinda hepatik stellat hiicreler, myofibroblastlara
dontigerek  fibrotik siireglerde major rol oynamaktadir. Bunun sonucunda da
proliferasyon, asir1 ECM {iretimi, artmis kontraktilite ve motilite gelisir. Gliniimiizde
karaciger fibrozisinin, insanlarda ve ratlarda reversible oldugu diisiiniilmektedir ve
hepatik stellat hiicrelerin apopitozu, ratlarda deneysel karaciger fibrozisinde
azalmanin gosterilmesi ile desteklenmesi sonucu bu reversibiliteden esas sorumlu
olay olarak anilmaktadir. LPA, hepatik stellat hiicrelerin proliferasyonunu ve
kontraksiyonunu uyarmakta ve in vitro olarak bu hiicrelerin apopitozunu inhibe
etmektedir. Bunlarin sonucunda LPA’nin karacigerde pro-fibrojenik faktor olarak rol

oynadigi diistiniilmektedir. (138)

Plasma LPA ve serum ATX aktivitesi ile karaciger fibrozisi arasinda iligki
deneysel rat modellerinde dogrulanmustir. (139). Karaciger fibrozisi, kronik karaciger
hasarina yanit olarak gelismektedir ve sonrasinda siroz, portal hipertansiyon,
hepatoselliiler karsinom ve hatta karaciger yetmezligine ilerleyebilmektedir. Fibrozis
evrelemesinde perkiitan6z karaciger biyopsisi altin standart olmakla birlikte
karaciger fibrozisinin artik reversible potansiyeli olan dinamik bir siire¢ oldugu
bilindiginden hastaligin progresyonunu, klinik sonuc¢larini ve tedavi yanitin1 izlemek
icin fibrozis degerlendirmesinde non-invaziv, tekrarlanabilir bir yonteme ihtiyag
duyulmaktadir. (140). Serum ATX aktivitesi ile plazma LPA diizeyleri histolojik
olarak karaciger fibrozis evresi ile giicli bir korelasyon gosterdiginden her iki
parametrenin de fibrozisin yeni belirtegleri olarak kullanilmasi diistintilmektedir.
Bununla birlikte serum ATX aktivitesi klinik laboratuvar agisindan daha kullanislh
bir yontem olarak goriinmektedir. Oncelikle, 6rnek alimindan sonra ortam 1sis1 etkin
bir sekilde kontrol edilemezse LPA diizeyleri anlamli olarak artis gosterecektir. Bu
bulgu, plazmada asir1 derecede LPA {iretimine yol agan sentetik ATX ve substrati
olan lisofosfotidilkolinin varligindan kaynaklanabilir. (141). Ikincil olarak, LPA
diger kaynaklarin yan1 sira plateletlerden salimir ve klinik dneminin
degerlendirilebilmesi igin plazma diizeyinin dlgiilmesi gerekir. (142). Ote yandan,
ATX aktivitesi serumda degerlendirilebilir ve ortam 1sisindan bagimsizdir. Ayrica,
bir immiinoenzimetrik yontem kullanilarak ATX kitle 6l¢iimii i¢in yiiksek-verimli bir
test gelistirilmistir ve geleneksel yonteme gore daha hizli sonu¢ alinmaktadir. Bu
yontem ile Olgilen serum ATX  konsantrasyonu, karaciger fibrozis

degerlendirmesinde bir marker olarak kullanilmaktadir. (138)

55



Kremer ve ark. (143) LPA’nin kolestatik kasintida potansiyel bir mediator
olabilecegini ileri siirerek karaciger fibrozis patofizyolojisinde ATX ve LPA igin
yeni bir rol tanimlamis,kasintist olan kolestatik hastalarda dolasimdaki ATX ve LPA
aktivitesinde artis oldugunu ve serum ATX aktivitesinin kasintinin yogunlugu ile
korele oldugunu gdstermislerdir. Bu bulgu ile artmis serum ATX ve plazma LPA
diizeylerinin, karaciger fibrozisinin bir komplikasyonu olarak kagintinin

patogenezinde dogrudan etkili olabilecegi ihtimali 6nem kazanmustir. (138)
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismamiz igin Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvart 02.03.2016 tarih ve 2016-19-02/03 protokol
nol’lu Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onayi alindi. Deneysel c¢alismamiz
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Arastirma

Unitesinde, Biyokimya ve Patoloji laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Deney hayvani olarak agirliklar1 193-296 gram arasinda degisen, Spraque
Dawley cinsi 69 adet erkek rat kullanildi. Denekler her grupta 7-12 rat olacak sekilde
kontrol ve sham gruplar ile birlikte randomize bir sekilde toplamda 8 gruba ayrildi
(Tablo 5).

Tablo 5: Deney Calisma Gruplari

1. Grup Kontrol Koledok ligasyonu + Serum fizyolojik

2. Grup SH Sham

3. Grup KL+KFA Koledok ligasyonu + Klorfeniramin maleat
4. Grup KL+ SERT Koledok ligasyonu + Sertralin

5. Grup KL+OND Koledok ligasyonu + Ondansetron

6. Grup KL+UDKA Koledok ligasyonu + Ursodeoksikolikasit
7. Grup KL+NAL Koledok ligasyonu + Naloksan

8. Grup KL+KROM Koledok ligasyonu + Kromolin sodyum

Uygun oda 1s1s1 ve 11k ortaminda barindirilan, serbest erisimli standart sican
yemi ve su ile beslenen deney hayvanlarinin deneyden 12 saat dnce yem alimi
durduruldu. Ratlarin deney oncesi agirliklar1 Olgiildii ve deney giinii 25 mg/kg
intraperitoneal tiyopental enjeksiyonu ile genel anestezi uygulandiktan sonra
denekler operasyon masasina uygun isiklandirma altinda fikse edildi. insizyonun
yapilacagi karin orta bolgesi tras edildikten ve %10 polivinilprolidon iyot antiseptik
soliisyonu ile temizlendikten sonra 2-3 cm'lik orta hat kesisi ile karin bosluguna
girildi (Sekil 3). Karaciger usuliine uygun kaldirildi, sham grubu hari¢ diger tim

gruplardaki ratlarin supraduodenal koledok kanali belirlenerek, ¢evre dokulardan
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serbestlendikten sonra proksimali ¢ift, distali tek olacak sekilde 5/0 ipek siitiirle
baglanarak kesildi ve total ekstrahepatik obstrilksiyon saglandi (Sekil 4, Sekil 5).
Sham grubundaki ratlarin supraduodenal koledok kanali belirlendi, ¢cevre dokulardan
serbestlestirildikten sonra 5/0 ipek siitiirle koledok altindan gecildi fakat ipek
baglanmadan ¢ikarildi. Islem sonrasi tiim ratlarm karin insizyonu 3/0 ipek siitiir
kullanilarak anatomisine uygun sekilde kapatildi ve siitiir hattt %10 polivinilprolidon
iyot antiseptik soliisyonu ile temizlenerek ratlar isitici altinda anesteziden uyanmaya
birakildi. Toplamda 60 denege koledok ligasyonu yapilirken 9 denek ligasyon

uygulanmayarak sham grubu olarak alindi.

Sekil 3: Cerrahi isleme hazirlik

A) Polivinilpirolidon iyot ile saha temizligi, B) Laparotomi ve karacigerin
dogurtulmasi

58



Sekil 5: Koledok ligate edildi.
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Tedavi gruplarindaki ratlara uygun yolla ilaglari, kontrol grubundakilere ise

ayni hacimde serum fizyolojik, cerrahi islem sonrasi 1.giinden itibaren 10. giine

kadar ardisik her giin uygulandi (Tablo 6). Deneklerin giinlik yara bakimi ve

enfeksiyon kontrolii yapildi. Cerrahi islem oncesi ve deneyin 10. giinii agirliklari

kontrol edilen denekler, deneyin 5. ve 10. gilinii kasinma davranislarinin olup-

olmadigi agisindan gdzlendi.

Tablo 6: Deneyde kullanilan farmakolojik ajanlar

Ad1 Tiiri Uygulama Uygulama Uygulama | Uygulama
Amaci Dozu(mg/kg) | Yolu/Sekli Sikhig1
flagl1 | Klorfeniramin Histamin H1 Antipiiritik 10 ip 1 defa/giin-
maleat rsp. 10 giin
antagonisti
flag2 Sertralin SSRI Antipiiritik 10 oral 1 defa/giin-
10 giin
flag3 | Ondansetron 5-HT3 rsp. Antipiiritik 1 ip 1 defa/giin-
antagonisti 10 giin
Ilag4 | Ursodeoksikolik Safra asidi Antipiiritik 60 oral 1 defa/giin-
asit 10 giin
flag5 Naloksan Opioid Antipiiritik 0,01 ip 1 defa/giin-
antagonisti 10 giin
flac6 Kromolin Mast hiicre Antipiiritik 50 ip 1 defa/giin-
sodyum stabilizatorii olarak 10 giin
arastirilan
Ilag7 Tiyopental Barbitiirat Anestezi ve 25/50 ip 2 defa (1.
sodyum tiirevi Otenazi ve 10. Giin)
amaciyla

Post-operatif 10. giin tim deneklere 25 mg/kg intraperitoneal tiyopental

enjeksiyonu ile genel anestezi uygulanarak kan 6rnekleri alindiktan sonra denekler

yiikksek doz anestezik madde ile sakrifiye edilerek doku (cilt-cilt alti, periton zari,

karaciger) 6rnekleri alind1 (Sekil 6).
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Sekil 6: Deneyin 10. giiniinde dilate safra yollar1 ve makroskobik patolojik
degisiklikler

3.1. Biyokimyasal Inceleme

Deneklerden alinan kan 6rnekleri, 3500 devirde 5 dakika siireyle santrifiij edildikten
sonra olusan serum spektrofotometrik yontemlerle AST, ALT, ALP, GGT, direkt
bilirubin ve total bilirubin, total safra asitleri diizeyi; ELISA yontemiyle histamin ve

ototaksin diizeyleri ¢alisilmak iizere ayrilarak -20°C’de saklandi.
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AST, ALT, ALP ve GGT diizeyleri enzimatik yontemle; biliriibin diizeyleri
ise kolorimetrik yontem ile Roche C6000 (Roche, Tokyo, Japan) otoanalizor

cihazinda Roche firmasinin ticari kitleri kullanilarak calisildi.

Rat serum ototaksin diizeyleri sandvi¢ enzim immiinoassay teknigi ile ELISA
kitleri (USCN life science inc, Wuhan, China) kullanilarak iiretici firma protokolii
uyarinca c¢alisildi. Test-i¢i ve testler-arasi ototaksin degiskenlik katsayis1 <12% ,

plazma 6rnekleri i¢in ototaksin diizeyi sensitivitesi 0,064 ng/ml idi.

Rat serum histamin diizeyleri kompetitif inhibisyon enzim immunoassay
teknigi ile ELISA kitleri (USCN life science inc, Wuhan, China) kullanilarak iiretici
firma protokolii uyarinca ¢alisildi. Test-i¢i ve testler-arasi histamin degiskenlik

katsayis1 <12% , plazma Grnekleri i¢in histamin diizeyi sensitivitesi 0,54 ng/ml idi.

Rat serum total safra asitleri diizeyi NADH ve kromofor varliginda enzimatik
metodla ticari kitler (BioVision, CA, USA) kullanilarak iiretici firma protokolii

uyarinca ¢alisildi. Testin saptama smnirt 1 uM idi.

3.2. Histopatolojik inceleme

Karaciger lobektomi, cilt ve periton materyalleri %10 luk noétral formalin
soliisyonunda fikse edildi (Sekil 7) ve takip isleminden sonra parafin bloklara
gomiildii. Spesmenlerin her biri i¢in ayr1 hazirlanan parafin bloklardan, mikrotom
cithaz1 ile 4-5 pm kalinliginda seri kesitler elde edildi. Kesitler deparafinize edilerek

morfolojik inceleme i¢in hematoksilen ve eosin (H&E) ile boyandi.

Safra kanali ligasyonuna bagli gelisen karaciger hasari, asagidaki
histopatolojik bulgular yoniinden, calisma gruplar1 bilinmeksizin, tarafsiz patolog
tarafindan, karaciger dokularindan hazirlanan H&E kesitlerin 151k mikroskobisi
(Leica DM2500, Almanya) ile incelenmesi sonucu semikantitatif olarak
degerlendirildi. Histopatolojik bulgular; portal inflamasyon, lobuler inflamasyon,
safra duktus proliferasyonu, nekroz, safra infarkti yoniinden hasarin derecesine gore
skorlama yapildi; O=yok, 1=hafif, 2=orta, 3=belirgin, 4=siddetli olarak
derecelendirildi. Bunlarin yanisira fibrozis; 0 = yok, 1 = portal genisleme, 2 = septal
formasyon 3 = belirgin kopriillesme fibrozisi, 4 = siroz olarak derecelendirildi. (5;
144; 145; 146). Her ¢alisma grubundan mikroskopik goriintiiler (Zeiss Mikroskop,
Axio Imager.A2m, ABD) elde edildi.
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Sekil 7: Karaciger lobektomi materyalleri %10 luk nétral formalin soliisyonunda
fikse edildi.

A) Kontrol grubu karaciger lobektomi kesitleri, B) Sham grubu karaciger lobektomi kesitleri,
C) KL+NAL grubu karaciger lobektomi kesitleri, D) KL+OND grubu karaciger lobektomi
kesitleri, E-F) KL+KROM grubu karaciger lobektomi kesitleri
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3.2.1. Immiinhistokimyasal boyama:

Dokudaki mast hiicrelerini gostermek amaciyla, formalinle fikse edilmis ve parafine
gomiilmiis karaciger, cilt ve periton materyallerinin kesitlerine immiinhistokimyasal
boyama yapilmistir. Spesmenlerden hazirlanan parafin bloklardan polilizinli lamlara
mikrotom cihazi ile 4-5 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler deparafinize edilerek
ve sitrat pH:7.0 ile mikrodalgada 1sitma yontemi ile 6n asama uygulanarak, “Mast
cell tryptase” mouse monoklonal primer antikor (Clone AA1, Dako, 2 ml konsantre,
1/100, Code-Nr. M 7052) ile standart boyama protokollerine uygun olarak, otomatik
immiinhistokimyasal boyama cihazinda (BenchMark ULTRA Slide Staining System
specifications, Ventana Medical Systems, ROCHE, ABD) boyand1 (B-SA).

Mast hiicre sayisini tespit etmek i¢in, gruplar bilinmeksizin tarafsiz patolog
tarafindan en yogun boyanma alani tespit edilerek, bir biiyiikk biiyiitme alaninda
(BBA) reaktif hiicreler sayildi (Leica DM2500 151k mikroskop, x10 okiiler lens, x40
objektif lens; BBA= 0.55 mm2, Almanya).

3.3. istatistiksel inceleme

[statistiksel degerlendirme, SPSS 20.0 programi kullamilarak yapildi. Sayisal
degiskenler, aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Gruplar arasi
sayisal Olglimlerde farklilik olup olmadigi Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanilarak degerlendirildikten sonra, ikili karsilastirilmalar Mann-Whitney U Testi
ile yapild1 ve p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Koledok ligasyonu uygulanan ratlarda sarilik, koyu renkli idrar ve ikterik plazma

gibi kolestazin klinik bulgular1 goriildii.

Deney oOncesi ve sonrasi agirlik 6lgtimlerinde Kontrol, KL+KFA, KL+NAL
gruplarinda deneklerin agirliklarinda azalma gozlenirken, diger gruplarda agirlik
artig1 kaydedildi (Grafik 1).

Grafik 1: Deneklerin deneyin 1. giin ve 10. giin agirlik dl¢timleri ortalamalari

Agirlik (gr)
280
270
260
250 T
240 T
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210
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Kontrol Sham KL+KFA KL+ SERT  KL+OND  KL+UDKA  KL+NAL  KL+KROM
(n=12) (n=9) (n=8) (n=8) (n=8) (n=7) (n=8) (n=9)

m1 Gin m10.Giln

Deneyin 5. giiniinde kontrol grubundaki kasint1 siiresi 31.58 + 1.42 sn/5dk
iken 10.giinde 40.08 + 3.89 sn/5dk olarak izlendi. Kontrol grubundaki kasint1 siireleri
her iki 6lgtimde de sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede fazlaydi
(swrastyla p<0.001, p<0.001). Deneyin 5. giiniinde 5’er dakika boyunca kasinti
davranig1 gozleminde sham grubunda ortalama kasint1 siiresi 12.67 + 1.29 sn iken
KL+OND grubunda 12.50 + 2 sn ve KL+KROM grubunda 16 + 1.36 sn olarak sham
grubuna yakin siireler seklinde kaydedildi. Medikal tedavi uygulanan diger gruplarin
5. giin kasimti siireleri ortalamast 21.38 + 3.11 ila 24.71 + 3.23 sn araliginda olacak
sekilde kaydedildi. Deneyin 10. giin kasinti siirelerine bakildiginda kontrol, sham,
KL+OND, KL+NAL gruplarinda deneyin 5. giliniine kiyasla artis oldugu; KL+KFA,
KL+SERT, KL+UDKA ve KL+KROM gruplarinda ise azalma oldugu goézlendi.
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Deneyin 10.gliniinde tiim gruplarin ortalama kasinma siireleri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda anlamli olarak daha kisa oldugu goézlendi (p<0.05) (Grafik 2).

Grafik 2: Gruplarin 5. giin ve 10. giin kaginma davranisi gézlemleri
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4.1. Biyokimyasal Bulgular

Deneysel modelimizde kolestazin saglandigin1 destekleyecek sekilde serum histamin
ve ototaksin diizeylerinin;plazma AST, ALT, ALP, GGT, total bilirubin ve direkt
bilirubin diizeylerinin kontrol grubunda, sham grubuna gére anlaml olarak arttigi
goriildi (p<0.05) (Tablo 7, Tablo 8). Kruskal Wallis varyans analizine gore gruplar
arasi karsilastirmada serum histamin ve ototaksin diizeyleri, plazma AST, ALT,
ALP, GGT, total bilirubin (TB) ve direkt bilirubin (DB) diizeylerinde anlamli fark
gozlenirken(p<0.05); plazma total safra asitleri diizeyinde anlamli fark izlenmedi
(p=0.099).

Man Whitney U ikili karsilastirma testi kullanilarak kontrol grubu ile diger
gruplarin ikili karsilagtirmasinda plazma total safra asitleri diizeyinin sadece
KL+KROM grubunda istatistiksel olarak anlamli azaldigi goriildii (p=0.001) (Grafik
3).
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Tablo 7: Deneyin post-operatif 10.gilinlinde elde edilen serum histamin ve ototaksin
diizeyleri ile plazma total safra asitleri diizeyi

Grup n | Total Safra Asitleri (uM) Histamin (ng/mL) Ototaksin (ng/mL)
Kontrol 12 6.89£0.29 9.35+0.18 15.49+0.13
Sham 9 5.96 + 0.35*** 7.57 £0.31%** 14.86 + 0.09***
KL+KFA 8 6.28 +0.41 8.16 + 0.33** 15.24+0.17
KL+ SERT | 8 6.19+0.59 9.40 +0.29 15.22+0.14
KL+OND 8 6.42+0.12 9.17+0.25 15.23+£0.11
KL+UDKA | 7 6.44 +0.63 9.20+0.21 15.44+£0.21
KL+NAL 8 6.03 +0.38 8.68 + 0.58 15.02+0.12*
KL+KROM | 9 528 £0.21%** 8.07 £ 0.11*** 14.61 £ 0.42**

Veriler Aritmetik Ortalama + Standart Hata olarak ifade edilmistir. Gruplar, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Kruskal-Wallis varyans analizi ve
Mann-Whitney U Testi).

Grafik 3: Gruplarin ortalama plazma total safra asitleri diizeyi

Total Safra Asitleri (LM)
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Ortalama serum histamin diizeyleri yoniinden gruplar incelendiginde (Grafik
4); kontrol grubunda 9.35 + 0.18 ng/mL, sham grubunda 7.57 + 0.31ng/mL,
KL+KROM grubunda 8.07 + 0.11 ng/mL, KL+KFA grubunda 8.16 = 0.33 ng/mL
bulundu. Sham (p<0.001), KL+KROM (p=0.001), ve KL+KFA grubundaki

(p=0.01) bu azalma kontrol grubuna gore anlaml1 fark gosterdi.
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Serum ototaksin diizeyleri yoniinden gruplar incelendiginde (Grafik 4); en
diisiik ortalama deger KL+KROM grubunda (14.61 + 0.42 ng/mL) gozlendi. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda; KL+KROM (p=0.003) ve KL+NAL grubunda
(p=0.012) ortalama deger anlamli olarak azalamis bulundu.Diger gruplarin kontrol

grubu ile ikili karsilastirmasinda istatistiksel fark izlenmedi (p>0.05)

Grafik 4: Gruplarin ortalama serum histamin ve ototaksin diizeyleri
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Tablo 8: Deneyin post-operatif 10.gilinlinde elde edilen plazma AST, ALT, ALP,

GGT, TB, DB diizeyleri

AST ALT ALP GGT B DB
Grup | n (IU/L) (IU/L) (IU/L) (mg/dL) | (mg/dL)
Kontrol 12 97.41 £18.09 726.49 £ 189.21 432.17 £33.47 60.17 £13.70 5.56+0.63 3.81 +0.40
Sham 9 34.42 + 6.24*** 153.87 £ 27.97*** 108.44 + 15.80*** 0.11 £ 0.11%** 0.09 + 0.03*** 0.02 + 0.00***
KL+KFA 8 74.59 + 15.77 484.11 + 85.43 276.75 + 50.88* 52.25+23.19 5.77+1.19 427 +1.06
KL+ SERT 8 51.45 +8.56* 456.21 + 88.77 281.25+39.51* 14.00 +£3.98 4,54 +1.37 347+1.12
KL+OND 8 72.35+£5.42 475.44 +23.74 364.50 £42.53 33.00 £ 8.73 498 +£0.92 4.01 +£0.87
KL+UDKA 7 66.39 +£19.12 394.36 + 136.93 333.86 +119.36 11.57 £5.79* 226+1.18* 1.33 +1.04*
KL+NAL 8 52.40 £ 11.19* 448.87 + 90.96 480.86 + 119.63 12.57 £5.03* 4.05+1.17 2.14+0.67
KL+KROM 9 70.41 £5.72 401.13 £36.40 223.33 £ 33.46*** 6.89 +2.46* 2,72 £1.13* 1.47 +£0.70*

Veriler Aritmetik Ortalama = Standart Hata olarak ifade edilmistir. Gruplar, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Kruskal-Wallis varyans analizi ve
Mann-Whitney U Testi).

KL+KROM grubunda plazma AST ve ALT diizeyleri yoniinden Kkontrol

grubuna gore anlamli fark izlenmedi (p=0.394, p=0.286) (Grafik 5). Plazma AST
diizeyleri agisindan bakildiginda SH grubu (p=0,001), KL+SERT grubu (p=0.037) ve

KL+NAL grubunda (p=0.022) kontrol grubuna gore anlamli azalma izlendi. Plazma

ALT diizeyleri kontrol grubuna gore tiim gruplarda azalmis olsa da istatistiksel fark

yalnizca SH grubunda (p=0.001) goriildii.
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Grafik 5: Plazma ALT ve ALP degerleri karsilagtirmasi
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KL+KROM grubunun plazma ALP, GGT, TB, DB diizeyleri yoniinden sham
grubu gibi davrandig1 ve bu parametreleri anlamli olarak azalttig1 goriildii (p<0.05)
(Grafik 5, Grafik 6). Ilach tedavi gruplari arasinda en diisiik plazma ALP ve GGT
diizeyi KL+KROM grubunda gozlendi. KL+UDKA grubundaki etki plazma GGT,
TB ve DB iizerinde anlamli bulunurken (p<0.05); plazma ALP diizeylerinde anlamli
fark goriilmedi (p=0.128). ilagh tedavi gruplar1 arasinda en diisiik bilirubin diizeyine
sahip grup KL+UDKA grubu iken KL+KROM grubundaki etki bu agidan 2. sirada
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yer aldi. KL+KFA ve KL+SERT grubunda ise plazma ALP degerleri anlamli diisiik
bulunurken (p=0.017 , p=0.023); plazma GGT, TB ve DBdegerleri iizerine olan etki,
anlaml1 istatistiksel fark olusturacak diizeyde degildi (p>0.05).

Grafik 6: Plazma total ve direkt bilirubin degerleri karsilagtirmasi
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KL+OND grubunda bakilan biyokimyasal parametrelerin hi¢birinde anlaml
istatistiksel fark goriilmezken (p>0.05); en belirgin biyokimyasal iyilesme ilagh
tedavi gruplart arasindan KL+KROM grubunda izlendi.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Calisma gruplarina ait karaciger dokulari, koledok ligasyonuna bagli gelisen

karaciger hasar1 yoniinden 151k mikroskopisi ile incelendi ve histopatolojik bulgular

Tablo 9°da dokiimente edildi.

Degerlendirilen portal inflamasyon, lobuler inflamasyon, safra duktus

proliferasyonu, nekrozis ve fibrozis parametreleri yoniinden gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanirken (p<0.05), diger bir histopatolojik

parametre olan safra infarkti agisindan anlamli fark bulunmadi (p=0.104).

Tablo 9: Koledok ligasyonuna bagl gelisen karaciger hasariin histopatolojik bulgular:

Safra
Grup n | Portal infl. fpilar Duktus Nekroz Fibrozis Safra

Infl. . Infarkti

Prolif.
Kontrol 12 3.67£0.19 3.17+0.21 4.00 % 0.00 1.83 +0.41 2.50£0.15 0.67 +0.36
Sham 9 0.67 £ 0.17%%* | 0.78 £ 0.15%** 0.00£ 0.00%** | 0.000.00%** | 0.00 + 0.00%** 0.00 + 0.00
KL+KFA 8 2.63 + 0.46* 1.75 £ 0.25%* 3.63+0.26 1.00 £ 0.33 1.75 £ 0.16** 0.13+0.13
KL+ SERT 8 225+ 0.45% 1.75 £ 0.41%* 2.63 + 0.50%* 0.38+0.18* 1.25 £ 0.25%* 0.00 % 0.00
KL+OND 8 2.38 £ 0.18*** 1.75 £ 0.16%** 3.63+0.26 1.25+0.31 2.00 + 0.00% 0.50 +0.50
KL+UDKA 7 2.86 + 0.46 2.29+0.36 3.57+0.43 1.29 +0.52 2.00 + 0.00% 0.00 + 0.00
KL+NAL 8 3.00 +0.46 2.00 £ 0.27** 3.25+0.49 1.63 £0.50 1.75 £ 0.16** 1.38 £0.68
KL+KROM | 9 2.00 = 0.29%** 2.11+0.31* 2.56 % 0.41%%* 0.67 + 0.24* 1.67 = 0.29* 0.00 % 0.00

Veriler Aritmetik Ortalama + Standart Hata olarak ifade edilmistir. Gruplar, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Kruskal-Wallis varyans analizi ve
Mann-Whitney U Testi).

Sham grubunda hafif lobuler ve portal inflamasyon disinda baska bir bulgu

izlenmezken; kontrol grubunda ana safra kanali ligasyonuna bagh gelisen belirgin

karaciger hasari tespit edildi (Sekil 8). Portal inflamasyon, lobuler inflamasyon, safra

duktus proliferasyonu, nekroz ve fibrozis agisindan sham grubu ile kontrol grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.05).
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Kontrol grubunda portal genisleme, septal formasyon ve belirgin kopriilesme
fibrozisine kadar ilerleyen fibrotik degisiklikler gézlendi. Sham grubunda fibrozis

izlenmedi. Calisma gruplarinin higbirinde siroz gelisimine rastlanmadi.

KL+UDKA grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece fibrozis
acisindan istatistiksel anlamli fark gozlendi (p=0.028), lobuler inflamasyondaki

azalma belirgin olsa da anlamli bulunmadi (p=0.053).

Ilaghi tedavi gruplarindan safra duktus proliferasyonu (karacigerin koledok
obstriiksiyonuna reaktif yanit1) {izerine en anlamli etkinlik KL+KROM grubunda
gozlendi (p<0.001) (Sekil 9). Klorfeniramin, ondansetron ve naloksan tedavilerinin
safra duktus proliferasyonu lizerine etkisi istatisitiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05). Rat karacigerleri nekroz agisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlamli iyilesme KL+KROM grubunda (p=0.042) ve KL+SERT grubunda (p=0.015)

izlendi.

Calisma gruplarma ait cilt ve periton dokularinda spesifik histopatolojik

bulgu saptanmadi.
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Sekil 9: KL+KROM grubu karaciger dokusu 151k mikroskobisi goriintiisii,
hematoksilen ve eosin boyama
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4.3. immiinhistokimyasal Bulgular

Immiinhistokimyasal uygulanan mast hiicre belirteci ile calisma gruplarina ait
karaciger, cilt ve periton dokularinda mast hiicre yogunlugu tespit edildi (Sekil

10,11,12). Gruplarin ortalama mast hiicre sayilart Tablo 10 ve Grafik 7’de verildi.

Tablo 10: Karaciger, periton ve cilt dokusu mast hiicre sayilari

Grup N ) Karaciger ) Cilt ) Periton
(hiicre/mm? doku) (hiicre/mm? doku) (hiicre/mm? doku)
Kontrol 12 25.17+2.52 1517+1.72 13.50 £ 1.64
Sham 9 11.56 £ 1.13*** 7.78 £ 1.27** 856+ 1.11%
KL+KFA 8 26.88 +3.94 8.50 + 1.56* 6.63 £ 0.26***
KL+ SERT | 8 19.88 £2.42 11.88+1.92 0.88 £1.27
KL+OND 8 24.88 + 3.60 11.25+1.79 9.38 +0.86
KL+UDKA | 7 20.00 +2.08 16.86 £2.92 8.00 + 0.53**
KL+NAL 8 12.50 £ 1.07** 14.63 £ 1.21 8.88 £0.79*
KL+KROM | 9 13.33 £1.19** 10.67 £ 1.57 7.67 £ 0.96*%*

Veriler Aritmetik Ortalama = Standart Hata olarak ifade edilmistir. Gruplar, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Kruskal-Wallis varyans analizi ve
Mann-Whitney U Testi).

Grafik 7: Gruplarin karaciger, cilt, periton dokusu mast hiicre dagilimlart

Mast Hucre Sayilari (hiicre/mm? doku)
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Karaciger (p<0.001), cilt (p=0.008) ve periton (0.002) mast hiicre sayilari

acisindan gruplar arasi anlamli istatistiksel fark izlendi.

Gruplar karaciger mast hiicre sayilari agisindan degerlendirildiginde sham
grubunda ortalama deger 11.56+ 1.13 , kontrol grubunda 25.17 + 2.52 olarak
goriildii. Bu degerler KL+KROM grubunda 13.33 + 1.19 ve KL+NAL grubunda
12.50 + 1.06 bulunarak kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldiklar1 gozlendi
(sirastyla p=0.003, p=0.003).

Ilagl: tedavi gruplari arasindan cilt mast hiicre sayilarina anlamli etkinligin
gorildigi grup ortama 8.50 + 1.55 ile KL+KFA grubu oldu (p=0.022). KL+KROM
grubunda cilt mast hiicre sayisi ortalama 10.67 + 1.57 ile azalmis bulunsa da

istatistiksel olarak fark saptanmadi (p=0.09).

Periton mast hiicre sayilart iizerine KL+KROM (p=0.004), KL+KFA
(p<0.001), KL+UDKA (p=0.009), KL+NAL (p=0.016) gruplarinda anlamli etki

gozlendi.

Ilagh tedavi gruplarmdan KL+SERT ve KL+OND gruplarinda karaciger, cilt
ve periton mast hiicre sayilarinda istatistiksel anlamli bir azalma gozlenmedi.

KL+UDKA grubunda sadece periton mast hiicre sayilarinin anlamli olarak azaldigi

tespit edildi (p=0.009).
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Sekil 10: Karaciger mast hiicreleri dagilimi, immiinohistokimyasal boyama

A) Kontrol grubu, B) Sham grubu, C) KL+KFA grubu, D) KL+SERT grubu,
E) KL+OND grubu, F) KL+UDKA grubu, G) KL+NAL grubu,
H) KL+KROM grubu
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Sekil 11: Cilt mast hiicreleri dagilimi, immiinohistokimyasal boyama

A) Kontrol grubu, B) Sham grubu, C) KL+KFA grubu, D) KL+SERT grubu,
E) KL+OND grubu, F) KL+UDKA grubu, G) KL+NAL grubu,
H) KL+KROM grubu
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Sekil 12: Periton mast hiicreleri dagilimi, immiinohistokimyasal boyama

B) Kontrol grubu, B) Sham grubu, C) KL+KFA grubu, D) KL+SERT grubu,
E) KL+OND grubu, F) KL+UDKA grubu, G) KL+NAL grubu,
H) KL+KROM grubu
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5. TARTISMA

Kolestaz safra sekresyonunda yada akiminda azalma, duraklama ile karakterizedir.
Intrahepatik kolestaz, karaciger hiicrelerince olusturulan safra formasyonunun
bozulmasiyla gelisirken; ekstrahepatik yada obstriiktif kolestaz, safray: karacigerden
intestinal sisteme tasiyan safra duktus tikanikligi ile, biliyer sistemin genellikle
ekstrahepatik safra kanallar1 diizeyinde tas yada tiimor tarafindan fiziksel tikanikligi
sonucu gelisir (104). Kolestaz; biliyer atrezi, PBC, PSC gibi kronik inflamasyon
zemini bulunan kronik progresif karaciger hastaliklarinin temelini olusturmakta ve
hepatoselliiler hasar, ilerleyici hepatik fibrozis, siroz, malign transformasyon ve
karaciger yetmezliginden 6liime kadar uzanan klinik tablolarla karsimiza ¢ikmaktadir
(147). Obstriiktif kolestaz, klinik ve biyokimyasal olarak degisen derecelerde sarilik,
kasgint1, artmis serum safra asitleri, kolestatik enzimler ve kolesterol diizeyi ile
iliskilidir (104).

Kasinti, dermatolojik hastaliklarin yanisira bir¢ok patolojik bozuklukta
sekonder semptom olarak sikc¢a karsimiza ¢ikan ve kisiyi olduke¢a rahatsiz edebilen,
yasam Kkalitesini diisiirebilen bir durumdur. Metabolik ve sistemik hastaliklar,
malignensiler, hematolojik, enfeksiydz ve noropsikiyatrik hastaliklarla iligkili olarak
goriilebilir. Son evre renal ve hepatik yetmezligi olan hastalarda pruritojenik

substantlarin azalmis renal/hepatik klirensi sonucu kasint1 geligebilir (148).

Karaciger hastaliklarinin bir komplikasyonu olan kolestatik kasimnti, sik
karsilagilan ciddi ve zorlayict olabilen klinik bir sorundur. Bir¢ok mekanizma altta
yatan temel sorun olarak kabul gormiis olsa da kolestatik kasintinin esas
patofizyolojisi kesinlik kazanmamistir ve mevcut anti-pruritik ajanlarin etkinligi, yan
etki ile iligkilendirilmeleri ve kolestatik kasintida tam iyilesme gostermemeleri
nedeniyle ¢ogu zaman hayal kirikligi yaratmakta, yeni tedavi ajanlarinin

gelistirilmesi hususunda deneysel calismalarin konusu olmaya devam etmektedir.

Biz bu c¢alismamiz ile kolestatik kasinti tedavisinde daha 6nce denenmemis
bir ajan olan mast hiicre stabilizatorii kromolin sodyumun kasinti iizerinde etkili olup
olmadigini ve etkili ise bu etkinin derecesini gdstermeyi, bunun yanisira da kromolin

sodyumun kolestazda olas1 biyokimyasal ve histopatolojik iyilestirici etkilerini
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incelemeyi hedefledik. Bu baglamda, deneysel kolestaz modellemesi olarak ratlar

tizerinde koledok ligasyonu metodunu kullandik.

90’11 yillarin basindan beri hepatoloji arastirmalari, hepatik fibrozis ve biliyer
hasarin patofizyolojisine yonelik yeni mekanizmalar1 ortaya koymak ve yeni tedavi
stratejilerinin in vivo etkinligini gosterebilmek igin yeni deneysel hayvan modelleri
tizerine yogunlagmustir. Bunlar arasinda deneysel kolestaz modellemesi i¢in ilk ve en
yaygin kullanilan metod koledok ligasyonu olmustur (149). 1932’de Cameron ve
Oakley tarafinca ilk defa gelistirilmis olan bu model ana safra kanalinin ligate
edilmesi ile cerrahi yonteme dayanmaktadir. Koledok ligasyonu kolay uygulama
teknigi, diisik maliyetli olusu ve hizli karaciger hasar1 gelisimi ile deneysel

prosediirleri daha hizli ve pratik hale getirmesi gibi birgok avantaja sahiptir (150).

Kronik hepatik kasintt olusum mekanizmasi, ¢ok sayida sinyal yolagi
bulunmus olmasina ragmen halad gizemini korumaktadir. Spesifik pruritojenlerin
patolojik birikimi ile dogrudan yada dolayli olarak cildi innerve eden miyelinsiz C-
liflerini uyararak kasinti olusumunu sagladiklar: ileri siiriilen mekanizmalardan
biridir (151). Mela ve ark.nin bir ¢alismasinda histamin ve seratonin yolaklarinin
kolestatik kasintida mindr role sahip oldugu ve mast hiicrelerinin kasinti

patofizyolojisinde onemli bir paymin olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (152).

Koledok ligasyonu ile kolestaz olusturulan ratlarda kasintt yanitini
degerlendiren bir ¢caligmada mast hiicrelerince aktive edilen protein-aktive reseptor 2
(PAR2) aktivitesi artmis olarak bulunmus. Ayrica bu g¢alismada histaminerjik ve
seratonerjik antagonistik etkisi olan siprohepatadin uygulamasi sonrasi spontan

kasinma hareketlerinde hafifce bir azalma oldugu goriilmiis (148).

Bir calismada karaciger hastaliklarinda artan safra asitlerinin  mast
hiicrelerinden histamin salinimini regiile edebilecegi ve kasinti yakinmasinin kaynagi

olabilecegi soylenmis (153).

Bir bagka ¢alismada Twycross ve ark. kasintisi olan kolestatik hastalarda
artmis periferal noroinflamasyon ile birlikte intradermal mast hiicrelerinin sayica
arttigin1 gostermis (154). Bu bulgular, cilt mast hiicrelerinin kolestatik kasintinin
gelisim mekanizmalar1 arasinda rol oynadigini desteklemektedir. Twycross ve
ark.nin, intradermal mast hiicrelerinin kolestatik kagintida etkin oldugunu belirttikleri

calismalarina tezat olusturacak sekilde O’Keeffe ve ark. kiitanoz mast hiicrelerinin
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kolestatik kasintiya katkisinin olmadigini, kasintisi olan ve kasintist olmayan
kolestatik karaciger hasta gruplarindan aldiklar cilt biyopsilerinde mast hiicrelerinin
dermisin papiller ve retikiiler tabakasinda yogunlastigini ve nadiren epidermiste
gorildiiglinii, mast hiicre sayilarinda ve dagilimlarinda gruplar aras1 fark
bulunmadigini belirtmisler. Ancak arastirmacilar, bu ¢alismadaki gruplarin denek
sayisinin azligi nedeniyle ¢alisma sonucu elde edilen neticeyi desteklemek igin
yetersizligini vurgulamislar (134). Bizim g¢alismamizda da koledok ligasyonu ile
kolestaz olusturulan tiim deneklerde sham grubu ile karsilastirildiginda cilt mast
hiicre sayisinda artig mevcuttu. Bu bulgular literatiirle uyumlu olarak kolestaz ile cilt

mast hiicrelerinin iligkisini desteklemektedir.

Literatiir calismalar1 incelendiginde mast hiicrelerine iliskin bilgilerimizin son
20 yilda hizli bir artis gosterdigi asikardir. Mast hiicreleri aktive olduklarinda
histaminerjik yanitlar1 diizenleyen, allerjik reaksiyonlarda rol oynayan hiicreler
olarak bilinse de giiniimiizde mast hiicrelerinin karaciger hastaliklar1 dahil birgok

patolojik olayda katkisinin oldugu bilinmektedir (155; 156; 157).

Saglikl kisilerde az sayida intrahepatik mast hiicresi bulundugu kabul edilse
de bu hiicrelerin dagilim1 ve kronik karaciger hastaliklarindaki degisimleri ile ilgili
bilgiler siirlidir. Johnson ve ark. 2016°da yaptiklar bir ¢calisma ile saglikli insan ve
rat karacigerinde mast hiicrelerinin az sayida ve esas olarak portal traktlara yakin
yerlesimli oldugunu bildirmistir (158). Kohei ve ark. histaminin hepatik fibrozis
tizerindeki etkisini aragtirmak i¢in kimyasal indiiksiyon ile hepatik hasar
olusturduklart rat deney modelinde fibrozis gelisimi ile uyumlu olarak kollajen
liflerin etrafinda mast hiicrelerinin toplanmaya basladigini, normal ratlarin
bulundugu kontrol grubunda mast hiicrelerinin Glisson kapsiilii etrafinda ve sadece
birka¢ adet oldugunu, mast hiicre sayisinin kontrol grubuna gore deney grubunda

belirgin fazla oldugunu gérmiisler (159).

O'Rourke ve ark.nin yapmis oldugu bir deneysel hayvan ¢alismasinda, kronik
kolestaz olusturulan hayvan grubunda artmis cilt mast hiicre sayilarinin yanisira es

zamanli karaciger histamin diizeylerinin de artmis oldugu belirtilmis (160).

1976°da Kurokawa, artmis mast hiicre sayisinin histopatolojik olarak Glisson
kapsiilii fibrozisi, limiting plate destriikksiyonu, portal traktta inflamatuar hiicre

infiltrasyonu gibi stromal degisikliklerle korele oldugunu raporlamis ve 6zellikle

82



histamin olmak {izere mast hiicrelerinden salinan mediatorlerin hasarli karaciger

dokusunda fibrozisi arttig1 hipotezini ileri stirmiistiir (161).

Gittlen ve ark.nin kronik kolestatik karaciger hastaliklarinda plazma histamin
diizeyleri iizerine yaptiklar1 bir ¢aligmada, hasta grubunda ortalama plazma histamin
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek bulunmus. Ayrica plazma
histamin diizeyleri kasinti semptomu olan hasta grubunda, kagintis1 olmayan hasta
grubuna gore yiikksekmis. Bu bulgularla in vivo mast hiicre aktivasyonunun pruritus
gelisminde etyolojik bir faktdr olabilecegi, artmis safra asitlerinin mast hiicreleri
tizerine dogrudan etki ederek histamin ve diger potent medatdrlerin salinimini
uyarmak suretiyle pruritus patofizyolojisinde rol oynayabileceklerini diisiinmiisler
(126).

Theodorou ve ark. 1996’da yaptiklar1 bir ¢alismada, mast hiicrelerinin efektor
immiin hiicreleri ile etkilesimi sonucu néroimmun yanitta rol oynadiklarini, mast
hiicrelerinden salinan histaminin periferal duyusal sinirleri aktive ettigini ileri
stirmiisler (162). Benzer olarak Nelson ve ark. hepatik kasintinin mast hiicrelerinden
salinan histamin ve seratoninin, immun hiicrelerden salinan endojen opioidlerin

birikimi ve sensorial néronlarin uyarilmasi sonucu gelistigini vurgulamiglar (163).

Clements ve ark. mast hiicre kaynakli histamin salgisinin kolestatik kasintida
etkili olabilecegi hipotezini test ettikleri ratlar iizerindeki bir ¢alismalarinda, koledok
ligasyonu yapilan deney grubu, sham grubu ve hicbir operasyon yapilmayan kontrol
grubu olacak sekilde 3 grup olusturmuslar. Deneyin 21. giiniinde, total kan histamin
konsantrasyonu, cilt mast hiicre sayisi ve peritoneal mast hiicrelerinin histamin
igerigini incelemek {izere 6rnekler almiglar. Total serum histamin konsantrasyonu
ve cilt mast hiicre sayis1 koledok ligasyonu yapilan grupta belirgin yiiksek 6l¢iilmiis.
Deney grubunda dermo-epidermal bileskedeki artmis mast hiicre sayisina ragmen cilt
histamin konsantrasyonlarinda diger gruplara kiyasla bir farklilik goriilmemis. Her 3
grupta da peritoneal mast hiicreleri benzer sayilarda ¢ikmasina ragmen, intraselliiler
histamin konsantrasyonu, mediatdrlerin salinimi ile degraniilasyonun gergeklestigini
gosterecek sekilde anlamli Olglide azalmis bulunmus. Sonug¢ olarak mast hiicre
aktivasyonunun biliyer obstriiksiyonda rol oynadigini vurgulamiglar ve obstriiktif
sarthikta  histamin antagonistleri ve/veya mast hiicre stabilizatorlerinin etkin

olabilecegine dikkat cekmisler (8).

83



Glasova ve ark. ise bir ¢alismalarinda, Clements ve ark.nin ¢aligmasina tezat
olusturacak sekilde seratonin ve opioid reseptdr antagonistlerinin bir kisim kolestatik
kasintili hastada terapotik etkinligi oldugu ancak anti-histaminiklerin tedavide
etkisiz kaldigini ileri stirmiisler (164). Bu sonug ise histaminin kolestatik kasintidaki

mediator roliinlin zayif oldugunu diistindiirmektedir.

Bizim c¢alismamizda da kolestaz saglanan gruplarin serum histamin
diizeylerinin sham grubu degerlerine gore artmis oldugu goriildii. Bu bulgular, mast
hiicrelerinin ~ salgiladiklar1 mediatorler araciligiyla norosensoriyal —etkilesim
gosterdigini ve kasimti olusum mekanizmalarinda regiilatuvar rol oynadigini

destekler niteliktedir.

Mast hiicrelerinin, kasinti olusum yolaklar1 iizerinde salgiladiklar1 gesitli
mediatdrler aracilifiyla oynamis oldugu muhtemel rol nedeniyle karaciger
hastaliklar ile iliskili tipik kasinti semptomunun hafifletilmesinde terapdtik bir hedef
olarak kullanilabilecegi agiktir (6).

Literatiirde oldukca sinirl1 veri bulunmasina karsin kromolin sodyum ile mast
hiicre stabilizasyonu, basta kolestatik formlar olmak lizere karaciger hastalig
semptomlari, bilhassa kolestatik kasintidan muzdarip hastalar i¢in bir opsiyon

olusturmaktadir.

Kromolin sodyumun anti-astmatik, anti-histaminik, mast hiicre stabilizatorii
ozellikleri ile kullanildigr bilinmektedir (165; 166). Etki mekanizmas: tam
coziilememis olmakla birlikte kromolin sodyum, mast hiicrelerinin yiizeyinde
bulunan kalsiyum kanallarin1 bloke ederek mast hiicrelerinden histamin salinimi
engeller (167). Vessal ve ark.nin kromolin sodyum alan nefritik sendromlu
hastalarda kasinti insidansinin daha az oldugunu gosterdikleri ¢aligma bu hipotezi
destekler niteliktedir (168).

Son yillarda artmis serum ototaksin ve lisofosfatidik asit (LPA) diizeylerinin
insanlarda kolestatik kasinti ile iligkili mediatorler olabilecegi 6ne stiriilmektedir
(124; 169). LPA, lisofosfatidilkolinden ototaksin enzimi ile olusturulmaktadir ve
mast hiicrelerinden histamin salinimint uyarmasinin yanisira proinflamatuar
transkripsiyonel faktdr diizeylerini etkileyerek, sitokin {retimini ve platelet
aktivasyonunu desteklemektedir. TNF- a , IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin

artmis serum diizeylerinin hepatik fibrozis ile iligkilendirilmesinin yaninda kagintida
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da etkin olabilecegi diisiiniilmiis ve ototaksinin submukozal mast hiicrelerinde

yiiksek miktarda eksprese edildigi ileri stirilmistiir (148).

Serum safra asidi ve p-opioidlerinin aksine serum ototaksin aktivitesinin
kasinti yogunlugu ile korelasyon gosterdigi bildirilmis (170) ve bir g¢alismada
intradermal LPA enjeksiyonu yapilan ratlarda kasmnti yanitinda artis oldugu

gosterilmis (124).

Kolestatik kasintida; karacigerde pruritojenik maddelerin olusumu ve kan
dolagiminda artmis diizeyleri ile birlikte cilt ve karacigerde birikimleri, néronal
etkilesimleri sonucu kasginti algisinin tetiklenmesinde rol alan patofizyolojik
mekanizmalarda temel olarak sorumlu tutulan mediatorler olan safra asitleri,
histamin,seratonin ve endojen opioidlere yonelik kullanilan terapétik ajanlarla kismi

iyilesme g6zlense de tam bir basar1 saglanamamaktadir (171; 172).

Calismamizin sonucu gostermistir ki; koledok ligasyonu ile kolestaz
olusturulan ratlarda kromolin sodyum tedavisi uygulanan grupta, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kasint1 siiresinde ve serum histamin diizeylerinde anlamli azalma
mevcuttu. Plazma total safra asitleri diizeyinin kontrol grubuna goére anlamli olarak
azaldig1 tek medikal tedavi grubu kromolin sodyum uygulanan gruptu. Bu grupta
karaciger ve periton mast hiicre sayilarindaki azalma kontrol grubuna goére anlamli
diizeyde iken cilt mast hiicre sayilarinda azalma gozlenmis fakat istatistiksel fark
goriilmemisti. Bununla birlikte ¢aligmamizda, diger medikal tedavi gruplarinda
gozlenmeyen ancak kromolin sodyum grubunda izlenen, pruritus ile iliskilendirilen
plazma total safra asitleri, serum histamin ve ototaksin diizeylerinin ti¢iiniin birden
anlamli olarak azalmasi1 da dikkate alindiginda mast hiicre stabilizatorii olan
kromolin sodyumun kolestatik kasintida etkin bir tedavi yaklasimi ve ileri

incelemelerin yapilmasi gereken bir terapotik ajan oldugu diislintilmektedir.

Koledok ligasyonunda karaciger fenotipi; belirgin duktuler reaksiyon ile
sonuglanan kolanjiosit proliferasyonu, portal inflamasyon, yogun biliyer fibrozis gibi

kolestatik hasarin gostergeleri ile karakterizedir (150).

1983’te Perez-Tamajo, 1988’de Muller ve ark. yaptiklar ¢alismalarla koledok
ligasyonu ile cerrahi obstriiksiyon saglandiktan yaklasik 7 giin sonra hepatik bag
doku artis1, inflamatuar olaylar ve proliferatif aktivitenin gelistigini vurgulamislar

).
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Hinz ve ark.nin ratlarda koledok ligasyonu ile indiiklenen histomorfolojik ve
biyokimyasal degisikleri gosterdikleri ¢alismada, sham grubunda deneyin
baslangicindan 14 giin sonra karaciger striiktiirel yapilanmasinda 6nemsiz derecede
baz1 degisiklikler gelistigi, bunun da portal traktlardaki fibroblast ve/veya lenfosit
sayisindaki 1ilimli artigla sinirlt oldugu, karacigerin diger bdlgelerinde etkilenme
olmadig1 belirtilmis. Koledok ligasyonu yapilan grupta ise kolestatik karaciger
hastaliklarina spesifik yapisal degisikliklerin gelistigi, kolestaz siiresi uzadikca
histolojik bulgularin daha da belirginlestigi, deneyin 14.giiniinde safra kanallarinin
belirgin proliferasyonu ve peri- interduktuler konnektif dokunun artisi sonucu portal
bolgelerde genislemenin izlendigi vurgulanmig. Hepatositlerin trabekiiler diziliminde
degisiklik goriilmemesine karsin sinusoidlerde dilatasyon ve ¢ok daha fazla sayida
inflamatuar hiicre tespit edilmis. Ligasyondan 21 giin sonra portal alanlardaki
duktuler proliferasyonun daha da arttig1, portal bolgelerden kaynaklanan yeni gelisen
fibroz septalarin parankimi infiltre etmeye basladig1 ve bazi septalarin porto-portal
kopriilesmeler olusturdugu goriilmiis. Deneyin 4. haftasinda duktuler epitel
kitlelerinin kismen birbirine karisacak kadar genisledigi ve bitisiklerindeki
hepatositlerde kompresyon ve nekroza neden olduklar1 goriilmiis. Bag dokudaki artis
ve fibroz septalarin uzayip kalinlagsmasi sonucu porto-portal ve porto-venodz
kopriilesmeler gelismesi ile biliyer tip inkomplet septal karaciger sirozu gdézlenmis.
Calismanin serum enzim degisikliklerine bakildiginda koledok ligasyon grubunda
ALT diizeylerinde anlamli bir artis goriilirken AST diizeylerinde anlamli bir
degisiklik olmamis. Kolestazin gostergesi olan GGT ve ALP diizeylerinin belirgin
olarak arttig1 belirtilmis (5).

Kolestaz sonucu hepatositlerde biriken safra tuzlari1 hepatoselliiler apopitoza
neden olmaktadir. Safra tuzlar1 deterjan etkisiyle hepatosit membran permeabilite
artig1 ve hasarina neden olarak serum transaminazlarinda artigsa neden olabilir. Ayrica
safra yollarinda tikanikliga bagl artmis basing ve hasar nedeniyle serum ALP, GGT
ve bilirubin diizeylerinde artis gozlenir (173).

Bu calismalarla benzerlik gosterecek sekilde caligmamizda histopatolojik
bulgulari; portal inflamasyon, lobuler inflamasyon, safra duktus proliferasyonu,
nekroz, fibroz ve safra infarkt1 yoniinden hasarin derecesine gore skorladik. Deneysel
calismamizin 10. gliniinde sham grubunda hafif lobuler ve portal inflamasyon disinda

baska bir bulgu izlemezken; koledok ligasyonu uygulanan ve 10 giin siireyle serum
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fizyolojik uygulanan kontrol grubunda kolestaza bagli portal ve lobuler inflamasyon,
safra duktus proliferasyonu, nekroz, safra infarkti, portal genisleme, septal
formasyon ve belirgin kopriilesme fibrozisine kadar ilerleyen fibrotik degisiklikler ile
karakterize belirgin karaciger hasar1 tespit ettik. Calismamizin biyokimyasal
parametrelerine iliskin bulgularda kontrol grubu serum histamin ve ototaksin
diizeylerinin ve kolestaz1 destekleyecek sekilde plazma AST, ALT, ALP, GGT,
bilirubin ile total safra asitleri diizeylerinin sham grubuna gore artmis oldugunu

gordiik.

Yapilan calismalar, karaciger hasarinda portal triadda artis gosteren mast
hiicrelerinin salgiladiklar1 histamin, heparin, triptaz, interlokinler, sitokinler, TGF-p1,
TNFa, ve fibroblast biiylime faktorii gibi ¢esitli mediatorler araciligiyla regiilatuvar

bir rol {istlendigini belirtmektedir (174; 175).

Takeshita ve ark. 2004 yilinda, kolestazda mast hiicrelerinin hepatik
remodelingdeki etkilerini gdstermek iizere koledok ligasyonu yapilan 200 rat ve
sham grubu olarak alinan 25 rat ile yaptiklar1 ¢alismada; safra duktus proliferasyonu
ve apopitotik biliyer epitel sayilarindaki degisiklik ile hepatik mast hiicre birikiminin
paralellik gosterdigini ortaya koymuslar. Biliyer epitel hiicre apopitozisinin, prolifere
safra kanallarinin etrafindaki kapiller alanda yogunlagan mast hiicrelerinden
salgilanan histamin ve eikazanoidler gibi vazoaktif mediatorlerin indiikledigi hipoksi

sonucu gelistigi yorumunu yapmuslar (7).

Koledok ligasyonu ile indiiklenmis kolestaz olusturulan ratlarda hepatik mast
hiicresi gogiinii degerlendiren bir ¢alismada, Hargrove ve ark. hepatik mast hiicre
birikiminin 2. giinde basladigini ve 14 giin boyunca devam ederek pik yaptigini
gostermisler (176). Gulubova ve Vodenicharov, akut kolanjit ve kronik sklerozan
kolanjit vakalarindan olusan 38 hastadan alinan koledok biyopsi ornekleri ve 5
normal biyopsi spesmeni ile yaptiklari ¢aligmada kronik kolestatik hastaliklarda mast
hiicre sayisinin arttigini ve mast hiicrelerinin safra asidi retansiyonu sonucu olusan
kronik inflamasyona yanit olarak fibrogenezde, epitelyal hiperplazi ve
dejenerasyonda rol oynadiklarini belirtmisler (177). Hatta bir calismada mast
hiicrelerinin kollajen ve laminin gibi ECM komponentlerini dogrudan sentezleme

kapasitesine sahip oldugu s6ylenmis (178).
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Kennedy ve ark. 2014 yilinda, koledok ligasyonu ile kolestaz olusturduklari
rodentler iizerinde yaptiklar1 ¢alismada mast hiicreleri ve bu hiicrelerden salinan
histaminin biliyer proliferasyon iizerindeki potansiyel parakrin etkilerini gostermek
istemigler. Sham grubu, koledok ligasyonu yapilan kontrol grubu ve koledok
ligasyonu yapilarak kromolin sodyum uygulanan deney grubu olacak sekilde ratlart 3
gruba ayirmiglar. Kontrol grubunda intrahepatik biliyer Kkitlede ve kolanjiosit
proliferasyonunda sham grubu ile karsilastirildiginda belirgin artis oldugunu, 1 hafta
stireyle kromolin sodyum uygulanan deney grubunda intrahepatik biliyer kitlenin ve
kolanjiosit proliferasyonunun belirgin sekilde azaldigini immiinohistokimyasal
olarak gostermisler. Kontrol grubunun hepatik mast hiicre sayisinin sham grubuna
gore yaklasik 10 kat yiiksek oldugunu, bu hiicrelerin safra kanallarma yakin
yerlesimli oldugunu ve kromolin sodyum tedavisi sonrasi mast hiicre sayisinin
kontrol grubuna gore belirgin olarak azaldigini goérmiisler. Artmis mast hiicre sayisi
ile artmis safra kanali kitlesi koledok ligasyonu yapilan grupta korele bulunmus.
Serum histamin diizeyleri koledok ligasyonu yapilan kontrol grubunda sham grubuna
gore yliksek bulunurken kromolin sodyum tedavisi alan grupta kontrol ve sham
gruplarina gore anlamli 6l¢lide azalmis bulunmus. Ayrica kromolin sodyumun in
vitro olarak mast hiicreleri ilizerine dogrudan etki ederken kolanjiositlere dolayl
yoldan etkisi oldugunu bildirmisler. Calismalarini, biliyer hastaliklarda mast
hiicrelerinin ve bu hiicrelerden salgilanan histaminin parakrin rolii oldugu yoniinde

yeni bir kanit olarak sunmuslar (6).

Choi ve ark.nin yaptiklari in vitro bir ¢alismada, hepatik stellat hiicreleri
kromolin sodyum ile muamele edildiginde kollajen birikimi, TGF-B iliskili
mezenkimal doniisiimde, hepatosit yaslanmasinda anlamhi derecede azalma
gozlenmis ve kromolin sodyumun karaciger fibrozisi ve sirozuna yonelik etkili bir

terapdtik ajan olabilecegi one siiriilmiis (179).

Koledok ligasyon metodu ile kolestaz olusturdugumuz deneysel rat modeli
calismamizda yapilan doku biyopsi materyallerinin immiinohistokimyasal
incelemeleri sonucu kontrol grubu karaciger, cilt ve periton mast hiicre sayilarinin
sham grubuna gore artmis oldugunu gordiik. Bu bulgular 6nceki ¢alismalarla uyumlu
olarak kolestatik karaciger hasarinda mast hiicrelerinin roliinii desteklemektedir.
Calismamizda kromolin sodyum tedavisi uygulanan ratlarda kontrol grubu ratlarina

gore karaciger ve periton mast hiicrelerinde anlamli azalma gozlenirken; cilt mast
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hiicre sayilarindaki azalma anlamli diizeyde olmamasina karsin kasinti semptomunda
ciddi  diizelme goriildi. Bu durum kasinti  patofizyolojisi  temelinde
degerlendirildiginde kromolin sodyumun kolestatik hepatik hasardaki iyilestirici
etkileri tizerinden tedaviye katki saglamis olabilecegini diistindiirmektedir.
Calismamizin sonunda elde ettigimiz veriler 1s18inda kolestatik kasintinin tedaviye
direncli oldugu vakalarda, hasta icin tedavinin 6zellestirilmesi gerekliligi noktasinda,
sinirli tedavi secenekleri arasinda mast hiicre stabilizatorii kromolin sodyumun uygun
bir tercih olabilecegini ve bu terapotik ajanin kullanimi i¢in daha ileri ¢alismalarin

yapilmasi gerekliligini diisiinmekteyiz.

Calismamizin 6nde gelen kisitlamasi gruplarin icerdigi denek sayilarinin
giicliit  sonuglara ulagsmak i¢in yetersiz olmasi ve anti-pruritik etkinligin
degerlendirilmesinde deneklerin kasinma davraniglarinin daha sik araliklarla, daha
uzun siire gdzlenmesi gerekliligidir. Bunun yani sira; cilt, karaciger, peritondaki mast

hiicrelerinin alt tiplemelerinin yapilmamis olmas1 bir diger kisitlamadir.
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6. SONUC

Bu ¢alismamizin sonucunda kolestatik kasintida daha 6nce denenmemis bir ajan olan
mast hiicre stabilizatorii kromolin sodyumun umut vadedici anti-pruritik etkinligi
oldugunu, plazma total safra asitleri, serum ototaksin ve histamin diizeylerinde
azalma sagladigini; kolestazda biyokimyasal iyilesme ile birlikte karaciger, cilt ve
periton mast hiicre sayilarini azalttigin1 ve karaciger fibrozisinde iyilestirici etkileri

oldugunu gosterdik.
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