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OZET

Deneysel karaciger fibrozisinde capparis ovata, rutin, kaempferol ve n—
asetilsisteinin koruyucu etkileri ile inflamatuar gen ekspresyonlarinin iliskisinin

incelenmesi
Dr. Safak PELEK

Karaciger fibrozisi, farkli nedenlerle karacigerdeki kronik stimulasyon sonucu ortaya
¢ikan patolojik bir durumdur. Calismamizda karbon tetrakloriir (CCL,) ile ratlarda
olusturulan karaciger fibrozisi modelinde, Capparis ovata, rutin, kaempferol ve N-
asetilsistein koruyucu etkilerinin olup olmadigmni belirlemek ve bu iic ajanin
etkilerinin birbirleri ve inflamatuar gen ekspresyonlari ile karsilastirilmasi amaclandi.
Calismamizda wistar albino eriskin erkek ratlar kullanilmis olup her grupta 8 tane
olmak {iizere toplam alt1 gruba ayrildi. Kontrol (Grup 1), CCL4 (Grup 2), CCL4 +
Capparis ovata (Grup 3), CCL4 + Rutin (Grup 4), CCL4 + Kaempferol (Grup 5),
CCL4 + NAC (Grup 6) olarak diizenlendi. Karaciger fibrozis modeli olusturmak i¢in
dort hafta boyunca haftada 2 kez intraperitoneal olarak 2 mi/kg %20 lik CCL4
zeytin yagi iginde verildi. Capparis ovata 500mg/kg/giin, rutin 25mg/kg/giin,
kaempferol 20mg/kg/giin ve NAC 50mg/kg/giin dozunda intraperitoneal yolla
¢oziicli olarak zeytin yagi kullanilarak hergiin verildi. Dort hafta sonunda Gtenazi
yapilarak ratlarin kan ve karaciger doku 6rnekleri alindi. Toplamda 48 rat iizerinde
histopatolojik, biyokimyasal (AST, ALT, total ve direk biluribin), inflamasyon
belirtegleri ve inflamatuar gen diizeyleri bakildu.

C. ovata(Grup 3), rutin(Grup 4), kaempherol(Grup 5) ve NAC(Grup 6) gruplarinda
fibrozis skorunun CCL4(Grup 2) grubundan diisiik oldugu izlendi (p<0.05). Ancak
biyokimyasal ve inflamasyon belirteglerinde anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).
Sonug olarak, histopatolojik incelemelerde C.ovata, rutin, kaempherol ve NAC’in
fibrozisi tam olarak geriletmese de yararli olabilecegi, 6zellikle rutinin TNF alfa, IL-

10, TGF-betal ve IL-2’nin gen ekspresyonlarinda gerileme yaptigi saptandi.

Anahtar kelimeler: Karaciger sirozu, Capparis ovata, Kaempferols, Rutin, N-

asetilsistein
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SUMMARY

Investigation of the protective effects of capparis ovata, routine, kaempherol, n-
acetyl cystein and their relationship between inflammatory gene expression in
experimental liver fibrosis
Dr. Safak PELEK

Liver fibrosis is a pathological condition resulting from chronic stimulation in the
liver for different reasons. In our study, it was aimed to determine whether or not
protective effects of Capparis ovata, routine, kaempferol and N-acetylcysteine were
found in the model of liver fibrosis in rats with carbon tetrachloride (CCL4).

In our study, male rats of wistar albino adult were divided into six groups as 8 in
each group. Groups was regulated as Control (Group 1), CCL4 (Group 2), CCL4 +
Capparis ovata (Group 3), CCL4 + Routine (Group 4), CCL4 + Kaempferol (Group
5), CCL4 + NAC (Group 6). The liver was given 2 ml / kg 20% CCL4 (with olive
oil) intraperitoneally twice a week for four weeks to form the fibrosis model.
Capparis ovata 500mg / kg / day, routine 25mg / kg / day, kaempferol 20mg / kg /
day and NAC 50mg / kg / day were administered intraperitoneally daily by using
olive oil as solvent. Blood and liver tissue samples were collected at the end of four
weeks. In total, 48 rats were examined histopathologically, biochemical (AST, ALT,
total and direct biliribin), inflammation markers and inflammatory gene levels.

In the C. ovata (Group 3), routine (Group 4), kaempherol (Group 5) and NAC
(Group 6) groups, the fibrosis score was lower than the CCL4 (Group 2) group (p
<0.05). However, there was no significant difference in biochemical and
inflammatory markers (p> 0.05).

In conclusion, histopathological examinations showed that C.ovata, routine,
kaempherol and NAC can be useful even if they do not stop fibrosis. Especially the

routine regressed gene expression of TNF alpha, IL-10, TGF-betal and IL-2.

Key words: Hepatic cirrhosis, Capparis ovata, Kaempherol, Routine, N-acetyl

cystein
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1. GIRIS

Karaciger fibrozisi, viral, otoimmiin, ila¢ iliskili, kolestatik ve metabolik
hastaliklar gibi nedenlerle kronik stimiilasyon sonucu olarak ortaya ¢ikan patolojik
bir durumdur. Karaciger fibrozisi, ekstraselliler matriksin (ESM) azalmisg
remodellingi ve progresif birikiminin sonucu olarak tanimlanabilir. Bu patolojik
durum karacigerin normal yapisin1 bozar. Tedavi edilmezse fibrosis, karaciger
sirozuna ilerleyebilir, sonug olarak organ yetmezligi ve dliime yol agar (1).

Karaciger fibrozisi ve sirozu kronik karaciger hastaliklarinin ¢ogunda
kacinilmaz son olmaktadir. Siroz, karaciger yapisindaki anatomik anormalliklerin
varligidir (2). Amerikan Karaciger Hastaliklar1 Calisma Birligi’ne gore siroz tek bir
evreden sonra olugmayip, asama asama gelisme gosteren, kontrol edilmezse sonugta
dekompensasyon donemine giren karakterdedir (3). Farkli sebeplerle gelisen kronik
karaciger hastaliklar1 giiniimiizde olduk¢a yaygin olup morbidite ve mortalitesi
yiiksektir. Tedavi yontemleri ve siireci durdurmada kullanilacak ilaglar ise gorece
olarak kisithi sayidadir. Hepatolojideki gelismeler sirozun statik bir durum olmaktan
¢ok, dinamik bir siire¢ oldugunu ve farkli asamalarda geri doniisiimli olabilecegini
gostermistir. Dolayisiyla karaciger fibrozisi ve sirozda; tedavilerle geri doniisiin
saglanabilecegi diisiiniilmektedir. Karaciger fibrozisini engellemek, geciktirmek ve
tyilestirmek kronik karaciger hastaliklarinin tedavisinde hedeflenen amaglardir. Bu
amaca yonelik olarak yapilan deneysel ¢aligmalar gittikge artmaktadir. Bu noktadan
hareketle, bircok ajan karaciger fibrozisini azaltmaya veya geri dondiirmeye
yardimct olmak {izere denenmis olup, bazilarinin faydali oldugu goriilmiistiir. Son
yillarda, bu konu deneysel modeller {izerine yapilan c¢aligmalarla popiiler bir konu
haline gelmistir.

Capparis ovata (capari) bitkisi halk arasinda analjezik, diiiretik, yara iyilestirici
ve hiicre yenileyici olarak kullanilan bir bitkidir. Yapilan ¢alismalarda, kapari
ekstrelerinin hidrojen donérii olarak gorev yaptigi, lipid radikallerle reaksiyon
vererek antioksidan Ozellik gosterdigi kanitlanmistir. Rutin ve kaempferol ise
Caparinin i¢inde en sik rastlanan flavonoidlerdir. Literatiirde Capparis ovata tiirli
veya Capparis cinsi ile ilgili deneysel model ¢alismalar olsa da litaratiirdeki ¢alisma

sayisi kisithidir.



Bu c¢alismada; karbon tetrakloriirii (CCL4) ile ratlarda olusturulan karaciger
fibrozisi modelinde, Capparis ovata, rutin, kaempferol ve N-asetilsistein koruyucu
etkilerinin olup olmadigim1 belirlemek ve bu {i¢ ajanin etkilerinin birbirleriyle
karsilastirilmas1 amaclandi. Bu sayede mortalite ve morbiditesi yiiksek olan
karaciger fibrozisini durdurucu ya da geri dondiirebilecek potansiyel bir ajan bulmay1

hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karacigerin Anatomisi ve Histolojisi

Karaciger, deriden sonra viicudun en biiyiikk organi ve en biiylik bezidir.
Agirligr yaklasik 1,5-2 kg’dir. Kollajen ve elastik lif igceren Glisson kapsiilii ile sarili
olarak sag 7.-11. kaburgalarin arkasmna yerlesen karaciger, hipokondrium ve
epigastrium bolgesinde yer alarak sol hipokondrium bdlgesine dogru uzanir (4-6).
Normal uzunlugu 20-25 cm, yiiksekligi 14-17 cm, 6nden arkaya dogru genisligi 10-
14 cm’dir (7). Sag ve sol olmak iizere iki lobtan olusan karacigere akan kan, kalp
debisinin yaklasik %25’1i kadardir ve viicudun toplam kanmnin %15’ini igerir.
Karaciger, arteria hepatika propria (%20 - %30) ve v. portae hepatis (%70 - %80)
olmak tizere iki kaynaktan beslenir. Vendz drenaji hepatica veniiller ile saglanir.
Santral veniillerin birlesmesi ile olusan hepatica veniiller genelde ii¢ tane olup
diafragmanin hemen agagisinda vena cava inferiora agilirlar.

Karaciger intraperitoneal bir organ olup diafragmaya komsu olan area nuda
kismi1 hari¢ neredeyse tamami periton ile kaphdir (8). Diyafragma araciligy ile
akciger, plevra, fibréz perikardiyum ve Kkalbin ventrikiiler boliimiinden ayrilir.
Karaciger i¢inde safra kesesi ve vena cava inferiorun oldugu cukurlar ile sag ve sol
loblara ayrilir. Sag lob biiyiik ve tek parga olup, sol lob lobus quadratus ile lobus
caudatusun biiyiikk kismini kapsar. Sag ve sol loblar kanlanma ve safra drenaji
yoniinden bagimsizdir, buna gore karaciger sekiz segmente ayrilmistir; ayrica lobus
caudatus %80 olguda her iki loblada baglantilidir. Segmentasyon, sag ve sol a.
hepatica propria dextra ve sinistra, v. portea hepatis ve duktus hepaticusun ana dallari
g0z Oniine alinarak yapilir.

Karacigerin innervasyonu pleksus hepaticus ile saglanir. Pleksus hepaticus,
pleksus coeliacusdan koken alan en biiyiikk sekonder otonom pleksustur. Sempatik
lifler vazokonstriktordiir. Diger liflerin karacigerdeki fonksiyonlart tam olarak
bilinmemektedir (5). Hepatik arterin vazokonstriktor sinirleri, karacigerin sempatik
pleksusundan geldigi bilinmekte ise de karacigere vazodilatator liflerin geldigine dair
bir bilgi yoktur (9).

Hilus portal ven ve hepatik arterin giris, sag ve sol hepatik kanallar ve

lenfatiklerin ¢ikis yeridir (10). Karacigerin fonksiyonel {initesi birkag mm



uzunlugunda 0,8-2 mm ¢apinda ve silindirik yapida olan 50.000-100.000 adet
bulunan karaciger lobiiliidiir (11). Karaciger parankimini olusturan hepatositler 1-2
niikleolusu olan, polihedral hiicrelerdir. Hepatositler, mikroskopta karaciger lobulu
olarak isimlendirilen poligonal, gruplasmis yapisal birimler halinde gorilebilir.
Karacigerin, endokrin ve ekzokrin gorev yapan fonksiyonel hiicresi ise hepatosittir.
Hepatositler, siniizoid bosluklar ile ¢evrili, birbirleriyle anastomoz yapan hiicre
dizileri olustururlar. Isik mikroskopik olarak hepatositler; ¢ok koseli olup
¢ekirdekleri yuvarlak ve merkezde yer alir. Hepatositler karaciger lobulii i¢inde bir-
iki hiicre kalinliginda tabakalar olusturacak sekilde lobuliin periferinden merkezine
dogru 1s1nsal olarak dizilmislerdir. Bu hiicre dizeleri arasindaki bosluklarda bulunan
kapillerlere karaciger sinuzoidleri denir. Sinuzoidler, fenestrali endotelyal hiicre
tabakasindan olusan diizensiz olarak genislemis damarsal yapilardir. Endotelyal
hiicreler hepatositlerden Disse araligi adi1 verilen subendotelyal bir boslukla ayrilirlar.
Siniizoidlerde endotelyal hiicrelerin liimene bakan yiizeyinde Kupffer hiicreleri adi
verilen makrofajlar bulunur (10).

Lobuller, portal alan denilen ve lobullerin kdselerinde bulunan bazi bolgelerde
safra kanallari, lenfatikler, sinirler ve kan damarlar1 iceren bag dokusuyla
siirlanmistir. Karaciger lobiilil birbirleriyle anastomoz yapan ve siniizoid bosluklari
ile cevrili hepatosit plaklarindan olusmaktadir. Karaciger lobiiliiniin ortasinda;
hepatik arterin ve portal venin dallarindan gelen ve siniizoidlerde birbirine karigan
kan1 toplayan merkezi bir ven - veniil yer alir. Hepatik arterin ve portal venin dallari,
safra kanal1 ile birlikte altigen karaciger lobiiliinii ¢cevreleyen portal alanda yer alan
klasik portal triad1 olusturur (4). Her lobulde 3—6 portal triad, portal triadlarin da
herbirinde portal venden gelen bir veniil, hepatik arterden gelen bir arteriol, bir safra
kanali ve lenfatik damarlar bulunur. Safra kanalikiilleri, karacigerin ekzokrin salgisi
olan safranin hiicreler arasi iletildigi kanalciklardir. Bu kanalciklar, karaciger
lobiiliiniin plaklar1 boyunca anastomoz yapan kompleks bir ag olusturur ve portal
alanda sonlanir. Bu nedenle safra, kan akisinin tersi yoniinde, yani klasik lobul
merkezinden periferine dogru akar. Safra, safra kanalikiillerinden lob i¢i safra
kanalciklarina oradan da lobiil disindaki Hering kanalin1 gegerek portal alandaki

safra kanallarina veya kanalciklarima bosalir. Safra kanalciklar1 karaciger i¢i safra



kanallarinda birlesirler. Bu kanallar giderek genisleyip, birleserek sag ve sol hepatik
kanallar1 olusturarak karacigeri terk eder ve duedonum liimenine agilir (4).

Safra kesesi (vesica biliaris); karacigerin visseral yiiziindeki fossa vesicae
biliarise yerlesmis, 7-10 cm uzunlugunda, armut sekline benzeyen ve safranin
konsantre hale getirilip depolandigi bir organdir. Fundus, collum ve corpus olmak
tizere li¢ kisma ayrilir (12). Safra kesesinin bosalma mekanizmasi sinirsel kontrolden
cok hormonaldir. Agiza yiyecek alindiginda ve yag igeren besinlerin duedonuma
temasi ile salgilanan kolesistokinin; safra kesesindeki diiz kaslarin kasilmasina neden
olur, oddi sfinkteri gevser ve safra duedonuma akar (8,9).

Karaciger dokusunda dort tip hiicre bulunur: Karaciger hiicresi (hepatosit) aktif
metabolizmast sebebiyle organel bakimindan zengindir. Karaciger hiicreleri
normalde yenilenir ve yenilenmenin 50-75 giinde oldugu tahmin edilmektedir.
Kupffer hiicreleri, dinlenme halinde partikiiler elemanlar1 fagosite ederler, ¢6ziinen
materyali reseptorleri ile hiicre igine alirlar ve viicudun immiin sistemi i¢ine Katarlar
(13). Ito hiicresi (adiposit, yildiz hiicresi) hepatositler arasinda yerlesir. Ito hiicresi,
pozisyonu ve lipid vakuolleri i¢ermesi ile taninir. Pit hiicreleri, icinde néroendokrin

graniiller icerir fakat karaciger dokusundaki énemi bilinmemektedir (14).

2.2. Karacigerin Fonksiyonlar1

Karaciger, yasamsal birgok islev yapar. Karaciger metabolizmanin
diizenlenmesi, plazma proteinlerin, biiyiime faktorii, hormon ve vitamin {iretimi, A,
D, B12 gibi vitaminlerin ve demirin depolanmasi; hormonlarin, ilaglarin ve toksik
maddelerin parcalanarak inaktif metabolitlere doniistiiriilmesinde gorev alir.
Karaciger ayrica protein metabolizmasinda, esansiyel olmayan aminoasit yapiminda
da gorev alir (11).

Karaciger, gastrointestinal sistemden emilen besinlerin metabolize edildigi ve
depolandig1 organdir. Karaciger kendisi i¢in gerekli proteinlere ek olarak cesitli
plazma proteinlerini (albumin, protrombin, fibrinojen ve lipoproteinler) sentezler.
Biiyiik kismi kan hiicrelerinin ve bilesenlerinin metabolizmast sonucu olusan
safranin, safra kanalikiilleri icine salgilanmasi ise karacigerin ekzokrin

fonksiyonudur.



Lipidler ve karbonhidratlar, viicudun 6gilinler arasindaki enerji gereksinimini
kargilamak iizere trigliserit ve glikojen halinde karacigerde depolanir. Karaciger,
vitaminler i¢in biiylik bir depo gorevi goriir. Bunlara ilaveten, karacigerde lipidler ve
aminoasitlerden glukoneogenez adi verilen glikoz sentezi yapilmaktadir. Ayrica iire
de aminoasitlerin deaminasyonu sonucu karacigerde iiretilmektedir.

Cesitli ilaglar ve maddeler hepatositlerin graniilsiiz endoplazmik retikulumunda
oksidasyon, metilasyon ve konjugasyonla metabolize edilebilir. Glukuronil
transferaz, glukuronik asidin bilirubine baglanmasi haricinde steroidler, barbitiiratlar
ve antikonviilzanlar gibi c¢esitli ilaglarin konjugasyonuna ve bu yolla atilmasina
yardimci olur (15).

Karacigerin biiyiik bir fonksiyonel rezervi ve rejenerasyon kapasitesi vardir ve
fulminan hepatik hastaliklar disinda biitiin hastaliklarda rejenerasyon gergeklesebilir.
Rejenerasyon sayesinde karaciger hacmi bir-iki hafta i¢cinde yenilenir. Eger bag
dokusu catis1 saglam kalmigsa masif hepatoselliiler nekroz meydana gelse bile
karaciger tam veya tama yakin olarak iyilesebilir (15).

Karacigerin bir diger gorevi de metabolizmaya katilan safranin yapimudir.
Karaciger hepatositlerinde tretilen safranin iki Oonemli islevi vardir. Birincisi,
yaglarin sindirimi ve emilimi, digeri ise kandan bilirubin ve kolesterol gibi ¢esitli
onemli yikim triinlerinin atilmasindir (20). Safra kolesteroliin disar1 atilmasinin tek
yoludur. Bu sekilde karaciger hiicreleri serum kolesterol diizeyinin diizenlenmesinde
onemli gorev alir. Her giin duedonuma, 250 — 1500 ml arasinda safra girer (11).
Safra iiretimi siirekli olurken safra sekresyonu gida alinimu ile uyarilan barsaklardan
saliman kolesistokinin hormonunun safra kesesini kasmasi ve oddi sfinkterini
gevsetmesi ile gerceklesir. Fizyolojik kosullarda yiyecek alimi olmazken, Oddi
sfinkteri kapalidir.

2.3. Karacigerin Hasara Kars1 Yaniti

Karaciger ¢esitli mikrobiyolojik, toksik, metabolik, neoplastik hastaliklar ile
dolasim bozukluklarindan zarar gorebilir. Karacigerin depo 0Ozelligi nedeniyle,
karaciger bozukluklarinin klinige yansimasi bir siire belirgin olmayabilir. Bununla

birlikte hasarin kroniklestigi durumlarda karaciger parankiminin ilerleyici kayb1 ve



safra akisinin gesitli sebeplerle engellenmesi sonucu karaciger fonksiyonlar1 ciddi
derecede azalabilir.
Karacigerin hasar verici nitelikteki olaylara karsi, nedene bakilmaksizin, bes

adet genel cevap sekli vardir:

a) Inflamasyon

b) Dejenerasyon

c) Nekroz

d) Fibrozis

e) Siroz

Akut veya kronik olaylarda, inflamatuar hiicrelerin karacigere gelmesi ile
iliskili hepatosit hasar1 ile birlikte olan inflamasyon varligina hepatit denir.
Inflamasyonu hepatosit nekrozu veya apopitozisi izleyebilir veya inflamasyona sebep
olan durumun diizelmesi ile iyilesme olabilir. inflamasyon l6kositlerin parankime
giris bolgesi olan portal alanda sinirli olabilecegi gibi tiim parankime de yayilabilir
(15).

Karaciger hasarimin diger bir tipi de 6dem veya yag ve diger maddelerin
hepatosit sitoplazmalarinda birikmesi sonucu olusan balonlasma veya sisme
dejenerasyonudur. Bakir, demir, safra materyali gibi bazi maddeler hepatosit
sitoplazmasinda birikebilir. Lipitlerin hepatosit sitoplazmasi ic¢inde birikmesine
steatoz denir. Nikleusun yerini degistirmeyen ¢ok sayida kiigiik yag damlaciginin
varligina mikrovezikiiler steatoz denilir. Alkolik karaciger hastaligi, Reye sendromu
ve gebeligin akut yagli karacigeri gibi bazi durumlarda goriiliir. Niikleusun yerini
degistiren tek biiyilk yag damlaciginin varligina ise makrovezikiiler steatoz adi
verilir. Makrovezikiiler steatoz ise alkolik karaciger hastaliginda, diabette ve obezite
varliginda goriilebilir (15).

Karacigerde hasara yol agan herhangi bir olay hepatosit nekrozuna yol agabilir.
Iskemik nekrozda, soluk boyanan mumyalasmis hepatositler gdzlenir (koagiilasyon
nekrozu). Eger hepatositler ozmotik etkiyle sisip pargalanirsa buna litik nekroz adi
verilir. Nekroz genellikle bolgesel bir yayilim gosterir. Bu durum santral venin
hemen cevresindeki hepatositlerin nekrozunda oldukca belirgindir (sentrilobiiler

nekroz). Bu tip nekrozda inflamasyon bulgusu yoksa iskemi, ilaglar ve toksik



ajanlarin yol agtig1 hasar diistiniilmelidir. Hepatosit nekrozu, hepatik lobiiller i¢inde
tek tek hiicrelerde goriilebilir (odaksal nekroz), ya da periportal parankim ile
inflamasyonlu portal bolgeler arasinda izlenebilir (giive yenigi nekrozu). Daha agir
iltihabi hasar olusursa; hepatosit gruplarinin nekrozu, birbirlerine komsu lobiilleri,
portal-portal, portal-santral veya santral-santral baglantilar ile birlestirebilir
(kopriilesme nekrozu). Tiim lobiiliin nekrozu (submasif nekroz) ya da karacigerin
biiyiik bir kisminin nekrozu da (masif nekroz) gézlenebilir.

Serum alanin amino transferaz (ALT) hepatoselliller nekrozun olgiimiinde
kullanilanen 6zel ve en yaygin testtir. Beslenme durumu iyi ve yeterli intraselliiler
enzim deposuna sahip bir kiside yilizde bir kadar kiiciik oranda karaciger hiicresi
harabiyeti ALT’nin serum seviyesini yiikseltir. Serum aspartat aminotransferaz
(AST) da benzer sekilde davranir, fakat her cesit ¢izgili kas bu enzimi i¢erdigi igin
hepatosit nekrozu i¢in daha az 6zeldir (13).

Kroniklesen inflamasyonun veya toksik hasara yanit olarak fibrotik doku
birikimi olabilir. Baglangic doneminde fibrozis portal bolgenin iginde, ¢evresinde
veya santral venler cevresinde gelisebilir veya siniizoidler i¢inde depolanabilir.
Zamanla fibroz bantlar karacigerin gesitli bolgelerini birlestirir (porto-portal, porto-
santral, santro-santral) ve bu olaya kopriilesme fibrozisi denir. Geri donisiimii
miimkiin olan diger biitiin lezyonlardan farkli olarak ilerlemis fibrozisin genelde geri
dontisii zordur (15).

Karacigerde, fibrotik siire¢ ve parankimal hasar nedeni ile rejenere
hepatositlerden olusan ve skar dokusu ile ¢evrelenmis nodiiller olusur ve bu duruma
siroz denir. Sirotik bir karaciger kontrakte olup kiigiilmekte, sekli bozulmakta,
soluklagmakta ve adeta bir skar dokusunu andirir hale gelmektedir (15).

Karaciger sirozu cesitli etyolojik faktorlerle olusan karaciger hastaliklarinin
nihai bir evresidir. Bu evrede etyolojiye bagl olarak gelisen klinik tablodan c¢ok
karaciger yetersizligi ve portal hipertansiyonun sebep oldugu belirti ve Kklinik
bulgular 6n plandadir (16). Eriskinde etyolojik ajanlarin basinda hepatit B viriisii,
alkol ve hepatit C viriisii gelmektedir. Cocuklarda ise en sik nedenler, hepatitler,

bilier atrez, kistik fibrozis ve metabolik hastaliklara bagli biriken toksinlerdir.



Karaciger sirozu tanisi, morfolojik bir tanidir. Morfolojik olarak ayirim
mikronodiiler, makronodiiler ile mikro ve makronodiillerin birlikte bulundugu miks
tip olmak tizere ii¢ sekilde yapilmaktadir (17).

Sirozun tiim tipleri, klinik olarak sessiz gidebilir. Semptomatik olduklarinda
ise, sadece siroza 6zel olmayan belirtiler verirler. Bu belirtiler; anoreksi, kilo kaybi,
halsizlik ve ileri evrelerde agir derecede giigsiizliiktiir. Sirozlu bir¢ok hastada 6liim
programlanmis karaciger yetmezligi, portal hipertansiyon ile iliskili komplikasyonlar

ve sonucunda hepatoselliiler karsinom geligimi ile olur (18).

2.4. Karaciger Fibrozisi

Karaciger fibrozisi, farkli etiyolojilerdeki karaciger hastaliklarina yanit olarak
gelisen yara iyilesmesinin sonucudur. Akut veya kronik hasara yanit olarak hiicre
dis1 matriks proteinlerinin birikimi ve karaciger yapisinin bozulmasi ile karakterize
bir durumdur. Karaciger fibrozisine neden olan etkenin oniine gecilemezse nodiil,
septa olusumu ve siroz ile sonuglanir. Fibrozis degisik tipte hasarlar sonucunda
olusabilir.

Fibrozis, hasarli bolgelerin ekstraselliiler matriks (ESM) veya skar ile
dolduruldugu bir iyilesme cevabidir. Hasar1 tamir etmeye yonelik bir yara iyilesmesi
stireci olarak da tanimlanabilen karaciger fibrozisi, ESM artmasi (fibrogenez) ile
bilinen dinamik bir siiregtir. Kronik karaciger hasarli tim hastalarda, hastaligin
nedenine ve kisisel faktorlere bagl degisik derecelerde meydana gelir (19,20).

Karaciger parenkimi, epitelyal hiicreler (hepatositler), endotelyal hiicreler ve
nonparenkimal hiicreler olan hepatik stellat hiicreler (HSH) ve Kupffer hiicrelerinden
meydana gelir. Siniizoidler karacigerin mikrovaskiiler tinitesidir.

Karaciger fibrozisi, karaciger parenkim hasarmi takiben ESM birikimi ile
karakterize bir reversibl yara iyilesmesi cevabidir. Ancak hasarlanma devam ederse,
kronik inflamasyon ve ESM birikimi kalic1 olarak karaciger parenkiminin yerini alir
ve skar dokusu gelisir (21).

Karaciger fibrozisi yetersiz remodeling (yeniden sekillenme) boyunca fibriler
kollajen sentez ve depolanmasindaki artisa bagli olarak gelisir. Fibrozis ve skarlasma
yapisal ve metabolik anormalliklere yol acan pek ¢ok patolojik ve biyokimyasal

degisiklerin oldugu karmasik bir siirectir. Fibrozis dncelikle hasarin en fazla oldugu



bolgeden baglamaktadir (22). Fibrozis genellikle aylar, yillar boyu siiregelen hasar
sonucu gelismektedir.

ESM proteinlerinin asir1 birikimi karacigerin normal yapisini1 bozar ve organin
normal fonksiyonunu bozarak sonunda patofizyolojik hasara yol acar. Normal
karacigerde ESM {iretim ile yikim oranlari esittir ve bunun sonucunda matriks
olugmaz. Fibrogenez, ESM olusumu ve yikimi arasinda bir dengesizlik oldugu siirece
s0z konusudur. Matriks metalloproteinazlarini (MMP) da igeren proteinazlar matriks
yikimindan sorumludur. Bunlar; interstitial kollajenler (MMP-1-8-13), jelatinazlar
(MMP-2-9), stromelisinler (MMP-3-7-10-11), membran tipi (MMP-14-15-16-17-24-
25) ve metalloelastazlar (MMP-12) seklinde bes kategoride toplanirlar (23). flerleyen
fibrozis artan TIMP-1 ve TIMP-2 ile iliskilidir ki bu MMP aktivitesini net bir diisiise
gotiiriir ve boylece matriks birikimi olusur (24).

Kollajenin ozellikle de kollajen fibrilin artan birikimi fibrozisin en yaygin
ozelligidir. Karaciger hastaliginda yapilan birka¢ deneysel hayvan modeli HSH nin
fibrozis olusumu sirasinda asir1 kollajen iiretiminden sorumlu birincil hiicre oldugunu
desteklemektedir (25,26). Karacigerde tanimlanan farkli kollajenlerin sayis1 artmaya
devam ediyorsa da en yaygin goriilen ve genis alanda artan kollajenler tip I ve tip III
kollajenlerdir. Karaciger fibrozisi esnasinda hem mRNA hem de protein diizeyinde
degisen kollajen sentezi incelenmis ve tip I kollajende dramatik bir artis ve tip III

kollajen diizeyinde de yine anlamli ama nispeten daha az bir artis goriilmiistiir (27).
2.4.1. Karaciger fibrozisinin patogenezinde yer alan hiicre tipleri
Karaciger fibrozisinin patogenezinde bir kag hiicre tipi gérev almaktadir:

1. Hepatik stellat hiicreler

HSH’ler hepatositler ve siniizoidal endotelyal hiicreler arasindaki Disse
boslugunda yer alir (28). Karaciger hasarlanmasini takiben a-diiz kas aktin (a-SMA)
salimmmi artar. Bu hiicreler, tipik yildiz sekillerini kaybederek myofibroblast
goriiniimii kazanir. Boylece proliferatif, hareket edebilen, kontraktil ve profibrojenik
hale gelirler (29).

HSH aktivasyonuna katkida bulunan pek ¢ok faktér tanimlanmistir. HSH
aktivasyonunu siirdiiren primer etmenler hepatositlerin hasar1 ve Kupffer hiicre

aktivasyonudur. Hepatosit harabiyeti ile agiga ¢ikan mediatorler (lipid peroksidasyon
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tiriinleri, ila¢ ve hepatotoksinlerin ara metabolitleri, asetaldehit, hidrojen peroksid,
siiperoksid radikali gibi) HSH aktivasyonunun giiclii indiikleyicileridirler. Ozellikle
iki profibrojenik sitokin, TGF-B ve PDGF’dir. Ayrica Kupffer hiicrelerin fagositik
aktivitesi ¢cok miktarlarda radikal oksijen iiriinleri (ROU) dogurur. ROU’lerinin
HSH’leri aktive edip fibrojenik potansiyellerini indiikleme 6zellikleri vardir (28).

Aktive HSH’lerin karaciger hasarini artirabilecegi diisliniilen, TGF beta-1,
PDGF-BB, fibroblast biiylime faktorii, hepatosit biiylime faktorii, trombosit aktive
edici faktor, ET-1 ve notrofilleri salgiladigi diisiiniilmektedir. HSH’ler ayrica
interlokin-10 gibi antiinflamatuvar sitokinleri de salgilamaktadir ve bunlar direkt
olarak hasar bolgesine gitmektedir (30) (Sekil 2.1).

baglanmg
stranskripsivonel olaylar ilerleyig
-parakrin stimiilasyon -artnig sitokin sekresyonu
-erken ekstraselliller matriks -tirezin kinaz reseptar upregiilasyonu
hasar -artmug ekstraselliiler matriks remodellingi
proliferasyon
\ kontraktilite
oksidatif

matriks

S L . degredasyonu
f N, MCP-1

rezoliisyon

apoptozis? - o ‘kemotaksis

beyaz kiire retineid kayln

kemoatraksiyonu

Sekil 2.1. Karaciger hasarini takiben HSH aktivasyonu (27).

2. Portal fibroblastlar
Saglikli karacigerde portal konnektif doku portal fibroblastlarla ¢evrilidir. Bu

hiicreler kii¢iik portal damarlardan kaynaklanirlar.

3. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin hepatositlere, biliyer
epitelyal hiicrelere, siniizoidal endotelyal hiicrelere ve hatta Kupffer hiicrelerine

dontigebilme kapasiteleri mevcuttur. Karaciger fibrozisinin hem ilerleme, hem de
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gerileme siirecinde arttiklarina dair kanitlar vardir. CCL4 ile indiikte edilmis
karaciger fibrozisinin gerilemesi sirasinda kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicreler fibrotik karacigere girer (31). Hepatositler ve biliyer epitel hiicreleri
mezenkimal hiicrelerle birlikte olan hasarlanmanin muhtemel kaynagi olan epitelin
mezenkime doniisiimii ya kalan hepatositlerden ya da biliyer epitelyal hiicrelerden
kaynaklanir (31). Bu doniisiimiin ana molekiilleri TGF-f, epidermal growth faktor,
insulin-like growth faktor-2 ve fibroblast growth faktor-2’dir. Hepatositler in vivo
CCL4’¢ ve in vitro TGF-B’ya cevap olarak albumin ve fibroblast-spesifik protein-1
aciga ¢ikarir (32).

4. Fibrositler
Fibrositler subkutan yaralarda doku tamiri i¢in fibroblast benzeri 6zellikleri
olan dolagan kemik iligi kaynakli CD34+’leri olusturur. CCL4 ile calisilan bir fare

modelinde fibrojenik hiicre populasyonunun kemik iligi kaynag1 ortaya konmustur
(32).

2.4.2. Karaciger fibrozisinin molekiiler patogenezi

Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri, normal hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerindeki degisiklikler karaciger fibrozisinin patogenezinde dnemli
bir rol oynar. Fibrotik karacigerde periportal ve perisiniizoidal alanlardaki ESM’nin

kompozisyonunda kantitatif ve kalitatif onemli degisiklikler olur.
a) Oksidatif stres

Serbest radikal mekanizmalart in vivo olarak hem yararli, hem de zararl
etkilere sahiptir. Serbest radikaller aerobik hiicre metabolizmasinin bir {iriinii olarak
stirekli iiretilmekte olup, protein, lipid ve niikleik asit gibi makro molekiillerle
etkilesmeleri sonucu, hiicre yap1 ve fonksiyonlarinda énemli degisikliklere neden
olmaktadir. Serbest radikaller antioksidan savunma mekanizmalar1 ile dengede
tutulur ve normal sartlar altinda organizma kendini antioksidan mekanizmalarla
korur. Oksidan-antioksidan dengenin oksidan lehine bozulmasina oksidatif stres
denir (33).
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Oksidatif stres, mitokondriyal gegirgenligi kolaylastirarak hepatosit nekrozunu
ve/veya apoptozisi ilerletir. Reaktif oksijen iiriinleri (ROU) asil olarak mitokondriyal
elektron transport zinciri, NADPH oksidaz, ksantin oksidaz araciligiyla veya

mitokondriyal harabiyet yoluyla aciga ¢ikarak metabolik durumu degistirir.

Serbest radikaller, insan plazmasinda in vitro olarak kemotaktik faktor
olusturur veya aktive ederler ve dokulara fagositlerin toplanmasina sebep olurlar.
Trombosit agregasyonunu artirirlar. in vitro olarak, serbest oksijen radikalleri, lipid
peroksidazlarin olusumundan dolayi, indirekt olarak arasidonik asit metabolizmasini
uyararak prostaglandin, tromboksan ve l6kotrien konsantrasyonlarini artirir. Bunun
sonucu, permeabilite degisimleri ile mikro ve makro dolagim bozukluklar1 gézlenir.
Bunlara ek olarak mitokondrial oksidasyon, hemoglobin tarafindan oksijen
transportu ve sitokrom P450 aktivitesi gibi bir¢cok fizyolojik reaksiyonlarda serbest

radikal mekanizmalarinin temel rol oynadigi diistiniilmektedir (33-35).

ROU’leri; sinyal iletim yolaklar1 ve transkripsiyon faktorleri (JNK, aktivator
protein-1, NF«kB) yolu ile fibrozisle birlikteligi s6z konusu olan genleri (COL1AI,
COL1A2, MCP1 ve TIMP1) up-regile eder. ROU’lerinin HSH ve
myofibroblastlarda olusmasi, profibrojenik mediatorlere (anjiotensin-11, PDGF, TGF-
B ve leptin) cevap olarak meydana gelir (31).

Serbest radikallerin sebep oldugu hasar sonucunda bazi enzimler inaktive, bazi
enzimler ise uygun inhibitoriin inaktivasyonu ile aktive olurlar. Fazla miktarda
disiilfit bag1 iceren ekstraselliiler proteinler hidroksil ve peroksil radikal saldirisina
daha hassastirlar. Serbest radikal (6zellikle hidroksil) saldiris1 sonrast DNA’da hasar
olusur. Bunun sonucu, sitotoksisite, mutasyon ve malign transformasyon potansiyeli

meydana gelir.

Oksijen radikallerinin miktarimi1 ve sebep olduklar1 hasar1 azaltmak {izere
fonksiyon gosteren maddelere antioksidanlar denir. Radikallerin asir1 reaktif
yapilarina bagl olarak, hiicresel komponentlerdeki karbonhidrat, protein ve lipidlerin
oksidasyonuyla sonuglanacak zararin Onlenmesi antioksidanlarin gorevidir (33).
Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile c¢evirme, serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen

aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekile doniistiirme, serbest oksijen
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radikallerini kendilerine baglayarak reaksiyon zincirini kirma gibi etkileri vardir
(35).

Viicudun endojen antioksidanlar1 Tablo 2.1°de goriilmektedir (33-35).

Tablo 2.1. Viicudun endojen antioksidanlari

Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan
antioksidanlar
Sitokrom oksidaz sistemi a - tokoferol
Stiperoksid dismutaz B - karoten
Katalaz Askorbik asit
Glutatyon peroksidaz Urat
Sistein
Albiimin
Bilirubin

Seruloplazmin
Transferrin
Laktoferrin
Ferritin
Glutatyon

Melatonin

b) Matriks metalloproteinaz (MMP) ve matriks metalloproteinaz doku
inhibitorlerin (TIMP) rolii

Ekstraseliiler matriksin yeniden sekillenmesi fazla ve kontrolsiiz olursa hayati
tehdit eden patolojik durumlar ortaya ¢ikar. MMP’ler ESM’nin yikimindan sorumlu
ana enzimlerdir. TIMP’lerin MMP’ler1 inhibe edici etkisi vardir. Bu nedenle MMP-
TIMP dengesinin kurulmasi, giivenli bir ESM yeniden sekillenmesi igin kritik
onemdedir (31).

Saglikli bir karacierde ESM homeostazisi MMP ailesi ve onlarin spesifik
inhibitorleri olan TIMP ailesi arasindaki dengeye bagli olarak hassas bir bi¢cimde

diizenlenmektedir. Karacigerde kronik bir hasar varlifinda HSH’ ler aktive olmakta
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ve myofibroblast benzeri bir sekle doniiserek ESM sentezlemektedir. Bu durumda
yeni sentezlenen ESM normal ESM’den bir takim farkliliklar gostermektedir.
Ornegin yeni ESM’de fibriller kollajenler, dzellikle tip 1 kollajen, normalden 10 kat
fazla bulunmaktadir. Bu da ESM yikimini zorlastirmaktadir. Diger yandan HSH’ler
tarafindan tretilen biiylik miktarlardaki TIMP ailesi nedeniyle, -6zellikle TIMP1-
MMP’lerin aktivitesi inhibe edilmekte ve ESM yikimi engellenmektedir (36).

Matriks metalloproteinaz ailesinin bilinen 22 iiyesi vardir (37). Bu MMP’lerin
hepsi de genis bir etki spektrumuna sahip olmakla birlikte ana substratlarina gore;
kollajenazlar, gelatinazlar, stromelizinler, matrilizinler, metalloelastazlar ve
membran tip MMP’ler seklinde siniflandirilabilirler. MMP’ler zimojen molekiiller
halinde sekrete edilirler ve enzimatik olarak propeptitlerinin ayrilmasiyla aktif enzim
haline dontsiirler. Sekrete edildikten sonra MMP’lerin aktiviteleri TIMP’ler
baglanmasi ile diizenlenir. TIMP1, TIMP2, TIMP3 ve TIMP4 olmak iizere TIMP
ailesinin 4 {iyesi vardir. Bunlar i¢inde hepatik fibrozis mekanizmasinda en 6nemli
yeri olan1 TIMPI’dir (38). Bilinen MMP’ler i¢inde birka¢ tanesi karaciger
dokusunda bulunmaktadir ve tiirlere gore farklilik gosterebilmektedir. Ornegin
MMP1 insan karacigerinde bulunurken, bu enzimin yapisal ve fonksiyonel agidan rat
ve farelerdeki benzerinin MMP13 oldugu belirlenmistir. Hepatik fibrozis siirecinde
en belirgin ozellik olarak MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki dengenin bozulmasi
kabul edildiginde, MMP’lerin aktivitesini artiran veya TIMP’lerin aktivitesini
baskilayan stratejiler tedavide basarili olabilir (36).

2.4.3. Karaciger Fibrozisini Belirlemede Kullanilan Yéntemler
Karaciger fibrozisinin tan1 metodlar1 arasinda;
1. invaziv (karaciger igne biyopisi)

2. Noninvaziv (goriintiileme yontemleri, biyokimyasal yontemler) metodlar yer

almaktadir.
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2.4.3.1 Invaziv Yontem (Karaciger igne biyopisi)

Karaciger biyopsisi enflamasyon, fibrozis, yaglanma, demir birikimi ve
karaciger neoplazisinde bilgi verir (39). 1883’te Paul Ehrlich tarafindan ilk karaciger
biyopsisi yapilmistir. Insanda yaklasik 125 yildir yapilmakta olup, Menghini
tarafindan 1958’de bu yontem modifiye edilmis olup bugiinkii teknige yakin teknik
elde edilmistir. Biyopsi, karaciger hastaliklarinda, fibrozisin degerlendirilmesinde
altin standart yontemdir (40). Karacigerden perkiitan, transjuguler, laparaskopik ve
peroperatuar aliman doku Orneginin histopatolojik incelenmesiyle; ¢ogu zaman
karaciger patolojisine yol agan etyolojik faktdor ve karaciger hasarinin derecesi
belirlenebilmektedir.  Ayrica tekrarlanan  biyopsiler ile tedaviye yanitin

degerlendirilmesi de s6z konusudur.

Nekroenflamasyon ve fibrozisi degerlendirmede evreleme (staging) ve
derecelendirme (grading) sistemleri kullanilir. Basit sistemler hafif, ilerlemis ve
siddetli gibi tanimlayici terimler kullanirken, kompleks sistemler daha kalitatif
sonuclar verirler. Grade; her nekroenflamatuar lezyon icin verilen skorlar toplaminda
hastaligin siddeti ve ilerleme hiz1 hakkinda bilgi vermektedir. Stage ise fibrozisin
yaygmligi, yerlesimi ve karaciger yapisinda yaptig1 degisiklige gore tanimlanir. Bu

amagla kullanilan ¢ok sayida kompleks sistem mevcuttur (41).

Bu sistemlerden yaygin kullanima giren Knodell skorudur (42). Orijinal
Knodell skoru, periferik nekroz, intralobiiler hasar, portal inflamasyon ve fibrozun
toplam1 olarak 0-22'lik bir aralik verecek sekilde hesaplanir. ik ii¢ kategori
genellikle nekroinflamatuar skor (0-18) vermek i¢in toplanirken, fibrozis skoru (0-4)
ayr1 olarak rapor edilir(41). Knodell skorlama sisteminin modifiye sekli Ishak
skorudur (43). Ishak skoru, nekroflamatuar bilesenlerine ayirarak total skoru
vermektedir (41).

2.4.3.2. Noninvaziv Yontemler (goriintiileme yontemleri, biyokimyasal

yontemler)

Goriintliileme yontemleri noninvaziv metodlardir ve temel olarak, karacigerde
olusan yapisal degisikligi gosterirler. Ultrasonografi (USG), bilgisayarli tomografi
(BT) ve magnetik rezonans goriintiileme (MRG) klinikte rutin olarak kullanilan

yontemlerdir ancak splenomegali, portal hipertansiyon ve diizensiz karaciger
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konturlart gibi ileri evre karaciger hasar bulgularini gosterirler. Dolayisiyla hafif ve
orta siddette fibrozis varligim gosteremezler. ileri evre fibrotik karacigerde meydana
gelen anatomik degisikliklerden (kaudat lob hipertrofisi, yiizey nodiilaritesi) tanida
yararlanilabilmektedir. Bir bagka duyarli yontem ise fibroelastografi (FibroScan)dir.
Bu yontem karacigerin sertligini (esnekligini) invaziv olmayan bir sekilde hizli,
agrisiz olarak ultrason dalgalar1 kullanarak Olger. Karaciger hasarmi (6zellikle ileri

evre fibrozisi) yiiksek bir dogrulukla tahmin eder.
2.5. Karbontetrakloriir Toksisitesi

Karbontetrakloriir temizlik maddelerinin ve solventlerin yapiminda, tahillarin
ilaclanmasinda ve kloroflorokarbonlarin sentezinde ara {iiriin olarak yaygin bir
sekilde kullanilmakta iken, toksisitesinin kesfedilmesi ve florokarbon kullaniminin
azalmasiyla iiretimi azalmistir. ilaglanmis tahillarda en yiiksek seviyede bulunurlar
ve bunlardan yapilan yemeklerle insanlar etkilenebilir. CCL4’ten en fazla etkilenen

organlar karaciger ve bobreklerdir.

CCL4’lin hepatotoksik etkisi, kisa yasam siireli reaktif ara iirlinlerinin
metabolik aktivasyonu ile yakindan iliskilidir. CCL4 ile olusan hiicre hasari lipid
peroksidasyonundaki artisa baglidir. Bu artis reaktif ara {iriinlerin hiicresel
komponentlere kovalent baglanmasina veya doymamis yag asitlerinin de artmasina
sebep olan, serbest radikal ara tiriinlerin oksijenle birlesmesi sonunda meydana gelir.
Bunun sonucunda da intraselliiler membranlarda ve plazma membraninda hasar
gbzlenir. Pargalanma iirlinleri (en ¢ok reaktif aldehitler), hiicrede birikerek hasarin

daha da agirlagsmasina sebep olurlar (44).

Diisiik parsiyel oksijen basinci varliginda kovalent metabolit baglanmasi ve
CCL3 ile CHCL2 radikalleri meydana gelirken, yiiksek oksijen basincinda CCL3-
OO radikali olusur. Bu radikallerin etkilesimleri sonucunda siklikla lipid
metabolizmasi etkilenir ve hiicrede steatozisden apopitozise kadar olan degisiklikler
gerceklesebilir. CCL4 ile olusan karaciger hasarinin gelisim basamaklar1 soyledir;
rediiktif dehalojenasyon, radikallerin kovalent baglanmasi, protein sentezinin
(0zellikle de apolipoproteinlerin)  inhibisyonu, yag birikimi, kalsiyum

sekestrasyonunda kayip, apopitosis ve fibrozis (44) (sekil 2.2).
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2.6. Deneysel Modelde Kullanilan Ajanlar

2.6.1. N-Asetilsistein

N-Asetilsistein hem bir aminoasit olan L-sistein’in, hem de indirgenmis

glutatyonun asetile prekiirsoriidiir. Uzun yillardir mukolitik bir ajan olarak

kullanilmaktadir ve yiiksek doz asetaminofenin hepatotoksisitesi i¢in bir antidottur

N-Asetilsisteinin asetaminofen zehirlenmesindeki primer koruyucu roli,

intraseliiler karaciger indirgenmis glutatyonun yerine konmasidir. N-Asetilsisteinin
hiicre membranindan kolaylikla penetre olarak intraseliiler indirgenmis glutatyon

biyosentezini hem in vivo, hem in vitro olarak artirdigi, bunu seliiler indirgenmis
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glutatyon biyosentezi i¢in gerekli sistin alimini artirarak yaptigr kiiltiir ortaminda

gosterilmistir.

In vivo test edildiginde antioksidan etkilerinin, muhtemelen lipid
solubilitesinin ve doku dagiliminin diisiikliigli nedeniyle azaldigi goriilmiistiir.
Asetilsisteinin, CCL4 ile akut olarak olusturulmus hepatotoksisitede hepatik hasari
azaltict etkilerine dair bazi ¢aligmalar mevcuttur. N-Asetilsisteinin farkli molekiiler
asamalarda kiiltiire-aktive HSH’lerde TGF-f’y1 suprese ettigi bulunmustur(45). Bu
nedenle N-asetilsisteinin deneysel karaciger fibrozisinde antioksidan ve anti-TGF-3

ozellikleriyle koruyucu etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.
2.6.2. Capparis Ovata

C. ovata, Capparidacacae familyasinin bir {yesidir ve antioksidatif,
antihiperlipidemik, anti-enflamatuar ve antihepatotoksik ozelliklere sahiptir (46).
Akdeniz havzasinda bulunan uzun 6miirlii bir ¢alilik bitkisidir. Capparis’in ¢esitli
tipleri vardir (350'den fazla) ve diinya ¢apinda bir¢ok farkli bolgede dogal olarak
yetisir. Yiizyillar boyunca, diliretik, antihipertansif, hipoglisemik, antihepatotoksik,
analjezik ve hipolipidemik i¢in geleneksel bir bitkisel ilag olarak bilinir (47). Onceki
kimyasal ¢aligmalar, bitkinin yapisinda alkaloidler, lipidler, polifenoller, flavonoidler

ve glukozinolatlarin bulundugunu bildirmistir.

Ayrica Capparis ovata ekstresinin a-tokoferol, P-tokoferol ve sitosterol gibi
antioksidanlar ile kaempferol, rutosid kuersetin (rutin) ve kuersetin tiirevleri gibi

flavonoidler bakimindan zengin oldugu bildirilmistir (47).
2.6.3. Kaempferol

Bir flavonoid olarak Kaempferol (3,40,5,7-tetrahidroksiflavon), birgok sifali
bitki, sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Kaempferol igeren bitkiler,
hepatoprotektif aktivite ile saglikli fonksiyonel gida olarak onerilmistir. Elma, liziim,
domates, yesil cay, patates, sogan, brokoli ve cesitli bitkilerde bulunmaktadir.
Oksidatif stresi azaltarak antioksidan etki yapar. Hidroksil grubunu baglar.
Kaempferol, hem in vitro hem de in vivo olarak anti-oksidan, anti-inflamatuar ve
immiino-modiilator 6zellikleri ile birlikte CYP2E1 ekspresyonunun bir substrati ve

inhibitort olarak bildirilmistir. Kaempferol, INH ve RIF gibi ilaglarin neden oldugu
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CYP2ELI aracili hepatotoksisiteyi onlemek i¢in yeni bir adjuvan olarak kullanilmigtir
(48).

2.6.4. Rutin

Rutin (3, 30, 40, 5, 7-pentahidroksflavon-3-ramnokosid), ayrica kuersetin-3-
rutinosid, rutosit ve sophorin olarak da adlandirilan bir flavonoldiir. Portakal,
greyfurt, limon, yesil ¢cay ve bir¢ok bitkide bulunan anti oksidan bir maddedir. Rutin
+2 degerlikli demiri baglayarak, demirin hidrojen peroksiti baglamasini Onler ve

boylece yiiksek gii¢lii oksijen radikallerinin olusmasi engel olur.

Bitki kokenli dogal, gii¢lii bir antioksidan olan rutin yaygin olarak diabetes
mellitus, kanser, oksidatif stres, mikrobiyal kontaminasyon ve kardiyovaskiiler
bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilir. Bir antikanser ajani olan
rutin, tiimdr nekroz faktorii alfanin apoptozun indiiklenmesi ve glikojen sentaz kinaz
-3B ekspresyonunun diizenlenmesi gibi A549 insan akciger karsinom hiicrelerinin
cogalmasi yoluyla ¢cogalmasini onler. Ayrica, farelerde diyetle indiiklenen obezite
modelinde adipozitede azalma, enerji harcamalarinda artis ve glukoz homeostazinda
diizelmeye neden olur. Ayrica, ¢alismalar, rutinin farelerde stres hasarindan
korunmada etkisinin oldugunu gostermistir. Rutinin inflamasyon, oksidatif stres ve
nitrik oksit liretimini diizenledigi kanitlanmig olmasina ragmen, kesin mekanizmasi

hala belirsizdir(49).

2.7. Karaciger Fibrozisinde Kemokinler ve iliskili Genler

Inflamasyonla seyreden hastaliklarda kemokinlerin ¢ok 6nemli gorevleri
vardir. Inflamasyonda kemokinler Idkositlerin kandan dokuya gegisine ve
inflamasyonun bulundugu yerde birikimine ve aktivasyonuna yol agar. Ornekler

sOyle Ozetlenebilir (50);

- Transforme edici biiyime faktori-B (TGF-B): Hepatik fibrozis
mekanizmalarindaki  en  potent  sitokinlerden  biridir. TGF-f  hepatosit
proliferasyonunu baskilamakta, HSH aktivasyonunu ve ESM iiretimini uyarmakta ve
hepatosit apopitozisine aracilik etmektedir. Normal karacigerde HSH’ler az miktarda

TGF-B geni eksprese ederken, siniizoidal endotel hiicreler ve Kuppfer hiicreleri
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goreceli olarak daha fazla eksprese etmektedir. Fibrojenik stimulus varliginda ise
HSH’ler artmig TGF-f iiretiminin en biyiik kaynagi olmaktadir. Bu yiizden aktive
HSH’ler trettikleri TGF-f’nin otokrin ve parakrin etkileri araciligi ile tip 1 kollajen
iireten esas hiicreler olmakta ve bu nedenle fibrozisin en 6nde gelen sorumlusu

olmaktadir (108).

- Karaciger hasarlanmasimin tiim tiplerinde anahtar konumunda olan TNF-o’
nin ve HSH aktivasyonunda ¢ok 6nemli rolii vardir. Karacigerde TNF-a {iretiminin
en biiylik kaynagi Kuppfer hiicreleridir. Hasarlanmis hepatositlerden salinan ¢esitli
faktorler veya ROU tarafindan uyarildiklarinda, Kuppfer hiicreleri biiyiik miktarda
TNF-a iiretmektedir. TNF-a hepatoselliiler hasara ve TRAIL reseptorleri araciligi ile
hepatosit apopitozisine katkida bulunmaktadir (51). Bir ¢alismada, TNF-a
tiretiminden sorumlu gen baskilandiginda, karaciger hasarinin daha az oldugu

karaciger enzimleri ile ve histolojik olarak gosterilmistir (52).

- Trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF): HSH proliferasyonu igin en
potent mitojendir. PDGF reseptorleri tirozin kinaz aktivitesi gostermektedir. PDGF
etkileri antikorlar veya reseptdr inhibitorleri ile bloke edildiginde, fibrozis

progresyonunun engellendigi ¢caligmalarla gdsterilmistir (53).

- CCL2 ( The chemokine (C-C motif) ligand 2) (monocyte chemoattractant
protein 1): Monosit, T hiicreleri ve dendritik hiicreleri cagiran doku hasarinda artan
bir kemokindir. Noroinflamatuvar hastaliklarda, diyabetik bobrek hasarinda ve

kronik bobrek yetmezliginin ortaya ¢ikisinda rol alan patogenetik mekanizmalarda

rol alir (84).

- CCL10/9 Chemokine (C-C motif) ligand 9- macrophage inflammatory
protein-1 gamma (MIP-1y)— CXC alt familya iiyesi bir kemokin kodlar ve CXCR3
reseptOriiniin bir ligandidir. Bu proteinin CXCR3 reseptoriine baglanmasi1 dogal
oldiirticii (NK) ve T-hiicrelerinin gocili, adezyon molekiillerinin ifadelerinin

modiilasyonu monositlerin aktivasyonu gibi etkiler ile sonuglanir (87).

- CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9 — IFN- gama ile uyarilan T hiicre
cekici kemokin. CXCL9, son zamanlarda esas olarak immiin hiicre gociini,
farklilasmasini ve aktivasyonunu diizenledigi i¢in arastirmalarin ana odagi haline

gelmistir (87).

21



- CCR3 -- C-C chemokine receptor type 3— Eozinofil, Th1 ve Th2 hiicrelerinde

olan ve inflamatuar sitokinleri baglayarak bu hiicreleri aktiflestiren bir reseptordiir.

- CXCR1--CXC chemokine receptor— IL-8 in reseptoriidiir. IL-8 notrofil

kemotaksisi ve aktivasyonunu yonetir (84).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlan

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin liretimi, barinmasi, beslenmesi ve
deneysel ¢alisma Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde
gerceklestirildi. Ratlar (wistar albino erigkin erkek ortalama 250 gr agirliginda)
sekizerli olacak sekilde toplam alt1 gruba ayrildi: Kontrol grubu (grup 1) ile birlikte,
CCL4 uygulanan grup(grup 2), CCL4+Capparis ovata uygulanan grup, CCL4+Rutin
uygulanan grup, CCL4+Kaempferol uygulanan grup, CCL4+NAC uygulanan grup.
CCL4+Rutin+Kaempherol grubunda alti rat kaybedildigi i¢in ¢alisma sonuglarina
dahil edilmedi. 4 hafta boyunca grup 1 hari¢ diger gruplara haftada 2 kez
intraperitoneal olarak 2ml/kg dan %20 lik CCL4 (zeytinyagi i¢inde) verildi. Tedavi
edici olarak kullanilan capparis ovata ekstresi 500mg/kg/giin, rutin 25mg/kg/giin,
kaempferol 20mg/kg/giin ve NAC 50mg/kg/giin dozunda intraperitoneal yolla
hergiin verildi. Capparis ovata, rutin ve kaempferolde ¢6ziicii olarak zeytinyagi
kullanildi. Ratlarin sayisal dagilimi ve deneysel modelde uygulanan dozlar tablo

3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Calisma sonunda degerlendirmeye dahil edilen ratlarin gruplara gore
sayisal dagilimi ve deneysel modelde uygulanan dozlar

Grup Madde Rat Doz Verilis
sayisi (n) yolu/siire
Grup 1 Kontrol 8 - -
Grup 2 CCLA4(zeytinyag i¢inde) 8 2ml/kg [P (haftada 2
kez)

Grup 3 CCL4+Capparis ovata 8 500mg/kg/giin ip*
(zeytinyag icinde)

Grup 4 CCL4+Rutin(zeytinyagi 8 25mg/kg/giin ip*
icinde)

Grup 5 CCL4+Kaempferol(zeytinyag: 8 20mg/kg/giin ip*
icinde)

Grup 6 CCL4+NAC 8 50mg/kg/giin ip*

*CCL4 haftada 2 kere IP (intraperitoneal) ancak antioksidan maddeler hergiin verildi.

Ratlar deney boyunca 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik, 22 °C 1s1, %55-65 nem
ve rahatca su ve standart pellet yeme ulasabilecekleri metal kafeslerde barindirildig:

kontrollii cevresel sartlarda tutuldular. Ratlar i¢in 6zel bir diyet uygulanmadi.

Calismaya baslamadan énce Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’na bagvurularak; PAUHADYEK-2016/15 no'lu ¢alismamiza 20.07.2016 tarih
ve 2016/05 sayili toplantida izin alimmustir. Calismamiz igin gerekli 6denek
Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 18/07/2017
tarthinde yapilan toplantida 2017TIPFO10 nolu projemize onay verilmesi ile

saglanmistir.

3.2. Deneyde kullanilan kimyasallar

Karbon tetrakloriir igin %99,5 saflikta ticari {iriin (Giil Laboratuvar, Istanbul,
Tiirkiye) ve N-asetilsistein icin Asist ampul 100 mg/ml (Hiisnii Arsan, Istanbul,
Tiirkiye) kullanildu.
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Deney modelinde kullanilacak Capparis ovata meyve, tomurcuk ve cicek
materyali ticari {iriin olarak (As¢1 Murat Kapari Tatli Dondurma Tursu iml. Ve ihr.
Ltd.) saglandi. Kaempferol %98 min HPLC, CN Lab Nutrition Asian Group
tarafindan; Rutin hydrate, >%94 (HPLC), Boga Medikal Kimya Elektronik

tarafindan saglandi.

Kapari sulu ekstresinin hazirlanmasi i¢in karaciger fibrozisi hastalarinin bir
giinde tiikettigi miktar olan miktarlar dikkate alinarak Pamukkale Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Laboratuvari’nda gélgede kuruttugumuz kapari meyvesi
(salamura karpuz), kapari ¢igegi (cay) ve kapari tomurcugu (salamura tomurcuk)
karistmi  Gerhardt ektrasyon cihazi kullanilarak 130 °C’de ekstre edildi.
Ekstraksiyon isleminden sonra ekstre dogrudan Labconco Freze Dryer (liyofilizator)

kullanilarak liyofilize edildi ve COWE ekstresi elde edildi.
3.3. Deneyin sonlandirilmasi

Calisma 4 hafta boyunca siirdiiriildii. Karaciger fibrozis modeli olusturmak i¢in
dort hafta boyunca haftada 2 kez intraperitoneal olarak 2 ml/kg %20 lik CCL4
seyreltilmis olarak verildi. Son enjeksiyondan {i¢ giin sonra 60 mg/kg ketamin ve 50
mg/kg midazolam anestezisi altinda servikal dislokasyon ile ratlara Gtenazi
uygulandi. Kan ve karaciger dokular1 biyokimyasal ve histolojik ¢aligmalar i¢in elde
edildi.

Kan ornekleri 4000 devirde 5-10 dakika santrifiij edilerek serum ornekleri
ayrildi. Ornekler tetkik anina kadar —20°C’de saklandi. Karaciger doku &rnekleri iki
ornek i¢in kesilerek birisi %10 formalin i¢inde fikse edildi ve diger ornek parafin

bloklara alindu.
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Sekil 3.1. Deneyin sonlandirilmast ile kan ve doku alim siireci
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3.4. Biyokimyasal analizler

Rutin  biyokimyasal analizler (aspartat aminotransferaz, AST; alanin
aminotransferaz, ALT; total ve direkt bilirubin) Roche Cobas E701 otoanalizoriinde
(Roche Diagnostics, Germany®) Cobas rutin kitleri kullanilarak enzimatik ve
kolorimetrik yontemlerle c¢aligildi. Calisma i¢i ve ¢alismalar arast CV <5% iken,
Biorad EQAS Di1s Kalite Degerlendirme programui ile dogruluk ¢aligmalar1 Z Skor<2
SD olarak saglandi.

Dokuda TNF-alfa, TGF-betal ve 2, CCL2, CCL5 CCL10, CCL11, CXCLS9,
CXCL11, IL-2, IL-1beta, IL-6, IL-10, IFN-gama, VEGF, CCR3, CXCR1, sitokin
diizeyleri ELISA kitleri (GENBIOTEK BIOSISTEM LAB. MALZ) ile calisilds.
Dokudan RNA izole edilerek PCR metoduyla gen ekspresyon tayini yapildi.
Degerlendirmede esik devirleri (CT) kullanildi.

3.5. Karacigerin histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeleri

Parafin bloklardan dort mikrometre kalinhiginda kesitler elde edilerek
hematoksilen—eosin (H&E), Masson trikrom (MT) ve immiin boyama(Alfa SMA) ile
boyandi ve Olympus BX51 mikroskop ile x40, X100, X200 ve x400 merceklerle 151k
mikroskopunda inceleme yapildi. Histopatolojik degerlendirme uzman bir histolog
tarafindan calisma gruplarina kor olarak yapildi.

Steatotik hiicrelerin yiizdesi belirlendi. Steatotik hiicreler %5°den az ise evre 0,
%5-25 ise evre |, %25-50 ise evre I, %50-75 ise evre Il steatoz olarak
degerlendirildi.

Fibrozisin derecesi semikantitatif bir skorlama sistemine gore belirlendi. Bu
sisteme gore fibrozis su sekilde degerlendirildi:

0: Fibrozis olmayan normal karaciger

I: Kalin periventiiler kollajen ve birkag kollajen septa

II: Ince septa ile inkomple kdpriilesmeler

III: ince septa ve yogun kdpriilesmeler

IV: Kalin septa ile portal bolgeleri ¢aprazlayan komple kdopriilesmeler ve

nodiiler goériiniim
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3.6. Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak belirtildi. Istatistiksel
analizler SPSS 17 paket program (SPSS Inc., Software Chicago, IL, USA®)
kullanilarak yapildi. Bagimsiz gruplarda, gruplar arasindaki farkliliklar Kruskal
Wallis, farkliliklarin 6nemi Mann-Whitney U, bagimli gruplardaki farkliliklar
Wilcoxon signed rankstestleri ile degerlendirildi. Gerekli yerlerde grup oran
karsilastirmalar1 i¢in ki kare testi kullanildi. p<0,05 degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik degerlendirme

Tlm ratlar toplam alt1 gruba ayrilmisti. Bu gruplarin steatotik hiicre ve fibrozis
siniflamalar1 tablo 4.1°de sunulmustur. Kontrol grupta steatotik hiicre ve fibrozis
smiflamalart evre 0’1 isaret ederken, tek basmma CCL4 kullanilan grupta steatotik
hiicre simiflamasi tiim ratlarda evre 2 iken, fibrozis siniflamasi ise bir rat disinda evre
2 olarak saptandi. Diger ratta ise fibrozis siniflamasi evre 3 olarak bulundu. Kontrol
ve CCL4 gruplan kiyaslandiginda, CCL4 grubunda steatotik hiicre ve fibrozis
siiflamalar1 kontrol grbuna gore daha yiiksek bulundu (p=0,001 ve p=0,041).
Kontrol grubu disinda, CCL4 grubunda fibrozis ve steatotik evre diger tim
gruplardan yiiksek saptandi (p=0,001). Diger gruplarin ise fibrosis ve steatoktik
evreleri benzer (p>0.05).

Karbon tetrakloriiriin  kullanildig1 tiim gruplardaki ratlarda fibrozis simifi
kontrol grubundan yiiksek idi (evre 1-2 vs evre 0; p=0,044). Capparis ovata, rutin,
kaempferol ve NAC kullanilan gruplarda steatotik hiicre ve fibrozis siniflamasi

benzer ve evre 1 olarak bulundu (p>0,05).
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Tablo 4.1. Ratlarin gruplarina gore steatotik hiicre ve fibrozis siniflamalari

Verilen madde n Siniflama P

Steatotik Fibrozis

hiicre

Grupl Kontrol 8 Evre 0 Evre 0 P<0.05*
(tiimii)? (timii)® | P<0.05

Grup2 CCL4 8 Evre 2 Yedisi evre
(tiimii)" 2,biri evre

3¢
Grup 3 CCL4+Capparis 8 Evre 1 Evre 1
ovata (tiimii)° (tiimii)"

Grup 4 CCL4+rutin 8 Evre 1 Evre 1 P<0.05
(tiimii)° (tiimii)"

Grup5 CCL4+Kaempferol 8 Evre 1 Evre 1 P>0.05
(tiimii)° (tiimii)'

Grup6 CCL4+NAC 8 Evre 1 Evrel
(tiimii)° (tiimii)"

a ve b i¢in b>a ve p<0.05, d ve ¢ i¢in e>d ve p<0.05, ¢ grup i¢i i¢in p>0.05, f grup i¢i i¢in
p>0.05
*Grup 1 ile Grup 3,4,5,6 nin karsilagtirmasi i¢cin p<0.05

Sadece CCL4 kullanilan ratlarin karacigerlerinin histolojik
degerlendirmesinde, yag hiicreleri ¢ogu alanda kii¢lik capli az bir alanda biiytik ¢apli
olarak izlendi. Karaciger hiicreleri 1sinsal dizilimlerini kaybetmis ve birbirlerinden
ayrilmisg sekildeydi. Bazi hiicrelerin iyice kiiclildiigi igsi bir hal aldigr ve
hepatositlerin ¢ogunda sitoplazmanin homojen goriintiisiinii kaybettigi ve nokta
seklindeki agilmalarin piiriizli bir goriinti sergiledigi izlendi.  Sinuzoidlerde
dilatasyon oldukga belirgindi. Inflamasyon yaygindi. Diger gruplarda kiiiik ¢aplh
yag hiicreleri az olmakla birlikte varligin1 devam ettirmekteydi. Normal goriiniimlii
hepatositlerle birlikte piiriizlii sitoplazmali hepatositlerin de halen var oldugu
belirlendi. Inflamasyon ve dilate sinuzoidler CCL4 grbundan daha az olmakla
birlikte halen devam etmekteydi. Kontrol grubunda ise histoloji normal

goriinlimdeydi.
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Histokimyasal degerlendirmede, immun boyamada hepatosit sitoplazmast ve
¢ekirdegi, sinuzoidler, portal alan yapilart arter, ven ve safra kanali degerlendirildi.
Immun boyanmanin derecesi ‘kuvvetli +++, orta++, zayif + © olarak belirlendiginde
kontrol grubunda tiim yapilar zayif pozitif saptandi. Sadece CCL4 kullanilan grupta
hepatosit ¢ekirdekleri kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi. Bunlarin arasinda negatif
reaksiyon gosteren cekirdeklere rastlandi. Sitoplazma c¢ogunlukla negatifti ancak
damarlara yakin bolgede kuvvetli pozitif reaksiyon gosteren hepatositlere de
rastlandi. Portal alanda tiim yapilar ve dilate sinuzoidlerde reaksiyon kuvvetli
pozitifti. Sadece CCL4+NAC kullanilan grupta hepatosit ¢ekirdekleri zayiftan ortaya
degisen derecelerde reaksiyon gostermisti.

Karaciger histolojik preparatlarinin hemotoksilen eozin, massan trikrom ve

immiinohistokimyasal boyanma 6zellikleri sekil 4.1, 4.2 ve 4.3 te gosterilmektedir.

Sekil 4.1. Hematoksilenle ve eosin ile boyanmig karaciger dokusu kesitleri. A: Grup
2 (CCLA4), B; Grup 4 (CCL4+R), C; Grup 5 (CCL4+ K), E; Grup 3 (CCL4+C), F;
Grup 6 (CCL4+NAC), G ve H; Grup 1 (Kontrol). Ok ile isaretli alanda biiyiik yag
hiicreleri gosterilmekte.
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Sekil 4.2. Immunohistokimya ydnteminin (immunoperoksidaz) uygulandig
karaciger dokusu. A: Grup 2 (CCL4), B;Grup 4 (CCL4+R), C; Grup 5 (CCL4+ K),
E;Grup 3 (CCL4+C), F; Grup 6 (CCL4+NAC), G ve H; Grup 1 (Kontrol). Ok ile
isaretli alanlar immunpozitif boyanan karaciger hiicre cekirdekleri. Yildiz portal
alan1 gostermektedir.

¥,
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Sekil 4.3. Masson trikrom ile boyanmis karaciger dokusu kesitleri. A: Grup 2
(CCL4), B;Grup 4 (CCL4+R), C; Grup 5 (CCL4+ K), E;Grup 3 (CCL4+C), F; Grup
6 (CCL4+NAC), G ve H; Grup 1 (Kontrol). Yesil boyali bolgeler kollajen liflerinin
yogun oldugu bolgeler.
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4.2. Biyokimyasal degerlendirme

Kontrol grubu ve diger gruplarda AST, ALT, total bilirubin ve direkt bilirubin
ortalama degerleri tablo 4.2°de verilmistir. En yiiksek AST ve ALT degerleri CCL4
grubunda saptanirken, diger gruplarda daha diisiik ve kontrol grubu ile benzer
diizeyde idi. Tim gruplar arasinda ALT ve total biluribin degerleri benzerken
(p>0.05); AST ve direkt bilirubin degerleri gruplar arasinda karsilagtirildiginda bu
parametrelerin CCL4 grubunda diger gruplara ve kontrol grubuna gore daha yiiksek
oldugu saptandi. Ancak anlamli bir yiikseklik saptanmadi (p>0.05). Gruplar
arasindaki dagilima bakildiginda AST i¢in Grup 2 (CCL4) ile Grup 3 (CCL4 + C.
Ovata) ve Grup 6 (CCL4 + NAC) ile Grup 3 (CCL4 + C. Ovata) ; direk biluribin igin
Grup 1 (Kontrol) ile Grup 6 (CCL4 + NAC) , Grup 1 (Kontrol) ile Grup 4 (CCL4 +
Rutin) ve Grup 1 (Kontrol) ile Grup 5 (CCL4 + Kaempferol) karsilastirmalarinda
anlamli fark (p<0.05) saptansa da genel karsilastirmaya bakildiginda tutarsizlik

olmasindan dolayr anlamli kabul edilmedi.
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Tablo 4.2. Gruplar arasinda AST, ALT, total ve direkt bilirubin diizeyleri

Grup AST ALT T. BiL D. BiL
Grupl n 8 8 8 8
(Kontrol) [Ortalama 76,1 45,4 0,05 0,02
Ortanca 72,0 455 0,05 0,02
Standart deviasyon (SD) 8,6 5,6 0,01 0,01
Minimum 70,0 37,0 0,02 0,01
Maksimum 95,0 56,0 0,06 0,04
Grup 2 n 8 8 8 8
(CCL4)  [Ortalama 100,5 50,5 0,05 0,03
Ortanca 80,0 50,5 0,05 0,04
Standart deviasyon (SD) 20,1 10,5 0,02 0,01
Minimum 78,0 35,0 0,00 0,01
Maksimum 120,0 80,0 0,08 0,04
Grup 3 n 8 8 8 8
(CCLA+ [Ortalama 69,5 37,3 1,0 0,06
C.Ovata) 5rtanca 70,0 35,0 0,08 0,05
Standart deviasyon (SD) 17,3 15,2 0,07 0,05
Minimum 47,0 23,0 0,05 0,02
Maksimum 106,0 74,0 0,28 0,17
Grup 4 n 8 8 8 8
(CCL4+ [ Ortalama 76,1 44,5 0,08 0,05
R) Ortanca 77,0 440 0,07 0,05
Standart deviasyon (SD) 13,9 7,5 0,02 0,01
Minimum 58,0 32,0 0,04 0,03
Maksimum 99,0 55,0 0,12 0,08
Grup5 n 8 8 8 8
(CCL4+ [Ortalama 74,6 42,0 0.1 01
K) Ortanca 73,5 35,5 0,1 0,04
Standart deviasyon (SD) 11,5 14,3 0,1 0,1
Minimum 59,0 32,0 0,1 0,04
Maksimum 96,0 72,0 0,3 0,26
Grup 6 n 8 8 8 8
(CCL4+ [Ortalama 103,2 42,4 0,07 0,05
NAC) Ortanca 90,5 43,5 0,07 0,05
Standart deviasyon (SD) 32,7 8,7 0,02 0,01
Minimum 74,0 28,0 0,04 0,03
Maksimum 165,0 55,0 0,09 0,08
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Tablo 4.3. Gruplar arasinda AST, ALT, total ve direkt bilirubin p deger dagilimi

diizeyleri

Gruplarin Karsilagtirmasi AST ALT Total Direk
Biluribin Biluribin

Grup 1 (Kontrol) — Grup 2 (CCL4) | p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

Grup 1 (Kontrol) — Grup 6 p>0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05*

(CCL4+NAC)

Grup 1 (Kontrol) — Grup 4 p>0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05*

(CCL4+Rutin)

Grup 1 (Kontrol) — Grup 3 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+C.Ovata)

Grup 1 (Kontrol) — Grup 5 P>0.05 p>0.05 p>0.05 P<0.05*

(CCL4+Kaempferol)

Grup 2 (CCL4) — Grup 6 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+NAC)

Grup 2 (CCL4) —Grup 4 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+Rutin)

Grup 2 (CCL4) — Grup 3 P<0.05* p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+C.Ovata)

Grup 2 (CCL4) - Grup 5 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+Kaempferol)

Grup 6 (CCL4+NAC) — Grup 4 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+Rutin)

Grup 6 (CCL4+NAC) —Grup 3 P<0.05* p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+C.Ovata)

Grup 6 (CCL4+NAC) —Grup 5 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+Kaempferol)

Grup 4 (CCL4+Rutin) — Grup 3 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+C.Ovata)

Grup 4 (CCL4+Rutin) — Grup 5 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+Kaempferol)

Grup 3 (CCL4+C.Ovata) — Grup 5 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05

(CCL4+ Kaempferol)

4.3. Sitokin ol¢iimleri ve Ekpresyon Degisimleri

Sekil 4.4’te tiim gruplarda sitokin Ol¢lim degerlerinin negatif kontrol
degerinden ¢ikarilmasi sonucu elde edilen degerlerin karsilastirmalar1 sunulmustur.
Ayrica gruplardaki sitokin Olglimleri tablo 4.4’te ‘absolii deger- negatif kontrol

degeri’ olarak verilmistir. Kontrol ve diger gruplar arasinda sitokin (IL-1 alfa ve
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beta, IL-4, 1L-10, IL-13, IFN gama, TNF alfa, GM-CSF ve RANTES O&lgiimleri)

Ol¢timleri karsilagtirmalari sonucu anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

4
3,5
HliLla
3 mIL1B
miL2
2,5
miL4
2 mIL6
mIL10
1,5
miL12
1 mIL13
M IFNy
0,5
B TNFa
0 - m GM-CSF
Kontro CCL4 grubu / CL4 CCH4 / = RANTES
-0,5 - grubu grubu grubu grubu grub
-1

Sekil 4.4. Gruplar arasinda sitokin 6lgtimleri

Gruplar arasinda kemokin ve kemokin reseptdrleri (CCR3, CCL2, CCLS,
CXCR1, CXCL9, CXCL10), inflamasyon iliskili genler (INFG, TNFa, TGFb-1,
TGFb-2, IL2, IL6, I1L10) ve TIMP1, CoL3al, TLR4, ASMA, INCS, c-MYC ve
ALDOA genlerinin ekspresyon oranlari karsilastirildi (Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7).
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Absolii

deger-

negatif

kontrol

degeri IL1a IL1p 1L2 IL6 IL10 1L12 1L13 GM-CSF RANTES
Grup 1
(Kontrol
grubu) -0,0787 | -0,0569 | -0,124 | -0,0141 | -0,1099 | -0,6472 | -0,0432 | 0,0291 | -0,2566 | -0,2257 | -0,0152 3,698 >0.05

Grup 2
(ccL4
grubu) -0,0832 | -0,0357 | 0,1144 | -0,0257 | 0,1401 | -0,6637 | 0,1962 | 0,0619 | -0,3871 | -0,2312 | -0,0271 3,735 >0.05
Grup 3
(CCL4+C
ovata grubu) | -0,1003 | -0,0586 | -0,2162 | -0,027 | -0,1892 | -0,6752 | -0,0299 | 0,0043 | -0,4336 | -0,2896 | -0,0366 3,625 >0.05
Grup 4
(CCL4+R
grubu) -0,0664 | -0,0412 | -0,2117 | -0,0224 | -0,1893 | -0,7059 | -0,0456 | 0,0142 | -0,404 | -0,2656 | -0,0381 3,615 >0.05
Grup 5
(CCL4+K
grubu) -0,0926 | -0,0881 | -0,1753 | -0,0244 | -0,1509 | -0,7294 | -0,0517 | 0,1633 | -0,3623 | -0,2686 | -0,038 3,717 >0.05
Grup 6

(CCL4+NAC
grubu) -0,0987 | -0,087 | -0,1641 | -0,0283 | -0,1358 | -0,721 | -0,0582 | 0,0037 | -0,3696 | -0,2795 | -0,0385 3,692 >0.05
Pozitif
kontrol 3,2056 | 2,932 | 3,2404 | 3,1356 | 3,145 | 2,5028 | 2,3066 | 3,4343 | 3,1944 | 3,3032 | 2,2311 3,4786 >0.05

Tablo 4.4. Gruplar arasinda sitokin lgtiimleri(Tiim sonuglar ‘absolii deger- negatif
kontrol degeri’ olarak verilmistir. Tim sitokin degerleri agisindan gruplar arasi

karsilastirmalarda p>0,05). (IL: interldkin, IFN: interferon TNF: timér nekrozis faktsr GM-CSF: Graniilosit
makrofaj koloni stimiilan faktor RANTES: ‘regulated on activation, normal T cell expressed and secreted’)
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1,364

m CCL2

-1,013

1,778

2,420

-1,379

1,971

m CCL5

4,643

3,061

2,319

-1,423

5,028

W CXCR1

-26,584

2,697

-1,937

-20,252

-59,818

W CXCL9

-1,224

4,358

5,160

-1,029

4,869

m CXCL10

1,672

5,260

3,571

1,541

3,213

Sekil 4.5. Gruplar arasinda kemokin ve kemokin reseptorleri (CCR3, CCL2, CCL5,
CXCR1, CXCL9, CXCL10) genlerinin ekspresyon oranlari

5
4
3
2
1
0
-1
-2
-3
-4
INFG TNFa TGFb-1 | TGFb-2 IL2 IL6 IL10
[
ECCL4 2,239 0,521 0,826 -0,846 0,930 -0,779 1,298
B CCL4+R| 0,909 1,219 0,996 -0,439 0,723 -0,527 1,009
B CCL4+K | 0,557 0,710 0,744 -1,041 -0,817 -1,745 0,827
B CCL4+N| -0,438 1,192 0,742 -0,237 -0,245 -0,911 0,485
mCCL4+C| 1,238 2,034 0,489 -0,435 0,952 -0,847 0,387

Sekil 4.6. Gruplar arasinda inflamasyon iliskili genler (INFG, TNFa, TGFb-1, TGFb-
2, IL2, IL6, IL10) genlerinin ekspresyon oranlari
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20
15
10 T
5 T
0
-5 an
-10
TIMP1 ColL3al TLR4 ASMA INOS c-MYC ALDOA
|
mCCL4 1,998 4,070 3,055 2,880 -1,426 4,127 -1,407
m CCLA+R 1,707 -2,138 3,215 3,700 1,347 7,707 -1,006
m CCL4+K 3,662 2,101 15,216 3,850 -1,049 9,547 -1,010
m CCL4+N 1,415 1,507 2,545 2,092 1,048 1,022 1,202
m CCL4+C 1,640 1,609 -3,611 -1,193 2,571 4,138 -1,512

Sekil 4.7. Gruplar arasinda TIMP1, CoL3al, TLR4, ASMA, INOS, c-MYC ve
ALDOA genlerinin ekspresyon oranlari

Bu gen ekspresyonlart CT degerlerine gore degerlendirildiginde, CLL2, CXCL
9, CXCL 10 ekspresyon diizeylerinde gruplar arasinda anlamli fark saptanmazken,
kemokin ve kemokin reseptorii iliskili genlerden CCR3 ekspresyonunun rutin
grubunda diger tiim gruplara gore azaldigi, NAC grubunda ise CCL5 ve CXCRI
ekspresyonlarinin CCL4 grubuna goére azaldigi gorildi. Ayrica, inflamasyonla
iliskili genlerde, NAC grubu CCL4 grubu ile kiyaslandiginda, INF gama, INF-alfa,
IL 2 ve IL 10 ve TGF-beta ekspresyon diizeylerinin NAC grubunda azalma oldugu
saptandi. Rutin grubunda TNF-alfa, TGF-beta, IL 2 ve IL 10, Kaempherol grubunda
IL 2 ekpresyon diizeylerinin CCL4 grubundan belirgin iyi oldugu goriildii (p<0.05).
Ayrica, rutin grubunda TIMP1, Col3a, ASMA, INOS, ACTB ve ALDOA ekpresyon
diizeyleri CCL4 grubundan diisiiktii. C. ovata grubunda ise TLR4 ve ASMA
ekspresyon diizeyleri CCL4 grubuna gore azalmisti. Ancak anlamli diizeyde degildi.
Genel tabloda hasta(CCL4 grubu) , tedavi(CCL4 + NAC grubu) ve kontrol grubuna
gore anlamli olabilecek sonu¢ CCL4 + Rutin grubunun TNF alfa, IL-10, TGF-betal
ve IL-2 genlerindeki; CCL4 + kaempferol grubunun da IL-2 geninde sagladigi

azalma sayilabilir. Anlamli sonuglar ayrilarak tablo 4.5 de gosterilmistir.
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Tablo 4.5 Inflamatuar genlerden CT degerlerine gore anlamli saptanan sonuglar ve
gruplar arasinda iligkisi

Gruplar TNF- Alfa IL-10 TGF-Betal IL-2
Kontrol (1) 3232+1.6 29.17 £0.46 23.16 £0.65 3441+0.31
CCL4 (2) 29.31+0.24 27.49 £0.79 21.46 £0.83 29.5+0.31
CCL4 + Capari(3) | 29.33+0.25 26.79 £ 0.36 22.38 £ 0.46 29.88 £0.39
CCL4 + Rutin (4) | 33.66+1.14 29.28 £0.94 23.82+0.93 34.66 + 0.68
CCL4 + 32.33+0.32 27.25 +£0.38 22.42+0.3 35.2+0.82
Kaempferol (5)

CCL4 + NAC (6) | 32.66+0.32 28.63 £0.48 23.18 £0.74 35.34+£0.25
P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

(Grup 1 > Grup 2,
Grup 2 < Grup 6,
Grup 2< Grup 4,
Grup 1> Grup 3,
Grup 3< Grup 6,
Grup 3< Grup 4)

(Grup 1> Grup 2,
Grup 1> Grup 3,
Grup 1> Grup 5,
Grup 2< Grup 6,
Grup 3< Grup 6,
Grup 5< Grup 6,
Grup 2< Grup 4,
Grup 3< Grup 4,
Grup 2< Grup 5)

(Grup 1> Grup 2,
Grup 2< Grup 6,
Grup 2< Grup 4,
Grup 3< Grup 4,
Grup 4> Grup 5)

(Grup 1< Grup 6,
Grup 1> Grup 2,
Grup 1> Grup 3,
Grup 2< Grup 6,
Grup 3< Grup 6,
Grup 2< Grup 4,
Grup 2< Grup 5,
Grup 3< Grup 4,
Grup 3< Grup 5)

Dort haftalik deney siiresi

sonunda yalnizca CCL4 verilen

model gruptaki

ratlar daha hareketsiz ve tiiyleri kismen dokiilmiis durumdaydi. Buna karsilik

C.ovata, rutin, kaempherol ve NAC ile tedavi edilen gruptaki ratlar ise kontrol

grubuna benzer sekilde daha saglikli goriiniiyorlardi.

Bu durum

laboratuvar

bulgulariin, ratlarin genel durumlarina olumlu yansimasi olarak degerlendirilmistir.

Ayrica ¢aligmaya ilk basta Grup 7 olarak dahil edilen CCL4 + rutin + kaempherol

grubundaki ratlardan alt1 rat eksitus olmasi nedeniyle bu grup ¢alisma verilerinin

degerlendirilmesi agsamasinda degelendirmeye alinmadi.
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5. TARTISMA

Karacigerde bir¢ok ila¢ ve kimyasal madde hasar yaratmaktadir. Bunun
nedeni karacigerin birgok ilact ve kimyasali metabolize etmede temel organ
olmasidir (54). Kronik karaciger hastasi olanlarda fibrozis varligini belirlemek, genel
tedavi prensiplerini ve antiviral tedaviyi planlamak i¢in 6nemlidir. Giinlimiizde
fibrozisin belirlenmesi i¢in altin standart olan yontem histopatolojik incelemedir.
Ancak olas1 komplikasyonlar ve getirdigi ekonomik yiik bakimindan bunun yerine
uygulanabilecek farkli non-invaziv tan1 metodlar1 arastirilmaktadir. Bunlar arasinda
yaygin olarak kullanilanlar; biyokimyasal veriler ve goriintiilleme yontemleridir (55).
Bircok non-invaziv testin tanisal degeri, ilerlemis vakalar i¢in ¢ok yiiksek iken,
smirdaki vakalar i¢in ¢ok digiiktir. Bu da bu yontemlerin kullanimini
siirlamaktadir.

Karaciger fibrozisi yapisal ve metabolik bozukluklara bagli olarak ortaya ¢ikan
patolojik bir tablodur ve ¢ok sayida faktor buna neden olabilmektedir. Hepatik stellat
hiicreler, fibrozisin olugsmasinda anahtar rol oynamaktadir. Aktiflesen bu hiicreler
miyofibroblast 6zelligi kazanmakta, kollajen tip I ve tip III artis1 yaninda ekstra
selliiler matriks artis1 da ortaya ¢ikmaktadir (56,57). Genel olarak, hepatik fibrozisin,
karaciger parenkim dokusunun geri doniisiimsiiz olarak yikilmasi ve kollajenden
zengin dokunun hakimiyetine bagli olarak ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (58,59). Halen
kronik karaciger zedelenmelerinde yara iyilesmesi cevabinin bu sekilde gelistigi
kabul edilmektedir (60). Hepatik fibrozis, geri dondiiriilebilen donemde tedavi
edilirse basar1 oranmi yiiksektir ve siroza gidis Onlenebilir. Sirozun 6nlenmesi veya
ilerleyisinin kontrol edilmesi hala bir sorun olarak durmaktadir. Etkili ilaclarin veya
maddelerin bulunmas: icin ise ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Son birka¢ dekad
icinde yapilmis olan bir¢cok calisma sayesinde karaciger fibrozisinin hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar1 ayrintili  olarak anlagilabilmistir (61). Karaciger
fibrozisinin progresyonunun yavaglatilmas: ile kronik karaciger hastalarinda
beklenen yasam siiresinin artmasi ve karaciger transplantasyonu ihtiyacinin azalmasi

beklenebilir.

Gelisen veya gelismis olan fibrozisi engellemek i¢in gesitli ilaglar, antioksidan

maddeler, antimitojenik faktorler, bitki ekstratlari kullanilmasina ragmen fibrozis
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tedavisinde belli bir standart bulunmamaktadir. Calismalar sonucunda interferon,
malotilat, halofuginon, deksametazon, ACE inhibitorleri, kolsisin, sarimsak ekstresi
ve Tiazolidinedion grubu antidiyabetiklerin fibroziste kismen olumlu etkileri
gorilmistiir. Alloprunol, NAC, A, E ve C vitaminleri ise antioksidan olarak etki
ederek, HSC aktivasyonunu engellemektedir. Antioksidan etkili resveratroliin safra
kanal proliferasyonu ve lenfosit infiltrasyonunu azaltti§i, plazma AST, ALT,
bilirubin degerlerini ve Interlokin-1, interlokin-6 ve TNF- o diizeylerini diisiirdiigii

tespit edilmistir(62).

Deneysel olarak karaciger fibrozisini olusturmak ig¢in uygulanan gesitli
yontemler bulunmaktadir. Bu yontemlerden birisi safra kanali ligasyonudur. Diger
bir etkili yontem ise CCL4 uygulanmasi ardindan meydana gelen hepatik fibrozis
modelidir. Deneysel ¢alismalarda, kloroform, CCL4, arsenik, fosfor gibi pek ¢ok
maddenin karacigerde ciddi patolojik durumlarin olusturulmasinda kullanildig:
goriilmektedir (63-66). Bunlarin igerisinde CCL4 oldukga yiiksek kullanim alanina
sahiptir (44). CCL4 uzun yillardan beri temizleyici, yag uzaklastirici, ¢oziicii ve
endiistride temel madde olarak kullanilmaktadir. CCL4 alev almayan bir ¢oziiciidiir
ve havadan agirdir. Ozgiil agirlig1 1,589 (25° C’de) ve kaynama noktas1 76,7°C “dir.
Uretilen CCL4 6nemli miktar1 freon gazi ve sogutucularda kullanilir (67). CCL4’{in
olusturdugu karaciger dejenerasyonu, insandaki siroz gelisim silirecine benzerlik
gosterdigi igin, kemirgenlerde deneysel c¢alismalarda en ¢ok kullanilan kimyasal
ajanlardan biri olarak 6ne ¢ikmistir. Daha Once yapilan ¢alismalar gostermistir Ki
CCL4 karacigerde dejenerasyon, yaglanma ve sentrilobiiler (zone 3) fibrozis ve
nekroz olusturmaktadir. CCL4 hasarinda fibrozis ve nekrozun yogun olarak
sentrilobiiler alanda izlenmesinin nedeni bu maddenin karaciger hasarina sebep olan
metabolitlerine dontismesinde sorumlu olan sitokrom p-450 sistemindeki enzimlerin
onemli oranda bu bolgede bulunmasidir. Bazen daha agir hasar durumunda zone 3'te
baslayan nekrozun zone 2'ye de ilerlemesi halinde olusan durum birlesik nekroz
admi alir (68). Karbontetrakloriir’iin neden oldugu karaciger hasarmin gelisim
basamaklar su sekilde Ozetlenebilir; rediiktif dehalojenasyon, radikallerin kovalent
baglanmasi, protein sentezinin inhibisyonu, yag birikimi, kalsiyum sekestrasyonunda

kayip, apoptozis ve son olarak fibrozis seklindedir (69).
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CCL4in ratlarda deneysel olarak hepatik fibrozis olusturmak amaciyla yaygin
olarak kullanildig1 goriilmektedir (66). Sarhan ve arkadaslari (70), sekiz hafta
boyunca, Eidi ve arkadaslar1 (71), yirmi sekiz giin boyunca, Lee ve arkadaslar (72),
dokuz hafta boyunca, Kus ve arkadaslar1 (73), bir ay boyunca, Sung-Hwa ve
arkadaglar1 (74), sekiz hafta boyunca haftada iki kere, 0,5 ml/kg dozunda CCL4
uyguladiklart ratlarin karacigerlerinde sinuzoidlerin yapisinda bozulma, disse
araliklarinda genisleme, hepatositlerde farkli biiyiikliiklerde yag vakuolleri (yag
dejenerasyonu), hiperemik kan damarlar1 ¢evresinde cogunlugunu lenfositlerin
olusturdugu mononiiklear hiicre infiltrasyon alanlari, santral venalarin distorsiyonu,
ozellikle portal bolgeden parankime dogru gelisen fibréz doku artisi (rejeneratif
alanlar), baz1 hepatositlerde niiklear pleomorfizm, Kupffer hiicre hiperplazisinin
gerceklestigini saptamiglardir. Calismamizda da, ratlarda hepatik fibrozis olusturmak

icin CCL4 modeli literatiirde uygulanmasina benzer sekilde kullanilmistir.

Karbon tetrakloriir ile indiiklenmis karaciger harabiyetinde L-karnitin, N-
asetilsistein ve genisteinin hepatoprotektif ve antioksidatif etkileri daha 6nce yapilan
caligmalarda bildirilmistir (75-77). Demirdag ve arkadaslar1 (76) gergeklestirdikleri
caligmada, deney gruplarindan en uzun siireli olan grupta, CCL4 yedi giin ve L-
karnitin sekiz giin verilmis, Annudurai ve arkadaslar1i (78) gerceklestirdikleri
calismada CCL4 ve L-karnitin ikiser giin verilmis, Kuzu ve arkadaslart (77)
gergeklestirdikleri ¢alismada CCL4 yedi giin ve genistein sekiz giin verilmis, Ali ve
arkadaglar1 (75) gerceklestirdikleri ¢alismada CCL4 tek doz, L-karnitin dort giin
verilmis, Maksimchik ve arkadaslar1 (79) gergeklestirdikleri ¢alismada CCL4 tek
doz, N-asetilsistein {i¢ doz verilmis ve olusacak akut karaciger hasarinda L-karnitin,
N-asetilsistein ve genisteinin kisa siireli etkileri gozlenmis ve bu maddelerin
oksidatif hasar1 ve membran lipid peroksidasyonunu azalttigt ve plazma
triagilgliserolleri ~ parsiyel  olarak  normallestirdigi  bildirilmistir. ~ Bizim
gerceklestirdigimiz ¢alismada ise CCL4, bu calismalara gore daha uzun siireli (dort
hafta) verilerek daha ciddi diizeyde fibrozis gerceklesmesi ve bununla birlikte
C.ovata, rutin, kaempherol ve NAC etkilerinin fibrozisi geriletmede pozitif etkileri
olup olmadiginin test edilmesi amaglanmistir. Bu amacla da, ratlarin karacigeri
fibrozis gergeklestirildikten sonra histopatolojik olarak incelenmis, ilgili karaciger

testleri ve iligkili olabilecek kemokin, kemokin reseptdrleri ve inflamasyonla iliskili
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genler ve karaciger fibrozisinde ekspresyonlarinda artis beklenen genler

degerlendirmeye alinmistir.

Karaciger fibrozisinin, inflamatuvar silirecin kroniklesmesinin bir sonucu
oldugu disiniiliirse, inflamasyonun baskilanmasi ile fibrozisin de Onlenebilecegi
beklenebilir. Bizim ¢alismamizda, CCL4 grupta fibrozis skoru kontrol grubuna goére
yiikksek bulundu. C. ovata, rutin, kaempherol ve NAC gruplarinda ise fibrozis
skorunun CCL4 grubundan diistik oldugu izlendi. Ancak, fibrozisin histopatolojik
incelemede, tedavi grubunda CCL4 grubuna gore bir miktar daha az olustugu goriilse
de, hepatik fibrozisin engellenemedigi goriilmiistiir. Bu durumda, inflamatuvar
siirecin azalmasindan etkilenmeyen ¢esitli sitokin ve/veya medyatorlerin fibrotik
siireci devam ettirmesi etkili olabilir. Tedavi grubunda kullanilan ajanlarin hepatik
fibrozisin gelisimini ortadan kaldirmasa da azaltabilecegi veya siireci yavaslatarak
hastalarin prognozunu iyilestirebilecegi sonucunun c¢ikarilabilir. Ancak bu sonuca
ulagabilmek i¢in c¢alismamizin daha genis ve molekiiler diizeyde c¢aligsmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.

N-Asetilsistein hem bir aminoasit olan L-sistein’in, hem de indirgenmis
glutatyonun asetile prekiirsoriidiir. Uzun yillardir mukolitik bir ajan olarak
kullanilmaktadir ve yiiksek doz asetaminofenin hepatotoksisitesi i¢in bir antidottur.
N-Asetilsisteinin asetaminofen zehirlenmesindeki primer koruyucu rolii, intraseliiler
karaciger indirgenmis glutatyonun yerine konmasidir. N-Asetilsisteinin hiicre
membranindan kolaylikla penetre olarak intraseliiler indirgenmis glutatyon
biyosentezini hem in vivo, hem in vitro olarak artirdigi, bunu seliiler indirgenmis
glutatyon biyosentezi i¢in gerekli sistin alimini artirarak yaptigi kiiltiir ortaminda
gdsterilmistir. In vivo test edildiginde antioksidan etkilerinin, muhtemelen lipid
solubilitesinin ve doku dagilimimin disiikligli nedeniyle azaldigi goriilmiistiir.
Asetilsisteinin, CCL4 ile akut olarak olusturulmus hepatotoksisitede hepatik hasari
azaltici etkilerine dair bazi ¢alismalar mevcuttur. N-Asetilsisteinin farkli molekiiler
asamalarda aktive HSH’lerde TGF-B’y1 suprese ettigi bulunmustur (45). Bu nedenle
N-asetilsisteinin deneysel karaciger fibrozisinde antioksidan ve anti-TGF-8
ozellikleriyle koruyucu etkisinin oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre kiiltiir ortaminda

NAC’in fibroziste rol oynayan hiicrelerin aktivasyonunu Onleyici etkileri
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tanimlanmistir. Ligasyon olusturulup NAC ile tedavi edilen deneklerin glutatyon
diizeylerinin yiikseldigi, AST ve ALT degerlerinin diistigii ancak oksidatif stres
degerlerinin degismedigi, histopatolojik bulgulart ve inflamasyonu azalttig
saptanmistir. Bu sonuglarin aksine bizim g¢alismamizda NAC uygulanan grupta,
karaciger enzimlerinin ¢ok az diizeyde azaldigi, histolojik olarak fibrozisin CCL4
grubundan daha geride olmasma ragmen, belirli bir durdurucu etkisi olmadig

gosterilmistir.

Hiicre hasar1 ve hiicre 6liimii sadece kimyasallarla degil, ayn1 zamanda bireyin
gen ekspresyon profili, antioksidan durumu ve rejenerasyon Kkapasitesi gibi
faktorlerle de belirlenir. Karacigerde kimyasallarla olusturulan dogrudan ve dolayli
bircok mekanizma sebebiyle, bu kimyasallara kars1 koyacak farmokolojik gelisimi ve
klinik kullanim1 olan bir madde hepatotoksisiteyi onleyebilir (80). Calismamamizda,
kemokin ve reseptorleri ile inflamasyonda rol oynayan kemokinlerin diizeylerinin
fibrozis modelinde nasil degistigi de gdzlenmek istenmistir. Ornegin, TNF-o’nin
karaciger fibrozisindeki ana rolit HSH aktivasyonunu baslatmasidir (81). Kupffer
hiicrelerinin aktivasyonunda TNF-o, indirgenmis glutatyon ve TGF-f yer alir (82).
IL-6 ise karacigerde HSH’ler tarafindan iiretilir ve sirotik karacigerde TGF-B’nin
fibrojenik etkisini artirir (83). CCL4’{in hiicrelerde TNF-o ve TGF-B’y1 aktive ederek
fibrozise yol agtigi bilinmektedir. TNF-a apoptozisle, TGF-p fibrozisle iliskilidir.
Viicuttaki diger organlarla karsilastirildiginda karaciger dogustan gelen immiin
sistemin lenfosit bilesenlerinden de olduk¢a zengindir ve kemokinler karaciger
hastaliklarinda temel patogenetik yap1 iginde yer alirlar. Birgok sitokin veya kemokin
karaciger fibrozisinde gorev almaktadir. Kupffer hiicreleri, akut faz cevabini baglatan
proinflamatuar sitokinleri (TNF, IL-1) ve kemokinleri (CXCL1, CXCL2, CXCLS,
CXCL16, CCL2) sitotoksik ve antimikrobiyal oksijen salgilayan nétrofilleri (CXCR1
ICXCR2 yoluyla) serbest birakir. Sonrasinda bunu reaktif oksijen firlinleri ve
proinflamatuar sitokinler (TNF, IFN-y) yoluyla enflamatuar tepkileri ve
proinflamatuar hepatik makrofajlara farklilasan enflamatuar monositler yoluyla
devam ettirir. Hepatik fibrogenez sirasinda en iyi karakterize edilmis kemokinlerden
biri CCL2'dir. Kronik olarak enfekte olmus karacigerde CCL2, hepatositler, biliyer
epitel hiicreleri, Kupffer hiicreleri ve HSC'ler tarafindan salgilanir. CCL2'nin

ekspresyonu, CCR2'yi eksprese eden monositlerin o alana gelmesi ile iliskilidir.
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CCL2-CCR2 yolagimin fonksiyonel 6nemi, CCL2 veya CCR2 eksikligi olan fareler
kullanilarak c¢esitli deneysel karaciger fibroz modellerinde dogrulanmistir (84).
Karaciger fibrozisindeki fonksiyonel olarak onemli bir diger kemokin yolu ise
CCL5'tir (RANTES); RANTES’in reseptorleri CCR1 ve CCR5'tir. CCL5 ve ilgili
CCRS5 ligandlart CCL3 ve CCLA4, fibrozisli hastalarin karacigerlerinde artar (85).
Islevsel bir seviyede, CCL5 veya CCL3"in genetik olarak silinmesi farelerde
deneysel hepatik fibrozisi ortadan kaldirdigi deneysel calismalarda gosterilmistir
(86). IFN-vy ile indiiklenebilir kemokinler olan CXCL9, CXCL10 ve CXCLI11’in
kronik karaciger hastaligi olan hastalarda ekspresyonlari ve serum seviyeleri hepatik
fibrozisin derecesi ile yakindan iliskili olarak artar (87). Bu 3 kemokin, reseptor
CXCR3'ii paylasir. Ornegin, fibrozisin geri déniisii asamasinda, hiicre dis1 matrisi
matriks metaloproteinazlar yoluyla degrade eden ve ayrica HSC / myofibroblastlarin
kontrollii deaktivasyonunu saglayan restoratif makrofajlar 6nemli bir yer tutar.
Ornegin ¢alismalarda, CCL2'nin fibrozisin geri doniisiimii sirasindaki inhibisyonu,
fibroz regresyonununda belirgin bir iyilesmeye yol agmaktadir. Bu da CCL2'nin
karaciger fibrozisinde patogenezde ne kadar 6nemli bir molekiil oldugunu ortaya
koymaktadir (88,89). Bunun aksine, fibrozisin geri doniisiimii asamasinda CCL5'in
inhibe edilmesi, muhtemelen profibrojenik HSC fonksiyonlarinin inhibe edilmesi
yoluyla fibroziste regresyonu hizlandiridigi yapilan ¢alismalarda gésterilmistir (90).
Calismamizda, hasta(CCL4 grubu) , tedavi(CCL4 + NAC grubu) ve kontrol grubuna
gore anlamli olabilecek sonu¢ CCL4 + Rutin grubunun TNF alfa, 1L-10, TGF-betal
ve IL-2 genlerindeki; CCL4 + kaempferol grubunun da IL-2 geninde sagladigi
azalma sayilabilir. Ancak ayni sekilde diger c¢alisilan kemokin ve inflamasyonla
iligkili genlerin ekspresyonlarinin tiim gruplarda tutarli bir dagilimi saptanmamastir.
Bu sebeple, calismamizdan elde edilen veriler tutarlik gostermemesi nedeniyle,
calismamizda bu genlerin ekspresyon diizeyleri ve kemokin diizeyleri ve
biyokimyasal belirtecler ile histopatolojik yanit arasinda bir iliski oldugunu

gosterebilecek anlamli iligki saptanmamastir.

CCL4’lin viicutta degisime ugradig1 ve iglendigi en 6nemli organin karaciger
oldugu ve bu yiizden CCL4’den en fazla karacigerin etkilendigi bircok literatiir
bilgiyle desteklenmektedir (91). Karacigerde CCL4 ile aktif hale gelen sitokrom

P450 enziminin etkisiyle triklormetil radikalinin olustugu ve olusan triklormetil
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radikalininde oksijen ile reaksiyona girerek yliksek toksisiteye sahip ve karaciger
dokusuna zarar veren bir madde olan reaktif triklormetil peroksil radikaline
dontiserek etkiler olusturdugu belirtilmistir (92). Karaciger dejenerasyonunun degisik
sekilleri, oksidatif stres ve buna bagli olusan serbest radikallerle olusmaktadir
(93,94). Olusan bu zararli maddelerin lipit peroksidasyonu artirdigi ve bu yolla
hepatositlerin hiicre membranlarinin yikimlanmasina sebep olduklari bilinmektedir
(95). Calismamizda karacigerin histolojik kesitleri incelendiginde CCL4’{in etkileri
diger gruplardan daha yiiksek dereceli olan fibrozis bulgular ile saptanmistir. Elde
ettigimiz bu bulgular CCL4 uygulamasi sonrasi akut karaciger toksisitesine ait

literatiir bildirimleriyle paralellik gostermektedir (96,97).

ALT enziminde ylikselme, karacigerde olusan inflamasyonun ve hepatosit
hasarinin oldukca hassas ve degerli bir bulgusudur. Deney sonunda ratlardan alinan
kan Orneklerinden ¢alistigimiz serum ALT diizeyleri, daha Once yapilmis
calismalarla uyumlu olarak, CCL4 grubunda yiiksek bulundu. Buna karsilik tedavi
gruplarindaki ALT diizeyleri CCL4 grubuna gore diisiik bulundu. ALT diizeylerinin
CCL4 grubunda yiiksek olmasi bu grupta inflamasyonunun yogun olarak devam
ettigini gostermektedir. Diger gruplardaki ALT diizeyleri, inflamasyonun CCL4
grubuna gore baskilandigini ancak hafif derecede inflamasyonun mevcut oldugunu
diisindiirmektedir. Ancak ¢alismamizda gerceklesen AST ve ALT yiikseklikleri ve

diistisleri yapilan istatiksel analizde anlamli olarak bulunmadi (p>0.05)

C. ovata, Capparidacaeae familyasinin bir iiyesidir (46). Akdeniz havzasinda
bulunan uzun omirli bir ¢alilik bitkisidir. Diiiretik, anti-oksidatif, anti-enflamatuar
anti-hipertansif, hipoglisemik, anti-hepatotoksik, analjezik ve hipolipidemik etkileri
olan geleneksel bir bitkisel ilag olarak bilinir (47). Onceki kimyasal ¢alismalar,
bitkinin yapisinda alkaloidler, lipidler, polifenoller, flavonoidler ve glukozinolatlarin
bulundugunu bildirmistir. Ayrica Capparis ekstresinin a-tokoferol, P-tokoferol ve
sitosterol gibi antioksidanlar ile kaempferol, rutosid kuersetin (rutin) ve kuersetin
tirevleri gibi flavonoidler bakimindan zengin oldugu bildirilmistir (47). Bir
calismada, metanolik asit ekstresinin antioksidan aktivitesinin icerdigi fenole bagl
oldugu gosterilmistir (47). Capparis spinosa oziindeki p-metoksibenzoik asidin,

karbon tetrakloriir ve parasetamol ile in vivo ve tioasetamid ve galaktozemi ile in
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vivo hazirlandiginda hepatotoksisite iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu

bildirmistir (47).

Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) (98) gore diinyadaki niifusun %80’i
geleneksel ilaca inanmaktadir. Cin'de, genel tibbi tiiketimin % 30-50'sinin geleneksel
tip preparatlarindan oldugu tahmin edilmektedir (99). Almanya'daki niifusun
yaklagik % 90'1, baz1 saglik amagclari i¢in dogal ilaglar kullandiklarini bildirmektedir
(102). Bu nedenle, hem gelismekte olan hem de sanayilesmis iilkelerde geleneksel
tibbin kullanimi ve popilerligi giderek artmaktadir (100). Bu nedenle, Capparis
spinosa gibi sifali bitkiler saglik sistemlerinde 6nemli bir rol oynamaya devam
etmektedir. C. spinosa'nin kimyasal bilesigini ve sagliga yararlarini ortaya koyan
makale sayis1 az olsa da ge¢mis zamandan beri C. Spinosa’nin farkli amaclarla
kullanildig1 goriilmektedir. Ornegin; C. Spinosa, Eski Misir ve Araplarda karaciger
ve bobrek hastaliklarini tedavi etmek i¢in, eski Romalilarda paraliz tedavisinde,
Fas’ta ise diyabet tedavisinde kullanildi. Rodrigo ve ark (101), taze C. spinosa'nin
rutin ve kaempferol igerdigini gostermislerdir. Bu flavonoidler arasinda ise rutin en
bol olamdir. Bu sebeple, C. Spinosa kolesterol diisiiriicii, anti-kanser ve anti-
enflamatuar olarak kullanilmaktadir. Her ne kadar C. spinosa'nin gesitli kisimlarimni
kullanan bir¢ok ¢alisma, anti-diyabetik ve anti-hipertansif dahil olmak iizere cesitli
farmakolojik aktiviteler bildirmis olsa da, C. spinosa ve saglik yararlar1 arasindaki
iliski hakkinda kesin bir bilgi yoktur. Bunun nedeni, insan denekleri igeren ¢ok az
sayida c¢aligmanin, C. spinosa tiiketiminin insan sagligi {izerindeki etkisini
incelemesidir. Huseini ve ark nin ¢aligmasia gore (102) 2 ay boyunca giinde 1200
mg C spinosa meyve 0zii alan hastalarin kontrol grubundan anlamli derecede diisiik
glikozile hemoglobin ve aglik kan glikoz seviyesine sahip olduklar1 bulunmustur.
Eddouks ve ark (103), toz halindeki C. spinosa'nin (20 mg / kg) meyvelerinin sulu
oziitii ile beslenen diyabetik sicanlarda 2 hafta sonunda 6nemli bir agirlik kaybi
oldugunu gostermistir. Baska bir ¢alismada, Huseini ve ark. (102) 2 ay boyunca
giinde 1200 mg C spinosa meyve Ozleri ile desteklenmis tip 2 diyabet hastalarinin
trigliserit diizeylerinde dnemli bir azalma oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle, C.
spinosa, yagli karaciger hastalifi ve metabolik sendromun tedavisi icin karacigerde
glukoneogenezin inhibisyonunda énemli bir rol oynadigindan dolay yararli olabilir.

Bazi c¢aligmalar da, C. spinosa yapragi ekstraktlarinin, pro-enflamatuar sitokin
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ekspresyonunu ve immiin hiicre infiltrasyonunu inhibe ederek antinflamatuar aktivite
sergiledigini gostermistir (104,105). Goyal ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada
Capparis decidua ekstreleri kullanilmis ve plazma trigliseritleri, total lipid ve
fosfolipid konsantrasyonlarinda azalma saptanmistir (106). Gadgoli ve Mishra (107)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, C. spinosa'nin parasetamol ve karbon tetrakloriir
kaynakli toksisiteye karsi sicanlar {izerindeki etkisini in vivo olarak
degerlendirmistir. Calismalarinda, C. spinosa'nin sulu ekstraktinin metanolde
¢oziinen fraksiyonunun, sig¢anlarda parasetamol ve karbantetrakloriir kaynakli
hepatotoksisitede serum AST, ALT, alkalin fosfataz ve total bilirubinde onemli
azalmalar gosterdigi bildirilmistir (107). Calismamizda ise, CCL4’e gore C. Ovata

ekstresi alan ratlarda fibrozis derecesi daha diisiik saptanmustir.

Bir flavonoid olarak Kaempferol (3,40,5,7-tetrahidroksiflavon), birgok sifali
bitki, sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Kaempferol igeren bitkiler,
hepatoprotektif aktivite ile saglikli fonksiyonel gida olarak onerilmistir. Elma, {iziim,
domates, yesil cay, patates, sogan, brokoli ve g¢esitli bitkilerde bulunmaktadir.
Oksidatif stresi azaltarak antioksidan etki yapar. Hidroksil grubunu baglar. (48)
Kaempferol, hem in vitro hem de in vivo olarak anti-oksidan, antinflamatuar ve
immiino-modiilator 6zellikleri ile birlikte CYP2E1 ekspresyonunun bir substrati ve
inhibitorii olarak bildirilmistir (48). Kaempferol, INH ve RIF gibi ilaglarin neden
oldugu CYP2E1 aracili hepatotoksisiteyi Onlemek i¢in yeni bir adjuvan olarak
kullanilmistir (48). Calismamizda, karaciger fibrozinde belirgin iyilesmeye neden
olmamakla birlikte, CCL4 grubu ile kiyaslandiginda, CXC1 ve IL2 gibi inflamatuvar

ve kemokin ekpresyon diizeylerini azalttig1 gosterilmistir.

Rutin ise, Portakal, greyfurt, limon, yesil ¢cay ve bir¢ok bitkide bulunan anti
oksidan bir maddedir. +2 degerlikli demiri baglayarak, demirin hidrojen peroksiti
baglamasii onler ve bdylece yliksek giiclii oksijen radikallerinin olugmasi engel
olur. Calismamizda, rutin grubunun fibrozis derecesi, CCL4 grubundan daha diisiik
saptanmustir, ayrica rutin grubunda, CCL4 grubuyla kiyaslandiginda TNF-a, TGF-B,
IL-2 ve IL-10 ekspresyon diizeylerinin azalmis olmasi her ne kadar fibrozisi tam
olarak durduramasa da inflamasyon iizerinde azaltici bir etkisi oldugunu

gostermektedir.
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Calismamizda, Tim gruplar arasinda ALT ve total biluribin degerleri
benzerken(p>0.05); AST ve direkt bilirubin degerleri gruplar arasinda
karsilastirildiginda bu parametrelerin CCL4 grubunda diger gruplara ve kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu saptandi. Ancak anlamli bir yiikseklik saptanmadi
(p>0.05). Gruplar arasindaki dagilima bakildiginda AST ve direk biluribin i¢in bazi
grup karsilastirmalarinda anlamhi fark (p<0.05) saptansa da genel karsilastirmaya

bakildigindan tutarsizlik olmasindan dolay1 anlamli kabul edilmedi.

Sonug olarak, CCL4 ile olusturulan karaciger fibrozis modelinde, C.ovata,
rutin, kaempherol ve NAC’1n fibrozisi tam olarak geriletmese de yararli olabilecegi,
bunun histopatolojik tetkiklere yansidigi ve 6zellikle rutinin inflamasyonla iliskili
genlerin ekspresyonlarinda belirgin gerileme yaptigi saptanmistir. Ancak bu

bilgilerin daha genis kapsamli ¢calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

50



SONUCLAR

- Tim ratlar toplam alt1 gruba ayrilmisti. Kontrol grupta steatotik hiicre ve fibrozis
siniflamalar1 evre 0’1 isaret ederken, tek basina CCL4 kullanilan grupta steatotik
hiicre siniflamasi tiim ratlarda evre 2 iken, fibrozis siniflamasi ise bir rat disinda evre
2 olarak saptandi. Diger ratta ise fibrozis siiflamasi evre 3 olarak bulundu. Karbon
tetrakloriiriin kullanildig1 tiim gruplardaki ratlarda fibrozis sinifi kontrol grubundan
yiiksek idi (evre 1-2 vs evre 0). Capparis ovata, rutin, kaempferol ve NAC kullanilan

gruplarda steatotik hiicre ve fibrozis siniflamasi benzer ve evre 1 olarak bulundu.

- Biyokimyasal degerlendirmede, en yiiksek AST ve ALT degerleri CCL4 grubunda
saptanirken, diger gruplarda daha diigsiik ve kontrol grubu ile benzer diizeyde idi.
Tiim gruplar arasinda ALT degerleri benzerken, AST, total bilirubin ve direkt
bilirubin degerleri gruplar arasinda karsilastirildiginda bu parametrelerin CCL4
grubunda diger gruplara ve kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu saptandi.
Ancak anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

- Kontrol ve diger gruplar arasinda sitokin (IL-1 alfa ve beta, IL-4, IL-10, IL-13, IFN
gama, TNF alfa, GM-CSF ve RANTES o6l¢iimleri) dlglimleri karsilagtirmalar1 sonucu
anlamli fark saptanmadi (p>0,05).

- CLL2, CXCL 9, CXCL 10, CCR3, CCL5 ve CXCR1 ekspresyon diizeylerinde
gruplar arasinda anlamli fark saptanmazken, inflamasyonla iliskili genlerde, NAC
grubu CCL4 grubu ile kiyaslandiginda, INF gama, INF alfa, IL 2 ve IL 10, TGF-alfa
ve TGF-beta ekspresyon diizeylerinin NAC grubunda azalma oldugu saptandi. Genel
tabloda hasta(CCL4 grubu) , tedavi(CCL4 + NAC grubu) ve kontrol grubuna gore
anlamli olabilecek sonucun CCL4 + Rutin grubunun TNF alfa, 1L-10, TGF-betal ve
IL-2 genlerindeki; CCL4 + kaempferol grubunun da IL-2 geninde sagladigi azalma

oldugu goriildii.
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