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OZET

Kronik Karaciger Fibrozunda Sistemik Immiin Yanitin Yénlendirilmesi

Amacg: Mevcut caligmanin amaci deneysel kronik karaciger fibrozu olusturulan
deneklerde immiinizasyon sonrasi olusan zayif 6zgiil antikor yanitinin, tetanoz toksoidi
ile immiin stimiilasyon sonucu arttirilabilmesinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metod: Tiyoasetamid (TAA) ile uyarilarak karaciger fibroz modeli
olusturulmus BALB/c tiirii deney farelerine Engerix™ hepatit B asis1 ve Tetavax tetanoz
toksoidi intramiiskiiler yoldan verilmistir. Gruplara ait deneklerin serum Orneklerinde
karaciger enzim diizeyleri ve Anti-HBs diizeylerinin Ol¢timleri, karaciger doku
orneklerinde ise histopatolojik degerlendirmeler gerceklestirilmistir.

Bulgular: Mevcut calismada TAA ile olusturulan karaciger fibrozunda karaciger
fonksiyon enzimlerinden AST, ALT, AP enzimlerine ait serum konsantrasyonlarinda
belirgin diizeyde artis goriilmiistiir. TAA + Hepatit B as1 grubunda serum AST, AP
diizeyindeki azalma anlamsiz, ALT diizeyindeki azalma anlamli bulunmustur.
Deneklerin canli viicut agirlig / karaciger agirlig1 oraninda kontrol grubu ile Hepatit B
asis1 grubu arasinda anlamli farklilik goriillmezken; TAA, TAA + Hepatit B asis1, TAA +
Hepatit B asis1 + Tetavax tetanoz toksoid gruplarinda bu oranda goriilen belirgin azalma
saptanmistir. Calismada fibroz olusturulan deneklere uygulanan hepatit B asis1 sonrasi
Olciilen Anti-HBs diizeyi sadece hepatit B asis1 uygulanan deneklere goére belirgin
diizeyde diistik saptanmistir. TAA + Hepatit B asis1 + Tetanoz toksoidi uygulanan grupta
ise TAA + Hepatit B agis1 grubuna gore Anti-HBs diizeyinde istatistiksel olarak anlamli
bir artis tespit edilmistir.

Sonug: Kronik karaciger fibrozunda immiinizasyon sonrasi zayif 6zgiil antikor yaniti
olusmakta ve bu yanmit bir immiin stimiilatér olan tetanoz toksoidi kullanilarak
arttirillabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger Fibrozu, Immiin yanit, Tetanoz toksoidi, Anti-HBs.
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ABSTRACT

Management Of Systemic Immune Response In Chronic Liver Fibrosis

Aim: The aim of the study is to investigate the ability of the subjects with experimental
chronic liver fibrosis to develop a weak specific antibody response after immunization as
a result of immune stimulation with tetanus toxoid.

Materials and Methods: The subjects with BALB / ¢ type of hepatocytes were injected
with TAA and the Engerix™ hepatitis B vaccine and Tetavax tetanus toxoid were
administered intramuscularly. Liver enzyme levels and anti-HBs levels were measured in
the serum samples of the subjects and histopathological evaluations were made in liver
tissue samples.

Results: In the study, serum concentrations of AST, ALT and AP enzymes were
significantly increased in liver fibrosis induced by TAA. In the TAA + Hepatitis B
vaccine group, the decrease in serum AST, AP level was insignificant and the decrease
in ALT level was found to be significant. There was no significant difference between
the control group and the hepatitis B vaccine group in terms of body weight / liver weight.
The significant decrease in TAA, TAA + Hepatitis B vaccine, TAA + Hepatitis B vaccine
+ Tetavax tetanus toxoid groups was found to be statistically significant. When the anti-
HBs levels of the control group and the hepatitis B vaccine group were compared, a
significant increase was detected in the hepatitis B vaccine group. In the study, the level
of Anti-HBs measured after hepatitis B vaccine was significantly lower in subjects with
fibrosis than the subjects who received hepatitis B vaccine. In TAA + Hepatitis B vaccine
+ Tetavax tetanus toxoid group, there was a statistically significant increase in Anti-HBs
level according to TAA + Hepatitis B vaccine group.

Conclusion: In chronic liver fibrosis, it produces a weak specific antibody response after
immunization and this response can be increased by using an immunostimulator, tetanus
toxoid.

Key Words: Liver Fibrosis, Inmune response, Tetanus toxoid, Anti HBs
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1. GIRIS

Karaciger fibrozu son yillarda yaygin olarak goriilen yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahip dnemli bir saglik sorunudur (1). Karaciger fibrozisi, kiigiik klinik
semptomlara veya karaciger hiicre fonksiyonunun bozulmasina neden olan yeni lif
olusumundan kaynaklanan fazla kollajenin varlig1 olarak tanimlanir (2). Karaciger
fibrozunun ana nedenleri arasinda kronik hepatit C enfeksiyonu, alkol, alkolsiiz

steatohepatit ve viral hepatit (hepatit B ve C) yer almaktadir (3).

Karaciger fibrozunda tedavi stratejileri patogenezin ¢ok yonliiliigiinii g6z oniinde
bulundurmali ve iltihaplanma ile baslayan tiim basamaklara kars1 hareket edilmelidir.
Karaciger fibrozu i¢in standart bir tedavi bulunmamakla birlikte, alkol aliminin kesilmesi
veya viral hepatit tedavisinin basartyla uygulanmasi gibi karaciger hasari olaylarinin
azaltilmasimin siirecin kontroliine katkida bulundugu bilinmektedir (4). Genel olarak,
tedavi iki kategoriye ayrilir; hepatit B ve C iligkili karaciger hastaliginda viriisiin yok

edilmesi ve karaciger transplantasyonudur (3).

Karaciger fetal donemde hematopoiezde etkin rol alan ve lenfoid organ olarak
kabul edilmese de, eriskin donemde rol alacak olan immiin sistem hiicrelerinin fetal
donemde iiretiminden sorumludur (5, 6). Erigkin donemde karaciger hematopoietik
ozelligini kaybeder ancak immiin sistem iizerinde etkinligi giinlimiizde hala cevabi

aranmakta olan bir sorudur.

Viicudumuzda farkli organlarda meydana gelen hastaliklar immiin sistemin
uyarimi ve isleyisi lizerinde olumsuz etkilere yol agabilmektedir. Bu konuda kronik
bobrek yetmezligi olan hastalarin immiinizasyonu sonucu gelisen as1 yanitinda yasanan
sikintilar 6rnek olarak verilebilir. Bu sorunu ¢ozebilmek ve hastada asiya karsi yeterli
diizeyde immiin yanit olusturabilmek icin ya hastalara hepatit B asis1 ile tetanoz toksoidi
verilmektedir ya da agilama yolu degistirilerek enjeksiyon yapilmaktadir (7). Benzer
sorunla viral kaynakli ve viral kaynakli olmayan karaciger rahatsizliklarinda da
karsilagilmaktadir (8). Bu sorunun kaynagi viral kaynakli olmayan karaciger
hastaliklarinda arastirilmamis ve herhangi bir model tlizerinde bu konuda calisma

yapilmamustir.

Bu nedenle mevcut tez ¢alismasinda, deneysel kronik karaciger fibroz modeli

kullanarak, karaciger fibrozu olusturulmus farkli gruplardaki deney farelerine hepatit B

1



asis1 uygulamasi yapilarak, bu asilamanin kontrol grubuna gore ne derece 6zgiil immiin
yanit olusturdugu ve immiinizasyon sonrasi gelisen humoral immiin yanit diizeyindeki

degisimlerin neler oldugunun arastirilmas1 amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karaciger

Karaciger viicudumuzdaki en biiyiik parankimat6z organdir (9). Normal eriskin
bir bireyde yaklagik agirligi 1200-1500 gram kadardir, bu da toplam viicut agirliginin
%?2’sini karsilamaktadir (10, 11). Karaciger sag ve sol olmak {izere iki loblu bir organdir
ve her bir anatomik lobunun kendine has vaskiiler ve biliyer dallanmas1 vardir ve bu loblar
kendi aralarinda siklikla birlesiktir. Karaciger sag list kadran ve epigastriumun neredeyse

tiimiinii kaplar (11).

Karacigerin yapisal ve islevsel biriminin nasil tanimlanacagi konusu uzun siiren
tartismalar sonrasinda; karacigerde islevsel birim olarak birka¢ milimetre uzunlugunda,
0,8-2 mm ¢apinda, silindirik bir yapiya sahip karacigerdeki fonksiyonel ve anatomik
yapinin temel iinitesini olusturan ve hepaton olarak adlandirilan karaciger lobiilii
tanimlanmistir (10, 12). Eriskin bir insan karacigerinde yaklasik olarak 50.000 ile
100.000 arasinda lobiil bulunur, bu lobiillerin bir araya gelmesi ile karaciger olusur ve bu
lobiiller bag dokusu ile sinirlanmis diizensiz altigen seklinde, damarlarla ¢evrelenmis
doku pargalaridir (11). Bu lobiiller; portal damar, hepatik arter ve safra kanallarinin kiigiik
dallarm1 iceren periferal bosluklar (portal alanlar veya portal triadlar) ile
sinirlandirilmistir.  Lobiiler hepatositler, siniizoid ile ayrilir ve tabakalar portal
bolgelerden (sinirlayici tabaka olarak bilinen bir alan) lobiiler yapinin merkezinde
bulunan merkezi vene kadar uzanir (12). Her bir lobiiliin merkezinde var olan ve o
lobiildeki kan1 vena hepatika sistemine bosaltan vena sentralis bulunmaktadir. Karaciger
parankim hiicreleri olan hepatositler vena sentralisten ¢evreye dogru 1sinsal bir sekilde
siralanmiglardir, bu siralanma erigkin bir bireyde tek sira halindedir. Karacigerdeki bu

hiicreler arasinda sinuzoid denilen damar ag1 yer alir (11).

Karacigerin enfeksiydz organizmalar: algilama ve yanit verme kabiliyeti, hem
anatomisinin hem de bu organda bulunan hiicre populasyonlarinin bir fonksiyonudur.
Karaciger en biiylik makrofaj populasyonunu, dogal 6ldiirticii (NK) hiicrelerin ve dogal
oldiriici T (NK-T) hiicrelerinin biiyiikk yogunlugunu ve viicuttaki en genis

retikiiloendotel hiicre agini1 barindirir (13).

Kupffer hiicreleri, viicudumuzdaki savunma sisteminin en genis agini teskil eder

ve sinilizoid duvarlarina yerlesik sekilde, kan araciligiyla karacigere ulasan toksik ve

3



gereksiz maddelerin filtrasyonunu saglamaktadir (9). Sinuzoidlerde bulunan kupffer
hiicreleri karacigere 6zel retikiilo endotelyal sistem elemanidir ve sinuzoid kapillerden

siirekli bir endotel ortiiniin bulunmamasi ile ayrilir (11).

Karaciger parenkimal hepatosit hiicreleri ile siniizoid duvari arasinda Disse araligi
denilen kapiller aralik bulunur. Kan akimimin disse araliginda ¢ok yavas olmasindan
dolay1 kan ve karaciger hiicresi arasinda ger¢eklesen madde degisimi yeterli miktarda ve
kolay ger¢eklesmektedir. Karaciger fonksiyonel ve arteryel olmak iizere farkli iki
kaynaktan gelen kan ile beslenen istisnai bir organimizdir. Vena porta ile baslayan
fonksiyonel dolasim sindirim sisteminden emilen besin maddelerince zengin kani
karacigere tagirken; karacigerin arteryel kani ise arteria hepatika vasitastyla karacigere

ulasir ve boylece oksijen acgisindan zengin kan taginimi gerceklesir (11).
2.1.1. Karacigerin Fonksiyonlari

Viicudumuzun en biiyiik parankimatdz organi olan karacigerin birgok Onemli

islevi vardir ve bunlar asagida maddeler halinde verilmistir (10);

¢ Yaglarin emilim ve sindiriminde gorev alan safra tuzlarini sentezler.

e Duodenumdaki asidin notralize edilmesini saglayan bikarbonattan zengin
stviyt salgilar.

e Kolesterolu sentezler ve kana salgilar.

e Hormonlar1 metabolize eder.

e Tiroksinden (T4) trityodotironin (T3) olusumunu saglar.

e D vitamini aktiflesmesinde 6nemli rol oynar.

e Biiylimeyi saglayan insiilin benzeri biiylime faktoriinii salgilar.

e Anjiyotensinojeni salgilamaktadir.

e Plazma pihtilagma faktorlerinin ¢ogunu sentezler.

e Bilurubin ve diger safra pigmentlerini safraya salgilamaktadir.

e  Eritrositleri parcalar.

e Aclik donemlerinde yag asitlerini keton cisimlerine gevirir.

e Protein katabolizmasinin son iiriinii olan {ireyi sentezler ve kana salgilar.

e Karbonhidrat metabolizmasinda gorevlidir (glikojen depolama, galaktoz ve
fruktozu glukoza cevirme).

e Vitaminlerin depo edilmesinde rol alir.



2.1.2. Hepatositler

Karaciger hiicrelerinin yaklagik %80™i hepatositlerden olusmaktadir (14).
Periferde bulunan hepatositler periportal olarak adlandirilirken, lobiilde daha merkezi
konumda bulunan hepatositler perisentral, perivenular olarak adlandirilir. Karaciger
tabakalar1 birbirine baghdir ve periportal hepatositler birden fazla tabakaya ait olabilir.
Yetigkin bir karaciger tabakas1 20-25 hepatosit icerir, bu hepatositlerin ilk 6-8’1 periportal
hepatosit olarak kabul edilirken geri kalanlar1 sentrilobiiler hepatositleri olusturur (12).
Kronik karaciger hasarini1 takiben, hepatositler apoptozise girerek hepatik stellat
hiicrelerin aktivasyonuna neden olur. Sonug olarak, aktive hepatik stellat hiicreler (HSH)

¢ogalir ve yara olusumundan sorumlu asir1 ekstra selliiler matriks iiretir (4).

2.1.3. Hepatik Stellat Hiicreler

Hepatik stellat hiicreler, (Ito hiicreleri, yag depolayan hiicreler) ilk kez Von
Kupfer tarafindan 1876 yilinda karaciger stellat hiicreleri olarak tanimlanmistir (3).
Kupfer tarafindan tanimlanan hepatik stellat hiicresi, hepatoseliiler fonksiyon ve
karaciger yaralanma esnasindaki tepkisi agisindan hayati dnem tasiyan ¢ok yonlii bir
mezengimal hiicre olarak ortaya ¢cikmistir. Parankimal olmayan hiicre populasyonunun
yaklasik tigte birini ve karacigerdeki yerlesik hiicrelerin toplam sayisinin %15'ini
olustururlar (15). HSH’ler, hepatositlerin bazolateral ylizeyi ve siniizoidal endotel
hiicrelerinin antiluminal tarafi arasindaki Disse perisiniizoid boslugunda bulunan vitamin
A depolayan, fibrogenezde rol alan ana hiicreler olarak gorev yapar (9, 15). Hepatik stellat
hiicreler, intrahepatik safra yollarinin gelisimi sirasinda da hayati 6nem tagimaktadir (15).
Bu hiicreler hepatositlerin, endotel hiicreler ve sinir lifleri arasindaki iletisimi
gerceklestirirler (9). Daha ilging olan, karaciger stellat hiicrelerinin bir alt kiimesi, kok
hiicre belirteci olan CD 133'ii ifade eder, bu da stellat hiicrelerinin gelismekte olan veya
eriskin  karacigerinde pluripotent potansiyele sahip hiicreler olabilecegini

distindiirmektedir (15).

Hepatik stellat hiicre aktivasyonu, fibrozda kritik bir olay1 temsil eder, ¢iinkii bu
hiicreler, yaralanma tizerine karacigerdeki ekstraselliiler matriksin birincil kaynagi haline
gelir (16). Hepatik stellat hiicreleri, transforme edici biiyiime faktorii-B1 (TGF-B1),
anjiyotensin II ve leptin gibi fibrojenik sitokinler tarafindan aktive edilirler ve yarali
karacigerde kollajen iiretirler (17). Aktive edilmis HSH’ler, ekstraselliiler matriks

(ESM)’in iiretiminde artig, smooth muscle a-actin (@-SMA)  ekspresyonu, pro-



inflamatuar sitokin salgilanmasi ve matriks bozucu enzimlerin ve inhibitorlerinin
salinmas1 gibi farkli fenotipler kazanirlar (14). Aktive edilmis HSH'ler fibrotik matriks
birikimine neden olan fibriler kollajenleri salgilar ve metalloproteinazlarin spesifik doku
inhibitorleri (TIMP)'leri ifade ederler, boylece matriks bozucu metalloproteinaz aktivitesi
engellenir (3). HSH'lerin bir diger gorevi, kemokinler salarak ve hiicre adezyon
molekiillerini eksprese ederek farkli mekanizmalar yoluyla inflamatuar hiicrelerin
toplanmasina katilmalaridir (18). Bu kemokinler, inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunu
arttirarak karaciger fibrozisini diizenleyen inflamatuar mediyatorler olarak gorev alirlar
(19). HSH'ler, CCR2, CCR5, CCR7, CXCR3, CXCR4, CCL2 monosit kemotaktik peptit-
1 (MCP-1), CCL5 gibi genis bir profibrojenik ve antifibrojenik kemokinler serisini
iretirler (20). Karaciger makrofajlari, niikleer faktor-kappaB- (NF-xB-) bagiml sekilde
aktive HSH'nin hayatta kalmasin1 saglayarak karaciger fibrozunu destekler (14).

2.1.4. Siniizoidal Endotel Hiicreler

Karaciger siniizoidal endotel hiicreleri (LSEC), hepatik siniizoidlerin duvarin
olusturan, essiz morfoloji ve fonksiyona sahip 6zellesmis endotel hiicrelerdir (21). Bu
hiicreler, tehlikeli makro molekiillerin kandan uzaklastirilmasindan sorumlu olan ve
karaciger bagisikliginda énemli bir oyuncu olarak kabul edilen ¢opgii hiicre gibi gorev
yaparlar (22). LSEC’lerin bagisiklik fonksiyonlar1 viicudun diger endotelyal hiicreleri
arasinda essizdir (13). Bu hiicreler endositik Fc gamma reseptor 1Ib2 (FcyRIIb2) ve
mannoz reseptdr, ¢opgll reseptorler, bazi toll like reseptorler (TLR) gibi gesitli kalip
tanima reseptorlerini (PRR) ifade ederler. LSEC'ler sinilizoidal kan akisinin
diizenlenmesine Onemli oranda katkida bulunurlar. Bu hiicreler karaciger
rejenerasyonunun tetiklenmesinde anahtar rol almalarinin yani sira, karaciger fibrozu ve

karaciger metastazi gibi hepatik komplikasyonlarda da rol alirlar (22).

2.1.5. Kupffer Hiicreleri

Kupffer hiicreleri karaciger makrofajlaridir ve karacigerdeki parankimal olmayan
hiicrelerin yaklasik %35'ini temsil ederken viicuttaki tiim doku makrofajlarinin %80-
90"n1 temsil etmektedir (23). Yapilan ilk calismalar kupffer hiicrelerinin kemik iliginden
koken aldig1, karacigere monositler halinde geldigini ve doku makrofajlarina farklilasmis
oldugunu gosterdi. Daha sonraki zamanlarda karacigerde hematopoietik kok hiicreler
tespit edildi ve bu hiicreler kupffer hiicre benzeri makrofajlara donlisme kapasitesi

gosterildi. Bu da kupffer hiicrelerinin karacigerdeki bdlgesel hematopoiezden



tiretildigini diisiindiirmektedir. Kupffer hiicreleri, LSEC'lere bagli ve dogrudan kan
icerigine maruz kalan hareketsiz hiicrelerdir (13). Kupffer hiicreleri aktif fagositozun yan1
sira, immiin sistemin esasli bir elemani olarak immunolojik olaylara katilir ayrica

sinuzoid i¢i dolasimin diizenlenmesinde gorev alir (11).

2.2. Karaciger Fibrozu

ESM bilesenlerinin agir1 iiretimi ve birikmesiyle karakterize olan, kronik hasarl
karacigerdeki yara iyilesme siirecine karaciger fibrozu denir (24). Fibrozun olusum
siireci; HSH’lerin aktivasyonu ve ESM proteinlerinin asir1 diizeyde ifadesini icermektedir
(2, 25). Karaciger fibrozuna yol agan etkenler arasinda viral hepatitler (B, C, D) toksin ve
ilaclar, alkolik olmayan steatohepatit, hemakromatozis, tip IV glikojen depo hastaligi,
alfa-1 antitripsin eksikligi, wilson hastaligi, galaktozemi, tirozinemi, primer biliyer siroz,
otoimmiin hepatit gibi metabolik ve kalitimsal hastaliklar yer almaktadir (25). Kronik bir
siire¢ olan karaciger fibrozu tedavi edilemedigi zaman siroza ilerleyebilir (4). Fakat
karaciger hasarini olusturan travma gegici ise karacigerdeki degisiklikler de gegici olabilir
ve karaciger fibrozisi ¢oziilebilir (26). Karaciger fibrozunun derecesini ve siroza ilerleme
durumunu etkileyen faktorler arasinda yas, cinsiyet, kilo, giinliik tiiketilen alkol miktari,

enfeksiyona maruz kalma siiresi, seker hastalig1, karaciger demir seviyesi sayilir (27).

2.2.1. Karaciger Fibrozunun Patogenezi

Karaciger fibrozuna yol acan hiicresel ve molekiiler patogenezin anlagilmasi
biiyiik 6nem tagimaktadir (28). Karacigerde fibrozun gelisimi, inflamasyon ve fibrojenez
reaksiyonlar1 sonucunda gergeklesir. inflamasyon aninda karaciger yaralanmasini takiben
inflamatuar hiicrelerin yarali bolgede birikimi gerceklesir (4). Baslangigta hepatotoksik
faktorlerle ¢esitli hepatik hiicrelerden (endotel, kupffer hiicreleri, trombosit vb.) gelen
parakrin uyarilar HSH’lerin gen ifadelerinde degisiklige neden olur (29). Endotelin-1
erken doneminde tip 1 kollajen gen ifadesini yiikselterek HSH aktivasyonunu uyarirken
bazi inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin saliimini ise kupffer hiicreleri
gerceklestirir. Ozellikle kupffer hiicrelerinden salgilanan TGF-p1 HSH’lerdeki kollajen I
ifadesini arttirmaktadir (25). Saglikli karaciger i¢in normal olan diisiik yogunluklu
matriks, fibrozis esnasinda bozulur ve fonksiyonel olmayan kollajendz yapiyla yer
degistirir. Baslangicta kupffer hiicrelerinden salinan TGF-f’nin uyarimi ile aktive olan
HSH’ler ESM proteinlerini salgilar. Bu proteinler ozellikle tip I-III-IV kollajen,

fibronektin, elastin, laminin ve proteoglikanlardir (4, 25). Normal karaciger dokusunda



1:1 oraninda olan kollajen tip I / tip III orami fibrozun artarak siroza dogru ilerlemesi
durumunda 4:1 oranina doniismektedir (30). HSH’ler, matriks metalloproteinaz (MMP)-
2’nin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadirlar. MMP’ler ESM’nin ana bilesenleri olan tip
IV kollajen ve lamini bozar (16, 25). Kalsiyum bagimli enzimlerin ana ailesi olan MMP’
ler kollajen ve kollajen olmayan ESM substratlarin1 yikima ugratirlar. Bir inaktif
proenzim olarak salgilanan MMP’ler, endojen proteinaz inhibitor ailesinin iiyesi olan
TIMP’lerce diizenlenir. Karaciger yaralanmasi esnasinda TIMP’ler; MMP aktivitesine
kars1 etki ederek matriks birikimini 6nlemede biiyiik rol oynamaktadir (16). MMP-1’in
etkisini engelleme yetenegine sahip olan TIMP’ler kollajen fibrillerinin birikmesine
sebebiyet verirler (25). Karacigerde fibroz gelisimi ¢esitli etkenler nedeniyle olusan
inflamasyon sonucu meydana gelen yara iyilesme cevabi olarak gerceklesir. Hastalik
etkeni ortadan kaldirilmadiginda ve hastalik kronik bir siirece girdiginde kalin fibroz
bantlarin ve rejenerasyon modiillerinin olusumunu takiben siroz meydana gelir (29).
Fibrozisinin ¢dziilmesi sirasinda hepatik makrofajlar, MMP-13 {iretimini arttirarak
matriks yikiminda gorev alir (16). Karaciger fibrozu icin gelistirilen tedavi stratejilerinde,
fibroz patogenezinin cok yonliiliigli hesaba katilmali; HSH ve hepatositlerden baslayarak

tiim hiicre hatlar stratejiye dahil edilmelidir (14).

2.2.2. Karaciger Fibrozu ve Hepatik Stellat Hiicreler

Karacigerde fibroz siireci, karaciger fibrozundan sorumlu hiicre olarak kabul
edilen HSH aktivasyonu ile baslar; esas olarak, reaktif oksijen tiirleri (ROS), lipit
peroksidasyonu iriinleri (TGF-p) ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) gibi
fibrojenik sitokinler gibi etkenlerden kaynaklanmaktadir (14). Bu etken maddeler, hasar
gormiis hepatositlerden ve / veya hepatik yaralanmay1 takiben aktive edilmis kupffer
hiicrelerinden, makrofajlardan ve trombositlerden salinir (31, 32). Aktive edilmis HSH
hem proliferatif (PDGF) hem de fibrojenik sitokinlere (TGF-PB) cevap verir (33).
Karaciger hasarinda hepatik stellat hiicreler bir¢cok farkli sitokin salgilarlar, lenfositlerin
toplanmasinda rol alirlar ve boylelikle karaciger hastaliginin patogenezine aktif olarak
katilirlar (34). Bu sitokinlerin hem mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) sinyalini
hem de fokal adezyon kinaz- fosfatidilinositol 3-kinaz—Akt—p70 S6 kinaz FAK-PI3K-
Akt-p70S6K) sinyal kaskatini aktive ettigi acik¢a goriilmektedir (33).



2.2.3. Hepatik Stellat Hiicrelerin Immiinregiilator Rolleri

Hepatik stellat hiicreleri, mono- ve polimorfoniikleer 16kositlerin infiltrasyonunu
indiikleyerek inflamatuar cevabi artirabilir. Aktive stellat hiicreler; MCP-1, CCL21 ve
CCRS5' igeren kemokinler iiretirler (15). HSH’ler ayn1 zamanda, lenfosit ¢ogalmasini
veya apoptozu uyarabilen profesyonel antijen sunan hiicreler olarak da islev gorebilirler
(35, 36). HSH’ler yapilan bir c¢alismada aktive olan T hiicrelerinin apoptozunu
indiiklemistir, ancak proliferasyon veya sitokin iiretimini inhibe etmemistir. Stellat
hiicreleri hem lokosit davranisini diizenler hem de spesifik lenfosit popiilasyonlarindan
etkilenir (15). Aktive edilmis HSH’ler lipopolisakkarit (LPS) reseptdr kompleksini
olusturan TLR4'li ve CD14 molekiillerini ifade eder (37).

2.3. Karacigerde Immiin Yanit

Viicudumuzu isgal eden mikroorganizma ve yabanci antijenlere kars1 savunmada
rol alan hiicre, doku ve molekiillerin tamamin1 olusturan sisteme immiin sistem, bu hiicre
ve molekiillerin enfeksiyona yol agan mikroorganizmalar ve hastaliklara neden olan
patojenlere karsi verdikleri diizenli tepki biitiiniine de immiin yanit denir (38). Bir
organizmanin fiziksel biitlinliigli enfeksiyon veya yaralanma nedeniyle ihlal edildiginde,
inflamatuar yanit olarak adlandirilan fizyolojik tepki harekete gecirilir. Bu tepki,
enfeksiyona neden olan enfeksiyonu ya da doku hasarini1 ortadan kaldirmakla, kendi
kendini denetleyen bir yontemle viicudun saglikli bir hal almasini saglamaktir (39).
Saglikli bireyler patojenlere karsi1 kendini korumak i¢in ilk savunma mekanizmasi olarak
dogal immiin yanit ve sonrasinda devreye giren edinsel immiin yanit olmak tizere iki
savunma mekanizmast kullanirlar (38). Dogal immiin sistem elemanlari; epitelyum,
epitelde bulunan 6zellesmis hiicreler, PRR’ler, antimikrobiyal peptitler, immiin hiicreler
(makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal 6ldiirticii hiicreler, NK-T hiicreleri) kompleman

sistemi ve ¢esitli sitokinlerdir (38, 40).

Hem portal damar kan1 hem de arteryel kani alan karaciger, kanla bulasan
enfeksiyonlara kars1 savunmada 6nemli ve kritik bir 6gedir. Bu rolii yerine getirmek ig¢in,
karaciger, kandan patojenlerin tespiti ve yakalanmasi konusunda uzmanlagmis ¢ok sayida
dogal ve edinsel immiin yanit hiicresi igerir. Bu bagisiklik hiicreleri, patojen
temizlenmesi, lenfositlere antijen sunumu gibi koordineli bagisiklik tepkilerine katilir
(13). Karaciger hasarini takiben, birkag hiicre tiirii inflamatuar sitokinleri salabilir; bu

hiicre tipleri kupffer hiicreleri, hepatositler, HSH’ler, NK hiicreleri, lenfositler ve



dendritik hiicreleridir. Inflamatuar sitokinler, karaciger fibrozunda ©nemli bir rol
oynarlar, bu sitokinler; kemokinler (MCP-1, IL-8) interferonlar (IFN-a, IFN-y)
interlokinler (IL-1,IL-6, IL-10) biiylime faktorleri, adipokinler ve ¢oziiniir ndrohumoral
ligandlar1 iceren protein ailesidir (16). PRR'ler, immiin hiicrelerde oldugu gibi karaciger
parenkimal hiicrelerinde de mevcuttur. C-reaktif protein (CRP), lipopolisakkarid
baglayic1 protein, peptidoglikan tanima proteini ve ¢oziinlir CD14 gibi viicuttaki
PRR'lerin baglica kaynagi karacigerdir ve karaciger TLR’ler, niikleotid baglayici
oligomerizasyon (NOD) benzeri reseptorler gibi ¢esitli PRR’leri ifade eder. Karaciger
stellat hiicreleri ayn1 zamanda TLR4, TLR2'yi ve CD14'ii ifade eder (40).

2.4. Karaciger Fibrozu ve immiin Yanit

Karaciger hasarini takiben, hasarli bélgede inflamatuar hiicrelerin birikimi
meydana gelir (3). Karaciger inflamasyona kars1 savunma roliinii bagarmak i¢in, kandan
patojenlerin saptanmasi ve tutulmasi konusunda uzmanlagmis ¢ok sayida dogal ve edinsel
immiin yanit hiicresi igerir (13). Normal karaciger i¢cinde ¢ok sayida lokosit olmasina
ragmen, karaciger hasar1 sonucu yerlesik inflamatuar hiicre havuzunun aktivasyonuyla
ayn1 anda bir araya gelen inflamatuar hiicrelerin biiyiik bir birikimi meydana gelir. Belirli
bir karaciger hasar1 tipine yanit olarak bireysel olarak aktive edilmis ve bir araya toplanan
inflamatuar hiicre populasyonlarinin karisimi, inflamatuar cevabin siiresini  ve

yogunlugunu kontrol edebilir (3).

Kronik yaralanmalar olustugunda, makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri gibi
mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu ile inflamasyon karakterize edilir (41). inflamasyon
ile hepatik fibroz arasindaki iligkiyi incelemek ve anlamak i¢in, bir takim ¢alismalar
yapilmistir ve karaciger fibrogenezinde bireysel inflamatuar hiicre tiplerinin rolleri
gosterilmistir. Trombositler, notrofiller, makrofajlar, mast hiicreleri ve dogal dldiiriicii
hiicrelerini igeren dogal immiin yanit hiicrelerine ek olarak T ve B hiicreleri gibi edinsel
immiin yanit hiicreleri de fibrogenez siirecine katilir (3). Bu siirecte rol alan hiicrelerden
trombositlerin fibrogenezle iliskisi, TGF-p ve PDGF gibi sitokinleri salma kapasitesinden
kaynaklanmaktadir (42). Notrofiller, hiicre proliferasyonunu ve aktive HSH’leri
indiikleyerek karaciger fibrozunu arttiran human nétrofil peptid-1 (HNP-1) ve IL-17A'y1
sentezler. Mast hiicreleri, cesitli karaciger hastaliklarinda rol oynayan; karacigerde dogal
olarak bulunan immiin yanit hiicreleridir (4). Yapilan ¢alismalarda mast hiicrelerinin

sayilarinin fibroz ile iliskili kronik karaciger hastaliklarinda arttig1 rapor edilmistir (43).
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Karaciger parankiminde, toplam lenfositlerin %30-50'si NK hiicreleri olan nispeten
yiiksek miktarda infiltre bagisiklik hiicresi bulundurdugundan kesinlikle essiz bir organ
olarak kabul edilmektedir (44). Bu yiizden karaciger zengin bir NK hiicre popiilasyonuna
sahiptir (4). NK ve NK-T hiicreleri ayn1 zamanda karaciger fibrozunun inhibe
edilebilmesi konusuna dikkat cekmektedirler (45). NK hiicreleri ve NKT, interferon gama
(IFN-y) tireterek karaciger fibrozunu azaltir ve aktive HSH'lerin erken 6liimiine veya
yaslanmasina neden olur. NK hiicreleri, NKG2D, TRAIL bagimli ve Fas ligand bagimli
mekanizmalar1 yoluyla aktive HSH'leri oldiiriir ve boylece karaciger fibrozunu diizeltir
(4). Sonug olarak yapilan ¢alismalarda NK hiicresi aktivasyonunun aktive HSH'lerin

Oliimiine yol agtig1 ve karaciger fibrozunun siddetini zayiflattig1 gorilmiistiir (3).

Karacigerde kupffer hiicreleri olarak bilinen makrofajlar hepatik siniizoidlerde
bulunan hiicrelerdir (40). Karaciger yaralanmasi iizerine, makrofajlar géreve baslar. islev
gormeleri, kemokinler ve reseptorleri, 6zellikle C-C motifi kemokin reseptor 8 (CCR8),
2 (CCR2) ve CC kemokin ligand1 2 (CCL2), MCP-1 aracilig1 ile gergeklesir (13).
Makrofajlar, TGF-B, IL-1pB, IL-8, PDGF, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve MCP-1
gibi sitokinler iireterek inflamasyonu ve fibrozu diizenler (46). Inflamatuar
mediyatorlerden TGF-f ve TNF-a HSH’lerin miyofibroblasta benzer bir fenotipe
donlismesi, cogalmasi ve de ekstraselliiler matriksin asir1 birikiminde rol alir (47).
Fibrojenik bir sitokin olan TGF-f HSH’ler araciligi ile a-SMA ve tip I kollajenin
sentezinde artisa neden olur. PDGF, myofibroblastlarin ¢ogalmasini indiikler (48).
Herhangi bir fibroz indiiksiyonundan sonra tiim karaciger lenfositlerinin sayica artisi
goriilmiistiir. Lenfositler karacigere s1zdiginda, fibrojenik yaniti modiile etmek ve lenfosit
cogalmasmi indiiklemek icin aktive HSH'ye dogrudan baglanirlar (4). Lenfositler,
ozellikle de CD8+ T hiicreleri, karaciger fibrozunun gelismesinde rol oynar (49). Ek
olarak, CD4+ T hiicreleri, TNF-a ve IL-2 sitokinleri salgilayarak fibrogeneze neden
olabilir (50). Thl alt grubu yiiksek seviyede antifibrotik IFN-y iiretirken, Th2 hiicreleri
basta IL-4, IL-5 ve IL-13 olmak iizere yiiksek diizeyde profibrojenik sitokinler tiretir (41).
B lenfositler de fibrogenezde rol alir; fakat etkisi T hiicrelerinden daha az arastirilmistir
(4). Aym1 zamanda HSH'ler, cesitli bagisiklik hiicresi tiirleriyle etkilesim yoluyla
inflamasyon siirecine aktif olarak katilmaktadirlar (51). Dahasi, proliferasyon ve asiri
ekstraselliiler matriks birikiminden sorumlu bir miyofibroblast benzeri fenotip ile
karakterize pasif HSH’lerin aktif hale doniistimleri TGF- ve TNF-a dahil olmak iizere

inflamatuar mediyatorler tarafindan diizenlenir (4). HSH’ler sitokinler tarafindan uyarilan
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notrofil kemoatraktan protein, MCP-1, M-CSF gibi salgiladigi kemoatraktanlar sayesinde
monositlerin, makrofajlarin ve lenfositlerin inflamasyon bdlgesinde toplanmasini saglar

47).

2.5. As1 ve As1 Tipleri

As1, immiin sistemi uyararak hastaliga karsi korumada rol oynayan biyolojik
tirlinlerdir (52). Asillama, modifiye veya oldiiriilmiis mikroorganizmalar kullanilarak
hastaliklara kars1 direncin uyarilmasina yardimci olan islemdir (53). Bilim tarihinin en
parlak donemlerinden biri de asilarin insan yasami {iizerindeki uzun Omiir ve saglk
etkisinin gosterilmesidir. Ci¢ek hastaligindan korunmak i¢in yapilan ¢igek asisi, toksik
etkilere kars1 bagisiklik olusturmak i¢in kii¢iik miktarlarda zehir kullanimina benzer bir
calismadir (54). Bilimsel ag1 uygulamasi 18. yy sonlarina dayansa da daha dnceki yillarda
da as1 uygulamalar1 birgok kez denenmistir. Ilk kez 1796 yilinda Edward Jenner bilimsel
as1 uygulamasini gergeklestirmistir (55). Variolasyon c¢aligsmalarinin 6nce Orta Asya da
yapildigi sonralari Tiirkiye, Cin ve Hindistan’a yayildig1 diigiiniilmektedir. Jenner'in ¢igek
hastalig1 olusumunu 6nlemek i¢in bir hayvan poks virusu kullanmasi, aslinda hayvanlarda
tehlikeli bir maddenin insanlarda zayiflatilabilecegi fikrine dayamiyordu (54). Bu
calismada cowpox viriisii ile asilanan bireyler ve as1 sonucu bagisiklanmis kisilerde asinin
koruyucu etkisi ortaya konulmustur (55). Edward Jenner bagisiklama ve c¢icek
hastaliginin ortadan kaldirilmasi i¢in yenilik¢i katkilarindan dolay1 diinya ¢apinda iyi
bilinmektedir (56). Asilamanin mantig1, kisinin etkenle karsilasip; viicudunun bagisiklik
olusturmas1 fakat bu sirada hastalifa yakalanmamasi iizerine kuruludur (52). Asinin
etkisi, zayiflatilmig, o©ldiiriilmiis mikroorganizmaya ya da mikrooganizmanin bazi
parcalarina kars1 gelisen immiin sistemin yanit vermesi ile gerceklestirilir (52). Boylece,
aktif bagisiklig1 indiikleyerek koruyucu etkilerini gosterirler ve immiinolojik bellek

olustururlar (57).

Bir asinin tasimasi gereken bazi 6zellikler sunlardir: uzun siireli, koruyucu ve
etkin immiin yanit olusturabilmesi, toksik olmamasi, maliyetinin diisiik olmasidir (55).
Bu ticari asilar, as1 antijeninin dogasina bagli olarak 2 grupta siniflandirilirlar. Bunlar;

inaktive asilar ve zayiflatilmig canl agilardir (52).

1. Inaktive Asilar: Bu tip asilar enfeksiyon kaynagi mikroorganizmalarin
sicaklik, kimyasallar ve radyasyon gibi etmenlere maruz birakilmasi sonucu 6ldiiriilmesi

ya da etkisiz hale getirilmesi ile elde edilirler (55). Etkenin tamami veya belirli bir
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kismindan iiretilmis ag1 grubudur ve uygulama sonrasi ilerleyen zamanlarda pekistirme
dozu uygulamasi gerekebilir (52). Etkin immiin yanit olusturan bu grup asilar canli agilara
kiyasla daha giivenilir olmalar1 ve yliksek dozda, daha sik yapilabilmeleri agisindan

kullanighidirlar. Hepatit A, kuduz asis1 ve grip asis1 bu grup asilara 6rnektir (55).

Inaktive grubu as1 cesidi olarak bilinen alt birim asilar sadece bir antijene ya da
bu antijenin sahip oldugu epitopa karsi gelistirilen asilardir (58). Alt birim asilara Hepatit
B asis1 ve sarbon asis1 6rnek olarak verilebilir. Bu grup asidaki antijen eldesi patojenden

rekombinant DNA teknolojisi ile ya da ajandan saflastirma ile olur (55).

Inaktive grubu as1 ¢esidinin bilinen bir diger grubu toksoid as1 grubudur. Baz1
patojenler bir egzotoksin salgilayarak hastaliga sebep olurlar, 6rnegin; tetanoz, difteri,
kolera gibi (57). Toksoid asilarin ii¢ temel avantaji1 vardir. Birincisi, glivenlidirler ¢iinkii
onledikleri hastaliga neden olmazlar ve viriilansa geri doniis olasilig1 yoktur. Ikincisi, a1
antijenleri aktif olarak ¢ogalamadiklarindan dolay1 agilanmamis bireylere yayillamazlar
Uciinciisii, sicaklik, nem, 1s1ktaki degisimlere daha az duyarli olmalarindan dolay1 uzun
omiirliidiirler. Toksoid asilarin iki dezavantaji vardir. Ilk olarak, genellikle bir adjuvana
ihtiyac duyarlar ve birka¢ doz gerektirirler. Ikincisi, adjuvan veya tip III (Arthus)

reaksiyonuna bagli olabilen as1 yerindeki lokal reaksiyonlarin daha yaygin olmasidir (59).

2. Zayiflatilmis Canh Asilar: Zayiflatilmis canli agilar insanda kullanilmak {izere
viral patojen ya da bakterinin ¢esitli yaklasimlarla zayiflatilmis formudur. Bu
yaklasimlardan biri yabanci konakgida viriisiin gelistirilmesidir. Ornegin, kizamik
viriisiiniin civeiv yumurta fibroblastlarinda gelistirilmesi. Bu gibi durumlarda viral
replikasyon, bir dizi mutant tipin ortaya ¢ikmasina neden olur: yabanci konake¢r igin
gelismis viriilansa sahip olan mutantlar, daha sonra, insan konak¢1 i¢in genel olarak
azalmis viriilans gosterdiginden potansiyel as1 suslar1 olarak secilir (59). Canli asilardaki
zayiflatilmig patojenlerin mutasyon gegirmeleri ile zararli formlar olusturmasi ve immiin
yetmezligi olan kisilerde canli patojene yeterli immiin yanit olusturulamadigindan
patojenin zararh etkisi gergeklesebilir (55). Canli asilarin bir diger dezavantaji ise,
hastaliklara kars1 korunmak i¢in tasarlandiklar1 hastaliklara sebep olma ihtimalidir ¢iinkii
baz1 kisiler i¢in (Ornegin, immiin sistemi baskilanmis) bu tip asilar yetersiz
zayiflatilmiglardir. Bu as1 grubuna 6rnek olarak; kizamik, kizamik¢ik, sucicegi asilari

verilebilir (59).
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2.5.1. Asilama Sonrasi Gelisen Immiin Yanit

Immiin sistem, sitokinler ve dogrudan temas yoluyla iletisim kurabilen ve belirli
savunma yanitlarin1 diizenleyen 6zel hiicre tipleri ve dokular1 agidir. Saglikli bir immiin
sistemin net islevselligi, molekiiler diizeyde bagisiklik sistemi bilesenleri arasindaki
etkilesime; sistem diizeyinde biitlinlesmeye ve diizenlenmeye baghdir. Bagisiklik
sisteminin saglam isleyisinin temeli, hiicre i¢i biyokimyasal etkilesimler, hiicreler arasi
iletisim ve organlar arasi hiicresel aglar arasinda baglant1 kuran oldukga karmasik, cok
basamakli etkilesim agina dayandigi diisiiniilmektedir (58). As1 kullaniminin bulasici
hastaliklar1 kontrol etme ve Onleme yetenegi ile immiin sistemin koruyuculugunu
arttirmada blylik etkisi olmustur (53). Baslangigta asilanmis deneklerdeki beyaz kan
hiicrelerinin gen ekspresyonu analizi kullanilarak, daha sonra sadece gen ekspresyonunu
degil, tim immiin sistemin temel bilesenleri olan yiizlerce hiicre tipi ve alt gruplari,
sitokinler ve kemokinlerin ¢ogunu (60) kapsayacak sekilde genigletilmistir. DNA
dizileme teknolojisindeki ilerlemeler, asilara biiylik 6l¢iide yanit veren immiinoglobulin

(Ig) ve T hiicre reseptor (TCR) repertuarlarini da analiz etmeyi miimkiin kilmaktadir (58).

2.5.2 Asilamanin Yetersiz Oldugu Durumlar

Bagisiklik sistemi, patojenlere ve viriilan faktorlere karst spesifik immiin
tepkilerini tetikleyerek enfeksiyonlarla savasir. Asi1 kullaniminin bulasict hastaliklar
onleme ve kontrol etme iizerinde biiylik etkisi olmustur (53). Asilama, modifiye veya
oldiirtilmiis mikroorganizmalar kullanilarak hastaliklara karsi direncin uyarilmasina
yardimci olurken, asilarla %100 korunma saglanamamaktadir ve bireylerin kiiciik bir
kismi as1 yapilmasina ragmen enfekte olmaktadir (57). Asilar, birincil veya ikincil as1
basarisizliklar1 olarak bilinen iki sekilde basarisiz olabilirler. Birincil basarisizlik, bireyin
asinin ilk immiinolojik yanitim verememesi durumunda ortaya cikar. Ikincil basarisizlik
ise bireyin ilk basta yanit verip daha sonra bu yanitin azalmasi ile ger¢eklesmektedir.
Ticari asilarin etkinligi, asilarin yiiksek koruyucu etkilerine ragmen bazi kronik bobrek
yetmezIligi, immiin yetmezligi olan bireyler, obez bireyler ve hepatit tasiyicilarinda daha
diistiktiir (55). Yillardir kronik hemodiyaliz hastalar1 {izerinde farkli uygulamalar
yapilmistir. Bu uygulamalar arasinda; asinin yliksek dozda uygulanmasi, doz sayisinin
arttirllmasi; interferon, timopentin, IL-2 sitokininin as1 ile birlikte uygulanmalar

sayilabilir (61).
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Antikorlar tarafindan taninan antijenin spesifik kisimlari olan epitoplara dayanan
peptit asis1 spesifik bagisiklik tepkisi tiretmede daha giivenilirdir. Bununla birlikte, peptid
bazli asilarin baslica sinirlandirilmasi, bunlarin genellikle zayif sekilde immiinojenik
olmalar1 ve etkililikleri i¢in bir tasiyici/adjuvanin yardimini gerektirmeleridir (53). Coklu

epitop yaklasiminin kullanilmasi bu sorunun iistesinden gelebilir (62).

Insanlarda hepatit B asilarina kars1 tepkisizlige neden olan mekanizma hala
aciklanamamistir. Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda asiya yanit vermeyen
insanlardaki periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC), in vitro olarak HBsAg'ye kars1
cogalmazken, tetanoz toksoidi (TT) ile stimiilasyon iizerine kuvvetli bir sekilde
cogalmakta olduklar1 goriilmiistiir. Asiya yanit vermeyenler, yanit verenlere gére daha
diisiik bir sitokin cevabina sahiptir (7). Son zamanlardaki caligmalar, etkili bagisiklik
tepkisini ortaya ¢ikarmak i¢in peptidin tetanoz toksoide konjiigasyonunu gostermektedir.
Bu nedenle, sistematik peptit modifikasyonlart ve tetanoz toksoidine konjugasyon,
giivenli ve etkili bir as1 gelistirme yolu oldugunu kanitlamaktadir. Tetanoz toksoidi,
evrensel bir T hiicresi epitopu icerdigi ve insanlar i¢in as1 gelistirilmesinde giivenle

kullanilabildigi i¢in yliksek bagisiklik tepkisi liretmede yararli olabilir (53).

2.6. Karaciger Fibrozunda immiinizasyonun Etkinligi

Enfeksiyonlar kronik karaciger hastaligi olan, Ozellikle siroz hastalarinda
yaygindir ve bu tiir hastalarda karaciger hasar ilerledik¢e, ¢ogu bagisiklama etkinligini
kaybeder. Immiinizasyon yoluyla enfeksiyonun énlenmesi, kronik karaciger hastaligi
olan hastalarin tedavi yonetiminde ¢ok onemlidir (63). Kronik karaciger hastaligi olan
bireyler, akut veya kronik hepatit B enfeksiyonu nedeniyle ciddi morbidite ve mortalite
oranina sahip olma olasiliklar1 daha yiiksektir (64). Saglikli bireylerde akut hepatit B
virlisti (HBV) enfeksiyonu ile karsilastirildiginda sirozlu hastalarda HBV enfeksiyonu,
hastaligin klinik fenotipi, karaciger fonksiyon bozuklugu nedeniyle ¢ok daha siddetli
oldugundan ciddi sonuclar dogurabilir (65). Kronik karaciger hastalig1 olan bireyler, ileri
fibrozis veya sirozun baslangicindan 6nce asilandiginda en iyi sonuglar1 vermektedir.
Genel olarak kronik karaciger hastalarinda, immiinizasyonun en etkili oldugu zaman,
erken donemdir ve bu tiir hastalarda inaktive veya 6ldiiriilmiis tip asilardan ziyade canli,
zayiflatilmis asilar daima tercih edilir (63). HBV asisi, hafif ve orta derecede kronik
karaciger hastalig1 olan hastalarda giivenli ve iyi tolere edilir, yiiksek serokonversiyon

oranlarina sahiptir, ancak ilerlemis karaciger hastaliklarinda ve karaciger
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transplantasyonu sonrasinda azalan etkinlige sahiptir (73). Kronik karaciger hastaligi
pnomoni, influenza asilarina kiyasla hepatit B asis1 i¢in daha yiiksek yanit vermeyen
oranlarda goriiliir (63). Asilama, hem duyarli hastalarin HBV edinmesini 6nlemek hem
de HBYV ile enfekte olan hastalarin havuzunu azaltmak agisindan énemlidir (66). Bilindigi
tizere HBV'nin yiizey antijeni ile yapilan asilama, enfeksiyonun etkin bir sekilde
kontroliinii saglamakta ve viral bulas1 engellemektedir (67). Bu durumda asilama HBV
enfeksiyonu ile iliskili hastalik ve 6liim oranlarini diisiirmek i¢in temel prensiptir (68).
HBV agilamasi kronik karaciger hastaliginda da gereklidir, ¢iinkii potansiyel olarak
oliimciil komplikasyonlar1 bulunan akut-kronik hastaligin 6énlenmesine yardimeci olabilir
(8). Erken donem kronik karaciger hastaligi olanlar geleneksel hepatit B asilarini
alabilirler (63). Bununla birlikte, yas arttik¢a ve karaciger, bobrek, seker hastaligi veya
diger immiin yetmezlik gibi kronik hastalik durumlari olan bireylerde HBV asilamasina
verilen yanit optimum degildir (8). Yas ve karaciger hastaligi ilerledik¢e, hepatit B agisina
yanit orani siirekli zay1f kalacaktir (64). Ne yazik ki, bu grubun 6nemli bir orant HBV
asilamasina yanit vermeyenlere sahiptir. Bu zayif cevabi gidermek i¢in g¢esitli
intramiiskiiler asilama yontemleri kullanilmaktadir, ancak basar1 sinirhdir (8). Saglikl
bireylerde oldugu gibi kronik karaciger rahatsizlig1 olan bireylerin ve karaciger transplant
hastalarinin da asilanmasinda sikintilar olabilmektedir ve bu hastalarda asiya yanit
azalmaktadir (7). Karacigerde olusan hasarin immiin yanit gelisimi tizerine etkisi ayrintili
olarak bilinmemekle beraber siroz gibi ileri diizey karaciger hasar1 olan bireylerde
immiinizasyon etkinliginde sikint1 oldugu goriilmiistiir (7). Sirozlu karaciger hastalari
genel poplilasyona kiyasla diistik antikor hepatit B titrelerine sahiptir. Bu nedenle, sirozlu
karaciger hastalarinda HBV asisinin degerlendirilmesinde bazi sorularin yanitlanmasi
gerekir: kimler asitya ihtiyag duyar? Asi bu hasta grubunda nasil ve ne zaman
uygulanmali? Bu bireylere uygulanan as1 ne kadar etkilidir? Bu sorular1 cevaplamak,
kronik karaciger hastaliklarinda HBV asilarint uygulamak i¢in etkili bir strateji
saglayacaktir (64). Genel populasyonda asilamanin antijenite oranlar1 > %90 iken, kronik
karaciger hastaliklarinda %18 ile %100 arasinda degismektedir. Kronik karaciger
hastaligina sahip bireyler arasinda HBV asilarina kars1 gelisen immiin yanit %70 ile %90
arasinda degismektedir. Literatiir, hepatit B asilarinin kronik karaciger hastaliklarina
sahip hastalarda giivenli ve etkili oldugunu gostermistir, ancak siroz karacigerindeki
veriler hala yetersizdir (64). Koruyucu antikor titreleri, sadece asilanmis sirozlu hastalarin
%16-28'inde saptanmistir ve as1 dozunun tekrarlanmasindan sonra, hastalarin %37'si

koruyucu antikor titrelerine sahip oldugu gorilmiistiir (69). As1 dozu ve sayisina
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bakilmaksizin siroz hastalarinda hepatit B asisina karsi olusan yanit oran1 %16 - %87
araligindadir. Standart doz uygulamasi yapildiginda oran %16 - %87 iken ¢ift doz
uygulamasinda oranin %26 - %87 araliginda oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte,
bir¢ok caligsma, karaciger sirozu olan hastalarda HBV asisini takiben antijenitenin etkisiz
oldugunu gostermistir (65). Sirozlu hastalarda yashlik, altta yatan karaciger hastaligin
siddeti, sirozda azalmis hiimoral ve hiicresel immiin yanitlar, HBV asisina zayif yanitin
nedenleri olarak ileri siirlilmiistiir (70). Sirozlu hastalar ve genel olarak daha ileri
derecede kronik karaciger hastalig1 olan hastalar standart araliklarda yiiksek doz veya ¢ift
doz (40 ng) stratejisinden fayda saglayabilirler (63). Ancak, sirozun baslangici olan fibroz

donemindeki immiinizasyon i¢in net bir bilgi bulunmamaktadir (7).

2.7. Karaciger Fibrozunda Kullamilan Deney Hayvan Modelleri

Hayvan model ¢alismalari; insan ¢alismalarinda ele alinmamasi gereken sorularin
kapsamli bir arastirilmasinin yapilmasina, gelisme/¢oziilme asamasinda stratejik
zamanlarda ¢oklu 6rnekleme yapilmasiyla degisken sayisinin en aza indirgenmesi ile
deneysel test calismalarina olanak saglar. Bu yilizden hayvan modelleri fibrogenezi
incelemek ve potansiyel tedavi edici yaklagimlarin anti-fibrotik etkilerini dogrulamak i¢in
yillardir kullanilmaktadir (71). Fibroz alanindaki; fibrogenezis kinetigi, fibrogenezi
yoneten hiicre i¢i yollarin ve matriks iireten hiicrelerin ana mekanizmalarin tanimlanmast,
matriksin yeniden sekillenmesi, fibrozun geri doniisiimii mekanizmalar1 gibi baslica
ilerlemeler hayvan modellerinin ¢alisilmasindan kaynaklanmaktadir (31, 72). Farelerde
karaciger fibrozunu modellemek i¢in sadece fibrogenezin degil, ayn1 zamanda fibrolizisin
de mekanizmalar1 agik¢a tanimlanmalidir (73). Simdiye kadar, fibroz ve siroz siirecini
taklit etmek icin farelerde, siganlarda, tavsanlarda ve domuzlarda bir¢ok hayvan modeli
gelistirilmistir. Karaciger fibrozu ve sirozu asagidaki hayvan modelleri yaklagimlarindan

herhangi biri ile uyarilabilir (74).

a) Fibrozis, kimyasal ajanlar ve toksinler tarafindan indiiklenebilir. Bu uyaranlar
karacigerde hepatositlere dogrudan hasar verir ve ikincil inflamasyon reaksiyonunu
tetikler, HSH'leri aktive eder ve fibroz ile sonuglanir (74). Genel olarak kullanilan
kimyasal ajanlar; karbon tetraklorir (CCI4) (75), tiyoasetamid (TAA) (76),
dimetilnitrosamin (DMN) (77), dioksin (78), sodyum arsenat ve etanoldiir (74). Bu
ajanlar ile tek basia ya da kombine sekilde deneysel hayvan modeli olusturulur (74).

Karaciger fibrozunu olusturmak i¢in kullanilan en yaygin modellerden biri, CCI4’iin
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tekrarlanarak intraperitoneal (i.p.) olarak enjeksiyonudur (28). Bir hayvan modelinde
fibroz uyaraninin se¢imi; olusan cevabin, insandaki ilgili hastalikta meydana gelen

belirtiler ile benzer mekanizmalar gosterecegi beklentisine dayanir (71).

CCL4’e benzer sekilde, azalan TAA uygulamasi da deneysel karaciger fibrozu
olusturmada kullanilan bir bagska modeldir (2). Tiyoasetamid; thiono-siilfiir i¢eren bir
bilesik olup (79), hepatotoksisitesi 1948'den beri bilinen (80) nekrojenik ve kanserojen
bir bilesiktir (81). TAA, karaciger fibrogenez mekanizmasini anlamak i¢in yapilan ¢ok
sayida calismada kullanilan uygulamalardan biridir ve bu konuda hepatotoksin TAA iyi
tanimlanmis bir modeldir (28). Karaciger fibrozu, farelerde uzun siireli TAA uygulamasi
ile olusturulmaktadir (82). Fakat si¢anlara uygulanan tek dozun, plazmada transaminaz
ve bilirubin artisinin eslik ettigi sentrilobiiler nekroza neden oldugu bilinmektedir. Bu
etkileri ortaya ¢ikarmak icin, TAA karacigerde cytochrome P450 2E (CYP2EI) enzimi
tarafindan once S-oksit (TASO)'ya ve daha sonraki reaksiyonlarla TAA disiilfokside
(TASO2) metabolize olur (80). TAA, mikrozomal monooksijenaz sistemi vasitasiyla
siddetli metabolik islemler (NADPH ve sitokrom P450 gerektiren) sonucu zararli
metabolitlere farklilasip hepatik makromolekiillere kovalent baglanarak karaciger
hasarini olusturur (81) TAA, her iki zon 1 ve 3 hepatositlerini diger toksik maddelere
kiyasla daha belirgin olan periportal hasar ile tahrip eder (71). TAA ile indiiklenerek
olusturulan karaciger fibrozis modeli, insan karacigerindeki ile ayni histolojik ve
metabolik degisiklikleri gostermesinden dolay1 alkol bagimli karaciger fibrozuna en
yakin model olarak goriilmiistiir (28). TAA deney hayvanlarina; i.p.enjeksiyon yontemi
ile tekrar tekrar enjekte edilerek veya igme suyunda (su tiiketimine uyarlanmis bir
konsantrasyonda) oral olarak ya da kombine yontemler seklinde uygulanabilir (28, 71).
TAA ayni zamanda 06zellikle ratlarda fulminan hepatik yetmezlik ve karaciger sirozu

modellerini olusturmada kullanilan bir bilesiktir (81).

b) Baz1 6zel diyetler, kolin eksikligi diyeti, L-amino asid sinirlamasi, metionin
eksikligi diyeti ve yliksek yagl diyet gibi. Hayvanlara, bu diyetler tek basina ya da diger
kimyasal ajanlarla birlikte uygulandiginda NAFLD ve siroz gelisir (75).

c) Fiziksel yontemler; safra kanali ligasyonu, ekstra hepatik safra kanalinin
tikanmasina, kolestaza ve biliyer epitelyal hiicrelerin ve hepatositlerin yaralanmasina,
portal alan1 inflamatuar hiicrelerinin infiltrasyonuna, fibr6z doku proliferasyonu ve
karaciger fibrozunun olusumuna neden olur (75). Safra kanali ligasyonu sekonder biliyer

fibroz i¢in kullanilan bir modeldir (71).
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d) Immiin yamt ile uyarilan fibrozis; antijen-antikor kompleksleri hipersensitiv
reaksiyonlart ortaya ¢ikarabilir. Portal alan ve merkezi damar bolgesi etrafinda immiin
komplekslerinin birikimi; alerjik reaksiyona ve iltihaplanmaya, HSH'lerin kollajen

salgilamasinin uyarimina ve fibroz olusumuna neden olur (83).

e) Genetik modifikasyon; dnemli profibrotik genlerin asir1 ekspresyonu ve/veya
antifibrotik genlerin susturulmasi hayvanlarda fibrozun indiikledigini gostermistir.
Ornegin, TGF-B1'in sade plazmid DNA'sinin yiiksek hizli intravendz enjeksiyonu,
farelerde gecici ve geri doniisiimlii karaciger fibrozunu indiikleyebilir (21). Pankreas ve
bobrekler iizerine toksik etkisi olan baslica karacigerde metabolize olan TAA viicuttan

idrarla atilir (81).
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3. MATERYAL VE METOD

Mevcut tez ¢alismasi, deney hayvanlar1 etik kurulunun 2016/A-81 sayili onay1
alinarak (Ek-1), Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi,
Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Karaciger Nakli Enstitiisii Immiinoloji Arastirma

Laboratuvarinda ve Histoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirildi.
3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada; 6 haftalik, agirliklart 19g ile 26g arasinda degisen 40 adet BALB/c
tiirii erkek fareler kullanildi. Fareler Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve
Arastirma Merkezi tarafindan temin edildi. Deney hayvanlar1 22-24 °C sabit sicakliktaki
odalarda standart 151k (12 saat karanlik — 12 saat aydinlik foto periyodunda), 30x24x12

cm’lik kafeslerde, standart yem ile beslendi.

3.1.2. Kullamlan Deney Ara¢-Gerecleri

Deneyde kullanilan cihazlar marka, model, tiretildigi iilkeye gore Tablo 3.1. de

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deneyde kullanilan cihazlar

Cihaz Marka/Model/Ulke
Buzdolab1 Altus/AL370ESY/Tiirkiye
Derin Dondurucu (-80) Niive/DF490/ Tiirkiye
Hassas Terazi Nimbus/NBL254i/United Kingdom
Laminar Air Flow Nuaire/NU-540-400E/USA
Mikropipet (10ul, 100ul, 1000ul) Eppendorf/Germany
Mini Santrifiij Hettich Zetrifugen/Mikro200/Germany
Santrifiij Niive/NF800R/Tiirkiye
Abbot Klinik Kimya Sistemleri Abbot/Architect C8000/Ireland
Immiinotetkik Analizorii Abbot/Architect 12000/Ireland
Mikrotom Leica/ RM2145/Germany
Isik Mikroskobu Nikon/Eclipse Ni/Japan
Kamera Nikon/DS-Fi2/Japan
Goriintli Analiz Sistemi Nikon/NIS-Elements Documentation 5.02

/(Nikon Corporation, Tokyo, Japan)
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3.1.3. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

1. Tiyoasetamid (TAA) (Acros Organics Cas No:424530250)

2. Formaldehit (CH20)

3. Engerix B™ Hepatit B Asis1 (Glaxo Smith Kline Cas No:AHBVCO085CL)

4. Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Biological Industries Cas No: 02-023-1A)
5. Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)-1640

(Biowest Cas No:L0 500-500)

6. Etil Alkol (C2HsOH) (Alkomed Cas No: 64-17-5)

7. Tetavax Tetanoz Toksoidi (Sanfoni Pasteur Cas No:1.7437)

8. Ketamin (Bremer Pharma)

9. Ksilazin (Bioveta)
3.2. Metot

3.2.1. Deney Gruplarinin Belirlenmesi
Calismaya dahil edilen BALB/c tiirii deney fareleri 5 gruba ayrildi.
1. Kontrol Grubu (n=8): Herhangi bir uygulama yapilmayan gruptur.

2. Hepatit B As1 Grubu (n=8): Bu gruptaki farelere PBS icerisinde sulandirilan
0.25 pg/fare Engerix™ B hepatit asis1 100 pl hacminde sol tibial anterior kasa i.m. olarak
enjekte edildi. Bu konsantrasyona karar verirken benzer bir ¢aligma kaynak alinmistir
(84).

3. TAA Grubu (n=8): TAA c¢ozeltisi, her bir fare i¢in 100 mg/kg
konsantrasyonunda PBS ¢ozeltisinde hazirlandi. Bu orani belirlerken etken madde ile
daha once yapilan caligmalardaki konsantrasyonlar referans alindi (85). Bu grubu
olusturan her bir fareye PBS icgerisinde ¢ozdiiriilen TAA 14 hafta boyunca haftada 3 defa
i.p. olarak uygulanda.

4. TAA + Hepatit B As1 Grubu (n=8): 14 hafta boyunca TAA uygulamasi
yapilan farelere fosfat tuz tamponu igerisinde sulandirilan 0.25 pg/fare Engerix B™

hepatit asis1 2 doz 100 pl hacminde sol tibial anterior kasa i.m. olarak enjekte edildi.

5. TAA + Hepatit B Asis1 + Tetanoz Toksoid As1 Grubu (n=8): 14 hafta

boyunca TAA uygulamasi yapilan farelere Engerix™ Hepatit B asis1 ve Tetavax tetanoz
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toksoidi 40 IU/0.5ml fare bagina 40 pl hacminde intra musculer olarak uygulandi. Deney

stiresi sonunda hayvanlar sakrifiye edildi.

3.2.2. Agirhik Olgiimleri

Deney siiresince fare gelisimlerinin kontroliinii saglamak ve sagliksiz farelerin
ayrimini yapabilmek i¢in, enjeksiyon giinlerinde (haftada ii¢ defa) diizenli olarak farelerin
tartim1 gerceklestirildi. Ayrica deney sonunda tiim farelerin viicut agirliklar1 ve karaciger

agirliklarinin tartimi yapildi.

3.2.3. Doku ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Kesim yapilmak iizere calismadaki tiim gruplar deney siiresi sonunda 80 mg/kg
ketamin + 20 mg/kg ksilazin karigtminin i.p. olarak uygulanmasiyla anestezi edildi. Daha
sonra fareler supin pozisyonunda ameliyat tablasi ilizerinde sabitlendi ve hayvanlarin
fizyolojik tepkilerinin izlenmesi ile hayvanlarin anestezi altina girdiklerinden emin
olundu. Biyokimyasal analizler i¢in aksiller damarlardan kan numuneleri alindi ve
eppendorflara konularak, 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
ayrilan serumlar -80°C’de muhafaza edildi. Steril sartlar altinda yaklasik 6 cm’lik orta
hat kesisi ile karin bolgesi agildi. Karaciger dokulari alinarak ve hassas terazi ile karaciger

agirliklan tartilip kaydedildi.

3.2.4. Biyokimyasal Parametrelerin Olciimleri

Serum oOrneklerinden karaciger fonksiyon testlerinden alanin aminotransferaz
(ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (AP) diizeyleri kantitatif testler

ile otomatize kapali sistem (Abbot Architect C8000) kullanilarak Slgiimleri yapildi.

3.2.5. Histopatolojik Analiz Yontemleri

Deney sonunda sakrifiye edilen farelerden alinan karaciger dokusu ornekleri
nekroz, fibroz ve inflamasyon derecesini belirlemek amaciyla ilk once makroskopik
olarak incelendikten sonra %10’luk formaldehit ile 28 saat siireyle oda 1sinda tespit edildi.
Ardindan doku oOrnekleri yikama islemini takiben artan derecelerdeki etil alkol
serilerinden (%50, %70, %80, %96, %99.,9), ksilen serilerinden ve 62°C’de eritilmis
parafin serilerinden gegirilerek doku takip islemi tamamland1 ve karaciger doku drnekleri
parafin bloklar icine gdmiildii. Parafin bloklardan mikrotom (Leica RM2145) yardimiyla

5-6 um kalinliginda kesitler hazirlanarak lamlar iizerine alindi. Kesitlere Mayer’s (H&E)
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yontemi ile Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamalari, Gomori trikrom ve Periodic Acid—
Schiff (PAS) histokimyasal boyamalar uygulandi. Boyanan kesitler 151k mikroskobu
(Nikon Eclipse Ni), kamera (Nikon DS-Fi2) ve goriintii analiz sistemi (Nikon NIS-
Elements Documentation 5.02) (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) ile incelenerek

fotograflar alindu.

Hematoksilen-eozin ile boyanan karaciger kesitleri i¢in Knodell skorlama sistemi
kullanilarak skorlama yapildi. Tiim gruplar i¢in kesitlerde inflamasyon, erezyon nekroz,
intralobular dejenerasyon ve fokal nekroz, fibroz skorlar1 belirlendi. Bu parametreler i¢in
degerlendirme; inflamasyon; hi¢ (0 puan), hafif (1 puan) orta (3 puan), belirgin (4 puan)
seklinde puanlama yapild. Intralobular dejenerasyon; hi¢ (0 puan), hafif (1 puan), orta
siddette (3 puan), belirgin (4 puan) seklinde puanlama yapildi. Erezyon nekroz icin hi¢ (0
puan), hafif (1 puan), orta siddette (3 puan), belirgin (4 puan), orta siddette ve kopriilii
nekroz (5 puan), belirgin ve kopriilii nekroz (6 puan) ¢ok loblu nekroz (10 puan) seklinde
puanlama yapildi. Fibroz ise; hi¢ (0 puan), portal dagilimli fibroz (1 puan), kopriilii fibroz
(3 puan), siroz (4 puan) seklinde degerlendirilerek bu degerlendirmelerin toplami

histolojik puan olarak ifade edildi.
3.2.6. Immiinolojik Analiz Yéntemleri

3.2.6.1. Kemiliiminesan Mikropartikiil Immiinolojik Tetkik (CMIA)
Yontemi ile Anti- HBs Olciimii

Kemiliiminesan immiinoassay, immiinolojide kullanilan biyokimyasal bir teknik
olan standart enzim immunoassayinin (EIA) bir varyasyonudur. Kemiliiminesan
immiinoassay yoOntemi ile antijen antikor kompleksinin olusumuna bagli olarak
gerceklesen, kimyasal reaksiyon sonucu meydana gelen 1518 Olglimil

degerlendirilmektedir.

Calismamizda Hepatit B yiizey antijeni antikorunun (Anti-HBs) kantitatif tayini
amaghi kemiliiminesan mikropartikiill immiinolojik tetkik olan Anti-HBs tetkiki

kullanilarak 6l¢timler yapilmistir (ARCHITECT Anti-BHs Reagent Kit 7C18).

Anti-HBs tetkikleri genellikle Hepatit B asisinin koruyuculugunu takip etmede
kullanilmaktadir. Anti-HBs varlig1 farelerden alinan kandan elde edilen serum 6rnekleri

tizerinden tayin edilmistir.

23



Anti-HBs tetkiki CMIA teknolojisini kullanan iki adimli bir immiinolojik
tetkiktir. Ilk adimda numune ve rekombinant HBsAg (rHBsAg) kapli paramanyetik
mikropartikiiller birlestirilir. Boylece serum numunelerinde bulunan Anti-HBs, tHBsAg
mikropartikiillerine baglanmis olur. Kit igerisinde mevcut yikama tamponuyla
akridinyum isaretli rHBsAg konjugati ikinci adim olarak eklenir. Bir sonraki yikama
dongiisiiniin ardindan reaksiyon karigimina Pre-trigger ve Trigger ¢ozeltileri ilave edilir

ve ortaya c¢ikan kemilliminesan reaksiyon, bagil 1s1k birimleri (RLUs-) olarak olgiiliir.

3.3. istatiksel Analiz

Calismada verilerin analizi yapilirken Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) Windows 10.0 istatistik programi kullanildi. Calisma verileri ortanca (min-maks)
seklinde 6zetlendi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile incelendi.
Gruplar arasinda 1lgili degiskenler agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik olup-
olmadig1 parametrik olmayan yaklasimlardan Kruskal-Wallis H testi ile incelendi.
Istatistiksel olarak anlamli farklilik ¢ikan durumlarda gruplarmn ikili karsilastirmalari
Conover testi ile gergeklestirildi. p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul
edildi. Analizlerde Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tip Bilisim

Anabilim Dal1 tarafindan gelistirilen KruskalWallis yazilimi kullanilmistir (86, 87).
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada;

e Karacigerin makroskobik bulgulari,

e Kullanilan farelerin canli agirlhigi ve karaciger agirligi,
e Histopatolojik bulgular,

¢ Biyokimyasal bulgular,

¢ Immiinolojik bulgular degerlendirilmistir.

4.1. Karacigerin Makroskopik Bulgular

Deney sonunda sakrifiye edilen farelerin karaciger dokularinda meydana gelen
hasar ilk olarak makroskopik acidan incelenmistir. Kontrol grubundaki saglikli farelere
ait karaciger dokulariin yiizeyleri parlak ve diizgiin, renkleri kahverengi-kirmizi renkli,
yapisi ise esnek ve yumusak olarak gozlendi. TAA uygulamasi ile olusturulan fibrozis
modelindeki farelere ait karaciger dokularinin ise yiizeyleri mat ve piiriizlii, renkleri
kahverengi, yapisi ise sert olarak gozlendi. Fibrozis grubundaki fare karaciger dokularinin
kontrol grubundaki fare karaciger dokularina kiyasla ylizey, renk ve yapilarinin

bozuldugu makroskopik olarak saptandi.

4.2. Deneklerin Canh Agirhg: ve Karaciger Agirhgi Bulgular

TAA ile olusturulan fibroz grubu, TAA + Hepatit B as1 grubu, TAA + Hepatit B
asis1 + Tetavax grubu kontrol grubuna gore fare canli agirligi/karaciger agirligi oraninda
belirgin bir azalma goriiliirken, hepatit B asis1 yapilan as1 grubuna ait farelerde bu oranda

istatiksel olarak anlamli bir farklilik goriillmemistir.
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Tablo 4.1. Kontrol grubu, Hepatit B as1 grubu, TAA grubu, TAA + Hepatit B as1 grubu,
TAA + Hepatit B asis1 + Tetanoz Toksoid gruplarinda yer alan farelerin canli

viicut agirligi / karaciger agirligi bulgular

Gruplar
TAA +
. TAA + Hepatit B
. Hepatit B .
Degisken Kontrol Asisi TAA Hepatit B Asis1 + p
Asist Tetanoz
Toksoid
Canli viicut agirhigt
/ karaciger agirlhigt
. 17,874 (16,755-19,025) 17,0724 15,143 13,973 13,749 0,021
(Medyan (min-
maks))

a: Hepatit B' ye gore farklidir, b: TAA' ya gore farklidir, c: TAA + Hepatit B' ye gore farklidir, d: TAA+ Hepatit B +
Tetanoz Toksoid' e gore farklidir.
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Kontrol Hepatit TAA TAA+ TAA +
B Asist Hepatit B Agist Hepatit B
Asis1 +
Tetanoz
Toksoid Asisi

Sekil 4.1. Gruplarin canli viicut agirligi / karaciger agirligi oraninin karsilastirmalari

4.3. Histopatolojik Bulgular

Karaciger dokularindan hazirlanan kesitlerdeki histolojik degerlendirme, fibroz

olusumu ve inflamasyon diizeyi hemotoksilen eozin boyama ile belirlendi. Gomori’nin
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trikrom boyama yontemi ile fibroz olusumuyla beraber bag ve destek dokusunun olugumu

belirlenirken; PAS boyama ile karacigerde glikojen depolanma durumu belirlenmistir.

Hematoksilen-eozin ile boyanan karaciger kesitleri i¢in inflamasyon, erezyon
nekroz, intralobular dejenerasyon ve fokal nekroz, fibroz parametreleri Knodell skorlama
sistemi kullanilarak skorlandi. Kontrol grubu karaciger kesitleri normal histolojik yapida
degerlendirildi. Knodell Skoru: 0 puan olarak degerlendirildi. Kontrol grubu trikrom
boyamada portal alanlarda olagan yapida bag dokusu gozlendi. PAS boyanan kesitlerde
diffiiz goriiniimde orta ve yer yer kuvvetli PAS+ boyanma saptandi. Hepatit B grubuna
ait karaciger kesitlerinde nadir olarak minimal diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
gozlendi. Trikrom boyamasi yapilmis olan kesitlerde bag dokusu alanlar normal
histolojik yapida degerlendirildi. PAS boyanan kesitlerde diffiiz goriiniimde orta dercede
PAS+ boyanma saptandi. TAA, TAA + Hepatit B asis1 ve TAA + Hepatit B asis1 +
Tetanoz Toksoid gruplarina ait kesitlerde yaygin olarak inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
saptandi. Karaciger parankim alanlarinda hepatositlerde sisme, hidropik dejenerasyon ve
fokal nekroz alanlar1 goriildii. Ayrica kesitlerde perilobiiler ve portal alanlardaki bag
dokusu artis1 izlendi. Baz1 alanlarda kordonlar seklinde hepatosit nekrozu izlendi.
Nekrotik alanlarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibrotik bag dokusu olusumu
dikkati ¢ekti. Ayrica bu hepatosit nekroz alanlarinin kpriilesmeler seklinde birden fazla
karaciger lobiilleri arasinda wuzandigr gorildi. Bu gruplarin  histopatolojik
degerlendirmesi sonucu elde edilen Knodell skorlar1 TAA grubu: 14, TAA + Hepatit B
as1 grubu: 8 ve TAA + Hepatit B + Tetanoz Toksoid grubu: 11 puan olarak hesaplanmaistir.

TAA, TAA + Hepatit B as1 grubu ve TAA + Hepatit B as1 + Tetanoz Toksoid
gruplarina ait trikrom boyamasinda bag dokusunda artis ve bazi nekroz alanlarinda farkli
derecelerde fibrozis saptandi. Her ii¢ gruba ait PAS boyanmis kesitlerde PAS
pozitifliginin kontrol ve Hepatit B as1 gruplarindakilerden daha diisiik diizeyde oldugu

goriildii.
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Tablo 4.2. Kontrol grubu, Hepatit B as1 grubu, TAA grubu, TAA + Hepatit B as1 grubu,
TAA + Hepatit B asis1 + Tetnoz Toksoid gruplarinda yer alan 6rneklere ait

karaciger dokularinin histopatolojik degerlendirmeleri

Gruplar
TAA +
Hepatit B
<. Hepatit B TAA + Hepatit Asis1+
Degisken Kontrol Asist TAA B Agisi Tetanoz p
Toksoid
Asisi
nflamasyon Otanea (g .oyt 10D 3(14) 3(1-3) 3(14) <0001
Erezyon Nekroz (Ortanca
(min-max)) 0 (0-0)>¢ 0 (0-0)>¢ 5 (3-6)°d 1(1-3)4 4 (3-4) <0,001
Lobular Dejenerasyon ve
Fokal Nekroz (Ortanca (min- 0 (0-0)®><¢ 0 (0-1)>¢ 3 (1-4) 4 1 (0-1) 1(1-1) <0,001
max))
Fibroz (Ortanca (min-max))
0 (0-0)>¢ 0 (0-0) > 3(1-3) 3 (1-3) 3(1-3) <0,001
Toplam (Ortanca (min-max)) 0 (0-0) 1(0-2) 14 (7-15) 8 (3-10) 11 (6-12) <0,001

a: Hepatit B' ye gore farklidir, b: TAA' ya gore farklidir, c: TAA + Hepatit B' ye gore farklidir, d: TAA+ Hepatit B +
Tetanoz Toksoid' e gore farklidir.
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Kontrol Hepatit B TAA TAA+ TAA +
Asist Hepatit B Hepatit B
Asist Asis1 +
Tetanoz
Toksoid Asis1

Sekil 4.2. Gruplara gore inflamasyon parametresinin histopatolojik karsilagtirmalari
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Kontrol Hepatit B TAA TAA+ TAA +
Asist Hepatit B Hepatit B
Asis1 Asis1 +
Tetanoz
Toksoid Asis1

Sekil 4.3. Gruplara gore erezyon nekroz parametresinin histopatolojik karsilastirmalari
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intralobular dejenerasyon ve fokal nekroz

3

2

1 W

0 -

Kontrol Hepatit B TAA TAA+ HTAA' +B
Asist Hepatit B epatit
Asist Asis1 +
Tetanoz
Toksoid Asisi

Sekil 4.4. Gruplara gore intralobular dejenerasyon ve fokal nekroz parametresinin

histopatolojik karsilastirmalari

30



Fibroz

Kontrol Hepatit B TAA TAA+ TAA +
Asis1 Hepatit B Hepatit B
Asisi Asis1 +
Tetanoz
Toksoid Asisi

Sekil 4.5. Gruplara gore fibroz parametresinin histopatolojik karsilagtirmalari
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Toplam

15

%

Kontrol Hepatit B TAA TAA+ TAA +
Agist Hepatit B Hepatit B
Asis1 Asist +
Tetanoz
Toksoid
Asis1

Sekil 4.6. Gruplarin histopatolojik karsilagtirmalar:
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Kontrol

Hepatit B Asis1

TAA

TAA +
Hepatit B Asis1

TAA + Hepatit
B Asis1 +
Tetanoz Toksoid
Asisi

Sekil 4.7. Karaciger dokusunda inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibrotik bag doku

olusumunun H&E boyama ile elde edilen histolojik goriintiileri.
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A, C, E, G, I goriintiileri 10x objektif biiyiitmelerini; B, D, F, H, I goriintiileri 40x
objektif biiylitmelerini gostermektedir. Kontrol grubu (A, B); Hepatit B asis1 grubu (C,
D); TAA grubu (E,F); TAA + Hepatit B asis1 grubu (G,H); TAA + Hepatit B Asis1 +
Tetanoz Toksoid Asist grubu (I,I) olarak gosterilmistir.

Kontrol

Hepatit B Asist

TAA+
Hepatit B Asis1

TAA + Hepatit
B Asis1 +

. Tetanoz Toksoid

Asisi

Sekil 4.8. Karaciger dokusunda trikrom ve PAS boyama analizleri.
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Karaciger dokusunda fibrotik bag doku ve destek doku olusumu ile fibroz
olusumunun trikrom boyama ile elde edilen histolojik goriintiileri. A, C, E, G, I
goriintiileri trikrom boyama ile 10x objektif biiyiitmelerini gdstermektedir. B, D, F, H, 1
goriintiileri karaciger hiicrelerinde depo edilen glikojen depolanma durumunu PAS
boyama ile 10x objektif biiyiitmelerini gostermektedir. Kontrol grubu (A, B); Hepatit B
asis1 grubu (C, D); TAA grubu (E,F); TAA + Hepatit B asis1 grubu (G, H); TAA + Hepatit
B Asis1 + Tetanoz Toksoid Asist grubu (I, I) olarak gosterilmistir.

4.4. Biyokimyasal Bulgular

Mevcut calismamizda diizenli olarak TAA uygulamasi ile olusturulan hasari
sonrast geligen karaciger fibrozisinde; karaciger fonksiyon enzimlerinin (AST, ALT, AP)
serum konsantrasyonlarinda belirgin diizeyde artis gozlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla
serum seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu TAA + Hepatit B as1
grubu ve TAA + Hepatit B asis1 + Tetanoz Toksoid grubunda da artiglarin oldugu

gorilmiistir.

Tablo 4.3. Kontrol grubu, Hepatit B as1 grubu, TAA grubu, TAA + Hepatit B as1 grubu,

TAA + Hepatit B asis1 + Tetanoz Toksoid gruplarinda yer alan 6rneklere ait

biyokimyasal bulgular
Hepatit B TAA + TA}?K Eflj-atlt
Degiskenler Kontrol : 151 TAA Hepatit B Te tinoz p-degeri
Agist Toksoid Asisi
égf{)()o“anca 90bed (30)  13004(25) 222.5(17625) 157.5(80) 197.5(118.75) 0.0004
g(LQTR)()O”anca 6<d ()  6bed(0)  210°(71.25)  97.5¢(30) 155 (77.5)  <0.001

AP (Ortanca (IQR)) 60°¢4(10)  60°°¢(10)  205¢(125)  172.59(55)  325(107.5)  <0.001

a: Hepatit B' ye gore farklidir, b: TAA' ya gore farklidir, c: TAA + Hepatit B' ye gore farklidir, d: TAA+ Hepatit B +
Tetanoz Toksoid' e gore farklidir.
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Ast

750 -

500 .

250 -

**

Kontrol Hepatit B TAA TAA+ TAA+
Asis1 Hepatit B Hepatit B
Asist Asist +
Tetanoz
Toksoid Asisi

Sekil 4.9. Gruplara gore serum AST 6l¢iimlerinin karsilastirmalar

36



Alt

300

200

0
Kontrol Hepatit B Asis1 TAA TAA+ TAA+
Hepatit B Asis1 Hepatit B
Asis1 +
Tetanoz
Toksoid Asisi

Sekil 4.10. Gruplara gore serum ALT Ol¢timlerinin karsilagtirmalari
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Kontrol Hepatit B TAA TAA+ TAA+
Asisi Hepatit B Hepatit B
Asist Asis1 +
Tetanoz
Toksoid Asis1

Sekil 4.11. Gruplara gore serum AP 6l¢iimlerinin karsilastirmalar
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4.5. Immiinolojik Bulgular

Mevcut ¢alismamizda karaciger fibrozu esnasinda uygulanan Hepatit B asisinin
etkinligi ve bu asiya kars1 gelisen immiin yanitt arttirmak i¢in kullanilan tetavax toksoidi
uygulamasi sonrast Anti-HBs diizeyleri arastirilmistir. Saglikli kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda sadece Hepatit asis1 uygulanan grubun Anti-HBs diizeyi belirgin
olarak artig gdstermistir. Buna gore uygulanan hepatit asisina kars1 geligen antikor yaniti,
saglikli fareler iizerinde basarili bir immiinizasyonun ger¢eklestigini gostermektedir.
Fibroz olusturulmus hepatit asis1 uygulanan grup ile saglikli kontrol grubu
karsilastirildiginda TAA+ Hepatit B grubunda diisiik seviyede olmasina ragmen humoral
immiin yanit gelisimi gorilmiistiir. Hepatit B asis1 uygulanan grupla karsilastirildiginda
fibroz olusturulup hepatit asis1 uygulanmis grubun Anti—-HBs diizeyi arasinda belirgin bir
azalma oldugu saptanmistir. Tetavax uygulanan TAA + Hepatit B + Tetanoz toksoid
grubu TAA + Hepatit B as1 grubuyla kiyaslandiginda Anti-HBs diizeylerinde belirgin

diizeyde artis goriilmiistiir.

Tablo 4.4. Kontrol grubu, Hepatit B as1 grubu, TAA grubu, TAA + Hepatit B as1 grubu,
TAA + Hepatit B asis1 + Tetanoz Toksoid gruplarinda yer alan 6rneklere ait

immiinolojik bulgular

TAA +
Hepatit B
Hepatit B TAA TAA + Hepatit Asist +
asist B Asist Tetanoz
Toksoid
Degiskenler Asist

Kontrol

g‘rtt‘;fz (GoRy 1609 1I0M4(105)  655(5.04)  16959(12:64) 4655 (19.54) <0.001

a: Hepatit B' ye gore farklidir, b: TAA' ya gore farklidir, c: TAA + Hepatit B' ye gore farklidir, d: TAA+ Hepatit B +
Tetanoz Toksoid' e gore farklidir.
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Kontrol Hepatit B TAA TAA + TAA +
Asist Hepatit B Hepatit B
Asisi Asist +
Tetanoz
Toksoid Asisi

Sekil 4.12. Gruplara gore Anti-HBs 6l¢iimlerinin karsilastirmalar
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5. TARTISMA

Karaciger fibrozu kronik karaciger hasarli hastalarin neredeyse tamaminda ortaya
cikabilen geri ¢oziilebilir yara iyilesme yaniti olup tedavi edilmedigi taktirde hepatik
fibroz, nodill olusumu ile iligskili olarak fibrozun son asamasi olan siroza
ilerleyebilmektedir (88). Sirozu takiben karaciger yetmezligi, portal hipertansiyon,
hepatoseliiler karsinoma (HCC) gibi daha agir sonuglara yol agabilir. Hepatoseliiler
karsinomaya ilerleyisi 6nlemek adina hepatik fibrozu durdurmak veya geri dondiirmek
onemli bir adim olabilir. Glinlimiize kadar tan1 ve tedavide 6nemli gelismeler olmasina
ragmen, karaciger fibrozunu geri dondiirmek i¢in etkili bir tedavi belirlenmemistir ancak
daha etkili antifibrotik ilaglarin gelistirilmesiyle ¢oziilmeyi bekleyen bir konu olarak hala
tizerinde c¢aligmalar siirdiiriilmektedir (89). Son yillarda karaciger yaralanmasi,
inflamasyonu ve fibrozun molekiiler mekanizmasin1 anlamak {iizere sitokinlerin ve kan
hiicrelerinin etkilesimini kapsayan ¢alismalara odaklanilmistir (3). Inflamasyon konak
savunmasinda etkili bir siire¢ olup mikrobiyal invazyon ve doku yaralanmasi sirasinda
gelisen 6nemli bir yanittir. Inflamasyon 16kosit aktivasyonu ve bdlgeye spesifik 16kosit
gociiniin gergeklesmesi ile karakterize edilir. Inflamatuar yanitin ¢oziilmesi doku
yaralanmasinin sinirlanmasi ve kronik inflamasyonun gelisimini azaltan homeostasisin
tekrar kurulmasi i¢in gereklidir (90). Bilindigi lizere karaciger fibrozu da temelde kronik
iflamasyonun bir sonucu olarak gelisir. Bu yiizden inflamasyonu ¢dzmek, karaciger

fibrozunun ortaya ¢ikisini ve gelisimini inhibe etme konusunda 6nemlidir (89).

Viicudumuzda immiin sistem uyarimi ve isleyisi farkli etmenler tarafindan
yonlendirilebimektedir. Herhangi bir organimizda meydana gelen hasar sonras1 immiin
sistemin isleyisi degismekte olup immiin yanitin yeterli diizeyde gelismedigi
bilinmektedir olusan rahatsizlik halinde kronik bdbrek rahatsizligi olan bireylerin
immiinizasyonunda yasanan sikintilar, kronik karaciger hastaligi olan bireylerin HBV
immiinizasyonuna zayif immiin yanit gdstermeleri ve bdyle bireylerde immiin yanit
gelisiminin yeterli diizeyde gergeklesmedigi bilinmektedir (7, 91). Ancak fetal donemde
immiin sistem hiicrelerinin gelisiminden sorumlu olan karacigerde hasarin immiin yanit
tizerindeki etkisi ayrintili olarak bilinmemektedir. Kronik karaciger hastaligina sahip
insanlar hastalik etmenlerine kars1 daha savunmasizdirlar. Boyle bireylerde enfeksiyonun
etkin bir sekilde kontroliinii saglamak ve viral bulasi engellemek iizere asilama

yapilmaktadir (67). Saglikli bireylerde oldugu gibi kronik karaciger rahatsizligi olan
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bireylerin de immiinizasyonunda sikint1 olabilir. Karaciger fibrozunda olusan hasarin
immiin yanit gelisimi iizerine etkisi ayrintili olarak bilinmemekle beraber siroz gibi ileri
diizey karaciger hasari olan bireylerde immiinizasyon etkinliginde sikinti oldugu
goriilmiistiir (7). Sirozun baslangici olan fibroz doneminde bu yonde bir literatiir bilgisi

bulunmamaktadir.

Arastirmamizda  karaciger  fonksiyon  bozuklugu olan  deneklerde
immiinizasyonun etkinligi TAA ile uyarilan fareler ilizerinde arastirllmistir. TAA,
karaciger fibrozunun altta yatan mekanizmasini anlayabilmek i¢in deney hayvanlarinda
fibroz modeli olusturmada sikc¢a kullanilan kimyasaldir. TAA ile deney hayvanlarinda
olusturulan karaciger fibrozu ile insanlarda goriilen karaciger fibrozu arasinda benzer
patolojik bulgular saptanmaktadir (92). TAA ile olusturulan fibroz modeli diger
kimyasallarla olusturulan modellere kiyasla daha fazla gegerliligi ve kolay uygulanabilir
oldugundan tercih edilmektedir. Boylece ¢alismamizda uygulamis oldugumuz TAA ile
uyarilmig fibroz modeli etik ve de bilimsel anlamda uygun olmasi elde ettigimiz
sonuclarin kiymetli oldugunu gostermektedir. Saglikli kontrol grubunda, hepatit B as1
grubunda, TAA uygulamasi ile olusturulan fibroz grubunda, fibroz grubuna ek olarak
TAA + Hepatit B asis1 uygulanmig fibrozlu asi1 grubunda ve TAA + Hepatit B asis1 +
Tetanoz toksoidi uygulanmis toksoid grubunda karaciger fonksiyonu hakkinda bilgi
veren AST, ALT, AP gibi biyokimyasal parametrelerin diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Karaciger
enzimlerinden AST ve ALT hepatositlerde, iskelet kas1 ve kalp kasinda sentezlenirken,
AP safra kanali ve barsak epitel hiicrelerinde sentezlenir (93). Hiicre ici enzim olan AST
ve ALT hepatoselliiler hasar1 takiben kanda hepatosit yikiminin artmasi ile artan
gecirgenlik sonucu hiicre zar1 digina ¢ikarlar ve serum seviyelerinde artig goriiliir (94).
Normalde bu enzimler serumda diisiik seviyededirler (95). Karacigerde meydana gelen
hasar bu enzimlerin serum seviyelerindeki degisiklikler ile tespit edilebilmektedir (90)
Calismamizda AST, ALT, AP degerlerinde; TAA uygulanan grupta, TAA + Hepatit B
asist uygulanan grupta ve TAA + Hepatit B asis1 + Tetanoz toksoidi uygulanan grupta
saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel verilerde anlamli oranda artis tespit edilmistir
(p<0,05). Elde ettigimiz bu veriler 1s18inda diizenli olarak TAA uygulamas: ile
karacigerde hasarin olusmasi ve meydana gelen hasar sonrasi karaciger fonksiyon
enzimlerinin (AST, ALT, AP) serum konsantrasyonlarinin artigina bagli olarak basaril
bir sekilde karaciger fibrozunun olusturuldugu diisiiniilmektedir. TAA ile olusturulan

fibroz grubuna uygulanan hepatit B asis1 karaciger fonksiyon enzimleri iizerinde belirgin
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diisiis gostermistir. TAA + Hepatit B agis1 + Tetanoz toksoid uygulamasi yapilan grupta

ise karaciger fonksiyon enzimlerinde anlamli artis goriilmstiir.

Daha onceki caligmalarda da gosterilmistir ki; TAA ile olusturulan fibrozis
modelindeki farelerin viicut agirliklarinda azalma meydana gelirken; kollajen ve ESM
birikimi sonucunda fare karaciger agirliklarinda bir artis meydana geldigi goriillmektedir
(91, 96). Mevcut calismamizda ise; deney sonuna kadar tartimlar1 yapilan farelerin viicut
agirlik ortalamasinin karaciger agirligima orani analizine gore; karaciger fibrozu
olusturdugumuz farelerde kontrol grubuna goére canli viicut agirligi / karaciger agirligi
oraninda belirgin diizeyde azalma goriiliirken, TAA + Hepatit B asis1 uygulanan grupta
ve TAA + Hepatit B agis1 + Tetanoz toksoidi uygulanan diger gruplarda da goriilen bu

azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Arastirmamizda karaciger dokusu histolojik olarak incelendiginde TAA
uygulamasinin inflamasyon, erezyonal nekroz, lobular dejenerasyon ve fokal nekroz,
fibroz olusumuna neden oldugu gorilmektedir. Deney gruplarimizdan TAA
uyguladigimiz; TAA grubu, TAA + Hepatit B asis1 grubu ve TAA + Hepatit B asist +
Tetanoz toksoidi uygulanan her 3 guruba ait histolojik kesitlerde yaygin olarak
inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriilmiistiir. Baz1 alanlarda kordonlar seklinde hepatosit
nekrozu izlenmekle birlikte nekrotik alanlarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve fibrotik
bag dokusu olusumu dikkatleri ¢ekmetedir. TAA + Hepatit B asis1 uygulamasinin
karaciger fibrozunda nekrotik alanlarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve dejenerasyona
bagli nekrotik alanlarin olusumunu azalttig1 ancak saglikli kontrol grubu diizeyine

indirgemedigi saptanmistir.

Karaciger hastaligi olan bireylerde hastalik ilerledikce, ¢ogu bagisiklamanin
etkinligini kaybettigi rapor edilmistir (63). Kronik karaciger hastaliklarinda ve karaciger
transplant hastalarinda da asiya yanit azalmaktadir ve kronik karaciger hastaligi olan
bireylerin HBV immiinizasyonuna saglikli bireylere gore daha zayif bir yanit
gosterdikleri bilinmektedir (97). Genel olarak, kronik karaciger hastaligi olan bireylerde
bagisiklama ihtiyaglarinin; immiinizasyonun en etkili oldugu zaman diliminde ele
almanin 6nemli olusu bilinmektedir. Kronik karaciger hastalig1 olan bireylere uygulanan
ast yanitlarinda hepatit B asisinin daha yiliksek yanit vermeyen oranlara yol actigi
goriilmiistiir (63). Literatiire gore karaciger hasarma sahip bireylerde asiya yaniti
arttirmanin yollarindan biri olarak enjeksiyonun verilis yolu, ¢ifte doz uygulamasi, bir

digeri ise asinin adjuvan ile birlikte verilmesi oldugu goriilmiistiir.
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Dhillion ve arkadaglar1 kronik karaciger hastalig1 olan bireylerde hepatit agisinin
gerekli oldugunu ve belirgin sayida bu astya yanit vermeyen hasta oldugunu belirtmistir.
Zayif immiin yanit veren bu bireylere i.m. hepatit as1 uygulamasinin smirli basari
sagladig1 gosterilmistir. Calismada i.m. hepatit as1 uygulanan kronik karaciger rahatsizligi
olan bireylere intradermal ag1 uygulamasi yapilmis; intradermal hepatit as1 uygulamasinin

etkili ve giivenilir oldugunu belirtmislerdir (98).

Hepatit B asisinin sirozlu hastalarda immiinojenisitesi, asmin iki doz
uygulanmasiyla gelistirilirken, standart dozlar i¢in yanit oranlar1 diisiik gozlenmistir (%
16-20). Michael ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada transplantasyon listesinde
beklemede olan hastalara uygulanan iki doz as1 uygulamasi ile asiya yanit orant %68

olarak belirlenmis (63).

Sonmez ve arkadaslar1 HBsAg kars1 antikor iiretimini indiikleyen ve yetigkinler
icin olduk¢a immiinojenik bir as1 olan S2SRHB asisin1 (rekombinant DNA asisi,
Genhevac, Pasteur) bazi saglikli bireyler, diyaliz hastalar1 ve hamileler iizerinde
uygulamiglardir. Caligmaya dahil edilen bireyler onceden 3 defa S2SRHB asis1
uygulanmis ancak hala diisiik seviyede anti-HBs antikor seviyelerine (anti-HBs< 10 IU/I)
sahip HBV negatif bireylerdir. Saglikli bireyler grup I, diyaliz hastalar1 grup II ve
hamileler grup III olarak gruplandirilmis ve bu ii¢ grubu kendi arasinda S2SRHB asis1 +
tetanoz toksoidi uygulanan grup A ve sadece S2SRHB asis1 uygulanan grup B alt
gruplarini olusturup bu gruplardaki antikor diizeylerini arastirmislardir. A grubundaki
bireylere S2SRHB asis1; i.m. olarak 20 ug birer ay araliklarla ti¢ doz seklinde ve 1 ml
tetanoz toksoidi uygulanmistir. Gergeklestirilen immiinizasyon sonunda yanit oranlar;
grup IA 60%, grup 11A 43%, grup IIIA 23% seklinde iken grup IB 26.6%, grup I1IB 20%,
grup IIIB 9% seklinde saptanmistir. S2ZSRHB + tatanoz toksoidi ile uyarilan grupta 47%
oraninda, sadece S2SRHB asist uygulanan grupta 19% oraninda yanit olustugu
saptanmistir. S2SRHB asisinin tetanoz toksoidi ile beraber uygulanmasimin tek basina

S2SRHB asis1 uygulamasina gore daha etkin oldugu gosterilmistir (7).

Kronik karaciger hastalarinda oldugu gibi (63) calismamizda da TAA uygulamasi
ile olusturulan fibrozlu farelere uygulanan recombinant hepatit asis1 (Engerix B™) ile
immiinizasyonu gerceklestirilen farelerdeki koruyucu Anti-HBs diizeyi saglikli kontrol
grubuna gore diisiik seviyede saptanmistir. Deneklerimizde gelisen yetersiz
immiinizasyon girisimini takiben; tekrar eden immiinizasyonlarin farelere zarar verecegi

diisiiniilerek calismamiza TAA+ Hepatit B as1 + Tetanoz toksoid grubu dahil edilmistir.
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SONUC VE ONERI

Giliniimilizde viiciidumuzda meydana gelen bazi rahatsizliklar (kronik bdbrek
yetmezligi, siroz gibi) saglikli immiin yanit gelisimini engellemektedir. Benzer sorun ile
viral kaynakli ve wviral kaynakli olmayan karaciger rahatsizliklarinda da

karsilasilmaktadir.

Mevcut calisma deneysel kronik karaciger fibroz modeli {izerine kuruludur ve
kronik karaciger fibroz modeli TAA ile uyarilarak olusturulmustur. Fibroz déneminde
uygulanan Hepatit B asisinin etkinliginin ne diizeyde gerceklestigini ve gelisen zayif
Ozgiil antikor yanitinin bir immiin stimiilator olarak kullanilan tetanoz toksoidi ile

arttirithp arttirilamayacagi arastirilmastir.

Calisma sonunda elde edilen sonuclar; gruplar arasinda tespit edilebilir veya
belirgin farkliliklar igeren karaciger enzim degerlerinin varligin1 biyokimyasal
yontemlerle, fibrotik karacigerin deneysel modelini histopatolojik degerlendirme ile
gostermistir ve karaciger fibrozu sirasinda Hepatit B asisina karsi gelisen zayif 6zgiil
immiin yanitin tetanoz toksoidi ile arttirilabilir oldugu immiinolojik yoOntemlerle

gosterilmistir.

Kronik karaciger hastaliklarinda zayif immiin yanit gelisimini arttirmak i¢in ileri
diizey ¢aligmalarin yapilmasiyla bu siirecin daha iyi anlagilmasini saglayip hastalarin

daha gii¢lii immiin yanit gelistirebilmeleri i¢in ¢aligmalarin yapilmasi onerilebilir.
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