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KISALTMALAR

ALP : Alkalen fosfataz
ALT : Alanin amino transferaz

APAF-1 : Apopitotik proteaz aktive eden faktor

AST : Aspartat amino transferaz

ATP : Adenozin trifosfat

DBIL : Direkt biliriibin

DNA : Deoksiriboniikleik asid

ECM : Ekstraselliiler matriks

ELISA : Enzim immunoassay

EM : Elektron mikroskop

eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz
ER : Endoplazmik retikulum

FGF : Fibroblast biiylime faktori
GGT : Gama glutamil transpeptidaz
HMG CoA : Hidroksi metil glutaril koenzim A
HSH : Hepatik stellate hiicre
KASPAZ : Sistein aspartat spesifik proteaz
MMP : Matriks metallo proteinaz
NF-xp : Nuclear factor-kappa

NO : Nitrik oksit

PMNL : Polimorfoniikleer 16kosit



PPAR-y : Peroksizom proliferatdr aktivator reseptor-gamma

TBIL : Total biliriibin

TGF-p : Transforme edici biiylime faktorii-beta

TIMP : Doku metalloproteinaz inhibitorii

TNF-a : Tiimor nekroz faktor-alfa

TUNEL : Terminal deoksi niikleotidil transferaz-mediated deoksi liridin

trifosfat biotin nick end-labeling



GIRIS VE AMAC

Safra kanali ligasyonu, siganlarda deneysel fibrozis tablosu olusturmak i¢in siklikla
kullanilan bir yontemdir (1,2). Tikanan safra yollarindan, safranin geriye dogru birikmesi ile
safra ve safra ile atilan toksik maddeler, basta karaciger olmak iizere diger organlarda da
hasar verici etkilere neden olur. Safra yollarindaki staz ve basing artisi, safra kanallarinin
proliferasyonuna yol agar. Uzamisg safra kanali tikanmasi hepatositlerde kopiiksii
dejenerasyonun yani sira parankimde de bozukluklara yol acar (3). Kronik kolestatik
bozukluklar sonucunda, fibrotik doku portal kanallar etrafinda artis gosterir (4). Sirozun
baslangi¢c sekli olan hepatik fibrozis, kronik karaciger hastalarinda olusan ciddi karaciger
zedelenmesinin bir sonucudur. Hepatik stellat hiicreler (HSH) bu fibrojenik progeste ¢ok
onemli bir rol oynar (5). Doku hasarina kars1 aktive olduklarinda miyofibroblast benzeri
hiicrelere doniiserek tip I kollajen ve diger ekstraseliller matriks (ECM) proteinlerini
salgilarlar (6). Sonugta tiim karaciger fibrotik doku ile kaplanir, rejenerasyon nodiilleri
gelisir ve karaciger kiictiliir.

Karaciger fibrozisinin gelisimini engellemek, durdurmak ve geri ¢evirmek i¢in ¢gok
sayida deneysel ¢aligma yapilmaktadir. Fibrozisin tedavisinde kabul edilmis standart yontem
bulunmamaktadir. Cesitli ilaglar, antioksidan maddeler, antimitojenik faktorler, bitki
ekstratlar1 fibrozisi onlemek veya tedavi etmek icin kullamilmistir (7). Karacigerde major
fibrojenik hiicreler olan HSH’ler antifibrotik tedaviler i¢in miikemmel bir hedef teskil
edebilirler (4,5,8). Aktive olmus HSH’lerin apopitozisini indiiklemek temel fibrojenik
hiicrelerin uzaklastirilmasini saglayip, ECM degradasyonuna yol acar. Dolayisiyla aktive
HSH apopitozisinin indiiklenmesi, ECM’nin karacigerden uzaklastirilmasinda 6nemli bir

terapdtik metot olabilir (4,6,9).



Statinler pek ¢cok degisik organda fibrojenik hiicrelerin aktivasyon ve proliferasyonunu,
bu hiicrelerin apopitozisini indiikleyerek antifibrotik etki gosterebilirler (10,11).

Bizim bu c¢alismada amacimiz; safra kanali ligasyonu ile sekonder biliyer siroz
olusturulan siganlarda, pravastatinin fibrozis ilizerine koruyucu etkisinin olup olmadigini
biyokimyasal, 1s1k mikroskobik ve immiinohistokimyasal yoOntemler kullanarak
degerlendirmek ve bu konuda yapilan benzer ¢alismalar ile karsilagtirmaktir. Eger
projemiz olumlu sonug¢ verirse yani hepatik fibrozis ve dolayisiyla siroz gelisimi
engellenirse, insanlar1 etkileyen basta kronik kolestatik karaciger hastaliklar1 olmak
tizere kronik hepatit B, hepatit C ve otoimmiin hepatit gibi pek ¢ok hastaligin tedavilerine

statin grubu ilaclar eklenip hepatik fibrozisi azaltip azaltamayacagi arastirilabilir.



GENEL BILGILER

KARACIGER HISTOFiZYOLOJISi

Karaciger, viicudun en biiyliik karin i¢i organit ve bezidir. Agirhigr 1.5 kg’dir ve
hilumda kalinlasan ince bir bag dokusu kapsiilii ile sarilidir. Sag 7-11. kaburgalarin
arkasina yerlesen karaciger, hipokondrium ve epigastrium bdlgesinde yer alarak sol
hipokondrium bolgesine dogru uzanir (8,10). Kalp debisinin %25’1 karacigere gelir.
Karaciger, a. hepatika propria (%20-30) ve v. porta hepatis (%70-80) olmak iizere iki
kaynaktan beslenir. Hilumda karacigere portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol hepatik
kanallar ve lenfatikler ¢ikar (12). Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger lobiilleri
arasinda sonlandiklar1 portal alanlara dek bag dokusu ile c¢evrilmistir. Bu noktadan
itibaren karaciger lobiillerindeki hepatositlere ve sinilizoidal endotel hiicrelerine destek
saglayan ince bir retikiiler lif ag1 olusturur.

Safra kesesi fossa vesika biliarise yerlesmis, armut bigiminde i¢i bos, 30-50 ml
safra depolayabilen ve fundus, kollum ve korpus olmak iizere ii¢ kisimdan olusan bir
organdir (13).

Sican karacigeri insandakine benzer olarak sag, sol, orta ve kaudal olmak iizere
dort lobdan olusur. Sol lob en biiyiik, orta lob ise ikinci en biiyiik lob olup, sol lob ve orta
lob birlikte karacigerin yaklasik %70’ini olustururlar. Karacigere kan hepatik arter ve
portal ven aracilifiyla gelir. Karacigerden donen kan vena kava inferiora bosalir.
Sicanlarda safra kesesi yoktur (14).

Karacigerin viicudun metabolik dengesini saglamada bir¢ok yasamsal islevi vardir.
Metabolizmanin diizenlenmesi, hormonlarin, ilaclarin, toksik maddelerin pargalanarak

inaktif metabolitlere doniistiiriilmesinde, gastrointestinal sistemden emilen besinlerin
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metabolize edilerek depolanmasinda, plazma proteinleri, hormon, demir ve vitamin A, D, By,
depolanmasinda  ve safranin iiretiminde gorevlidir. Karaciger hepatositlerinde iiretilen
safranin yaglarin sindirimi ve emilimini kolaylastiric1 etkisi yan1 sira, kolesterol ve biliriibin
gibi yikim iirlinlerinin kandan uzaklastirllmasinda da etkisi mevcuttur (15). Safra {iretimi
stirekli olurken, safra sekresyonu gida alimi ile uyarilan barsaklardan salinan kolesistokinin
hormonunun safra kesesini kasmasi ve oddi sfinkterini gevsetmesi ile gerceklesir. Giinde
yaklagik olarak 500 ml salgilanan safra enterohepatik dolasim ile bagirsaklardan geri
emilerek karaciger tarafindan tekrar salgilanir. Safra kanallarinin tikanmasinda, biliriibin
olusumu normaldir ancak olusan biliriibin kandan bagirsaklara gecemez. Serbest biliriibin
karaciger hiicrelerine gecerek konjuge hale cevirilir. Konjuge biliriibin ya dolgun safra
kanalciklarinin yirtilmasi ile kana geger ya da dogrudan lenf damarlari ile karacigerden ayrilir.
Safra akimmin tam tikanmasinda safra bagirsaklara hi¢ akmadigindan, bakteriler tarafindan
tirobilinojene c¢evrilemez ve idrarda gozlenmez. Digki, safra pigmenti icermedigi igin
beyazdir. Idrarda 6nemli miktarda konjuge biliriibin gdzlenir(16).

Karacigerin fonksiyonel iinitesi 50000-100000 adet bulunan, birbiriyle anastomoz
yapan ve sintizoid bosluklari ile ¢evrili hepatosit plaklarindan olusan karaciger lobiiliidiir.

Karaciger lobiiliinlin ortasinda hepatik arterin ve portal venin dallarindan gelen ve
sinlizoidlerde birbirine karigan kani toplayan merkezi bir ven - veniil yer alir. Hepatik arterin
ve portal venin dallari, safra kanali ile birlikte altigen karaciger lobiiliinii ¢cevreleyen portal
alanda yer alan klasik portal triadi olusturur (8). Her bir asiniis; iki santral ven arasinda yer
alan oval bolge olarak tanimlanir (17). Kan, asiniis merkezinden hepatik venlere dogru akar.
Arteriyel kanin vendz siniizoidler boyunca akisi ii¢ bolgeye ayrilir. Toksik madde aliminda en
cok hasar1 birinci bolgedeki (periportal kisim) hepatositler goriirken, hipoksi durumunda ise
ticlincii bolgedeki (periveniiler kisim) hepatositler en ¢ok etkilenir (8). Siniisoid duvarlarini
cevreleyen endotel hiicreleri arasinda, hepatositlere komsu Disse araliina agilan fenestra
denilen genis bosluklar bulunmaktadir. Bunlar barsaklardan gelen makromolekiillerin
hepatosite girisine izin verir. Endotel hiicreleri oksidatif hasardan ciddi sekilde
etkilenmektedirler .

Karacigerde bes tiirde hiicre bulunmaktadir. Bu hiicreler hepatositler, endotel
hiicreleri, Kupffer hiicreleri, stellat hiicreler ve safra kanali epitel hiicreleridir. Tiim
hiicrelerin %80’ini hepatositler olusturur ve bu hiicrelerin hepsi oksidatif stresle iliskili
hiicrelerdir (18). Karacigerin, endokrin ve ekzokrin gorev yapan fonksiyonel hiicresi
hepatosittir ve bazolateral ve apikal bolgesi olmak iizere iki bolgesi vardir. Bazolateral

bolge icerdigi ¢ok sayida mikrovilliis ile kan kaynakli madde emilimi ve plazma
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proteinlerinin  salgilanmasina katkida bulunur. Apikal bolge ise safranin geri kagisim
onlemek ic¢in kenarlar1 tikayici baglantilarla kapatilmis olan safra kanalikiiliiniin
kenarlarini saran, mikrovilliislerle kapli bir girinti seklindedir. Karaciger siniizoidleri duvari
kesintisiz olmayip baslica, endotel ve Kupffer hiicresi igerir. Endotel hiicreleri
sitoplazmalarindaki  delikler sayesinde kandan madde gegisine izin verirler. Kupffer
hiicreleri ise kan monositlerinden koken alan ve sitoplazmik uzantilar1 olan fagositoz
yetenegine sahip hiicrelerdir. Hepatositleri siniizoitteki kandan Disse aralig1 (perisiniizoidal
aralik) ayirir. Disse araliginda, A vitamini metabolizmasit ve depolanmasinda goérev alan
yildizs1 hiicreler (stellat) olarak da adlandirilan Ito hiicreleri bulunur. Patolojik durumlarda
bu hiicreler kollajen {iireten miyofibroblast benzeri hiicrelere doniisiirler. Tip 1 kollajen
disinda; laminin, proteoglikan ve biiyiime faktorlerini de salgilar.

Safra kanalikiilleri safranin hiicreler arasi iletildigi kanalciklardir. Bu kanalciklar,
karaciger lobiiliiniin plaklar1 boyunca anastomoz yapan kompleks bir ag olusturur ve
portal alanda sonlanir. Safra, safra kanalikiillerinden lob i¢i safra kanalciklarina
oradanda lobiil disindaki Hering kanalin1 gegerek portal alandaki safra kanallarina veya
kanalciklarina bosalir. Safra kanalciklar1 karaciger ic¢i safra kanallarinda birlesirler. Bu
kanallar giderek genisleyip, birleserek sag ve sol hepatik kanallar1 olusturarak karacigeri terk

eder ve duodenum liimenine agilir (8,17,19).

EKSTRAHEPATIK KOLESTAZ VE KARACIGER FiBROZIiSi

Ekstrahepatik Kolestazis

Karaciger disindaki ya da porta hepatis icerisindeki biiylik safra yollarinin tikanmasina
ekstrahepatik kolestaz denilmektedir. Hepatik fibrozisin aktif ve dinamik bir siire¢ oldugu,
bag dokusunun yapim ve yikimi arasinda bir dengesizlik sonucu gelistigi ve ECM

birikiminin sanilandan daha reversibl oldugu gosterilmistir (20,21).

Genis Safra Kanali Obstriiksiyonun Patolojisi

Karacigerdeki degisiklikler sadece obstriiksiyonun siiresi ve derecesine degil ayni
zamanda eslik eden enfeksiyon ve mekanik obstriiksiyonun kendisinin roliine de baghdir.
Histolojik degisiklikler ise erken ve geg belirtiler olarak gruplandirilabilir.

Erken lezyonlar: En erken degisiklikler genellikle periveniiler biliriibinostazisi

takiben portal alan 6demi ve inflamasyonundan olugmaktadir. Biliriibinostazis periveniiler



bolgelerde baslar. Hepatosit sitoplazmalarinda ince biliriibin graniilleri ve safra tikaglari
gortlir.

Portal traktus o©Odemi kii¢iik terminal dallanmalardan baslar. Portal 6dem,
fibroblastlarin aktivasyonu ile histiyositler ve notrofil 16kositlerin baskin oldugu inflamatuvar
hiicre infiltrasyonundan biliolenfatik reflii sorumlu tutulmaktadir (22).

Ekstrahepatik obstriiksiyona sahip biyopsi spesimenlerindeki portal bdlgelerin
%82’sinde  periyodik asit-Schiff pozitif bazal membrana sahip reaktif kanalciklar ve eslik
eden polimorfoniikleer notrofil infiltrasyonu ile karakterize kolanjiolit goriiliir (23).

Gec lezyonlar: Ekstrahepatik obstriiksiyonda biliriibinostazis varlig1 daha siiregen bir
bi¢imde 6ne ¢ikmaktadir. Interseliiler safra tikaglari sayica ve biiyiikliik agisindan artmakta
ve bazi koyu cokeltiler (konkrement) daha genis hale gelerek zamanla periportal zona
uzanmaktadir. Degisik boyutlardaki liimenlerinin bos olarak goziikebildigi ya da daha hafif
safra-boyali materyal ya da daha yogun kivamli safra ¢okeltilerini de igerebildigi “kolestatik
karaciger-hiicresi rozetlerinin” sayilarinda bir artis mevcuttur. Izole ya da gruplar halinde,
tikaclara ya da ¢okeltilere komsu olan ya da biliyer ¢okeltilerle herhangi bir topografik iligkisi
olmayan hepatositler ise genislemislerdir ve de sitoplazmalarinin daha ince bir retikiiler aga
indirgendigi, bazen de biliriibinle dolu olan ve tiiysii dejenerasyon olarak da adlandirilan bir
rarefaksiyona sahip olabilmektedirler. Portal yolaklarin yaninda birbiriyle birlesen karaciger
hiicre gruplariin tiiysii dejenerasyonlar1 ve ardindan gelen litik nekrozlari ise safra infarktlar
olarak adlandirilir (24). Genis safra infarktlar1 ekstrahepatik kolestazis agisindan tanisaldir.
Safra infarktlarinin biriken safra igeriklerinin, 6zellikle de safra tuzlarmin toksik etkileri ile
kombine artmis bir biliyer basinca ait hasar yapici etki nedeniyle olustugu disiintilmektedir
(25,26). Safra infarktlarina ait nekrotik bolgeler fibroz skarlagsma ile yer degistirirler. Safra
kanallarindaki genis ¢okeltiler ise doseyen epitelin nekrozuna ve safranin ekstravazasyonuna
neden olabilmektedirler. Biiyilk kanal obstriikksiyonunda kanal ve kanalciklarin limenleri
diizensiz bi¢imde dilate olmakta ve de ddseyen hiicreleri de anizositoz, sitoplazmik
vakualizasyon, niiklear piknozis ve epitelyal soyulma gibi c¢esitli dejeneratif degisiklikler
gosterebilmektedirler. Periduktal fibrozis ise, periduktal kapiller pleksustan gelen duktal kan
akimini bozarak, sekonder iskemik kolanjite yol acar ve progresif duktal atrofi ile sonuglanir.

Siiperimpoze enfeksiyon, siipiiratif kolanjit: Yogun nétrofilik polimorf 16kosit
birikimlerinin kanal ve kanalciklar1 kapatmalar1 durumunda asendan enfeksiyondan

stiphelenilmelidir. Ciddi enfeksiyon varliginda abseler gozlenebilmektedir.



SEKONDER BIiLiYER SiROZ

Patogenez ve Morfoloji

Sekonder biliyer siroz, ekstrahepatik safra obstriiksiyonunun goreceli nadir bir
komplikasyonudur Karaciger sirozunun gelismesi i¢in gerekli olan siire degiskendir ve
obstriiksiyonun sebebine, iliskili enfeksiyona ve siroz teshisi ag¢isindan kullanilan kritere bagl
olarak da degiskenlik gostermektedir. Ekstrahepatik biliyer atrezili infantlarda siroz 5-6 ay
sonra gelismektedir (27). Altmis erigskinin alindig1 bir seride, Scobie ve Summerskill (28)
biliyer obstriiksiyon baslangict ve biliyer sirozun dogrulanmasi arasindaki ortalama intervalin
ortak safra yolu striktiirlii hastalarda 7.1 yil, ortak safra yolu taslarina sahip hastalarda 4.6 yil
ve de malign obstriiksiyonlu hastalarda ise 0.8 yil oldugunu bulmuslardir. Biliyer siroz en sik,
kronik obstriiktif kolanjiyopatilere sekonder, 6zellikle de genelde cerrahi ya da girisimsel
radyolojiye uyum gostermeyen primer ya da kazanilmis sklerozan kolanjitin oldugu bir sekel
seklinde goziikmektedir. Periportal hepatosit kaybi ve eslik eden fibroplazi ile birlikte
gbziiken duktular reaksiyon komsu portal yolaklari birlestiren mezensimal kenarlara ait
portoseptal fibroz genislemelere yol acar. Hem duktular hiicreler, hem de aktive HSH’ler tip
IV kollajen ve lamininden zengin gevsek ve hiicresel bag dokunun dosenmesine katkida
bulunurlar (29). Konnektif doku biiyiime faktorii ve periduktal mast hiicreleri bu siirecte
onemli olabilirler (30,31). Bunu daha sonra kalic1 aktif degradasyon aktivitesiyle birlikte tip
II fiberlerinin ¢okmesi (artmis kollajen turnoveri ve reversibl fibrozis) ve daha sonra da
degradasyon aktivitesinin tiikenmesi ile birlikte de tip I fiberlerinin progresif bigimde kalic1
c¢Okmeleri (irreversibl fibrozis) takip etmektedir (32).

Patolojik bulgu olarak karaciger boyutlar1 artmakta, sadece hastaliin son evrelerinde
subnormal bir oranda biiziilme gostermektedir (33). Yiizeyi diiz, ince graniiler ya da
nodiilerdir. Kivami ve graniilaritesi siroz evresiyle birlikte degiskenlik gdstermektedir.
Karaciger palpasyonda serttir. Kii¢iik hemorajiler, yesil ya da gri nekrotik lekeler ve haricen
kiiclik infarktlar goriilebilir. Safra kanallar1 bazen belirgin bigimde distandii, agik ya da koyu,
siklikla da kivamli bir safra ile dolu olabilirler.

Histolojik bulgular hastaligin evresi ile orantili degiskenlik gosterir. Ekstrahepatik
kolestazise ait Ozelliklerle birlikte, erken donemde biliyer fibrozis ve ge¢ donemde siroz
seklinde goriiliir. Safra stazi, diffiiz ya da periseptal bicimde olabilmektedir. Mikroskobik
biliriibinostazis ise karaciger hiicrelerinin tiiysii dejenerasyonlartyla, safra infarktlariyla ve de

safra kacaklariyla iliskili olabilmektedir. Sekonder biliyer sirozun ge¢ evrelerinde ise hem



kanallar hem de kanalciklar da kaybolabilirler (34). Geriye kalan kanallarda ise konsantrik
periduktular fibrozis goriiliir.
Sekonder biliyer siroz bakteriyel enfeksiyonla komplike olabilmektedir. Enfeksiyonun

ciddi olmas1 halinde flebit ve kolanjit geligebilir.

Siroz

Karaciger parankimi fibroz skarlar ile yarilmistir ve bu fibr6z skarlar portal yolaklar
ve sentrilobiiler hepatik venleri portal-portal, portal-santral ve/veya santral-santral paternde
baglayan ince bandlar seklinde olabilir. Parankimal nodiiller, hepatik parankim adaciklarinin
fibrotik 1izolasyonlar1 ile olusur ve boyutlar1 degiskendir. Karaciger sirozu bir taraftan
progresif parankimal fibrozisin bir taraftan da vaskiiler yapt ve normal lobiiler yapida
bozulmanin baskin halde oldugu dinamik, bifazik bir siirectir. Siroz olusturulmasi agisindan
kombinasyon gosteren li¢ ana mekanizma ise hiicre 6liimiinden, aberran ECM birikiminden
(fibrozis) ve vaskiiler reorganizasyondan olusmaktadir. Hiicre 6liimii, fibrozis ve vaskiiler
trombozisle seyreden bu ii¢ siirecin ortak neticesi parankimal tiikkenmedir (35).

Parankimal tiikenme: Parankimal tiikenme, sekilli hepatositlerde fokal bir kaybin
olmasi anlamina gelmektedir. Tilkenme lezyonlarinin boyutlar1 obstriikkte damar boyutlarina
baghdir. Tiikenmeye ait lezyonlar bir asiniisiin kii¢iik bir kismin1 kapsayabilecegi gibi bir ya
da daha fazla komsu asinusu ya da bir lobu tamamen kapsayabilmektedir. Komsu hiicre kaybi,
venlerin ya da siniizoidlerin obstriiksiyonundan kaynaklanan fokal iskeminin bir sonucudur.

Fibrozis/sirozun geriye donebilmesi: Hasara iliskin siire¢lerin sonlanmasiyla birlikte
sirozda geriye doniis olabilecegini bildiren birgok klinik rapor mevcuttur (36,37). Bunlar
baslangigta tam bir siroz tablosu olan, basarili bir tedaviden sonra karaciger biyopsisinde
inkomplet septal siroz ya da fibrozisin belirgin bir sekilde azaldig1 herediter hemokromatozlu
(38,39), otoimmiin hepatitli (40) ve Wilson’lu (41) hastalardir. Fibroziste azalmanin varligi,
ayn1 zamanda primer biliyer sirozda (42), sistozomiazis (43) ve ekstrahepatik biliyer
obstriiksiyonda (44) da tespit edilmistir. Fibrozis rezoliisyonundaki ana mekanizma matriks
metalloproteinazlarinin (MMP) aktiviteleri ile birlikte artmis olan kollajenolitik aktiviteye
eslik eden azalmis doku metalloproteinaz inhibitoérii (TIMP) ekspresyonudur. Aktive
HSH’lerin apopitozisleri de ayn1 zamanda fibrozis rezoliisyonunu kolaylastirmaktadir (45).
Apopitozis ise aktive HSH’lerdeki 6liim reseptorlerinin stimiilasyonu ve yasamsal faktorlerde
bir azalma ile beraber kolaylastirilmaktadir. Bununla birlikte, fibroz doku septasinin énemli
derecede rezorpsiyonunun olmasina ragmen, hepatik yapinin normal bir duruma restorasyonu

ortaya ¢ikmamaktadir.



ALFA DUZ KAS AKTIN

Normal yetiskin karacigerinde perisiniizoidal hiicreler yaninda vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve perisitler de alfa diiz kas aktin (¢—SMA) i¢in pozitiftirler. Perisiniizoidal
hiicreler, sinlizoidal duvar boyunca daginik ve ayri ayri1 tabakalar olusturmuslardir.
Immiinoelektron mikroskobu, a-SMA pozitif perisiniizoidal hiicrelerin, yag damlaciklari
iceren Ito hiicreleri olduklarmni gdstermistir (46). In vitro ve olasilikla in vivo aktif hale
gelmis HSH’lerdeki a -SMA gen ekspresyonunda meydana gelen artig, hiicre proliferasyonu
ile ilgili goriinmektedir. Alfa diiz kas aktin, boliinen HSH’lere isaret eden yeni bir gosterge
olabilir. Alfa diiz kas aktin gen ekspresyonunun, in vitro hiicre proliferasyonu esnasinda
artmis olmas1t HSH’nin diiz kas hiicrelerinden ayirt edilmesini saglayacaktir (47).

Kronik karaciger hastalifinda a-SMA pozitif HSH’ler, sayi, biiyiiklik ve 6zellikle
nekroz alanlarinda immiin boyanma yogunlugunda artma gosterirler.

Bu sonuglar gostermistir ki; anti a-SMA antikoru kullanilan immiinohistokimyasal
yontem, yetigkin insan karacigerinde normal ve aktive olmus HSH’lerin tanimlanmasi i¢in

giivenli ve duyarl bir metottur (48,49).

APOPITOZIS

Programlanmisg hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6liimii apopitozis ile ayni
anlamda kullanilan terimlerdir (50,51). Wyllie, 1980 yilinda deneysel apopitozisi,
glukokortikoidlere maruz birakilan olgunlagsmamis timus hiicrelerinde gergeklestirmis ve
apoptotik hiicre DNA'sinin elektroforetik jel ayrimini yaparak, hiicrede DNA biitiinliigiiniin
kalmadigini, apoptotik hiicre i¢in karakteristik olan merdiven tarzinda DNA bantlarinin
olustugunu gostermistir (52). Cohen, 1993 yilinda yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus
hiicreleri {izerine etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apopitozisi
segmedigini, hiicre Olimiine neden olacak genleri olusturarak hiicreleri apopitozise
yonlendirdigini bildirmistir (53). Boylece apopitozisin genler tarafindan diizenlenen bir hiicre

6limii oldugu ortaya ¢ikmistir (54).

Apopitozis Mekanizmalar:

Apopitozisin indiiklenmesinde ii¢ prototip sinyal yolunun rol aldig1 bilinmektedir
1. Mitokondri/Sitokrom-C aracil1 apopitozis olusturulmasi

2. Hiicre ylizeyindeki reseptdrlere baglanan 6liim aktivatdrleri ile tetiklenme

3.Endoplazmik retikulum(ER) aracili apopitozis olusturulmasi



Sekil 1’de apopitozisin indiiklenmesinde rol alan her ii¢ sinyal yolagi sematize
edilmistir. Intrensek yolak mitekondriyal ve ER sinyal yolaklarinin indiiklenmesiyle

gerceklesirken, ekstrensek yolak 6liim reseptorii araciligiyla gerceklesmektedir.

INTRENSEK YOLAK

UV, kimyasal, radyasyon, ER Stresi
hipoksi (Hatalt Katlanmig proteinler)

Plazma
Membram

Baglayicl - b

)

T Mitokondri
e - I Bagiahica
Cagpage - 12
.-fll . S ; = .: s '::
v : 44, WBci2Bely, |
Efaktir Endo GE & AJF Endoplazmik Efektér
Caspase - Bagiatic refikulum Cinpia
Caspase - § |
Nikleus
Y L Zt
APOPTOZIS
APOPTOZIS APOPTOZIS

I Ol protein kismi{Domain)

Caspase:Sistein Apartat Spesifik Proteaz, AIF:Apopitozis Indiikleyici Faktor, Apaf-1: Apopitotik Proteaz
Aktive Eden Faktor, UV:Ultraviole, Sit C: Sitokrom C, ER:Endoplazmik Retikulum, Endo G:Endoniikleaz G
IP3R: Inositol 1,4,5-Trifosfat Reseptér, Bid: Bcl-2 interacting domain, TRAF2: TNF Reseptor-Associated
Faktor 2.

Sekil 1. Apopitozis indiiksiyonunu olusturan sinyal yolaklar: (55)

Mitokondri/Sitokrom-C Aracili Apoptozis Olusturulmasi
Mitokondri normal sartlar altinda adenozin trifosfat (ATP) olusturmak iizere sitokrom-
c ihtiva eder. Mitokondrial stres durumlarinda serbestlenen sitokrom-c apopitotik hiicre

6limiinde sistein aspartat spesifik proteaz-3 (kaspaz-3) aktivasyonu i¢in dnemli rol teskil eder
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(56,57). Bu yolda mitokondri tarafindan kontrol edilen apopitotik proteaz aktive edici faktor
(Apaf-1) ve kaspaz-9 bulunmaktadir (58,59). Ko-faktor niikleotid trifosfat (d-ATP ve ATP)
ile aktive edilen sitokrom-c ve apaf-1 birleserek prokaspaz-9’u aktive eder. Aktive kaspaz-9
da kaspaz-3’ii aktive ederek diger kaspaz kaskadinin tetiklenmesini saglar (59,60).

Saglikli bir hiicre mitokondrisinin dis membraninda Bcl-2 proteini yer alir (61,62).
Bcl-2, Apaf-1 proteininin bir molekiiliinii baglar. Bcl-2 neden oldugu internal hasarla
mitokondride ¢atlaklar olusturarak Apaf-1 ve Sitokrom-C salinimina yol acar. Bu iki protein
kaspaz-9 molekiillerine baglanir (58,59,63).

Apoptosom: Bu proteolitik aktivitenin kaskadi kan pihtilagsmasi ve kompleman
aktivasyonuna benzer. Terminal u¢ kaspaz-3'tiir. Bu proteolitik aktivite ile sitoplazmada
yapisal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin degradasyonu ve hiicrenin fagositozu

saglanir (64,60,65).

Dis Sinyallerle Apoptozisin Tetiklenmesi

Birbirini tamamlayan o6liim aktivatorlerinin (Fas-L ve TNF) hiicre yiizeyindeki Fas ve
TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8'1 aktive eden sinyaller yayilir.
Kaspaz-8 diger kaspazlari uyarir ve hiicrenin fagositozuna yol acar (63,66). Sekil 2’de
gosterilmistir. Fas reseptoriiniin, Fas ligand (Fas-L) ile karsilikli etkilesimi Fas bagimli 6liim
domain proteini (FADD) aracilig1 ile olur ve bunun sonucunda da kaspaz-8 aktive edilerek

apoptotik dongii baslar (66-67).

Endoplazmik Retikulum Aracili Apopitozis Olusturulmasi

Son zamanlarda amiloid § ndrotoksisitesine katkida bulunan kaspaz-12’ye bagimli ER
aracili apopitotik yol tarif edilmistir (60,68) Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim reseptor
aracili apoptozisten farkli bir yoldur. ER, hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran
proteinlerinin katlanmasini igeren birgok siirecte kritik 6neme sahiptir (68). Kaspaz-12, ER
membraninda lokalize olan ve ER aracili apoptozis i¢in esas teskil eden bir kaspazdir. Son
caligmalar gostermistir ki kalsiyum seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik
retikulumu etkilemesi ile prokaspaz-12 aktiflenir. Ayrica kaspaz-7 salinimu ile de prokaspaz-
12 salimimi arasinda bir baglanti bulunur. Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir.
Kaspaz-9 ile karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder (69). Son
calismalar, in vivo ve in vitro olarak kaspaz-12’nin kaspaz-9’u aktive ettigini gostermistir

(70).
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FAS/TRAIL

Cell death

<

MAPK pathway: Mitojen Aktivated Protein Kinase Yolagi, PI3K/AKT pathway: Inositol 1,4,5-Trifosfat
Aktivated yolagi, Casp: Sistein Apartat Spesifik Proteaz Faktor, Apaf-1: Apopitotik Proteaz Aktive Eden
Faktor, Cyt C: Sitokrom C, FADD: Fas-Associated protein with Death Domain, Bid:Bcl-2 interacting domain
CAD: Kaspaze-Activated DNAse.

Sekil 2. Dis sinyaller ile apopitozisin indiiklenmesi (71)

Apopitozisin Genetik Kontrolii

Antiapoptotik proteinler: Protoonkogenler normal hiicre biiylime ve gelismesini
diizenleyen genlerdir. Bu genler aktive olup mutasyona ugradiklarinda onkogen adini alir.
Onkogenler, hiicrenin asir1 biiyiime ve boliinmesi dogrultusunda uyarimi gerceklestirir.
Hiicrenin biiylime ve boliinmesini aktive edici genleri baskilayan ve dengeleyen genler ise
adindan da anlagilacagi iizere tiimor baskilayict genlerdir (72-73). Son yapilan ¢alismalar,
baz1 onkogenlerin ve tiimor baskilayicit genlerin programli hiicre 6liimiinii kontrol ettigini
gostermektedir (74). Omurgalilarda apopitozisi diizenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2 ailesi
(bel-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve iiretimini sagladiklar1 proteinler de ayni adlarla
anilmaktadir (61,62,75,76).

p-53: Apopitozisi diizenleyen bir diger gen, tiimor baskilayic1 p-53 genidir. Hipoksi ve
serbest radikal olusumu p-53 aracili DNA onarimi ve apoptozisi baslatir (66). DNA hasari
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olustugu zaman sentez (S) fazina ge¢isi bloke eder. DNA tamiri i¢in zaman kazanilir, eger
tamir miimkiin degilse hasarlanmis hiicreler apopitozisle yok edilir (75,77,78).

c-myc: Bir transkripsiyon diizenleyici faktér olan c-myc proteini, ortamda bazi
faktorlerin bulunmasina bagli olarak hiicrenin proliferasyonuna ve apoptozise ugramasina
neden olur (79). C-myc protoonkogeni bir hiicrenin biiyiimesini programlar. Eger hiicrede
hem c-myc hem de uygun biiyiime faktorleri yoksa biiyltime durur, her ikisi de yeterli ise
¢ogalma olur, c-myc oldugu halde biiyiime faktorleri yoksa apopitozis goriiliir (52,79,80).

Bcl-2 ve Bel-xl: Bcl-2 (antiapoptotik protein) ailesi apoptotik kaskadin kontroliinde en
onemli gruptur ve bir diizineden fazla iiyesi vardir (64,62). Bunlardan bazilari apoptotik
aktivitenin Onciileri iken (bax ve bad), digerleri antiapopitotik (hiicre koruyucu) proteinlerdir
(62). Bu proteinlerin seviyeleri hiicrenin 6lecegine veya yasayacagina karar verir. Bcl-2 ailesi
proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve bcl-2 gii¢lii bir 6liim inhibitoriidiir (62). Antioksidan
yolda mitokondriden sitokrom-c salinimini engellemede rol oynar. Bcl-2 mitokondri
membran disinda, ER ve niikleer membranlarda bulunur. Bcl-x1 mitokondri membran disinda
lokalizedir. Bcl-xl ve Bcl-2 beraberce mitokondri membran gecirgenligini korurlar.
Proapoptotik proteinleri (Bax ve Bad) inhibe ederek apopitozisi engeller (60). Bcl-xl kaspaz
aktivasyonunu, Apaf-1 iizerinden onler (64,58,62). Bax ve bad proteinleri etkilerini diger bir
protein ailesi; kaspazlar tizerinden gerceklestirir. Bunlarin sayis1 da bir diizineden fazladir.
Kaspazlar sistein proteazlardir, aktiviteleri hiicre 6liim yolunda ortaya ¢ikar. Kaspaz-9, bcl-2
ailesi tarafindan stimiile veya inhibe edilir. Kaspaz-2 ve kaspaz-8, TNF—o gibi sitokinler
tarafindan aktive edilir

XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP: Antiapoptotik protein ailesinden apoptozis protein
inhibitorleri omurgali ve omurgasizlarda bulunmus olup, bunlar programlanmis hiicre
Olimiiniin negatif diizenleyicileridir. Bazt memeli homologlari; XIAP, cIAP1, cIAP2, NAIP,
Bruce, Survivin ve pIAP olarak tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu hiicre Sliimiinii kaspaz-3,
kaspaz-7 ve kaspaz-9’a direkt olarak baglanip onlar1 inhibe ederek gerceklestirirler (60).
Apopitozis protein inhibitdrleri, kaspazlari 6liim reseptorleri ve mitokondrial yol ile inhibe

ederler (81,60,70).

Proapoptotik Proteinler

Bax, Bad ve Bid: Saglikli hiicrede bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyari ile sitozolik
bax mitokondriye yonelir ve ¢esitli degisimler sonucunda bax’in hidrofobik C terminal ucu
aciga cikar ve sitokrom-c salinimina neden olur. Kalpain tarafindan bax salinimi uyarilarak

sitokrom-c a¢iga ¢ikar (77,82). Bad, saglikli hiicrelerde mitokondri membraninin dig zarinda
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bulunur. Apopitozis sirasinda bax de§isime ugrar ve N terminal u¢ agiga c¢ikarken bcl-xl1
bad’dan ayrilir (63,82). Bid, bcl-2’yi inaktive etmek veya bax’1t aktiflemek iizere
mitokondriye yonelir (62). Endojen bid’in yarist sitozolde erir. Diger yarisi ise hiicre ici

membranlarda 6zellikle de endoplazmik retikulumda bulunur (81,64,69).

Apopitoziste Hiicre I¢i Sinyal Tletimi ve Metabolik Degisiklikler

Apopitotik sinyal iletimi ile ilgili bugiine kadar elde edilen bilgiler, hiicre i¢i diger
sinyallerin iletiminden sorumlu olan bazi molekiil ve enzimlerin, apoptozisteki sinyal
iletiminde de rolleri oldugunu gdstermektedir (54,83). Hiicre i¢i sinyal iletiminde yaygin
olarak kullanilan kalsiyum apopitoziste de rol oynar. Hiicre igindeki kalsiyum iyonlarinin
miktarindaki artis hiicreyi apopitozise gotiirmektedir (54). Sitoplazmadaki kalsiyum iyonu
miktarindaki hafif artis, c-myc, c-fos ve 1s1 sok proteinlerini harekete gecirir ve hiicrenin
apopitozise gitmesine neden olur. Sitoplazmada artan kalsiyum, inaktif durumdaki kalsiyum
bagimli proteazlar1 ve niikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin pargalanmasina ve
apopitozise 6zgii interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur (84). Kalsiyum, inaktif
durumdaki endoniikleaz, proteaz, transglutamaz ve fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive

ederek apopitozise neden olur (85).

Apoptotik Hiicrede Gozlenen Morfolojik Degisiklikler

Yiizey organellerinin kaybi: Apopitozise ugrayan hiicrenin komsu hiicrelerle baglar
kesilir. Hiicre ylizeyindeki mikrovilliisler ve diger hiicrelerle yaptiklar1 6zel baglar ortadan
kalkar, hiicre ylizeyi yuvarlaklasir (86,53).

Hiicre biiziilmesi: Apopitotik hiicre komsu hiicreye gore daha kiigiik ve sitoplazmasi
daha uzundur. Endoplazmik retikulum disinda diger hiicre organelleri yapilarini korur (54).
Sitoplazma yogunlugu arttig1 i¢in organeller kalabalik goriiniir. Hiicre zar1 saglam oldugundan
nekrozda oldugu gibi bir inflamatuvar reaksiyon gozlenmez (53,55,86)

Kromatin yogunlasmasi: Onemli yapisal degisiklik gekirdekten baslayarak izlenir.
Cekirdek apopitoziste odak noktasidir. Hiicreden hiicreye degismekle birlikte genellikle
cekirdek biiziigiir (54,86). Kromatin ¢ok yogun bir hale gelir ve parcalar halinde bir araya
toplanir. Cekirdek porlar1 secilemez, sekli diizensizlesir ve ileri evrede kiigiik pargalara
boliiniir. Cekirdekeik genisler ve graniilleri kaba graniiller halinde dagilir (53,55,86).

Sitoplazmik baloncuklar ve apopitotik cisimlerin olusmasi: Hiicrede dnce yiizeye
dogru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazilari sitoplazma pargaciklari igeren ve siki

bicimde paketlenmis organellerden olusan zarla sarili apoptotik cisimlere doniisiir (55,86).
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Apoptozis i¢in morfolojik degisimler hiicre biliziilmesi, kromatin yogunlasmasi, hiicre
membran tomurcuklanmasi olurken fosfotidilserin agiga ¢ikar. Saglikli hiicrelerde plak i¢inde
bulunan fosfotidilserin apoptotik hiicrelerde plazma membraninin dig yiiziinde bulunur ve

fagositik hiicreler i¢in sinyal gorevi goriir (64).

Fagositoz

Apopitozis sirasindaki hiicre zar1 degisimleri komsu hiicrelerin 6lii hiicreyi fagosite
etmesi icin gerekli tiim uyarilar1 verecek sekilde diizenlenir. Olusan apoptotik hiicreler,
hiicreler aras1 alana dagilirlar veya liimene dokiiliirler (51). Dokuda 4-9 saat taninabilir halde
kalan apopitotik hiicreler daha sonra fagozomlar i¢inde birka¢ saat kadar goriilebilir, sonra da

sindirilemeyen materyal olarak kalir (51,52).

Apopitozisin Saptanmasinda Kullamilan Yontemler

Apopitozisi saptamak i¢in ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir (87).
1. Morfolojik goriintiilleme yontemleri

2. Immiinohistokimyasal yontemler

3. Biyokimyasal yontemler

4. Immiinolojik yontemler

5. Molekiiler biyoloji yontemleri

Morfolojik Goriintiilleme Yontemleri

Isik mikroskobu kullanimi:

Hematoksilen boyama: Apoptotik hiicrelerin saptanmasinda genellikle ilk metot
olarak baslanmasi uygundur (87). Hematoksilen boyamada, hematoksilen boyasi kromatini
boyadigindan apopitotik hiicreler niikleus morfolojisine gore degerlendirilir. Go6zlenebilen
degisiklikler sunlardir: Hiicre kiigiilmesi cell shrinkage veya sitoplazmik kiigiilme cytoplasmic
shrinkage, kromatinin kondanse olmasi nuclear condensation ve nukleus zarinin periferinde
toplanmasi, nukleusun kii¢lilmesi pyknosis veya parcalara boliinmesi nuclear fragmentation
dir

Giemsa boyama: Giemsa ile boyamada hematoksilenle boyamada da oldugu gibi
niikleus morfolojisi esas alinarak apopitotik hiicreler taninir.

Floresan mikroskobu/Lazerli konfokal mikroskobu: Floresan boyalar DNA'ya
baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini, dolayisiyla niikleusu goriiniir hale gelebilir (87).

Hematoksilen ya da Giemsa boyamanin kullanildig1 6rneklerde hiicrelerin tamami yontemin
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prensibi geregi 6lmektedir. Canli ve 6lii hiicre ayrimini1 yapabilmek icin, canli veya 6lii tiim
hiicreleri boyayabilen bir boya (6rnegin Hoechst boyasi) ile sadece 6lii hiicreleri boyayabilen
bir bagka boya (6rnegin propidium iyodiir) beraber kullanilir. Bu sekilde boyanan hiicreler bir
floresan mikroskobu ile taninabilir.

Elektron mikroskobu: Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptoziste en degerli
yontem "gold standard" olarak diisiiniilmektedir (87). Morfolojik degisikliklerin en dogru
olarak g6zlendigi bir yontemdir.

Faz kontrast mikroskobu: Bu tiir mikroskop sadece hiicrelerin kiiltiir ortaminda,
"flask" veya '"plate"lerde biyiitiildiigli caligmalarda, hiicreyi veya hiicre toplulugunu

incelemek amaciyla kullanilir.

Histokimyasal yontemler:

Anneksin V yontemi: Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde
fosfatidilserin bulunmaktadir. Eger hiicre apopitozise giderse normalde i¢ yiizde yerlesmis
olan fosfatidilserin molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar. D1s yiize transloke
olan fosfatidilserinler, floresan bir madde ile isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir
hale getirilir. Boylece apopitotik hiicreler saptanmis olur.

TUNEL yontemi: DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglar.

M30 yontemi: M30 yonteminde apoptotik hiicreler sitokeratin 18'in kaspazlarin
etkisiyle kirilmasi sonucu ortaya c¢ikan yeni antijenik bdlgenin immiinohistokimyasal
yontemle boyanmasi prensibine gore belirlenir

Kaspaz-3 yontemi: Kaspaz-3 yontemi ile sadece apopitotik hiicrelerde olusan aktif

kaspaz-3 belirlenebilir. Bunun i¢in, dokunun kaspaz-3 eksprese ettiginin bilinmesi gerekir.

Biyokimyasal yontemler:
Agaroz Jel Elektroforezi: DNA kiriklarmin gosterilebildigi bir yontemdir.
Apopitoziste DNA interniikleozomal bolgelerden kirildig i¢in merdiven goriintiisii "ladder

pattern" olusur (87). Bu bulgu apopitozisin karakteristik 6zelligidir.

Western blot: Bu metot yardimiyla apopitozise 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rnegin bcl-2 ) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rnegin kaspaz-3) saptanmasi
miimkiindiir. Ayrica sitokrom c'nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da bu metotla belirlenebilir

Flow sitometri: Flow sitometri yardimiyla floresan bir madde ile isaretlenmis antikor

kullanilarak apopitoziste eksprese oldugu bilinen her hangi bir hiicre ylizey proteininin
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saptanmas1 miimkiindiir. Bdylece apopitotik hiicreler belirlenebilir. 1ki farkli sekilde
uygulanmaktadir:

a. Floresan bir madde olan propidium iyodiir kullanilarak,

b. Anneksin V kullanilarak.

Birincisinde, kompleks bilgisayar islemleri kullanilarak hiicre boyutu ile icerdigi
DNA miktar1 kiyaslanarak, azalan DNA miktarinin apopitozis lehine oldugu gerceginden
hareketle, apopitotik hiicre populasyonu (sub-Gl piki) tayin edilir. ikincisinde, floresan

mikroskobuyla uzun zaman alan sayma islemi saniyeler i¢inde yapilarak sonug alinir.

Immiinolojik yontemler:
1. ELISA:
ELISA ile gerek kiiltiirii yapilmis hiicre popiilasyonlarinda gerekse insan plazmasinda

DNA fragmentasyonunu tespit etmek miimkiindiir.

2. Flourimetrik yontem:
Kaspaz aktivasyonu hiicre kiiltiirii yapilmig hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin
edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya

cikan floresanin siddeti fluorimetre ile dlgiilerek kaspaz aktivitesi saptanir.

Molekiiler biyoloji yontemleri:
DNA Microarrays: Bir lam iizerine binlerce DNA dizisinin baglanmasiyla
olusturulan gengip ile DNA degisimlerini (mutasyonlar) ve gen ifadesindeki (genden proteine

gecis) degisimleri melezlemeyle saptayan bir yontemdir.

KARACIGER FiBROZISIiNiN TEDAVISI iLE ILGILi CALISMALAR

Tedavi stratejileri, HSH’lar merkez alinarak su bagliklar altinda siralanabilir; 1-Primer
hastaligin tedavisi veya hasarin Onlenmesi 2-HSH aktivasyonunu engellemek ig¢in
inflamasyonun ve konak yanitinin baskilanmasi 3-HSH’lerin proliferatif, fibrinojenik veya
proinflamatuar fonksiyonlarinin bloke edilmesi 4-Matriks proteazlarin aktive edilmesi veya
onlarin inhibitdrlerinin bloke edilmesi ile ECM degradasyonu

Karaciger fibrozisinin en etkin tedavisi, karaciger hastaliginin primer sebebinin ortadan
kaldirilmasidir. Alkolik karaciger hastaliginda alkol aliminin kesilmesi, hemokromatozis ve
Wilson hastaliklarinda asirt demir ve bakirin uzaklastirilmasi, kronik viral hepatitlerde

hepatit B virlis ve hepatit C virilisliniin eradikasyonu, sistozomiyazis enfestasyonunda
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parazitin temizlenmesi, safra yolu mekanik tikanikliklarinda cerrahi tedavi gibi yontemler
buna ornektir. Daha basit olarak nonalkolik steatohepatitli hastalarda kilo verilmesi ile bile
histolojik olarak diizelme saglanabilir (88,89).

Karaciger fibrozisinin tedavisi ile ilgili olarak daha Once antifibrotik ozellikleri
arastirllmis olan bazi ajanlar mevcuttur (88,90). Inflamasyonun ve immiin yamitlarin
baskilanmasi ile fibrozisin azaldig1 birgok yayinda gosterilmistir.  Kortikosteroidlerin
ozellikle otoimmiin hepatitli hastalardaki etkileri buna 6rnek olarak verilebilir (91). Pegile
interferon ve ribavirin ile hepatit C viriislii hastalarin basarili tedavisi sonrasinda fibrozisin
azaldig1 bildirilmistir (92). Bununla birlikte safra kanali baglanarak olusturulan deneysel
fibrozis modelinde interferon-o’nin fibrozisi azalttig1 da gosterilmistir. Bu nedenle interferon-
o’ nin direkt antifibrotik etkisi oldugu belirtilmektedir (93). Renin-anjiotensin sistemi ise
oksidan strese yol agmak suretiyle inflamasyonun artmasina katkida bulunabilir. Bu yiizden
anjiotensin donistiirlici enzim inhibitérleri ve anjiotensin reseptor blokerleri bu yolla
antiinflamatuvar ve antifibrotik etki gosteriyor olabilirler (94,95). Pentoksifilin ve timor
nekroz faktor- alfa (TNF-a) antagonistleri gibi ajanlar TNF-a. aracili inflamasyonu
baskilamakta ve antifibrotik etki gostermektedirler (96). Ursodeoksikolik asit, primer biliyer
sirozda muhtemelen antiinflamatuvar faydali etkileri nedeni kullanilan diger bir antifibrotik
ajandir (97). Cesitli antioksidanlarla yapilan caligmalar sonucunda goriilmiistir ki, HSH
aktivasyonunun 6nlenmesinde en etkili yaklagimlardan biri de oksidatif stresin azaltilmasidir
(98,99). Interferon-o. hayvan modellerinde HSH aktivasyonunu engelledigi gdsterilmis olan
bir sitokin olmakla birlikte, klinik bir calismada beklenen antifibrotik etkiyi gosterememistir
(100). Peroksizom proliferator aktivatdr reseptor gamma niikleer reseptorleri (PPAR-a)
HSH’ler tarafindan eksprese edilmektedir ve PPAR-a reseptorlerine baglanan ilaglarin
(tiazolidinedionlar) HSH aktivasyonunu engelledigini gosteren calismalar bulunmaktadir
(101,102).  Adiponektin leptinin dogal kontra-regiilatuvari olup 0Ozellikle nonalkolik
steatohepatitli hastalarda olmak iizere, antifibrotik olarak faydali olabilecegi belirtilmektedir
(103). Hepatik stellat hiicre fonksiyonlarmin bloke edilmesi, fibrozisin Onlenmesinde
bagvurulacak onemli stratejilerden bir digeridir. Son yillarda biiylime faktorlerinin etki
mekanizmalarinin daha iyi anlasiimasi biiyiik faydalar saglamistir. Ozellikle trombosit
kokenli bliytime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve Transforming growth
factor-alfa (TGF-a) gibi proliferatif sitokinlerin ¢ogu tirozin kinaz reseptdrleri araciligi ile
etki etmektedir. Bu reseptdrleri bloke eden tirozin kinaz inhibitdrlerinden biri olan imatinib
kemoterapi ilact olarak 16semi ve ¢esitli mezenkimal kanserlerin tedavisinde kullanilmakla

birlikte 6zellikle karaciger fibrozisini azalttig1 gdsterilmistir (104). Ek olarak a-linoleik asit,
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lipooksijenaz inhibitorleri, PPAR-a agonistleri, hidroksi metil glutaril koenzim A (HMG
CoA) rediiktaz inhibitorleri ve pentoksifilin gibi ajanlarin da bu reseptorlerin hiicre i¢i sinyal
ileti yollarim1 inhibe ederek karaciger fibrozisinde etkili olduklarina dair g¢alismalar
bulunmaktadir (88). Soluble TGF-a reseptorleri, rekombinant Smad7 gibi TGF-a
antagonistleri, TGF-a ile uyarilan ECM {retimini engelleyerek fibrozisi azaltabilmektedir
(105). Antioksidan bir bilesik olan halofuginon da kollajen ekspresyonunu inhibe eden ve
antifibrotik aktivitesi olan diger bir ajandir (106). Endotelin, HSH’lerin kontraktilite ve kan
akiminin azalmasi gibi etkilerinde 6nemli bir diizenleyicidir. Bosentan isimli endotelin
reseptor antagonistinin deneysel modelde HSH aktivasyonunu ve fibrozisi azalttig1
gosterilmistir (107). Gliotoksin gibi HSH apopitozisini uyaran ajanlarin karaciger fibrozisini
azalttig1 bildirilmistir (108).

Son olarak daha once de belirtildigi gibi matriks metallo proteinaz (MMP)
aktivitesinin artirllmast ve doku metalloproteinaz inhibitérii (TIMP) aktivitesinin

baskilanmasi1 yontemleri de karaciger fibrozisinin 6nlenmesinde etkili yontemlerdir (90,109).

STATINLER
3-Hidroksi 3-Metil Glutaril Koenzim A Rediiktaz inhibitorlerinin (Statinler) lipid
diisiirticti  etkinliklerinin yanisira endotel fonksiyonlari, inflamasyon ve koagiilasyon

olaylarinda belirgin bir pleotropik etkinlik gosterdikleri de saptanmustir (110).

Statinlerin Endotel Fonksiyonu Uzerine Etkileri

Endotel hiicreleri vaskiiler sistemin homeostazinda rol oynayan, hiicresel biitiinliigiin
stirekliligini saglayan ve vaskiiler sistemin toniisiinii diizenleyen 6nemli bir otokrin ve
parakrin organdir. Cesitli endojen ve eksojen faktdrler nedeniyle vaskiiler endotelyumun
fonksiyonlarinda bozukluk goriilebilir. Bu faktdrlerden birisi de ateroskleroz olusumuna
katkida bulunan hiperkolesterolemidir. Hiperkolesterolemi ile endotelyal fonksiyon bozulur
ve bu fonksiyon bozuklugu, ateroskleroz gelisiminin ilk ve en dnemli gostergesidir (111,
112). Endotelyal fonksiyon bozuklugunun en 6nemli karakteristigi ise endotel hiicrelerinden
salgilanan Nitrik Oksid (NO) yapimindaki, salimmindaki ve etkinligindeki azalmadir.
Endotelyal NO’nun vaskiiler gevsemeyi diizenleyerek, trombosit agregasyonunu ve vaskiiler
diiz kas proliferasyonunu inhibe ederek aterojenik pek cok fizyo-patolojik olguyu giderdigi
gosterilmistir.

Statinler plazmada diisiik dansiteli lipoprotein diizeylerini diistirmek ve ylksek

dansiteli lipoprotein diizeylerini artirmak suretiyle (113) endotel fonksiyonu diizeltebilir. Bazi
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caligmalarda, endotel fonksiyonunun diizelmesinin, serum kolesterol diizeylerinin
diismesinden daha once ortaya ¢iktig1r da goriilmiistiir (114,115). Bu da, endotel fonksiyonu
diizenleyici etkide, kolesterol diisliriicii etkiye ek bazi etkilerinin olabilecegini gostermektedir.
Ayrica statinler, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini arttirarak (116,117) ya da
oksidatif stresi azaltarak (118), NO biyoyararlanimini arttirmaktadir. Statinler, endotel
fonksiyonunu bozan hipoksi ve okside- diisiik dansiteli lipoprotein bulunan ortamlarda da
eNOS aktivitesini diizeltmektedir (119,120,116). Doku tipi plazminojen aktivatdr yapimini
arttirip (121), endotelin-1 yapimini inhibe etmeleri gibi (122) ya da kalp dokusunda oldugu
(123) gibi doku seviyelerini diisiirmeleri de endotel fonksiyonu iizerine pozitif etkilerinden
sayilmaktadir. Statinlerin Ras ve Rho izoprenilasyonu iizerine etkisi, farnesil pirofosfat ve
geranil geraniol pirofosfat ile giderilebilirken, (eNOS) ekspresyonu iizerine etkisi yalnizca
geranil geraniol pirofosfat ile giderilmektedir. Bununla birlikte, statinler gen
transkripsiyonunu etkilemeden, eNOS ekpresyonunu, eNOS mRNA yar1 omriinii uzatarak
artirir (124). Statinlerin endotel fonksiyonu diizeltici etkilerinin olusmasinda rol aldigi ileri
stiriilen diger bir mekanizma antioksidan 0Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Statinler,
endotel-kaynakli gevsemeleri, siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi, reaktif oksijen
tiirevlerinin olusumunu inhibe ederek arttirir (118); bununla birlikte, lipid diisiiriicti etkileriyle
vaskiiler oksidatif stresi zaten azaltmaktadirlar (125,126). Ornegin atorvastatinin aktif
metabolitinin antioksidan etkinlik gostererek membran kolesterol birikimini azalttigi
gosterilmistir (110). Statinler, Ras iliskili C3 botulinum toksin substrat 1 (Rac-1) aracili
nikotinamid adenin diniikleotit oksidaz aktivitesini inhibe ederek ve anjiotensin tip-1 reseptor
ekspresyonunu azaltarak vaskiiler diiz kasta anjiotensin 2 ile indiiklenen serbest radikal
tiretimini azaltmaktadir (127). Nitrik oksit, reaktif oksijen radikalleri tarafindan inaktive
edildiginden statinlerin antioksidan 6zelligi NO’nun endotelyal fonksiyonu diizeltici etkilerine

katkida bulunmaktadir (128,129).

Vaskiiler Diiz Kas Hiicre Proliferasyonu

Vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu vaskiiler lezyon patogenezinde onemli bir
olaydir. Hiicresel proliferasyonun artmasiyla birlikte vaskiiler yataklarda belirgin bir
kalinlasma goriilebilmektedir. Yapilan c¢alismalar, statinlerin, transplant-ateroskleroz gibi
immiinolojik kaynakli vaskiiler proliferatif hastaliklar1 azalttigin1 gostermistir (130,131).
Statinlerin sagladig1 izoprenoid inhibisyonu, diiz kas hiicrelerinde trombosit tiirevli biiylime
faktorii ile indiikklenen DNA sentezini azaltmakta (132) ayrica statinlerin pleotropik

etkinligine aracilik etmektedir (133). Kiigiik guanozin trifosfat baglayan proteinler olan Ras ve
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Rho, membran lokalizasyonu ve aktivasyonu ig¢in posttranslasyonel modifikasyonu
gerektirdiginden ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol aldigindan, statinlerin direkt diiz
kas antiproliferatif etkileri i¢in olasi temeli olusturur. Ras mitojen ile aktiflesen protein kinaz
yolagini aktive ederek hiicre dongiisiinii ilerletirken (134), Rho hiicresel proliferasyon yapar
(135). Statinlerle inhibe olan vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu, farnesil pirofosfat ya da
diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol ile degil, geranil geraniol pirofosfat ile giderilebilir
(132). Rho kaynakli trombosit tiirevli biiylime faktorii ile indiiklenen vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonu ve statinlerle saglanan Rho inhibisyonu, statinlerin vaskiiler diiz kas hiicre

proliferasyonunu inhibe edici etkisinin temelini olusturur.

Statinlerin Trombosit Fonksiyonu Uzerine Etkisi

Bilindigi gibi trombositler akut koroner sendromlarin olusumunda 6nemli roller
oynamaktadir (136). Akut koroner sendromlarda plak ve vaskiiler hasar alaninda akut
trombiis olusumunun gozlendigi yapilan caligmalarda gosterilmistir (137). Trombositlerin
aktive  olmasmma neden olan  faktorlerden birisi de  hiperkolesterolemidir.
Hiperkolesteroleminin trombosit reaktivitesini arttirdigi daha 6nce belirlenmistir (138). Bu
anomaliler, trombositlerdeki kolesterol/fosfolipid oranindaki artis ile baglantilidir. Buna ek
olarak diger potansiyel mekanizmalar tromboksan A2 biyosentezinde (139), trombosit a2-
adrenerjik reseptor yogunlugunda (140) ve trombosit sitozolik kalsiyum diizeyinde (141)
artig1 icerir. Statinlerin gesitli patolojik olgularda artan trombosit aktivitesini inhibe ettigi
gozlemlenmistir (142-144). Statinlerin bu etkisinde tromboksan A2 ve trombosit
membranindaki kolesterol iceriginin diizenlenmesi 6nemli rol oynamaktadir (145). Ayrica,
hayvan ¢alismalarinda, statin tedavisi ile hasarli damarlarda trombosit agregasyonunun inhibe
oldugu ve trombosit trombus olusumunun azaldigr da gosterilmistir (146,147). Statinlerin,
makrofajlarin doku faktor ekspresyonunu inhibe ederek, vaskiiler duvarin trombotik
potansiyeli de azalttig1 in vitro ¢alismalarla desteklenmistir (146). Biitiin bu ¢alismalar ¢esitli
patolojik olgularin tedavi edilmesinde statinlerin olast iyilestirici etkilerini gostermesi

acisindan onemlidir.

Statinlerin Plak Stabilitesi Uzerine Etkisi

Bilindigi gibi aterosklerotik plaklarin bulunduklari yerden ayrilmalari, akut koroner
sendrom nedenlerinden biridir (112,148,149,150). Aterosklerotik lezyon, lipid ¢ekirdeginin
icinde trombojenik materyal igerir ve bu fibroz yapiyla kaplanarak kan dolagimiyla baglantisi

kesilir. Fibroz yapida olusan herhangi bir catlama, yirtilma ya da hasar sonucu, plak
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bulundugu yerden ayrilir ve tromboz olusur (137). Kollajen, fibréz yapinin ana bilesenidir ve
gerginliginin korunmasinit saglar. Makrofajlar ise fibr6z yapiyr asindirabildiginden,
aterosklerotik plak olusumunda ve stabilitesinin saglanmasinda 6nemli rol oynar (151).
Matriks metalloproteinler (MMP) gibi makrofajlarca aktive edilen proteolitik enzimlerin
salgilanmasi, fibréz yapinin asinmasina neden olabilir. Asinan fibroz yapt da plak
stabilitesinin bozulmasina, plagin bulundugu yerden kopmasina ve sonugta trombiis
olusumuna neden olmaktadir (148). Statinlerle saglanan lipid diigiiricii tedavi, plak
boyutunun kiiciiltiilmesi ve lipid ¢ekirdegin fizokimyasal 6zelliklerinin diizenlenmesi ile plak
stabilitesinin korunmasina katkida bulunur (152). Lipid disiiriicti tedavi ile plak boyutunda
olan degisim, zaman gerektiren bir silirectir ve anjiografi ile saptanabilir. Lipid diisiiriicti
tedavinin klinikteki 6nemi, MMP iiretiminin inhibe edilmesi ve aterosklerotik lezyonda
makrofaj birikiminin azaltilmasi bigimindedir (153). Ote yandan, statinlerin MMP
ekspresyonu ve doku faktorleri iizerine inhibitor etkileri, kolesterole bagimli ve bagimsiz
mekanizmalarla saglanir (152,153). Kolesterolden bagimsiz etkileri ya da direkt makrofajlar
lizerine olan etkileri, daha kisa bir siirecte ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, statinlerin
plak stabilizasyonu iizerine olan etkileri, lipid, makrofaj ve MMP disiiriicii etkilerinin
kombinasyonu sonucu olusmaktadir (153). Statinlerin bu etkileri, plaklarin bulunduklar
yerden ayrilma egilimlerini, buna bagli olarak akut koroner sendrom olusma sikligini

azaltmaktadir.

Ateroskleroz ve Statinlerin Vaskiiler inflamasyon Uzerine Etkisi

Ateroskleroz, ateroma i¢inde T lenfositler, monositler ve makrofajlarin bulunmasiyla
karakterize olan kompleks bir inflamatuvar olgudur. Ateroma icindeki makrofajlar ve T
lenfositler tarafindan salgilanan inflamatuvar sitokinler, endotel fonksiyonunu, diiz kas hiicre
proliferasyonunu, kollajen degradasyonunu ve trombozisi degistirebilir (148).

Makrofajlarin aktivasyonuyla birlikte baglayan siire¢ sonucunda gerceklesen monosit
adezyonu ve sonrasinda monositlerin subendotelyal yiizeye gecisleri aterojenezisin erken
fazin1 olusturmaktadir (154). Son yapilan caligmalar, statinlerin aterosklerotik plaklarda
bulunan inflamatuvar hiicreleri azaltabilme yeteneklerinin onlarin antiinflamatuvar
Ozelliklerinden kaynaklandigim1  gostermistir (145). Etkinin mekanizmasi tam olarak
aciklanamasa da, statinlerin bir diizenleyici bolge olan o2 integrin ve 16kosit fonksiyonlu
antijen-1’e baglanarak inflamatuvar yanit1 azalttig1 gosterilmistir (155).

Statinlerin, normokolesterolemik ve diyabetik hayvanlarda, P selektin ve lokosit

adezyonunu azaltarak iskemik myokardiyumu korudugu da gosterilmistir (156,157).
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Kolesterol diisiiriicii etkilerinden bagimsiz olarak ortaya ¢ikan bu etkinin, eNOS eksikliginde
ya da L-nitro arjinin metil ester ile tedavi edilen deney hayvanlarinda olugsmuyor olmasi,
statinlerin vaskiiler koruyucu etkilerinin eNOS bagimli oldugunu gostermektedir.

Bu mekanizmalara ek olarak, inflamasyonun gostergesi olan ve karaciger tarafindan
proinflamatuvar sitokinlere yanit olarak iiretilen yiiksek duyarli C reaktif proteinin (158)
ylkselmis diizeyleri koroner arter hastaliklarinin bir gostergesi olarak bilinir ve koroner arter
hastalig1 ile koroner iskemisi olan hastalarla, myokard infarktiisii gegiren hastalarda oldukga
yiiksektir (159).

Statin tedavisinin hiperkolesterolemisi olan hastalardaki yiiksek duyarli C reaktif
proteinin diizeyini de diisiirdiiglii saptanmistir (160). Bununla birlikte, yapilan c¢aligmalar,
statinlerin sistemik ve vaskiiler inflamasyonu azalttigini da gostermistir (159).

Ozetle, statin grubu ilaglar pleotropik etkileri sayesinde basta endotel fonksiyonunun

diizeltilmesi olmak tizere bir ¢ok olumlu etki meydana getirmektedirler.
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GEREC VE YONTEMLER

DENEY HAYVANLARI VE PROTOKOLU

Bu deneysel calisma Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’nun 2010/042 sayili onay1 alinarak gergeklestirilmistir (Ek-1). Calismamizda, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden temin edilen toplam 40
adet Spraque-Dawley cinsi (180-210 gr) eriskin disi sican kullanildi. Tiim denekler 12 saat
aydinlik, 12 saat karanlik ortamda normal oda sicakliginda (21°C) tutuldular. Tiim denekler
standart palet sican yemi (210 kcal/100 gr/giin) ile beslendiler, musluk suyu igtiler. Diizenli
olarak kafes bakimlar1 yapildi. Deneyde toplam 4 grup olusturuldu.

Grup 1 (Kontrol) (n=10): Bu grupta bulunan si¢anlara herhangi bir islem uygulanmadi.

Grup 2 (Sham) (n=10): Karin boslugu agilarak koledok kanali serbestlendikten sonra
sadece elle maniiple edilerek batin kapatildi.

Grup 3 (Ligasyon) (n=10): Karin boslugu agilarak koledok kanali serbestlendikten
sonra, koledok kanal1 duedonuma yakin bolgede iist ve alt kisimdan baglanarak kesildi.

Grup 4 (Ligasyon+Pravastatin (n=10): Ligasyon islemi yapilan deneklere 5 mg/kg

dozunda pravatatin sodium haftada 5 giin gavaj yoluyla 4 hafta boyunca verildi.

SAFRA KANAL LIGASYON iSLEMI

Sicanlara operasyon Oncesi ketamin (Ketalar®, 10 ml, 50 mg/ml, Pfizer, ABD) (25
mg/kg, im) 50 mg/kg/ip, xylazine (Rompun® 50 ml, 23.32 mg/ml, Bayer, Almanya) 5
mg/kg/ip ile genel anestezi uygulandi. Karin bdlgesi povidon-iyot (Isosol®, %10 povidon-
iyot, 1 litre, Merkez Laboratuvari, Tiirkiye) ile bdlge asepsisi saglandiktan sonra orta hat

kesisi yapilarak karin agildi. Safra ligasyonu islemi Criado ve ark.’nin (161) uyguladigi
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teknige uygun olarak karaciger loblar1 ile duodenum arasinda yerlesik koledok kanal1 agiga
cikarildi ¢evre dokulardan temizlenerek tikanma olusturmak amaci ile iki yerden 4.0 ipek
iplikle baglandi. Birinci diigiim hepatik kanal kavsaginin hemen altindan, ikinci diiglim ise
pankreatik kanalin girig yerinin hemen {istiiden yapildi. Sonra bu iki baglant1 arasindan kesi
yapilarak islem gergeklestirildi. Cilt ve cilt alt1 birbirinden bagimsiz olarak devamli siitiirle
kapatildi. Cerrahi girisim yeri 6-7. giinlerde sorunsuz olarak kapandi. Safra yolu ligasyonu
yapilan 10 adet sicana 5 mg/kg/giin dozunda haftada 5 giin 4 hafta boyunca gavaj yoluyla
uygulandi. Diger sican gruplarina ise haftada 5 giin serum fizyolojik gavaj yoluyla uygulandi.
Dort hafta sonunda tiim deneklere ketamin 50 mg/kg dozunda intraperitoneal yolla verilerek
anestezi saglandi. Karin orta hattan tekrar acildi ve kalpten alinan kan karaciger fonksiyon
testleri olan aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen
fosfataz(ALP), gama glutamil transpeptidaz (GGT) ile direkt biliriibin (DBIL) ve total
biliriibin (TBIL) serum diizeyi ¢alisiimak iizere tiipe konularak siganlar sakrifiye edildi (Sekil
3). Siganlarin karacigerleri tiimiiyle ¢ikarildi. Doku ornekleri, 151k mikroskobu ve

immiinohistokimyasal inceleme i¢in %10°luk formaldehide konularak tespit edildi.

s

Sekil 3. Sican kalbinden biyokimyasal inceleme amach kan 6rnegi alinmasi

BIYOKIMYASAL INCELEME
Biyokimyasal inceleme Trakya Universitesi Biyokimya Anabilim Dali Merkez
Laboratuvar’inda islemlendirildi. Biyokimyasal incelemelerden karaciger fonksiyon testleri

olan AST, ALT, ALP, GGT ile total ve direkt bilirlibin diizeyi ¢alisildi.
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HiSTOLOJIK INCELEME

Histolojik inceleme Trakya Universitesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
yapilmigtir.

Hematoksilen-eozin boyama yonteminin uygulanisi
1-4 mikron kalinliginda kesitler alind1.
2-30 dakika 60 °C etlivde bekletildi.
3-30 dakika ksilen i¢inde bekletildi.
4-9%96’lik alkol 50 saniye muamele edildi.
5-%90’lik alkol 50 saniye muamele edildi.
6-%380’lik alkol 50 saniye muamele edildi.
7-%70’lik alkol 50 saniye muamele edildi.
8-Cesme suyu 2 dakika muamele edildi.
9-Hematoksilen 5 dakika muamele edildi.
10-Cesme suyu 2 dakika muamele edildi.
11-Asit alkol diferansiasyonuna (%70’lik alkolden 99 cc, HCL’den 1 cc) 3 saniye
muamele edildi.
12-Cesme suyu 2 dakika muamele edildi.
13-%1’lik amonyak 15 saniye muamele edildi.
14-Cesme suyu 2 dakika muamele edildi.
15-Eosin 30-45 saniye muamele edildi.
16-Cesme suyu 2 dakika muamele edildi.
17-%70’lik alkol 5 saniye muamele edildi.
18-%80’lik alkol 5 saniye muamele edildi.
19-%90’11k alkol 5 saniye muamele edildi.
20-%96’lik alkol 5 saniye muamele edildi.
21-Aseton 5 saniye muamele edildi.
22-Havada kurutma islemi yapildi.
23-Ksilon 5 saniye muamele edildi.

24-Balzam (entellan) ile lam lamel arasinda kapatma yapildi.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM

Immiinohistokimya, immiinolojik ilkelere dayanarak varligi arastirilan antijenlere
kars1 gelistirilmis, poliklonal veya monoklonal antikorlar araciligiyla dokudaki antijeni
gostermek amactyla kullanilan bir yontemdir.

Her olgudan bir kesit alinarak immiinohistokimyasal ¢alisma icin kullanildi. Kaspaz-3
(Thermo Scientific, kaspaz 3 (CPP32) Aby (Rabbit PAb), lot 1002¢c, Ref:RB 1197-R7) ve
kaspaz-9, Ab-4, Neomarkers, lot-1205p1002E) i¢in asagida belirtilen tiim yontemler
uygulandi. Alfa smooth muscle aktin (SCYTEK, Smooth musc’e), clonel A4, Ref a 00002,
lot 21515) igin ise 6. yontem disinda tiim yontemler uygulandi. Kaspaz-3, kaspaz-9 ve a-
SMA i¢in kullanilan universal kitler ise (Streptavinidin link) (SP Link HRP Broad Bulk kit)
(for Mouse and rabbit primary antibody) (lot=K1202719A) ve AEC Kromogen SP Link
Broad kit (for mouse and rabbit primary antibody with AEC kromogen) (lot=K116714C)

1-Parafin bloklardan 4 mikron kalinliginda kesitler yapildi. Kesitler 1/10’luk Poly-L-
Lysine soliisyonu ile muamele edilmis camlara alinda.

2-Kesitler 1 gece 37 °C bekletilerek deparafinize edildi.

3-Boyama oncesi deparafinizasyona ksilen ile devam edildi. Bu islem 60 °C etiivde 3
kez 10’ar dakika bekletme ve her 10 dakikanin ardindan 5’er dakika digsarida sogumaya
birakma seklinde uygulandi.

4-Ksilenin giderilmesi i¢in %96°lik alkol muamelesine gecildi. Kesitler 60°C etiivde 4
defa 10’ar dakika tutuldu.

5-Lamlar 3 kez distile sudan gegcirildi.

6-Kaspaz-3 ve kaspaz-9 i¢in geri kazanim islemi yapildi. ‘EDTA buffer (Bio-optica,
lot 290940,15M820) PH 6.0 antijen anmaster (10X, heat-indiiced epitope) soliisyonu
kullanildi. Doksan ml distile suya 10 ml sitrat buffer soliisyonundan eklenerek diliie edildi.

a)Mikrodalga firinda maksimum watt’ta 20 dakika, 600 wattta 10 dakika
kaynatildi.
b) Disarida oda sicakligina gelene kadar 20 dakika bekletildi.
c) Lamlar 3 kez distile sudan gecirildi.
7-Dokularda bulunan endojen peroksiti bloke etmek i¢in 10 dakika 37 °C etlivde metanolde
hazirlanmis %3’liikk H202 uygulamas: yapildi.
8-Lamlar 3 kez distile sudan geg¢irildi.
9-Lamlar pH 7.4 olarak hazirlanmig PBS soliisyonunda 10 dakika bekletildi.
10- Reaktiflerin kesit disina tagsmasini engellemek i¢in lamlardaki kesitlerin etrafi Papen
ile ¢izildi.
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11-Herbir lama Large Volume Ultra V Blok (Kod No: TA-125-UB, Neomarkers,
Fremont, CA, ABD) damlatildi ve 7 dakika bekletildi. Sonra soliisyon lamlar {izerinde
uzaklastirildi.

12-Her bir sican i¢in ayri ayrt numaralandirilmis lamlara kaspaz-3, kaspaz-9, o-
SMA i¢in oda sicakliginda, ancak nemli ortamda 30 dakika inkiibasyon yapildi.

13-Lamlar iizerindeki antikorlar distile su ile uzaklastirilip PBS soliisyonuna alinarak 5
dakika bekletildi.

14-UltraVision Large Volume Detection System Anti-Polyvalent, HRP kitinin ( Kod
No. TA 125-HL, Neomarkers, Fremont, CA, ABD) soliisyonu damlatildi ve 15 dakika
bekletildi.

15-PBS soliisyonu ile 5 dakika yikanan lamlara, 2 no’lu biotine baglanacak olan
isaretleyici ‘Streptavidin Peroxidase’ (Kod No. TS-125-HR, Neomarkers, Fremont, CA,
ABD) damlatildi ve 15 dakika daha bekletildi.

16-Distile su ile yikanan lamlar PBS soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

17-UltraVision Detection System Large Volume AEC Substrate System (RTU) (Kod
No. TA-125-HA, Neomarkers, Fremont, CA, ABD) kitinden karistirilarak hazirlanan
renklendirici soliisyon kesitler {izerine damlatilarak 10 dakika bekletildi.

18-Distile su ile yikanan lamlar Mayer Hematoksilen soliisyonunda 1 dakika tutularak
zit boyama yapildi.

19-Lamlar musluk suyunda yikandi.

20-Lamlar %5’lik amonyak soliisyonuna bir kez batirilarak morartma islemine tabi
tutuldu.

21-Lamlar musluk suyunda yikanda.

22-Gliserol jel kullanilarak lamel ile kapatildi.

HISTOLOJIK INCELEME

Karaciger dokusunun genel Ozelliklerini ortaya koyabilmek amaciyla Masson
Trichrome (Bio-optica, R11ST16) ile boyama yapildi. Masson Trichrome i¢in kullanilan
reajantlar: A-Weigert’s iron hematoksilen 18 ml  B- Weigert’s iron hematoksilen 18 ml C-
Picric asit 30 ml D-Ponceau asid fuscin 30 ml E-Fosfomolidik asid 30 ml F-Masson anilin

blue 30 ml.

Masson Trichrome Uygulanisi

1- 5 mikron kalinliginda kesitler lam {izerine alindi.
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2- 30 dakika 60°C’lik etiivde bekletildi.

3- 30 dakika ksilonda bekletildi.

4- %96’k alkol 5 saniye muamele edildi.

5- %90’lik alkol 5 saniye muamele edildi.

6- %80’lik alkol 5 saniye muamele edildi.

7- %70’lik alkol 5 saniye muamele edildi.

8- Cesme suyu 2 dakika muamele edildi.

9- Lamlarin iizerindeki doku oOrneklerinin etrafinda papen ile zon (siir) bolgesi
olusturuldu.

10- Distile sudan gegirildi ve 20 dakika bekletildi.

11- A soliisyonundan 6 damla + B solusyondan 6 damla karistirilip 10 dakika inkiibasyon
yapild.

12-Yikama yapmadan C soliisyonu damlatilip 4 dakika inkiibe edildi.

13- Distile suda 3-4 saniye hizlica yikandi ve 10 damla D soliisyonunda inkiibe edildi.

14- Distile suda yikandi.10 damla E soliisyonunda 10 dakika inkiibe edildi.

15- Cesme suyunda yikandi ve 10 damla F soliisyonunda 5 dakika inkiibe edildi.

16-Distile suda yikanarak yiizde doksan altilik alkol Abs (%99.5°lik) alkolde
dehidratasyon sonras1 havada kurutuldu.

17-Entellan (Balzam) ile lam lamel arasinda kapatildu.

Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Karacigere ait doku Ornekleri 24 saat boyunca devam eden %10 formalin tespitinin
ardindan gece boyunca alkol takibine tabi tutulmuslardir. Dokularin parafine gémiilmesinin
ardindan elde edilen 5 mikron kalinligindaki kesitler rutin hematoksilen-eozin boyalar ile
boyanmig ve 151k mikroskobu altinda degerlendirilmistir. Dokulardan ayrica polilizin kaplh
alian 5 mikron kalinligindaki kesitlere immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3, kaspaz-9 ve
a-SMA antikorlar1 uygulanmistir. Ayr bir kesite histokimyasal olarak bag dokusu boyasi olan
Masson’s Trichrome uygulanmistir. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 sonuglari boyanma siddeti ve
boyanma yayginligi géz oniine alinarak ayri ayr1 semikantitatif olarak not edilmistir. Buna
gore; 0-boyanma yok, 1- hafif, 2-orta ve 3-siddetli olarak kabul edilmistir.

Buna gore safra duktiillerinde proliferasyon arttik¢a karaciger parankiminin yerini
duktiillerin almasi sonucunda lobiillerde izlenen siniizoidal patern alanlari daralmis ve
parankim kaybinin degerlendirilmesi kolaylasmigtir. Ayrica Masson Trichrome boyasi ile

prolifere safra duktiilleri c¢evresindeki stromal fibrozis ortaya koyularak duktiiler
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proliferasyonun oranmmin anlasilmasina yardimcit olmustur. Fibrozisin histopatolojik
degerlendirilmesi Tablo 1’e gore, portal alanlarda izlenen inflamasyon ise Tablo 2’ye gore
yapilmistir. Prolifere olan duktiillerin karaciger parankimine oranlar1 ise her bir vaka igin

yilizde olarak not edilmistir.

Tablo 1. Fibrozisin histopatolojik degerlendirilmesi

SKOR HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

0 Fibrozis yok
1 Portal fibrozis
2 Septumlu fibrozis
Inkomplet siroz (nadir nodiillerle birlikte Belirgin kdpriilesme,
3 porto-portal ve/veya porto-sentral kdpriilesme
4 Siroz (diffiiz fibrozis ve nodiil olusumu)

Tablo 2. Inflamasyonun histopatolojik degerlendirmesi

SKOR HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Inflamasyon yok

Bazi veya tiim portal alanlarda hafif

Baz1 veya tiim portal alanlarda orta/belirgin

0
1
2 Bazi veya tiim portal alanlarda orta
3
4

Bazi veya tiim portal alanlarda belirgin

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig
Bilgi islem Merkezi’ndeki S0064 Minitab Release 13 (Lisans No: wep1331.00197) programi
kullanilarak yapilmistir. Parametrik olmayan degiskenlerin birbiri ile iligkileri Ki-kare test ile
arastirildi. Parametrik degiskenlerin gruplar arasi karsilastirilmast Mann Whitney U testi ile

yapildi. Tiim analizlerde istatistiksel nem diizeyi p<0.05 olarak alindu.

30



BULGULAR

KARACIGER MAKROSKOPISI

Kontrol grubu ve sham grubuna ait karacigerler normal karaciger morfolojisine
(parlak kahverengi-kirmizi renkte, yumusak kivamda, yiizeyi diizgiin ve piiriizsiiz ) sahip
olarak izlendi. Ilag verilmeyen ve ligasyon uygulanan grupta daha belirgin olmak iizere
ligasyon yapilan tiim gruplarda karacigerler yesil-kahverengi renkte, ileri derecede bilylimiis,
kivamlar sertlesmis ve yogun konjesyone goriiniimdeydi (Sekil 4). Ayrica koledok kanali,
ligasyon yapilan tim gruplarda dilate goriinimdeydi. Kesit yapildiginda bu karacigerlerin

kesitlerinin 6dem ve konjesyon nedeniyle kapsiilden disar1 tasmaya egilim gosterdigi goriildii.

Sekil 4. Safra kanal ligasyonu yapilan sicanda karacigerin makroskopik

goriiniimii
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Karacigere ait doku ornekleri 24 saat boyunca devam eden %10 formalin tespitinin
ardindan gece boyunca alkol takibine tabi tutulmuslardir. Dokularin parafine gémiilmesinin
ardindan elde edilen 5 mikron kalinligindaki kesitler rutin hematoksilen-eozin boyalar ile
boyanmis ve 151k mikroskobu altinda degerlendirilmistir. Sekil 5 ve 6’ da kontrol ve sham
grubuna ait HE boyama ile karacigerin normal histolojik goriiniimii goriilmektedir.

Safra yolu ligasyonu yapilan grupta ise HE boyama ile ileri derecede prolifere olan
safra duktiilleri izlenmektedir. Prolifere olan safra duktiilleri belirgin porto-portal
kopriilesmeler olusturup karaciger dokusunun tamaminda nodiiler goriiniime sebep olmaktadir
(Sekil 7 ve 8). Safra yolu ligasyonu yapilip pravastatin verilen grupta ligasyon yapilip ilag
verilmeyen grupla benzer sekilde, HE boyama ile karacigerin lobiiler yapisini bozan yaygin

safra duktiil proliferasyonu goriilmektedir (Sekil 9).
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Sekil 5. Kontrol grubuna ait karacigerin normal histolojik goriiniimii (HEx100)
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Sekil 7. Ligasyon yapilan grupta presirotik evrede karacigerde nodiiller

olusturacak sekilde prolifere olan safra duktiilleri (HEx50)
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Sekil 8. Ligasyon yapilan grupta safra duktiillerinde belirgin proliferasyon
(HEx100)
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Sekil 9. Ligasyon+pravastatin grubunda safra duktiillerinde karacigerin lobiiler

Ly
)
yapisini bozan belirgin proliferasyon (HEx100)
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Sicanlara ait kesitlere immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3, kaspaz-9 ve a-SMA
antikorlart uygulanmistir ve ayr1 bir kesite histokimyasal olarak bag dokusu boyasi olan
Masson’s Trichrome uygulanmistir. Alfa diiz kas aktin ile karaciger parankiminde izlenen
sinuzoidal paternin kaybina bakilmistir. Kontrol grubu ve sham grubuna ait karacigerin
normal lobiiler yapist ve a-SMA ile siniizoid endotelinin goriiniimi Sekil 10 ve 11°de
izlenmektedir. Buna gore safra duktiillerinde proliferasyon arttik¢a karaciger parankiminin
yerini duktiillerin almas1 sonucunda lobiillerde izlenen siniizoidal patern alanlar1 daralmis ve
parankim kaybimnin degerlendirilmesi kolaylagsmistir. Ligasyon yapilan grupta safra
duktiillerindeki proliferasyon nedeniyle sinlizoidal yapinin ortadan kalktigi izlenmektedir

(Sekil 12,13).
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Sekil 10. Immiinohistokimyasal olarak alfa diiz kas aktini ile siniizoid
endotelinin olusturdugu reaksiyon ile belirginlesen kontrol grubuna ait
karacigerin normal lobiiler yapis1 (a-SMAx100)
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Sekil 11. Sham grubunda immiinohistokimyasal olarak alfa diiz kas aktini ile
siniizoid endotelinin olusturdugu reaksiyon ile belirginlesen karacigerin
normal lobiiler yapisi (a-SMAx100)

Sekil 12. Ligasyon yapilan grupta safra duktiillerindeki siddetli proliferasyon
nedeniyle biiyiik oranda ortadan kalkan siniizoidal yapr (IHK, a-
SMAx100)
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Sekil 13. Ligasyontpravastatin grubunda safra duktiillerindeki siddetli
proliferasyon nedeniyle biiyiik oranda ortadan kalkan siniizoidal

yapi (THK, a-SMAx100)

Ayrica Masson Trichrome boyasi ile, prolifere safra duktiilleri ¢evresindeki stromal
fibrozis ortaya koyularak duktiiler proliferasyonun oraninin anlasilmasina yardimei olmustur.
Prolifere olan duktiillerin karaciger parankimine oranlar1 her bir vaka i¢in yilizde olarak not
edilmistir. Kontrol grubu ve sham grubuna ait karacigerde Masson Trichrome boyasi ile
normal histolojik goriinim Sekil 14 ve 15°de izlenmektedir. Ligasyon yapilan grupta
presirotik evrede duktiiler proliferasyonun karacigerde nodiiller olusturacak sekilde goriiniimii
izlenmektedir. Ayrica prolifere safra duktiillerinin etrafinda hafif dereceli fibrozis de
goriilmektedir (Sekil 16 ve 17). Ligasyon yapilarak pravastatin verilen grupta prolifere safra

duktiilleri ve onu ¢evreleyen fibrozis izlenmektedir (Sekil 18).
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de, fibrozis izlenmeyen normal histolojik

Sekil 14. Kontrol grubuna ait karaciger

goriiniim (Masson Trichrome x 100)

gerde fibrozis izlenmeyen normal histolojik

ow

Sekil 15. Sham grubuna ait karaci

goriiniim (Masson Trichrome x 100)
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Sekil 16. Ligasyon yapilan grupta presirotik evrede karacigerde nodiiller

olusturacak sekilde prolifere olan safra duktiilleri (Masson Trichrome

X50)
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Sekil 17. Ligasyon yapilan grupta prolifere safra duktiillerinin etrafinda hafif
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dereceli fibrozis (Masson Trichrome x 100)
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Sekil 18. Ligasyon+pravastatin grubunda prolifere olan safra duktiillerini fokal

olarak cevreleyen hafif dereceli fibrozis (Masson Trichromex100)

Kaspaz-3 ve kaspaz-9 sonuglari boyanma siddeti ve boyanma yayginligi g6z oniine
alinarak ayr1 ayr1 semikantitatif olarak not edilmistir. Buna gore; 0-boyanma yok, 1- hafif, 2-
orta ve 3-siddetli olarak kabul edilmistir. Buna gore, her sigan icin elde edilen kaspaz-3 ile
kaspaz-9 boyanma siddet ve yayginlik dereceleri, duktiil proliferasyonunun yiizdesi ile

hepatik fibrozis ve portal inflamasyon skorlar1 Tablo 3’de belirtilmistir.

Kaspaz- 3 Siddeti

Gruplara gore kaspaz-3 siddeti Tablo 4’te verilmistir. Tiim gruplar arasinda kaspaz-3
siddeti Pearson Chi Square test ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Tiim gruplar arasinda
kaspaz-3 siddeti karsilastirildiginda aradaki fark anlamli bulundu. (p=0.006) Ancak SYL
grubu ile pravastatin verilen SYL-I grubu arasinda kaspaz-3 siddeti benzer gozlendi (p=0.40).
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Tablo 3. Isik mikroskobunda goriilen immiinohistokimyasal ve histolojik veriler

Grup Kaspaz-3 | Kaspaz-3 | Kaspaz-9 Kaspaz-9 | Duktiil proliferasyonu |Fibrozis| inflamasyon
Siddet yayginhk Siddet Yayginhk %
SYL2 2 3 1 2 50 2 0
SYL3 3 3 1 2 30 1 0
SYL4 2 3 1 2 25 1 0
SYL6 3 3 2 3 40 3 2
SYL7 3 3 2 2 20 2 1
SYLS 1 2 1 3 20 2 0
SYL9 1 2 1 2 40 3 0
SYL-i1 1 1 1 2 20 1 0
SYL-I2 1 2 2 3 60 1 0
SYL-I3 1 3 1 2 40 2 2
SYL-i4 3 3 2 3 60 1 0
SYL-i5 2 2 2 2 80 1 0
SYL-I8 2 2 3 2 70 3 0
SYL-I9 2 2 1 2 50 2 0
SYL-i10 2 2 2 2 40 2 0
K1 1 1 0 0 0 0 0
K2 0 0 0 0 0 0 0
K3 0 0 0 0 0 0 0
K4 0 0 0 0 0 0 0
K5 1 1 0 0 0 0 0
Ké 1 2 1 1 0 0 0
K7 0 0 1 1 0 0 0
SH1 0 0 0 0 0 0 0
SH2 0 0 0 0 0 0 0
SH3 0 0 0 0 0 0 0
SH4 1 1 0 0 0 1 0
SHS 1 1 0 0 0 0 0
SH6 1 1 1 1 0 0 0
SH7 0 0 1 1 0 0 0
SHS 0 0 0 0 0 1 0
SH9 1 1 0 0 0 1 0

K: Kontrol, SH: Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup.

Tablo 4. Gruplara gore kaspaz-3 siddeti

GRUPLAR KASPAZ- 3 SIDDETI
0 1 2 3 TOPLAM F
K 4 3 0 0 7
SH 5 4 0 0 9
SYL 0 2 2 3 7 0.006*
SYL-i 0 3 4 1 8
TOPLAM 9 12 6 4 31

K: Kontrol, SH:Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup.
Pearson Chi Square test ile karsilastrildiginda * p <0.05
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Kaspaz- 3 Yayginhg

Gruplara gore kaspaz-3 yaygmligi Tablo 5°te verilmistir. Tim gruplar arasinda
kaspaz-3 yaygmligi Pearson Chi Square test ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Tiim
gruplar arasinda kaspaz-3 yayginlhigi karsilastirildiginda aradaki fark anlamli bulundu. (p
<0.001). Ancak SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grup arasinda kaspaz-3 yaygmlhgi
benzer gozlendi (p=0.17).

Tablo 5. Gruplara gore kaspaz-3 yayginhg

GRUPLAR KASPAZ-3 YAYGINLIK
0 1 2 3 TOPLAM P
K 4 2 1 0 7
SH 5 4 0 0 9
SYL 0 0 2 5 7 0.17*
SYL-i 0 1 5 2 8
TOPLAM 9 7 8 7 31

K: Kontrol, SH:Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup.
Pearson Chi Square test ile karsilastrildiginda * p <0.05

Immiinohistokimyasal olarak kaspaz-3 antikoru uygulanan kontrol grubunda (Sekil
19), sham grubunda (Sekil 20), ligasyon yapilan grupta (Sekil 21) ve ligasyon+pravastatin
verilen grupta (Sekil 22) kaspaz -3 ile hepatositlerde izlenen degisiklikler gosterilmektedir.
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Sekil 19. Kontrol grubuna ait Kkaracigerde immiinohistokimyasal olarak
hepatositlerle reaksiyon olusturmayan kaspaz-3 (Kaspaz-3x100)
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Sekil 20. Sham grubuna ait Kkaracigerde immniinohistokimyasal olarak

hepatositlerle reaksiyon olusturmayan kaspaz-3 (kaspaz-3x100)
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Sekil 21. Ligasyon yapilan grupta kaspaz-3 ile hepatositlerde siddetli ve yaygin
sitoplazmik reaksiyon (IHK, kaspaz-3 x100)

Sekil 22. Ligasyon+pravastatin grubunda kaspaz-3 ile hepatositlerde orta

siddette ve yaygin sitoplazmik reaksiyon (IHK, kaspaz-3 x100)
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Kaspaz-9 Siddeti

Gruplara gore kaspaz-9 siddeti Tablo 6’da verilmistir. Tiim gruplar arasinda kaspaz-9
siddeti Pearson Chi Square test ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Tiim gruplar arasinda
kaspaz-9 siddeti karsilastirildiginda aradaki fark anlamli bulundu (p=0.004). Ancak SYL
grubu ile pravastatin verilen SYL-I grup arasinda Kaspaz-9 siddeti benzer gdzlendi (p=0.34).

Tablo 6. Gruplara gore kaspaz-9 siddeti

GRUPLAR KASPAZ-9 SIDDETI TOPLAM p
0 1 2 3
K 5 2 0 0 7
SH 7 2 0 0 9
SYL 0 5 2 0 7 0.34*
SYL-I 0 3 4 1 8
TOPLAM 12 12 6 1 31

K: Kontrol, SH:Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup.
Pearson Chi Square test ile karsilastrildiginda * p <0.05

Kaspaz- 9 Yayginhgi

Gruplara gore kaspaz-9 yayginligt Tablo 7°de verilmistir. Tim gruplar arasinda
kaspaz-9 yayginligi Pearson Chi Square test ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Tiim
gruplar arasinda kaspaz-9 yayginligi karsilastirildiginda aradaki fark anlamli bulundu
(p<0.001). Ancak SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grup arasinda kaspaz-9 yaygimlig
benzer gozlendi (p=0,87).

Tablo 7. Gruplara gore kaspaz-9 yayginhgi

GRUPLAR KASPAZ-9 YAYGINLIK TOPLAM p
0 1 2 3
K 5 2 0 0 7
SH 7 2 0 0 9
SYL 0 0 5 2 7 0,87*
SYL-I 0 0 6 2 8
TOPLAM 12 4 11 4 31

K: Kontrol, SH:Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup.
Pearson Chi Square test ile karsilastirildiginda * p <0.05

Immiinohistokimyasal olarak kaspaz-9 antikoru uygulanan kontrol grubunda ve sham
grubunda hepatositlerle reaksiyonun olmadig1 (Sekil 23 ve 24), ligasyon yapilan grupta orta
siddette niikleer ve sitoplazmik reaksiyon oldugu (Sekil 25) ve ligasyon+pravastatin verilen
grupta ise hafif dereceli yaygin sitoplazmik ve niikleer reaksiyon oldugu (Sekil 26)

goriilmektedir.
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Sekil 23. Kontrol grubuna ait karacigerde immiinohistokimyasal olarak
hepatositlerle reaksiyon olusturmayan kaspaz-9 (kaspaz-9x100)

Sekil 24. Sham grubuna ait Kkaracigerde immiinohistokimyasal olarak

hepatositlerle reaksiyon olusturmayan kaspaz-9 (kaspaz-9x100)
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Sekil 25. Ligasyon yapilan grupta kaspaz-9 ile hepatositlerde orta siddette, yaygin

sitoplazmik ve niikleer reaksiyon (kaspaz9 x100)
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Sekil 26. Ligasyont+pravastatin grubunda kaspaz-9 ile hepatositlerde hafif

dereceli, yaygin sitoplazmik ve niikleer reaksiyon (kaspaz-9x100)
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FIBROZIS
Gruplara gore fibrozis skorlar1 Tablo 8’de verilmistir. Tiim gruplar arasinda fibrozis
skorlar1 Pearson Chi Square test ile istatistiksel olarak karsilagtirilmistir. Fibrozis degerlerine

gore gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.0004)

Tablo 8. Gruplara gore fibrozis skorlar:

FiBROZIS p
GRUPLAR 0 1 7 3 4 TOPLAM
K 7 0 0 0 0 7
SH 6 3 0 0 0 9
SYL 0 1 3 2 1 7 10.0004*
SYL-1 0 3 3 1 1 8
TOPLAM 13 7 6 3 2 31

K: Kontrol, SH:Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup.
Pearson Chi Square test ile karsilastrildiginda * p <0.05

Ancak SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grup arasinda fibrozis benzer

gbzlendi ( p=0.73).

Tablo 9. Gruplara gore fibrozis skorlar:

FiBROZIS p
GRUPLAR TOPLAM
1 2 3 4
SYL 1 3 2 1 7
SYL-I 3 3 1 1 8 0.73*
TOPLAM 4 6 3 2 15

K: Kontrol, SH:Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup.
Pearson Chi Square test ile karsilastrildiginda * p <0.05

Duktiil Proliferasyonu

Kontrol ve SH gruplarinda herhangi bir duktul proliferasyonu saptanmadi. Duktiil
proliferasyonu SYL grubunda %32+11 ve SYL-I grubunda %52.5+19 saptandi. Aradaki fark

anlamli idi (p=0.029).
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INFLAMASYON
Inflamasyon SYL grubunda 2 ratta (portal alanlarda hafif ve orta diizeyde) pravastatin
verilen SYL-I grubunda 1 ratta (portal alanlarda hafif diizeyde) izlendi. Az sayida ratta

inflamasyon goriilmesi nedeni ile istatistiksel karsilagtirma yapilmadi.

BIYOKIMYASAL BULGULAR
Tiim sicanlarda biyokimyasal incelemelerden karaciger fonksiyon testleri olan AST,
ALT, ALP, GGT ile total ve direkt biliriibin diizeyi c¢alisildi. Tablo 10°da her bir rat i¢in

Olciilen serum degerleri verilmistir.

Tablo 10. Biyokimyasal bulgular

AST ALT ALP GGT TBIL DBIL
K1 122 44 223 1 0.2 0.1
K2 129 55 244 1 0.2 0.1
K3 118 49 166 1 0.2 0.1
K4 109 41 123 1 0.2 0.1
K5 144 59 175 1 0.2 0.1
K6 143 63 181 1 0.2 0.1
K7 110 50 127 1 0.2 0.1
SH1 140 73 226 1 0.2 0.1
SH2 136 56 256 1 0.2 0.1
SH3 150 67 187 2 0.2 0.1
SH4 213 75 113 1 0.2 0.1
SH5 134 72 164 1 0.2 0.1
SH6 110 60 205 1 0.2 0.1
SH7 122 56 115 1 0.2 0.1
SHS 191 81 244 1 0.2 0.1
SH9 105 40 154 1 0.2 0.1
SYL-2 300 68 262 38 9.4 7.4
SYL-3 407 56 225 46 7 5.5
SYL-4 520 92 239 19 8.7 6.8
SYL-6 481 103 344 32 9 6.9
SYL-7 246 61 293 23 0.2 0.1
SYL-8 524 85 309 23 8.5 6.6
SYL-9 248 49 177 30 9.9 7.7
SYL-i1 704 60 115 42 11.6 9.7
SYL-i2 254 38 109 39 11.7 10
SYL-i3 525 87 224 27 3.7 3.3
SYL-i4 366 71 178 74 11.1 9.5
SYL-i5 462 74 263 39 9.8 7.6
SYL-i8 455 97 290 34 8.8 6.8
SYL-i9 435 72 229 24 7.5 5.7
SYL-i10 333 59 222 24 11.6 8.9

K=Kontrol, SH:Sham grubu, SYL:Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-i:Safra yolu baglamp ilag
(pravastatin) verilen grup, AST:Aspartat aminotransferaz, ALT:Alanin amino transferaz, ALP:Alkalen fosfataz
GGT: Gama glutamil transpeptidaz, TBIL:Total biliriibin, DBIL:Direkt biliriibin.
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ASPARTAT AMINOTRANSFERAZ

Tiim gruplar arasinda AST degeri Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilagtirilmistir. Kontrol grubunda 7 ratta ortalama serum AST degeri 12514 1U/ml (109-
144) bulundu. SH grubunda 9 ratta ortalama serum AST degeri 144+36 IU/ml (105-213)
bulundu. SYL grubunda 7 ratta ortalama serum AST degeri 389+124 IU/ml (246-524)
bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta ortalama serum AST degeri 441+136 1U/ml ( 254- 704)
bulundu. Serum AST degerlerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptandi (p<0.001) (Tablo 11).

Tablo 11. Gruplara gore ortalama serum aspartat aminotransferaz degerleri

GRUPLAR | Grup Sayis1 | Ortalama | SS | Minimum | Maksimum p
K 7 125 14 109 144
SH 9 145 36 105 213
SYL 7 389 124 246 524 0,001*
SYL-i 8 442 135 254 704
Toplam 31 272 16 105 704

K: Kontrol, SH:Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup, SS:Standart sapma
Mann Whitney U testi ile karsilastirma, *(p<0.05)

Kontrol grubu ile SH grubu ortalama serum AST degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark olugmadi (p=0.19).

Kontrol grubu ile SYL grubu ortalama serum AST degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Kontrol grubu ile SYL-I grubu ortalama serum AST degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu ile SYL grubu ortalama serum AST degerlerine gore karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu ile SYL-I grubu ortalama serum AST degerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<<0.001).
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Safra yolu ligasyonu grubu pravastatin verilen SYL-I grubu ile ortalama serum AST
degerine gore Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. SYL grubu
pravastatin verilen SYL-I grubu ile ortalama serum AST degerine gore karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.45) (Sekil 24).
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GRUPLAR

K:Kontrol SH:Sham grubu SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup SYL-I: Safra yolu ligasyonu yapilip
pravastatin verilen grup AST: Aspartat amino transferaz.
Mann Whitney U testi ile karsilastirma, *(p<0.05)

Sekil 24. Safra yolu ligasyonu yapilan SYL grup ile pravastatin verilen SYL-I grup
arasinda ortalama serum aspartat aminotransferaz diizeyleri arasinda fark

saptanmadi

51



ALANIN AMINOTRANSFERAZ

Tiim gruplar arasinda ALT degeri Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilagtirilmistir. Kontrol grubunda 7 ratta ortalama serum ALT degeri 52+8 IU/ml (51-63)
bulundu. SH grubunda 9 ratta ortalama serum ALT degeri 64+13 IU/ml (40- 81) bulundu.
SYL grubunda 7 ratta ortalama serum ALT degeri 73+20 IU/ml ( 49-103) bulundu SYL-I
grubunda 8 ratta ortalama serum ALT degeri 7018 IU/ml ( 38-97 ) bulundu. Ortalama serum
ALT degerlerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli olmaya egilimli bir fark

gbzlendi (p=0.06) (Tablo 12).

Tablo 12. Gruplara gore serum ortalama alanin aminotransferaz diizeyleri

GRUPLAR e Ortalama SS Minimum | Maksimum p
Sayisi

K 7 51 8 41 63

SH 9 64 13 40 81

SYL 7 73 20 49 103 0,06*

SYL-I 8 70 18 38 97

Toplam 31 65 17 38 103

K : Kontrol SH : Sham grubu SYL : Safra yolu ligasyonu yapilan grup SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup, SS: Standart sapma.
Mann Whitney U testi ile karsilastirma, *(p<0.05)

Kontrol grubu ile SH grubu ortalama serum ALT degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.04).

Kontrol grubu SYL grubu ile ortalama serum ALT degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p=0.02).

Kontrol grubu SYL-I grubu ile ortalama serum ALT degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.03).

Sham grubu SYL grubu ile ortalama serum ALT degerlerine gore karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.29).

Sham grubu SYL-I grubu ile ortalama serum ALT degerlerine gére karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.49).
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Safra yolu ligasyonu grubu pravastatin verilen SYL-I grubu ile ortalama serum ALT
degerine gore Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Safra yolu
ligasyonu grubu SYL-I grubu ile ortalama serum ALT degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.71) (Sekil 25).
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GRUPLAR

ALT : Alanin amino transferaz K : Kontrol SH : Sham grubu SYL : Safra yolu ligasyonu yapilan grup SYL-i:
Safra yolu baglanip ilag (pravastatin) verilen grup, SS: Standart sapma.
Mann Whitney U testi ile karsilagtirma, *(p<0.05)

Sekil 25. Safra yolu ligasyonu yapilan SYL grup ile pravastatin verilen SYL-I grup
arasinda ortalama serum alanin aminotransferaz diizeyleri arasinda fark

saptanmadi

ALKALEN FOSFATAZ

Tim gruplar arasinda ALP degeri Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilagtirilmistir. Kontrol grubunda 7 ratta ortalama serum ALP degeri 177+45 IU/ml (123-
244) bulundu. SH grubunda 9 ratta ortalama serum ALP degeri 185+53 IU/ml (113-256)
bulundu. SYL grubunda 7 ratta ortalama ALP degeri 264456 IU/ml (177-344) bulundu. SYL-
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I grubunda 8 ratta ortalama serum ALP degeri 204+65 IU/ml (109-290) bulundu. Ortalama
serum ALP degerlerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0.02) (Tablo 13).

Tablo 13. Gruplara gore ortalama serum alkalen fosfataz diizeyleri

GRUPLAR Grop Ortalama SS Minimum | Maksimum p
Sayisi

K 7 177 45 123 244

SH 9 185 53 113 256

SYL 7 264 56 177 344 0.02*

SYL-I 8 204 65 109 290

Toplam 31 206 62 109 344

K: Kontrol, SH: Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup, SS: Standart sapma.
Mann Whitney U testi ile karsilastirma, *(p<0.05)

Kontrol grubu ile SH grubu ortalama serum ALP degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli fark olusmadi (p=0.75).

Kontrol grubu SYL grubu ile ortalama serum ALP degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.008).

Kontrol grubu SYL-I grubu ile ortalama serum ALP degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p=0.38).

Sham grubu SYL grubu ile ortalama serum ALP degerlerine gore karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.12).

Sham grubu SYL-I grubu ile ortalama serum ALP degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.51).

Safra yolu ligasyonu grubu pravastatin verilen SYL-I grubu ile serum ortalama ALP
degerine gore Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Safra yolu
ligasyonu grubu SYL-I grubu ile serum ortalama ALP degerlerine gore karsilastirildiginda

istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.79) (Sekil 26).
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GRUPLAR

ALP: Alkalen fosfataz, K: Kontrol, SH: Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra
yolu baglanip ilag (pravastatin) verilen grup, SS: Standart sapma.

Mann Whitney U testi ile karsilagtirma, *(p<0.05)

Sekil 26. Safra yolu ligasyonu yapilan SYL grup ile pravastatin verilen SYL-I grup

arasinda ortalama serum Alkalen fosfataz diizeyleri arasinda fark saptanmad

GAMA GLUTAMIL TRANSPEPTIDAZ

Tim gruplar arasinda GGT degeri Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilastirilmistir. Kontrol grubunda 7 ratta serum ortalama GGT degeri 11U/ml (1-1)
bulundu. SH grubunda 9 ratta GGT degeri 1+0.3 IU/ml ( 1-2) bulundu. SYL grubunda 7
ratta ortalama GGT degeri 30+9.5 IU/ml (19- 46) bulundu. SYLI grubunda 8 ratta GGT
degeri 38 £16 IU/ml (24-74) bulundu. Ortalama serum GGT degerlerine gore gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001) (Tablo 14).
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Tablo 14. Gama glutamil transpeptidaz diizeylerine gore gruplarin istatistiksel analizi

GRUPLAR e Ortalama SS Minimum | Maksimum p
Sayisi

K 7 1 0 1 1

SH 9 1 0 1 2

SYL 7 30 9,5 19 46 <0.001*

SYL-I 8 38 16 24 74

Toplam 31 17 19 1 74

K:Kontrol, SH: Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-i:Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup, SS:Standart sapma.
Mann Whitney U testi ile karsilagtirma, *(p<0.05)

Kontrol grubu ile SH grubu serum ortalama GGT degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark olusmadi (p=0.39).

Kontrol grubu SYL grubu ile serum ortalama GGT degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Kontrol grubu SYL-I grubu ile serum ortalama GGT degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu SYL grubu ile serum ortalama GGT degerlerine gore karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu SYL-I grubu ile serum ortalama GGT degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<<0.001).

Safra yolu ligasyonu grubu pravastatin verilen SYL-I grubu ile ortalama serum GGT
degerine gore Man Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Safra yolu
ligasyonu grubu SYL-I grubu ile ortalama serum GGT degerlerine gére karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi(p=0.29) (Sekil 27).
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GRUPLAR

ALP: Alkalen fosfataz, K: Kontrol, SH: Sham grubu, SYL: Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-i: Safra
yolu baglanip ilag (pravastatin) verilen grup, SS: Standart sapma.
Mann Whitney U testi ile karsilagtirma, *(p<0.05)

Sekil 27. Safra yolu ligasyonu yapilan SYL grup ile pravastatin verilen SYL-I grup
arasinda ortalama serum gama glutamil transpeptidaz diizeyleri arasinda fark

saptanmadi

TOTAL BILIRUBIN

Tiim gruplar arasinda TBIL degeri Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilastirlmistir. Kontrol grubunda 7 ratta ortalama serum TBIL degeri 0.2 mg/dl ( 0.1-0.2)
bulundu. SH grubunda 9 rattaortalama TBIL degeri 0.2 mg/dl (0.2-0.2) bulundu. SYL
grubunda 7 ratta TBIL degeri 7.5+3.4 mg/dl (0.2-9.9) bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta
ortalama serum TBIL degeri 9.5+2.8 mg/dl (3.7-11.7) bulundu. TBIL degerlerine gore gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001) (Tablo 15).
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Tablo 15. Total biliriibin diizeylerine gore gruplarin istatistiksel analizi

GRUPLAR e Ortalama SS Minimum | Maksimum p
Sayisi

K 7 0.2 0 0.2 0.2

SH 9 0.2 0 0.2 0.2

SYL 7 7.5 34 0.2 9.9 <0.001

SYL-I 8 9.5 2.8 3.7 11.7

Toplam 31 4.2 4.8 0.2 11.7

K: Kontrol, SH: Sham grubu, SYL:Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup, SS:Standart sapma.
Mann Whitney U testi ile karsilastirma, *(p<0.05)

Kontrol grubu ile SH grubu ortalama serum TBIL degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.31).

Kontrol grubu SYL grubu ile ortalama serum TBIL degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Kontrol grubu SYL-I grubu ile ortalama serum TBIL degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu SYL grubu ile ortalama serum TBIL degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu SYL-I grubu ile ortalama serum TBIL degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0.001).

Safra yolu ligasyonu grubu pravastatin verilen SYL-I grubu ile ortalama serum TBIL
degerlerine gore Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Safra yolu
ligasyonu grubu SYL-I grubu ile ortalama serum TBIL degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.24) (Sekil 28).
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K: Kontrol, SH: Sham grubu, SYL:Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I: Safra yolu baglanip
Mann Whitney U testi ile karsilagtirma, *(p<0.05)

Sekil 28. Safra yolu ligasyonu yapilan SYL grup ile pravastatin verilen SYL-I grup

arasinda total biliiribin diizeyleri arasinda fark saptanmad

DIREKT BIiLIRUBIN

Tiim gruplar arasinda DBIL degeri Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilastirilmistir. Kontrol grubunda 7 ratta serum ortalama DBIL degeri 0.1 mg/dl (0.1-0.1)
bulundu. SH grubunda 9 ratta serum ortalama DBIL degeri 0.1 mg/dl (0.1-0.1) bulundu. SYL
grubunda 7 ratta ortalama serum DBIL degeri 5.9+2.6 mg/dl (0.1-7.7) bulundu. SYL-i
grubunda 8 ratta ortalama serum DBIL degeri 7.7+2.3 mg/dl (3.3-10)bulundu. Ortalama
serum DBIL degerlerine gére gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi

(p<0.001) (Tablo 16).
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Tablo 16. Gruplara gore ortalama serum direkt biliriibin diizeyleri

GRUPLAR crop Ortalama SS Minimum | Maksimum p
Sayisi

K 7 0.1 0.1 0.1 0.1

SH 9 0.1 0.1 0.1 0.1

SYL 7 59 2.6 0.1 7.7 <0.001

SYL-I 8 7.7 2.3 33 10

Toplam 31 3.4 3 0.1 10

K:Kontrol, SH: Sham grubu, SYL:Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-I:Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup, SS:Standart sapma, DBIL:Direkt biliriibin.
Mann Whitney U testi ile karsilagtirma, *(p<0.05)

Kontrol grubu ile SH grubu ortalama serum DBIL degerlerine gore karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli fark olusmadi (p=0.31).

Kontrol grubu SYL grubu ile ortalama serum DBIL degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Kontrol grubu SYL-I grubu ile ortalama serum DBIL degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu SYL grubu ile ortalama serum DBIL degerlerine gére karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Sham grubu SYL-I grubu ile ortalama serum DBIL degerlerine gore
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001).

Safra yolu ligasyonu grubu pravastatin verilen SYL-I grubu ile ortalama serum DBIL
degerlerine gore Mann Whitney U testi ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Safra yolu
ligasyonu grubu SYL-I grubu ile ortalama serum DBIL degerlerine gére karsilastirildiginda
arada istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.18) (Sekil 29).
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K: Kontrol, SH: Sham grubu, SYL:Safra yolu ligasyonu yapilan grup, SYL-i: Safra yolu baglanip ilag
(pravastatin) verilen grup, SS:Standart sapma, TBiL:Total biliriibin.
Mann Whitney U testi ile karsilagtirma, *(p<0.05)

Sekil 29. Safra yolu ligasyonu yapilan SYL grup ile pravastatin verilen SYL-I grup
arasinda ortalama serum direkt biliriibin diizeyleri arasinda fark

saptanmadi
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TARTISMA

Hepatik fibrozisin, karaciger parankim dokusunun geri doniislimsiiz olarak yikilmasi
ve kollajenden zengin dokunun hakimiyeti nedeniyle ortaya ciktigi biliniyor (160,162).
Fibrozisin olugmasinda ise HSH’ler anahtar rol oynamaktadir. Bu hiicrelerin aktiflesmesiyle
ECM ve kollajen tip I ve III artis1 olmaktadir. Karaciger fibrozisinin progresyonunun
yavaglatilmasi ile geri dondiiriilebilen donemde tedavi edilebilirse basar1 orani yiiksektir ve
siroza gidis 6nlenebilir. Karaciger fibrozisinin tedavisi i¢in heniiz bir ila¢ onaylanmamustir.

Sicanlarda safra yolu baglama modeli insanlarda ekstrahepatik safra yolu tikanmasina
sekonder gelisen hepatik fibroz ve sirozun histopatolojik ve klinik yonlerini en iyi taklit eden
deneysel modeldir. Bu model ortalama 4 hafta sonunda sirozla sonuglanarak arastirmacilara
hepatik fibrozisin tiim gelisimsel evrelerini detayli ¢alisma imkani verir. Ayrica safra yolu
ligasyonu modelinde diger siroz modellerine gore komplikasyonlar ve mortalite daha diisiik
goriinmektedir. Diger in vivo yontemlerden CCL4’in intraperitoneal yol ile verilmesiyle
olusturulan bu hepatik fibrozis modelininin farelerde 40-100% mortalite ile sonuglandigi
bilinmektedir(163).

Statinlerin pek c¢ok degisik organda fibrojenik hiicrelerin aktivasyon ve
proliferasyonunu, ekstraseliiler matriks iiretimini engelleyerek ve fibrojenik hiicrelerin
apopitozisini indiikleyerek etkili birer antifibrotik ajan olabilecekleri ileri siirilmiistir.
(161,164-169). Ayrica statinlerin mitekondriyal apopitotik yolag: aktive ederek ratlarda HSH
apopitozisini uyardig1 c¢aligsmalarda gosterilmistir (164). Statin grubu ilaglardan biri olan
pravastatinin hepatik fibroziste kullaniminda bir¢ok avantaj 6zelligi bulunmaktadir (170,171).
Diger statinlerle kiyaslandiginda kendisi aktif bir ilagtir, karacigerde cok az oranda

metabolize olur, safra yoluyla viicuttan atilmaz ve segici olarak karacigerde dagilir. Bu
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Ozellikleri ile safra yolu ligasyonu ile olusturulan deneysel hepatik fibrozis modelinde
kullanim1 avantajli bir statin grubu ila¢ oldugundan ¢alismamizda pravastatin kullanilmstir.
Literatiirde benzer c¢aligmalarda (172) kullanilan 5 mg/kg/giin dozuyla ratlarda etkisi
incelenmistir. Bu doz yetiskin insanda 24 mg/giin (60 kg’lik bir yetiskinde) dozuna es
degerdir.

Yang ve ark.’nin (172) yaptigt BALB/c fareler iizerinde yapilan c¢alismada
intraperitoneal karbon tetrachloride ya da da thioacetamide injeksiyonu yontemi ile
olusturulan hepatik fibrozis modelinde statin grubu ilaglardan pravastatin ve protein kinaz C
(PKC) inhibitorii enzastaurinin birlikte uygulanarak hepatik fibroziste antifibrotik etkinlikleri
arastirilmistir. Hepatik stellate hiicre aktivasyonu, histolojik bulgularin morfometrik analizleri
ve a-SMA ile immiinohistokimyasal olarak degerlendirilirken, aktive HSH apopitozisi 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) ya da terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate biotin nick end-labeling (TUNEL) isaretleme ve immun blot analiz
ile degerlendirilmistir. Hepatik fibrozis ise Masson Trichrome boyama ile kollajen
deposizyonu saptandiktan sonra imaj analizi yontemi yardimiyla kollajen depozisyon
yayginlig dlctilerek degerlendirilmistir. Pravastatinin HSH apopitozisini indiikledigi, kaspaz-
9 aktivasyonunu arttirarak mitekondriyal apopitozis yolagini indiikledigi ve kollajen
depozisyon yayginligini belirgin azaltarak hepatik fibrozisi azaltici etkileri gosterilmistir.

Oberti ve ark.’nin (173) yaptiklar1 bir ¢alismada ise simvastatin, pentoksifilin ve
spironolaktonun safra yolu baglanmis sicanlarda hepatik fibrozis ve portal hipertansiyon
tizerine etkileri arastirillmistir. Hepatik fibrozisin degerlendirilmesinde plazma hyaluronat
diizeyi ve picrosirius soliisyonu ile spesifik kollajen isaretlenerek morfometrik analiz yontemi
olan imaj analizi ile hesaplanan kollajen yilizey yogunlugu yiizdesi kullanilmistir.
Simvastatinin kollajen yiizey yogunlugu ylizdesi ve plazma hyaluronat ile transaminazlar
tizerine olumlu etkisi izlenmemis ve hepatik fibrozis iizerine etkisiz saptanmistir. Bu
calismada 151k mikroskobunda yapilan incelemelerde safra yolu bagli olan ratlara ait karaciger
kesitlerinin hi¢birinde siroz izlenmemis olup tiim bu ratlarda yaygin duktul proliferasyonu ve
ozellikle portal alanlarin etrafinda olmak {izere fibrozis saptanmis ancak nodiiler
transformasyon izlenmemistir. Bunun nedeni safra yolu baglanan siganlarin takip siireleri ile
iliskili olabilegini belirtmislerdir. Kountouras ve ark.’1 (160) 40 giinliik safra yolu ligasyonu
sonrasinda bile sicanlarda gercek siroz saptayamadiklarini belirtmislerdir. Son zamanlarda
yapilan caligmalarda komplet siroz olusumunu gorebilmek i¢cin 60-90 giinliikk safra yolu
ligasyonu gerektigi belirtilmektedir (174). Calismamizda Oberti ve ark.’nin (173) ¢aligmasiyla

benzer sekilde pravastatinin fibrozis iizerine etkisi goriilmemistir. Yang ve ark.’nin (172)
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sonuglariin farkli sonuglar vermesi safra yolu baglanmis siganlarin karaciger dokularinda
fibrozis gelisiminin her sicanda ve kesitin alidig1 bolgeden bolgeye farklilik gostermesiyle
aciklanabilir (174,175).

Calismamizda hepatik fibrozis bu ¢aligmada kullanilan morfometrik metottan farkli
olarak Masson trichrome boyamasi ile degerlendirildi ve farkli bir statin grubu ilacin etkisi
degerlendirildi. Oberti ve ark.’in (173) yaptig1 calismada hepatik kollajen, picrosirius boyama
ile isaretlenmis ve kollajen ylizey yogunlugu tiim karaciger ylizey alanina oranlanarak fibrozis
degerlendirilmis. Poo ve ark.’nin (175) c¢alismasinda hepatik fibrozis, kollajen disinda
proteoglikan depositlerini de isaretleyen Masson’s trichrome ile gosterilmistir ve en dnemlisi
hepatik volum yogunlugu 6l¢erek degerlendirilmistir. Bu iki yaklagim biribirinden tamamiyle
farklidir (171).

Aprigliano ve ark.’nin (164) yaptig1 bir ¢calismada sicanlarda aktive olmus HSH’lerde
atorvastatin ile apopitozis indiikklenmesi gosterilmeye c¢alisilmistir. Sigcanlara ait HSH’ler
primer doku kiltiirleri ile elde edilip atorvastatin ile muamele edilerek apopitozis iizerine
etkisi degerlendirilmistir. Canli, apopitotik ve nekrotik hiicreler flow sitometri ve lazer scan
mikroskop ile, hiicre sikliis analizleri flow sitometri ve lazer scan mikroskop ile,
proapopitotik ve antiapopitotik faktdrler Western blot ile ve kaspazlarin proteaz aktiviteleri
kolorimetrik kit kullanilarak hesaplanmistir. Calismanin sonucunda atorvastatinin aktive
HSH’lerde apopitozisi indiikledigi goriilmiistiir. Atorvastatin ile uyarilmis aktive HSH’lerin
apopitozisi, kaspaz-3 ve kaspaz-9 artmis proteaz aktivitesi ile iligkili bulunmustur.

Sonug¢ olarak Aprigliano ve ark. (164) yaptigi bu calismada atorvastatinin aktive
HSH’lerde apopitozisi indiiklemesi ERK bagimli Bid’in boliinmesi ve yliksek diizeyde
kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteaz aktivitesi artist ile oldugu saptanmistir. Bizim c¢aligmamizda
Aprigliano ve ark.’nin (164) yaptig1 ¢alismadan farkli olarak atorvastatin yerine pravastatin
kullanildigindan, ilaglarin molekiiler yapilarinin farkli olmasindan kaynaklanan kaspaz-3 ve
kaspaz-9 proteaz aktiviteleri her iki ligasyon grubunda benzer olarak sonu¢lanmis olabilir.
Ayrica bizim ¢alismamizda HSH’ler doku kiiltiirleri ile degil, safra yolu ligasyonu yapilan
ratlarin karaciger kesitlerinde HSH’ler diiz kas hiicrelerinden ayird edilmek amacl a-SMA ile
boyanarak isaretlendi. Sonrasinda kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile muamele edilerek apopitosizleri
degerlendirildi. Kaspaz-3 ve kaspaz-9 proteaz aktivite artisinin safra yolu ligasyonu yapilan
her iki grupta artmis olmasina karsin pravastatin verilen grupla ayni diizeyde olmasi in vivo
ve in vitro birtakim farklilarin olmasina bagh olabilir. Son olarak da pravastatinin apopitozisi

mitekondriyal yolak digindaki diger iki yolaktan ( Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan
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Oliim aktivatorleri ile tetiklenme veya endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi)
herhangi birini izleyerek uyarmis olabileceginden apopitozis saptanamamis olabilir.

Rombouts ve ark. ‘nin (161) yaptig1 calismada HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri olan
lovastatin ve simvastatinin HSH proliferasyon hizina ve kararli durum diizeyleri {izerine
etkileri arastirtlmistir. Caligmada metot olarak statin ve/veya PDGF ve mevalonate etkisindeki
hiicresel DNA sentezi BrdU hesaplanarak degerlendirilmistir. Kollajen tip I, III, IV ve
fibronektin ELISA ile sayisallastirilmistir. Calismanin sonucunda lovastatin ve simvastatinin
doz bagimli olarak HSH proliferasyon oranini inhibe ettigi gézlemlenmistir. Lovastatin ve
simvastatin kollajen tip I kararli durum diizeyini %240, tip III diizeyini %245 ve tip IV
diizeyini %227 azaltmistir. Sonucta lovastatin ve simvastatin, HSH proliferasyonunu ve
kollajenin kararli durum diizeylerini, lipid diizeylerini diisiiriicii etkilerinden farkli bir
mekanizmayla azaltmiglardir. Bizim ¢alismamizda bu ¢alismadan farkli olarak in vitro hiicre
kiiltiirleri yerine safra yolu ligasyonu yontemi kullanilarak in vivo hepatik hasar olusturulmus
ve HSH’ler ECM {iretimini artirarak fibrozise yol agmis, a-SMA ile artmis olan HSH’ler
isaretlenmistir. Pravastatinin HSH proliferasyonu {iizerine belirgin inhibe edici etkisinin
olmamasi, ilacin kendi molekiiler yapisinin lovastatin ve simvastatinden farkli olmasina bagl
olabilecegi gibi, dozunun bizim c¢alismamizdan farkli dozda (5 mg/kg/giin tek doz gavaj
yontemiyle uygulandi) olmasi ile de iliskili olabilir. Caligmamizda literatiirde uygulanan ve
Yang ve ark.’in (167) uyguladigi doza uygun olarak verilmistir. Ayrica in vivo ve in vitro
uygulamalardan kaynaklanan farkliliklar da sonucu etkilemis olabilir.

Trebicka ve ark. (176) atorvastatinin safra yolu baglanmis siganlarda antifibrotik
etkilerini arastirmak amacli yaptig1 calismada siganlarda ligasyon sonrasi hemen atorvastatin
(15mg/kg/giin) verilen profilaksi grubu ile, fibrozisi devam eden sicanlarda atorvastatin
verilen tedavi grubu ile sham ve kontrol gruplar olusturulmus. Fibrozis hidroksiprolin icerigi
ve Sirius kirmizi isaretleme ile degerlendirilmis. HSC aktivasyonu, a-SMA ekspresyonu,
sitokinlerin mRNA diizeyleri, RT-PCR ile prokollajen ve zimografi ile MMP-2 analizleri ile
degerlendirilmis. Proliferasyon, Katepsinlerin (B ve D) ekspresyonlari, prolifere olan niikleer
antijen (PCNA) ve Ki67 boyama ile degerlendirlmistir. Apopitozis kaspaz-3 aktivitesi,
PARP-1 ayrilmast ve TUNEL ile degerlendirilmistir. Hepatik inflamasyon serum
biyokimyasal parametreleri ve karaciger histolojisi ile degerlendirilmis. Sonug olarak ligasyon
yapilan in vivo modelde c¢ok erken atorvastatin tedavisi HSH aktivasyonunu ve fibrozisi
azaltmistir. Bizim ¢alismamizda da yontem olarak benzer sekilde safra yolu ligasyonu yapildi
ve hemen sonrasinda pravastatin 5 mg/kg/giin dozunda gavaj yoluyla verildi. Trebicka ve

ark.’m (176) verdigi dozdan daha az olmasindan kaynaklanan nedenle fibroziste gerileme
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saptanmamis olabilir. Yine bu ¢alismada HSH aktivasyonunu géstermede birden ¢ok yontem
a-SMA, mRNA, RT-PCR ile prokollajen ve MMP-2 analizleri kullanilmis ve HSH * lerde
aktivasyon saptanmistir. Bizim calismamizda a-SMA boyamasi ile HSH ‘ler isaretlendi ve
kaspaz-3 ve kaspaz-9 ile apopitozis safra yolu bagli sicanlarda artmis olarak saptandi. Ancak
pravastatin verilen grupla kiyasla belirgin fark saptanmadi. Caligmamizda baska analiz
yontemi kullanilmadigindan pravastatinin apopitozis iizerine kaspaz bagimli yolak disindaki
diger yolaklar1 kullanmis olmasindan kaynaklanan nedenlerle belirgin fark saptanmamis
olabilir. Ayrica hepatik inflamasyonun gostergesi olan karaciger enzim diizeylerinde de bizim
calismamizda oldugu gibi bu ¢alismada da gerileme olmamugtir.

Sonug olarak pravastatinin safra yolu baglanmis sicanlarin karaciger dokusunda
hepatik fibrozis, nekroinflamasyon ve HSH apopitozisi lizerine ¢alismada kullandigimiz

yontemler ile olumlu etkisi saptanmamustir.
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SONUCLAR

Calismamiz Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali
Gastroenteroloji Bilim Dali, Patoloji Bilim Dali, Biyokimya Bilim Dali ile Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari'nda gergeklestirilmistir.

Calismamizin sonucunda;

1. SYL grubunda 7 ratta AST degeri 389+124 bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta AST degeri
441+136 bulundu. Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda AST degerleri {izerine
etki gostermedi (p<0.45).

2. SYL grubunda 7 ratta ALT degeri 73.4+20 bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta ALT degeri
70 +18 bulundu. Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda ALT degerleri iizerine
etki gostermedi (p=0.71).

3. SYL grubunda 7 ratta ALP degeri 264 £+ 56 bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta ALP degeri
204+65 bulundu. Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda ALP degerleri iizerine
etki gdstermemistir (p=0.79).

4. SYL grubunda 7 ratta GGT degeri 30.1+9.5 bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta GGT degeri
38+16 bulundu. Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda GGT degerleri lizerine
etki gostermemistir (p=0.29).

5. SYL grubunda 7 ratta TBIL degeri 7.5+3.4 bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta TBIL degeri
9.5+2.8 bulundu. Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda TBIiL degerleri iizerine
etki gostermemistir (p=0.24).

6. SYL grubunda 7 ratta DBIL degeri 5.9+2.6 bulundu. SYL-I grubunda 8 ratta DBIL degeri
7.7+2.3 bulundu. Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda DBIL degerleri iizerine

etki gostermemistir (p=0.18).
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10.

11.

12.

13.

. Duktiil proliferasyonu SYL grubunda %32 +11 ve SYL-I grubunda %52.5 + 19 saptand.

Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda duktiil proliferasyonunu 6énemli 6l¢iide
artirmistir (p=0.02).
Inflamasyon SYL grubunda 2 ratta, SYL-I grubunda 1 ratta izlendi. Az sayida ratta
inflamasyon nedeni ile istatistiksel karsilagtirma yapilmadi.
SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grubu arasinda kaspaz-3 siddeti benzer gdzlendi
(p=0.40).

SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grubu arasinda kaspaz-3 yayginhigi benzer
gozlendi (p=0.17).

SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grubu arasinda kaspaz-9 siddeti benzer gdzlendi
(p=0.34).

SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grubu arasinda kaspaz-9 yayginhigi benzer
gozlendi (p=0.87).

SYL grubu ile pravastatin verilen SYL-I grup arasinda fibrozis olarak benzer gozlendi

(p=0.73).
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OZET

Kirk adet Spraque-Dawley cinsi erigkin sican ¢alismaya dahil edilmis; saglikli kontrol
(n=10) ,sham (n=10), safra yolu ligasyonu (n=10) ve safra yolu ligasyonu+ pravastatin (n=10)
(5 mg/kg/giin gavaj yoluyla verildi) olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. Kontrol, sham ve safra
yolu ligasyonu yapilan gruplara dort hafta boyunca haftada 5 giin gavaj yoluyla serum
fizyolojik verildi. Safra yolu baglanmis ilag¢ verilen gruba ise 4 hafta boyunca haftada 5 giin
5 mg/kg/giin pravastatin gavaj yoluyla verildi. Toplam 4 haftanin sonunda biitiin siganlar
sakrifiye edilmistir. Dort haftalik siire sonunda safra yolu baglanmis sicanlarda histopatolojik
incelemede pravastatin alan ve almayan gruplarda nekroinflamasyon skorlari ve hepatik
fibrozis dereceleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05).
Pravastatin, safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda serum karaciger enzim degerleri iizerine
olumlu bir etki gostermemistir (p>0.05). Karaciger dokularinin immiinohistokimyasal olarak
semikantitatif degerlendirmesinde pravastatin tedavisi ile safra yolu ligasyonu yapilan ratlarda
kaspaz-3 ve kaspaz-9 siddet ve yaygmliginin ilag almayan gruba gore degismedigi gozlendi
(p>0.05).

Sonu¢ olarak pravastatinin safra yolu baglanmig sicanlarin karaciger dokusunda
hepatik fibrozis, nekroinflamasyon ve hepatik stellat hiicre apopitozisi iizerine etkisi

saptanmamistir.

Anahtar kelimeler: Hepatik fibrozis, nekroinflamasyon, hepatik stellate hiicre
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THE EFFICIENCY OF PRAVASTATIN ON RETARDATION OF
HEPATIC FIBROSIS IN BILIARY OBSTRUCTED RATS

SUMMARY

Forty Spraque-Dawley adult rat are enrolled in this study, divided into four groups as
healthy groups (n=10), sham (n=10), bile duct ligation (n=10) and bile duct ligation with
pravastatin (n=10). Saline via gavage 5 days per week administered to healthy, sham and bile
duct ligation group. Pravastatin administered to bile duct ligation with pravastatin group 5
mg/kg/day via gavage 5 days per week. Drugs were administered by daily gavage over a 4-
week period as soon as bile duct ligatiion was performed. At the end of the four weeks all rats
have been sacrificed.

At the end of the four week, the degree of necro-inflammation and the grade of hepatic
fibrosis were evaluated histopathologically with light microscobe in the pravastatin given bile
duct ligation groups and only saline given bile duct ligation groups . There were no statistical
difference of necro-inflammation and hepatic fibrosis between the two groups (p>0.05).
Pravastatin treatment had no positive effect on the serum levels of liver enzyms in the bile
duct ligation groups. (p>0.05). Liver tissue’s immunohistochemical semi-quantitative
evaluation on pravastatin treatment given bile duct ligation rat groups, caspase-3 and
caspase-9 intensivity and generality did not differ between the pravastatin given and not
given groups (p>0.05).

As a result, pravastatin treatment does not have any preventive effect on hepatic
fibrosis, necroinflammation and hepatic stellate cell apopitosis in the liver tissues of bile duct
ligated rats

Key words: Hepatic fibrosis, necroinflammation, hepatic stellate cell

70



10.

11.

KAYNAKLAR

Eken H, Oztiirk H, Oztiirk H, Biiyiikbayram H. Dose-related effects of dexamethasone on
liver damage due to bile duct ligation in rats. World J Gastroenterol 2006;12:5379-83.

Wu J, Norton PA. Animal models of liver fibrosis. Scand J Gastroenterol 1996;31:1137-
43,

Kumar V, Cotran RS, Robbins SL. Robbins Temel Patoloji, Ceviri Editorii: Cevikbas U, 7.
baski, Istanbul, Nobel, 2003:16;596-9.

Pinzani M. Liver fibrosis. Springer Semin Immunopathol 1999;21:475-90.

Shimizu I, Ma YR, Mizobuchi Y, Liu F, Miura T, Nakai Y et al. Effects of sho-saiko-to, a
Japanese herbal medicine, on hepatic fibrosis in rats. Hepatology 1999;29:149-60.

Baroni GS, D'Ambrosio L, Curto P, Casini A, Mancini R, Jezequel AM et al. Interferon
gamma decreases hepatic stellate cell activation and extracellular matrix deposition in rat
liver fibrosis. Hepatology 1996;23:1189-99.

Tahan G, Tarcin O, Tahan V, Eren F, Gedik N, Sahan E et al. The effects of
Nacetylcysteine on bile duct ligation induced liver fibrosis in rats. Dig Dis Sci

2007;52:3348-54.

Abraham L. Kierszenbaum. Histoloji ve Hiicre Biyolojisi Patolojiye Giris. Ceviri Editorti:
Demir R, Ankara, Palme Kitabevi, 2006;17:467.

Williams P, Warwick R, Dyson M, Bannister LH Gray’s Anatomy. 37th ed, Edinburgh.
Churchill Livingstone, 1992;1384-96.

Drake RL, Vogl W, Mitchell AWM Gray’s Anatomy for Student. Ceviri Editorii: Yildirim
M, Ankara, Giines Kitabevi, 2007;4:285-306.

Robbins SL, Cotran RS, Kumar V. Basic Pathology. 6th ed. W.B. Philadelphia. Saunders
Company, 2000:516-9.

71



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23

24.

25.

26.

27.

28.

Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. Basic Histology. 7th ed. Istanbul. Appleton &
Lange,1993:380-94.

Moore KL, Agur AMR. Temel Klinik Anatomi, Elban A. Ceviri editorii: Elban A. 2.ed.
Ankara: Giines Kitabevi, 2006;3:168-80.

Bayramigli M, Deneysel Mikrocerrahi, 1. Ed. Istanbul: ARGOS, 2005;6:684-7.

Guyton AJ, Fizyoloji, Ceviri Editor; Tiirk Fizyolojik Bilimler Dernegi. 5.ed, Ankara:
Giines Kitabevi,2008428-9, 585-94

Guyton, Hall, Tibbi Fizyoloji, Ceviri editdrii: Cavusoglu H, 10. baski, Istanbul, Nobel,
2001;724,749-52.

Tekelioglu M. Ozel Histoloji, Ince Yap1 ve Gelisme. Ankara, Antip A.S. 2002;79-86.

Sentiirk H. Serbest radikal hasarinin hepato-biliyer sistem hastaliklarindaki rolii. Kocatepe
Tip Dergisi 2004:5;1-8.

Junqueira LC, Carneiro J, RO Kelley, Temel Histoloji, Aytekin Y (Ceviri editorii), Barig
Kitapevi 1998;16:307-22.

Bataller R, Brenner DA. Liver fibrosis. J Clin Invest 2005;115:209-31.

Bortolotti F, Guido M. Reversal of liver cirrhosis: a desirable clinical outcome and its
pathogenic background. J Pediatr Gastroenterol Nutr 2007;44(4):401-6.

Bianchi L,Meinecke R. Hisologie des Leberpunktates und Ikterus. In:Beck K (Ed), Ikterus.
Stuttgart: Schattuer Verlag, 1968 p.351-6.

. Matzen P, Junge J, Christoffersen P, Poulsen H. Reproducibility and accuracy of liver

biopsy findigs suggestive of an obstructive cause of jaundice. In: Brunner H, Thaler H
(Eds), Hepatology, a Festschrift for Hans Popper. New York: Raven Pres;1985 p.285-93.

Desmet VJ. Morphologic and histochemical aspects of cholestasis. In: Popper H, Schaffner
F (Eds), Progress in liver diseases, vol. 4, New York: Grune Stratton; 1972; 7: 97-132.

Heimann R. Factors producing liver cell necrosis in experimental obstruction of the
common bile duct. J Pathol Bacteriol 1965; 90:479-85.

Gall EA, Dobrogorski O. Hepatic alterations in obstructive jaundice. Am J Clin Pathol
1964;4:126-39.

Desmet VJ, Callea F. Cholestatic syndromes of infancy and childhood. In: Zakim D, Boyer
TD (Eds), Hepatology. A textbook of liver disease, 2nd ed. Philadelphia: Saunders,
1990:1355-95.

Scobie BA, Summerskill WHJ. Hepatic cirrhosis secondary to obstruction of the biliary
system. Am J Dig Dis 1965;10:135-46.

72



29.

30.

31.

32

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Griffiths MR, Shepherd M, Ferier R, Schuppan D, James OFW, Burt AD. Light
microscopic and ultrastructural distribution of type VI collagen in human liver: alterations
in chronic biliary disease. Histopathology 1992;21:335-44.

Sedlaczek N, Jia JD, Bauer M, Herbst H, Ruehl M, Hahn EG et al. Proliferatif bile duct
epithelial cells are a major source of connective tissue growth factor in rat biliary fibrosis.
Am J Pathol, 2001;158:1239-44.

Koda W, Harada K, Tsuneyama K. Evidence of the participation of peribiliary mast cells
in regulation of the peribiliary vascular plexus along the intrahepatic biliary tree. Lab
Invest 2000;80:1007-17.

.Desmet VIJ. Cholestasis: extrahepatic obstruction and secondary biliary cirrhosis. In:

Macsween RNM, Anthony PP, Scheuer PJ, Burt AD, Portmann BC, (Eds). Pathology of
the liver, 3rd ed. Edinburgh: Churcill Livingstone, 1994 p.425-76.

Cameron SR, Hou PC. Biliary cirrhosis. Edinburgh: Oliver Boyd, 1962;52.

Shorter RG, Baggenstoss AH. Extrahepatic cholestasis. III . Chronology of histologic
changes in the liver. Am J Clin Pathol 1959;32:7-10.

Crawford AR, Lin X-Z, Crawford JM. The adult human liver biopsy: a quantitative
reference Standard. Hepatology 1998;28:323-31.

Wanless IR, Nakashima E, Sherman M. Regression of human cirrhosis: morphologic
features and the genesis of incomplete septal cirrhosis. Arch Pathol Lab Med
2000;124:1599-607.

Yeong ML, Nicholson GI, Lee SP. Regression of biliary cirrhosis following choledochal
cyst drainage. Gastroenterology 1982;82:332-5.

Powell LW, Kerr JF. Reversal of cirrhosis in idiopathic haemochromatosis following long-
term intensive venesection therapy. Aust Ann Med 1970;19:54-7.

Blumberg RS, Chopra S, Ibrahim R, Crawford J, Farraye FA, Zeldis JW et al. Primary
hepatocellular carcinoma in idiopathic hemochromatosis after reversal of cirrhosis.
Gastroenterology 1988;95:1399-402.

Dufour JF, DeLellis R, Kaplan MM. Reversibility of hepatic fibrosis in autoimmune
hepatitis. Ann Intern Med 1997;127:981-5.

Falkmer S, Samuelson G, Sjolin S. Penicillamin-induced normalization of clinical signs
and liver morphology and histochemistry in a case of Wilson’s disease. Pediatrics
1970;45:260-8.

Kaplan MM, DeLellis RA, Wolfe HJ. Sustained biochemical and histologic remission of
primary biliary cirrhosisin response to medical treatment. And Intern Med 1997;126:682-8.

Dunn MA, Cheever AW, Paglia LM. Reversal of advanced liver fibrosis in rabbits with
Schistosomiasis japonica. Am J Trop Med Hyg 1954;50:499-505.

73



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Greenwel P, Geerts A, Ogata 1. Liver fibrosis. In:Arias I, Boyer J, Fausto N. (Eds). The
liver biology and pathobiology, 3nd ed. New York: Raven; 1994. p1367-81.

Issa R. Spontaneous recovery from micronodular cirrhosis: evidence for incomplete
resolution associated with matrix cross-linking. Gastroenterology 2004;126:1795-808.

Hautekeete ML, Geerts A. The hepatic stellate (Ito) cell: its role in human liver disease.
Virchows Arch 1997;430(3):195-207.

Ramadori G, Veit T, Schwogler S, Dienes HP, Knittel T, Rieder H, et al. Expression of the
gene of the o- smooth muscle-actin isoform in rat liver and in rat fat-storing (ITO) cells.
Virchows Archiv B Cell Pathol 1990;59:349-57.

Enzan H, Himeno H, Iwamura S, Saibara T, Onishi S, Yamamoto Y et al
Immunohistochemical identification of Ito cells and their myofibroblastic transformation in
adult human liver. Virchows Arch 1994;424(3):249-56

Schmitt GA, Kriiger S, Bochard F, Gabbiani G, Denk H. Modulation of alpha smooth
muscle actin and desmin expression in perisinuzoidal cells of normal and diseased human
livers. Am J Pathol 1991;138:1233-42.

Bellamy CO, Malcomson RD, Harrison DJ, Wyllie AH. Cell death in health and
disease:the biology and regulation of apoptosis. Cancer Biology 1995:6;3-16.

. Majno G, Joris I. Apoptosis, oncosis and necrosis. An overview of cell death. Am J Pathol

1995;146:3-15.

Schwartzman RA, Cidloski JA. Apoptosis; the biochemistry and molecular biology of
programmed cell death. Endocrine Reviews 1993;14:133-44.

Wyllie AH. Glucocorticoid-induced thymocyte apoptosis is associated with endogenous
endonuclease activation. Nature 1980;284:555-6.

Cohen JJ. Apoptosis: The physiological pathway of cell death. Hosp Pract 1993;15:35-43.

Sudhir Gupta, Anshu Agrawal, Sudhanshu Agrawal, Houfen Su, Sastry Gollapudi. A
paradox of immunodeficiency and inflammation in human aging: lessons learned from
apoptosis. 2006, 3:5.

Crowe MJ, Bresnahan JC, Shuman SL, Masters JN, Beattie MS. Apoptosis and delayed
generation after spinal cord injury in rats and monkeys. Nat Med 1997;3:73-6.

Takagi T, Takayasu M, Mizuno M, Yoshimoto M, Yoshida J. Caspase activation in
neuronal and glial apoptosis following spinal cord injury in mice. Neurol Med Chir
(Tokyo) 2003;43:20-9.

Benedict MA, Ding LY. Role of cytochrome ¢ and dATP/ATP hydrolysis in Apaf-I-
mediated caspase-9 activation and apoptosis. EMBO J. 1999;18:3586-95.

Krajewski S, Krajewska M, Ellerby L M, Welsh K, Xie Z, Deveraux QL et al. Release of
caspase-9 from mitochondria during neuronal apoptosis and cerebral ischemia. Proc Natl
Acad Sci, USA 1999;96:5752-7.

74



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Keane RW, Kraydieh S, Lotocki G, Bethea JR, Krajewski S, Reed JC, Dietrich WD.
Apoptotic and anti-apoptotic mechanisms following spinal cord injury. J Neuropathol Exp
Neurol 2001;60:422-9.

Choi WS, Lee EH, Chung CW. Cleavage of bax is mediated by caspase dependent or
independent calpain activation in dopaminergic neuronal cells: protective role of Bel 2. J
Neurochem 2001;77:1531-41.

Newton K, Strasser A. The Bcl-2 family and cell death regulation. Curr Opin Genet Dev
1998;8:68-75.

Takahaski K, Schwarz E, Ljubetic C, Murray M, Tessler A, Saavedra RA. DNA plasmid
that codes for human Bcl-2 gene preserves axotomized Clarke’s nucleus neurons and
reduces atrophy after spinal cord hemisection in adults rats. J Comp Neurol
1999;404:159-71.

Lu J, Ashwell K, Ken WS, Waite P. Advances in spinal cord injury: Role of Apoptosis.
Spine 2000;25:1859-66.

Nakatsuka H, Ohta S, Tanaka J, Toku K, Kumon Y, Maeda N et al. Release of
cytochrome ¢ from mitochondria to cytosol in gerbil hippocampal CAl neurons after
transient forebrain ischemia. Brain Research 1999;849:216-9.

Banasiak KJ and Haddad GG. Hypoxia-induced apoptosis: effect of hypoxic severity and
role of p53 in neuronal cell death. Brain Res 1998;797:295-304.

Kromer G, Petit P, Zamzami N, Vayssiere J] L and Mignotte B. The biochemistery of
programmed cell death. Fedn Am Soc Exp Biol J 1995;9:1277-87.

Nakamura K, Bossy-Wetzel E, Burns K. Changes in endoplasmic reticulum luminal
environment affect cell sensitivity to apoptosis. J Cell Biol 2000;150:731-40.

Rao RV, Hermel E, Castro-Obregon S, et al. Coupling endoplasmic reticulum stress to the
cell death program: mechanism of caspase activation. J Biol Chem 2001;276:869-74

Bao F, Liu D. Peroxynitrite generated in the rat spinal cord induces apoptosis cell death
and activates caspase-3. Neuroscience 2003;116:59-70.

Malignant Melanoma in the 21st Century: The Emerging Molecular Landscape . Mayo
Clin Proc. 2008;83(7):825-46.

Akins PT, Liu PK, Hsu CY. Immediate early gene expression in response to cerebral
ischemia: Friend or Foe ?. Stroke 1996;27:1682-7.

Nowell PC. Cytogenetics of tumor progression. Cancer 1990;65:2172-5.

Caotes PJ, Hales SA, Hall PA. The association between cell proliferation and apoptosis;
studies using cell cycle-associated proteins Ki67 and DNA polymerase alpha. J Pathol
1996;178:71-7.

Nakano R. Apoptosis: Gene directed cell death. Horm Res 1997;48:2-4.

75



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Wyllie A H. The genetic regulation of apoptosis. Curr Opin Genet Dev 1995;5:97-104.

Miyashita T, Krajewski S, Krajewsko M. Tumor supressor p53 is a regiilator of bcl-2 bax
gene expression in vivo. Oncogene 1994;9:1799-805.

Spencer S, Cataldo NA, Jaffe RB. Apoptosis in the human female reproductive tract.
Obstetrical and Gynecological Survey 1996;5:314-23.

Evan GL, Wyllie AH, Gilbert GS, Littlewood TD, Lond H. Breaks M. Induction of
apoptosis in fibroblasts by c-myc protein. Cell 1992;69:119-28.

Wagner A J, Small M B, Itoy N. Myc-mediated apoptosis is blocked by ectopic
expression of bcl-2. Mol Cell Biol 1993;13:2432-440.

Li M, Ona VO, Chen M, Kaul M, Tenneti L, Zhang X ET AL. Functional role and
therapeutic implications of neuronal caspase-1 and caspase-3 in a Mouse model of
traumatic spinal cord injury. Neuroscience 2000;99:333-42

Wingrave J M, Schaecher K E, Sribnick E A. Early induction of secondary injury factors
causing activation of calpain and mitochondria mediated neuronal apoptosis following
spinal cord injury in rats. J] Neurosci Res 2003;73:95-104.

Eastman A. Survival factors, intranuclear signal transduction and the activation of
endonucleases in apoptosis. Cancer Biology 1995;6:45-52.

Touchette N, Fogle S. Apoptosis: it chimes with mitosis. JNIH Res 1991:3:75.
Earnshaw WC. Nuclear changes in apoptosis. Curr Opin Cell Biol 1995;7:337-43.

Balakumran A, Champbell G A, Maslen M T. Calcium channel blockers induce thymic
apoptosis in vivo in rats. Toxicol Appl Pharmacol 1996;139:122-7.

Ulukaya E. Apopitozis ders notlari. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya Ana
Bilim Dal1 2003;15-26

Friedman SL. Hepatic Fibrosis Jn: Schiff ER, Sorrell MF, Maddrey WC editors. Schiff's
Diseases of the Liver, 10th ed. Philadelphia: Lippincott Williams & Wilkins, 2007. p.395-
418.

Dixon JB, Bhathal PS, Hughes NR, O'Brien PE. Nonalcoholic fatty liver disease:
Improvement in liver histological analysis with weight loss. Hepatology 2004;39:1647—
54.

Hemmann S, Graf J, Roderfeld M, Roeb E. Expression of MMPs and TIMPs in liver
fibrosis -a systematic review with special emphasis on anti-fibrotic strategies. J Hepatol
2007;46(5):955-75.

Dufour JF, DeLellis R, Kaplan MM. Reversibility of hepatic fibrosis in autoimmune
hepatitis. Ann Intern Med 1997;127(11):981-5.

76



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Poynard T, McHutchison J, Manns M, Trepo C, Lindsay K, Goodman Z et al. Impact of
pegylated interferon alfa-2b and ribavirin on liver fibrosis in patients with chronic
hepatitis C. Gastroenterology 2002;122(5):1303-13.

Moreno MG, Muriel P. Remission of liver fibrosis by interferon-alpha 2b. Biochem
Pharmacol 1995;50:515-20.

Kurikawa N, Suga M, Kuroda S, Yamada K, Ishikawa H. An angiotensin II type 1
receptor antagonist, olmesartan medoxomil, improves experimental liver fibrosis by
suppression of proliferation and collagen synthesis in activated hepatic stellate cells. Br J
Pharmacol 2003;139:1085-94.

Tiirkay C, Yonem O, Arict S, Koyuncu A, Kanbay M. Effect of Angiotensin converting
Enzyme Inhibition on Experimental Hepatic Fibrogenesis. Dig Dis Sci. 2008;53(3):789-
93

Raetsch C, Jia JD, Boigk G, Bauer M, Hahn EG, Riecken EO et al. Pentoxifylline down
regulates profibrogenic cytokines and procollagen I expression in rat secondary biliary
fibrosis. Gut 2002;50:241-7.

Degott C, Zafrani ES, Callard P, Balkau B, Poupon RE, Poupon R. Histopathological
study of primary biliary cirrhosis and the effect of ursodeoxycholic acid treatment on
histology progression. Hepatology 1999;29:1007-12.

Pietrangelo A, Borella F, Casalgrandi G, Montosi G, Ceccarelli D, Gallesi D et al.
Antioxidant activity of silybin in vivo during long-term iron overload in rats.
Gastroenterology 1995;109:1941-9.

Sakaida I, Hironaka K, Kimura T, Terai S, Yamasaki T, Okita K. Herbal medicine Sho
saiko-to (TJ-9) increases expression matrix metalloproteinases (MMPs) with reduced

expression of tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) in rat stellate cell. Life Sci
2004;74:2251-63.75

Rockey DC, Chung JJ. Interferon gamma inhibits lipocyte activation and extracellular
matrix mRNA expression during experimental liver injury: implications for treatment of
hepatic fibrosis. J Investig Med 1994;42:660-70.

Marra F, Efsen E, Romanelli RG, Caligiuri A, Pastacaldi S, Batignani G et al. Ligands of
peroxisome proliferator activated receptor gamma modulate profibrogenic and
Proinflammatory actions in hepatic stellate cells. Gastroenterology 2000;119(2):466-78.

Galli A, Crabb DW, Ceni E, Salzano R, Mello T, Svegliati-Baroni G et al. Antidiabetic
thiazolidinediones inhibit collagen synthesis and hepatic stellate cell activation in vivo
and in vitro. Gastroenterology 2002;122(7):1924-40.

Ding X, Saxena NK, Lin S, Xu A, Srinivasan S, Anania FA. The roles of leptin and
adiponectin: a novel paradigm in adipocytokine regulation of liver fibrosis and stellate cell
biology. Am J Pathol 2005;166:1655-69.

Yoshiji H, Noguchi R, Kuriyama S, Ikenaka Y, Yoshii J, Yanase K et al. Imatinib
mesylate (STI-571) attenuates liver fibrosis development in rats. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 2005;288:907—-13.

77



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Dooley D, Hamzavi J, Breitkopf K, Wiercinska E, Said HM, Lorenzen J et al. Smad7
prevents activation of hepatic stellate cells and liver fibrosis in rats. Gastroenterology
2003;125:178-91.

Gnainsky Y, Spira G, Paizi M, Bruck R, Nagler A, Abu-Amara SN et al. Halofuginone, an
inhibitor of collagen synthesis by rat stellate cells, stimulates insulin-like growth factor
binding protein-1 synthesis by hepatocytes. J Hepatol 2004;40:269-77.

Rockey DC, Chung JJ. Endothelin antagonism in experimental hepatic fibrosis.
Implications for endothelin in the pathogenesis of wound healing. J Clin Invest
1996;98:1381-8.

Dekel R, Zvibel I, Brill S, Brazovsky E, Halpern Z, Oren R. Gliotoxin ameliorates
development of fibrosis and cirrhosis in a thioacetamide rat model. Dig Dis Sci
2003;48:1642-7.

Iredale JP. Models of liver fibrosis: exploring the dynamic nature of inflammation and
repair in a solid organ. J Clin Invest 2007;117:53948.

Mason RP, Walter MF, Day CA, Jacob RF. Active metabolite of atorvastatin inhibits
membrane cholesterol domain formation by an antioxidant mechanism . J Biol Chem
2006; 7;281(14): 9337-45.

Liao JK, Bettmann MA, Sandor T, Tucker JI, Coleman SM, Creager MA. Differential
impairment of vasodilator responsiveness of peripheral resistance and conduit vessels in
humans with atherosclerosis. Circ Res 1991;68:1027-34.

Libby P, Sukhova G, Lee RT, Liao JK. Molecular biology of atherosclerosis. Int J
Cardiol 1997;62(2):23-29.

Paoletti R, Bolego C, Cignarella A. Lipid and non-lipid effects of statins. Handb Exp
Pharmacol 2005;170:365-88.

Anderson TJ, Meredith IT, Yeung AC, Frei B, Selwyn AP, Ganz P. The effect of
cholesterol-lowering and antioxidant therapy on endothelium-dependent coronary
vasomotion. N Engl ] Med 1995;332:488-93.

O’Driscoll G, Green D, Taylor RR. Simvastatin an HMG-Co A reductase inhibitor
improves endothelial dysfunction within 1 month. Circulation 1997;95:1126-31.

Laufs U, La Fata V, Plutzky J, Liao JK. Upregulation of endothelial nitric oxide synthase
by HMG-CoA reductase inhibitors. Circulation 1998;97:1129-35

Kureishi Y, Luo Z, Shiojima I, Bialik A, Fulton D, Lefer DJ et al. The HMG-Co A
reductase inhibitor simvastatin activates the protein kinase Akt and promotes angiogenesis
in normocholesterolemic animals. Nat Med 2000;6:1004-10.

Rikitake Y, Kawashima S, Takeshita S, Yamashita T, Azumi H, Yasuhara M et al. Anti-
oxidative properties of fluvastatin, an HMG-Co A reductase inhibitor, contribute to
prevention of atherosclerosis in cholesterol-fed rabbits. Atherosclerosis 2001;154:87-96.

78



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

Dulak J, Loboda A, Jazwa A, Zagorska A, Dorler A, Alber H et al. Atorvastatin affects
several angiogenic mediators in human endothelial cells. Endothelium 2001;12(5-6):233-
41.

Laufs U, La Fata V, Liao JK. Inhibition of 3-hydroxy-3-methylglutaryl (HMG)-CoA
reductase blocks hypoxia-mediated down regulation of endothelial nitric oxide synthase.
J Biol Chem 1997;272:31725-9.

Essig M, Nguyen G, Prie D, Escoubet B, Srac JD, Fredlander G. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitors increase fibrinolitic activity in rat aortic
endothelial cells: role of geranylgeranylation and Rho proteins. Circ Res 1998;83:683-90.

Hernandez-Perera O, Perez-Sala D, Navarro-Antolin J, Sanchez-Pascula R, Hernandez G,
Diaz C, Lamas S. Effects of the 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase inhibitors,
atorvastatin and simvastatin, on the expression of endothelin-1 and endothelial nitric oxide
synthase in vascular endothelial cells. J Clin Invest 1998;101:2711-9.

Lee TM, Lin MS, Chou TF, Chang NC. Additive effects of combined blockade of AT1
receptor and HMG-CoA reductase on left ventricular remodeling in infarcted rats. Am J P
hysiol Heart Circ Physiol 2006;291(3):1281-9.

Cai H, Harrison DG. Endothelial dysfunction in cardiovascular diseases: the role of
oxidant stress . Circ Res 2000;87:840-4.

Landmesser U, Hornig B, Drexler H. Endothelial dysfunction in hypercholesterolemia:
mechanisms, pathophysiological importance, and therapeutic interventions. Semin
Thromb Hemost 2000;6:529-37.

Wassmann S, Laufs U, Baumer AT, Muller K, Ahlbory K, Linz W, Itter G et al. HMG-
CoA reductase inhibitors improve endothelial dysfunction in normocholesterolemic

hypertension via reduced production of reactive oxygen species. Hypertension
2001;37:1450-7.

Munzel T, Sayegh H, Freeman BA, Tarpey MM, Harrison DG. Evidence for enhanced
vascular superoxide anion production in nitrate tolerance: a novel mechanism underlying
tolerance and cross-tolerance. J Clin Invest 1995;95:187-94.

Harrison DG. Cellular and molecular mechanisms of endothelial cell dysfunction. J Clin
Invest 1997;100:2153-7.

Braun-Dullacus RC, Mann MJ, Dzau V]J. Cell cycle progression: new therapeutic target
for vascular proliferative disease. Circulation 1998;98:82-9.

Kobashigawa JA, Katznelson S, Laks H, Johnson JA, Yeatman L, Wang XM et al. Effects
of pravastatin on outcomes after cardiac transpalantation. N Engl J Med1995;333:621-7.

Laufs U, Marra D, Node K, Liao JK. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase
inhibitors attenuate vascular smooth muscle proliferation by preventing Rho GTPase-
induced downregulation of p27 (Kip 1). J Biol Chem 1999;274:21926-31.

Arthur MJ. Reversibility of liver fibrosis and cirrhosis following treatment for hepatitis C.
Gastroenterology 2000;122:1525-8.

79



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

Hughes DA. Control of signal transduction and morphogenesis by Ras. Semin Cell Biol
1995;6:89-94.

Laufs U, Liao JK. Post-transcriptional regulation of endothelial nitric oxide synthase
mRNA stability by Rho GTPase. J Biol Chem 1998;273:24266-71.

Hengst L, Reed Sl.Translational control of p27 Kiplumulation during the cell cycle.
Science 1996:;271:1861-4.

Fitzgerald DJ, Roy L, Catella F, Fitzgerald GA. Platelet activation in unstable coronary
disease. N Eng J Med 1986;315:983-9.

Fuster V, Badimon JJ, Badimon L. Clinical-pathological correlations of coronary disease
progression and regression. Circulation 1992;86(6):1-11.

Tremoli E, Colli S, Maderna P, Baldassarre D, Di Minno G. Hypercholesterolemia and
platelets. Semin Thromb Hemost 1993;19:115-21.

Notarbartolo A, Davi G, Averna M, Barbagallo CM, Ganci A, Giammarresi C et al.
Inhibition of thromboxane biosynthesis and platelet function by simvastatin in type Ila
hypercholesterolemia. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1995;15: 247-51.

Baldassarre D, Mores Ni, Colli S, Pazzucconi F, Sirtori CR, Tremoli E. Platelet alpha-2
adrenergic receptors in hypercholesterolemia: relationship between binding studies and
epinephrine-induced platelet aggregation. Clin Pharmacol Ther 1997;61:684-91.

Le Quan Sang KH, Levenson J, Megnien JL, Simon A, Devynck MA. Platelet cytosolic
Ca+2 and membrane dynamics in patients with primary hypercholesterolemia: effects of
pravastatin. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1995;15:759-64.

Serebruany VL, Miller M, Pokov AN, Malinin Al, Lowry DR, Tanguay JF, Hennekens
CH. Effect of statins on platelet PAR-1 thrombin receptor in patients with the metabolic
syndrome (from the PAR-1 inhibiton by statins PARIS study). Am J Cardiol
2006;97(9):1332-6.

Huhle G, Ablesthauser C, Mayer N, Weidinger G, Harenberg J, Heene DL. Reduction of
platelet activity markers in type II hypercholesterolemic patients by a HMG-CoA
reductase inhibitor. Thromb Res 1999;95:229-34.

Schror K. Platelet reactivity and arachidonic acid metabolism in type I
hyperlipoproteinaemia and its modification by cholesterol-lowering agents. Eicosanoids
1990;3:67-73.

Vaughan CJ, Gotto AM Jr, Basson CT. The evolving role of statins in the menagement of
atherosclerosis. J Am Coll Cardiol 2000;35:1-10.

Alfon J, Fernandez de Arriba A, Gomez-Casajus LA, Merlos M. Alternative binding assay

of gp IIb/Illa antagonists with a nonradioactive labeling method of platelets. Thromb Res
2001;102:247-53.

80



147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Alfon J, Royo T, Garcia-Moll X, Badimon L. Platelet deposition on eroded vessel walls at
a stenotic shear rate is inhibited by lipid-lowering treatment with atorvastatin. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 1999;19:1812-7.

Libby P. Molecular bases of the acute coronary syndromes. Circulation.1995;91:2844-50.

Fuster V, Stein B, Ambrose JA, Badimon L, Badimon JJ, Chesebro JH. Atherosclerotic
plaque rupture and thrombosis: evolving concepts. Circulation 1990;82(Suppl 11):47-59.

Fernandez-Ortiz A, Badimon JJ, Falk E, Fuster V, Meyer B, Mailhac A et al.
Characterization of the relative thrombogenecity of plaque rupture. ] Am Coll Cardiol
1994;23:1562-9.

Moreno PR, Falk E, Palacios IF, Newell JB, Fuster V, Fallon JT. Macrophage infiltration
in acute coronary syndromes: implications for plaque rupture. Circulation1994;90:775-8.

Fukumoto Y, Libby P, Rabkin E, Hill CC, Enomoto M, Hirouchi Y et al.Statins alter
smooth muscle cell acumulation and collogen content in established atheroma of
Watanabe heritable hyperlipidemic rabbits. Circulation 2001;103:993-9.

Aikawa M, Rabkin E, Sugiyama S, Voglic SJ, Fukumoto Y, Frukawa Y et al. An HMG-
CoA reductase inhibitor, cerivastatin, suppresses growth of macrophages expressing

matrix metalloproteinases, and tissue factor in vivo and in vitro. Circulation
2001;103:276-83.

Ross R. Atherosclerosis is an inflamatory disease. Am Heart J 1999;138:419-20.

Weitz-Schmidt G, Welzenbach K, Brinkmann V, Kamata T, Kallen J, Bruns C et
al.Statins selectively inhibit leukocyte function antigen-1 by binding to a novel regulatary
integrin site. Nat Med 2001;7:68.

Lefer AM, Scalia R, Lefer DJ. Vascular effects of HMG-CoA reductase inhibitors
(statins) unrelated to cholesterol lowering: new concepts for cardiovascular disease.
Cardiovasc Res 2001; 49:281-287 Ankara Ecz Fak Derg 2006;35(3):197-209.

Stalker TJ, Lefer AM, Scalia R. A new HMG-CoA reductase inhibitor, risovastatin, exerts
anti-inflammatory effects on the microvascular endothelium: the role of mevalonic acid.
Br J Pharmacol 2001;133:406-12.

Ridker PM, Rifai N, Clearfield M, Downs JR, Weis SE, Miles JS, Gotto AM Jr.
Measurement of C-reactive protein for the targeting of statin therapy in the primary
prevention of acute coronary events. N Engl J Med 2001;344:1959-65.

Ridker PM, Rifai N, Pfeffer MA, Sacks F, Braunwald E. Long-term effects of pravastatin
on plasma concentration of C-reactive protein: the cholesterol and recurrent events
(CARE) investigators. Circulation 1999;100:230-35.

Kountouras J, Billing BH, Scheuer PJ. Prolonged bile duct obstruction: a new
experimental model for cirrhosis in the rat. Br J Exp Pathol 1984;65:305-11.

81



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

Krista Rombouts, Elton Kisanga, Karine Hellemans, Annemie Wielant, Detlef Schuppan,
Albert Geerts. Effect of HMG-CoA reductase inhibitors on proliferation and protein
synthesis by rat hepatic stellate cells. . J] Hepatol 2003;38:564—72.

Gerling B, Becker M, Waldschmidt J, Rehmann M, Schuppan D. Elevated serum
aminoterminal procollagen type-Illpeptide parallels collagen accumulation in rats with
secondary biliary fibrosis. J Hepatol 1996;25:79-84.

Chang ML, Yeh CT, Chang PY, Chen JC. Comparison of murine cirrhosis models
induced by hepatotoxin administration and common bile duct ligation. World J
Gastroenterol 2005;11: 4167-4172.

Aprigliano I, Dudas J, Ramadori G. Saile B. Atorvastatin induces apoptosis by a caspase-
9-dependent pathway: an in vitro study on activated rat hepatic stellate cells. Liver Int
2008;28(4):547-57.

Jaster R, Brock P, Sparmann G, Emmrich J, Liebe. Inhibition of pancreatic stellate cell
activation by the hydroxymethylglutaryl coenzyme A reductase inhibitor lovastatin.
Biochem Pharmacol 2003;65: 1295-1303.

Li C, Yang CW, Park JH, Lim SW, Sun BK, Jung JY et al . Pravastatin treatment
attenuates interstitial inflammation and fibrosis in a rat model of chronic cyclosporine-
induced nephropathy. Am J Physiol Renal Physiol 2004;286:F46-57.

Louneva N, Huaman G, Fertala J, Jimenez SA. Inhibition of systemic sclerosis dermal
fibroblast type I collagen production and gene expression by simvastatin. Arthritis Rheum
2006;54:1298-1308

Saka M, Obata K, Ichihara S, Cheng XW, Kimata H, Noda A et al. Attenuation of
ventricular hypertrophy and fibrosis in rats by pitavastatin: potential role of the RhoA-

extracellular signal-regulated kinase-serum response factor signalling pathway. Clin Exp
Pharmacol Physiol 2006;33: 1164—1171.

Tanaka K, Honda M, Takabatake T. Anti-apoptotic effect of atorvastatin, a 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme a reductase inhibitor, on cardiac myocytes through protein
kinase C activation. Clin Exp Pharmacol Physiol 2004; 31: 360-364.

Jacobsen W, Kirchner G, Hallensleben K, Mancinelli L, Deters M et al. Comparison of
cytochrome P-450-dependent metabolism and drug interactions of the 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase inhibitors lovastatin and pravastatin in the liver. Drug
Metab Dispos 1999;27: 173—-179.

Shitara Y, Sugiyama Y. Pharmacokinetic and pharmacodynamic alterations of 3-hydroxy-
3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors: drug-drug interactions
and interindividual differences in transporter and metabolic enzyme functions. Pharmacol
Ther 2006; 112: 71-10 .

Yang J, Yoon JH, Bang YJ, Lee SH, Lee SM, Byun HJ et al. Synergistic Anti-Fibrotic

Efficacy of Statin and Protein Kinase C Inhibitor in Hepatic Fibrosis Articles. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol 2011;300(5):703-708

82



173.

174.

175.

176.

Frederic Oberti, Christophe Pilette, Her &Rifflet. Effects of simvastatin, pentoxifylline
and spironolactone on hepatic fibrosis and portal hypertension in rats with bile duct
ligation. J Hepatol 1991;26:1363-22.

Poo JL, Feldmann G, Erlinger S, Braillon A, Gaudin C, Dumont M, Lebrec D.
Ursodeoxycholic acid limits liver histologic alterations and portal hypertension induced
by bile duct ligation in the rat. Gastroenterology 1992;102:1752-9

Poo JL, Feldmann G, Moreau A, Gaudin C, Lebrec D. Early colchicine administration
reduces hepatic fibrosis and portal hypertension in rats with bile duct ligation. J Hepatol
1993;19: 904.

Jonel Trebicka, Martin Hennenberg, Margarete Odenthal, Khanwali Shir, Sabine Klein,
Michaela Granzow et al. Atorvastatin attenuates hepatic fibrosis in rats after bile duct
ligation via decreased turnover of hepatic stellate cells. J Hepatol 2010;53:702-12.



EKLER



Ek 1

T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARLARI

Oturum Sayisi: 7 ‘ Karar Tarihi: 20.10.2010

KARAR NO: 2010/07.02

Yurutiictiligtini Tip Fakiiltesi 6gretim tiyesi Dog¢.Dr. Ali Riza Soylu'nun yaptigi Ars.Gor.Dr. Yeliz
Kémirci'niin tipta uzmanlk tezi olarak planlanan TUHDYEK-2010/042 protokol nolu “SAFRA YOLLARI TIKALI
RATLARDA HEPATIK FIBROZUN ONLENMESINDE PRAVASTATIN TEDAVISININ ETKINLIGI” baslikli ¢alisma
hakkinda goriisiildii; arastirmanmn amag, yaklasim, gere¢ ve yontemler dikkate alinarak incelenmesi
sonucunda: Hayvan Haklan Evrensel Bildirgesi ve etik kurallara uygun olarak hazirlandigina
yapilabilecegine mevcudun oy birligi ile karar verilmistir.

Unvani/Adi/Soyad Arastirma ile Toplant Imza
' Hiski Katilim 1

Do¢.Dr. Burhan AKSU O var O evet _,,J{\& )
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Oyok O hayir
Yrd.Dog. Dr. Hayati ARDA Ovar ﬁQvet WW
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi ok O haywr |
Vet.Hek. Ziya CUKUR VI] var O evet ™~
Veteriner Hekim Oyok O hayir
Hiiseyin KOC O var ‘evet \ . '
Sivil Toplum Orgiitii Uyesi Sivi Uye &yok f hayir M\@W\
[lyas OZMEN O var O evet
Sivil Uye Oyok 0 haywr
Yrd.Dog.Dr. Beytullah OZKAN O var N evet
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Fyok O hayir
Yrd.Dog¢.Dr. S. Arzu VARDAR O var Hevet B [
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Fyok O hayir ’,/C/t’ B
Dog. Dr. Nilda TURGUT O var O evet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Oyok O hayir
Yrd.Dog.Dr. Rusen COSAR-ALAS O var O evet
Tip Fakiiltesi Ogretim Uyesi Oyok O hayir Q
Yrd.Do¢.Dr. Y. Atakan SEZER O var “q'evet TWA‘” L\/_\
T1p Fakiiltesi Ogretim Uyesi ok 0 hayir )



